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Wskazówki 
dla Autorów

W ydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar­
talnik „Postępy Biochemii" publikuje prace przeglądowe oma­
wiające nowe osiągnięcia, koncepcje i kierunki badawcze w 
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje też noty z hi­
storii biochemii, zasady polskiego słownictwa biochemicznego, 
recenzje nadesłanych książek oraz sprawozdania ze zjazdów, 
konferencji i szkół, w  których biorą udział członkowie Towarzy­
stwa.

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

Autorzy artykułu odpow iadają za prawidłowość i ścisłość 
podawanych informacji oraz poprawność cytowanego piśmien­
nictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przedstawione za­
gadnienia zilustrowane za pomocą tabel, rycin: wykresy, schema­
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na roz­
działy i podrozdziały, których rzeczowe tytuły tworzą spis treści. 
Zgodnie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry rzymskie, 
podrozdziały odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po­
prawność logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno­
znaczność i czytelność. Autorzy przeto winni unikać składni ob­
cojęzycznej, gwary laboratoryjnej, a także ograniczać stosowa­
nie doraźnie tworzonych skrótów, nawet jeśli bywają używane w 
pracach specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji 
prac podlega ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. 
Redakcja zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu i wprowa­
dzenia zmian nie wpływających na treść pracy, deklaruje też go­
towość konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznaczne z 
oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publiko­
wana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postę­
pach Biochemii". W  przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ją) 
włączyć do swego artykułu ilustracje publikowane przez auto­
rów prac cytowanych, należy uzyskać i przekazać nam odpo­
wiednią zgodę na przedruk.

Redakcja prosi A u to rów  o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: prosimy o nadsyłanie dwóch egzemplarzy wydruku 
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w  formacie IBM 
PC. W ydruk powinien być jednostronny z lewym marginesem 
około 4 cm, z zachowaniem podwójnego odstępu między wier­
szami, z użyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W  przypadku sto­
sowania w  tekście liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie 
ołówkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

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

tytuł artykułu w  języku polskim i angielskim oraz -  w  prawym dol­
nym rogu: liczbę tabel, rycin, w zorów  i fotografii oraz skrócony 
tytuł pracy, zamieszczany na okładce czasopisma (do 25 zna­
ków).

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

Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, piś­
miennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzorów i fotogra­
fii.

PIŚMIENNICTWO: W ykaz piśmiennictwa obejmuje prace 
w  kolejności ich cytowania w  tekście, zaznacza się je liczbami 
porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26], 
Odnośniki bibliograficzne powinny mieć nową, uproszczoną for­
mę. Sposób cytowania czasopism (1), monografii (2), roz­
działów z książek jednotomowych (3), rozdziałów z tomów serii 
opracowanych przez tych samych redaktorów (4), rozdziałów z 
tomów serii opracowanych przez różnych redaktorów (5) wska­
zują poniżej podane przykłady.

1. H i l d e b r a n d t  GR,  A r o n s o n  N N ( 1 980) Bio- 
chim Biophys A cta  631: 499-502

2. B o s t o c k  CJ,  S u m m e r  A T (1 9 7 8 ) The Eucary- 
otic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

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

4. D e l e j J ,  K e s t e r s K  (1975) W : F I o r k i n M,
S t o t z EH (red) C m prehensivQ  B iochem istry  t 29B. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, s. 1-7

5. F r a  n ks  N P, Li e b W R  (1981) W : K n  i g h t  C 
G (red) Research Monographs in Celi and  Tissue Physiology, t. 7. 
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, s. 243-272

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

W ydruk i załączniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietkę, 
właściwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w  czasie trans­
portu, prosimy przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Pasteura 3
02-093 W arszawa
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Wspomnienie 
o Profesorze dr hab. W ładysław ie Fenrychu

W  dniu 2 5  sierpnia 2 0 0 2  zmarł w  Poznaniu W ładysław  Fenrych, profesor zwyczajny  
Akademii M edycznej im. K. Marcinkowskiego w  Poznaniu, emerytowany kierownik Kate­
dry Biochemii Farmaceutycznej, członek Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i 
współzałożyciel O ddziału Poznańskiego.

Profesor urodził się w  1 9 2 7  roku w  Przybrodzie w  województwie poznańskim. W  la­
tach 1947 -1952  studiował na W yd zia le  Matematyki, Fizyki i Chemii U A M  uzyskując dy­
plom magistra z  zakresu chemii. Pracę naukową i dydaktyczną rozpoczął w  roku 1 95 7  w  
III Klinice Chorób Wewnętrznych A M  w  Poznaniu. W  Klinice zorganizował laboratorium  
biochemiczne, w  którym nadal wykonywane są badania zw iązane z  realizacją progra­
mów badawczych, a także analizy specjalistyczne z  zakresu biochemii i hematologii dla 
szpitali klinicznych. Badania prowadzone przez Profesora w  Klinice Hematologii stały się 
podstawą do uzyskania stopni naukowych doktora n. przyrodniczych na podstawie pracy: 
Zagadnienie zw iązków  kompleksowych korynoidów z  białkami (1 9 6 5 , W SR) oraz dokto­
ra habilitowanego na podstawie rozprawy: Białka w iążące witaminę Bi2 w  osoczu. W p ływ  
czynników fizyko-chemicznych oraz komórkowych na transkobalaminy i ich wzajem ną z a ­
leżność (1978 , U A M ). W  1 9 8 4  w  wyniku konkursu został kierownikiem Katedry Biochemii 
i Analityki M edycznej (od 1 98 6  r. Biochemii Farmaceutycznej) A M  w  Poznaniu. W  latach 
1 9 6 7 -1 9 6 8  odbył staż w  Oklahom a Research Foundation w  Oklahom a City, gdzie praco­
w a ł nad metylacją t-RNA, a w  1971 w  Instytucie Chemii Organicznej i Biochemii w  Pradze. 
Był członkiem licznych Towarzystw Naukowych. Poza PTBioch należał do Polskiego Towa­
rzystwa Hem atologów i Transfuzjologów, Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryj­
nej (tytuł członka zasłużonego), Poznańskiego Towarzystwa Przyjaciół N auk (tytuł członka 
honorowego), Polskiego Towarzystwa Teologicznego-Studium Syndologiczne w  Krako­
wie. Był także członek korespondentem Towarzystw Syndologicznych w  Turynie, Rzymie i 
USA.
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Profesor Fenrych w ykazyw ał szerokie zainteresowania naukowe i umiejętnie łgczył ba­
dania podstawowe z aplikacyjnymi. Jednym z istotnych nurtów Jego działalności badaw ­
czej była analiza białek. Był jednym z pierwszych w  kraju, którzy wprowadzili w  tym celu 
metody immunochemiczne, co umożliwiło m.in. ich wykrywanie w  płynach ustrojowych oraz  
ich patologicznych odmian w  niektórych schorzeniach rozrostowych.

Bardzo rozległe miejsce w  problematyce badawczej, którq zajm ował się Profesor zajmu­
je witamina B12 i białka jq wiqżqce. W e  współpracy z  Profesorem Pawełkiewiczem m.in. 
określił mechanizm przekształcania nieaktywnej postaci cyjanokobalaminy w  biologicznie 
czynnq, światłoczułq postać 5'-deoksyadenozyno-kobalaminę. lstotnq część tych badań  
stanowiło wczesne rozpoznawanie stanów niedoborowych witaminy Bt2oraz patogeneza  
niedokrwistości megaloblastycznych. Profesor był współautorem tezy o genetycznym uwa­
runkowaniu choroby Addisona-Biermera. Analiza białek wiqżqcych witaminę B12W granulo- 
cytach doprowadziła nie tylko do określenia roli tego zjawiska w  oddziaływaniu niektórych 
leków, ale skierowała Jego zainteresowania w  kierunku metabolizmu tlenowego tych komó­
rek. Temu zagadnieniu poświęcił się całkowicie podejmujqc funkcję kierownika Katedry Bio­
chemii i Analityki M edycznej. Z jego inicjatywy został skonstruowany chemiluminometr, a 
O n sam stworzył własnq szkołę badań luminescencyjnych metabolizmu tlenowego. W arto  
to podkreślić, bo objqł zespół o wykrystalizowanych zainteresowaniach naukowych i 
osiqgnięciach. Profesor Fenrych wykładał biochemię, biochemię klinicznq oraz diagnosty­
kę laboratoryjnq dla studentów Farmacji, Oddziału Analityki M edycznej i W ydziału Lekar­
skiego A M  w  Poznaniu. Zajęcia z tego zakresu prowadził także przez wiele lat w  Pomatural­
nym Medycznym  Studium Zawodowym . Profesor był ulubieńcem młodzieży akademickiej, 
szczególnie wtedy gdy pełnił funkcję prodziekana W ydzia łu  Farmaceutycznego. Dowo­
dem tego sq wyróżnienia przyznane z  inicjatywy studentów : nagroda I stopnia im. 
W ładysław a Biegańskiego i Amicus Studentorum. M im o posiadania rozlicznych odzna­
czeń (m.in.Złotego Krzyża Zasługi) te cenił sobie szczególnie. Imponował umiejętnym łqcze- 
niem zainteresowań humanistycznych z  w iedzq ścisłq. Często kończył wykłady fragmentem 
poezji.

Ilustrację wszechstronnych zainteresowań Profesora była Jego fascynacja Całunem Tury- 
ńskim. Był jednym z  nielicznych polskich członków Towarzystw Syndologicznych w  Turynie, 
Rzymie oraz USA. Tłumaczył ksiqżki i propagował w iedzę na temat Całunu zarówno na 
Sympozjach naukowych z  zakresu M edycyny Sędowej, sesjach PAN , jak i w  salkach para­
fialnych.

Był człowiekiem niezwykle skromnym. Zgodnie z Jego ostatnim życzeniem nie odbyła się 
uroczysta Rada W ydzia łu  oraz sesja poświęcona Jego pamięci. Zamiast składania kwiatów  
na grobie wpłacano datki na fundusz „Caritas", w  którym również pracował.

Dla nas pracowników Katedry, był przede wszystkim przyjacielem i partnerem, który 
zawsze z  ogromnq życzliwościę angażow ał się w  nasze problemy zarówno naukowe i ży­
ciowe, inspirujqc i zachęcajqc do podejmowania nowych zadań.

Żałujemy, że odszedł tak wcześnie.

Zespół
Katedry Biochemii Farmaceutycznej 
Akademii M edycznej 
im. K.Marcinkowskiego 
w  Poznaniu
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ARTYKUŁY

Interferencyjny RNA —  molekularny regulator ekspresji 
genu 

Interference RNA —  molecular regulator of gene 
expression

ELIZA WYSZKO1, WITOLD SZAFLARSKI2, JAN BARCISZEWSKI3

Spis treści:

I. Wprowadzenie
II. M olekularny m echanizm  wyciszania genu w procesie 

RNAi
III. RNAi jako narzędzie do badania funkcji genu
IV. Biologiczna funkcja RNAi
V. Perspektywy interferencji RNA

Contents:

I. Introduction
II. Molecular mechanism of gene silencing in RNAi action
III. RNAi as a tool for gene function research
IV. Biological function of RNAi
V. Perspectives of RNA interference

Wykaz stosowanych skrótów: dsRNA — ang. double stran­
ded RNA; mRNA —  matrycowy RNA; PTGS —  ang. po- 
st-transcriptionalgene-silencing', RNAi —  ang. RNA interfe­
rence', shRNA —  ang. short hairpin RNA', siRNA —  ang. 
small interfering RNA', ssRNA — ang. single-stranded RNA', 
stRNA —  ang. small temporary RNA

I. Wprowadzenie

Do n iedaw na  sądzono, że zm iany  ep igene tyczne  
są  w yłączn ie  k o n se k w e n c ją  chem icznej  m odyfikacji  
D N A  lub h is tonów  prow adzącej  do przedtrans lacy j-  
nej inhibicji ekspresji genu  [1]. Jednak  w ostatn ich  
kilku latach poznano  now e m ech an izm y  w y łączan ia  
genów  na etapie p o tran sk ry p cy jn y m  (np. PTG S ang. 
p o s t- tra n cr ip tio n a l g e n e -s ile n c in g ), k tóre  po lega ją  
na zab lokow aniu  lub ogran iczen iu  ekspresji  genu w 
w yniku  degradacji  p roduk tu  je g o  transkrypcji  
(m R N A ) [2-5],

'D r ,2 mgr, 3prof. dr hab., Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, 
ul. Noskowskiego 12, 61-704 Poznań, tel.: (61) 852-8503 wew. 
132, e-mail: wyszkoe@ibch.poznan.pl, jbarcisz@ibch.po- 
znan.pl

Jedne z p ie rw szych  badań  do tyczy ły  genetycznej 
m odyfikac ji  petunii  (P etun ia  hybridci) i m iały  na 
celu uzyskan ie  kw ia tów  o bardziej in tensyw nej b a r ­
w ie [6 ]. Do rośliny  w pro w ad zo n o  doda tkow e kopie 
genu syntazy  cha lkonow ej w celu zw iększen ia  ilości 
p igm entu . W brew  o czek iw an iom  u k ilku w y se lek ­
c jonow anych  transgen icznych  roślin  kw iaty  były 
częśc iow o lub ca łkow ic ie  p ozbaw ione  zabarw ienia. 
O bserw ac ja  ta w sk azy w a ła  na ogran iczen ie  lub za ­
trzym anie  syntezy  p igm entu . W  istocie nie nastąpiła  
ekspresja  doda tkow o  w p ro w ad zo n eg o  genu, a supre- 
sja endogennego  genu w y tw arza jącego  pigm ent ro ­
ślinny. Proces  ten nazw ano  w spó łb lo k o w an iem  (ang. 
co -su p p resio n ) genów  (Tabela 1) [3, 4, 7].

P odobne  z jaw isko  zao b se rw ow ano  podczas trans­
form acji ty ton iu  mającej na celu o trzym anie  odm ian 
odpornych  na wirusy. Do rośliny  w prow adzano  
cD N A  rep likazy  niezbędnej do am plif ikacji  w irusa  
z iem niaczanego  typu  X. P rzypuszczano , że nad p ro ­
dukcja  tego enzym u pozw oli  za trzym ać  ekspresję  in ­
fekcy jnego  w irusow ego  D N A  w roślin ie  poprzez z a ­
b lokow anie  k luczow ego  etapu cyklu  życiowego. 
O kaza ło  się jed n ak ,  że rośliny  t ransgen iczne  syn te ty ­
zu ją  zn ikom e ilości rep likazy  co sugerow ało , że cykl 
życ iow y  w irusa  zosta ł  z ab lokow any  nie z pow odu
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nadm iaru  enzym u, ale w  w y n ik u  degradac ji  m R N A  
replikazy. Efekt ten n azw an o  po tran sk ry p cy jn y m  
b lokow aniem  ekspresji genu, P T G S [8 , 9].

W innych ek sp ery m en tach  pokazano , że w p ro w a ­
dzenie cD N A  k o du jącego  karo ten  do N eurospora  
crassa  p ow odow ało  red u k c ję  ekspresji  endogennego  
genu u 30% kom órek , a z jaw isko  to okreś lono  po-

Tabela 1

Mechanizmy regulacji ekspresji genów u różnych organizmów.

Z jaw isko  in terferencji  ekspresji  genu w w yniku  
w pro w ad zen ia  d sR N A  w ystępu je  w  kom órkach  b e z ­
kręgow ców , k ręgow ców , w tym  rów nież  u ssaków  
(Tabela 1). Po rów nan ie  m echan izm ów : degradacji  
m R N A  indukow anego  d sR N A , po transk rypcy jnego  
b lokow an ia  ekspresji  genu  (PTG S), t łum ien ia  i kosu- 
presji genów  oraz badan ia  gene tyczne  sugerują , że

Przynależność
taksonomiczna

Organizm Rodzaj
mechanizmu

Czynnik
powodujący

inhibicję

Geny ulegające 

represji
Literatura

Grzyby N. crassa tłum ienie genu transgeny
gde-1,qde-2,

gde-3
[77,78]

Rośliny

Arabidopsis  

sp. N icotiana  

sp.

Petunia sp.

PTGS,

kosupresja

genów

transgeny,

wirusy
sgs, egs [79,80]

transkrypcyjne 

blokowanie genu
transgeny

ddm, som, 

hog, sil
[81]

Bezkręgowce

Hydra sp. RNAi dsRNA ? [82]

T. brucei RNAi dsRNA ? [83]

Planaria sp. RNAi dsRNA ? [84]

D.

m elanogaster

RNAi, dsRNA ? [85,86]

kosupresja

genów
transgeny ? [87,88]

C. elegans RNAi, PTGS
dsRNA,

transgeny

mut-2, mut-7, 

rde-1, rde-2, 

rde-3, rde-4,

[89,90]

Kręgowce
Mus

m usculus
RNAi dsRNA ? [64]

t ranskrypcy jnym  tłu m ien iem  genu  (ang. p o st- tra n -  
crip tio n a l gen e  quelling , P T G Q ) [10-12],

Prze łom em  w badan iach  regu lac ji  ekspresji g e ­
nów  okazało  się zas to so w an ie  tzw. an tysensow ych  
o ligonuk leo tydów  (D N A  i R N A ) w  celu  z a b lo k o w a ­
nia ekspresji genu  lub je g o  p ro duk tu  [13, 14]. 
Zak ładano , że an ty sen so w e  o ligon u k leo ty d y  hybry- 
dyzu ją  do kodującej nici D N A  lub m R N A  u n iem o ż li­
w iając w ten sposób  p rzy łączen ie  p o lim erazy  do 
D N A  lub b loku jąc  w iązan ie  m R N A  do rybosom u, co 
p row adzi do inhibicji ekspres j i  sw ois tego  genu. Do 
C aenorhabd itis  e leg a n s  w p ro w ad zo n o  jed n o -  lub 
dw un ic iow e cząsteczki R N A  {ang. d o u b le -s tra n d ed  
RNA, d sR N A ) o sekw encji  k o m plem en ta rne j  do se ­
kw encji  w ybranego  genu. W  p o ró w n an iu  z jed n o n i-  
c iow ym , d sR N A  p o w o d o w a ł  bardzie j  e fek ty w n ą  in ­
h ib ic ję  genu [15], k tó ra  nie o g ran icza ła  się ty lko do 
kom órek , w k tó rych  p roces  zosta ł  zap o czą tk o w an y  
w p ro w ad zen iem  d sR N A  ale rozp rzes trzen iła  się po 
ca łym  organizm ie  [4, 12, 16, 17]. W p ro w ad zo n y  do 
je l i ta  C. elegans  d sR N A  nie  ty lko  n a tychm ias t  indu ­
kow ał b lokow anie  ekspresji  genu  w ca łym  o rgan i­
zmie, ale gen ten p ozosta ł  ró w n ież  n ieak ty w n y  w k o ­
lejnych pokolen iach .

p rzeb ieg a ją  one w ed ług  p o d o bnego  m echan izm u  
om ów io n eg o  niżej [16, 18, 19].

II. Molekularny mechanizm wyciszania genu 
w procesie RNAi

In te rfe renc ja  R N A  (R N A i)  po lega  na degradacji  
m R N A  indukow anej w p ro w ad zen iem  lub syn tezą  
d sR N A  o hom olog iczne j  sekw encji .  Pow odu je  ona 
ogran iczen ie  lub ca łkow ite  zaham ow an ie  ekspresji 
o dpow iedn iego  genu [20, 21]. O becność  tego p ro ce ­
su w y k azano  u w ie lu  o rg an izm ó w  eukario tycznych , 
w  tym  u roślin , p ie rw otn iaków , grzybów, zw ierzą t 
b ezk ręg o w y ch  i k ręg o w có w  [22, 23]. O kazało  się 
rów nież , że R N A i w yda jn ie  b loku je  ekspres ję  genów  
w ludzk ich  h odow lach  k o m ó rk o w y ch  [24],

P ie rw szym  e tapem  p rocesu  in terferencji  R N A je s t  
hydro liza  d sR N A  do s iR N A  (ang. sm a li in te rfe rin g  
R N A ) [24-28] (Ryc. 1). Są  to dw un ic iow e R N A  o 
d ługości 21-23 nuk leo ty d ó w  o sekw encji  h o m o lo ­
gicznej do doce low ego  m R N A  m ające  dw a niesparo- 
w ane  n u k leo tydy  p rzy  końcu  3 ’ każdej z nici [29]. 
s iR N A  pow sta je  w  w y n ik u  hydro lizy  kom pleksem  
en zy m aty czn y m  (d im er)  ok reś lanym  jak o  D ICER.
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W skład każdego  m o n o m eru  w chodzą: he likaza  
R N A  za leżna  od A TP, dw ie  p od jednostk i  R N azy  III i 
dom ena  b ia łkow a w iążąca  d sR N A  [28]. D IC E R  
scharak te ryzow ano  u A ra b id o p s is  tha lia n a , Saccha- 
rom yces p o m b e  i H om o sa p ien s. W reakcji k a ta l izo ­
wanej przez ten kom pleks  d sR N A  je s t  rozpoznaw any  
przez  d om enę  w iążącą  R N A , a he likaza  R N A  ro zp la ­
ta obie nici i każda  z po d jed n o s tek  R N azy  III hydroli-  
zuje w iązan ie  fo sfod ies trow e w R N A , p row adząc  do 
pow stan ia  siRNA. P odobn ie  j a k  p roduk ty  dzia łan ia

A B

Ryc. 1. Mechanizm interferencji RNA. Pierwszy etap obejmuje degra­
dacją dwuniciowych RNA (dsRNA) do siRNA (21 -23 pz) przez 
kompleks enzymatyczny DICER (o ) .  W drugim etapie uczest­
niczy kompleks białkowy RISC, ( □ )  który ze związaną 
cząsteczką siRNA przyłącza sią do homologicznego mRNA i 
katalizuje jego degradacją. Drogi powstawania siRNA: A — 
syntetyczna, B —  enzymatyczna.

innych R N az  III, rów n ież  s iR N A  p o s iad a ją  przy  k o ­
ńcu 3 ’ g rupę  hyd roksy low ą , a p rzy  końcu  5 ’ g rupę  
fos fo ranow ą  oraz n iesp aro w an e  dw a nuk leo tydy  
przy końcu  3 ’ [29]. Jest to is totne, po n iew aż  s iR N A

zaw iera jące  „tępe k o ń c e ” lub p ozbaw ione  grupy  fos­
foranowej przy końcu  5 ’ słabo ak ty w u ją  proces 
RN A i [30-34], D ługość  s iR N A  w ydaje  się być cechą  
ga tunkow o sp ecy f iczn ą  i m oże o d zw ierc ied lać  zm ia ­
ny w struk turze  obu dom en  R N azy  III. W śród  rybo- 
nuk leaz  typu R N azy  III, D IC E R  je s t  un ikalny , po n ie ­
w aż do hydro lizy  d sR N A  w ykorzys tu je  energ ię  p o ­
chod zącą  z A T P [27], H elikaza  R N A  tw orząca  d o ­
m enę  w D IC E R  przy  końcu  am in o w y m  w y k o rzy s tu ­
je  A TP do translokacji  w zd łuż  dsR N A  [28, 34], G e ­
nera ln ie  d sR N A  m oże  m ieć  w ie lkość  od 30 do ponad 
500 par zasad. Do badań  zw iązanych  z R N A i w y k o ­
rzystu je  się także kró tk ie  syn te tyczne  s iR N A , o trzy­
m yw ane  m e to d ą  c h em iczn ą  bądź w w yniku  tran­
skrypcji in vitro  k ró tk ich  R N A  za p o m o c ą  polim era- 
zy T7 [35]. P ozw ala  to na om in ięc ie  e tapu  hydrolizy  
przez  D IC E R  (Ryc. 1).

W  drug im  etapie in terferencji  RNA dw unic iow e 
cząsteczki s iR N A  w ią ż ą  się do kom pleksu  b ia łk o w e­
go RISC (ang. R N A -in d u c e d s ile n c in g  com plex)  [34]. 
K om pleks  ten w y izo lo w an o  z k o m ó rek  S2 D. m ela- 
nogaster. Posiada  on ak tyw ność  endonuk leazow ą, a 
n iek tóre  je g o  dom eny  w y k a z u ją  duże podob ieńs tw o  
do b ia łek  z rodz iny  A rg o n a u tę  [36]. N ukleo li tyczne  
w łaśc iw ośc i kom p lek su  RISC są is to tą  procesu 
RNAi. P rzy łączenie  s iR N A  ak tyw uje  RISC  [26,34], 
który następnie  rozpozna je  i deg radu je  k o m p lem en ­
tarny m R N A , b loku jąc  w ten sposób  ekspresję  genu 
[34,36], W łaśc iw ości en d o n uk leo li tyczne  RISC nie 
są  do tychczas  znane, n iek tóre  o bserw acje  w skazu ją  
jej odrębność  od R N azy  III zw iązanej z D IC ER  [27, 
29, 34], W ydaje  się, że ATP je s t  n iezbędny  tylko do 
aktyw acji  R ISC  i nie j e s t  zw iązany  z je g o  a k ty w n o ­
śc ią  rybonuk leazow ą , podobn ie  ja k  inne kofaktory  
n uk leo tydow e  [34, 36].

W kom pleksie  b ia łk o w y m  D IC E R  w yizo low anym  
z D rosoph ila  w ys tępu je  dom ena  PAZ, k tóra  jest  h o ­
m olog iczna  do rodz iny  b ia łek  A rgonau tę . W k o m ­
pleksie  RISC w ys tępu je  d o m en a  Arg2, która należy 
także do b ia łek  A rgonau tę . Obie  dom eny  p rzypusz ­
czalnie  o d dz ia łu ją  ze so b ą  u ła tw ia jąc  w  ten sposób 
w łączen ie  s iR N A  do R ISC  [36, 26].

D IC E R  uczes tn iczy  także w tw orzen iu  m ałych 
(19-25 nuk leo tydów ), je d n o n ic io w y ch  nieko- 
du jących  R N A  zw anych  m ic roR N A , które zna lez io ­
no u roślin  i zw ierząt. Ich regu la to row e  działanie p o ­
lega na specy ficznym  ro zp o zn aw an iu  docelowej 
cząsteczki m R N A  na zasadz ie  kom plem entarnośc i ,  
co p row adzi do zab lo k o w an ia  je j  translacji [37, 38]. 
N a le ż ą  do n ich  m iedzy  innym i s tR N A  (ang. sm a li 
tem porary  R N A ) będące  p roduk tam i genów  lin -4  i 
le t-7  u C. elegans  (Ryc. 2) [39, 40]. W ydaje  się, że są 
one zaangażow ane  w proces  kontro li  rozw oju  C. ele-
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gans. D o jrza ły  s tR N A  dla lin-4 ham uje  po transkryp-  crassa  (Q D E -1 ), C. e legans  (E G O -1 ) i roślin  (,S G S 2 )
cyjnie ekspresję  genu l in -14 o raz  lin -28  poprzez  od- [44, 48],
dz ia ływ ania  w re jonie  n iek o d u jący m  3 ’U T R  m R N A . Poznanie  m ech an izm u  inhibicji ekspresji genu w
W podobny  sposób  let-7 b loku je  ekspresje  genu  organ izm ach  tak od leg łych  ew olucy jn ie  od s iebie ja k
lin -4 1. O becność  s tR N A  s tw ierdzono  rów nież  w p ierw otn iak i,  rośliny  i k ręgow ce  sugeru ją  un iw ersa l-
tkankach  ludzkich  [41]. ność m ech an izm u  in terferencji  R N A  (Tabela 2).

Ryc. 2. Rola DICER w powstaniu siRNA i stRNA. Substratami są 
cząsteczki prekursorowe microRNA (struktura typu spinki) np. 
Ict7, lin 4 lub dsRNA (helisa). Produktami reakcji katalizowanej 
przez DICER są jcdnoniciowe 19-25 nukleotydowe stRNA oraz 
siRNA.

Proces  R N A i m oże  być  ak ty w o w an y  zarów no  
przez s iR N A  będące  p ro d u k tem  dz ia łan ia  D IC E R  ja k  
i syn te tyczne  R N A  [29, 34], k tóre  w yda jn ie  ak tyw u ją  
RISC u D. m e la n o g a ster  i k o m ó rk ach  ssaków, ale są 
m niej e fek tyw ne  u C. e leg a n s  [24, 30, 42],

W y so k ą  w yda jność  p ro cesu  R N A i m ożna  t łu m a­
czyć udz ia łem  p o lim erazy  R N A  zależnej od RN A  
(R dR P ) w am plif ikacji  d sR N A  i rozp rzes trzen ian iu  
e fek tu  R N A i na inne kom órk i bądź  tkanki [43-46], 
P o d o b n e  z jaw isko  o b se rw o w an o  u roślin , g rzybów  i 
n ic ien i [43, 45, 46], S tw ie rdzono , że aby d o p ro w a­
dzić do degradacji  doce lo w eg o  m R N A , którego  
o b ecność  szacow ano  na oko ło  1 0 0 0  kopii,  w ysta rczy  
ok. 35 cząs teczek  dsR N A  [47].

M u tac je  w genach  ko d u jący ch  b ia łka  h o m o lo g ic z ­
ne do R d R P  red u k u ją  w yd a jn o ść  p rocesu  R N A i u N.

T abela  2

Elementy mechanizmu potranskrypcyjncgo wyciszania genu (PTGS) i 
RNAi u zwierząt, grzybów i roślin [91].
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III. RNAi jako narzędzie do badania funkcji 
genu

B adan ia  m ech an izm u  in terferencji  R N A  d o p ro ­
w adziły  do w yo d ręb ien ia  k ilku  rodza jów  RN A  
bio rących  udzia ł w tym  proces ie  ja k  dsR N A , s iR N A  i 
shRNA.

d sR N A  pow o d u je  w y d a jn ą  inh ib ic ję  ekspresji 
okreś lonych  genów  m.in. uz i.  th a lia n a , C. e legans  i 
D. m elanogaster. O kaza ło  się, że w  kom órkach  ssa ­
ków  nie m ożna  s tosow ać  d ług ich  (>30 pz) d sR N A  z 
pow odu  w ew n ątrzk o m ó rk o w ej  odpow iedz i  im m u ­
nologicznej.

Inną  m e to d ą  o trzy m y w an ia  p rekurso rów  RNAi 
je s t  zas tosow anie  w ek to ró w  zaw ie ra jących  sek w en ­
cje s iR N A  i shR N A  (a n g . sh o rt ha irp in  R N A ) pod 
k o n tro lą  p ro m o to ró w  p o lim erazy  III RN A , U 6  lub 
H I ,  które ka ta l izu ją  syn tezę  kró tk ich  R N A , p o z b a ­
w ionych  poliA  [49]. Sygnałem  term inacji  t ran sk ry p ­
cji w tym  p rzypadku  je s t  sekw enc ja  sk ładająca  się z 5 
tym idyn. W re jon ie  tym  nas tępu je  hydro liza  tran- 
skryptu  zapew nia jąc  pow stan ie  R N A  zakończonego  
przy końcu  3 ’ k i lkom a u rydynam i (Ryc. 3) [50-52],

W  p rzypadku  k lon o w an ia  s iR N A , w ek to r  zaw iera  
sekw encje  dw óch  p ro m o to ró w  U 6  k ie ru jących  tran ­
sk rypc ją  dw óch  19 nuk leo ty d o w y ch  fragm entów
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DN A  o d pow iada jących  nici sensow ej i an tysensow ej 
siR N A  (Ryc. 3A) [50], Pow stan ie  shR N A  zapew nia  
jed en  p rom oto r  kon tro lu jący  syn tezę  R N A  na m a try ­
cy składającej się z dw óch  2 1  nuk leo ty d o w y ch  f rag ­
m entów  o kom plem en ta rne j  sekw encji ,  tw orzących  
trzon s truktury  spinki, rozdz ie lonych  6-9 nukleo ty-

Ryc. 3. Strategia klonowania siRNA i shRNA do wektora. A. Tran­
skrypcja fragmentów DNA o długości 19 pz odpowiadających 
nici sensowej (S)~\_^uu i antysensowej (A S)-"—-uu siRNA za­
chodzi pod kontrolą dwóch promotorów U6 za pomocą polimc- 
razy III (poi III). B. Syntezą shRNA prekursora RNA dla 
DICER kontroluje jeden promotor U6. Powstałe produkty RNA 
mają przy końcu 3 ’ niesparowane urydyny.

d o w ą  sekw enc ją  o d p o w iada jąca  pętli (Ryc. 3B) [51]. 
shR N A  jes t  substra tem  dla D IC E R  i uczes tn iczy  w 
procesie  RNAi [53]. Z au w ażo n o , że w p row adzen ie  
tak skonstruow anego  p lazm idu  do k om órk i  nie zab u ­
rza jej hom eostazy , a e fek t dz ia łan ia  s iR N A  ulega  
w yd łużen iu  z k ilku  godz in  do tygodni w  p rzypadku  
linii kom órkow ych  [52].

IV. Biologiczna funkcja RNAi

O znaczen iu  procesu  R N A i św iad czą  najlepiej 
zm iany  w organ izm ie  gdy dochodzi do zabu rzeń  na 
poszczegó lnych  e tapach  tego procesu.

M utac je  w genach  rodz iny  A rg o n a u tę  u A ra b i-  
d opsis  tha liana  p o w o d u ją  zaburzen ia  funkcji k o m ó ­
rek, np. defek ty  w rozw oju  liści czy n iep raw id ło w ą  
p ro life rac ję  m ery s tem ó w  kw ia tow ych ,  n a tom ias t  u 
D rosoph ila  nega tyw n ie  w p ły w a ją  na rozwój n e u ro ­
nów  [54],

Indukow any  w kom órce  R N A i s tanow i ob ro n ę  
przed  w irusam i,  och ronę  genom u przed  transpozona-  
mi oraz w spó łuczes tn iczy  w regulac ji  on to g en ezy  [3, 
55-57]. M utan ty  A ra b id o p sis  th a lia n a , k tóre u trac iły  
zdo lność  ak tyw acji  PTG S s taw ały  się w raż liw e  na 
in fekcje  w irusow e  [55]. W irusy  w odpow iedz i  na 
PTG S w ytw orzy ły  m ech an izm y  b lok o w an ia  p rocesu  
R N A i/P T G S  syn tezu jąc  d sR N A  p rzec iw ko  genom  
białek  b io rących  udzia ł  w PTG S [58-60].

R N A i w p ły w a  na s tab ilność  genom u poprzez  
ogran iczan ie  in tegracji transpozonów , które w b u d o ­
w ując  się m o g ą  p rzerw ać  c iąg łość  genu  [61]. S tw ie r­
dzono, że w  w yn iku  m utacji  genów  M u t-7  (hom olog  
R N azy  D), R de-1  i R d e-4  na leżących  do rodziny  A r­
g o n a u tę  nastąp iło  zaburzen ie  p rocesu  RNAi u C. ele- 
g a n s  p row adząc  do nadm iernej ak tyw nośc i  t ran sp o ­
zonów, podobn ie  ja k  u C hla m yd o m o n a s re inhard tii 
po zm utow an iu  genu  M u t-6  h o m o log icznego  do heli- 
kazy RN A  [62, 63].

P roces in terferencji  m a znaczen ie  także dla ro z ­
w oju  o n togene tycznego ,  św iad czą  o tym badania  
w czesnych  s tad iów  em briona lnych  m yszy  ze z m u to ­
w anym  genem  Ego  1 [64],

Inhibicja  ekspresji  genów  po p rzez  RNAi m oże 
p rzebiegać  na różnych  poz iom ach . d sR N A  u roślin 
indukuje  m ety lac ję  f ragm en tów  genom u, a w p rz y ­
padku m odyfikac ji  sekw encji  p ro m o to ra  następuje  
zab lokow an ie  transkrypcji  genu  [65], R N A i m oże ta ­
kże m o du low ać  struk turę  ch ro m a ty n y  u D rosophila ,
C .e legans  i g rzybów  [6 6 -6 8 ], Innym  p rzyk ładem  jes t  
ekspresja  genów  lin -4  i le t-7  p reku rso rów  RNAi 
dzia ła jących  na etapie  translacji.

O pisano  p ie rw sze  udane  ek sp ery m en ty  w y k o rzy ­
stu jące s iR N A  sk ie row ane  p rzec iw  genom  białek rev  
i ta t w liniach k o m ó rk o w y ch  transfekow anych  pro- 
w irusem  HIV-1 ja k  rów nież  genom  receptora  k o m ó r­
kow ego  cd4, b ia łka  s truk tu ra lnego  g a g  czy białka re ­
gu la to row ego  n e f [ 6 9, 70, 71].

D zia łan ia  an ty -H IV  m a ją  także  na  celu h a m o w a ­
nie replikacji w irusa  w  k o m órkach  gospodarza. Po 
zas to sow an iu  s iR N A  w l im focy tach  zaobserw ow ano
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obniżenie  poz iom u  H IV w kom órkach  do 30-50 razy 
[12].

Inhibicja infekcji w irusow ej p rzez  RNAi dotyczy  
także innych w irusów  jak :  R SV  (ang. R esp ira to ry  
Syn cy tia l Virus), k tóry  w yw o łu je  szereg chorób 
układu oddechow ego , za s to sow an ie  R N A i d o p ro w a­
dziło do znaczącego  obn iżen ia  p oz iom u  R N A  wirusa  
w kom órkach. Podobny  efekt zao b se rw ow ano  po 
w ykorzystan iu  s iR N A p rz e c iw  w irusow i polio  [73].

Pokazano także u d a n ą  in iekcję  s iR N A  do k o m ó ­
rek m yszy  i w yciszen ie  genów  repo rte row ych  w ró ż ­
nych narządach  np. 5-10 razy w kom órkach  wątroby, 
śledziony, trzustki oraz w nerkach  [74],

RNAi w ykorzystu je  się rów nież  ja k o  narzędz ie  do 
badania  w łasności genów  u różnych  o rgan izm ów  p o ­
przez „kn o ck -o u t” m R N A  i obserw acje  funkc jona l­
nego efektu  inhibicji ekspresji  ca łych grup genów  na 
poziom ie  kom órki czy ca łego  o rganizm u. Ten sposób 
postępow ania  przyjęto  analizu jąc  np. funkcję  genów  
ch rom osom ów  I i III u C. elegans. W  przypadku  
ch rom osom u  I rozszerzono  zna jom ość  feno typu  g e ­
nów  z 70 do 378, n a tom ias t  dla ch ro m o so m u  III w y ­
kazano, że w iększość  genów  tam  z loka lizow anych  
pełni funkcję  w regulacji i ró żn icow an iu  k o m ó rk o ­
w ym  [75, 76].

V. Perspektywy inferencji RNA

W ciągu osta tn ich  k ilku  lat in terfe rencja  RNA 
stała się po tężnym  narzędz iem  badan ia  struk tury  i 
funkcji genów. Osta tn io  po jaw iło  się w ie le  doniesień  
o w ykorzystan iu  R N A i dla inak tyw acji  infekcji w i­
rusow ych  i replikacji w ku ltu rach  tkankow ych . W y­
kazano  rów nież , że RNAi pow o d u je  supres ję  ek sp re ­
sji genów  u zwierząt.  W szystk ie  te badan ia  sugeru ją  
jed n o zn aczn ie ,  że R N A i m oże  stać się w ażnym  n a ­
rzędz iem  te rapeu tycznym , choc iaż  w da lszym  ciągu 
b rakuje  w iedzy  ja k  w y k o rzy s tać  R N A i do z w a lcza ­
nia chorób.
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Jak działa melatonina? 

How does melatonin work?
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V. Summary

Wykaz stosowanych skrótów: AF —  funkcja transaktywacyj- 
na; AFMK — N 1-metylo-N2-formylo-5-metoksykynuramina; 
CaM —  kalmodulina; cAMP — cykliczny adenozynomonofos- 
foran; CAT — katalaza; cGMP —  cykliczny guanozynomono- 
fosforan; DAG — diacyloglicerol; GPx —  peroksydaza gluta- 
tionowa; GRd — reduktaza glutationowa; GSH — zredukowa­
ny glutation; GSSG — utleniony glutation; IP3-— trifosfoinozy- 
tol; MAPs —  białka wiążące mikrotubule; NOS — syntaza tlen­
ku azotu; PGF2 —  prostaglandyna F2; PKC —  kinaza białkowa 
C; QR2 —  reduktaza chinonowa 2; ROREs —  elementy odpo­
wiedzi hormonalnej; ROR/RZR —  grupa receptorówjądrowych 
związków będących pochodnymi retinolu; SCN —  jądra nad- 
skrzyżowaniowe; SOD — dysmutaza ponadtlenkowa; TM — 
domena transbłonowa

I. Wstęp

M ela ton ina  (A -ace ty lo -5 -m etoksy tryp tam ina) ,  
zw ana  tak ze w zg lędu  na efek t jak i  w yw ołu je  na  zn a j­
dujący  się w skórze p łazó w  i gadów  p igm en t m elani- 
nowy, zos ta ła  w ykry ta  około  50 lat temu. P oczą tk o ­
wo uw ażano , że w ystępu je  je d y n ie  u kręgow ców , 
n iem nie j osta tn ie  badan ia  p o k aza ły  je j  obecność

'Student V roku, 2dr, Zakład Regulacji Metabolizmu, Instytut 
Biochemii, Wydział Biologii UW, ul. Miecznikowa 1, 02-096 
Warszawa, e-mail: kogut@biol.uw.edu.pl, rderlacz@biol.uw. 
edu.pl

także  u bakterii,  drożdży , p ie rw o tn iaków , ow adów , a 
n aw e t  u roślin  [1-2]. Pos trzegana  dotychczas  jedyn ie  
ja k o  horm on regu lu jący  cykl dobow y czy sezonow y 
organ izm u, okazała  się być doskonałym  przeciw utle-  
n iaczem , k tóry  nie tylko neu tra lizu je  ak tyw ne form y 
tlenu, ale także regu lu je  ak tyw ność  w ielu  enzym ów  
o d pow iedz ia lnych  za ich usuw an ie  (m.in. reduktazy  
g lu ta tionow ej i p e roksydazy  g lu ta tionow ej)  [3],

W iele  kon trow ers ji  w z b u d za ją  po jaw ia jące  się 
os ta tn io  w prasie  i te lew izji in form acje  p rzed s ta ­
w ia jące  m ela ton inę  ja k o  cu d ow ny  środek, k tórego 
s to sow an ie  je s t  zbaw ienne  w w ie lu  p rzypadkach  i nie 
n ies ie  p rzy  tym  abso lu tn ie  żadnych  skutków  u b o cz ­
nych , naw et w p rzypadku  s to sow an ia  daw ek kilkase t 
razy  p rzew yższa jących  je g o  d z ien n ą  p rodukcję  u d o ­
ros łego  cz łow ieka  (około  30 pg)  [4]. Sugeruje  się, że 
m e la ton ina  m oże  być lek iem  zw alcza jącym  zab u rze ­
nia  snu, choroby  n o w otw orow e , chorobę  A lzhaim e- 
ra, chorobę  Park insona , a naw et in fekcję  w ąg lik iem  
[2, 5 ,6 ] .  N iestety , w iększość  tych inform acji  nie ma 
dosta tecznego  p o tw ie rdzen ia  w  w yn ikach  badań  k l i ­
n icznych .

M ela ton ina  ja k o  m ała, doskonale  rozpuszczalna  
tak w  w odzie  j a k  i w  tłuszczach  cząsteczka , nie je s t  w 
o rgan izm ie  m ag azy n o w an a ,  a szybkość  je j  u w a ln ia ­
n ia  do k rw iob iegu  odpo w iad a  szybkości syntezy. U 
zw ie rzą t  synteza  m elatoniny, której p reku rso rem  jes t
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pobierany  z krwi tryp tofan , zachodzi przede  w szy s t­
k im  w szyszynce [2, 4], choć n iew ie lk ie  ilości h o r ­
m onu m o g ą  być także w y tw arzan e  przez  s ia tków kę i 
soczew kę oka [6 , 8 , 9], nab łonek  p rzew odu  p o k a r­
m ow ego  [10], czy kom órk i k rwi [5, 11], Proces sy n ­
tezy m ela ton iny  p rzeds taw iono  na rycin ie  1 .

tryptofan 5-hydroksytryptofan

MELATONINA

Ryc. 1. Synteza melatoniny w komórkach szyszynki.

Stężenie  m ela ton iny  w e krwi cz łow ieka  w aha  się 
zależnie  o d p o ry  dnia  i roku  od 0,14 do 2,3 nM. Z m ia ­
ny jej poz iom u w k rw iob iegu  są  skore low ane  z 
d ługośc ią  dnia i nocy. I tak w ciągu  dnia  stężenie  m e ­
latoniny je s t  małe, a w artość  m a k sy m a ln ą  osiąga 
m iędzy  godz iną  24. a 03. nad ranem  [12]. Podobny  
profil w ydzie lan ia  ho rm onu  zosta ł  op isany  naw et dla 
je d n o k o m ó rk o w y ch  g lonów  [2]. Co więcej, je s t  on 
taki sam  dla zw ierzą t p ro w ad zący ch  zarów no  dz ien ­
ny, jak  i nocny  tryb życia  [2]. W ykazano  też, że u 
cz łow ieka  m ela ton ina  n ag ro m ad za  się w  szpiku k o s t ­
nym  [13, 14], p łyn ie  m ó zg o w o -rd zen io w y m  [15] i 
żółci [16],

Jesteśm y zgodni co do je d n e g o  —  horm on  ten 
działa  w kom órce  na co najm nie j trzy sposoby: (a) w 
w yniku  w iązan ia  m e la ton iny  p rzez  recep to ry  b ło n o ­
we, (b) na skutek od d z ia ływ an ia  z recep to ram i j ą d r o ­
w ym i i w reszcie  (c) po p rzez  bezpośredn ie  o d ­
dz ia ływ anie  z b ia łkam i cy top lazm atycznym i.

II. Receptory błonowe wiążące melatoninę

I I - l . K lasyfikacja

Ze w zględu  na  p o w in o w ac tw o  do horm onu , 
b łonow e recep to ry  w iążące  m e la ton inę  m ożna  p o ­
dzielić  na dwie grupy: M L I  w iążące  m ela ton inę

przy  stężeniu  p ikom ola rnym  horm onu  oraz M L2 
(zw ane też M T3) w iążące  m ela ton inę  przy stężen iu  
nan om ola rnym  horm onu  [17]. W śród  recep to rów  z 
grupy  M L I w yróżn iono  doda tkow o  trzy podtypy: 
m t l  (M e l la), M T2 (M e l ,b) i M e l ,c [18], W y szczeg ó l­
niono je  na podstaw ie  p odob ieńs tw a  gene tycznego  
oraz s trukturalnego: i tak recep tory  m tl  w y k azu ją  
60%  p o dob ieńs tw a  sekw encji  am inokw asow ej do 
M T2, a m t l  i M T2 60%  p odob ieńs tw a  sekw encji  
am inokw asow ej do M e l l c  [18]. Podzia ł recep to rów  
m ela ton inow ych  p rzeds taw iono  w Tabeli  1.

II-2. R eceptory typu M LI

II-2-a. Budowa

R ecep to ry  na leżące  do tej g rupy w sp ó łd z ia ła ją  z 
różnym i b ia łkam i G: Gi2, Gi3, Gq/n [18, 19]. P o s ia ­
d a ją  one 7 hyd ro fo b o w y ch  dom en  transb łonow ych , 
N -koniec  b ia łka  znajdu je  się po stronie  zew nątrzko-  
m órkow ej,  a C -kon iec  w cy top lazm ie . Poniżej t rze ­
ciej dom eny  transb łonow ej (TM 3) w y s tęp u ją  cha rak ­
te rystyczne m o tyw y  NRY oraz C (C /Y )IC H S . Z kolei 
s iódm a dom ena  transb łonow a  (TM 7) charak te ryzu je  
się obecn o śc ią  m o tyw u  N A X X Y  [18]. Za w iązan ie  
m ela ton iny  odpow iedz ia lna  je s t  zna jdu jąca  się w 
piątej dom enie  transb łonow ej (T M 5) k onse rw ow ana  
resz ta  h istydyny, k tóra  oddz ia łu je  z g rupą  5-m etoksy  
horm onu  [2 0 -2 2 ], oraz zna jdu jące  się w  dom enie  
siódmej seryna i a lanina [20, 23].

II-2-b. Działanie receptorów m tl

Recep to ry  m tl  w sp ó łd z ia ła ją  z w raż liw ym i na 
toksynę  k rz tuśca  b ia łkam i Gi (G i2, G i3) [17-19, 24], 
B ia łka  te h am u ją  ak tyw ność  cyk lazy  adenylanow ej,  
pow odu jąc  obn iżen ie  poz iom u  w ew n ą trz k o m ó rk o ­
w ego cAMP. W ykazano  m.in.,  że w kom órkach  skóry 
ludzi m ela ton ina  ham uje  sp o w odow ane  podan iem  
forskoliny  n ag rom adzan ie  się tego cyklicznego  nu- 
k leo tydu  [24]. Co w ięcej,  m e la ton ina  za pośredn ic ­
tw em  recep to rów  z g rupy  m tl  m oże w spom agać  
w y w o ła n ą  przez  p ro s tag landynę  F2ot (P G F 2 a )  sty­
m ulac ję  fosfo lipazy  C (PLC) (Ryc. 2). Za  h a m o w a ­
nie cyklazy  adeny lanow ej o d p ow iedz ia lna  je s t  pod- 
je d n o s tk a  a  b ia łka  Gi, podczas  gdy pod jednostk i Py 
p o w o d u ją  w zros t  ak tyw nośc i  PLC, co prow adzi w 
efekcie  do w zros tu  p oz iom u  w ew n ą trzk o m ó rk o w eg o  
w apnia , n as tęps tw em  czego je s t  ak tyw acja  kinazy 
bia łkow ej C (PK C ) [19]. R ecep to ry  m t l  m o g ą  także 
w spó łdz ia łać  z b ia łkam i G n iew raż liw ym i na toksy ­
nę  krz tuśca  —  G q /n .  Pod jednostk i  a  tych b iałek  p o ­
dobnie  do dim eru  py b ia łek  Gi a k ty w u ją  fosfo lipazę  
C, zw iększa jąc  doda tkow o poz iom  w ew n ą trzk o m ó r­
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kow ego w apnia  i ak tyw ność  PK C  [19]. W iadom o  
również, że b iałka Gq/n są  o d p ow iedz ia lne  za ak ty ­
wację  kinaz M A P oraz n ieza leżn ą  od fosfo lipazy  C 
s tym ulację  fosfo lipazy  D (PL D ) [19, 25-27], a także 
regulac ję  dzia łan ia  za leżnych  od nap ięc ia  kana łów  
w apniow ych  w n eu ronach  [19, 28]. Co więcej, za p o ­
średnic tw em  recep to rów  m t l  m e la ton ina  m oże  ak ty ­
w ow ać  po tasow e kanały  jo n o w e  Kir3, 1/2, 2 i s ty m u ­
lować produkcję  IP 3 [19, 29-33].

Tabela 1

ham ow an ie  w zros tu  poz io m u  cG M P  w y w oływ anego  
przez  inne czynniki.

II-3. R eceptory typu M L2 (M T3)

R eceptor M T3 nie w spó łdz ia ła  z b iałkam i G. Jest 
to białko o m asie  26 kDa, będące  h o m olog iem  ludz­
kiej reduk tazy  ch inonow ej 2 (Q R 2) [42]. B adania  re ­
ceptorów  poch o d zący ch  z nerki chom ika  syryjsk iego

Klasyfikacja i charakterystyka błonowych receptorów melatoniny

Typ receptora Podtyp receptora Charakterystyka Efekty

M LI
(w iążące 

m elatoninę przy 
pikom olarnym  

stężeniu 
horm onu)

m tl(M e lla)

W spółdziałają  z białkam i G i2, 
G i3, G q /„

ic A M P ; t C a 2+; T lP3;
w zrost aktyw ności PLC, PKC, PLD
oraz kinaz M AP;
regulacja działania bram kow anych 
elektrycznie kanałów  w apniow ych i 
kanałów  jonow ych KIR 3, 1/2, 2

M T2 (M eli,,)
W spółdziałają  z białkam i G i2, 
G i3, G q /n

Efekty takie sam e jak  dla receptora 
m tl oraz fc G M P

Mel l c
W spółdziałają  z białkam i G i2, 
G i3, G q /,|

ML2 (M T3) 
(w iążące 

m elatoninę przy 
nanom olarnym  

stężeniu 
horm onu)

Hom olog ludzkiej reduktazy 
chinonow ej 2

Detoksykacja kom órki

II-2-c. Działanie receptorów MT2 i M e llc

W szystk ie  recep to ry  na leżące  do typu  M Li h a ­
m u ją  a k ty w o w an ą  cyk lazę  a d en y lan o w ą  z m n ie j­
szając tym sam ym  syn tezę  cAMP, ale ty lko M T 2 i 
M e l l c m a ją  w p ływ  na p oz iom  w e w n ą trz k o m ó rk o w e ­
go cGMP. W ykazano , że w  k o m ó rk ach  linii H EK 293 
ze sk lonow anym i recep to ram i M T 2 i M e l l c m e la to ­
n ina  obniża  po d w y ższo n y  u p rzedn io  poz iom  cG M P
[34]. N ie  m a ona je d n a k  w p ły w u  na p o d s ta w o w ą  za ­
w ar to ść  tego cyk licznego  n u k leo ty d u  w cy topla- 
zmie. O m aw iane  recep to ry  p o ś re d n ic z ą  ponad to  w 
h a m o w an iu  ak tyw nośc i  ro zpuszczalne j  fo rm y (nie 
zw iązanej z b łonam i)  cyk lazy  guany low ej [34], 
S tw ierdzono , że w korze  m ó zg u  kurczą t  poziom  
c G M P  zm ienia  się w raz  z dob o w y m i zm ianam i p o ­
z io m u  m elatoniny, a recep to ry  M T 2 w y s tęp u ją  w 
dw ó ch  w ażnych  dla dz ia łan ia  m e la to n in y  m iejscach: 
w ją d ra c h  n ad sk rzy żo w an io w y ch  (SC N ) i w  s ia tk ó w ­
ce [34-36], W  sia tków ce  k ręg o w có w  cG M P  bierze 
u d z ia ł  w w y w o ły w an y m  p rzez  św iatło  szlaku sy ­
g n a ło w y m  rodopsyny  [37, 38], a w  SCN  w regulacji 
ry tm u  dobow ego  [37, 39-41]. W ydaje  się, że ro lą  m e ­
la ton iny  w tych, a m oże  także  w innych  tkankach  je s t

w ykaza ły  95%  hom ologii  pod w zg lędem  sekw encji  
am inokw asow ej m iędzy  M T3 a Q R2, niem niej o k a ­
zało się, że MT3 m a o k ilka rzędów  w ielkości w yższe  
p o w inow ac tw o  do substra tów  [42]. W ykazano  o b ec ­
ność MT3 sk o re lo w an ą  z a k ty w n o śc ią  QR2 w w ątro-

MELATONINA

Ryc. 2. Współdziałanie melatoniny z różnymi typami białek G (Gi oraz 
Gq) prowadzące do spadku wewnątrzkomórkowego poziomu 
cAMP i do wzrostu stężenia Ca2+. Aktywacja PLC prowadzi do 
powstania IP3 stymulującego uwalnianie jonów wapnia z reti- 
kulum cndoplazmatyczncgo oraz nagromadzanie się DAG 
wspomagającego aktywacją PKC. a , P, y —  podjednostki 
białka G; PLC —  fosfolipaza C; PGF2 —  prostaglandyna F2;
PKC —  kinaza białkowa C; DAG 
fosfoinozytol.

diacyloglicerol; IP, —  tri-
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bie, nerce, m ózgu, sercu, tkance  t łuszczow ej,  m ię ­
śniach szk ie le tow ych i p łucach  u chom ika , m yszy  i 
psa. N ie  zauw ażono  n a tom ias t  kore lac ji  m iędzy  w y ­
s tępow aniem  MT3 i a k ty w n o śc ią  Q R 2 u m ałpy  M ą ­
cącą fa sc ic u la r ic u s ,  co w y n ik a  najp raw dopodobn ie j  
z tego, że m ałpy  w o d różn ien iu  od chom ików , m yszy  
i psów  nie w y k azu ją  w y raźn eg o  cyklu  rep ro d u k cy j­
nego [43].

III. Receptory jądrowe

D rugim  rodza jem  recep to rów  w iążących  m e la to ­
n inę są  recep tory  jąd ro w e , na leżące  do podrodz iny  
R O R /R Z R  (ang.: re tin o id  orphan  recep to rs/re tin o id  
Z  recep to rs ) [44], P o d ro d z in a  ta obe jm uje  p rodukty  
trzech genów: (i) różne  w arian ty  R O R  pow sta jące  w 
w yniku  a l te rna tyw nego  sk ładan ia  p re -m R N A  
( R O R l a ,  R O R a 2 ,  R O R a 3  i R Z R a ) ,  w arunku jące  
różnorodność  dom eny  N -końcow ej,  (ii) RZR[3 oraz 
(iii) RORy [44-47], Typow y recep to r  R O R /R Z R  p o ­
siada N -końcow ą, z m ien n ą  d o m en ę  A /B  o k o n s ty tu ­
tywnej funkcji transak tyw acy jnej  (A F1), k o n se rw o ­
waną, w iążącą  D N A  d o m en ę  C, z m ien n ą  dom enę  D 
(tzw. region zaw iasow y),  oraz d o m en ę  E w iążącą  li- 
gand i zaw ie ra jącą  k o n s ty tu ty w n ą  za leżn ą  od liganda 
funkcję  tran sak ty w acy jn ą  2 (A F2), a także o p c jo n a l­
nie w y s tępu jącą  dom enę  F (Ryc. 3) [44, 49, 50], Kon-

DOMENA W IĄŻĄ CA DOMENA W IĄŻĄCA  
DNA LIGAND

N-koniec A/B C D __

REGION ZAW IASO W Y I

DOMENA O KO NSTYTUTYW NEJ DOMENA O ZALEŻNEJ OD LIGANDA  
FUN KCJI FUN KCJI

TRA NSA KTYW ACYJNEJ 1 (AF1) TRA N SA K TY W A C Y JN E J 2 (AF2)

Ryc. 3. Budowa receptora jądrowego z rodziny ROR/RZR. A/B — 
zmienna domena charakteryzująca się konstytutywną funkcją 
transaktywacyjną l (A Fl), C —  konserwowana domena 
wiążąca DNA, D —  region zawiasowy, E —  domena wiążąca 
ligand, wykazująca funkcją transaktywacyjną 2 (AF2); F — do­
datkowa domena występująca opcjonalnie.

sty tu tyw ne ak tyw nośc i transk rypcy jne  (pozy tyw ne  
lub nega tyw ne  za leżn ie  od typu  p rom oto ra )  m o g ą  
być w zm acn iane  p rzez  l igand, w  tym  przypadku  
przez m elatoninę. R ecep to ry  R O R /R Z R  w iążą  się do 
D NA ja k o  m onom ery  i ro zp o zn a ją  tzw. e lem enty  o d ­
pow iedzi horm onalnej (R O R E s)  rep rezen tow ane  
przez sekw encję  A /G G G T C A  [44, 45, 47, 51-56].

Podobnie  ja k  w recep to rach  jąd ro w y ch  innego 
typu C -końcow a  sekw encja  pos iada jąca  A F2 o d p o ­
w iada  za in terakcję  receptora  z różnym i koak tyw ato-  
rami [44, 57]. Z osta ło  d ow iedz ione  w iązan ie  p300, 
M yoD , bHLFł i innych czynn ików  transkrypcy jnych  
do recep to rów  R O R /R Z R  [44, 58]. O ddz ia ływ an ia  
recep to rów  z koak tyw ato ram i m o g ą  się rów nież  p o ­
jaw iać  pod n ieobecność  liganda, co doskonale  t łu m a ­
czyłoby  k o n s ty tu ty w n ą  ak tyw ność  R O R /R Z R  [44, 

59].
O dkrycie  R O R E s w p ro m o to rach  genów  k o ­

du jących  białka o w ie lu  różnych  funkc jach  (dysm u- 
taza ponad tlenkow a , katalaza, apolipopro te ina , 
oksytocyna, lam in ina  B I ,  N -m yc, fosfo lipaza  A, 
5 -lipooksygenaza) ,  sugeru je  bardzo  szeroki zakres 
dz ia łan ia  R O R /R Z R . R ecep to ry  te są  zaangażow ane  
w regu lac ję  p rocesów  im m uno log icznych ,  różn ico ­
w anie  cen tra lnego  uk ładu  n e rw ow ego  oraz d o jrze ­
w anie  l im focy tów  T [44],

IV. Działanie melatoniny na poziomie 
komórkowym

IV-1. W iązanie się do kalm oduliny i m odyfikacja  
struktury cytoszkieletu

M ela ton ina  jak o  zw iązek  lipofilny  m oże sw o b o d ­
nie p rzenikać  przez  b łony  kom ó rk o w e  i oddzia ływ ać 
w cytop lazm ie  z różnym i zw iązkam i docelow ym i. 
N iek tó rzy  autorzy  sugerują , że za cy top lazm atyczny  
receptor  m e la ton inow y  należy  uznać  kalm odulinę  
(CaM ).

M ela ton ina  wiąże  się do ka lm odu liny  z dużym  p o ­
w inow ac tw em , a w iązan ie  to je s t  odw raca lne  i z a leż ­
ne od jo n ó w  w apnia  [60-62]. Co w ięcej,  horm on  ten 
ham uje  za leżn ą  od C aM  k inazę  II (Ki = 16 nM ), przy 
czym  do tyczy  to także procesu  au tofosfory lac ji  sa ­
mej k inazy  [60, 62]. O bok  zależnej od CaM  kinazy II 
m ela ton ina  ham uje  ak tyw ność  w ie lu  innych enzy ­
mów, k tórych  ak tyw ność  za leży  od ka lm oduliny, ta ­
kich jak: syn taza  t lenku azotu  (N O S) [60, 63], fosfo- 
d ies teraza  cA M P  [60, 64] oraz za leżna  od C a 2+/M g 2+ 
ATPaza [60, 65]. W iązanie  kom pleksu  C a 2+/kalm o- 
dulina do b iałek  to w arzy szący ch  m ikro tubu lom  
(M A Ps —  ang.: m icro tu b u le  a s so c ia te d p ro te in s ) i 
tubulin ie  ham uje  po l im ery zac ję  tej ostatniej [60 ,66] ,  
W ykazano, że w iązan ie  m e la ton iny  do kom pleksu  
C a2+/ka lm odu lina  znosi je g o  h am ujący  w pływ  na p o ­
lim eryzac ję  m ikro tubu l [60, 67]. Efekt w yw oływ any  
przez  m ela ton inę  je s t  zb liżony  do obserw ow anego  
po podan iu  an tagonu CaM : tr if luoperazyny  w s tęże­
niu 10 pM , ale je s t  bardziej w ydajny, gdyż zachodzi 
ju ż  przy s tężeniu  1 nM  horm onu. Także w badaniach

| -  C-koniec
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in situ  w ykazano , że podan ie  m ela ton iny  pow odu je  
przerost m ikro tubul [60, 67]. O bok  znoszen ia  
dzia łan ia  kom pleksu  C a 2 +/ka lm odu lina ,  m ela ton ina  
w s tężeniu  m ik ro m o lo w y m  łącząc  się z tu b u liną  h a ­
muje je j  p o lim eryzac ję  [60]. M ożna  w ięc  w skazać  
dwa różne  sposoby  dzia łan ia  m e la ton iny  na s trukturę  
cytoszkieletu : po p ie rw sze  —  przeros t  m ikro tubul 
w y w o ły w an y  an tag on is tycznym  dz ia łan iem  m e la to ­
niny w zg lęd em  kom p lek su  C a 2+/ka lm o d u lin a  (s tęże ­
nie nano m o lo w e  h o rm onu),  po d rugie  —  ro zp ro sze ­
nie m ik ro tubu l w y w ołane  p rzez  w iązan ie  m ela ton iny  
do tu bu liny  (s tężenie  m ik ro m o lo w e  m ela ton iny).

IV-2. Z m iany w  lokalizacji kom órkow ej 
kalm oduliny

M ela ton ina  zm ien ia  ro zm ieszczen ie  C aM  w k o ­
m órce poprzez  je j  t rans lokac ję  z cy toso lu  do frakcji 
b łonow ej.  Sugeruje  to, że m e la ton ina  m oże 
w y w o ły w ać  d ług o te rm in o w e  efek ty  w y n ika jące  ze 
zm iany  stężenia  ka lm o d u lin y  w  różnych  p rz e ­
dzia łach  subkom ó rk o w y ch  [6 8 ]. S tw ierdzono , że 
podan ie  1 nM  m ela ton iny  k o m ó rk o m  linii M D C K  
pow o d u je  w zros t  syn tezy  ka lm oduliny . Co więcej,  
po cz te ro d n io w y m  po d aw an iu  ho rm o n u  z ao b se rw o ­
wano 78%  w zros t ilości ka lm o d u lin y  w e  frakcji 
b łonow ej i 60%  spadek  je j  zaw artośc i  w  cytosolu. 
Nie zao b se rw o w an o  na to m ias t  zm ian  ilości k a lm o ­
duliny  w jąd rze  k o m ó rk o w y m  [68-70].

W ydaje  się, że redy s try b u c ja  k a lm odu liny  je s t  
s p o w o d o w an a  ak ty w ac ją  k inazy  b ia łkow ej C. 
D zia łan ie  m ela ton iny  po leg a  na s tym ulac ji  a k ty w n o ­
ści tej k inazy, co w  efekcie  p row adz i do fosfory lac ji  
b ia łek  za leżnych  od kalm oduliny . U fosfo ry low ane  
b ia łka  n ie  łączą  się z k a lm odu liną ,  a naw et  o d łącza ją  
od niej,  a w o lna  ka lm o d u lin a  je s t  t ran sp o r to w an a  do 
frakcji b łonow ej.  P rzem ieszcza jąca  się  ka lm odu lina  
w iąże  różne  b ia łka  b łonow e  (także o ak tyw nośc i  en ­
zym atyczne j) ,  co m oże tłum aczyć ,  d laczego  m e la to ­
n ina w y w o łu je  tak w ie le  e fek tów  [6 8 ].

IV-3. O ddziaływ anie z PK C

M ik ro tu b u le  są  zako tw iczo n e  w f i lam entach  p o ­
średn ich  roz rzuconych  ró w n o m ie rn ie  po całej cyto- 
p lazm ie ,  a także w strefie  oko ło jąd row ej [60, 71]. 
P o dan ie  1 nM  m e la ton iny  zm ien ia  rozm ieszczen ie  i 
k sz ta ł t  tych  f ilam entów. S ta ją  się  one kró tk ie , c ienkie  
i z n ik a ją  ze strefy oko ło jądrow ej [60]. W p ły w  m e la ­
to n iny  na f i lam enty  pośred n ie  m oże  być sku tk iem  jej 
o d d z ia ły w an ia  z PK C , gdyż  ro zm ieszczen ie  f i lam en ­
tów p o ś redn ich  za leży  od fosfory lac ji  p rzez  PK C  
je d n e g o  z b ia łek  tw orzących  f ilam en ty  —  w im enty-

ny [60, 72]. K inaza  b ia łkow a  C je s t  ak tyw ow ana  
przez  jo n y  w apn ia  i d iacy log licero l  (D A G ), a ak ty ­
w acja  je s t  pop rzed zo n a  t ran s lo k ac ją  k inazy  z c y to so ­
lu do frakcji b łonow ej.  A k ty w n a  P K C  przem ieszcza  
się w  rejon cy toszk ie le tu ,  gdzie  fosfory lu je  w im enty-  
nę, p ow odu jąc  zn iszczen ie  s truk tury  f i lam en tów  [60, 
73, 74], Z arów no  m e la ton ina  ja k  i estry  forbolu , 
będące  ak tyw ato rem  PK C  —  p o w o d u ją je j  t ran s lo k a ­
cję do frakcji oko łob łonow ej,  a fo sfo ry lac ja  w im en- 
tyny  je s t  s tym ulow ana  przez  oba zw iązki ju ż  po 5 m i­
nutach  inkubacji.  M e la ton ina  m oże  w obec tego  p o ­
w odow ać  rozproszen ie  f i lam en tów  pośredn ich  d z ię ­
ki oddz ia ływ an iu  z PKC.

IV-4. M elatonina jako przeciw utleniacz

O prócz  de toksykac ji  kom órk i p rzez  m e la ton inę  w 
w yn iku  regulac ji  ekspresji  n iek tó rych  genów  
(dysm utaza  p o n ad tlenkow a , ka ta laza, reduk taza  glu- 
ta tionow a, p e ro k sy d aza  g lu ta t ionow a) oraz na sk u ­
tek h am ow an ia  ak tyw nośc i  en zy m ó w  pow o d u jący ch  
pow staw an ie  w o lnych  rodn ików  (syntaza  t lenku azo ­
tu) —  m oże  ona dzia łać  ja k o  p rzec iw u tlen iacz  i w y ­
m ia tacz  w o lnych  rodników. M ela ton ina  u suw a m.in. 
tlen s ing le tow y —  ' 0 2, , n ad tlenek  w odoru  —  H 2 0 2, 
t lenek azotu —  N O ’, jo n  peroksy n i t ro w y  —  O N O O ',  
kw as p e roksyn itrow y  —  O N O O H  oraz rodniki pe- 
roksy low e [75].

W łaśc iw ośc i  reduku jące  indoli i ich pochodnych  
są  znane od daw na. O koło  10 lat tem u odkryto , że 
m ela ton ina  neu tra l izu je  w ysoko  reak tyw ny  rodn ik  
w od o ro t len o w y  [75, 76], O d  tam tego  czasu po jaw iło  
się w ie le  prac, k tóre  dow odzą , że h o rm on  ten i jeg o  
m etabo li ty  są  w y ją tkow o  e fek tyw nym i w y m ia ta c z a ­
mi w o lnych  rodn ików  i dz ia ła jącym i na terenie  
ca łego o rgan izm u przec iw u tlen iaczam i.  Warte p o d ­
kreś len ia  je s t  to, że m e la ton ina  u suw a  w olne  rodniki 
tak  w środow isku  h yd ro fi low ym , ja k  i h y d ro fo b o ­
w ym , je s t  p rzy  tym  znaczn ie  sku teczn ie jsza  od w i ta ­
m iny  C, w itam iny  E oraz g lu ta tionu  [75].

T len  cząs teczkow y  p rzechodzi  w  stan w zbudzen ia  
tw orząc  tlen s ing le tow y  (Ryc. 4). M ela ton ina  u suw a 
pow sta ły  w w yn ik u  dzia łan ia  U V  tlen s ing le tow y ze 
s ta łą  szybkośc ią  2, 2 X 107 M ' 1 s " 1 [75, 77]. D odan ie  
jed n eg o  e lek tronu  do tlenu  p row adz i nas tępn ie  do 
pow stan ia  an ionorodn ika  ponad t len k o w eg o  (Ryc. 4), 
k tórego  każda  k o m ó rk a  m oże  w ciągu  24 godz in  w y ­
p rodukow ać  2 X 10 10 cząs teczek  [75, 78]. A niono-  
rodnik  ten po jaw ia  się w  k o m ó rk ach  fagocy tu jących  
o raz w in tensyw nie  w y tw arza jący ch  ATP m itochon-  
driach. Pow sta je  też  podczas  au tooksydac ji  ka techo- 
lamin, soli kw asu  fo l iow ego  oraz n iek tó rych  toksyn  i 
leków. Jest on w ysoce  toksyczny, a je g o  obecność
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dodatkow o u ła tw ia  p o w staw an ie  znaczn ie  bardziej 
reak tyw nych  rodników . N ie w y kazano  zdolności 
m ela ton iny  do usuw an ia  an ionorodn ika  ponadtlen- 
kow ego [75], n iem niej H a r d a l a n d  i wsp. [79] 
w ysunęli  h ipotezę, że m oże  on być p rzez  m ela ton inę  
usuw any. W ich teorii m e la to n in a  łącząc się z ro d n i­
kiem  w odoro t len o w y m  daje zw iązek , który n as tęp ­
nie łączy się z an io n o ro d n ik iem  ponad t len k o w y m  
tw orząc  A'-metylo-./V2 - fo rm y lo-5-rne toksykynur-  
am inę (A FM K ). Szlak  taki nie zosta ł  je d n a k  je szcze  
jed n o zn aczn ie  opisany.

GRd

H O Ż  ^

L-arg in in a  NQg ► N O'

Ryc. 4. Powstawanie wolnych rodników w organizmach żywych. '0 2
— tlen singletowy, 0 - 2 —  anionorodnik ponadtlcnkowy, H 0 2
— rodnik wodoronadtlcnkowy, H20 2 —  nadtlenek wodoru, OH
— rodnik wodorotlenowy, ONOO —  jon peroksynitrowy, 
ONOOH —  kwas peroksynitrowy, NO —- tlenek azotu, GRd — 
reduktaza glutationowa, GPx —  peroksydaza glutationowa, 
GSH —  zredukowany glutation, GSSG —  utleniony glutation, 
SOD —  dysmutaza ponadtlenkowa, NOS —  syntaza tlenku 
azotu.

K olejny  toksyczny  zw iązek  to nad tlenek  w odoru  
(H 2 0 2) pow sta jący  podczas  dysm utac ji  a n io n o ro d n i­
ka ponad tlenkow ego  p rzez  dy sm u tazę  ponad tlen -  
kową, ja k  rów nież  w  w y n ik u  innych  reakcji. 
W ew nątrzkom órkow e s tężen ia  nad tlenku  w odoru  są 
kon tro low ane dz ia łan iem  ka ta lazy  i pe roksydazy  
glutationowej (Ryc. 4). U su w an ie  H 2 0 2 p rzez  m e la ­
toninę je s t  zależne  od s tężen ia  ho rm o n u  i następuje  
w dw óch etapach. P ie rw szy  etap zachodzi  ze sta łą  
szybkośc ią  2, 3 x  106 M ' 1 s ' 1. D rugi je s t  znacznie  
wolniejszy, a prędkość  u su w an ia  H 2 0 2 s topn iow o 
maleje. Podczas neu tra lizacji  H 2 0 2 m ela ton ina  je s t  
p rzekszta łcana  w A F M K  (Ryc. 5). D ośw iadczen ia ,  
które doprow adziły  do p o w y ższy ch  w niosków , były  
p rzeprow adzane  in vitro . Jeżeli p roces u suw ania  
H 2 0 2 przez m ela ton inę  zachodzi  także  w kom órkach ,

to m ela ton ina  odgryw a  obok  kata lazy  i G Px k lu ­
czo w ą  rolę w usuw aniu  tego zw iązku  [75].

R odnik  w odoro t len o w y  pow sta je  na dwa sposoby: 
po p ie rw sze  —  w w yn iku  rozszczep ien ia  w ody  pod 
w p ływ em  p rom ien iow an ia  jo n izu jąceg o  i po d rugie  
—  podczas  oddz ia ływ an ia  H 2 0 2 z m eta lam i p rz e jś ­
c iow ym i w reakcji F en tona  (Ryc. 4). Jest on n a jb a r ­
dziej reak tyw nym  rodn ik iem . Pow oduje  zn aczące  
u szkodzen ia  sąs iadu jących  z n im  cząsteczek  tak ich  
jak: RNA, DN A , lipidy, b ia łka  czy w ęg low odany. 
Jednak  z pow odu  w ysokie j reak tyw nośc i  dz ia ła  on 
tylko w n iew ielkiej od leg łośc i od m iejsca  pow stan ia . 
O chronę  przed  tym rodn ik iem  stanow i wiele m e c h a ­
n izm ów  obronnych  takich  ja k  usuw anie  H 2 0 2 w  re ­
akcjach ka ta l izow anych  p rzez  ka ta lazę  i peroksyda-  
zę g lu ta tionow ą, che la tow an ie  jo n ó w  dw uw artośc io -  
w ych  b io rących  udzia ł w reakcji  Fentona, dz ia łan ie  
p rzeciw utlen iaczy , repe row an ie  i e l im inow an ie  
uszkodzonych  p rzez  rodn ik  w o d oro tlenow y  
związków. M ela ton ina  je s t  znaczn ie  bardziej e fe k ­
tyw nym  w y m ia taczem  OH niż g lu ta tion  i m annito l.

Ryc. 5. Usuwanie nadtlenku wodoru przez melatoninę.

Szybkość  reakcji  u suw an ia  rodn ika  w o d o ro t len o w e­
go w jej obecności w ynosi około  1 , 2  x  1 0 10 M ^ s ' 1 

[75, 80, 81]. K ażda  cząs teczka  m ela ton iny  potrafi 
usunąć dw a rodniki w o doro tlenow e , w reakcji która 
prow adzi do pow stan ia  cyklicznej 3 -hydroksym ela-
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toniny (3-O H M ) [75] (Ryc. 6 ). 3 -O H M  zosta ła  w y ­
kryta w m oczu ludzi i szczurów . Z w iązek  ten je s t  
m arkerem  ilości rodn ika  w o d o ro tlenow ego  usu n ię te ­
go przez melatoninę.

MELATONINA

OH

CH,

NL • X H ,

OH

O ^ HO

CYKLICZNA 3-HYDROKSYMELATONINA

Ryc. 6. Usuwanie rodnika wodorotlenowego przez melatoniną.

Ze w zględu  na sw o ją  s truk tu rę  e lek tro n o w ą  azot 
m oże tw orzyć  wiele reak tyw nych  zw iązków . Badano  
interakcje  m ela ton iny  z następu jącym i w ysokoreak-  
tyw nym i zw iązkam i zaw ie ra jącym i azot —  tlene- 
kiem azotu  (NO*), jo n e m  p eroksyn itrow ym  
( O N O O )  i kw asem  peroksy n i t ro w y m  (O N O O H ) 
(Ryc. 4).

T lenek  azotu je s t  p ro d u k o w an y  przez  syntazę 
tlenku azotu  w obecności L-argininy ja k o  substratu. 
Ma krótki okres pó łtrw an ia  (we krwi poniżej 1 s, a w 
tkankach  6-10 s). Pełni w ie le  w ażnych  funkcji z a ­
rów no w organ izm ach  zw ierzęcych  ja k  i roślinnych. 
Jednak  oprócz  pozy tyw nych  efek tów  dzia łan ia  t len ­
ku azo tu  są  i negatyw ne. Z w iązek  ten m oże być to k ­
syczny, gdyż  bierze udział w w ielu  procesach  neuro-

degeneracy jnych  [ 75 ,  82 ] ,  W ykazano , że m ela tonina  
usuw a tlenek azotu, a szybkość  tej reakcji w ynosi 
3 ,0  x 1 0 7 M ' 1s ' 1 [ 75 ,  81 ,  83] ,

Tlenek  azotu  reaguje  z rodn ik iem  ponadtlenko- 
w ym  tw orząc  O N O O '. R eakcja  ta je s t  3 razy szybsza 
niż usuw anie  rodnika  ponad tlenkow ego  przez  SOD. 
Jon pe roksyn itrow y m a w łaśc iw ośc i  n itru jące i je s t  
s i lnym  utlen iaczem . W fiz jo log icznym  pH jo n  p e ­
roksyn itrow y szybko p rzy łącza  proton i pow sta je  
kw as peroksynitrow y, zw iązek  pow odu jący  p o w s ta ­
wanie  w ie lu  silnych utleniaczy. Z arów no  O N O O 'ja k  
i O N O O H  reag u ją  z m ela ton iną . Jednym  z p ro d u k ­
tów  tej reakcji je s t  hyd roksym ela ton ina ,  k tóra  je s t  ta ­
kże produk tem  degradacji  m elatoniny. Co więcej, 
m ela ton ina  zapob iega  n i trozow aniu  tyrozyny  [7 5 , 
84],

M ela ton ina  b ierze także udzia ł w usuw aniu  ro d n i­
ków  peroksy low ych  (R O O ’). H orm on  ten je s t  dwa 
razy bardziej e fek tyw nym  przec iw u tlen iaczem  niż 
w itam ina  E [75, 85], Jednak  badan ia  nad rodnik iem  
lipoperoksy low ym  [75, 8 6 - 8 8 ] wykazały , że m e la to ­
nina je s t  go rszym  w y m ia taczem  tego rodnika  od 
a- to k o fe ro lu .  U suw a  także rodnik  a loksy low y [75, 
89] i kwas nadch lo row y  [9, 75, 8 6 , 90].

M ela ton ina  lokalizuje  się na pow ierzchni błon k o ­
m órkow ych  w pobliżu  po larnych  głów fosfolipidów, 
co um ożliw ia  ochronę  błon k o m órkow ych  przed 
utlen ian iem  [9, 91 ]. D odatkow o zm ienia jąc  p łynność  
błon bardzo skutecznie  usuw a rodniki zanim 
u szkodzą  lipidy i b ia łka  b łony  kom órkow ej [9, 92, 
93],

V. Podsumowanie

M ela ton ina  je s t  horm onem , k tóry  działa  w k o m ó r­
ce za pośredn ic tw em  zarów no  recep to rów  b ło n o ­
w ych, ja k  i ją d ro w y c h  oraz bezpośredn io  oddziału je  
ze zw iązkam i zna jdu jącym i się w  cytoplazm ie. 
W pływ a ona na poz iom  w ielu  w tórnych  p rzek aźn i­
ków inform acji,  takich  ja k  cAMP, cGMP, C a2+ i IP3, 
zm ienia  s truk turę  cy toszkie le tu ,  m odyfiku je  ak ty w ­
ność enzym ów , w p ływ a  na ekspres ję  genów  oraz je s t  
bardzo  e fek tyw nym  p rzec iw u te ln iaczem  i w y m ia ta ­
czem  w olnych  rodników. Jej p rzew aga  nad innymi 
zw iązkam i o pod o b n y m  dz ia łan iu  przeciw utle-  
n ia jącym  w ynika  m.in. z tego, że m ela ton ina  p rzen i­
ka sw obodnie  p rzez  w szystk ie  bariery  w organizm ie: 
błony  kom órkow e, bar ie ra  k rew -m ó zg  itp. [4], Tak 
szeroki zakres dz ia łan ia  tego ho rm onu  s tw arza m o ­
żliw ość  w ykorzys tan ia  go w terapii wielu chorób. 
T rw ają  badania  nad zas to sow an iem  m ela ton iny  w le­
czeniu  now otw orów , choroby  A lzhe im era ,  P a rk inso ­
na, czy cukrzycy. W ydaje  się n iem ożliw e , aby p o d a ­
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nie horm onu  o tak szerok im  spek trum  dzia łania  nie 
pow odow ało  sku tków  ubo czn y ch  —  chociaż  ja k  
dotąd  nie w ykazano  je d n a k  szkod liw ego  dzia łania  
m elatoniny. D alsze badan ia  p row adzone  na p o z io ­
mie k om órkow ym  w y d a ją  się n iezbędne  dla z ro zu ­
m ienia  roli, j a k ą  m e la ton ina  pełni w  o rgan izm ach  ż y ­
wych.

Artykuł otrzymano 9 września 2002 
Zaakceptowano do druku 16 grudnia 2002
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Wykaz stosowanych skrótów: COLIAI —  gen kodujący 
łańcuch 1 kolagenu typu I (ang. gen fo r  Collagen type I_ alpha ¿ 
chain)', COL1A2 — gen kodujący łańcuch 2 kolagenu typu I 
(ang. gen fo r  Collasen type /  alpha 2 chain)', ELISA — (ang. 
enzyme linked immunosorbent assay); HDV —  wirus zapalenia 
wątroby typu D (ang. Human Hepatitis Delta Virus); hGH — 
ludzki hormon wzrostu (ang. human growth hormone); mRNA 
—  informacyjny kwas rybonukleinowy (ang. messenger 
ribonucleic acid); OI —  wrodzona łamliwość kości u ludzi (ang. 
Osteogenesis Imperfecta); oim — wrodzona łamliwość kości u 
myszy (ang. osteogenesis imperfecta mouse); Rnaza H — 
rvbonukleaza H; rRNA —  rybosomalny kwas rybonukleinowy 
(ang. ribosomal ribonucleic acid); sTRSV —  satelitarny RNA 
nici (+) wirusa plamistości tytoniu (ang. satellite RNAs o f  
Tobacco Ringspot Virus).

Dr nauk medycznych; Zakład Chemii Medycznej, Akademia 
Medyczna w Białymstoku, ul. Mickiewicza 2a, 15-230 
Białystok 8; e-mail: angajko@amb.ac.bialystok.pl

I. Wprowadzenie

O steogenesis  im perfec ta  (01) je s t  au to som alną  
g en e ty czn ą  g ru p ą  schorzeń  tkanki łącznej, której 
g łów nym  o b jaw em  k lin icznym  je s t  k ruchość  i łam li­
w ość  kości [1-3], W  1979 r. S i 11 e n c e i wsp. [4] na 
podstaw ie  k lin icznych , gene tycznych  i rad iog ra f icz ­
nych  cech w yodrębn il i  4 typy choroby  (Tabela 1). 
Typ I charak te ryzu je  się na j łagodn ie jszym i ob jaw a­
mi takim i jak : n ieb ieska  tw ardów ka, nie liczne  
z łam ania  lub ich brak, podczas  gdy typ II choroby 
je s t  śmiertelny. N o w orodk i ro d zą  się z licznymi 
z łam aniam i żeber  i kości d ługich , n iezm inera l izo -  
w an ą  czaszką, a b e z p o ś red n ią  p rzy czy n ą  śmierci jes t  
ich n iew ydo lność  oddechow a. Typ III charak teryzu je  
się w ie lok ro tnym i z łam aniam i,  pos tęp u jącą  de fo r­
m a c ją  sylw etk i,  n isk im  w zros tem , tró jką tną  twarzą; 
łagodn ie jsza  w p rzeb iegu  je s t  choroba  typu IV.

W ponad  90%  p rzy p ad k ó w  01  s tw ierdzono  m u ta ­
cję  w genach  k o du jących  ko lagen  typu  I [5-7]. Poza 
n ie licznym i p rzypadkam i choroby  typu  III o charak­
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terze recesyw nym , w rodzona  łam liw ość  kości je s t  
dom inu jącą  ch o robą  genetyczną. C horoba  je s t  o k re ­
ślana m ianem  dom inującej w ów czas ,  jeże li  u jaw nia  
się u osobnika  he te rozygo tycznego , w p rzec iw ień ­
stwie do choroby recesyw nej u jaw nia jącej się j e d y ­
nie u hom ozygoty . Ol typu II ( le ta lnego) w y s tę ­
pująca w po tom stw ie  zd row ych  feno typow o ro d z i­
ców jes t  najczęściej w yn ik iem  nosic ie ls tw a mutacji 
p rzez któregoś z rodz iców  [8 ] lub pow stan ia  mutacji 
de novo. R yzyko odz iedz iczen ia  m utacji  od rodzica  
obc iążonego nosic ie ls tw em  w ynosi 6-7%  [8 ], Ol n a ­
leży do chorób rzadkich , gdyż częstość  w y s tę p o w a ­
nia szacuje  się na 1 do 1 0  0 0 0  urodzeń.

Tabela 1

Charakterystyka wrodzonej łamliwości kości

A b y  prze jść  do o m ó w ie n ia  stra teg ii  terapii  g e n o ­
wej, n iezbędne  je s t  p o zn an ie  p o d ło ża  m o le k u la rn e ­
go i b io c h e m ic z n eg o  choroby. R óżna  eksp res ja  m u ­
tacji i zw iązane  z tym  różne  p os tac ie  ch o ro b y  s ta n o ­
w ią  p o d s taw ę  w p la n o w a n iu  te rap ii  an ty sensow ej.  
D uże  nadz ie je  w iązan e  są  z uży c iem  ry b o zy m ó w  
ja k o  c zy n n ik ó w  te ra p e u ty c zn y c h  w leczen iu  n ie k tó ­
rych  chorób  w iru so w y ch  i n o w o tw o ro w y ch .  Z a s to ­
s o w an ie  ich w p rzysz łe j  te rap ii  genow ej d o m i­
n u jący ch  chorób  g en e ty czn y ch ,  tak ich  ja k  osteoge- 
nes is  im perfec ta ,  w y d a je  się  ró w n ież  być o b ie ­
cu jące .

II. Podłoże molekularne choroby

B iochem iczne  i m o leku la rne  badan ia  wykazały , iż 
p rz y c z y n ą  choroby  je s t  m utac ja  w genie C O L I A l  lub 
C O L 1A 2  kodu jących  ko le jno  łańcuchy  a l  i a 2  k o la ­
genu  typu I, s tanow iącego  g łów ne  s trukturalne 
b ia łko  skóry, kości i śc ięg ien  [9, 10]. Z m utow ane  
geny, w  zależności od rodza ju  m utacji ,  albo nie u le ­
g a ją  ekspresji,  czego nas tęps tw em  je s t  brak  zm u to ­
w an eg o  kolagenu, albo u lega ją  ekspresji p row adząc

do syntezy  ko lagenu  o n iep raw id łow ej s truk tu rze  i 
funkcji [ 1 1 ].

I I - l . M utacje ham ujące ekspresję genu COLI A l

M utac je  w ys tępu jące  w reg ion ie  p rom oto ra  lub 
m utacje  w p row adza jące  p rzedw czesne  k odony  ter- 
m inacy jne  w je d n y m  z alleli genu C O L I A l  k o ­
du jących  łańcuch  p r o a l  p roko lagenu  typu  I m o g ą  
spow odow ać  zah am o w an ie  je g o  ekspresji (ang. n u li 
a lle le ) [12-14], R ów nież  m utac je  zm ien ia jące  ram kę  
odczytu  kodonów  m o g ą  o bniżyć  stab ilność  zarów no  
zm utow anego  m R N A  ja k  i białka. W konsekw encji

syn te tyzow any  je s t  ty lko ko lagen  o p raw idłow ej 
strukturze, j e d n a k  w zredukow anej o po ło w ę  ilości. 
Tego rodzaju  m utac je  w ykry to  w najłagodnie jsze j 
chorobie  typu I. Fakt, iż brak  ekspresji zm u tow anego  
allelu zw iązany  je s t  z na j łagodn ie jszym i objaw am i 
choroby, sugeru je  m oż liw ość  leczenia  c ięższych  
p rzypadków  O l poprzez  supres ję  zm uto w an eg o  a l le ­
lu.

II-2. Z m utow ane geny COL1A1 lub COL1A2 
ulegające ekspresji

Z m u to w an e  geny  C O L I A l  lub C O L1A 2  s tw ier­
dzone w chorob ie  o c iężk im  jej p rzeb iegu  (typ III i 
IV), oraz w p rzypadkach  le ta lnych  u leg a ją  ekspresji 
p row adząc  do syntezy  ko lagenu  o n iepraw id łow ej 
s truk turze  i funkcji [5-7, 9, 10]. P on iew aż  w 
cząsteczce  ko lagenu  w y s tęp u ją  dw a łańcuchy  a  1 i j e ­
den a.2 , w p rzypadku  obecnośc i m utacji  w genie  k o ­
du jącym  łańcuch  a 2 , po łow a  cząs teczek  ko lagenu 
będzie  zaw ie ra ła  zm u to w an y  łańcuch. N atom ias t  
w ystąp ien ie  m utacji  w  genie  C O L I A l  spow oduje  
w zros t ilości cząs teczek  zm uto w an eg o  ko lagenu  do

Typ choroby Objawy kliniczne Dziedziczenie Typ mutacji

I (łagodny)
Niebieska twardówka, utrata słuchu, łagodne 
złamania kości

Dominujące COLI A l  „nuli allele”

II (lctalny)
Bardzo liczne złamania kości długich i żeber, nie- 
zmineralizowana czaszka

Dominujące, 

nowe mutacje
COLI A l  i COL1A2: substytu­
cje glicyny, dclecje egzonów

III (postępująco- 
deformujący)

Łamliwość kości, deformacja szkieletu, niski 
wzrost, skolioza, osteoporoza

Dominujące, nowe 
mutacje, reccsywnc

COLI A l  i COL1A2: substytu­
cje glicyny, dclecje egzonów

IV (umiarkowanie 
deformujący)

Łamliwość i łukowatość kości długich, zwyrod­
nienie ząbiny, niski wzrost

Dominujące
COLI A l  i COL1A2: substytu­
cje glicyny, dclecje egzonów
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75%. W iększość  m utacji  w ystępu je  w  dom en ie  p o ­
trójnej helisy ko lagenu  o regularnej s truk turze  [9, 
10]. Każdy łańcuch  ko lag en o w y  zaw iera  338 n ie ­
przerw anych  tr ip le tów  n u k leo ty d ó w  G X Y , gdzie G 
oznacza  glicynę, w m iejscu  X w ys tępu je  często  pro- 
lina, a w Y hydroksypro lina .  O becność  g licyny  jako  
co trzeciego am inokw asu  w łańcuchu  po lipep tydo- 
w ym  jes t  n iezw ykle  is to tna w tw orzen iu  i fu n k c jo n o ­
waniu  potrójnej helisy  ko lagenu , po n iew aż  jed y n ie  
ten am inokw as m oże zm ieśc ić  się w  cen tra lnym  
rdzeniu  helisy. W iększość  m utacji  (85% ) s tw ie rd zo ­
nych  w genach k o lagenow ych  p row adzi do subs ty tu ­
cji g licyny przez  inny am inokw as:  cysteinę, argini- 
nę, serynę, w alinę, a laninę, kw as asparag inow y, 
kwas g lu tam inow y czy tryp tofan . Do innych  częściej 
spo tykanych  n a leżą  m utac je  zabu rza jące  składanie  
R N A  (ang. exon sp lic in g ), czego  w yn ik iem  są dele- 
cje egzonów  lub insercje  [5-7].

III. Konsekwencje mutacji: od mutacji do 
złamania kości

III - l. W pływ  m utacji na ekspresję kolagenu

Tworzenie  potró jnej he l isy  ko lagenu  rozpoczyna  
się od asocjacji łańcuchów  w C -k o ń co w y m  propep- 
tydzie i przebiega  w k ie runku  N -k o ń ca  [9, 10]. Przed 
u tw orzeniem  helisy w olne  łańcuchy  po lipep tydow e  
u lega ją  m odyfikac jom : p ro lina  i l izyna hydroksy la -  
cji, a hydroksy lizyna  g likozylac ji .  P odstaw ien ie  g li­
cyny przez inny am inokw as  sp o w aln ia  i zaburza  tw o ­
rzenie helisy [15], a n iezw iązan e  części łańcuchów  
u lega ją  n iekon tro low anej m odyfikac ji  od m iejsca 
m utacji do N -końca  (ang. o ver m o d ifica tio n )  [16], 
D ochodzi do zaburzeń  sekrecji ko lagenu  za w ie ­
rającego zm utow ane  łańcuchy. W e w n ą trzk o m ó rk o ­
w a akum ulac ja  zm u to w an eg o  ko lagenu  z o b n iżoną  
najczęściej s tab ilnośc ią  te rm iczn ą  p row adzi  do jeg o  
zwiększonej degradacji  [17, 18]. M utac je  w p ły w ają  
na tkankę łączną  w sposób  dom in u jąco -n eg a ty w n y  
(ang. dom inan t neg a tive  m u ta tio n s ), a to oznacza, że 
p rodukt genu zm uto w an eg o  m oże  dop row adz ić  do 
zniszczenia  produk tu  genu  p raw id łow ego . W p rz y ­
padku kolagenu typu I, obecność  je d n e g o  z m u to w a ­
nego łańcucha np. a l ,  ja k o  p ro duk tu  zm utow anego  
allelu genu C O L I A l ,  m oże  sp o w o d o w ać  degradac ję  
całej cząsteczki ko lagenu  w raz  z d w om a p o z o ­
stałymi łańcucham i o praw id łow ej s truk turze  tj. a l  
ja k o  produktu  norm alnego  alle lu  genu  C O L I A l  i a 2  
ja k o  produktu  no rm alnego  genu  C O L 1A 2  [9]. Sekre- 
cja zm utow anych  cząs teczek  ko lagenu  i tw orzen ie  z 
ich udzia łem  w łók ien  k o lag en o w y ch  m oże d o p ro w a­
dzić do zm iany  struktury, zaburzeń  in terakcji  z inny ­

mi b ia łkam i ko lagenow ym i i n ieko lagenow ym i,  oraz 
ich n iep raw id łow ej m inera lizac ji  [19-21].

III-2. Specyficzność tkankow a ekspresji 
zm utow anego kolagenu

W iększość  badań  nad w p ły w em  m utacji  na e k s ­
p resję  i m e tabo lizm  ko lagenu  p rzep ro w ad zo n o  w 
kulturach  f ib roblastów  p o ch odzących  od chorych. 
Pon iew aż  je d n a k  g łów nym  ob jaw em  choroby  je s t  
łam liw ość  kości, w poznan iu  patofiz jo log ii  choroby  
bardziej is to tnym , choc iaż  trudniej dos tępnym  m a te ­
ria łem  są  osteoblasty . N ie liczne  w ynik i uzyskane  
m.in. w naszym  labora torium , jak : szybsza  sekrec ja  
zm utow anego  ko lagenu  p rzez  os teob las ty  niż fibro- 
blasty, w yższa  je g o  stab ilność  te rm iczna, a za tem  
niższa degradac ja  w os teob las tach  niż w fibrobla- 
stach, w sk azu ją  na specyficzność  tk an k o w ą  e k sp re ­
sji zm uto w an eg o  ko lagenu  [22, 23]. S tw ierdzono  
rów nież  w y ższą  zaw artość  zm utow anego  kolagenu, 
w stosunku do p raw id łow ego , w  os teoblastach  niż  w 
fib roblastach  [23], a naw et obecność  zm utow anych  
m oleku ł ko lagenu ty lko w kośc iach  przy ich b raku  w 
skórze [24].

IV. Myszy transgeniczne jako modele 
wrodzonej łamliwości kości u ludzi

O becne  badan ia  m ają  na celu spraw dzen ie  e fe k ­
tów terapii genow ej u m yszy  transgen icznych  z o b ja ­
w am i O l w ys tępu jącym i u ludzi, a spow odow anym i 
w prow ad zo n y m i zm utow anym i genam i k o la g e n o ­
w ym i. W pie rw szych  d o św iadczen iach  z transge- 
n icznym i m yszam i uzyskano  w praw dz ie  ekspresję  
zm utow anego  genu  C O L I A l , lecz były  to przypadki 
letalne [25-27]. C hociaż  ze w zg lędu  na le talny fe n o ­
typ nie m ożna  ich było użyć  do badań, jed n ak że  były 
one d ow odem  po tw ie rdza jącym , iż b ezpośredn ią  
p rzy czy n ą  choroby  są  m utac je  w genach  kodu jących  
ko lagen  typu I. W  labora to rium  J a c k s o n  s tw o rzo ­
no tran sg en iczn ą  m ysz  n a z w a n ą  oim, z typow ym i o b ­
jaw am i ludzkiego  typu III O l, lecz z recesyw nym  
sposobem  dz iedz iczen ia  defek tu  ko lagenow ego  [28]. 
Z pow o d u  delecji nuk leo tydu  3983 w genie C O L1A 2  
nie zachodziła  syn teza  łań cu ch ó w  p r o a 2  ko lagenu  
typu I, tw orzy ł się za tem  h om o tr im er  składający  się z 
trzech łańcuchów  a l  [21]. O ptym is tyczne  dla 
przyszłej terapii genow ej było  uzyskan ie  kilku linii 
t ransgen icznych  m yszy  z różnym  p o z io m em  ek sp re ­
sji tej samej m utacji  [29]. U m yszy  z dużą  liczbą  ko ­
pii zm u tow anego  genu  i w y sok im  p oz iom em  ek sp re ­
sji m utacji  s tw ierdzono  bardzo  dużo złam ań cha rak ­
te rys tycznych  dla le ta lnego typu II choroby. J ed n a ­
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kże u m yszy z n ieco n iż szą  l iczbą  kopii zm u to w a n e ­
go genu i n iższym  p o z io m em  je g o  ekspresji,  s tw ie r­
dzono łagodne ob jaw y  choroby , lub naw et ich brak. 
Powyższe obserw acje  by ły  p o d s ta w ą  do p rz y p u sz ­
czeń, iż s tosunkow o n iew ie lk ie  obn iżen ie  poz iom u 
ekspresji zm u tow anego  ko lagenu , po zas tosow aniu  
terapii genow ej, m og ło b y  z łagodz ić  ob jaw y  c h o ro ­
bowe. C iągle  je d n a k  b rakow ało  o dpow iedn iego  m o ­
delu m yszy  łączącego  w szystk ie  cechy  ch a rak te ry ­
styczne dla ludzkiej łam liw ośc i  kości. D opiero  w la ­
boratorium  M a r i n i [30] udało  się po raz p ie rw szy  
stworzyć m ysz  z n ie le ta lnym i ob jaw am i choroby, 
której genom  zaw iera  w  ko m ó rce  p o je d y n c z ą  kopię  
mutacji pow odującej ty p o w ą  substy tuc ję  g licyny 
przez cyste inę  w łańcuchu  a  1 w  pozycji  349 [22] pod 
kontro lą  endogennego  prom otora .  U zyskano  sp ecy ­
ficzną tkankow o ekspres ję  a lle lu  norm alnego  i z m u ­
towanego, dom inu jący  sposób  dz iedz iczen ia  m utacji 
i charak te rys tyczną  dla 0 1  różnorodność  ob jaw ów  
klinicznych. M odel ten je s t  nie ty lko idealny  do p rz e ­
testow ania  terapii genow ej [31], ale rów nież  w p o ­
szukiw aniach  innych czyn n ik ó w  w p ływ ających  na 
fenotyp [32], zw aży w szy  fakt w y s tęp o w an ia  ró żn o ­
rodnej ekspresji tej samej m utacji  w  kilku p rz y p a d ­
kach u ludzi [3, 33].

V. Terapia komórkowa

W planow aniu  terapii kom órkow ej różnych  c h o ­
rób, w tym rów nież  0 1  w y korzys tu je  się fakt, iż k o ­
mórki zrębu szpiku kostnego  ró żn icu ją  się w różne 
typy kom órek , w łącza jąc  kom órk i  os teob las tów  
[34-36]. M o g ą  one być izo low ane  ze szpiku k o s tn e ­
go, gdyż p rzy tw ie rd za ją  się do pod łoża  h o d o w la n e ­
go, a po ich w p ro w ad zen iu  do o rgan izm u  (doży lnym  
lub bezpośredn im  do ja m y  szp ikow ej kości d ługich) 
z n iew ie lką  w y d a jn o śc ią  m o g ą  inko rpo row ać  do k o ­
ści [37-40]. W labo ra to r ium  P r o c k o p a  [37] z o rga ­
n izm u m yszy  transgen icznej  w y izo lo w an o  kom órki 
zrębu szpiku kostnego  i d okonano  ich w lew u  do 
zdrowej myszy, w cześnie j naśw ie tlone j  w celu u m o ­
żliw ien ia  im plan tac ji  now eg o  szpiku. W  ciągu  1-5 
m iesięcy  po w lew ie , kom órk i  po to m n e  zrębu szpiku 
kostnego  s tanow iły  2 - 1 2 % k o m ó rek  w ykry tych  w 
kościach, ale rów n ież  w  szpiku, śledzionie , p łucach  i 
chrząstce  biorcy. E ksp res ja  zm u to w an eg o  genu za ­
chodziła  je d n a k  ja k  o czek iw ano  ty lko w kościach, 
b rak  jej na tom ias t  by ło  w innych  tkankach , w k tó ­
rych nie zachodzi syn teza  ko lagenu . W innym  d o ­
św iadczen iu  w p ro w ad zo n o  m ysie  sam cze  kom órki 
z rębu  szpiku kostnego  do sam icy  i w  4 -19%  kom órek  
kultur  poch o d zący ch  ze skóry  czy chrząstk i b iorcy  
w ykry to  ch rom osom  Y [38]. W ażne było, iż kom órek

daw cy  nie w ykry w an o  w p ie rw szy m  dniu czy ty g o ­
dniu po w lew ie . To oznacza, iż kom órki donorow e 
w szczep ia ją  się na jp ie rw  w szpik  kostny, a nas tępnie  
kom órki p o tom ne  w ęd ru ją  do tkanek  n iekrw io tw ór-  
czych i n a b y w a ją  ich fenotyp  [34]. N a  bazie  tych o d ­
kryć [34-40] podję to  się p róby  terapii kom órkow ej u 
trojga dzieci z c iężkim i ob jaw am i w ystępu jącym i w 
III typie 01  [41]. Po 3 m ies iącach  od p rz ep ro w ad zo ­
nej a llogenicznej transp lan tac ji  szpiku kostnego , 
1.5-2% k om órek  kości be leczkow ate j  b iorcy  p o c h o ­
dziło od donora. H is to log iczne  badan ie  kości w y k a ­
zały w zrost gęstości i m inera lizacji  kości, a co za tym 
idzie zm nie jszen ie  ilości z łam ań.

VI. Terapia genowa

W  terapii genow ej chorób  dom inu jących , takich 
jak  w rodzona  łam liw ość  kości, w ym agany  je s t  
zupełn ie  inny k ie runek  dz ia łan ia  niż w przypadku  
chorób  gene tycznych  recesyw nych . W p rzypadku  
chorób  recesyw nych  ob jaw y  k lin iczne  w yn ik a ją  z 
obecnośc i n ieak tyw nego  p roduk tu  genu lub jeg o  b ra ­
ku, stąd też ce lem  terapii genow ej je s t  w prow adzen ie  
egzogennego  genu b raku jącego  lub n ieak tyw nego  
białka, a w  efekcie  p rzy w ró cen ie  je g o  funkcji i 
ustąp ien ie  ob jaw ów  klin icznych . Inaczej je s t  w p rz y ­
padku  0 1 , gdzie  ob jaw y  choroby  są  k o n sekw enc ją  
nie braku, a obecnośc i p roduk tu  zm utow anego  genu, 
b iałka o n iepraw id łow ej s trukturze. Skutki m utacji  w 
genach  k o lagenow ych  am p lif ik u ją  się, pon iew aż  
zm utow ane  cząsteczki ko lagenu  w y w ie ra ją  de s tru k ­
cyjny  w p ływ  na funkcje  ko lagenu  p raw id łow ego  i 
m etabo lizm  innych  b iałek  tkanki łącznej. Ta sytuacja  
nie m oże być o d w rócona  pop rzez  w p row adzen ie  p ra ­
w id łow ego  genu  ko lag en o w eg o  do defek tyw nej 
tkanki. K on ieczne  je s t  w tym  p rzypadku  z ab lo k o w a­
nie ekspresji zm u to w an eg o  allelu  genu  k o lag en o w e­
go [40, 42-47],

V I.1. Z astosow anie antysensow ych oligo- 
nukleotydów

W  celu se lek tyw nego  zah am o w an ia  lub z red u k o ­
w ania  ekspresji zm u to w an eg o  alle lu  podję to  próby  
zas to sow an ia  an ty sensow ych  o ligonukleo tydów . Są 
to krótkie  odcinki D N A  lub R N A  ściśle w iążące  się z 
d o ce low ym  m R N A  i zapob iega jącego  jeg o  trans la ­
cji. W ew n ą trzkom órkow e  enzym y rozpozna ją  i t ra ­
w ią  m R N A  sparow any  z DN A . T ransfekując  kultury  
f ib rob las tów  po ch o d zący ch  od chorych  antysenso- 
w ym i o ligonuk leo tydam i,  uzyskano  częśc iow ą  re ­
dukc ję  ekspresji genów  k o lagenow ych  [48]. 
5 0 % -o w ą  supresję  syn tezy  zm utow anego  ko lagenu
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osiągnęli  W a n g  i M a r i n i [49], j e d n a k  kosz tem  
e l im in o w an ia  p ro duk tu  genu  z m u to w an eg o  n a s tę p o ­
w ała  ró w n ie ż  redukc ja  ko lagenu  p ra w id ło w e g o  do 
20%. Z w ią z a n e  je s t  to z w y so k ą  p o w ta rz a ln o śc ią  se- 
kw encji  reg io n ó w  k o du jących  genów  k o lag en u  typu 
I i w y n ik a ją c ą  z tego p o w o d u  n ie sp e c y f ic zn o śc ią  
w iązan ia  a n ty sen so w y ch  o l ig o n u k leo ty d ó w  do 
m R N A . T y m  niem niej z a s to sow an ie  an ty sen so w - 
nych  o l ig o n u k leo ty d ó w  w terapii  genow ej m yszy  
transgen iczne j  z le ta lnym  feno typem  p o zw o li ło  na 
uzyskan ie  redukc ji  ekspresji  z m u to w an eg o  g en u  k o ­
lag enow ego ,  j a k  rów n ież  zn a c z n ą  red u k c ję  z łam ań 
kości [50].

V I-2. Z astosow anie rybozym ów  „ham m erhead”

W celu z w ięk szen ia  specy ficznośc i  w ią z a n ia  się z 
m R N A , z am ias t  an ty sen so w y ch  n u k leo ty d ó w  z a s to ­
sow ano  rybozym y, kró tk ie  cząs teczk i R N A  p o s ia ­
da jące  zd o ln o ść  do p rzep ro w ad zan ia  au toka ta l i tycz -  
nej reakcji  bez  udzia łu  b ia łek  i tw o rzen ia  w iązań  k o ­
w a len cy jn y ch  w cząs teczce  kw asu  nu k le in o w eg o .  
Do zn anych  k las  ry b o zy m ó w  należą: in trony  g ru p y  I, 
ry b o n u k leaza  P, ry bozym y  o s truk tu rze  d rugorzędo -  
wej w  ksz ta łc ie  m ło tka  (ang. ham m erh ea d )  lub sp in ­
ki do w ło só w  (ang. h a irp in ), o raz w irus  zapa len ia  
w ą troby  typu  D (H D V ). In trony  g rupy  I, z d o ln e  do

zaham ow anie  ekspresji m utacji  odpow iedz ia lnych  
za w ro d z o n ą  łam liw ość  kości zas tosow ano  ry b o z y ­
my „ h a m m e rh e a d ”, k tóre  szerzej o m aw iane  by ły  w 
P ostępach  b io ch em ii  [ 57 ] .  W  natu ra lnym  ś ro d o w i­
sku, gdzie w ys tęp u ją  ry bozym y  , ,h a m m e rh e a d ”, 
podczas replikacji R N A  dz ia ła ją  one w uk ładz ie  cis, 
s tanow iąc  w raz  z substra tem  je d n ą  całość. O kaza ło  
się jednak ,  iż rybozym y  rep rezen ta tyw ne  dla sa te l i ­
tarnego R N A  nici (+) w irusa  p ie rśc ien iow atej p la m i­
stości tytoniu (sT R SV ) m o g ą  rów n ież  p rz e p ro w a ­
dzać reakc ję  k a ta l i tyczną  w układzie  trans, gdzie 
substrat i enzym  są oddz ie lnym i cząs teczkam i [58 ] .  

C entrum  aktyw ne  ry b o zy m ó w  sam otnących  ,, h a m ­
m e rh e a d ” p rzypom ina  „g łow ę  m ło tk a” i je s t  u tw o ­
rzone przez  trzy he lika lne  ram iona  (Ryc. 1). D w a  z 
nich, I i III, są  o d pow iedz ia lne  za kom p lem en ta rn e  
w iązanie  się rybozym u  z substra tem , k tó rym  w  te ra ­
pii genow ej Ol je s t  f ragm ent zm uto w an eg o  m R N A . 
W przep row adzen ie  reakcji kata li tycznej je s t  b e z p o ­
średnio zaangażow ane  ram ię  II, k tóre  sk łada  się z 
konse rw a tyw nych  nuk leo ty d ó w  n iezbędnych  dla z a ­
chow ania  ak tyw nośc i rybonuk leo li tyczne j .  C ięcie  
zachodzi za specyficzn ie  ro zp o zn aw an ą  sek w en c ją  
t ró jnuk leo tydow ą  substratu , k tó rą  w p rzypadku  su b ­
stytucji g licyny  przez  w alinę  w pozycji  85 łańcucha  
otl [ 59 ]  j e s t  G U A  (Ryc. 1). Podczas  ka ta l i tycznego 
cięcia tylko substrat ulega p rzeksz ta łcen iom , zaś sam
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sa m o d z ie ln eg o  w y c in an ia  się, s tw ie rdzono  na jp ie rw  
w  ją d ro w y m  p re -rR N A  Tetrahym ena th erm o p h ila  
[51 ], a n a s tęp n ie  w E u b a c te r ia e , bak te r io fag ach ,  mi- 
to ch o n d r iach  grzybów, ch lo rop las tach  roś l in  i g e ­
nach  rR N A  n iższych  eu kar ion tów  [52]. R y b o n u k le a ­
za P je s t  en z y m e m  w y s tęp u jący m  u bakterii ,  m.in. 
E sch erich ia  co li, B a c illu s  su b tilis  i S a lm o n e lla  ty- 
p h im u r iu m  [53]. Pozosta łe  z w y m ien io n y ch  ry b o z y ­
m ó w  w y s tę p u ją  natu ra ln ie  w  R N A  w iru só w  i w iro- 
idów  [54-56], W  ek sp e ry m en tach  m ający ch  na  celu

Ryc. 1. Struktura rybozymu ‘’hammerhead1’ 
ze wskazaniem w substracie miejsca 
cięcia za sekwencją GUA, utworzo­
nego na skutek substytucji glicyny 
85 przez walinę w łańcuchu a l  kola­
genu typu I. Zmiana konserwatyw­
nych nukleotydów (zaznaczona 
strzałkami) w centrum aktywnym ry­
bozymu prowadzi do jego inaktywa- 
cji.

rybozym  uw aln iany  po p rzeprow adzonej  reakcji je s t  
s tale aktyw ny. Ze w zg lędu  na w y ższą  specyficzność  
w iązan ia  rybo zy m ó w  do m R N A , są  one bardziej 
ob iecu jącym  n arzędz iem  w przyszłe j  terapii genowej 
Ol niż w spom niane  wyżej o l igonukleo tydy . RNA 
rybozym u  m oże być syn te tyzow ane  chem iczn ie  lub 
en zym atyczn ie  przy  pom o cy  po lim eraz  RN A  (SP 6  

czy T7) transk rybu jących  m atrycow e D N A  w 
układz ie  p o z ak o m ó rk o w y m  [60]. Skład nukleo tydo- 
w y w iążących  ram ion  I i III nie je s t  ściśle konserw a-
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tywny, za tem  ich sekw enc ja  m oże być zm ien iona  
p row adząc  do syntezy  rybo zy m ó w  specyficznych  
dla okreś lonych  substra tów . Duże znaczenie  w ak ­
tywności rybozym u i specyficznośc i substratow ej 
odgryw a długość  ram ion  w iążących . Zbyt krótkie  ra ­
miona I i III m o g ą  być p rzy czy n ą  utraty sw oistości 
enzym u, zaś zbyt d ługie  m o g ą  zm nie jszyć  szybkość  
oddysoc jow an ia  p roduk tów , co w konsekw encji  
może doprow adz ić  do zab lo k o w an ia  ka ta l i tycznych  
w łaśc iw ości cząs teczek  RNA. R ybozym y stosow ane  
w próbach  redukcji ekspresji  m utacji  w genach  k o la ­
genow ych zaw iera ły  w helisach I i III po 9 lub 1 3 nu- 
k leo tydów  [61, 62]. G r a s s i i wsp. [61] uzyskali  in 
vitro  (w układzie  p o zak o m ó rk o w y m ) w y so k ą  sp ecy ­
ficzność dz ia łan ia  p ięc iu  różnych  rodza jów  ry b o zy ­
mu w stosunku  do zm uto w an y ch  alleli genów  k o la ­
genu typu I. L oka lizac ja  m ie jsca  m utacji  i sp ecy f icz ­
nego c ięc ia  zm uto w an y ch  alleli zachodziła  sp ecy ­
ficznie rów nież  w  obecnośc i  różnych  ilości n o rm a l­
nych cząs teczek  m R N A , oraz  ca łkow itego  RNA
[61]. W  tym sam ym  labora to r ium  po raz p ie rw szy  
uzyskano  se lek tyw ne  obn iżen ie  o około  50%  p o z io ­
mu m R N A  kodu jącego  zm u to w an y  łańcuch  a  1 w h o ­
dowli f ib rob las tów  transfekow anych  ak tyw nym i ry- 
bozym am i [62], W w yniku  hydro lizy  zm utow anego  
m R N A , ilość zm uto w an eg o  b ia łka  ko lagenu  uległa  
znaczącej redukcji. N ależy  dodać , iż s tabilna ek sp re ­
sja ry b o zy m ó w  nie w p ływ ała  na żyw otność  f ib rob la ­
stów, tak w ięc odkrycia  te są ob iecu jące  w za s to so ­
waniu  ich jak o  czynn ików  w przyszłej terapii g e n o ­
wej.

Z naczn a  część m utacji  z iden ty f ikow anych  w Ol 
(ponad 25%  substytucji  g licyny), ja k  rów nież  n iek tó ­
re po l im o rf izm y  s tan o w ią  m ie jsca  rozpoznaw an ia  i 
c ięcia  p rzez  rybozym y. W co p ią tym  p rzypadku  Ol 
m ożna  zas to sow ać  s tra teg ię  n ieza leżn ą  od ch a rak te ­
ru m utacji ,  op iera jąc  się na se lek tyw nym  w iązaniu  
się ry b o zy m u  z t ransk ryp tem  zm uto w an eg o  allelu, 
gdzie  w ys tępu je  p o lim orf izm  [63]. Tak w ięc około  
35 -40%  p rzypadków  Ol, pop rzez  zas to sow an ie  su- 
presji m utacji  i zw iązanych  z n ią  po lim orfizm ów , 
m og ło b y  być leczonych  z w yk o rzy s tan iem  sp ecy ­
f icznych  w łaśc iw ośc i  ry b o zy m u  [62].

VI-2.1. Strategia wprowadzenia rybozym ów do 
komórek docelowych

Z as to so w an ie  ry bozym u  w terapii genow ej Ol 
w y m ag ać  będzie  sk ie row an ia  go do tkanki do ce lo ­
wej. K om órk i  zrębu  szpiku kostnego  w y d a ją  się być 
a trakcy jnym  narzędz iem  w leczeniu  różnych  chorób 
po p rzez  bezpośredn ie  ich użyc ie  do terapii lub jak o  
w ek to ró w  do terapii genow ej.  Zale ty  k tórym i się one 
c h a rak te ry zu ją  to: 1 ) s to sunkow a  ła tw ość  izolacji ze

szpiku  kostnego , hodow li in vitro  i t ransfekc ji  g en a­
mi te rapeu tycznym i,  2 ) po tenc ja ln ie  m o g ą  być izo lo ­
w ane od tego sam ego pacjen ta , k tóry  będz ie  leczony, 
p rzez  co p raw dopodobn ie  un ikn ie  się odpow iedz i  
im m uno log iczne j  i innych reakcji ubo czn y ch ,  3) p o ­
tenc ja ln ie  m o g ą  być użyte  do leczenia  cho rób  ró ż ­
nych tkanek  poprzez  transfekc ję  ko m ó rek  genam i te ­
rapeu tycznym i k ie row anym i przez  p ro m o to ry  sp ecy ­
ficzne tkankow o  [43]. K om órk i zrębu szp iku  k o s tn e ­
go, poch o d zące  od m yszy  transgen icznych ,  po w ie lo ­
k ro tnych  pasażach  u legały  ła tw o transdukcji  w e k to ­
rem re tro-  i aden o w iru so w y m  [40, 64], Po 30-40 
dn iach  od w pro w ad zen ia  do o rgan izm u  m yszy  k o ­
m órek  z re trow irusow ym  genem  z aw ie ra jący m  m a r ­
ker, m o żn a  je  było z loka lizow ać  w zd łuż  pow ie rzchn i  
be leczkow ate j  kości, co sugeruje , iż kom órk i z w p ro ­
w ad zo n y m  egzogennym  genem  zach o w a ły  zdolność  
tw o rzen ia  kości in vivo  [40]. K om órk i  m ysie  zrębu 
szpiku kostnego  u legały  ła tw o transdukcji  różnym i 
innym i genam i np. re trow irusow ym  w e k to re m  p ro ­
d u k u jący m  horm on  w zrostu  (hG h) [65], Po 
w ew ną trz rdzen iow ej iniekcji m yszy, ek sp res ja  hGh 
zachodz iła  w  kościach  i p roduk t genu w y k ry w a n o  w 
su row icy  m e to d ą  ELISA.

B ad an o  rów nież  m oż liw ość  transdukcji  k om órek  
zrębu  szpiku kostnego  m yszy  t ransgen icznej  oim 
(syn te tyzu jącej h om otr im er  z łożony z trzech  łań cu ­
chów  a l ,  bez łańcucha  a 2 ) genam i ko lagenow ym i.  
W tym  celu  jak o  w ek to ra  użyto  n ie rep liku jącego  się 
ad en o w iru sa  typu 5 z usun ię tym i reg ionam i E l  i E3. 
Reg ion  E l  koduje  w czesne  b iałko E l  regu lu jące  
transkrypc ję ,  bez k tórego  n iem oż liw a  je s t  w yda jna  
eksp res ja  tzw. genów  późnych  i rep likac ja  wirusa. 
R eg ion  E3, k tórego  usun ięc ie  zw iększa  p o jem ność  
w ek to ra  adenow irusow ego , koduje  co na jm nie j s ie ­
dem  b ia łek , z k tórych  je d n o  —  gp 19k je s t  zdo lne  do 
z m n ie jszan ia  siły reakcji l im focy tów  T cy to toksycz-  
nych. M ysi gen kodu jący  b rak u jący  łańcuch  
p ro a 2 ( I )  w p row adzono  w  region E l  z ek sp re s ją  k ie ­
ro w a n ą  p rzez  w czesny  p ro m o to r  ludzk iego  cy tom e- 
g a low irusa  [6 6 ], K om órk i  zrębu  szp iku  kostnego  
m yszy  oim  transdukow ane  ad en o w iru sem  zaw ie ­
ra jącym  gen C O L1A 2  syn te tyzow ały  k o lag en  typu I 
o p raw id łow ej strukturze , a w ięc  zaw ie ra jący  łań cu ­
chy a l  i a 2  w  s tosunku  2 : 1  i to zarów no  in vitro , ja k  i 
in vivo .

W ektory  re trow irusów  stab iln ie  in teg ru ją  do g e ­
nom u  d o ce low ych  kom órek , je d n ak że  nie uzyskano  
d ługo te rm inow ej regulac ji  ekspresji z w ew n ę trzn y ch  
p ro m o to ró w  kom órkow ych . W n iek tó ry ch  p rz y p a d ­
kach  j e s t  to sp o w odow ane  specy f iczn y m  dla  k o m ó ­
rek m ac ie rzy s ty ch  m ech an izm em  represji  t ra n sk ry p ­
cji re trow irusów . S t o v e r  i wsp. [67] zbada li  eks­
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presję  sam oinak tyw ującego  się w ek to ra  re trow iruso- 
wego ze szczurzym  p ro m o to rem  C O L I A l  w k u l tu ­
rach kom órek  zrębu szp iku  kostnego  różn icu jących  
się w osteoblasty , oraz u m yszy  ch im erycznej p o ­
wstałej z t ransdukow anych  em briona lnych  kom órek  
m acierzystych . U zyskane  w ynik i  w skazyw ały , iż sa- 
m oinak tyw ujące  się w ek to ry  re trow irusa  nie były 
s tale inak tyw ow ane  w em b riona lnych  kom órkach  
m acierzystych  i u legały  specyficznej ekspresji w 
osteoblastach  zarów no  in v itro , ja k  i in vivo. Tak 
w ięc w ektory  te pow inny  być uży teczne  w terapii ge­
nowej Ol skierow anej do kości ja k o  tkanki do ce lo ­
wej.

VII. Uwagi końcowe

O steogenesis  im perfec ta  je s t  he te ro g en n ą  g rupą  
gene tycznych  chorób w p ły w a jący ch  na in tegralność 
tkanki łącznej, k tórych  g łów nym  ob jaw em  je s t  ła m li­
wość kości. W iększość  p rzy p ad k ó w  O l je s t  w y n i­
kiem  m utacji w ys tępu jących  w genach  kodu jących  
łańcuchy po lipep tydow e p r o a l  i p r o a 2  p roko lagenu  
typu I. Poniew aż O l na leży  do chorób  gene tycznych  
nieu leczalnych , te rap ia  k o m ó rk o w a  i genow a, tes to ­
wana na m yszach  t ransgen icznych  w ydaje  się być 
obiecu jąca  w p rzysz łym  zas to sow an iu  jej do leczenia 
ludzi. M utacje  w genach  ko lag en o w y ch  w p ły w a ją  na 
tkankę łączną  w sposób  dom inu jąco -nega tyw ny , p o ­
n iew aż d o p row adza ją  one do n iszczen ia  rów nież  p ra ­
w id łow ych  p roduk tów  alleli genu, co oznacza  deg ra ­
dację  cząsteczek ko lagenu  zaw ie ra jących  tylko jed en  
zm utow any  łańcuch , a dw a pozosta łe  norm alne  (ang. 
p ro co llagen  su ic id e)  [9]. Z tego pow o d u  uzu p e łn ie ­
nie genów  norm alnych  bez e lim inacji  lub w yciszen ia  
genów  zm utow anych  nie przyn ies ie  korzyści,  j a k  to 
dzieje się w przypadku  chorób  recesyw nych . Celem  
terapii je s t  w ięc w ye l im in o w an ie  lub z redukow anie  
genu niosącego  m utac ję  i/lub rów no leg łe  uzu p e łn ia ­
nie genu praw id łow ego . W  c iężk ich  przypadkach  
choroby  poprzez  z red ukow an ie  ekspresji  zm u to w a ­
nego allelu, terapia  an ty sen so w a  m og łaby  z red u k o ­
w ać ilość zm utow anego  ko lagenu  i z łagodzić  ob jaw y 
do w ystępu jących  w  typ ie  I choroby. W  przypadku  
na jłagodnie jszego  typu  I choroby, gdzie  sku tk iem  
m utacji je s t  n ieak tyw ny  allel, ko rzys tne  m ogłoby  
być jego  uzupełn ien ie ,  j a k  w p rzy p ad k u  chorób  rece ­
syw nych  [6 8 ]. Co więcej, taki k ie runek  dzia łania  
m ógłby  być zas to sow any  ró w nież  w ciężk ich  p rzy ­
padkach  choroby jak o  u zupe łn ien ie  terapii an tysen- 
sowej, gdzie po w y e l im in o w an iu  lub w yciszen iu  
genu zm utow anego  m óg łby  być w pro w ad zo n y  gen 
normalny. C hociaż  tak ich  badań  je szcze  nie p rzep ro ­
w adzono, po tencja ln ie  u zupe łn ien ie  no rm alnych  g e ­

nów  ko lagenow ych  m og łoby  doprow adzić  do w z ro ­
stu ilości p raw id łow o  funkc jonu jących  m oleku ł k o ­
lagenu  i do z łagodzen ia  ob jaw ów  choroby , a naw et 
ich ustąp ien ia  [45]. T eore tyczn ie ,  w celu z łag o d ze ­
nia ob jaw ów  O l, nie je s t  kon ieczna  1 0 0 % -o w a supre- 
sja zm utow anego  genu, w ys ta rczy łoby  uzyskać  p o ­
ziom  ekspresji zm u to w an eg o  ko lagenu  jak i  istnieje 
w tkance  kostnej u ludzi obc iążonych  nosic ie ls tw em  
m utacji ,  a będących  najczęściej  bezob jaw ow ym i lub 
z łagodnym i ob jaw am i choroby  [8 ].

O biecu jące  w y d a ją  się być w yniki uzyskane  na 
m ysich  m odelach  z zas to sow an iem  kom órek  zrębu 
szpiku kostnego  jak o  w ek to rów  dosta rcza jących  
„na rzęd z i” do supresji ekspresji zm utow anego  genu 
i/lub dos ta rcza jących  n o rm alnych  genów  k o la g e n o ­
w ych, do tkanki docelow ej —  kości. N arzędz iem  ta ­
kim  m o g ą  być an tysensow e o ligonuk leo tydy  
w iążące  się ze zm u to w an y m  m R N A , lub je szcze  b a r ­
dziej specyficzn ie  w iążące  się z doce low ym  m R N A  
rybozym y. Z as to sow an ie  rybozym u  w ydaje  się być 
korzystn ie jsze  z k ilku  w zg lędów  [69]. Po p ierw sze, 
m o g ą  inak tyw ow ać  m R N A  bez udzia łu  enzym ów  g o ­
spodarza , podczas  gdy an tysensow e o l igonuk leo tydy  
tw o rzą  stabilne dup leksy  deg radow ane  przy udziale  
R nazy H. Po drugie, m o g ą  ciąć więcej niż je d n ą  k o ­
pię m R N A  poprzez  oddysoc jow an ie  od produktu  c ię ­
cia i w iązanie  się z innym  m R N A . Po trzecie, w y k a ­
z u ją  dużo w y ższą  specyficzność  działania  niż anty- 
sensow e o ligonukleo tydy , pon iew aż  ich działanie  
je s t  uzależn ione  zarów no  od specyficznego  w iązania  
się do m R N A , ja k  i specyficznego  m iejsca  ka ta l i­
tycznego  działania.

W  celu os iągnięcia  z łagodzen ia  ob jaw ów  c h o ro ­
by, m oże być w y m ag an a  d ługo trw ała  supresja  z m u ­
tow anego  allelu. M ożna  to osiągnąć  poprzez  izolację 
p reos teob las tów  szpiku kostnego  i ich m odyfikac ję  
przez  użycie  re trow irusów  niosących  specyficzne  ry ­
bozym y. Po w p row adzen iu  zm odyfikow anych  k o ­
m órek  do organ izm u, u tw orzy łyby  one dojrzałe o s te ­
ob lasty  ze s ta łą  eksp res ją  rybozym u  sk ierow anego  
p rzec iw ko  specyficznej m utacji.  Teoretycznie , n a ­
w et p rze jśc iow a ekspresja  rybozym u (6 - 1 2  m ies ię ­
cy) m og łaby  pozy tyw nie  w płynąć  na m echaniczne 
w łaśc iw ośc i  m acie rzy  kości, aczko lw iek  n ieznane są 
ob jaw y  uboczne  jak ie  m o g ą  tow arzyszyć  ekspresji 
ry b o zy m u  w osteoblastach  [62],
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Glikoproteina VI —  receptor kolagenu aktywujący 
płytki krwi 
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rozynowe (ang: immunoreceptor tyrosine-based activation mo­
tif); ITIM — motyw hamujący receptorów immunologicznych 
zawierający reszty tyrozynowe (ang: immunoreceptor tyrosi- 
ne-based inhibitory motif); LAT-łącznik aktywacji limfocytów 
T (ang: linker fo r  activation o fT  cells); myszy mev —  myszy ze 
zmutowanym genem shp-1 (ang: moth-eaten viable); PAG — 
fosfoproteina związana z GEMs (ang: phosphoprotein associa­
ted with GEMS); PECAM-1 — białko adhezyjne płytek krwi i 
komórek śródbłonka (ang: platelet endothelial cell adhesion 
molecule-1); PH — domena homologiczna do domeny plekstry- 
nowej (ang: plextrin homology domain); PI-3 — kinaza 3-fosfat- 
ydyloinozytolowa (ang: phoshatidylinositol 3-kinase); PIP3 — 
3, 4, 5-trisfosforan fosfatydyloinozytolu; PIR — receptor po­
dobny do Ig (ang: Paired lg-Like Receptor); PF4 —  płytkowy 
czynnik 4 (ang: platelet factor  4); PKC — kinaza białkowa C 
(ang: protein kinase Q ;  PLC2 —  fosfolipaza C2 (ang: phospho- 
lipase Cy2); SH2 i SH3 —  domeny homologiczne do domeny 2 i 
domeny 3 kinaz rodziny src (ang: src homology 2 and 3 doma­
in); SHIP — fosfataza 5’-fosfoinozytolowa zawierająca domenę 
SH2 (ang: SH2 containing inositol 5 ’-phoshatase); SHP-1 i 
SHP-2 — fosfatazy tyrozynowe-1 i -2 zawierające domeny 
SH2 (ang: src homology 2 domain-containing tyrosine phospha­
tase-1 and -2); SKAP 55 — fosfoproteina o m.cz. 55 kDa aso- 
cjująca z kinazą Src (ang: Src kinase-associated phosphoprotein 
o f 55 kDa); SKAP-HOM — białko adaptorowe homologiczne 
do SKAP (ang: SKAP 55 homoloque); SLP-76 — białko leuko­
cytów zawierające domenę homologiczną do domeny SH2 ki­
naz rodziny src (ang: src homology 2 domain-containing leuko-
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cyte protein)', src —  mięsak (ang: sarcoma)', TCR —  receptor 
antygenowy limfocytów T (ang: T-cell antigen receptor)', TxA2 
— tromboksan A2. WASP — białko syndromu Wiscott-Aldrich 
(ang: Wiskott-Aldrich syndrom protein)', WGA —  aglutynina 
otrzymywana z kiełków pszenicy (ang: wheatgerm agglutynin)

I. W stęp

G likopro te ina  VI (G PV I)  p rzy c iąg n ę ła  u w ag ę  b a ­
daczy od roku 1987, w  k tó rym  S u g i y a m a i wsp.
[ 1 ] opisali defek ty  funkcji  p ły tek  krw i z deficy tem  
GPVI. D efek ty  te w y s tęp o w a ły  ty lko  podczas  s ty m u ­
lacji p ły tek  k o lagenem  i po lega ły  na nie tw orzeniu  
się agregatów  p ły tkow ych , b raku  uw aln ian ia  ATP z 
z iarnistości p ły tkow ych  i nie w y tw arzan iu  trom bok- 
sanu A2. Ponadto , p ły tk i z de f icy tem  G PV I w y k a z y ­
wały  obn iżo n ą  adhez ję  do ko lagenu . Specyficzne  d e ­
fekty p ły tek  krwi tej pac jen tk i w skazyw ały , że GPVI 
pełni funkcję  recep to ra  k o lagenu  n iezbędnego  do 
praw idłow ej aktyw acji  p ły tek  krwi.

O pisano k ilka p rz y p ad k ó w  chorych  z deficy tem  
GPVI w p ły tkach  krwi, ch a rak te ryzu jących  się 
łagodnym i tendenc jam i k rw aw iennym i.  Płytki krwi 
chorych w y k azu ją  n o rm a ln ą  odpo w ied ź  fun k c jo ­
nalną  pod  w p ływ em  w ie lu  czyn n ik ó w  fiz jo log icz ­
nych ak tyw u jących  płytki,  w  tym  trom biny, ADP, 
trom boksanu  A 2 i a rach idon ianu . O b n iżo n ą  o d p o ­
wiedź obserw uje  się ty lko  w p rzypadku  aktyw acji  
p łytek k o lagenem  [2-3].

P orów nanie  ak tyw acji  p ły tek  krwi osób zd ro ­
wych z ak ty w ac ją  p ły tek  z n ied o b o rem  G PV I za ­
chodzącą  pod w p ły w em  specy ficznych  l igandów  
w iążących  G PV I, k tó rym i są  ko lagen , pep tydy  o 
strukturze podobnej do k o lagenu  (ang: co llagen  rela- 
ted  p ep tid es , C R P) oraz k o n w u lk sy n a  (ang: convu- 
ix in , Cvx), pozw oli ło  na p o znan ie  m ech an izm u  
działania  GPVI.

C echą  ch a rak te ry s ty czn ą  ak tyw acji  p ły tek  k o la ­
genem  p rzeb iegającej z u d z ia łem  G PV I, w  p o ró w n a­
niu z ak ty w ac ją  p ły tek  innym i ak tyw ato ram i w  tym 
m.in. t rom biny  i ADP, je s t  udz ia ł w ie lu  b ia łkow ych  
kinaz ty rozynow ych  fo sfo ry lu jących  resz ty  tyrozy- 
now e sw oich  b ia łk o w y ch  substra tów  w sposób  n ie ­
zależny  od cyklazy  adeny lanow ej i b ia łkow ej k inazy  
C (ang: p ro te in  k in a se  C, PK C ). M echan izm  p rz e ­
syłania  sygnału  od k o lagenu  do b ia łk o w y ch  k inaz  ty ­
rozynow ych  z udz ia łem  G P V I je s t  bardzo  podobny  
do tego, k tóry  w y k o rz y s tu ją  recep to ry  an tygenow e 
lim focy tów  (ang: B- a n d  T-cell an tigen  receptor, 
BCR, TCR). U dzia ł innych  recep to rów  ko lagenu  
p ły tek  krwi, w  tym  m.in. G PIa/IIa ,  kom pleksu  
G P Ib /G P V /G P IX , GPIV, b ia łek  o m.cz. 85/90 kD a 
oraz 65 kD a w ak tyw acji  p ły tek  krwi je s t  dużo m n ie j­
szy lub je s t  bardzo  słabo pozn an y  [4-9],

II. Budowa glikoproteiny VI

O g ro m n y m  postępem  osta tn ich  dw óch lat badań 
nad G PV I było jej w y izo low an ie  z p ły tek  krwi, p o ­
znan ie  pełnej sekw encji  am inokw asow ej,  sk lonow a- 
nie o raz  poznan ie  lokalizacji i s truktury  genu GPVI 
[10-13 ]. G P V I zosta ła  sk lo n o w an a  przez  cztery  n ie ­
za leżne  g rupy  b adaw cze  [1-4]. C 1 e m e t s o n i wsp.
[10] sk lonow ali  G PV I z b ib lio tek i szpiku kostnego , 
M i  u r  a i wsp. [11] izolow ali  R N A  z kom órek  
UT-7/TPO , a E z u m i i w s p . [12] sk lonow ali  cD N A  
G PV I w k o m ó rk ach  C M K . J a n d r o t - P e r r u s  i 
wsp. [13] w  celu o trzym an ia  sekw encji  GPVI badali 
ludzk ie  i m ysie  b ib lio tek i m egakariocy tów  szukając  
obecnośc i b ia łek  po łączonych  z recep to rem  Fc i 
p o s iad a jący ch  resz tę  a rg in in o w ą  w części 
transb łonow ej.  S ekw encja  G PV I o trzym ana  przez  
tych w szy s tk ich  b adaczy  je s t  p raw ie  identyczna. 
L udzka  i m y s ia  cała cząs teczka  G PV I w ykazu je  ok. 
64%  h o m olog ii  sekw encji  am inokw asow ej,  a hom o- 
logia od c in k ó w  p o d o bnych  do im m unoglobu lin  
( Ig-C 2) os iąga  78%. P odob ieńs tw o  na poz iom ie  nu- 
k leo tydów  dla całej cząs teczk i G PV I w ynosi 67%  
[4]. Z a ró w n o  ludzka  ja k  i m ysia  G PV I zaw iera  m o ty ­
wy sek w en cy jn e  W S X W S  w pozyc jach  pom iędzy  
97-101 i 192-196, k tóre  są  charak te rys tyczne  dla re ­
cep to rów  h em a to p o e ty czn y ch  klasy  I i b io rą  udział w 
p o fa łd o w an iu  cząsteczki. G PV I je s t  trzecim  p ły tk o ­
w ym  recep to rem , razem  z b ia łk iem  adhezy jnym  
p ły tek  i ko m ó rek  śródb łonka  (ang: p la te le t endo the-  
lia l c e li adhesio n  m o lecu le -1 , PECAM-1,) (CD 31) i 
m ię d z y k o m ó rk o w y m  b ia łk iem  ad h ezy jn y m - 2  (ang: 
in tra c e llu la r  adhesion  m o lecu le -2 , IC A M -2) 
(CD 102), n ie  w yk azu jący m  funkcji im m u n o lo g icz ­
nych, ale na leżący m  do rodz iny  recep to rów  im m uno- 
g lobu linow ych .  Sekw enc ja  am in o k w aso w a  części 
cy to p lazm atyczne j  G PV I w ykazu je  podob ieńs tw o  
do recep to ró w  F c a  (C D 89),  recep to rów  inh ib ito ro ­
w ych  k o m ó re k  N K  oraz po l im orf icznych  receptorów  
m ysich  zw an y ch  PIR  (ang: p a ire d  Ig -like  receptor, 
PIR) [14-17],

D o jrza łe  b ia łko  sk łada  się z je d n e g o  łańcucha  zb u ­
d ow an eg o  z 319 reszt am inokw asow ych .  O dcinek  
w ew n ą trzk o m ó rk o w y , s tanow iący  C -koniec  
cząs teczk i  je s t  s to sunkow o  długi i składa się z 51 
reszt a m in o k w aso w y ch .  W ykazu je  on n iew ie lką  ho- 
m o lo g ię  z innym i b ia łkam i tej rodziny. W odcinku  
w e w n ą trz k o m ó rk o w y m  nie w y s tęp u ją  reszty  tyrozy- 
now e, a obecne  resz ty  se rynow e  i treon inow e nie 
z n a jd u ją  się  w  znanych  m o ty w ach  sekw ency jnych  
ro z p o z n a w a n y ch  p rzez  k inazy  b ia łkow e, co sugeruje  
b rak  m o ż l iw o śc i  p rzek azy w an ia  sygna łów  przez 
G PY I za p o m o c ą  reakcji fosfory lac ji-defosfo ry lac ji
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odcinka  w ew n ą trzk o m ó rk o w eg o .  O dc in ek  w e w ­
ną trzkom órkow y  zaw iera  reg ion  bog a ty  w pro liny , 
zdolny  do w iązan ia  b ia łek  pos iad a jący ch  d o m en ę  
SH3 (ang: src  h o m o lo g y  3 d o m ain , SH 3), w  tym 
m.in. w ielu  k inaz ty ro zy n o w y ch  i b ia łek  adap to ro -  
wych. S tw arza to m oż liw ość  asoc jac ji  G P V I z 
b iałkam i b io rącym i udzia ł w p rzek azy w an iu  sygna łu  
[11 ,18 -19 ] .  O dc inek  tran sb ło n o w y  je s t  zb u d o w a n y  z 
19 am inokw asów  i zna jdu je  się p o m ię d z y  resz tam i 
am inokw asow ym i 250-268. W  pozyc ji  3 d o m en y  
transb łonow ej znajdu je  się resz ta  a rg in in o w a , k tóra  
je s t  na jp raw dpodobnie j  od p o w ied z ia ln a  za tw o rz e ­
nie m ostka  solnego z re sz tą  k w asu  asp a rag in o w eg o  
łańcucha  y receptora  Fc ( łańcuch  y FcR ) [10]. W y s tę ­
pow anie  podobnych  m o stk ó w  so lnych  o b se rw o w an o  
pom iędzy  receptoram i F c a  i recep to ram i k o m ó rek  
N K  a łańcuchem  y FcR. T ak  w ięc zdo ln o ść  G P V I do 
p rzekazyw an ia  sygnału  w y n ik a  z asocjac ji  z ł a ń c u ­
chem  y FcR  na p o d o b ieńs tw o  z recep to ram i B C R  i 
TCR. Z ew n ą trzk o m ó rk o w a  N -te rm in a ln a  część 
GPVI zaw iera  dw ie dom en y  p o d o b n e  do dom en  
Ig-C2, które są  u trzy m y w an e  p rzez  dw a m ostk i  dwu- 
s iarczkowe. G PV I ma ty lko  je d n o  m ie jsce  N -g liko -  
zylacji w ystępu jące  w A sn w pozycji  72. L iczne  re sz ­
ty treoninow e i se rynow e, będące  po ten c ja ln y m i 
m iejscam i O -g likozylacji ,  zn a jd u ją  się  w  reg ion ie  
podobnym  do m ucyn, z lok a l izo w an y m  b lisko  błony  
kom órkow ej odcinka  zew n ą trzk o m ó rk o w eg o .  M asa  
cząs teczkow a G PV I, w y liczona  na pod s taw ie  z a w a r ­
tości am inokw asów  w ynosi  37 kDa. P o n iew aż  G PV I 
płytek krwi rozdz ie lana  w żelach  p o l iak ry lo am id o -  
w ych m a m asę  c ząs teczk o w ą  65 kDa, w ięc  różn ica  
w ynosząca  28 kD a w yn ika  n a jp raw d o p o d o b n ie j  z 
obecności cukrow ców , k tóre  s ta n o w ią  1/3 m asy  
cząsteczki [10-11]. S chem at budo w y  G P V I p rz e d s ta ­
w ia rycina 1 .

Badania  p row adzone  z za s to so w an iem  iz o lo w a ­
nej G PV I potw ierdz iły  je j  znaczen ie  j a k o  recep to ra  
ko lagenu p łytek  krwi [10]. Izo low ana  G P V I w iąza ła  
się do ko lagenu i b lo k o w ała  ag regac ję  p ły tek  in d u ­
ko w an ą  kolagenem . Po lik lona lne  IgG sk ie row ane  
przec iw ko  GPVI i ich f ragm en ty  F (ab ) 2 w y w o ły w a ły  
silną  ak tyw ację  p ły tek  krwi, a f rag m en ty  Fab 
w yw oływ ały  ham ow an ie  agregacji  p ły tek  krw i,  tak 
jak  uprzednio  opisano  dla ludzkich  a l lo p rzec iw c ia ł  
dla G PV I [2, 10].

B adania  sk lonow anej G P V I rów nież  p o tw ie rd z i ły  
jej udział w p rzew odzen iu  sygnału . E k sp res ja  G PV I 
w kom órkach  U T-7/TPO  (kom órk i  linii leukem ii  me- 
gakariob lastycznej)  nada ła  tym  k o m ó rk o m  zdo lność  
w iązania  Cvx, a ekspres ja  w  k o m ó rk ach  C O S -7  sp o ­
w odow ała ,  że kom órki te w iąza ły  C R P [11-12]. E k s­
presja G PY I w kom órkach  D A M I (kom órk i  linii me-

gakariocy tyczne j)  w y w o ły w a ła  ich ak tyw ację , m ie ­
rzoną  jak o  zw iększen ie  poz iom u  w apn ia  w e w n ą t rz ­
k om órkow ego  pod w p ły w em  ko lagenu  i Cvx. Z w ię ­
kszanie  poz iom u  w apnia  było  zupełn ie  h am o w an e  
przez p rzec iw cia ła  dla G PV I [10]. Ekspres ja  rekom - 
binantow ej G PV I w tran sfek o w an y ch  kom ó rk ach  
U937 i FDC-P1 nadaw ała  im zdo lność  adhezji do k o ­
lagenu i Cvx [13]. R ek o m b in an to w a  G PV I h a m o ­
wała agregac ję  i uw a ln ian ie  se ro ton iny  z p ły tek  krwi 
pod w p ływ em  ko lagenu  i Cvx. Na p odkreś len ie  
zasługuje  fakt, że re k o m b in an to w a  G PV I była zaso- 
c jow ana z łańcuchem  y FcR  [13].

domeny Immunoglobulinowe

region mucynowy

reszto argininowa regionu 
transbłonowego GPVI

łańcuch Y receptora Fc 
zawlerajqcy motyw ITAM

Ryc. 1. Schemat budowy glikoproteiny VI. Na schemacie zaznaczony 
jest odcinek zewnątrzkomórkowy z miejscem N-glikozylacji, 
dwiema domenami immunoglobulinowymi i regionem mucy- 
nowym bogatym w reszty serynowe i treoninowe. Domena 
transbłonowa GPVI zawiera resztę argininową, która jest odpo­
wiedzialna za asocjację z łańcuchem y receptora Fc, zawie­
rającego sygnalizujący motyw ITAM (wg [20], zmodyfikowa­
no).

III. W ystępow anie G PV I

O becnośc i G PV I szukano  p raw ie  w e w szystk ich  
tkankach  ludzi i m yszy  oraz w ie lu  liniach k o m ó rk o ­
wych. W ystępow anie  R N A  dla G PV I w ykry to  tylko 
w liniach m egak ar io cy ty czn y ch ,  m egakar iocy tach  i 
p ły tkach  krwi [11, 13, 20, 21]. Tak w ięc w ydaje  się, 
że G PV I na leży  do n ie l icznych  bia łek , razem  z GPV  i 
PF4, k tóre  m o g ą  być uw ażane  za specyficzne  m ark e ­
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ry m egakariocytów  i p ły tek  krwi. B e r l a n g a i wsp. 
[21], s tosując m egakariob las tyczne  kom órki H E L  i 
C M K  różnicow ane estrem  forbolu  w ykazali ,  że e k s ­
presja G PV I zw iększa  się w raz  ze w zros tem  ró ż n ic o ­
wania się tych kom órek . Z w iększen iu  ekspresji  
GPVI tow arzyszy ł w zros t  ekspresji  łańcucha  y F c R ,  
wzrost fosforylacji reszt ty rozynow ych  w ielu  b iałek, 
w tym kinazy Syk, fosfo lipazy  PLCy2 (ang: p h o -  
spho lipase  Cy2, PL C g2),  b ia łka adap to row ego  LA T 
(ang: linker f o r  a c tiva ted  T cells, LA T) oraz w zrost 
uwalniania  w apn ia  w ew ną trz  k om órek  w o d p o w ie ­
dzi na Cvx. D ośw iadczen ia ,  w  k tórych s tosow ano  
ludzkie m egakariocy ty  różn icow ane  in v itro  trom bo- 
poetyną, po tw ierdz iły  badania  B e r 1 a n g a i w sp . i 
wykazały, że podczas  do jrzew ania  m eg akar iocy tów  
następuje w zrost ekspresji G PV I. W zrostow i e k sp re ­
sji GPVI tow arzyszy ł  w zros t ekspresji łańcucha  y 
FcR  i w zrost odpow iedz i  funkcjonalnej m e g a k a r io ­
cytów pod w p ływ em  kolagenu , Cvx i CRP [22-23]. 
M egakariocyty  m yszy  różn icow ane  in vitro  w raz  ze 
w zrostem  dojrza łośc i w y k azy w ały  rów nież  z w ię k ­
szenie ekspresji G PV I [21].

eksonl ekson2 ekson3 ekson4
1-62 63-95 96-353 354-638

tycznych , w  tym genów  integryn  a n b i a 2 oraz genów  
G PIX , PF4 i G PV  [10-13], B u d o w a  genu  G PV I p o k a ­
zana je s t  na  rycinie  2 .

V. Przesyłan ie sygnału za pośrednictw em  GPVI

K olag en  oraz p rzec iw c ia ła  p62 sk ie row ane  p rz e ­
c iw ko  G PV I, w y izo low ane  z osocza  pacjentki z n ie ­
doborem  G P V I (G PV I-)  w  p ły tkach  krwi, o raz f rag ­
m en ty  F (ab ) 2 tych p rzec iw cia ł  ak ty w u ją  płytki krwi 
osób z n o rm a ln ą  zaw ar to śc ią  G PV I (G PV I+). A k ty ­
wacji p ły tek  tow arzyszy  fosfo ry lac ja  w ielu  b iałek, w 
tym  k inaz  Src i Syk oraz fosfo lipazy  PLCy2, która 
p rzeb ieg a  naw et  w  obecnośc i czynn ików  zw ięk ­
sza jących  zaw artość  cyk licznego  A M P  (cA M P). Ki- 
naza  Fak  nie  je s t  fo s fo ry low ana  w p ły tkach  ak ty w o ­
w an y ch  p62  p rzy  zw ięk szo n y m  poz iom ie  cAMP. 
N ieza leżne j  od cA M P  fosfory lac ji  b ia łek  nie o b se r­
w o w an o  w p ły tkach  s tym u lo w an y ch  trom biną , co 
w sk azy w a ło  na w y s tęp o w an ie  za leżnego  i n ieza le ­
żnego  od c A M P  m ech an izm u  ak tyw acji  k inaz i na  to, 
że G P V I ak tyw uje  n iek tó re  k inazy  n iezależnie  od

ekson5 ekson6 ekson7 eksor>8
639-692 693-752 753-803 804-2260

Ryc. 2. Budowa genu GPVI. Na rycinie pokazane są cksony w postaci prostokątów. Liczby powyżej prostokątów wskazują na zawartość nuklcotydów 
występujących w każdym cksonic. Eksony kodujące domeny Ig-C2 są zakreślone liniami pionowymi. Część cksonu 8 kodująca domenę 
transbłonową jest zakreślona liniami poziomymi. Regiony cksonów nic ulegające translacji są zaciemnione. Na rycinie pokazane jest miejsce 
startu transkrypcji, sekwencja sygnałowa, miejsce zatrzymania transkrypcji i sekwencja sygnałowa poli A (wg [12], zmodyfikowano).

IV. Budowa genu GPVI

Gen GPVI z loka lizow ano  na ch rom osom ie  
19q 13.4. W  jeg o  pob liżu  w y s tęp u ją  inne geny  recep ­
torów  im m u n o g lobu linow ych  w tym  m.in. K IRs 
(ang: k ille r  ce li in h ib ito ry  recep tors, K IRs), rodzina  
gp49b i FcaR . Gen G PV I zb u d o w an y  je s t  z ośm iu  
eksonów  o łącznej d ługości 23 000 par zasad. E k so ­
ny 1 i 2  ko d u ją  d w u d z ie s to am in o k w aso w ą  sek w en ­
cję  sygnałow ą, a eksony  3 i 4 k o d u ją  dw ie dom eny  
p odobne  do Ig-C2. E ksony  5-7 k o d u ją  region p o d o b ­
ny do m ucyn, a ekson  8  kodu je  reg ion  transb łonow y  i 
cytop lazm atyczny . G łów ne  m ie jsce  startu tran sk ry p ­
cji znajduje  się w  pozycji  + 1 , a inne m iejsca  startu 
transkrypcji zna jdu ją  się po m ięd zy  pozyc jam i -13 a 
-94. P rom otor  genu G PV I nia pos iada  sekw encji  
TATA i CAAT i pos iada  w ie le  m iejsc  startu  tran ­
skrypcji podobn ie  do innych  genów  m egakariocy-

cA M P  [24], N ieza leżn a  od cA M P  fosfory lac ja  
PLCy2 je s t  p rzyczyną , ju ż  w cześnie j ch a rak te ryzo ­
w an y ch  ja k o  n ieza leżnych  od cA M P  procesów  uw al­
n ian ia  jo n ó w  w apn ia  i tw orzen ia  kw asu  fosfa tydow e- 
go w  p ły tk ach  s tym u lo w an y ch  ko lagenem  [25-26].

A k ty w ac ja  p ły tek  ko lag en em  oraz przec iw cia łam i 
s iec iu jącym i k rzyżow o  recep to r  FcyR IlA  (CD 32), o 
n isk im  p o w in o w ac tw ie  dla IgG, w yw ołu je  fosforyla- 
cję w ie lu  b ia łek  pod o b n y ch  do tych, k tóre  są  fosfory- 
low ane  w l im focy tach  po ak tyw acji  recep to rów  T C R  
i B C R  [27-29]. M o tyw  ak tyw ujący  zaw iera jący  
resz ty  ty rozynow e  (ang: im m u n o recep to r  tyrosi- 
n e -b a sed  ac tiva tio n  m o t i f  ITAM ) receptora  FcyR IlA  
ulega  fosfo ry lac ji  i asoc ju je  z d o m e n ą  SH2 k inazy  
Syk w  p ły tkach  i l im focy tach  s tym ulow anych  s iec io ­
w an iem  recep to ra  FcyRIIa  [27, 30-33]. N ie  o b se r­
w o w an o  fosfory lac ji  tego recep to ra  i je g o  asocjacji z 
k in azą  Syk w p ły tkach  s ty m u lo w an y ch  ko lagenem
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[27], B adania  te sugerow ały , że ko lagen  ak tyw uje  
płytki w sposób p odobny  do ak tyw acji  recep to rów  
BCR i TCR, w których  asoc jac ja  u fosfo ry low anego  
receptora  z k inazą  Syk je s t  n iezbędna  dla za ­
p oczą tkow ania  ak tyw acji .  B adan ia  G i b b i n s  i 
wsp. oraz T s u j i i wsp. [34-36] w ykaza ły , że ak ty ­
w acja  p ły tek  ko lagenem  w yw o łu je  fosfo ry lac ję  inne­
go białka zaw iera jącego  m o ty w  IT A M , którym  o k a ­
zał się łańcuch y recep to ra  Fe o w y sok im  p o w in o ­
w actw ie  do IgE ( łańcuch  y FcR), tw orzący  stabilny 
kom pleks z G PV I (G P V I/F c  yR). W kom pleks ie  tym 
G PVI je s t  recep to rem  ko lagenu , a łańcuch  y, hom o- 
d im er o m.cz. 14-20 kDa, spełn ia  funkc ję  p rz e k a ź n i­
ka inform acji do w nę trza  kom órk i .  W p łytkach 
G PV I- obserw ow ano  n ied o b ó r  łańcucha  y FcR  p ro ­
porc jonalny  do n iedoboru  GPV I. Ś w iadczy  to o n ie ­
zbędności w y s tęp o w an ia  k o m p lek su  G PV I/FcyR  dla 
praw idłow ej ak tyw acji  p ły tek  ko lag en em  [34].

S tym ulacja  p ły tek  czynn ikam i ak tyw ującym i 
kom pleks G PV I/FcyR, k tó rym i są  ko lagen , p rzec iw ­
ciała s ieciu jące k rzyżow o  G PV I, C R P i Cvx, 
w yw ołu je  fosfo ry lac ję  m o tyw u  ITAM  łańcucha  y 
FcR, pow odując  je g o  asoc jac ję  z tan d em o w y m i d o ­
m enam i SH2 k inazy Syk, a w k o nsekw enc ji  autofos- 
forylację  kinazy Syk i w zros t  jej ak tyw nośc i  kinazo- 
wej. Syk inicjuje kaskadę  p rzenoszen ia  sygnału , k tó ­
ra kończy się ak tyw ac ją  en zy m ó w  takich  ja k  fosfoli- 
paza PLCy2 i k inaza 3 - fo s fa tydy lo inozy to low a  (ang: 
p h o sh a tid y lin o s ito l 3 -k in a se , k inaza  PI-3), d o s ta r ­
czających d rugorządow ych  p rzenośn ików  in fo rm a­
cji w tym m.in. 1, 4, 5 -tr is fosfo ranu  inozy to lu  (IP3) i 
1 , 2 -d iacy log licero lu  (D G ), odpow ied z ia ln y ch  za ak ­
tyw ację  PKC oraz uw aln ian ie  jo n ó w  w apn ia  [35-36, 
37, 38]. W  procesie  ak tyw acji  tych en zy m ó w  p o ś red ­
niczy wiele białek ad ap to row ych  tak ich  ja k  LAT, 
SK A P-H O M , Crkl, Grb2, SLP-76 , S L A P -130  i Gads 
[6 , 39-41], U dzia ł k inazy  Syk, adap to ra  transb łono-  
w ego LAT oraz adap to ra  cy to zo lo w eg o  SLP-76  b a ­
dano w p łytkach krw i gene tyczn ie  zm o d y f ik o w a ­
nych  myszy. N iedobór  Syk p ro w adz ił  do ca łk o w ite ­
go braku fosforylacji LAT, SL P-76  i PLCy2. Brak 
SLP-76 p o w odow ał nie w y s tęp o w an ie  fosforylacji 
tylko PLCy2. W p ły tkach  z de f icy tem  LAT (LAT-) 
obserw ow ano  je d y n ie  słabe o bn iżen ie  fosforylacji 
SLP-76 i PLC2. W yniki te w sk a z u ją  na to, że LAT, 
SLP-76 i PLCy2 są  substra tam i k inazy  Syk. Wyniki 
te ponadto  w skazują ,  że SL P-76  regu lu je  fo s fo ry la ­
cję PLCv2, która rów nież  częśc iow o  za leży  od LAT. 
Białko Gads je s t  konsty tu ty w n ie  po łączone  z 
SLP-76, a cały k om pleks  S L P -76 /G ads  łączy  się  z 
LAT. LAT asocjuje  z fo s fo l ip azą  PLCy2 i rów n ież  z 
k inazą  PI-3, co p row adz i  do ak tyw acji  tych e n z y ­
m ów  [41-47]. B adan ia  G i b b i n s  i wsp. [48] w y k a ­

zały, że ak tyw acja  k inazy  PI-3 m oże p rzeb iegać  
dw om a sz lakam i, z k tórych  je d e n  po lega  na asocjacji 
u fosfosfo ry low anego  białka LA T z d o m e n ą  SH2 
pod jednostk i regula torow ej o m .cz 85 kD a kinazy 
PI-3 (p85 PI-3), a drugi na asocjacji dom eny  SH2 p85 
PI-3 z u fosfo ry lo w an y m  łańcuchem  y FcR. 3, 4, 
5 -tr isfosforany  fosfa tydy lo inozy to lu  (PIP3), w y tw o ­
rzone po ak tyw acji  k inazy  PI-3, b io rą  udział w 
p rzy łączan iu  k inazy Btk (ang: B ruton  ty ro sin e  kina- 
se) do b łony  p lazm atyczne j .  PIP3 b io rą  też udzia ł  w 
łączeniu  PLCy2 do b łony , dzięki asocjacji z jej d o ­
m en ą  h o m o lo g iczn ą  do d o m en y  p leks trynow ej (ang: 
p lex tr in  hom o lo g y  dom ain , PH). S ekw encja  zdarzeń 
fosfo ry lacy jnych  in ic jow anych  po łączen iem  się li­
ganda z k om pleksem  G P V I/F cyR  p ro w ad ząca  do ak ­
tywacji k inazy  PI-3, fosfo lipazy  PLCy2 i w  ko n se ­
kw encji  do ak tyw acji  p ły tek  krw i p rzeds taw ia  ryc i­
na 3. Funkcja  w ie lu  b iałek, w tym m.in. Vav, Btk, 
Tec, Slap-130, W A SP, k tóre  w y s tęp u ją  w k o m p lek ­
sach z innym i b ia łkam i b io rącym i udział w  p rze ­
syłaniu  sygnału  od kom p lek su  G PV I/FcyR  nie je s t  
dokładnie  poznana.

VI. Fosforylacja łańcucha y receptora Fc

Kolagen  je s t  je d y n y m  fiz jo log icznym  ak ty w a to ­
rem płytek  krwi, k tóry  w yw o łu je  fosfory lac ję  łańcu­
cha y FcR. Badania  p ro w ad zo n e  na gene tyczn ie  zm o ­
dyfikow anych  m yszach  w ykazały , że obecność  
łańcucha y FcR oraz k inazy  Syk je s t  n iezbędna  dla 
aktyw acji p ły tek  ko lagenem  [6 , 48-49]. A ktyw acji  
p ły tek  ko lagenem  oraz C R P przy  braku jo n ó w  m a ­
gnezu oraz w obecności p rzec iw c ia ł  6 F 1 sk ie row a­
nych p rzec iw ko  G PIa/IIa , a w ięc  w  w arunkach  w y ­
k lucza jących  dzia łan ie  tego recep to ra  kolagenu, to ­
w arzyszy  fosfory lac ja  łańcucha  y FcR, co św iadczy  o 
tym, że je s t  ona n ieza leżna  od tego receptora  [35]. 
S tym ulac ja  p ły tek  t ro m b in ą  oraz p rzeciw ciałam i 
siec iu jącym i recep to r  FcyRIIA  nie pow odu je  fosfo ­
rylacji łańcucha  y F cR  [35], A g lu tyn ina  o trzy m y w a­
na z k ie łków  pszen icy  (ang: w h ea t germ  a g g lu tin in , 
W G A ), k tóra  je s t  s i lnym  ak tyw ato rem  płytek  krwi, 
w yw ołu je  rów nież  fosfo ry lac ję  Syk i PLCy2. W GA 
pow oduje  fosfo ry lac ję  m o tyw u  ITAM  łańcucha y 
FcR i recep to ra  FcyRIIA , czyli w ykorzystu je  szlak 
przew odzen ia  in form acji  za leżny  od kom pleksu  
G PV I/FcyR  i od recep to ra  FcyRIIA . Z kolei trombi- 
na, f iz jo log iczny  ak tyw ato r  p ły tek , nie w yw ołuje  
fosforylacji recep to rów  Fc, ale w yw ołu je  fosfo ry la ­
cję Syk i PLCy2, co w skazu je  na obecność  innych 
sz laków  p rzek azy w an ia  in form acji  p row adzących  do 
aktyw acji  tych b ia łek  [35].
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N iezbędność  fosforylac ji  łańcucha  y FcR i jego  
asocjacji z GPVI dla p raw idłow ej aktyw acji krwi za 
p om ocą  ligandów  łączących  się do GPV1 w ykaza ły  
badania  N i e s w a n d i wsp. [50], k tórzy za s to so w a­
li p rzec iw ciała  m on o k lo n a ln e  JA Q 1, sk ierow ane 
p rzeciw ko GPVI. JAQ1 h a m u ją  ak tyw ację  p ły tek  k o ­
lagenem, a w po łączen iu  z przec iw cia łam i polik lo- 
nalnymi, w yw ołu jącym i ich s iec iow anie , p o w o d u ją  
aktyw ację  p ły tek  oraz m egak ar io cy tó w  zaw ie ra ­
jących  łańcuch y, na tom ias t nie ak tyw u ją  p ły tek  z 
jego  n iedoborem . Ponadto , JAQ1 łączą  się z m egaka- 
riocytami i p ły tkam i posiada jącym i łańcuch  y FcR, 
natom iast nie łą c z ą  się z m egakariocy tam i i p ły tkam i 
z jeg o  n iedoborem , co św iadczy  o tym, że ekspresja  
G P V I je s t  in vivo  sko re low ana  z eksp res ją  łańcucha  y 
FcR. P rzec iw cia ła  JAQ1 h am ow ały  fosfory lac ję  
łańcucha y FcR, Syk, PLCy2, LAT i SLP76 w p ły t­
kach s tym ulow anych  ko lagenem  i CRP. JAQ1 nie h a ­
m ow ały fosfory lac ji  LAT w p ły tkach  s ty m u lo w a­
nych w ysok im i s tężen iam i ko lagenu, na tom ias t  h a ­
m ow ały  fo sfo ry lac ję  LAT podczas  aktyw acji  p ły tek  
w ysokim i s tężen iam i CRP, co św iadczy  o tym, że w 
błonie  p lazm atyczne j  p ły tek  w ystępu je  je szcze  jed n o  
białko, rozpozna jące  ko lagen  i p rzekazu jące  sygnał 
n iezbędny do fosforylacji LAT. B ia łko to je s t  n a j­
praw dopodobnie j rów nież  sp rzężone  z łańcuchem  y 
FcR i w od różn ien iu  od G PV I nie rozpozna je  se ­
kwencji G PO  (g licyna-p ro lina -hydroksyp ro lina )  
w ystępu jących  w ko lagenie  i C R P [51],

VII. M otyw  aktyw ujący ITAM  łańcucha y 
receptora Fc

M otyw  ITAM  zaw iera  sekw encje  Y X X L /I -X 6_8- 
Y X X L /I  , w k tó rych  kon se rw a ty w n e  reszty  tyrozy- 
now e są fo s fo ry low ane  podczas  ak tyw acji  p ły tek  z 
udzia łem  k o m p lek su  G PV l/FcyR . D ośw iadczen ia ,  w 
k tórych o b se rw o w an o  ham o w an ie  fosforylacji m o ty ­
wu ITAM przez  inh ib itory  k inaz  oraz koprecyp itac ję  
kinaz Lyn i Fyn z łańcuchem  y FcR  dosta rczy ły  p o ­
średnich d o w o d ó w  udzia łu  k inaz  rodz iny  src, Lyn i 
Fyn, w  fosfory lac ji  m o tyw u  ITAM. Jednocześn ie  nie 
obse rw ow ano  koprecyp itac j i  innych  kinaz, w  tym 
Src, Yes, Fgr, Lek i H ck  z tym  łańcuchem  [18-19]. 
B ezpośredn ich  d o w o d ó w  udzia łu  Lyn i Fyn w fosfo ­
rylacji ITAM  dostarczy li  Q u e k i w sp [52], którzy 
zastosow ali  do badań  płytki k rwi m yszy  pozbaw ione  
genów  k o du jących  Lyn i Fyn. Płytki Fyn- w y k a z y ­
w ały  o b n iżo n ą  fo sfo ry lac ję  łańcucha  y FcR, a p o n ad ­
to LAT, SLP-76  i PLCy2, co było po łączone  z o b n iż ­
oną  o d p o w ie d z ią  fu n k c jo n a ln ą  p ły tek  a k ty w o w a ­
nych CRP. P łytki Lyn- w y k azy w a ły  począ tkow e  o b ­

niżenie  fosforylacji łańcucha  y FcR, po którym  n as tę ­
pow ało  zw iększen ie  fosforylac ji  tego łańcucha  i 
PLCy2, czem u tow arzyszy ło  po tęgow an ie  aktywacji 
płytek. W ynik i te św iad czą  o udzia le  Fyn i Lyn w 
fosforylacji m otyw u ITA M  łańcucha  y FcR  oraz o 
udziale  Lyn w szlaku h am ującym  przesy łan ie  sy ­
gnału, na jp raw dopodobnie j  poprzez  ham ow an ie  ak ­
tyw ności fosfo lipazy  PLCy2 [52].

VIII. M otyw  ham ujący ITIM  białka PECAM -1

A ktyw acja  p ły tek  krwi z udz ia łem  kom pleksu  
GPVI/FcyR, w  której k lu czo w ą  rolę  odgryw a fos fo ­
rylacja  m otyw u ITAM łańcucha  y FcR, je s t  h a m o w a ­
na przez  fosfory lac ję  m o tyw u  h am ującego  (ang: im ­
m une recep tor ty ro sin e -b a sed  inh ib ito ry  m o tif, 
ITIM ) b ia łka  P E C A M -1 . Płytki krwi genetycznie  
zm o dyf ikow anych  m yszy  z def icy tem  PECAM -1 
w ykazyw ały  z w ięk szo n ą  odpow iedź  funkc jona lną  
pod w p ływ em  ko lagenu i CRP, w tym zw iększoną  
adhezję, agregac ję  i reakc ję  uw aln ian ia  [53]. Z w ię k ­
szonej odpow iedz i funkcjonalnej nie obserw ow ano  
podczas aktyw acji  p ły tek  t ro m b in ą  i ADP, co św iad ­
czy o tym, że m o tyw  ITIM  bia łka  PECA M -1 w y k a ­
zuje dzia łan ie  supresy jne  w y łączn ie  dla agonis tów  
p ły tkow ych  specyficznych  dla kom pleksu  
GPV I/FcyR. Fosfo ry lac ja  dw óch  reszt ty rozynow ych  
w pozycjach  663 i 6 8 6  w ys tępu jących  w konsensuso- 
wej sekw encji  (L /I /V /S )X Y Y X (L /V )  dom eny cyto- 
p lazm atycznej PECA M -1 je s t  m ie jscem  w iązania  
b iałek  pos iada jących  dom en y  SH2 [53], S u g e ro w a­
no, że b ia łkam i tymi m o g ą  być fosfa tazy tyrozyno- 
we-1 i -2 zaw iera jące  dom eny  SH2 (ang: src hom o ­
logy  2 d o m a in -co n ta in in g  tyrosine  p h o sp h a ta se -1 
a n d  -2, SHP-1 i SH P-2), p rzep row adza jące  defosfo- 
ry lację  k inaz  ty rozynow ych , na jp raw dopodobnie j  
Syk i Lyn. K inazy  te m o g ą  w iązać  się bezpośrednio  
do dom eny  SH2, do dom eny  katalitycznej fosfataz  
lub w iążą  się z fosfa tazam i za pośredn ic tw em  innych 
b ia łek  np. SLP-76. Płytki krwi m yszy  m ev/m ev  (ang: 
m oth -ea ten  viable, m ev) z m u tac ją  genu  shp-1 , p o ­
w o d u jącą  p raw ie  ca łk o w itą  u tra tę  katalitycznej ak ­
tyw ności SHP-1, w yk azy w ały  zam ias t  zw iększonej, 
o b n iżoną  odpow iedź  fu n k c jo n a ln ą  na czynnik i ak ty ­
w ujące  GPVI. Pon iew aż  fosfo ry lac ja  w szystk ich  
b iałek  cha rak te rys tycznych  dla p rzew odzen ia  sy ­
gnału  przez  G PV I była  obniżona, na tom ias t fo s fo ry ­
lacja jed n eg o  b ia łka  o m.cz. 26 kD a była znacznie  
p odw yższona , w ydaje  się, że SHP-1 m oże rów nież  
obniżać funkcję  p ły tek  poprzez  fosfory lac ję  tego 
b iałka [54],
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IX. Podobieństwo GPVI do receptorów  
immunologicznych

Podobieństw o G PV I do recep to rów  BC R  i T C R  
polega  na podob ieńs tw ie  s truk tu ry  p ie rw szorzędo-  
wej, obecności dw óch  dom en  hom olog icznych  z d o ­
m enam i Ig-C2 tych recep to rów  oraz na p o d o b ie ń ­
stwie m echan izm u  dz ia łan ia  ak tyw ującego  i h a m u ją ­
cego pobudzanie  l im focy tów  i p ły tek  krwi. D zia łan ie  
ak tyw ujące  w yw ierane  je s t  przez  m o tyw  ITAM, a h a ­
m ujące  przez m otyw  ITIM  p o d obnych  bia łek  
[10-17],

W  części transb łonow ej G PV I oraz recep to rów  
B C R  i T C R  w ystępu je  doda tn io  na ładow ana  reszta  
argininow a, tw orząca  m ostek  solny z u jem nie  n a ła d ­
ow an ą  resz tą  kw asu  a sp a rag inow ego  łańcucha  y r e ­
cep tora  Fc. M ostek  ten u m oż liw ia  po łączenie  się 
tych receptorów  z sy g na lizu jącym  łańcuchem  FcR. 
Brak  m otyw u ak tyw ującego  oraz w ys tępow an ie  d o ­
datnio  na ładow anego  am in o k w asu  w transb łono-  
w ym  odcinku  je s t  cech ą  charak te ry s ty czn ą  wielu  re ­
ceptorów, w tym G PV I, recep to rów  Fc o w y sok im  i 
n isk im  pow inow ac tw ie  dla IgG (FcyRI i FcyRIII), 
w ysok im  dla IgE (FceRI), dla IgA (F caR )  oraz PIR -A  
i recep tora  PI (C D 161) kom órek  N K  [17, 55-58]. 
W szystk ie  te recep to ry  aso c ju ją  z łańcuchem  y FcR, 
co um ożliw ia  ak tyw ację  kom órk i w odpow iedz i  na 
agregację  receptora. Fosfo ry lac ja  reszt ty rozyno- 
w ych  m otyw u ITAM łańcucha  y FcR  um ożliw ia  tw o ­
rzenie kom pleksów  sygnalizu jących , w  których  a k ­
tyw acja  kinaz Syk, PI-3 oraz fosfo lipazy  PLCy2 o d ­
g ryw a k luczow ą  rolę. W fosfory lac ji  m otyw u ITAM  
b io rą  udział k inazy  Fyn i Lyn. W iele podobnych  
b ia łek  adap to row ych  np. SLP-76 , LAT, Gads i W ASP 
pośredn iczy  w p rzekazyw an iu  sygna łu  od GPVI i re ­
cep to rów  T C R  i B C R , a p rzesy łan ie  sygnału  odbyw a  
się w  obszarach G E M s b łony  [6 , 59-60].

N ależy  podkreślić , że udzia ł  n iek tó rych  k inaz  i 
b ia łek  adap to row ych  je s t  różny  w aktyw acji  p ły tek  i 
limfocytów, i tak np. k inaza  Btk i b ia łko W ASP o d ­
g ryw ają  dużo w iększą  ro lę  w ak tyw acji  l im focy tów  
niż p ły tek  krwi, o czym  św iadczy  fakt, że l im focy ty  z 
deficy tem  tych b ia łek  w y k a z u ją  defek ty  fu n k c jo n a l­
ne w odróżnien iu  od p ły tek  krw i, k tóre  ich nie w y k a ­
zu ją  [47]. Ponadto  b iałko adap to row e  SK A P-130  nie 
w ystępu je  w płytkach. B ia łko  to je s t  obecne  w l im fo ­
cy tach  i zaw iera  k ons ty tu tyw nie  u fosfo ry low ane  
reszty  ty rozynow e. Płytki k rwi zaw ie ra ją  b ia łko  
S K A P -H O M , które  m a kons ty ty tyw nie  fosfory low a- 
ne resz ty  ty rozynow e i k tó rego  fosfo ry lac ja  nie u lega  
zw iększen iu  po ak tyw acji  kom p lek su  G PV I/FcR . W 
odróżnien iu  od p ły tek  krwi, b ia łko  S K A P -H O M  l im ­
focytów  nie je s t  k o n s ty tu tyw n ie  fosfory low ane, lecz

ulega fosforylacji po ak tyw acji  recep to rów  T C R  i 
BCR [41, 61],

W płytkach krwi fosfory lac ja  m otyw u ITIM 
białka P E C A M -1 i jeg o  asocjac ja  z fosfa tazam i tyro- 
zynow ym i odgryw a funkcję  h am u jącą  podczas  ak ty ­
wacji pły tek  z udz ia łem  kom pleksu  G PV I/FcyR 
[53-54, 62], W lim focy tach  B i T s ty m ulow anych  a n ­
tygenem  ham ujące  dz ia łan ie  w yw ierane  je s t  przez 
fosforylacje  m o tyw u  ITIM  receptora  FcyRIIB oraz 
P E C A M -1, co w yw ołu je  je g o  asocjac ję  z fo sfa taza­
mi SHP-1 i SHP-2 oraz z fo s fa tazą  5 ’-fosfo inozyto- 
low ą zaw iera jąca  dom enę  SH2 (ang: SH 2 con ta in in g  
in osito l 5 ’-p hosha tase , SHIPJ p rzep row adza jącym i 
defosfory lac ję  w ielu  b ia łek  [63-65]. D eficy t kinazy 
Lyn w pły tkach  i lim focy tach  w yw ołu je  obniżone h a ­
m ow anie , co w skazu je  na udz ia ł Lyn w fosforylacji 
m otyw u ITIM , aczko lw iek  udzia ł innych kinaz ro ­
dziny src  by ł rów nież  p ro p o n o w an y  [52, 62-64, 6 6 ].

X. Peptydy podobne do kolagenu

Peptydy  podobne  do ko lagenu  są o trzym yw ane  
d rogą  syntezy chem icznej.  CRP są  zbudow ane  z p o ­
w tarza jących  się m o tyw ów  sekw ency jnych , w skład 
k tórych w ch o d zą  reszty  g licynow e, p ro linow e i hy- 
d roksypro linow e (GPO). Pow tarza jące  się m otyw y 
GPO  odzw ie rc ied la ją  t rzec io rzęd o w ą  s trukturę  p o ­
trójnej helisy  kolagenu. U siec iow an ie  krzyżow e 
tych peptydów, za po m o cą  reszt l izynow ych lub cy ­
sternow ych, pow oduje ,  że p rzyb ie ra ją  one spon ta ­
nicznie  struk turę  czw ar to rzęd o w ą  (polim eryczną) 
ko lagenu  [67]. CRP łączą  się w y łączn ie  z GPVI i nie 
oddz ia łu ją  z innym i recep to ram i ko lagenu  płytek i 
dla tego badanie  oddz ia ływ an ia  C R P z p ły tkam i krwi 
um ożliw iło  poznanie  m echan izm u  przekazyw ania  
sygnału  za p ośredn ic tw em  kom pleksu  G PV I/FcyR 
[37, 67-69], C R P są siln ie jszym i od ko lagenu  ak ty ­
w atoram i p łytek, na jp raw dopodobnie j  dlatego, że 
m o tyw y  G PO  p o w ta rza ją  się w nich dużo częściej niż 
w kolagenie , dzięki czem u s iec iu ją  k rzyżow o w ię ­
kszą  ilość cząsteczek  G PV I [6 ]. M otyw y GPO ko la ­
genu s tanow ią  ok. 1 0  % cząsteczki ko lagenu  i rzadko 
są  zg rupow ane  blisko siebie, co pow oduje ,  że s iec io ­
w anie  G PV I przez  ko lagen  je s t  s łabsze. Ponadto , k o ­
lagen łącząc się z innym i receptoram i m oże s iec io ­
w ać je  z G PV I [6 ], O ddzia ływ an ie  pom iędzy  m o ty ­
w am i GPO  i p ły tkam i krwi je s t  w ysoce  specyficzne, 
pon iew aż  m otyw y  te są charak te rys tyczne  dla k o la ­
genu i rzadko w ys tęp u ją  w  innych b iałkach, a GPVI 
w ystępu je  tylko w  m egakariocy tach  i p ły tkach [6 , 
69]. N a  uw agę  zas ługuje  fakt, że płytki krwi nie p rzy ­
lega ją  do CRP podczas  p rzepływ u, co św iadczy o n i­
skiej sile oddz ia ływ ań  p om iędzy  nimi, która nie je s t
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w stanie przec iw staw ić  się s iłom  ścinania  (ang: she-  
ar fo r c e s ) dz ia ła jącym  na płytki w  czasie  p rzep ływ u  
[7]. Fakt ten w skazu je  rów nież  na to, że t rzec io rzęd o ­
wa i czw arto rzędow a struktura  ko lagenu , rep rezen to ­
wana przez CRP, nie je s t  w ys ta rcza jąca  do in ic jo w a­
nia adhezji in vivo. F lam ow anie adhezji dynam icznej 
p ły tek  do ko lagenu  przez C R P obecne  w osoczu  
wskazuje  na udzia ł sekw encji  G PO  po łączonych  z 
G PV I w adhezji in vivo  [7].

A ktyw acji  p ły tek  krwi tow arzyszy  po jaw ian ie  się 
aktywności p rokoagu lacy jne j ,  polegającej na e k sp o ­
zycji kw aśnych  fosfolip idów, g łów nie  fosfa tydylo-  
seryny, na pow ierzchn i  błony. U m ożliw ia  to ak tyw a-

kinaz pozw oliło  na w y jaśn ien ie  dw óch m ech an i­
zm ów  przyczyn ia jących  się do w zros tu  stężenia  tych 
jo n ó w  pod  w p ły w em  kolagenu. Jeden  m echan izm , 
po legający  na uw aln ian iu  jo n ó w  w apn ia  z z ia rn is to ­
ści w ew ną trzp ly tkow ych ,  je s t  ak tyw ow any  przez 
C R P i je s t  za leżny  od G PV I i k inazy  Syk. Drugi m e ­
chanizm , pow o d o w an y  n ap ły w em  jo n ó w  w a p n io ­
w ych  do w nętrza  kom órk i  ze środow iska  zew nątrz-  
kom órkow ego , je s t  n ieza leżny  od G PV I i k inazy  Syk 
[70],

Z as to sow an ie  C R P um ożliw iło  poznan ie  ko le jn o ­
ści zdarzeń  fosfo ry lacy jnych  po asocjacji l iganda z 
kom pleksem  G PY I/FcyR  i w skaza ło  na w ażn ą  funk-

■ • . ____ ^  yp  YP region bogaty
w reszty prolinowe

Vav

Ryc. 3. Schemat przekazywania sygnału przez kompleks GPVI/FcyR. Połączenie się specyficznego liganda do kompleksu GPVI/FcyR powoduje fos- 
forylację motywu ITAM FcyR przez kinazy Fyn i Lyn, co wywołuje przyłączenie się kinazy Syk do błony. Kinaza Syk ulega autofosforylacji i 
jest fosforylowana przez kinazy rodziny sre, co powoduje jej aktywację. Aktywna kinaza Syk fosforylujc Lat i SLP-76. Fosforylowanc białko 
LAT łączy się z PLCy2 i kompleksem białek SLP-76/Gads. Fosforylowanc LAT łączy się również z kinazą PI-3, co umożliwia połączenie się 
tej kinazy z błoną i jej aktywację. Aktywna PI-3 dostarcza 3,4,5-trisfosforanów fosfatydyloinozytolowych, które łączą się z domenami plcks- 
trynowymi fosfolipazy PLCy2 i kinazy Btk, co ułatwia ich asocjację z błoną i aktywację. PLCy2 może być fosforylowana przez kinazy Lyn i 
Btk. PLCy2 hydrolizujc PIP2 dostarczając diacyloglicerolu i ł , 4,5-trisfosfoinozytolu; diacyloglicerol aktywuje białkową kinazę C, a 1,4,5-tri- 
sfosfoinozytol powoduje wzrost stężenia jonów wapnia w płytkach krwi. Kolejność zdarzeń fosfory lacyjnych pokazują strzałki. YP —  reszty 
fosfotyrozynowe, SH2 i SH3- domeny homologiczne do domen SH2 i SH3 kinaz tyrozynowych, PFf -— domena plckstrynowa, DG —  diacylo- 
gliccrol, IP3 —  1,4,5-trisfosforan inozytolu, PIP3 —  3,4,5-trisfosforan fosfatydyloinozytolu, PIP2 —  4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu, 
PKC — kinaza białkowa C (wg [6], zmodyfikowano).

cję czynn ików  krzepn ięc ia  osoczow ego , w tym  trom - 
biny i czynnika  Xa. P o rów nan ie  ak tyw ności p ro k o ­
agulacy jnej p ły tek  krwi, p rzy lega jących  do ko lagenu  
z ak ty w n o śc ią  p ły tek  p rzy lega jących  do CRP w 
obecnośc i  p rzec iw c ia ł  6F1 oraz p62, oraz innych  
czynn ików  b loku jących  G PY I lub G PIa/IIa , w y k a ­
zało, że G PY I je s t  recep to rem  o d p o w iedz ia lnym  za 
w y tw arzan ie  tej ak tyw nośc i [5]. Po rów nan ie  zm ian  
s tężen ia  w ew n ą trzk o m ó rk o w eg o  w apn ia  w m egaka-  
r iocy tach  Syk- i Syk+ z za s to sow an iem  inh ib ito rów

cję SLP-76 w  tw orzen iu  k om pleksów  sygna li­
zu jących  [37]. Ponadto ,  um oż liw iło  poznan ie  czy n ­
n ików  regu lu jących  funkcje  k inaz  PI-3, Btk, Tec i 
fosfo lipazy  PLCy2 oraz regu lu jących  translokację  
PLCy2 i Btk do b ia łek  cy toszk ie le tu  [47].

XI. K onw ulksyna

K o nw ulksyna  je s t  lek ty n ą  typu  C izo low aną  z 
ja d u  w ęża  C rotalus du rissu s  terrificus. Cvx je s t  z b u ­
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dow ana z dw óch pod jednostek  a  i ß po łączonych  
m ostkam i d is ia rczkow ym i tw orząc  kom pleks  a 3 ß 3 o 
m.cz. 72 kD a [18, 38]. Cvx w iąże  specyficzn ie  
GPVI, co je s t  p rzy czy n ą  zm iany  kształtu  płytek, 
uw aln ian ia  szeregu substanc ji  z z iarnistości p ły tko ­
wych i agregacji pły tek  krwi. Cvx w yw ołu je  rów nież  
adhezję  pły tek  krwi w sposób  n ieza leżny  od jo n ó w  
m agnezu , co św iadczy  o tym, że przeb iega  ona z 
udzia łem  tylko G PV I [18, 38, 71-73], Cvx je s t  s i l­
n ie jszym  i szybszym  czynn ik iem  ak tyw ującym  
płytki niż kolagen  i C RP, na jp raw dopodobn ie j  d la te ­
go, że każda  cząsteczka  k o n w u lk sy n y  m oże łączyć 
się z trzem a cząs teczkam i G PV I, pow odując  bardzo 
s ilną tr im eryzację  tego recep to ra  [6 , 18, 38, 72-73]. 
Cvx w yw ołu je  około trzykro tn ie  s iln ie jszą  od k o la ­
genu i C R P fosfo ry lac ję  w ie lu  białek, w tym łań cu ­
cha y FcR  oraz innych b ia łek  leżących  poniżej w k a ­
skadzie fosforylacyjnej tj. Syk, PLCy2 , SLP-76 i 
LAT. Pod w pływ em  Cvx in terakcje  pom iędzy  w ie lo ­
ma bia łkam i b iorącym i udz ia ł  w przesy łan iu  in fo r­
macji od kom pleksu  G P V Í/F cy R  są  silniejsze, co p o ­
zwoliło  na w ykrycie  asocjac ji  k inaz  Fyn i Lyn z tym 
kom pleksem , asocjacji b ia łka  LA T z SLP-76, PLCy2 
i asocjacji pod jednostk i p85 k inazy  PI-3 z LA T i z 
FcyR oraz w szczegó lnośc i  um ożliw iło  w ykrycie  
kom pleksów  białek o niskiej sile w za jem nego  
oddzia ływ ania , w tym m.in. kom p lek só w  białek ad- 
ap torow ych Cbl, Grb2, G ads i S K A P -H O M  z łań cu ­
chem y FcR, LAT, SLP-76  i PLCy2 [6 , 18, 41, 48],

XII. Udział innych receptorów  kolagenu w adhezji, 
aktyw acji i agregacji p łytek  krwi

Płytki krwi G PV I- w y k azy w a ły  obn iżo n ą  d rugą  
fazę adhezji, za leżną  od ak tyw acji  p łytek, w w aru n ­
kach sym ulu jących  f iz jo log iczny  przep ływ  krwi. 
Faza p ie rw sza  adhezji,  zw ana  chw ilo w y m  za trzy m a­
niem przep ływ u p ły tek  lub in ic jow an iem  kontaktu  
płytki z ko lagenem , by ła  p o ró w n y w a ln a  w płytkach  
G PV I- i w płytkach  G P V I+  [74], W yniki te św iadczą  
o tym, że GPVI nie b ierze  udz ia łu  w  in ic jow aniu  ad ­
hezji do kolagenu (faza p ie rw sza) ,  k tóra  za leży m.in. 
od interakcji un ie ru ch o m io n eg o  czynn ika  vW F na 
kolagenie  z kom pleksem  g likopro te in  G PIb /V /IX  
błony płytkowej. O d d z ia ły w an ie  n iebezpośredn ie  
GPIb z ko lagenem , pop rzez  czynn ik  von W illebran- 
da zw iązany  do specy f icznych  m iejsc  kolagenu , je s t  
n iezbędne dla praw id łow ej adhezji p ły tek  in v ivo , 
szczególnie  przy w yso k ich  siłach śc inania  [7]. N a le ­
ży podkreślić , że w iązan ie  się vW F  z GPIb i 
G PIIb /IIIa  p o w o dow ane  w ysok im i siłami śc inania  
(ang. sh ea r s tress) w yw o łu je  ak tyw ac ję  p ły tek  krwi, 
której tow arzyszy  zw ięk szo n a  fosfory lac ja  wielu

białek w tym m.in. FcyRIIA, k inazy  Syk, fosfo lipazy  
PLCy2, trans lokac ja  k inazy  Src i Lyn do frakcji cy- 
toszk ie le tu  p łytek, asocjac ja  kinazy Syk z k inazą  Src 
oraz asoc jac ja  G PIb  z k inazam i ty rozynow ym i i 
b ia łkam i ad ap to row ym i [77-78], w zrost s tężenia  j o ­
nów  w apn ia  i p o w s taw an ie  agrega tów  p ły tkow ych  
[75-78],

U dział G PIa/IIa , G P Ib /V /IX  i G P IIb /IIIa  w ak ty ­
wacji p ły tek  ko lagenem  badano  s tosując szereg lek- 
tyn specyficzn ie  w iążących  się z tymi g likopro te ina- 
mi, w tym  m.in. agre tynę , zn an ą  też jak o  rodocytyna, 
a lboagreg inę  i ech ice tynę. Wyniki badań  z za s to so ­
w aniem  n iek tó rych  lektyn, w tym  rodocytyny, 
w iążącej się do G PIa /IIa  i Ib i w yw ołu jące j fo s fo ry la ­
cję podobnych  b iałek  jak  w p rzypadku  aktyw acji  
płytek k o lagenem , na leży  po trak tow ać  z dużą  o s tro ­
żnością, pon iew aż  jej m echan izm  dzia łan ia  nie z a le ­
ży w y łączn ie  od po łączen ia  z recep to ram i kolagenu 
[79-80]. Ech ice tyna  i a lboagreg ina , które łączą  się z 
GPIb w y w o łu ją  fosfo ry lac ję  reszt ty rozynow ych  
wielu  b iałek , w tym rów nież  tych, k tóre  b io rą  udział 
w p rzekazyw an iu  inform acji  od G PV I, a więc łań cu ­
cha y recep to ra  Fc, k inaz Fyn, Lyn i Syk, fosfo lipazy  
PLCy2 oraz asocjac je  G PIb  z tymi k inazam i i ła ń c u ­
chem  y FcR. D zia łan ie  tych lektyn nie je s t  jed n ak  
dok ładnym  o d zw ie rc ied len iem  w iązan ia  się v W f  do 
GPIb, p o n iew aż  w y w o łu ją  dużo s iln ie jszą  aktyw ację  
płytek niż czynn ik  vW F [81-83]. S łaba ak tyw acja  
płytek w y w o łan a  w iązan iem  się vW F do cząsteczek  
GPIb, w y s tępu jących  w b łonie  płytki w ilości ok. 
25 0 0 0 , w p o rów nan iu  z ak ty w ac ją  w y w o ły w an ą  
przez w iązan ie  się specy ficznych  l igandów  z GPVI, 
w ystępującej w pły tce  w  ilości ok. 2 0 0 0  cząsteczek, 
m oże być sp o w o d o w an a  wg. M a r s h a l l  i wsp.[83] 
s łabą  a soc jac ją  G PIb  ze sz lak iem  p rzekazu jącym  in ­
fo rm ację  lub udz ia łem  ty lko n ielicznej subpopulacji  
cząs teczek  G PIb  w p rzek azy w an iu  sygnału. Jak w y ­
kazały  osta tn ie  badan ia  A s  a z u m a  i wsp. [84] 
a lboagre tyna  w iąże  się rów nież  do G PV I, co d o d a t­
kow o t łum aczy  p o w staw an ie  pod  jej w p ływ em  s ilne­
go sygnału  ak tyw ującego . W  chwili obecnej nie u le ­
ga w ątp liw ośc i  je d y n ie  fakt, że w iązan ie  vW F do 
GPIb i G PIIb /IIIa  indukuje  p rzekazyw an ie  sygnału  
za po średn ic tw em  kinaz  ty rozynow ych , ale dokładny 
m echan izm  udzia łu  tych g likopro te in  w aktywacji 
p ły tek  ko lag en em  nie je s t  poznany.

GPV, ja k  w ykaza ły  badan ia  M o o g i wsp. [85], 
w iąże się  bezpośredn io  z ko lagenem . Płytki g en e ­
tycznie  zm o d y f ik o w an e  z def icy tem  G PV  w ykazu ją  
ob n iżo n ą  tendenc ję  do tw orzen ia  zakrzepów  w b ad a ­
niach m o d e lo w y ch  in vivo. D eficy t G PV  pow odow ał 
in vitro  w y s tępow an ie  obniżonej adhezji i agregacji 
p ły tek  p rzez  kolagen, co św iadczy  o udziale G PV  w
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tych procesach. Rola G PV  w fosforylacji resz t tyro- 
zynow ych białek nie je s t  poznana.

Płytki krwi nie p rzy lega ją  do CRP podczas  
przepływu, co dow odzi,  że oddz ia ływ anie  G P V I z 
sekw encjam i G PO  nie je s t  w ysta rcza jące  dla in ic jo ­
w ania  adhezji. B ezpośredn ie  oddz ia ływ anie  
GPIa/IIa  ze specyficznym i sekw encjam i ko lagenu  
je s t  n iezbędne dla in ic jow ania  adhezji p ły tek  in vivo  
[7, 8 6 ]. Płytki krwi p rzy lega ją  do un ie ruchom ionego  
peptydu zaw iera jącego  sekw encję  kolagenu w iążącą  
dom enę  A GPIa, odpow ied z ia ln ą  za po łączen ie  
G PIa/IIa  z ko lagenem . A dhezji  p ły tek  nie to w a rz y ­
szy fosforylacja  reszt ty rozynow ych  białek p łytek, 
co św iadczy o tym, że rozpoznaw anie  ko lagenu  
w yłącznie  przez G PIa /IIa  nie je s t  w ysta rcza jące  do 
in icjow ania aktyw acji  p ły tek  [69].

M odel oddz ia ływ an ia  p ły tek  krwi z ko lagenem , 
w ysun ię ty  na podstaw ie  po rów nan ia  adhezji i a k ty ­
wacji p ły tek  G P V I+  i G PV I-  ko lagenem , CRP i Cvx 
zakłada, że p o czą tkow y  kontak t p ły tek  z ko lagenem  
inic jow any je s t  g łów nie  przez  G PIa/IIa  i G PIb, co 
pozw ala  na chw ilow e za trzym an ie  p rzep ływ ających  
p łytek  na w łóknach  kolagenu. B ezpośredni udział 
G PIV  w oddzia ływ aniu  z ko lagenem  jes t  też m o ż l i ­
wy, poniew aż płytki z deficy tem  tej g likopro te iny  
w y k azu ją  m .in .o b n iżo n ą  w c zesn ą  adhez ję  do k o lag e ­
nu [87-89], B ezpośredni kontakt G PIa/IIa  i G PIV  z 
ko lagenem  nie je s t  je d n a k  w ysta rcza jący  do a k ty w a ­
cji p ły tek  i d la tego p roponow any  je s t  rów nież  j e d y ­
nie pasyw ny  udział tych g likopro te in  w aktyw acji  
płytek, po lega jący  na zw iększan iu  p o w inow ac tw a  
ko lagenu  dla G PV I [6 , 9].

Z a trzym anie  p ły tek  podczas  pierwszej fazy ad h e ­
zji um ożliw ia  rozpoznan ie  G PV I przez  ko lagen  p o ­
w odując  ak tyw ację  p ły tek  dop ro w ad za jącą  do p o ­
w stan ia  n ieo d w raca ln y ch  agrega tów  p ły tkow ych  
[37, 68-69], G PV I je s t  w ięc  n iezbędna  dla przeb iegu  
drugiej fazy adhezji,  w której następuje  ak tyw acja  
GPIIb/IIIa , u m o ż liw ia jąca  agregac ję  płytek. W ięk ­
szy udzia ł G PV I, w  po rów nan iu  z udzia łem  G PIa/IIa , 
w ak tyw acji  G PIIb /IIIa ,  w y tw arzan iu  endogennego  
ak tyw atora  p ły tkow ego , t ro m boksanu  A 2 (T x A 2), b a ­
dany  z zas to sow an iem  b lokerów  GPIa/IIa  i GPVI 
oraz w  w arunkach  u m o ż l iw ia jących  adhezję  p rz e b ie ­
ga jącą  w yłączn ie  za po śred n ic tw em  jed n eg o  z tych 
receptorów, oraz tw orzen iu  ak tyw nośc i p rokoagu la-  
cyjnej, p o tw ie rd za ją  funkc ję  GPVI jak o  n a jw ażn ie j­
szego receptora  ak tyw u jącego  płytki podczas ich ad ­
hezji do ko lagenu  [5, 90-91].

Is tn ie ją  rów nież  dane dośw iadcza lne , które w sk a ­
zu ją  na bezpośredn i udział G PIa /IIa  w aktyw acji  
p ły tek  krwi. A naliza  fo s fo ry low anych  białek w p ły t­
kach krwi G PV I- ak ty w o w an y ch  ko lagenem  w y k a ­

zała obn iżen ie  fosforylacji w ie lu  b ia łek  z w y ją tk iem  
kinazy Src i b ia łka kortak tyny , które je s t  j e d n y m  z 
substra tów  tej kinazy. Fosfo ry lac ja  Src o bn iża ła  się 
po inkubacji p ły tek  G PV I- z p rzec iw cia łam i sk ie ro ­
w anym i p rzec iw ko  G PIa/IIa , w skazu jąc  na udz ia ł  tej 
g likopro te iny  w fosforylacji Src. Pon iew aż  a k ty w a ­
cja kinazy Src przeb iega  rów nież  w p ły tkach  G P V I+  
s tym ulow anych  p62 i je s t  n ieza leżna  od cA M P , w y ­
daje się, że jej ak tyw acja  za leży  zarów no  od G P V I i 
G PIa/IIa  [24, 92], P rzec iw cia ła  s ieciu jące G PIa /IIa  
p o w odow ały  w zros t s tężen ia  jo n ó w  w apnia ,  który 
był pow o d o w an y  n ap ływ em  tych jo n ó w  ze ś ro d o w i­
ska zew n ą trzkom órkow ego ,  co św iadczy  o udzia le  
G PIa/IIa  w aktyw acji  p ły tek  [70]. Ponadto , p rz e c iw ­
ciała m onok lona lne  6F1, sk ie row ane  p rzec iw k o  
G PIa/IIa , ham ow ały  uw aln ian ie  sero ton iny  i a g re g a ­
cję p ły tek  oraz w zros t s tężen ia  jo n ó w  w ap n io w y ch  
w p łytkach krwi s tym ulow anych  Cvx, ale nie h a m o ­
w ały  adhezji p ły tek  do Cvx, co w skazu je  na udział 
G PIa/IIa  w późn ie jszych  etapach  pły tkow ej a k ty w a ­
cji tj. egzocy tozy  i agregacji  [73].

N a udział G PIV  w aktyw acji  p ły tek  w sk a z u ją  nie- 
bezpośredn io  następu jące  dane: ( 1 ) p rzec iw c ia ła  
sk ierow ane p rzec iw ko  G PIV  ak ty w u ją  płytki krwi, w 
sposób za leżny  od usiec iow an ia  G PIV  z recep to rem  
FcyRIlA  (2) G PIV je s t  z asoc jow ana  z k inazam i Fyn i 
Lyn, k tórych ak tyw acja  in ic ju je  kaskadę  p rz e n o sz e ­
nia sygnału  od kom pleksu  G PV I/FcyR , (3) G P IV  jes t  
z loka lizow ana  w dom enach  G E M s, w k tórych  o d b y ­
wa się p rzesy łan ie  sygnału , (4) p rzec iw c ia ła  s ie ­
ciu jące G PIV  zw ięk sza ją  ak tyw ac ję  płytek k onw ulk -  
syną  [4, 6 , 93].

XIII. D om eny błonow e w zbogacone w glikolip idy

D om eny  b łony  p lazm atyczne j  w zb o g aco n e  w g l i ­
ko lip idy  (ang: g ly c o lip id -e n r ic h e d  m em b ra n e  dom a-  
ins, G E M s) są  m ie jscem  p o w staw an ia  sygna łów  in­
fo rm ujących  ko m ó rk ę  o dz ia ła jącym  Ugandzie. S y­
gnał ten je s t  p rzesy łany  do w nętrza  kom órk i ,  za p o ­
m o c ą  oddz ia ływ ań  pom ięd zy  w ie lo m a  b ia łkam i 
p rzekaźn ikow ym i g rupu jącym i się w  p ob liżu  G E M s, 
co um ożliw ia  kom órce  odpow iedź  fu n k c jo n a ln ą  na 
dzia ła jący  Ugand [6 , 41]. D o m en y  G E M s p rz e d s ta ­
w ione są  schem atyczn ie  na rycin ie  4.

D om eny  G E M s są boga te  w cholestero l,  sf ingoli-  
pidy, d łu g o łańcuchow e  nasycone  kw asy  tłu szczow e  
oraz b iałka b iorące  udz ia ł  w p rzew o d zen iu  sygnału  
za p ośredn ic tw em  m o tyw u  ITAM. B ia łka  s trony 
zew ną trzkom órkow ej są  zako tw iczone  w G E M s 
dzięki resz tom  g lice ro fosfo inozy to low ym . Palm ity-  
lacja reszt cys te inow ych  u ła tw ia  b ia łkom  trans-
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błonow ym  i b ia łkom  s trony  cy top lazm atyczne j  
połączenie  się z G EM s. K inazy  Fyn i Lyn są  palm ity-  
lowane. Z do lność  k inaz  Fyn i Lyn do fosforylacji 
łańcucha  y FcR  w yn ika  ró w n ież  z ich obecnośc i  w 
dom enach  G E M s [6 ]. N a  uw ag ę  zas ługu je  fakt, że k i ­
naza Src, której w p ły tkach  krwi je s t  najw ięcej ze 
w szystk ich  kinaz ty rozynow ych ,  nie je s t  pa lm ity lo-  
wana i nie w ystępu je  w G E M s [94], W iele  b iałek  cy- 
tozolu, w tym  PLCy2, SL P-76  czy G ads  są  tran sp o r­
tow ane w pobliże  G E M s po ak tyw acji  receptorów .

k azyw ania  in form acji.  Poznan ie  p rocesu  ak tyw acji  
p ły tek  ko lagenem  stw arza  m oż liw ość  zas to sow an ia  
se lek tyw nego  p o budzen ia  lub b lokady  tego p rocesu  
z zachow an iem  n ienarusza lnośc i  odpow iedz i  funk ­
c jonalnej p ły tek  na dz ia łan ie  innych ak tyw ato rów . 
P rzykładu  se lek tyw nej b lokady  aktyw acji  p ły tek  k o ­
lagenem  dostarczyli  N i e s w a n d t i w sp [95], k tó ­
rzy podali m yszom  do o trzew n o w o  przec iw c ia ła  mo- 
nok lona lne  J A Q 1, sk ie row ane  p rzec iw ko  g likopro te-  
inie VI. Podanie  tych p rzec iw c ia ł  w yw oła ło  usunię-

w iększo ić  b ia łek  transbłonow ych
b ia łka  cytozolu I recep tory

^  b ia łka  zewnątrzkom órkowe zakotw iczone w b łon ie  za p o m o cq  łączników  g lice ro losfo lnozyto low ych 

;| nasycone d lu g o ła ń cu ch o w e  kwasy tłuszczowe 

y  n ienasycone kwasy tłuszczowe 

j  sflngo llp ldy 

X  cholestero l

Ryc. 4. Budowa domen błony plazmatycznej wzbogaconych w glikolipidy (GEMs), w których odbywa się przekazywanie sygnału. Domeny GEMs 
bogate są w cholesterol, dlugołańcuchowe nasycone kwasy tłuszczowe, sfingolipidy. Białka strony zewnątrzkomórkowej są zakotwiczone w 
domenach GEMs za pomocą łączników gliccrofosfoinozytolowych, a palmitylacja ułatwia białkom strony cytoplazmatycznej połączenie się z 
GEMs. Wicie białek cytozolu np. PLCy2 i SLP-76 łączy się z obszarami GEMs po przyłączeniu liganda do kompleksu GPVI/FcyR (wg [6], 
zmodyfikowano).

XIV. Podsumowanie

W yjaśnienie  m ech an izm ó w  odd z ia ły w an ia  p ły tek  
krwi z ko lagenem  je s t  n iezm ie rn ie  is to tne dla p o z n a ­
nia p rocesu  krzepn ięc ia  krwi oraz  dla w yjaśn ien ia  
w ie lu  z jaw isk  pa to log icznych , zw iązan y ch  z zab u ­
rzeniam i tego procesu , p ro w ad zący ch  do krw aw ień  
lub zakrzepie. B adan ia  p ro w ad zo n e  w w ielu  o ś ro d ­
kach naukow ych  w ciągu  kilku osta tn ich  lat u d o w o d ­
niły, że g likopro te ina  VI je s t  recep to rem  ko lagenu 
płytek  krwi odpow ied z ia ln y m  za ich ak tyw ację . B a ­
dania  te w yjaśn iły  w dużym  s topniu  m echan izm  
przesy łan ia  inform acji  od ko m p lek su  G PV I/FcyR, 
w yłoniły  w iele  e lem en tów  sk ład o w y ch  b io rących  w 
nim udział, pokaza ły  ko le jność  ich dzia łan ia  i w sk a ­
zały na w ys tępow an ie  różno rodnośc i  sz laków  p rz e ­

cie G PV I z p ły tek  in vivo  p rzez  okres dw óch tygodni, 
co na jp raw dopodobnie j  w y w o łan e  było  in te rna liza­
c ją  tej g l ikopro te iny  i jej d eg rad ac ją  w cytozolu. M y ­
szy, k tó rym  podano  p rzec iw c ia ła  JA Q 1, były przez  
okres dw óch  tygodni ca łkow ic ie  chron ione  przed  le- 
ta lnym i zakrzep icam i,  w y w o łan y m i przez  podanie  in 
vivo  kolagenu . Ponadto ,  p ły tk i tych m yszy  w y k a z y ­
w ały  ca łkow ity  brak ak tyw acji  w odpow iedzi na k o ­
lagen i C RP, podczas  gdy ich odpo w ied ź  ak tyw acy j­
na na A D P i t rom binę  była  n iezm ien iona . Czas k rw a ­
w ien ia  m yszy  z podanym i p rzec iw c ia łam i JAQ1 był 
p o dw yższony  w po ró w n an iu  z m yszam i k on tro lny ­
mi, ale był on znaczn ie  n iższy  w  porów naniu  z m y ­
szam i, k tó rym  p o d aw ano  p rzec iw c ia ła  przeciw ko 
G PIIb /IIIa , w skazu jąc ,  że te rap ia  an tyzakrzepow a z 
zas to sow an iem  specy ficznych  czynn ików  sk ie row a­
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nych przeciw ko G PV I je s t  zw iązana  z m nie jszym  ry ­
zykiem  pow staw an ia  k rw otoków .

Pom im o ogrom nego  postępu  badań  nadal istnieje 
w iele zagadnień, które nie zosta ły  w y jaśn ione  np. 
skład cuk row ców  GPVI, czy m o leku la rne  podstaw y 
prow adzące  do n iedoboru  G PV I. Ponadto , funkcja  
wielu k inaz  i białek adap to row ych  w tym m.in. Btk, 
Tec, SOS, WASP, Cas, Cbl, Crkl, She, PAG, 
S L A P -130 b iorących  udział w p rzek azy w an iu  in fo r­
macji od G PV I je s t  bardzo słabo poznana.
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Peptydy natriuretyczne —  cząsteczki sygnałowe zwierząt 
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I. Wstęp

W osta tn ich  k i lkunastu  latach ukazało  się w iele  
prac, w k tórych  s tarano się w ykazać  p odob ieńs tw a  
lub/i różnice  w natu rze  chem icznej zw iązków  
pe łn iących  funkcje  sygna łow e w tkankach  roślin  i 
zwierząt.  W tkankach  i o rganach  roślin  z id en ty f ik o ­
wano takie  (f i to )ho rm ony  jak: auksynę, gibereliny, 
cytokininy, kw as abscysynow y, e tylen, b rassinoste-  
roidy oraz ja sm oniany . W szystk ie  te zw iązki to sub-
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stancje  organ iczne  o s to sunkow o  małej m asie  
cząsteczkow ej (poniżej 400 Da).

W p rzy p ad k u  n iek tó ry ch  h o rm o n ó w  roś l innych  
m o żn a  dos trzec  p ew n e  p o d o b ie ń s tw a  w ich b u d o ­
w ie  chem iczne j  do h o rm o n ó w  zw ie rzęcy ch  —  bras- 
s in o s te ro id y  p o d o b n e  są  do p ro g es te ro n u  i te s to s te ­
ronu  (s te ro idów ), a kw as  ja s m o n o w y  do p ros tag lan -  
dyn. W  tk ankach  roś l in  s tw ie rd zo n o  także  w y s tę p o ­
w an ie  z w ie rzęceg o  n eu ro p rz e k aź n ik a  —  ac e ty lo ­
cho l in y  [ 1 - 2 ] o raz  su b s tanc ji  in su l in o -p o d o b n y ch  
[3-7]. N a tej p o d s taw ie  p rz y p u sz c z a  się, że w t ra k ­
cie ew oluc ji  p ie rw o tn e  z w ie rzę ta  i ro ś l iny  w y k o rz y ­
s ty w ały  te sam e zw iązk i ,  k tóre  ja k o  nośn ik i  in fo r­
m acji  s łuży ły  im do u t rz y m y w a n ia  kom u n ik ac j i  
m ięd zy  k o m ó rk a m i  o raz  odb io ru  b o d źcó w  z e w ­
n ę trznych .  N a jw ię k s z ą  g ru p ę  tak ich  substanc ji  w 
tkan k ach  z w ie rzęcy ch  s ta n o w ią  o ligo- i po lipep ty -  
dy, k tóre  p e łn ią  k lu c z o w ą  ro lę  w  regu lac j i m e ta b o l i ­
zm u, cyk lu  k o m ó rk o w e g o  o raz  ró ż n ic o w a n ia  się k o ­
m ó rek  i tkanek . Je szcze  do n ied aw n a  sądzono , że 
tego  typu  p ro cesy  w  o rg a n iz m a c h  roś l innych  re g u ­
low ane  są  p rzez  „ k la sy c z n e ” fitohorm ony . O d k ry ­
cia  d o k o n an e  w os ta tn im  d z ie s ięc io lec iu  w sk a z u ją  
na  is tn ien ie  u roś l in  p e p ty d o w y c h  cząs teczek  s y ­
g n a łow ych .  P ie rw sz ą  tego  typu  cząs teczk ę  —  sys- 
te m in ę  —  o dkry to  w roku  1991 [ 8 ]. W ko le jn y ch  la ­
tach  schy łku  u b ieg łeg o  w iek u  w y k ry to  szereg  in ­
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nych b ia łk o w y ch  czą s te c ze k  sy g n a ło w y c h  m. in.: fi- 
to su lfok iny  (P S K ) [9], E N O D 4 0  [10], SC R /S P 11
[11], Po jaw iły  się ró w n ie ż  p race  w s k a z u ją c e  na 
obecność  w tk an k ach  ro ś l in n y ch  b ia łek  h o m o lo ­
g icznych  z p rz e d s io n k o w y m  p e p ty d e m  n a tr iu re -  
tycznym  zw ie rzą t  i c z ło w iek a  [12, 13].

II. Peptydy natriuretyczne zwierząt

Peptydy na tr iu re tyczne  (N Ps —  ang. N a tr iu re tic  
P eptides  lub N Fs ang. N a tr iu re tic  F a c to rs ), to b iałka 
horm onalne  pow szech n ie  w y s tępu jące  w o rg an i­
zm ach  kręgow ców , które u trzy m u ją  h o m eo s tazę  j o ­
n o w ą  (bilans sodu  i po tasu) oraz w o d n ą  w o rg an i­
zm ie [13, 14, 15],

W zależności od m ie jsca  syn tezy  i pe łn ione j  funk ­
cji w tkankach ssaków  m o żn a  w yróżn ić  nas tępu jące  
peptydy  na tr iu re tyczne  N Ps [16, 17]:
—  przedsionkow y  pep tyd  na tr iu re tyczny  (A N P  —  

ang. A tr ia l N a tr iu re tic  P e p tid e ),
—  kom orow y pep tyd  n a tr iu re tyczny  (V N P —  ang. 

Ventricular N a tr iu re tic  P ep tide),
—  m ózgow y pep tyd  n a tr iu re tyczny  (B N P —  ang. 

B rain  N a triu re tic  P e p tid e ),
—  peptyd na tr iu re tyczny  typu C (C N P —  ang. type  C 

N atriure tic  P e p tid e ),
—  nerkow y pep tyd  na tr iu re tyczny  (R N P —  ang. R e ­

na l N a triu re tic  P eptide, u rod ila tin ).
Peptydy na tr iu re tyczne  zosta ły  z iden ty f ik o w an e  

w organizm ach  k ręg o w có w  —  od ryb chrzęs tnosz-  
k iele tow ych, płazów, gadów, po ptaki i ssaki 
w łącznie  [za 17]. P rzedsionkow y, k o m o ro w y  oraz 
m ózgow y pep tyd  na tr iu re tyczny  (ANP, V N P  i BNP) 
są białkami ho rm o n a ln y m i w y d z ie lanym i p rzez  se r­
ce do krwi, zaś pep tyd  na tr iu re tyczny  typu C (CNP) 
je s t  b ia łk iem  p ro d u k o w a n y m  w m ózgu  i o b w o d o ­
w ym  układzie  n e rw o w y m  [17], U ryb chrzęs tno-  
szk ie le tow ych w ys tępu je  ty lko CNP, k tóry  w y tw a ­
rzany je s t  za rów no  przez  serce ja k  i m ózg  [18].

Poza p rzeds ionk iem  serca ssaków  [19] obecność  
A N P lub jego  m R N A  s tw ie rdzono  także w sercach  i 
zw ojach  ne rw o w y ch  bezk ręg o w có w ; tak ich  jak :  ś l i­
m ak [20], krab [21] oraz os tryga  [15]. A N P  w ykry to  
rów nież  w cy top lazm ie  k o m ó rek  pan to fe lk a  (.P ara­
m ecium )  [2 2 ] o raz  w tkankach  kilku g a tu n k ó w  roślin 
[12, 13, 23, 24],

Fakt w y s tęp o w an ia  p ep ty d ó w  na tr iu re ty czn y ch  w 
organ izm ach  s to jących  na różnych  szczeb lach  ew o ­
lucji sugeruje, iż b ia łka  te pow sta ły  w e w czesn y m  
etapie tego procesu , a nas tępn ie  cały  uk ład  d o sk o n a ­
lił się indyw idua ln ie  w różnych  grupach  sy s te m a ­
tycznych zw ierzą t  i roślin  [25].

II - l. Struktura genu A N P oraz dojrzew anie ANP  
kręgow ców

O becnie  dobrze  je s t  znana s truk tura  genów  k o ­
dujących  p rzeds ionkow e  pep tydy  na tr iu re tyczne  
kręgow ców . W ch o d zące  w ich skład  3 eksony  ko d u ją  
pre-pro-ANP. Proces p o w s taw an ia  do jrza łego  A N P 
ma charak ter  w ie lo e tapow y  (Ryc. 1). W p ie rw szym  
etapie tego procesu  z p re -p ro -A N P  zostaje  usun ię ta  
N -końcow a  sekw encja  sygnałow a. N as tępn ie  z k o ­
ńca C tego po lipep tydu  usuw ane  są  2 reszty  arg in ino- 
we. U szczura, k ró lika  i w ołu  w skład p o w sta łego  tą  
d rogą  p ro -A N P  w chodzi  126 reszt am inokw aso-  
wych. W w yniku  dalszego  do jrzew an ia  pro-A N P, d o ­
chodzi do je g o  p ro teo li tycznego  rozpadu , p ro ­
w adzącego  do pow stan ia  9 8 -am in o k w aso w eg o  o d ­
cinka N -k o ń co w eg o  oraz 2 8 -am in o k w aso w eg o  f rag ­
m entu  C -końcow ego . A k ty w n ą  część C -końcow ego  
odcinka A N P stanow i 17 -am in o k w aso w y  fragm ent,  
zaw arty  pom iędzy  7 -m ą  (licząc od C -końca) a 2 3 -c ią  
cysteiną, które po łączone  są  m os tk iem  dw usia rczko-  
wym. P raw dopodobn ie  odc inek  ten je s t  o d p o w ie ­
dzialny za specyficzne  w iązan ie  się z recep to rem  
[26],

B io logiczna  rola N -k o ń ca  p ro A N P ( l -9 8 )  jes t  
mniej poznana  i uw aża  się, iż u lega  on dalszej p ro te ­
olitycznej degradacji  na k ilka m n ie jszych  odcinków , 
z k tórych każdy  m oże pełnić  o d m ien n ą  funkcję  b io ­
logiczną. I tak: A N P ( l -3 0 )  b ierze udzia ł w d łu g o ­
trwałej s tym ulacji  w ydalan ia  sodu z o rganizm u, 
A N P(31-67)  w p ły w a  na rozszerzan ie  naczyń  k rw io ­
nośnych , n a tom ias t  A N P (79-98 )  to b iałko kaliure- 
tyczne, regu lu jące  bilans po tasu  w organ izm ie  [27].

Najbardzie j  kon se rw a ty w n ie  zachow anym i 
b iałkam i, n a leżącym i do N Ps, są  pep tydy  n a tr iu re ­
tyczne typu C (CN P), n a tom ias t  bud o w a  m ózgow ych  
pep tydów  na tr iu re tycznych  (B N P) je s t  w ysoce  
zm ienna. U sta lono , że C N P i B N P kodow ane  są p rz e z  
różne geny, ale ich fragm enty  C -końcow e  w y k azu ją  
taką  sam ą  cy k l iczn ą  b u d o w ę  ja k a  w ystępu je  w  ANP. 
W  p rzypadku  w szystk ich  N Ps o m aw ian y  C -koniec  
charak te ryzu je  się kon se rw a ty w n ie  zachow yw anym i 
trzem a m otyw am i o nas tęp u jący m  składzie  am in o ­
kw asów : C F G x x x D R I x x x S G L G C  (gdzie „x ” 
oznacza  dow o ln ą  resz tę  am inokw asow ą)  [26].

Podobnie  ja k  w C N P bud o w a  pro -A N P  je s t  w y so ­
ce konse rw aty w n a  u w szystk ich  do tej pory  b ad a ­
nych ga tunków  ssaków  i w ynosi  odpow iedn io : u 
szczura i m yszy  —- 93,8% , cz łow ieka  i psa  —  89%, a 
u cz łow ieka  i szczura  —  85%  [za 25]. H om olog icz- 
ność sekw encji  p ro -A N P  pom ięd zy  różnym i g ro m a ­
dam i k ręg o w có w  (np. ssakam i i p łazam i) je s t  n iska  i
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wynosi około 50% [28], N iew iele  je s t  danych  p o ró w ­
nujących sekw encję  A N P kręgow ców  i b ezk ręg o w ­
ców. W ykazano  jedyn ie ,  że m R N A  ostrygi i kraba  są 
identyczne z m R N A  A N P szczura [29].

w iera  k ró tk ą  (37 am in o k w aso w ą)  do m en ę  cytopla- 
zm atyczną. N a jw y ższe  p o w in o w ac tw o  w zg lędem  
N P R -A  i N P R -C  w ykazu je  A N P, podczas  gdy CN P 
najsilniej w iąże  się z N P R -B  [26]. W  w yniku  akty-

sekwencja 
-24 sygnałowa 1

\  /

gen

mRNA

pre-pro-ANP

pro-ANP 
~ 10 kDA

Ryc. 1. Struktura genu przedsionkowego peptydu natriurctyczncgo (ANP) oraz poszczególne etapy jego powstawania w organizmie kręgowców (na 
podstawie [16, 25] —  zmodyfikowane).

II-2. R eceptory NPs kręgow ców

Obecnie  znana je s t  bu d o w a  trzech typów  recep to ­
rów NPs: N P R -A , N PR -B  oraz N P R -C  [26, 30], 
W spom niane  recep to ry  zbudow ane  są  z p o jed y n cze ­
go po lipep tydu , w skład, k tórego  w c h o d z ą  dom eny: 
zew nątrzkom órkow a, transb łonow a i cy toplazm a- 
tyczna (Ryc. 2). N -k o ń co w a  dom ena  zew n ą trzk o ­
m órkow a (w ystępu jąca  u w szystk ich  typów  recep to ­
rów) zb udow ana  je s t  z 440 reszt am inokw asow ych . 
W zależności od rodza ju  receptora  w skład  dom eny  
cy top lazm atyczne j m oże w chodz ić  530 (N P R -A  i 
N PR -B ) lub 37 (N PR -C ) am inokw asów . W p ie rw ­
szym przypadku , w  części cy top lazm atyczne j  recep ­
tora NPs, w y s tęp u ją  sekw encje  hom olog iczne  do k i ­
nazy białkow ej i cyk lazy  guany łanow ej,  zbudow ane  
odpow iedn io  z około  280 i 250 reszt am in o k w aso ­
wych. R ecep to r  N P R -C  w m iejsce  tych sekw encji  za-

wacji N P R -A  i N P R -B  dochodzi  do p rze jśc iow ego  
w zros tu  stężen ia  w ew n ą trzk o m ó rk o w eg o  cG M P 
[31]. N a to m ias t  recep to r  N P R -C  (nie posiada jący  d o ­
m eny cyk lazy  guany lanow ej)  p raw d o p o d o b n ie  o d ­
dz ia łu je  z cy k lazą  adeny lanow ą , o d p o w ied z ia ln ą  za 
syn tezę  cA M P. O ba  w y m ien io n e  cyk liczne  nukle-  
o tydy  poprzez  w p ły w  na  ak tyw ność  kana łów  jo n o ­
w ych i w odnych  (akw aporyn)  r eg u lu ją  hom eostazę  
jo n o w ą  i w o d n ą  o rg an izm ó w  [26, 32], a poprzez  m o ­
du lac ję  stężenia  e lek tro l i tów  k o n tro lu ją  obję tość  i 
c iśn ien ie  krwi [33].

II-3. B iologiczna funkcja NPs

M ech an izm  regulac ji  ho m eo s tazy  w odno-e lek tro -  
litowej ssaków  je s t  złożony. U w a ż a  się, że A N P 
m oże dzia łać  w ie los tronn ie  na ten p roces .  Pośrednio  
w pływ a ham ująco  na o środek  p ragn ien ia ,  a także o b ­
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niża sekrec ję  w azopresyny  z p o d w zgórza  oraz aldo- 
s teronu z nadnerczy . W w yn iku  tych p rocesów  d o ­
chodzi do zm nie jszen ia  absorpcji  w ody  i sodu w je l i ­
cie oraz stym ulacji  ich w y da lan ia  przez  nerki. Poza 
tym A N P pośrednio  w p ływ a  na u trzym an ie  ró w n o ­
wagi i b i lansu  sodow ego  w o rgan izm ie  przez nerki 
poprzez  h am ow an ie  sekrecji reniny oraz zm n ie j­
szenie po w in o w ac tw a  an g io tensyny  do jej recep to ­
rów. P rzyczyn ia  się także do rozsze rzan ia  średnicy 
żył, przez co m aleje  zarów no  ciśn ien ie  w p rzed s io n ­
kach ja k  i ich rozciągnięcie . Pod w p ły w em  A N P d o ­
chodzi do znacznego  w zros tu  w ydzie lan ia  sodu, 
chloru, potasu , w apn ia ,  m agnezu , fosforanów  i

dom ena  
zewnqtrzkom orkowa /  
( “ 440 am inokw asów )

dom ena
transbfonowa

dom eny
wewnqtrzkom órkowe

i b łona kom órkowa

d o m ena  cytoplazm atyczna  
(37 am inkwasów)

d o m e n a  hom ologiczna do kinazy 
( “ 280 am inokw asów )

d o m e n a  cyklazy guanylanow ej 
( “ 250 am inokw asów )

Ryc. 2. Schemat budowy receptorów peptydów natriurctycznych typu 
NPR-A i NPR-B (A) i typu NPC-C (B) (na podstawie [16] — 
zmodyfikowane).

w ody, spow o d o w an eg o  p o d w y ższen iem  filtracji 
k łębuszkow ej i p rzep ływ u  krwi p rzez  nerki oraz h a ­
m o w an iem  b łonow ego  transportu  w ym ien io n y ch  j o ­
nów. W efekcie  k o ń co w y m  dochodzi  do zm n ie jsze ­
nia obję tośc i krwi i u trzy m y w an ia  jej p raw id łow ego  
c iśn ien ia  [33]. K lu czo w ą  rolę  w  regulac ji  op isanych  
p rocesów  odgryw a A N P, k tóry  p ro d u k o w an y  je s t  w 
form ie p rohorm onu  (p ro -A N P ) w p raw ym  p rzed ­
sionku serca i uw a ln iany  do krw ioob iegu . Synteza 
p ro A N P ( l -9 8 )  ma cha rak te r  konsty tu tyw ny , a jego  
stężenie  w osoczu cz łow ieka  je s t  znaczn ie  w yższe  
niż p ro -A N P (99-126)  [34]. P raw do p o d o b n ie  je s t  to 
w yn ik iem  znacznie  w oln ie jsze j degradacji  
p ro -A N P ( 1 -98) w po ró w n an iu  do p ro -A N P (9 9 -126), 
który po p rzy łączen iu  się do recep to rów  ulega se lek ­
tywnej degradacji  p row adzonej  p rzez  endopep tyda- 
zę [35], W  w arunkach  na tu ra lnych  s tężenie  A N P 
zm ienia  się w zależności od rozc iągan ia  ścian p rz e d ­

s ionków  w w yniku  zw iększonej ob ję tośc i krwi, a co 
z tym się w iąże  zw iększonej ilości p ły n ó w  i sodu w 
organizm ie.

W p rzypadku  ssaków  A N P je s t  g łó w n y m  h o rm o ­
nem, który poprzez  s tym ulac ję  w y d z ie lan ia  w ody i 
sodu regulu je  c iśn ien ie  ich krwi. A N P  o d g ry w a  ró w ­
nież fund am en ta ln ą  rolę w p rocesie  o sm oregu lac ji  u 
ryb s łodkow odnych  i m orsk ich  [36, 37], S tw ie rd zo ­
no m iędzy  innym i, że pep tyd  ten ham uje  p roces  picia 
w ody przez  w ęgorza  ży jącego  w w o dz ie  słodkiej i 
absorpc ję  sodu przez  jeg o  je li to ,  zaś w ne rkach  w ę ­
gorza  ży jącego  w w odzie  słonej A N P w p ły w a  na 
zm nie jszen ie  stężenia  m oczu  [37]. A N P w y iz o lo w a ­
ne z tkanek  ssaków  i podane  do o rgan izm u  pstrąga  tę ­
czow ego  w ykazu je  zarów no  dz ia łan ie  d iu re tyczne  i 
na tr iu re tyczne , w pływ ając  na ak tyw ność  N a +-K +AT- 
P-azy [38, 39].

III. Peptydy natriuretyczne roślin

W ekstrak tach  z liści i łodyg d raceny  (D racena  
g o ld se ffia n a )  s tw ierdzono  obecność  b ia łek  h o m o lo ­
g icznych  z p roA N P( 1-98), p roA N P (3  1-67) oraz 
A N P (99-126)  szczura  (rANP). Z aw ar tość  hom olo- 
gów  p ro A N P ( l -9 8 )  i p ro A N P (9 9 -126) w  tkankach 
liści i łodyg  w ahała  się w gran icach  109-129 20 ng/g 
tkanki. M n ie jszą  ilość proA N P(3  1-67) s tw ierdzono  
w łodydze  (96 20 ng/g  tkanki) w po ró w n an iu  do liści 
(123 ± 21 n/g tkanki). P rzypuszcza  się, iż ma to 
zw iązek  z w ięk szą  i lośc ią  naczyń  k sy lem u  w liściach 
niż w łodydze. W tkankach  p rzedsionka  serca  szczu ­
ra poz iom  tych białek  był w yższy  (196 ±  40 ng/g 
tkanki), zaś w tkankach  kom ory  serca o ponad  25 
razy m nie jszy  (4,3 ±  1,4 ng /g  tkanki)  w po rów nan iu  
do tkanek  b luszczu. M asa  cząs teczk o w a  roślinnych  
h o m ologów  —  p ro A N P ( l -9 8 ) ,  p r o A N P ( 3 1-67), 
A N P (99-126)  była  podobna  do m asy  A N P  w y izo lo ­
w anego  z tkanek  szczura  i w y n os iła  odpow iedn io : 1 0  

kDa, 3,9 kDa, 3 kD a [12].
S tw ierdzono, że p rzec iw cia ła  rozpozna jące  różne 

odcinki zw ie rzęcych  p roA N P  reag u ją  z b ia łkam i w y ­
s tępującym i w tkankach  roślinnych . Za p o m o c ą  k ró ­
liczych p rzec iw cia ł  (anty-a//?/m-ANP) w y izo low ano  
i oczyszczono  z eks trak tów  liści b lu szczu  (.H edera  
helix) odpow iedn ik  A N P ( l -2 8 )  cz łow ieka  i nazw ano 
go irPNP (od ang. P la n t N a tr iu re tic  P ep tid e). Jego 
c iężar cząs teczkow y  był zb liżony  do h o m o lo g iczn e ­
go odcinka rA N P i w ynosił  około  3063 Da [23],

Poza d raceną  i b luszczem  w y s tęp o w an ie  h o m o lo ­
gów proA N P k ręgow ców  (p ro A N P ( l -3 0 ,  31-67)) 
oraz C -końcow ego  fragm entu  A N P  w y k ry to  także w 
tkankach  korzeni, łodyg  i liści w ie lu  g a tunków  roślin 
naczyn iow ych , tak ich  jak : papro tn ik i (N ep ho lep is
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exaltala, S e la g in e lla  lep id o p h y lla ), rośliny  nago- 
za lążkow e (Zam ia  p u m ila , P o d o corpus m acrophy-  
tes), rośliny okry toza lążkow e  je d n o -  (D racena  god-  
se ffiana  i R eo sp a th a cea )  i dw u liśc ienne  (P ela rg o ­
nium  hortorem , Rosa d a m ascena)  [13]. Poza  n ie l icz ­
nymi w yją tkam i (P o d o corpus m a cro p h y tes  i D ra ce­
na godse fjia n a )  liście zaw iera ły  w ięk szą  ilość ho- 
m ologów  A N P w po rów n an iu  do łodyg. Spośród  
w szystkich  p rzeana lizow anych  ga tunków  na jw yższy  
poziom  badanych  bia łek  s tw ie rdzono  w liściach i 
łodygach d raceny  (12-12 ,9  ng /g  tkanki)  [13]. O prócz  
łodyg i liści obecność  h o m o lo g ó w  zw ierzęcego  A N P 
stw ierdzono  rów nież  w korzen iach  w szystk ich  p rz e ­
badanych  roślin. N a  tej pods taw ie  p rzypuszcza  się, 
że A N P m oże  s tym ulow ać  w zros t  absorpcji  w ody 
przez korzenie  oraz p o dw yższać  tem po  transportu  
w ody i zaw artych  w niej soli z korzeni do n ad z iem ­
nych części roślin.

O becność  hom ologu  rA N P  w ykry to  w tkankach  
liści i łodyg  m etasekw oji  chińskiej (M etasequo ia  
g lyp to stro b o id es), żywej skam ien ia łośc i  z ery m ezo- 
zoicznej. M asa  cząs teczkow a  b ia łka  w y izo low anego  
z łodyg  tej rośliny  by ła  n ieco  w iększa  w porów nan iu  
z rANP. Fakt ten sugeruje , że po dobn ie  jak  u zw ierzą t 
rów nież u roślin  A N P  m oże w y s tępow ać  w form ie 
p rohorm onu. Za do jrzew an ie  tego b ia łka  m oże  o d p o ­
w iadać papa ina  3E, endop ep ty d aza  tnąca b iałka w 
miejscu w ys tępow an ia  reszt kw asu  asparag inow ego  
[40],

Na podstaw ie  w y n ik ó w  badań  uzyskanych  dla m e ­
tasekwoji p rzypuszcza  się, że b ia łka  natr iu re tyczne  
funkc jonow ały  u p ie rw szych  roślin  lądow ych. 
U łatw ia jąc  transport w ody  i soli m inera lnych  z k o ­
rzeni do liści um ożliw iły  os iągan ie  przez  rośliny 
znacznych  rozm ia rów  (ponad  9 m etrów  w ysokości) .  
D oda tkow ym  czynn ik iem  pozw a la jący m  na w zrost 
nadz iem nych  części roślin  było  u ru ch o m ien ie  p ro ce ­
su t ranspiracji.  S tym ulu jące  ten proces  b ia łka  na tr iu ­
re tyczne  u m o ż liw iły  lepsze zaopa trzen ie  liści w 
w odę  i sole m inera lne  [24],

Jak do tąd  m ało  w iadom o  na tem at genów  k o ­
dujących  u roślin  hom olog i  zw ie rzęcych  pep tydów  
natr iu re tycznych . S tosu jąc  m e to d ę  hybrydyzac ji  
typu S ou thern  w y kazano  obecność  sekw encji  h o m o ­
logicznej do genu  A N P  ow cy  (2070  pz) w tkankach  
korzeni, łodyg  i liści b lu szczu  (H edera  helix)  [25]. 
A naliza  ca łkow itego  R N A  w y izo lo w an eg o  z tej ro ­
śliny d oprow adz iła  do w ykryc ia  cząs teczek  m R N A , 
które sw ą  w ie lk o śc ią  (850 pz) zb liżone  są  do m R N A  
p ro h o rm o n u  rA N P [28, 41]. O becność  tego m R N A  
stw ie rdzono  jed y n ie  w  tkankach  łodygi. W yniki te 
sugerują , że  gen kodu jący  cząsteczki A N P  podlega  
ekspresji ty lko w ko m ó rk ach  tego organu  [25]. P o­

w sta jący  w łodydze  b ia łkow y  p rek u rso r  pod lega  d o j­
rzew aniu  (p ro teo litycznej obróbce),  a pow sta łe  tą 
d ro g ą  cząsteczki ak tyw nego  A N P transpor tow ane  są 
do m iejsc  ich doce low ego  dzia łan ia , m iędzy  innym i 
do apara tów  szparkow ych . Sugest ię  tę p o tw ie rdza  
fakt z iden ty f ikow an ia  w  tkankach  liści b lu szczu  
cz terech f ragm en tów  p roA N P , pow sta łych  p rz y ­
puszcza ln ie  w w y n ik u  p ro teo li tycznego  cięcia  
p re -p roA N P , w m ie jscach  po łączeń  p o m ięd zy  re sz ­
tami kw asu  asparag inow ego . Sugeru je  się, że t ran s ­
po rtow ane  do liści cząsteczki A N P  w iążąc się  z w y ­
s tępującym i w b łonach  kom órek  p rzy szp a rk o w y ch  
recep to ram i s ty m u lu ją  o tw ieran ie  się apa ra tów  
szparkow ych. Podw yższen iu  tem pa  transp irac ji  to ­
w arzyszy  zw iększen ie  szybkości pob ie ran ia  w o d y  i 
soli m inera lnych  p rzez  korzen ie  i ich transportu  do 
liści [13, 25].

II I - l. W pływ  zw ierzęcego A N P oraz irPNP  
na rośliny

W ciągu osta tn ich  k ilku  lat s tw ierdzono , że z w ie ­
rzęce  N Ps m o g ą  w p ływ ać  na p rzeb ieg  różnych  p ro ­
cesów  zach o d zący ch  u roślin.

W ykazano, że p oszczegó lne ,  zw ierzęce  fragm en ty  
p ro A N P ( l-3 0 ,  30-67, 79-98) znacząco  p rzy sp iesza ją  
szybkość  transportu  w ody  w zd łuż  łodyg  chryzan tem  
o około  15-35 m in (tj. około  30-70% ) w p o rów nan iu  
do kontroli. P ro A N P ( l-3 0 ,  30-67, 79-98) podnosiły  
także szybkość  transp irac ji  (odpow iedn io  5-, 4-,
3 -razy prze licza jąc  na po w ie rzch n ię  liścia) o raz  a b ­
sorpcję  roz tw oru  g lebow ego  p rzez  korzenie . Pepty- 
dy te s tym ulow ały  transport  w ody  i soli m inera lnych  
naw et po u sun ięc iu  liści z pędu. Tylko C k o ń co w y  
fragm ent A N P  nie w y k azy w a ł  żadnego  w p ły w u  na 
badane p rocesy  [13]. U zyskane  w ynik i p o tw ie rd za ją  
pogląd , iż transp irac ja  nie m usi być je d y n y m  p ro c e ­
sem  odpow ied z ia ln y m  za t ransport  roz tw oru  z k o rz e ­
ni do n ad z iem n y ch  części rośliny. A N P  m o g ą  
w p ływ ać  na  transport  w ody  i zaw artych  w niej soli 
m inera lnych  poprzez: w z ro s t  absorpcji  roz tw oru  g le ­
bow ego, w zros t  szybkośc i p rzep ływ u  w ody  z z a w a r ­
tymi w  niej so lam i m in era ln y m i w zd łuż  łodyg i oraz 
podn ies ien ie  tem pa  transp irac ji  [13]. U zw ierzą t  
A N P  s ty m u lu ją  rozsze rzan ie  naczyń  k rw ionośnych . 
W  zw iązku  z tym  zap roponow ano ,  iż u roślin  je d n y m  
z m oż liw ych  m ech an izm ó w  dzia łan ia  A N P m oże  być 
w zros t średn icy  naczyń  k sy lem u  [13]. W ydaje  się to 
m ało  p raw d o p o d o b n e  ze w zg lędu  na fakt, iż są  to k o ­
mórki m artw e. U w aża  się jed n ak ,  iż o m aw iane  pep- 
tydy  m o g ą  zw iększać  p rzepuszcza lność  e lem en tów  
floem u tj. ru rek  s i tow ych  oraz k om órek  to w a ­
rzyszących  dla w ody  i soli m inera lnych  [13]. R o z ­
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tw ór f loem u je s t  bardziej s tężony  w p o rów nan iu  do 
roztw oru  w ype łn ia jącego  e lem en ty  ksy lem u, gdyż 
zaw iera  osm otyczn ie  czynne  p ro duk ty  fo tosyntezy. 
Jeśli n iek tóre  sk ładniki soku f loem ow ego  (np. sole 
m inera lne)  u leg łby  p rzem ieszczen iu  z f loem u do 
ksy lem u, doszłoby  do w zros tu  po tenc ja łu  osm otycz-  
nego roztw oru  w y p e łn ia jącego  e lem en ty  ksylem u, a 
co za tym idzie do w zros tu  tem pa  pob ie ran ia  w ody 
przez korzenie  i je j  t ransportu  do n ad z iem n y ch  c z ę ­
ści rośliny  [13].

Stosując m etodę  m ag n e ty czn eg o  rezonansu  j ą d r o ­
w ego (2 H -N M R ) w ykazano ,  że rA N P  oraz irPNP s ty ­
m u lu ją  pop rzeczny  p rzep ływ  w o d y  z e lem en tów  k sy ­
lemu do kory  p ierw otnej pędów  trzykro tk i ( Trade- 
sca n tia  m u ltiflo ra ) . P odo b n y  m ech an izm  dzia łan ia  
w ykazyw ał 8 -B r-cG M P  (p rzepuszcza lny  przez  b łony  
kom órkow e  analog cG M P ), podczas  gdy inhib itor  
cyklazy  guany lanow ej (LY 83583) oraz b loker  
kana łów  w odnych  (H g C l2) h am o w ały  ten proces. N a 
tej podstaw ie  p rzypuszcza  się, że roślinne  N Ps m o g ą  
kon tro low ać m ięd zy tk an k o w y  transport  w ody  p o ­
przez  regulac ję  w ew n ą trzk o m ó rk o w eg o  poz iom u 
cG M P i ak tyw ności kana łów  w o d n y ch  [42],

Z tkanek liści b luszczu  w y izo lo w an o  i o czy szczo ­
no dw ie frakcje irPN P ho m o lo g iczn e  z pro- 
A N P ( l -2 8 )  cz łow ieka  [43]. Tylko je d n a  frakcja  
irPNP w y kazyw ała  ak tyw ność  b io lo g iczn ą  w tk a n ­
kach walca  o s iow ego  korzeni kukurydzy , w k tórych 
podnosiła  o około  3 razy p oz iom  endogennego  
cGMP. Podw yższone  s tężenie  tego nuk leo tydu  
u trzym yw ało  się p rzez  okres około  1 0  m inut od 
podan ia  irPNP, a nas tępn ie  w  c iągu  ko le jnych  20-tu  
m inutach  w racało  ono do poz io m u  w y jśc iow ego . Z a ­
obserw ow ano , iż w  tkankach  p rzew o d zący ch  k o rze ­
nia kukurydzy  irPNP pow o d u je  bezpośredn i  nap ływ  
jo n ó w  H + oraz opóźn ia  w p ły w  do tych tkanek  jo n ó w  
K + i N a +[44], Po po trak to w an iu  tkanek  w alca  o s io ­
w ego w y izo low anych  z korzen i  k u k u ry d zy  rANP, ki- 
ne tyną  i LY 83583 nie zao b se rw o w an o  żadnego  f i­
z jo log icznego  efektu. N a p o ds taw ie  w y n ików  o p isa ­
nych badań  p rzypuszcza  się, że w  b łonach  k o m ó rk o ­
w ych walca  o s iow ego  w y s tę p u ją  recep to ry  irPNP. 
Podobnie  jak  u zw ierzą t  recep to ry  te m o g ą  posiadać  
cy to p lazm aty czn ą  d o m en ę  p o s ia d a ją c ą  ak tyw ność  
cyklazy  guanylanow ej.

W yizolow any i oczy szczo n y  z b lu szczu  irPNP s ty ­
m ulow ał o tw ieran ie  się apa ra tów  szparkow ych  t rzy ­
krotki. Efek t ten ob se rw o w an o  przy  100-krotnie  n iż ­
szym  stężeniu  irPNP, w  p o ró w n an iu  do rA N P [23]. 
W ykazano rów nież , że poza  t rzy k ro tk ą  syn te tyczny  
rA N P ( l-2 8 )  s tym ulu je  o tw ieran ie  się apara tów  
szparkow ych kalanchoe  i w yki [45], Po lipep tyd  ten 
tracił sw o ją  b io lo g iczn ą  ak ty w n o ść  po zerw aniu

m ostka  dw usia rczkow ego ,  w ys tępu jącego  pom ięd zy  
7 -m ą  a 2 3 -c ią  re sz tą  am inokw asow ą . Sugeru je  to, iż 
specyficzna  s truk tura  I l - rzęd o w a  b ia łka  decydu je  o 
je g o  w iązaniu  się z recep to rem  [46], S tym ulu jący  
w pływ  rA N P oraz k ine tyny  na o tw ieran ie  się  ap a ra ­
tów szparkow ych  odw raca ln ie  ham o w an y  był w w y ­
niku w cześn ie jszego  p o trak tow an ia  k om órek  przy- 
szparkow ych  inh ib ito rem  cyk lazy  guany lanow ej 
(LY 8353), podczas  gdy 8 -B r-cG M P  dzia ła ł  w p o ­
dobny  sposób ja k  rA N P [46],

Z arów no  rA N P ( l -2 8 ) ,  j a k  i i rPN P stym ulow ały  
o tw ieran ie  się szparek  liści z iem niaka  podnosząc  p o ­
ziom  cy to p lazm atycznego  cG M P  kom órek  szp a rk o ­
wych [47]. W zrost  s tężenia  tego cyk licznego  n u k le ­
otydu  w  badanych  kom ó rk ach  zw iązany  był z b ło n o ­
w ym  transportem  C a2+. W ykazano , że w obecności 
EGTA (chela tora  jo n ó w  w apnia)  następuje  zab lo k o ­
wanie  indukow anego  p rzez  IrPN P p o d w y ższen ia  cy ­
top lazm atycznego  p oz iom u  cG M P  [47].

Wykazano, że poza kom órkam i walca  osiowego i 
szparek peptydy  natr iuretyczne w p ływ ają  na 
w łaściw ości osm otyczne  kom órek  miękiszu asymila- 
cyjnego. Syntetyczny rA N P (99 -1 2 6 ) ,  w zależności 
od stężenia i czasu podania, zm ieniał po tencjał osmo- 
tyczny (turgor) w protoplastach uzyskanych z mezofi- 
lu liści. Turgor tych protop lastów  w zrastał również po 
dodaniu  irPNP do roztw oru  inkubacyjnego [48],

IV. Podsumowanie

W osta tn ich  la tach u zyskano  w iele  danych  p rze ­
m aw ia jących  za w y s tęp o w an iem  u roślin  o d p o w ie d ­
n ików  zw ie rzęcych  pep ty d ó w  natr iu re tycznych . M e­
chan izm  dzia łan ia  tych ro ś l innych  i zw ierzęcych  
cząsteczek  sygna łow ych  zw iązany  je s t  z regu lac ją  
hom eos tazy  w odnej i jo n o w e j .  R oślinne  N Ps m ogą  
kon tro low ać  transport w o d y  i soli m inera lnych  w k o ­
m órkach  w alca  os iow ego  korzeni,  w tkankach  p rze ­
w odzących  (f loem ie  i ksy lem ie)  oraz w kom órkach  
liści (m ięk iszu  a sy m ilacy jnym  i kom órkach  przy- 
szparkow ych).  P rzypuszcza  się, że w p lazm olem ie  
kom órek  ro ś l innych  m o g ą  w y s tęp o w ać  receptory  
w iążące  pep tydy  natr iu re tyczne . O becność  specy ­
ficznych  m iejsc  w iążących  (recep to rów ) 1 2 5I-rANP 
w b łonach  kom ó rk o w y ch ,  pochodzących  z liści i 
łodyg  trzykro tk i w ykazano  in vivo  i in vitro  [45, 49]. 
P odobn ie  j a k  u zw ierzą t recep to ry  te m ogą  posiadać  
cy to p lazm a ty czn ą  do m en ę  w y k azu jąca  ak tyw ność  
cyklazy  guany lanow ej (patrz ryc. 2) [46]. In d u k o w a­
nem u przez  zw iązan ie  NP w zros tow i poz iom u cG M P 
m oże tow arzyszyć  ak tyw acja  kana łów  jono w y ch  
[47] i w o d nych  [50], m ających  bezpośredni w pływ  
na hom eostazę  jo n o w ą  i w o d n ą  roślin.
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By dokładniej poznać  b io log iczną  rolą roś l innych  
peptydów  na tr iu re tycznych  n iezbędne  są  dalsze b a ­
dania. Winny one w ykazać  w  jak ich  kom órkach  i 
tkankach  roślinnych  syn te tyzow ane  są ich form y 
prekursorow e oraz gdzie  i ja k  p rzeb iega  ich do jrze ­
wanie. N ależy rów n ież  w yjaśn ić  b u d o w ę  m o le k u ­
larną i m echan izm  dz ia łan ia  recep to rów  roślinnych  
pep tydów  natr iure tycznych .
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Fotoenzym oksydoreduktaza: NADPH-protochlorofilid 
(LPOR) —  klucz do biosyntezy chlorofilu

Photoenzyme NADPH-protochlorophyllide oxidoreduc- 
tase (LPOR) —  the key for chlorophyll biosynthesis
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I. Wstęp

Pro toch lo ro f il id  (Pchlid) je s t  zw iązk iem  p o ś re d ­
nim na szlaku syntezy  w ażnych  ba rw n ik ó w  fo tosyn- 
te tycznych  i fo to recep to rów  roślinnych: ch lorofil i  i 
bak te r iochlorofil i  [1-3]. W ystępuje  on pow szech n ie  
we w szystk ich  o rgan izm ach  fo tosyn tezu jących . 
Barw nik  ten je s t  z loka lizow any  w b łonach  ty lako- 
idow ych na terenie  cy top lazm y  w k o m órkach  p ry m i­
tyw nych  o rgan izm ów  p rokario tycznych  oraz w p la ­
stydach  o rgan izm ów  eukario tycznych . Z na jdu je  się
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tam w formie wolnej lub w kom pleksach  z b iałkam i. 
Jego synteza nie w y m a g a  światła .

E nzym atyczna  redukc ja  pro toch lo ro fil idu  do 
chlorofilidu m oże p rzeb iegać  dw iem a  różnym i d ro ­
gami: za leżną  i n ieza leżn ą  od św iatła  (Ryc. 1). K ażda

Rys.l. Drogi syntezy barwników chlorofilowych: ALA —  kwas 
5-aminolewulinowy, DPOR —  niezależna od światła reduktaza 
Pchlidu, LPOR — zależna od światła reduktaza Pchlidu: bakte­
rie fotosyntezujące: 1,2,4; sinice, glony, mszaki, paprotniki, ro­
śliny nagozalążkowe: 1,2,5 oraz rośliny okrytozalążkowc: 1,3.

z tych dróg w ym aga  ak tyw nośc i  od rębnych  oksydo- 
reduktaz  p ro toch lo ro f i l idu  oraz puli N A D P H . N ie z a ­
leżna od św iatła  redukc ja  p ro toch lo ro f i l idu  je s t  j e ­
dy n ą  d rogą  p ro w ad zącą  do syn tezy  bakter ioch lo ro f i-  
lu u bez tlenow ych  bakterii  fo tosyn tezu jących . S in i­
ce, glony, rośliny  n ag o za lążk o w e  i inne rośliny  n iż ­
sze m a ją  m ożliw ość  za ró w n o  niezależnej („c iem ­
n e j”), j a k  i zależnej od św ia tła  („ ja sn e j” ) redukcji 
p ro toch lo ro f il idu  do ch lo ro fil idu . R ośliny  kw ia tow e 
m o g ą  przeksz ta łcać  p ro toch lo ro f i l id  i kończyć  syn te ­
zę chlorofilu  tylko na św ietle . N a  tym  szlaku b io sy n ­
tezy chlorofilu  p ro toch lo ro f i l id  pełni szczegó lną  
rolę, pon iew aż  je g o  redukc ja  je s t  p ie rw szą  reakc ją  
za leżną  od św iatła  i re g u lo w a n ą  p rzez  światło . Foto- 
redukcja  p ro toch lo ro f i l idu  um o ż liw ia  u ruchom ien ie  
osta tn ich  e tapów  syntezy  ch lo ro f i l i  a i b. R ów noleg le  
z syn tezą  b a rw n ików  nas tępu je  indukow ana  
św ia tłem  syn teza  b iałek  n iezb ęd n y ch  do tw orzen ia  
fo tosys tem ów  I i II, anten  o raz  p rzem ian y  proplasty-  
dów  w dojrza łe , w  pełni funkc jona lne  ch lo roplasty

[4].

P o m im o  w ie lo le tn ich  badań  m oleku larne  p o d s ta ­
w y  sy n tezy  ch lo ro filu  n ie  są je sz c z e  w pełni poznane. 
P os tęp y  badań  p rezen to w an o  w ko le jnych  pracach 
p rz e g lą d o w y c h  [1-3, 5]. Szczegó lne  za in te resow anie  
budz i  je d e n  z osta tn ich  etapów: fo toredukcja  p ro to ­
ch lo ro f i l id u  do ch lo ro f i l idu  ja k o  k luczow e miejsce 
fo to regu lac ji  apara tu  fo tosyn te tycznego , a także b ez ­
pośredn ie j  z am iany  energii  kw antu  na energię  a k ty ­
wacji  fo to en zy m u  [4, 6-11]. B adania  nad n ieza leżną  
od św ia tła  re d u k c ją  k o m p lek só w  pro tochlorofi-  
l id -b ia łko  i syn tezą  ch lorofil i  u roślin  n iższych  są 
zn aczn ie  m niej z aa w a n so w an e  [12, 13].

II. Protochlorofilid

II-1. Protoch lorofilid  in vitro: w łasności fizykoche­
m iczne i badania m odelow e

P ro to ch lo ro f i l id  je s t  zw iązk iem  hydrofobow ym . 
R óżni się  on od ch lo ro fi lu  o b ecnośc ią  podw ójnego  
w iązan ia  p o m ięd zy  w ęg lam i C j 7 i C )8 p iro low ego 
p ie rśc ien ia  D (IV) oraz  b rak iem  łańcucha  fito low ego 
(Ryc. 2). R oz tw o ry  m o n o m eró w  pro toch lo ro f il idu  w 
e terze  d ie ty lo w y m  w y k a z u ją  m ak s im a  absorpcji w 
reg ion ie  n ieb iesk im  p rz y  ~ 4 3 0 n m  i w  regionie  cze r­
w o n y m  p rzy  ~ 6 2 2 n m  oraz  emisji w  reg ionie  cze rw o ­
nym  p rzy  ~630nm . P o łożen ie  oraz in tensyw ność  
pasm  zm ien ia  się w za leżnośc i  od rodzaju  ro zp u sz ­
cza ln ika  i s topnia  agregac ji  ch rom oforu . P ro w ad zo ­
no b a d a n ia  m o d e lo w e  nad  w łasnośc iam i spek trosko ­
po w y m i p ro toch lo ro f i l id u  i protochlorofilu :  w ro z ­
tw orach  ro zp u szcza ln ik ó w  n ieorgan icznych , im m o- 
b i l izo w an eg o  w postac i  w ars tw y  na pow ierzchni 
szk ła  o raz  w  ro z tw o rach  w odnych  w m icelach z d e ­
te rgen tam i [14, 15]. P rzy k ład o w o  pom iary  w idm  ab ­
so rp cy jn y ch  w ars tw  p ro toch lo ro f i l idu  na szkle w y ­
kaza ły  obecn o ść  p a sm  628-630 , 635, 644, 665 i 676 
nm  [16]. O d p o w ia d a  to po łożen iu  pasm  o b se rw o w a­
nych  w  w id m a c h  e t io lo w an y ch  liści o raz w w idm ach  
iz o lo w a n y c h  e t io la s tów  i ich fragm entów.

Pu la  p ro to ch lo ro f i l id u  je s t  he terogenna. Z m a te ­
r ia łu  ro ś l in n eg o  w y o d ręb n io n o  p ochodne  m onow i- 
n y lo w e  i d iw in y lo w e  p ro toch lo ro f i l idu  i p ro toch lo ­
rofilu . M V -Pch lid  i D V -Pch lid  różn ią  się g rupą  
b o c z n ą  p rz y  w ęg lu  8  po rf i ry n y  p iro lu  B (Ryc. 2). Ta 
zm ian a  s truk tu ry  ch em iczn e j ,  podobn ie  ja k  fityliza- 
cja p ie rśc ien ia  p o rf i ry n o w eg o ,  nie pow odu je  różnic 
sp e k tra ln y ch  p o m ięd zy  poch o d n y m i MV- i DV- w re ­
g ion ie  c z e rw o n y m  w id m  em isy jnych . N atom ias t  
s tw ie rd zo n o  różn ice  w  po łożen iu  pasm  w regionie  
Sore ta  w id m  abso rpcy jnych .  W  eterze e ty low ym  
z n a jd u ją  s ię  one odp o w ied n io  p rzy  438 nm dla 
D V -pro toch lo ro f i l idu  i 4 3 2 n m  dla  M V -pro tochloro-
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Pchlid

Rys. 2. Redukcja protochlorofilidu do chlorofilidu, katalizowana przez POR

filidu. A gregacja  ba rw n ik ó w  pow o d u je  p rzesunięc ie  
pasm  absorpcji i emisji w k ie runku  d łu gofa low ym  w 
regionie  czerw onym  oraz rozdz ie len ie  pasm  Soreta 
[17]. Pochodne  M V - i D V -porf iryn  m o żn a  rozdzielić  
przy pom ocy  H PLC  [18]. In v itro  o t rzym ano  także 
pochodne  pro toch lo ro fil idu , w  k tórych  zam iast m a ­
gnezu podstaw iono  inne m eta le ,  np m iedź  i cynk  [19,
20.]. B arw nik i p o rf irynow e  są  zw iązkam i labilnymi: 
w obecności tlenu i s i lnego  św iatła  ła tw o u lega ją  fo- 
tooksydacji.  W środow isku  k w aśn y m  tracą  m agnez, 
na tom iast w środow isku  silnie zasad o w y m  następuje

Chlid

zniszczenie  V -tego  izocyk licznego  p ie rśc ien ia  (E) 

[21 ].

II-2. Protochlorofilid  in vivo : w roślinach, izolow a­
nych plastydach i ich fragm entach

W tlenow ych  o rgan izm ach  fo tosyn tezu jących  
p ro toch lo ro fil id  pow sta je  z g lu tam in ianu  w w yniku  
w ie loe tapow ego  p rocesu  enzym atycznego , który 
m oże przeb iegać  zarów no  na świetle , ja k  i w c ie m n o ­
ści. P ie rw szych  osiem  reakcji ma m iejsce  w cy topla-

Rys. 3. Lokalizacja etapów syntezy i prawdopodobne drogi transportu Pchlidu, Chlidu oraz (p)POR-A i (p)POR-B i ich kompleksów: a) w etioplastach 
—  w ciemności b) w chloroplastach —  na świetle, [wg 98, zmienione]
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zmie i prow adzi do syntezy p ro topo rf irynogenu  IX, 
k tóry je s t  następnie  transportow any  do p lastydów  
(Ryc. 3) i tam je s t  u tlen iany  do p ro toporf iryny  IX. 
E tapy te są w spó lne  dla syntezy  b a rw n ików  ch lo ro f i­
lowych i hemu. N astępn ie  ich drogi rozdz ie la ją  się. 
K ole jnych  sześć e tapów  tzw. odga łęz ien ia  -M g p ro ­
wadzi do pow stan ia  ch lorofili  [1, 5]. W roślinach  
ok ry toza lążkow ych  p rzeb iega ją  one w o toczce pla- 
stydowej, n ieza leżn ie  od św iatła  —  do m om en tu  
u tw orzenia  pro toch lo ro f il idu  [22, 23]. W  c iem ności 
syn teza  chlorofilu  zostaje  za trzym ana  na tym  etapie. 
W roślinach e t io low anych  z p rop las tydów  rozw ija ją  
się etioplasty, k tórych  g łów nym i e lem entem i s truk ­
turalnym i są: parakrys ta l iczne  ciało p ro lam ełarne  
(PLB) i odchodzące  od niego n ie liczne  b łony  zw ane 
pro ty lako idam i (PT) (Ryc. 4). W  e tiop lastach  stwier-

Rys. 4. Struktura ctioplastu z pierwszego liścia 15-dniowcj ctiolowanej 
siewki fasoli: PLB —  ciało prolamcllarne, PT —  protylakoidy, 
O — dwuwarstwowa otoczka ctioplastu (dzięki uprzejmości dr 
F.Francka z Laboratorium Fotobiologii Uniwersytetu w Licgc, 
Belgia), powiększenie 60 000 x.

dzono  obecność  pro toch lo ro f i l idu  zarów no  w PLB, 
ja k  i w PT. W w arunkach  fiz jo log icznych , na świetle , 
p ro toch lo ro fi l id  nie n ag ro m ad za  się w  w iększych  
ilościach, p on iew aż  n a tychm ias t  u lega  redukcji do 
chlorofil idu .

N a  szlaku syntezy  chlorofil i  w  roś l inach  tw o rzą  
się pochodne  m ono- i d iw iny low e  poszczegó lnych  
zw iązków  pośrednich . N a  pods taw ie  p o m ia rów  ró w ­
no w ag o w eg o  n ag rom adzan ia  się M V -pro tochlorofi-  
lidu i D V -pro tochlorofil idu  w roślinach , R e b e i z i

wsp. zaproponow ali  u jedno licony , rozga łęz iony  
schem at m ożliw ych  sz laków  b iosyn tezy  chlorofili  a i 
b [24-26],

III. Oksydoreduktaza NADPH-protochlo- 
rofilid

III -l. L PO R  in vivo: b iosynteza, transport 
i lokalizacja

Fotoredukcja  p ro toch lo ro fi l idu  je s t  ka ta l izow ana  
przez  s te reospecy ficzną  oksydoreduk tazę : N A D P H - 
Pchlid  (EC 1.3.1.33) [27, 28]. L P O R  je s t  kodow ana  
przez  geny ją d ro w e  i syn tezow ana  w cytop lazm ie  w 
postaci p ro en zy m u  p L P O R  (41-44 kD, w zależności 
od gatunku rośliny). Jego łańcuch  je s t  d łuższy  od 44 
do 6 6  am in o k w asó w  od form y dojrzałej.  N astępn ie  
p L P O R  je s t  transpo rtow ana  do otoczki plastydów. 
D ojrzała  L P O R  stanow i około  50%  białek  PLB etio- 
p lastów  [29], We w czesnych  e tapach  z ie len ien ia  
obecność  b iałka P O R  w y k azyw ano  głów nie  w tyla- 
koidach gran. W m iarę  z ie len ien ia  je g o  w zg lędna  
ilość w granach  obn iża ła  się, na tom ias t  zw iększała  
się w otoczce  p lastydów. W dojrza łych  ch lo ro p la ­
stach s tw ierdzono  obecność  L P O R  w zewnętrznej 
błonie  o toczki p lastydow ej.  Jedynie  n ieznaczne i lo ­
ści fo toenzym u obse rw ow ano  w ty lakoidach  gran 
[30, 31].

Pula św iatłozależnej oksydoreduk tazy  nie je s t  
jednorodna .  Przez  w iele  lat uw ażano, że istnieje ty l ­
ko jeden  fo toenzym  P O R  (obecnie  LPO R -A ). N a ­
stępnie w ykry to  d ru g ą  izo fo rm ę fo toenzym u —  
LPO R -B . Białka L P O R -A  i L PO R -B , kodow ane  są  
przez  dw a różne geny  ją d ro w e  [32, 33]. L PO R -A  n a ­
grom adza  się w dużych  ilośc iach  w  PLB etioplastów. 
W czasie naśw ie tlan ia  roślin  e t io low anych  jej a k ty w ­
ność i s tężenie  d rastycznie  m aleje . W roślinach  z ie ­
lonych, hodo w an y ch  w cyklu  św ia tło -c iem ność , m o ­
żna wykryć  ś ladow e ilości L P O R -A  pod koniec  o k re ­
su c iem nego [34], Izo fo rm a L P O R -B  je s t  obecna z a ­
rów no w roślinach  e t io low anych , j a k  i zie lonych. 
D okładna  lokalizac ja  L P O R -B  w etioplastach nie 
je s t  znana. P odobn ie  ja k  L P O R -A , L PO R -B  je s t  e n ­
zym em  s te reospecy ficznym  w zg lędem  B-NADPPI, 
p ro toch lo ro f i l idu  i w y m ag a  w zbudzen ia  światłem . 
N a tom ias t  jeg o  stężenie  u trzym uje  się na stałym p o ­
ziom ie  w czasie  z ie len ien ia  roślin.

Istotne różn ice  m iędzy  p L P O R -A  i pL PO R -B  w y ­
stępu ją  w sekw encji  pep tydu  sygnalnego . Zna jdu je  
to odbicie  w drogach  transportu  obu b iałek  do w n ę ­
trza p lastydów. W ykazano , że im port pL P O R -A  do 
p las tydów  jęc z m ie n ia  od b y w a  się ty lko w obecności 
pro toch lo ro f i l idu  [35]. Św iatło  obn iża  poz iom  tego
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zw iązku  w o toczce  p las tydów  d ro g ą  na ty ch m ias to ­
wej fo toredukcji do ch lo ro f i l idu  lub w w yniku  p ro ce ­
sów fo tooksydac ji  i degradacji .  W rezu ltac ie  zanika 
zdolność  p las tydów  do im portu  pL P O R -A . Peptyd 
sygnalny  pP O R -A  w k o m pleks ie  z ch lo ro fi l idem  jes t  
p raw dopodobn ie  m ask o w an y ,  a w ięc n iezdo lny  do 
fizycznej in terakcji z recep to rem  zna jdu jącym  się na 
zew nętrznej pow ie rzchn i  o toczki p lastydu  [36]

Zależności takiej nie w ykazano  w przypadku  
pL PO R -B . Ta izo fo rm a fo toenzym u  je s t  im p o r to w a­
na do p las tydów  w sposób  ciągły, n iezależnie  od 
obecności lub b raku  p ro toch lo ro f i l idu  [37], A utorzy  
postulują , że op rócz  ogó ln ie  akcep tow anego  sp o so ­
bu im portu  b ia łek  do plastydów , is tn ieje  drugie, spe ­
cyficzne m iejsce  trans lokac ji  PO R -A , zależne  od 
obecności p ro toch lo ro f i l idu  [38], N iem niej jednak  
rola p ro toch lo ro f i l idu  w transporc ie  P O R  do p las ty ­
dów  nie je s t  je d n o z n a c zn ie  w yjaśn iona . Wyniki 
D a h 1 i n i wsp. [39] nie p o tw ie rd za ją  roli p ro to ch lo ­
rofilidu  i różnic  w im porcie  P O R -A  i PO R -B  j ę c z ­
m ien ia  do ch loroplastów . A u to rzy  nie s tw ierdzili  ta ­
kże p ro teo litycznej degradacji  PO R -A . B adania  im ­
portu  L PO R  g rochu  (k tóry  m a ty lko jed en  gen i je d n ą  
form ę fo toenzym u) wykazały , że nie za leży  on od 
substratu  [40],

O statn io  odkry to  w rzodk iew niku ,  obok genów  
por-A  i por-B , obecność  genu  trzeciej izoformy: 
po r-C , k tórego ekspres ja  je s t  indukow ana  światłem. 
Stężenie i ak tyw ność  L P O R -C  w zras ta  w czasie ro z ­
w oju  i osiąga m ak s im u m  w do jrza łych  ch lo rop la ­
stach [41]. N a tom ias t  w s iew kach  ogórka  z iden ty f i­
kow ano  p o jedynczy  gen por, k tó rego  ekspresja  także 
je s t  indukow ana  p rzez  św ia tło  [42, 43].

III-2. LPO R  in vitro: otrzym yw anie i w łasności 
katalityczne

L P O R  o trzy m y w an o  z e t io low anych  s iew ek  j ę c z ­
mienia, pszenicy, liści g rochu , fasoli, rzodk iew n ika  i 
w ielu  innych roślin  [8 ]. P o d e jm o w an o  szereg prób 
izo low ania  L P O R  w postac i o czyszczonego  b iałka 
lub w formie ak ty w n eg o  k o m p lek su  z N A D P H  i 
Pchlidem  m eto d am i k lasycznej b iochem ii  [44-49] 
oraz bio logii  m oleku la rne j .  M iędzy  innym i op raco ­
wano m etody o trzy m y w an ia  P O R  d ro g ą  syntezy  in 
vitro: w układz ie  z eks trak tem  z za rodków  pszenicy
[35] oraz d rogą  ekspresji  w  E. co li genu  kodującego  
LPOR: grochu [50], S yn ech o cys tis  [51, 52].

L P O R  je s t  s te reospecy f iczna  w zg lędem  
p-N A D P H  i n iezes ty f ik o w an y ch  p ro toch lo ro f i l idów  
o naturalnej kon figu rac ji  132(R) [53]. In  vitro  je s t  
także ak tyw na w  obecnośc i  po ch o d n y ch  Zn, Co i Cu 
pro toch lo ro f i l idu  [54] oraz cynkow ej pochodnej pro-

to feoforb idu  b [20]. A k tyw ność  L P O R  zależy także 
od potencja łu  o k sy d acy jno -redukcy jnego  m ikrośro-  
dow iska  reakcji,  osiągając  m ak s im u m  przy -400 mV 
[55, 56]. W plas tydach  za leży  on przede  w szystk im  
od proporcji  stężeń N A D P H  i N A D P +. Niski p o te n ­
cjał oksydacy jno -redukcy jny ,  k tóry  panuje  w etiola- 
stach w w arunkach  znacznego  nadm iaru  N A D P H  w 
stosunku do N A D P +, stab ilizu je  ak tyw ność  oksydo- 
reduktazy  p ro toch lo ro f i l idu  oraz jej kom pleksy  [57],

III-3. Struktura LPO R

C ząsteczki L PO R  są zb udow ane  z po jedynczych  
łańcuchów  p o l ip ep tydow ych  o m asach  od 33 do 38 
kD a [8 ]. N a  p rzykład  w skład  łańcucha  L PO R  owsa 
w chodzi 346 am inokw asów , w tym około 30%  reszt 
hyd ro fobow ych  i 16% zasadow ych  (głów nie  Arg i 
Lys, co t łum aczy  je g o  am fif i low e w łasności oraz w y ­
soką  w artość  pi w 8.5) [46],

D rogą  dedukcji  na pods taw ie  sekw encji  cD N A  
usta lono  s truktury  I-rzędow e L PO R  z szeregu ga tu n ­
ków roślin  jed n o -  i d w u liśc iennych  [58]. Białko 
p L P O R  z ję czm ien ia  obe jm uje  388 reszt, w tym 74 
am inokw asy  pep tydu  sygna lnego  przy  N -końcu  [59], 
Podobne  dane o trzym ano  w w yn iku  k lonow ania  i se- 
k w enc jonow an ia  L P O R  z ow sa  [60], rzodk iew nika
[61] i pszen icy  [62], W ykazano bardzo  duże p o d o ­
bieństw o p om iędzy  p L P O R  roślin  jedno liśc iennych . 
Wynosi ono 92%  na poz iom ie  składu nuk leo tydów  
oraz 98%  na poz iom ie  sk ładu  am inokw asow ego . 
W śród  zbadanych  k lonów  dla roślin  okry tozalążko- 
wych: rzodk iew n ika  [61], g rochu  [63], jęczm ien ia  
[33], a także roślin  nagoza lążkow ych : sosny P inus  
strobus  i P inus taeda  [64] —  w y so k a  hom olog ía  d o ­
tyczy g łów nie  b ia łek  dojrza łych . Istotne różnice w y ­
stępu ją  w sekw encji  pep tydu  sygna lnego  pL PO R
[62]. H o m olog ía  pom iędzy  L P O R -A  i LPO R-B z sie­
w ek jęczm ien ia ,  w ynosi ok. 75%  w obręb ie  całego 
po lipep tydu  (>80%  w re jon ie  b ia łka  dojrzałego oraz 
ok. 50%  w części sygnalnej)  [33]. Z godność  po m ię ­
dzy izo form am i z rzod k iew n ik a  s ięga 8 8 % [32],

W stępne  obliczen ia  m e todam i G arn ie ra ,  Chou i 
F asm an a  w sk azu ją  na obecność  w L P O R  conajmniej 
6  p s truk tur na p rzem ian  z 4 a -h e l is a m i  (dane nie p u ­
b l ikow ane  I. M r ó z , cy tow ane  w [7]). N a podstaw ie 
analizy  w idm  CD L P O R -A  usta lono , że a -h e l isy  sta­
n o w ią  33% , s truk tury  p 19%, zg ięc ia  20%  oraz struk­
tury n ieuporządkow ane  28% . P o tw ie rd za ją  to sym u­
lacje k o m pu te row e  B i r v e i wsp. [65]. K o m pu te ro ­
wa analiza  po ró w n aw cza  sekw encji  LPO R-A  i 
L PO R -B  z ję czm ien ia  [J. L e 1 u k , dane nie pub liko ­
w ane], p ro g ram em  S E M IH O M ) [6 6 ] oraz m etodą  
G O R  [67] z p rog ram em  P R E D IC T 7  [6 8 ] wskazuje
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także na bardzo w ysok i s topień  hom olog ii  m iędzy  
izoform am i A i B (73%  hom olog ii  absolutnej) .  
Świadczy także o tym , że zarów no  charak te r  hydro- 
patyczny poszczegó lnych  f ragm entów , ja k  i s t ruk tu ­
ra trzeciorzędow a, są  dla obu b ia łek  bardzo  zbliżone. 
Znaczna ilość k las te rów  h y dro fobow ych  sugeru je  
wysoki udział f ragm entów  he lika lnych  w strukturze 
drugorzędow ej. Dla p rzyk ładu  w ed ług  a lgory tm u 
GOR udział poszczegó lnych  s truk tur w L P O R  A w y ­
nosi: a -h e l isy  —  47 .8% , [3-struktury—  23.7 %, zg ię ­
cia —  10.5%. W  L P O R  B: a -h e l i s y  s tan o w ią  48 .3% , 
(3-struktury —  24.3% , zg ięc ia  —  10.8%. M niej niż 
1/4 łańcucha b ia łkow ego  posiada  k on fo rm ac ję  n ie re ­
gu larną  (20-22% ). D otąd  niew ie le  w iadom o na tem at 
LPOR-C. D ed u k o w an a  sekw encja  am in o k w aso w a  
LPO R-C w ykazu je  75%  hom o lo g ię  z w cześniej z n a ­
nymi izoform am i L P O R -A  i L PO R -B  z rzodk iew ni-  
ka [41].

P orów nanie  sekw encji  am in o k w aso w y ch  
L PO R -A  i LPO R -B  jęc z m ie n ia  ze znanym i se k w e n ­
cjami innych  b ia łek  (z za s to sow an iem  p rog ram ów  
M A X H O M  [69] oraz DSC [70, 71]) w ykaza ły  dużą  
hom olog ię  także z innym i o k sydoreduk tazam i ro ­
ślinnymi, oraz z red u k tazą  b ia łka  p rzenoszącego  g ru ­
py acylow e [L e 1 u k , dane nie pub likow ane] .  Izofor- 
my L PO R  p os iada ją  rów nież  duże p o dob ieńs tw o  
składu am ino k w aso w eg o  do w ielu  k ró tko łańcucho-  
wych d ehydrogenaz  [72]. S zczegó ln ie  w ysoki s to ­
pień hom olog ii  do tyczy  N -końca  polipeptydów . 
S tw ierdzono także duży stop ień  p odob ieńs tw a  
cD N A  L P O R  w tym re jonie  do cD N A  roślinnej nodu- 
liny [73]. W  pobliżu  N -końca  cząsteczki L P O R  zn a j­
duje się sekw encja  33 am inokw asów , ch a rak te ry ­
styczna dla tzw. m o tyw u  R ossm anna , k tóry  w y s tę p u ­
je  w wielu  dehydrogenazach . W  żadnej z cy tow anych  
prac nie s tw ierdzono  w L P O R  obecnośc i a -h e l is y  
w ysta rcza jąco  długiej do p rze jśc ia  w  poprzek  błony. 
N ależy p rzypuszczać , że L P O R  je s t  raczej b ia łk iem  
pery fe rycznym  [74, 75].

IV. Kompleksy protochlorofilidu i ich 
fotoreaktywność

IV-1. Form y spektralne protochlorofilidu  
a jego stan fizyczny

C h arak te rys tyczne  w id m a abso rpcy jne  i em isy jne  
p ro toch lo ro fil idu , a szczegó ln ie  po łożen ie  i in ten ­
syw ność  d ługofa low ego  m a k s im u m  emisji, is to tn ie  
za leżą  od w łasnośc i f izy k o ch em iczn y ch  n a jb liż sze ­
go o toczen ia  ch rom oforu . A naliza  n isk o tem p era tu ­
row ych  w idm  emisji roślin  e t io low anych  w ykazu je  
obecność  czterech  za sadn iczych  form  spek tra lnych

pro toch lo ro f i l idu  przy: 633, 645, 657, 670 nm. P a ­
sm a odpow iada jące  ich p o d p o z io m o m  oscy lacy jnym  
(Em v) są z loka lizow ane  o d p o w iedn io  przy  693, 710, 
726, i 740 nm  [76]. D wie z nich: P633 (form a n ieak ­
tyw na) i P 6 5 7  (g łów na  form a fo toak tyw na)  są w i ­
doczne  bepośredn io  w w idm ach  p róbek  m ierzonych  
w c iek łym  azocie. Pom ia ry  w idm  emisji (Em) i 
w zbudzen ia  (Ex) f luorescencji  e t io low anych  liści fa ­
soli w tem pera tu rze  pokojow ej oraz  ich rozkład na 
sk ładow e gaussow sk ie  —  także  p o tw ie rd za ją  is tn ie ­
nie czterech  form spek tra lnych  z m ak s im am i emisji 
przy  631, 644, 655 i 667 nm. D o da tkow o  w ykazano  
obecność  dw óch  w ąsk ich  pasm  p rzy 637 i 650 nm. W 
zależności od pasm a  w zb u d zen ia  w w idm ie  d o m i­
nują: E x440-E m 640 , Ex 460 -E m 6 5 2  [77],

W zg lędny  udzia ł p o szczegó lnych  pasm  w su m a ­
rycznym  w idm ie  em isy jnym  zależy  od  gatunku, w ie ­
ku, stanu f iz jo log icznego  i części rośliny. Z m ien ia  
się on także na skutek  p rzek azy w an ia  energii m iędzy  
barw nikam i. K ró tko fa low e  form y pro toch lo ro f i l idu  
d o m in u ją  w  w id m ach  em isy jnych  epikoty li ,  hypoko- 
tyli i łodyg  wielu  g a tunków  roślin  e t io low anych  [78, 
79]. W n isk o tem p era tu ro w y ch  w id m ach  liści e t io lo ­
w anych  p rzew aża  P 657. W  w aru n k ach  f iz jo log icz ­
nych  pozorn ie  brak form y P 645. W n ieu szkodzonych  
e t iop lastach  p rzekazu je  ona energ ię  do form y P 6 5 7 . 
U sta lono  nas tępu jące  kore lac je :  E x4 3 6 -E m 6 3 3 -  
E m v690 , E x 4 4 3 -E m 6 4 5 -E m v 7 11, E x 4 5 1 -E m 6 5 7 -  
E m v727 , E x 4 6 3 -E m 6 7 1 -E m v 7 4 0  [80].

T echn iką  FLN udow odn iono ,  że pasm o  628 nm  
je s t  em itow ane  p rzez  pulę  m o n o m e ró w  p ro to ch lo ro ­
filidu, pe łn iących  funkc ję  ź ród ła  substratu . N a to ­
m iast pasm o  634-636  nm to m o n o m er  p ro to ch lo ro f i ­
lidu zw iązanego  z enzym em  [81]. P roponow ane  
p rzy p o rząd k o w an ia  są  zgodne  z w yn ik am i badań  
m odelow ych . W łasnośc i  P 6 33 są  zb liżone  do w ła sn o ­
ści spek tra lnych  roz tw o ró w  m o n o m eró w  p ro to ch lo ­
rofil idu  i p ro toch lo ro f i lu  w ro zp uszcza ln ikach  o rg a ­
nicznych . Sugeru je  to, że P 63 3  je s t  m o n o m erem  p ro ­
toch lo ro fil idu  „w o ln e g o ” lub na nośn iku . W łasnośc i 
P 64 5  i P 6 5 7  o d p o w iad a ją  ag rega tom  pro toch lo ro fi l idu  
w ro zp uszcza ln ikach  o rgan icznych  lub im m obilizo- 
w anych  w  postaci w ars tw  na szkle. W  etiop lastach  
agregaty  p ro toch lo ro f i l idu  są  zw iązane  z b ia łkam i 
(in vivo  g łów nie  z PO R ), tw orząc  suprakom pleksy , 
które  w c h o d z ą  w sk ład  ciał p ro lam ella rn y ch  (PB) i 
p ro ty lko idów  (PT) [82]. R óżn ice  pom ięd zy  P 637, 
P 6 4 5 , P 6 5 0  i P 6 5 7  m o g ą p o le g a ć  m iędzy  innym i na s to p ­
niu  agregacji lub/i z ró żn ico w an y m  o d dz ia ływ an iu  z 
N A D P H  i N A D P + [6 ]. K o m pleks  p o tró jny  m oże w y ­
stępow ać  w p las tydach  ja k o  m onom er, d im er lub 
m u lt im er  (Ryc. 5) [34, 77].
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Rys. 5. Przemiany form spektralnych kompleksów Pchlidu i Chlidu związane z procesami fotoredukcji w temperaturze pokojowej [wg 77, zmienione].

IV-2. M echanizm  fotoredukcji protochlorofilidu

D otychczasow e badan ia  dos ta rczy ły  w ie lu  in fo r­
macji o p rzem ianach  spek tra lnych  zw iązanych  z 
p rzekszta łcen iam i ch rom ofo rów : p ro toch lo ro fi l id  
->chorofil id  -> chlorofil.  Z naczn ie  mniej w iadom o o 
zm ianach  w obrębie  b ia łka  L PO R , k tóre  z ach o d zą  w 
czasie fo toredukcji ,  p on iew aż  je g o  s truk tura  wy- 
że j-rzędow a nie je s t  je sz c z e  znana.

Foto transfo rm acja  je s t  zw iązana  z p rzen ies ien iem  
2  e lek tronów  i w o dorów  na cząs teczkę  p ro to ch lo ro ­
filidu i redukc ją  pod w ó jn eg o  w iązan ia  w p ie rśc ien iu
D. Energia  świetlna  je s t  a b so rb o w an a  p rzez  skom - 
p leksow any  p ro toch lo ro f i l id  [82], Is tn ie ją  ko n tro ­
wersje, czy fo to redukcja  p ro toch lo ro f i l idu  je s t  p o je ­
dynczą, u l tra szybką  fo to reak c ją  [83, 84], czy też 
obejm uje  dw a sukcesyw ne  [85] lub rów no leg łe  [8 6 ] 
procesy. B adania  kore lac ji  po m ięd zy  w y d a jn o śc ią  
fo toredukcji  a in ten sy w n o śc ią  św iatła  w z b u ­
dzającego , w sk azu ją  na reakcje  je d n o fo to n o w ą  [8 6 ]. 
G enerac ja  ch lorofil idu  zachodzi  ba rdzo  szybko  ( t l / 2  
= 6 .9ps)  [83],

Po absorpcji kw antu  św ia tła  w czasie  10 'l5s p o ­
w staje  szereg w za jem nie  p rzek sz ta łca jący ch  się me- 
tas tabilnych p roduk tów  pośredn ich : X I 5 4 9  (2ns), 
X 2 64 0  ( 2 5 0ns), oraz X 3 ó9 o ( l p s ) ,  k tó ry  u lega  re laksa ­
cji w ciągu 1 0  ms, dając p roduk t ko ń co w y  —  chloro- 
filid [85], I g n a t o v  i wsp. [8 6 ] doszli do w niosku , że 
X 6 9 0  w je s t  m ieszan in ą  dw óch  in tem ed ia tów  R 6 8 8  i 
R (,97 i zaproponow ali  schem at,  w k tó rym  dw a ró w n o ­
ległe p rocesy  fo tonow e p ro w a d z ą  do p o w stan ia  ro d ­
ników  pro toch lo ro f i l idu  P H ' i 7 i P H ńs, k tóre  w reak ­

cji dysm utacji  d a ją  cząs teczk i  chlorofil idu . W ed łu g  
G r i f f i t h s a  i wsp. [87] absorpc ja  św ia tła  p rzez  
barw nik  p ow odu je  po w stan ie  cen trum  e lek tro f i low e-  
go przy w ęg lu  C 17 p ro toch lo ro fi l idu , dzięki ro z sz ­
czepieniu  je d n e g o  w iazan ia  m iędzy  w ęg lam i C ] 7 i 
C !8 oraz p rzen ies ien iu  e lek tronu  od C !7 do C i 8. P o ja ­
w ienie  się doda tn iego  ładunku  na w ęg lu  C [7 p o zw ala  
na atak e lek tro f i low y  H', poch o d ząceg o  z N A D P H . 
W ten sposób pow sta je  an ion  [P ch lid -H ]’ ( id e n ty f i ­
kow any  z X 690). Jest on nas tępn ie  n eu tra l izow any  
przez przy łączen ie  p ro tonu  do C ]8. W ed łu g  tego 
schem atu  w szeregu in d ukow anych  św iatłem  reakcji 
nie po w sta ją  rodniki.  Brak sygna łu  EPR p o tw ie rd z o ­
no w późn ie jszych  badan iach  m o de low ych  fo to re ­
dukcji in v itro  z  M B P -P O R  [51]. Układ, zaw ie ra jący  
tylko substra ty  reakcji w y k azy w a ł  bardzo  w y so k ą  
ak tyw ność  fo toredukcji ,  p o m im o  braku  flawiny. 
Św iadczy  to, że P O R  nie je s t  f law oenzym em , co su ­
gerow ano  poprzedn io  [8 6 ].

S truk tura  wyżej rzędow a  cząsteczki L P O R  nie 
je s t  znana. Bardzo  ogó lny  m odel  m iejsca  ak tyw nego  
usta lono  na podstaw ie  badań  N M R  [8 8 ]. In vivo  en ­
zym  p rzep ro w ad za  reakc ję  ty lko z izom erem  
[3-NADPH, a pow sta ły  p roduk t j e s t  zaw sze  iz o m e ­
rem trans. P ie rśc ień  p ro toch lo ro fi l idu  je s t  tak z o r ie n ­
tow any  w kieszeni enzym u, że H +, p o ch o d zący  z 
N A D P H , je s t  dos ta rczany  do C [ 7 z jedne j s trony  , n a ­
tom iast drugi wodór, poch o d zący  z w ody  lub reszty  
karboksy low ej z cen trum  ak tyw nego , p rzy łącza  się 
do C ) 8 z je g o  p rzeciw nej strony. T ow arzyszące  z m ia ­
ny spektra lne  p ro toch lo ro f i l idu  i ch lorofil idu , są 
zw iązane  z re laksac ją  cząsteczki enzym u, u w a ln ia ­
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niem się produktu  reakcji  i je g o  dalszą, s to pn iow ą  fi- 
ty lizacją  [77, 89.]

V. Rola światła, protochlorofilidu i LPOR i 
NADPH w regulacji syntezy chlorofilidu

Rozwój i u trzym an ie  aparatu  fo tosyn te tycznego  
zdolnego do sprawnej adaptacji do zm ien ia jącego  się 
ciągle na tężenia  i sk ładu spek tra lnego  światła , w y ­
m aga stałej dos taw y op tym alnych  ilości cząs teczek  
chlorofili a i b do błon ty lako idow ych . R egulacja  
tego w ie loe tapow ego  i z łożonego  procesu  odbyw a 
się na różnych poz iom ach : zarów no  na szlaku sy n te ­
zy chrom oforów , j a k  i b ia łek  z nimi zw iązanych .

Redukcja  pro toch lo ro f i l idu  do ch lorofil idu  je s t  
obok pow staw ania  kw asu  5 -am in o lew u lin o w eg o  i 
M g2+protoporf iryny  IX, je d n y m  z k luczow ych  e ta ­
pów regulacji syn tezy  chlorofili  i rozw oju  aparatu  
fo tosynte tycznego. Szybkość i w yda jność  tego p ro ­
cesu zależy m iędzy  innymi od ak tua lnego  poz iom u 
kosubstratów: p ro toch lo ro f i l idu  i N A D P H  oraz p o ­
ziom u aktywnej LPO R . W roś linach  rosnących  w c y ­
klu dobow ym  św iatło /c iem ność , p ro toch lo ro fi l id  n a ­
grom adza się w  nocy  w otoczce  p lastydow ej [22, 23]. 
W ciągu dnia je s t  on syn tezow any  tylko w n iew ie l­
kim  nadm iarze  w s tosunku do ak tua lnego  poz iom u  
LPOR. Na świetle  w olny  pro toch lo ro f i l id  u lega 
szybkiej fo tooksydacji ,  na tom ias t  zw iązany  z L PO R  
—  natychm iastow ej fo toredukcji.  D latego też pasm a 
p ro tochlorofil idu  trudno w ykazać  w w idm ach  e m i­
syjnych roślin  h o dow anych  na świetle , jak k o lw iek  
zdolność  jeg o  syntezy  je s t  w tak ich  roślinach u trz y ­
m ana [90]. Barw nik  zw iązany  z enzym em  nie je s t  p o ­
datny na fo tooksydac ję  i nie m oże  jed n o cześn ie  in ­
dukow ać des trukcy jnych  p ro cesó w  fo todynam icz-  
nych  [91]. Światło , w pływ ając  na ak tualny  poz iom  
pro tochlorofil idu , regulu je  ak tyw ny  transport 
p L P O R -A  przez  o toczkę  p la s ty d o w ą  [35, 36, 38].

W  naśw ie tlanych  p las tydach  nas tępu je ,  w m iarę  
potrzeby, szybka regenerac ja  ak tyw nego  kom peksu  
P ch lid -L P O R -N A D P H . N isk i po tenc ja ł  redoks mi- 
k rośrodow iska  reakcji oraz w ysok i poz iom  N A D P H  
sprzy ja ją  p o w s taw an iu  i s tabilizac ji  g łów nej form y 
fotoaktyw nej P657. P odw yższen ie  po tenc ja łu  redoks 
w obecności nadm ia ru  N A D P + faw oryzu je  tw orzenie  
n ieak tyw nych  form P 6 38  i P 6 so, k tóre  są in term edia ta-  
mi w  procesie  regeneracji  [55, 92],

Światło  kon tro lu je  syntezę  chlorofili  także p o ­
p rzez  w pływ  na ekspresję  genów  (na poz iom ie  t ran ­
skrypcji i translacji)  szeregu  en zy m ó w  zw iązanych  z 
syn tezą  A LA . N a przykład : induku je  ekspresję  
m R N A  deam inazy  po rfob il inogenu , M g 2+-chelatazy, 
czy też genów  por. W roś linach  e t io low anych  synta-

za kw asu 5 -am in o lew u lin o w eg o  je s t  regu low ana  
przez  p ro toch lo ro f i l id  na zasadz ie  u jem nego  sp rzę ­
żen ia  zw ro tnego  [93].

Podczas naśw ie tlan ia  e t io low anych  siewek, w 
rozw ija jących  się p las tydach  obserw uje  się s topn io ­
we zan ikanie  s truk tury  PLB, zm nie jszan ie  ak ty w n o ­
ści i s tężen ia  L P O R -A , podczas  gdy stężenie  
L P O R -B  pozosta je  stałe, a L P O R -C  wzrasta. O b n i­
żenie  ilości L P O R -A  odbyw a  się dzięki kilku m e c h a ­
nizm om . O prócz  różnic  w im porc ie  p L P O R -A  i 
pL P O R -B  obserw uje  się pod  w p ływ em  światła  
g w ałtow ny  spadek  s tężen ia  m -R N A , który koduje  
L P O R -A  [33], B adan ia  p rzeb iegu  transkrypcji  in v i­
tro  w ykazały , że n ega tyw ny  w pływ  światła  na s tęże­
nie m -R N A  L P O R -A  wiąże  się ze zm nie jszen iem  
transkrypcji  genu  por-A  indukow anej przez fito- 
ch rom  (Pfr ) [94], D o da tkow o  ekspresja  L P O R -A je s t  
reg u lo w an a  na poz iom ie  stab ilności m -R N A  [34], W 
reg ion ie  3 t r a n sk ry p tu p o r-A , k tóry  nie ulega trans la ­
cji, zna lez iono  e lem ent DST, stały  dla innych n ie s ta ­
bilnych  t ransk ryp tów  genów  roślinnych . E lem entu  
tego brak  w m -R N A  k o d u jącym  PO R -B  [95],

Światło  indukuje  także syntezę  proteazy, która 
specyficzn ie  degradu je  kom pleksy  L P O R -A -ch lo ro -  
filid [36, 96], F o toenzym  p o zb aw iony  substra tów  i 
p roduk tów  je s t  mniej w raż liw y  na dzia łanie  pro teazy  
niż zw iązany  z nimi. Sugeru je  się, że pro teza  sp ecy ­
f iczna dla L P O R -A  odgryw a w a ż n ą  rolę f iz jo lo ­
g iczną  w czasie  transfo rm acji  e tiop las tów  do ch lo ro ­
p las tów  i skore low anej z tym dezin tegracji  PLB. Jest 
p raw dopodobne ,  że p ro teo li tyczne  fragm enty  
L PO R -A  m o g ą  służyć ja k o  przenośn ik i  chlorofil idu  
do rozw ija jących  się ty lakoidów , lub naw et reg u lo ­
w ać proces  fo rm ow an ia  fo tosyn te tyczn ie  ak tyw nych 
k o m p lek só w  w b łonach  ty lako idow ych  [96]. W y k a­
zano, że w w aru n k ach  in vitro  kom pleksy  L P O R -A  i 
L P O R -B  są  w  rów nym  stopniu  w raż liw e  na d eg rad a ­
cję  p ro teo l i ty czn ą  [36]. O prócz  w ie los tronnego  
w p ły w u  św ia tła  na syn tezę  ch lorofilu  w ykazano  
także  dzia łan ie  endogennego  zegara  b io log icznego  o 
cyklu  20-24 g o d z innym  [97].

VI. Podsumowanie

A ktyw ność  fo tosyn te tyczna  chlorofilu  w arunku je  
życie  na Ziemi. Jest to w ys ta rcza jący m  p ow odem  do 
in tensyw nego  badan ia  k lu czow ego  etapu jeg o  b io ­
syntezy. Z rozum ien ie  m ech an izm u  fotoredukcji  p ro ­
toch lo ro f il idu  do ch lo ro f i l idu  i jej w pływ u na różne 
e tapy  rozw oju  apara tu  fo to syn te tycznego  roślin  w y ż ­
szych  je s t  w ażne  za rów no  z punk tu  w idzenia  n a u k o ­
w ego , ja k  i p rak tycznego . Izo fo rm y  L P O R  s tanow ią  
(obok  fotoliazy D N A ) jed y n e ,  odkry te  dotąd, fotoen-
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zym y, które w y k o rzy s tu ją  b ezpośredn io  św iatło  ja k o  
źródło  energii ak tyw acji .  N ieste ty ,  p roces  ten je s t  a k ­
tualnie  znany  ty lko  w o g ó lnych  zarysach . W iadom o , 
że fo to redukcja  p ro toch lo ro fi l idu  je s t  s tereospecy-  
ficznie ka ta l izow ana  p rzez  izo en zy m y  LPO R . Z n a ­
my jed y n ie  ich sekw encje  oraz udz ia ł  p o sz c z e g ó l­
nych e lem en tów  s truktury  d rugorzędow ej.  D otąd  nie 
usta lono p rzestrzennej s truk tu ry  L P O R , b u d o w y  
centrum  ak tyw nego , ani tym  bardzie j  dokładnej b u ­
dow y po tró jnego  kom p lek su  P ch l id -L P O R -N A D P H . 
F iz jo log iczna  ro la  izo en zy m ó w  nie je s t  w pełni u d o ­
w odniona . D ane d o tyczące  k ine tyk i fo to redukcji  są 
d ob rą  p o d s taw ą  da lszych  badań  nad m o leku la rnym i 
m echan izm am i tego p rocesu . Jednakże  k luczow e  
znaczenie  dla ro zw iązan ia  w szys tk ich  w y m ie n io ­
nych zagadn ień  m a poznan ie  pełnej s truk tury  fo toen- 
zym u i po tró jnego  kom pleksu , co stanow i o lb rzym ie  
pole dalszych badań.

Artykuł otrzymano 28 lutego 2002 
Zaakceptowano do druku 16 grudnia 2002
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Macierze DNA ATLAS™ BD Biosciences Clontech

Nowoczesne narzędzie do analizy ekspresji genów

Ma kro mac i erze nylonowe 190-1200 genów. 

Mikromacierzc szklane 1200-7600 genów. 

Mikromacierze plastikowe ponad 12000 genów, 

Znakowanie 33P macierze plastikowe oraz 

ny łonowe.

Znakowanie fluorescencyjne —  macierze szklane. 

Nadrukowy wane sekwencje dobierane pod względem 

wy dajności hybrydyzacji, jednoznaczności sekwencji, 

braku homologii z innymi genami z Banku Genów, 

Kontrola sekwencji nici nadrukowywanych na 

macierz po procesie sy ntezy i nadruku.

Możliwość kilkukrotnego użycia macierzy 

ny lonowych i plastikow y cli.

Standardy kalibracyjne dla poszczególnych partii 

produkcyjny cli mikromacierzy plastikowy cli.

h\ brydyzacji

•sc sekwencji 
gn )

( )lmonukleot\dv

I ¡am nentY cl)N.\

Zależność między długością nadrukowanego fragnicnlu DNA 
i efekt\wność h\brydezacji ora/jednoznacznością sekwencji (brakiem 
homologii do innych genów).

W mikromacier/aeh A II \ S  ' '  stosuje się oligonukleot\d\ 
o dhmosci 80 /asad.

Macierze A T L A S INI zawierają jedynie geny o znanej 
sekwencji i funkcji, opisane w Bankach Genów.
Nie zawierają sekwencji LS I .

Na mikromacierzach każdy gen jest reprezentowany 
przez jeden rodzaj oligonukleoty du (80 zasad) 
nadrukowany w jednym  powtórzeniu 

gen jeden spot).

Makromacierze cDNA zaw ierają dla poszczególny cli 
genów jeden  rodzaj fragmentu cDNA nadrukowany 
w dwóch powtórzeniach.

Sy stem A T L A S 131 obejmuje kompletne zestawy 
odczynników do izolacji RNA, syntezy i znakowania 
nici cDNA. izolacji znakowany ch nici i hybrydyzacji 
do m acierzy. Oferujemy rów nież oprogramowanie 
do analizy macierzy i statystycznego opracowywania 
dany cli eksperymentalnych.

Porównanie ekspresji genów mięśnia szkieletowego osoby zdrowej (A) 
i chorej na cukrzecę (B) z zastosowaniem Atlas Plastic Humań 
Miiroat  raę <S k  (#7905-1). 1.2 — wzrost ekspresji genów;
3. 4 — obniżenie poziomu ekspresji

Becton Dickinson Polska Sp. z o.o.
02-916 Warszawa
ul. Okrężna 9
tel: :4 8  22 651 53 00
fax: +48 22 65 I 79 24
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Mikromacierze białkowe BD Biosciences Clontech

Najnowsza technika do badań proteomicznych

Cell Cycle 

^  Cancer, Growth

Membrane

Adhesive 
Migration /
Ç tT iirtiira l *

\
Ras, G-Proteins, 

Regulators

Receptors
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Funkcjonalna klasyfikacja białek rozpoznawanych przez, 
przeciwciała nadrukowane na AB Microarray.

Pierwsza komercyjna m ikromacierz białkowa 
(A b M icroarray 380 # K 1847-1) zaw iera 378 
typów przeciwciał monoklonalnych 
nadrukowanych w dwóch powtórzeniach. 
Przeciwciała specyficznie wiążą 378 rodzajów 
białek ludzkich (cytozolowych lub związanych 
z błonami). Duża część przeciwciał wykazuje 
krosreaktywność z białkami mysimi 
i szczurzymi. N a mikromacierzy 
reprezentowane są białka związane 
z różnorodnymi procesami na terenie komórki 
(apoptoza, cykl komórkowy, regulacja 
transkrypcji, adhezja itp.)

• Analiza profilu ekspresji kilkuset białek w jednym  

eksperymencie,

• Porównanie poziomu białek w różnych próbkach 

biologicznych,

• Wyniki uzy skiwane podczas jednego  dnia pracy,

• W ysoka specyficzność uzyskana dzięki zastosowaniu 

przeciwciał monoklonalnych dobranych zarówno pod 

względem specy ficzności jak  i pow inowactwa do 

antygenu (jednoznaczność rozpoznawania i siła 

w iązania przeciwciał z białkami),

• znakowanie fluorescencyjne,

• kompletny zestaw (dwie mikromacierze, zestaw 

buforów do izolacji i znakowania białek).

Sam pleA SampfeB

PBD
A b  M k ro  array

Procedura postępowania przy analizie ekspresji białek z zastosowaniem 
Mikromacierzy białkowych BD Clontech

http://rcin.org.pl



KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO  

POLSKIEGO TOW ARZYSTW A BIOCHEMICZNEGO

Dotyczący składek członkowskich i prenumeraty „Postępów Biochemii” w roku 2003

Składka c z ło n k o w sk a  w  2003 roku  w ynosi:
dła C z ło n k ó w  rzeczy w is ty ch  80.- zł.
dla C z ło n k ó w  s tu d en tó w  40 .-  zł
w  tym  roczna  p ren u m era ta  „P os tępów  B io ch em ii” .

M ałżeństw a  m o g ą  op łacać  sk ładk i w  w ysokośc i  80. + 40. =  120 zł.
C złon k ow ie , k tórzy  o p ła cą  sk ła d k ę  cz ło n k o w sk ą  do 30 czerw ca  2003 , m ają  za p ew n io n ą  b ezp ła tn ą  p re­

n u m eratę k w a rta ln ik a  P o lsk ieg o  T ow arzystw a  B io ch em iczn eg o  „P o stęp y  B io ch em ii” . C zło n k o w ie , k tó ­
rzy op łacą  sk ła d k ę  po tym  term in ie , b ęd ą  m ogli o trzym yw ać k w a rta łn ik  do czasu  w y czerp a n ia  się za p a ­
sów  m agazyn ow ych .

Pow yższe  z m ian y  nie d o ty c z ą  C z ło n k ó w  H on o ro w y ch  Tow arzystw a.
N a tom ias t  C z ło n k o w ie -E m ery c i  -  nadal zw oln ien i  z op łacan ia  sk ładki cz łonkow sk ie j  -  p ła c ą  za  p re n u m e ra ­

tę „P ostępów  B io c h e m ii” 30.- zł.
O soby  n iebędące  cz ło n k am i T o w arzy s tw a  m o g ą  być p ren u m era to ram i „P o s tęp ó w  B io c h e m ii” . K osz t  w  2003 

roku —  80 zł.
B iblio teki p ła c ą  za p ren u m era tę  „P o s tęp ó w  B io ch em ii” w  roku  2003 120.- zł.

P ros im y o w n o szen ie  op ła t bez  w ezw an ia  na nasze  konto  w  B P H  P B K  S.A. III O ddz. W arszaw a nr 
11101053-411050000371.

Jo lan ta  B arańska

Prezes Po lsk iego  T ow arzys tw a  B io chem icznego

POLSKIE TOW ARZYSTW O BIOCHEMICZNE  

ZAPROSZENIE

Jeżeli ch c ia łabyś /chc ia łbyś  zap isać  się na listę e -m a ilo w ą  Po lsk iego  T ow arzystw a  B io ch em iczn eg o  wyślij  
e-mail na adres: in fo p tb io c h @ n e n ck i .g o v .p l . W  po lu  „sub jec t „ um ieść  sw oje  nazw isko  i im ię  (w  takiej k o le jn o ­
ści i bez po lsk ich  z n ak ó w  d iak ry ty czn y ch )  oraz  adres e-m ailu . W ysyła jąc  taki m ail zgadzasz  się  na  to, aby na 
Twój adres e -m a i lo w y  p rzy ch o d z i ły  in fo rm acje  ZG, listy p o jed y n czy ch  lub grup  cz ło n k ó w  do ogółu  członków , 
in form acje  z FE B S o z jazdach  i k u rsach  o raz  m ate r ia ły  rek lam ow e. L is ta  będz ie  rozsy łać  m a te r ia ły  k o n tro lo w a­
ne przez m odera to ra ,  k tó ry m  będz ie  A d am  Szew czyk , sek re tarz  Z arządu  G łó w nego  Po lsk iego  Tow arzystw a  
B iochem icznego ,  tak  w ięc  n ie  będz ie  Ci g rozić  za lew  śm ieciow ej pocz ty  i z aw iru so w an y ch  „ a t tach m en tó w ” . 
M am  nadzieję , że tą  d ro g ą  po p raw i się  stan po in fo rm o w an ia  n aszych  cz ło n k ó w  o różnych  w yd a rzen iach  n a u k o ­
w ych, s typend iach , k u rsach  i w reszc ie  o ak tyw nośc i  poszczeg ó ln y ch  oddz ia łów  naszego  T ow arzystw a. Być 
m oże rów nież  „L is ty  do b io c h e m ik ó w ” redag o w an e  przez  p. Teresę W eso ło w sk ą  b ę d ą  obo k  wersji  d rukow anej 
ko lpo rtow ane  p rzez  n a sz ą  listę. Z ap ra szam  także  do od w ied zen ia  s trony  w w w  naszego  T ow arzystw a

A d am  Szew czyk

Sekre ta rz  Z arządu  G łów nego
Polsk iego  T ow arzystw a  B ioch em iczn eg o

http://rcin.org.pl

mailto:infoptbioch@nencki.gov.pl

	SPIS TREŚCI CONTENTS



