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ARTYKUŁY

Mikroprocesory DNA w badaniach biomedycznych 

DNA microarrays in biomedical studies

MAREK MIROWSKI1, JACEK BARTKOWIAK2

Spis treści:

I. W stęp
II. M ikroprocesory  o l igon uk leo tydow e
III. M ik roprocesory  c D N A
IV. Czynnik i  w p ływ ające  na dzia łan ie  m ikroprocesorów  

D N A
V. W ykorzystan ie  m ik roprocesorów  oligonuk leotydo-  

wych
VI. W ykorzystan ie  m ik roprocesorów  cD N A
VII.  M ikroprocesory  D N A  w badaniach ekspresji  genów
VIII. Inne obszary zastosow ań m ikroprocesorów  D N A
IX. Uwagi końcow e

W ykaz  stosowanych skrótów: BRCA1 —  (ang. Breast Cancer 
Gene I) —  gen dziedzicznej formy raka sutka, CFTR  —  (ang. 
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) —  re
gulator przewodzenia transmembranowego, gen warunkujący 
mukowiscydozę, Cy3 i Cy5 —  (ang. Cyjanine 3 and 5) —  barw
niki fluorescencyjne: cyjanina 3 i 5, DNP-cDNA —  (ang. Dini- 
trophenyl-cDNA) —  cDNA wyznakowany dinitrofenolem, 
CMS —  (ang. Genomie M ismatch Scanning) —  odszukiwanie 
sekwencji genomowych błędnie sparowanych, HRP —  (ang. 
Horse Radish Peroxidase) —  peroksydaza chrzanowa, 1BD —  
(ang. Identity by D escent) —  identyczność genomowych regio
nów uwarunkowanych dziedziczeniem, PCR —  (ang. Polym e
rase Chain Reaction) —  polimerazowa reakcja łańcuchowa, 
RE PSA —  (ang. Restriction Endonuclease Protection Selection  
and Amplification) —  selekcja i amplifikacja fragmentów chro
nionych przed działaniem endonukleaz, RT-PCR —  (ang. 
Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) —  reakcja 
odwrotnej transkrypcji z następującą po niej polimerazową re
akcją łańcuchową, SBH —  (ang. Sequencing by Hybridization) 
—  sekwencjonowanie za pomocą hybrydyzacji, SNP —  (ang.

'Dr hab., Pracownia Biologii Molekularnej, Zakład Biochemii 
IBŚiB AM, ul. Muszyńskiego 1, 90-151 Łódź, Ośrodek Badaw
czo-Rozwojowy Izotopów, 05-400 Otwock-Świerk, e-mail: mi- 
rowski@pharm.am.lodz.pl, tel/fax. 042 678 2927; 2dr hab., 
Zakład Biologii Molekularnej, Katedra Onkologii AM, ul. Cze
chosłowacka 8/10, 92-216 Łódź, e-mail: j.bartkowiak@ 
pro.onet.pl; tel. 042 675 7630.

Contents:

I. Introduction
II. O ligonucleotide  m icroarrays
III. c D N A  microarrays
IV. Factors having influence on the per fo rm a nce  o f  DNA  

m icroarrays
V. Application  o f  o l igonucleotide  m icroarrays
VI. Application  o f c D N A  m icroarrays
VII D N A  m icroarrays for gene express ion  studies
VIII. O thers areas for DN A m icroarrays  application
IX. C onclud ing  rem arks

Single Nucleotide Polymorphism) —  polimorfizm pojedyn
czych nukleotydów, T-DNA (ang. Transgenic DNA)  —  DNA 
transgenowy, ruchomy fragment DNA plazmidu Ti Agrobacte
rium tumefaciens lub Ri A. rhizogenes, Tm —  (ang. Melting 
Temperature) - temperatura topnienia DNA, TMAC —  (ang. 
Tétraméthylammonium Chloride) —  chlorek tetrametylamono- 
wy, TSA —  (ang. Tyramide Signal Am plification) —  tyramido- 
wy system wzmacniający sygnał.

I. Wstęp

Koncepcja mikroprocesorów DNA (mikrosiatki 
DNA; ang.: DNA microarrays , DNA microchips) zo
stała opracowana przez zespół badaczy z Whitehead 
Institute fo r  Biomedical Research  (Massachusets,  
USA) [1], Technologia przygotowywania mikropro
cesorów DNA opiera się na wcześniejszych do
świadczeniach nad hybrydyzacją ol igonukleotydów 
unieruchomionych na podłożu stałym [2-4], Sprowa
dza się ona do umieszczenia na błonach nylonowych, 
albo silikonowych lub szklanych płytkach, bardzo 
wielu cząsteczek jednoniciowych ol igonukleotydów 
lub DNA. Pojedyncza cząsteczka zajmuje powierz
chnię o średnicy mniejszej niż 250 mikronów. Han
dlowo dostępne mikroprocesory zawierają od 200 do 
250 000 takich cząsteczek na cm". Związane z
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podłożem oligonukleotydy lub cząsteczki DNA 
pełnią rolę sond molekularnych.  Nie zawierają j e d 
nak znaczników. Wyznakowane barwnikami fluore
scencyjnymi są natomiast  hybrydyzujące z nimi ana
lizowane kwasy deoksyrybonukle inowe lub rybonu
kleinowe. Za pomocą mikroprocesorów można także 
badać wiązanie z DNA białek lub innych ligandów. 
Zastosowanie czułych technik detekcji fluorescencji 
umożliwia precyzyjną identyfikację każdego skład
nika badanej mieszaniny i ocenę i lościową jego 
wiązania. Uzyskiwane dane są gromadzone i opraco
wywane za pom ocą zaawansowanych programów 
komputerowych.  Mikroprocesory  DNA w jednym 
doświadczeniu pozwalają na analizę tysięcy genów. 
Umożl iwiają ich sekwencjonowanie,  określanie po
limorfizmu, a także szybkie badanie aktywności [5].

Mikroprocesory przygotowuje się przeprowa
dzając bezpośrednio na płytce syntezę zaprogramo
wanych ol igonukleotydów lub adsorbując na niej 
cząsteczki DNA. Jednoniciowe oligonukleotydy za
wierają od 10 do 25 nukleotydów (mikroprocesory 
ol igonukleotydowe).  Technika mikroosadzania po
zwala na związanie dłuższych odcinków jednonicio- 
wego DNA (0.5-2.0 kz). Najczęściej są to namna- 
żane metodą PCR określone rodzaje cDNA. Taki mi
kroprocesor określany jes t jako mikroprocesor 
cDNA.

II.M ikroprocesory oligonukleotydowe

Przygotowanie tych mikroprocesorów sprowadza 
się zwykle do syntezy deoksyoligonukleotydów. 
Najchętniej s tosowanym podłożem jest  szkło, cha
rakteryzujące się obojętnymi  właściwościami che
micznymi,  niską wewnętrzną  fluorescencją oraz mo
żliwością chemicznego modyf ikowania jego po
wierzchni. Ograniczeniem techniki syntezy ol igonu
kleotydów na szkle jes t  ich długość. Z a l e tą—  możl i
wość równoległej  syntezy wielu ol igonukleotydów o 
sekwencji zaplanowanej  w oparciu o dane z banku 
genów, bez konieczności  przeprowadzania dodatko
wych zabiegów związanych z klonowaniem.

Stosuje się kilka strategii uzyskiwania mikropro
cesorów ol igonukleotydowych. Metoda tzw. odblo
kowywania światłem (ang. Light-Directed Deprotec- 
tion Method), opisana przez F o d o r a  i w s p . ,  [2], 
wykorzystuje fosfamidowe pochodne nukleotydów. 
Powierzchnia płytek pokryta jest  chemicznymi 
cząsteczkami łącznikowymi zawierającymi na ko
ńcach fotolabilne grupy zabezpieczające.  Selektyw
ne naświetlanie określonego obszaru podłoża, po
przez s tosowanie ekranów fotolitograficznych, usu
wa zabezpieczenia,  co umożl iwia przyłączenie nu-

kleotydu do odblokowanego łącznika. Powtarzanie 
procesu pozwala na równoległe syntetyzowanie róż
nych ol igonukleotydów w zaplanowanych miejscach 
płytki. Wyprodukowanie za pomocą tej technologii 
mikroprocesora,  na którym z czterech różnych zasad 
zsyntetyzowane byłyby ol igonukleotydy o długości 
20 zasad, wymaga cyklu kontrolowanej deprotekcji i 
wiązania powtórzonego 80-razy. Technologia ta do 
starcza płytek o bardzo wysokiej gęstości naniesio
nych elementów (do 250 000 na cm2). Wydaje się 
być bardziej przydatna w masowej produkcji raz za 
projektowanych mikroprocesorów,  niż w opracowy
waniu mikrosiatek prototypowych.

Inną technologią wykorzystywaną do produkcji 
mikroprocesorów oligonukleotydowycgh jest  meto
da drukowania st rumieniowego (ang. Ink-Jet Prin- 
ting), oparta na bezpośrednim dostarczaniu fosfami- 
dowych pochodnych nukleotydów do wybranych 
miejsc na płytce [6]. W tej technice powierzchnia 
szkła jest  pokryta hydrofobowym materiałem 
światłoczułym. Wytrawianie fotolitograficzne o d 
krywa obszary na których ma być prowadzona synte
za. Następnie do powstałych „studzienek” hydrofil- 
nych dostarczane są fosfamidowe pochodne nukle
otydów, gdzie następuje ich wiązanie. Technika dru
kowania s trumieniowego pozwala uzyskiwać mikro- 
siatki o gęstości wynoszącej do 10 000 sekwencji nu- 
kleotydowych na cm2.

III. Mikroprocesory cDNA

Mikroprocesory takie o trzymywane są w procesie 
nanoszenia cDNA o różnych sekwencjach na odpo
wiednie miejsca szklanej płytki. Nanoszenie odbywa 
się zwykle z wykorzystaniem mikronakraplania za 
pomocą kapilar, w których ilość nanoszonego DNA 
jest  ściśle kontrolowana [7-11], Zgodnie z sugestia
mi S o u t h  e r n a  [12] najbardziej wygodnym mate
riałem do przygotowywania tego typu mikroproceso
rów są płytki szklane, których powierzchnia,  podda
na modyfikacjom chemicznym,  silnie adsorbuje 
DNA. Modyfikacje te zwykle polegają na pokrywa
niu powierzchni szkła poli lizyną [7, 8, 13] lub reak
tywnymi aldehydami [14, 15]. Roboty stosowane do 
produkcji mikroprocesorów tego typu pozwalają na 
przygotowywanie w ciągu 12 godzin około 100 
płytek, z których każda zawiera ponad 10000 zaad- 
sorbowanych sekwencji  DNA.

Inną możl iwością jest  drukowanie strumieniowe 
ze s tosowaniem wtryskiwaczy,  nanoszących roztwo
ry DNA na powierzchnię szkła. W konstrukcji 
urządzeń wtryskowych wykorzystuje się materiały 
wykazujące efekt piezoelekt ryczny [6]. Technikę tę

POSTĘPY BIOCHEM II 46(4), 2000 273
http://rcin.org.pl



stosuje się do produkcji mikroprocesorów DNA 
służących do porównawczej  analizy ekspresji genów 
[16]. Niewątpl iwą zaletą tej technologii jest możl i
wość adsorbowania na płytce różnych makromolekuł  
(obok DNA także przeciwciał,  węglowodanów,  lipi
dów).

IV. Czynniki wpływające na działanie mikro
procesorów DNA

Analiza za pomocą mikroprocesorów oligonukle- 
otydowych i cDNA oparta jes t na reakcji hybrydyza
cji. Zjawiska hybrydyzacyjne zależą od szeregu pa
rametrów, do których należy zaliczyć temperaturę i 
siłę jo now ą mieszaniny reakcyjnej,  sekwencję nu- 
k leotydową tworzonego heterodupleksu oraz stęże
nia zaadsorbowanych na stałym podłożu sond i stę
żenia nanoszonych kwasów nukleinowych. Proces 
hybrydyzacji  prowadzi się zazwyczaj w temperatu
rze niższej od Tm heteredupleksów. W analizie za 
pom ocą  mikroprocesorów oligonukleotydowych i 
cDNA najczęściej stosowanymi przedziałami tempe
ratur są odpowiednio: 25-42°C i 55-70°C. Ponadto, 
na przebieg hybrydyzacji  mają  wpływ kationy jedno- 
wartościowe,  zwiększające szybkość formowania 
heteredupleksów poprzez zobojętnianie ujemnie 
naładowanych szkieletów fosforanowych, hamu
jących oddziaływania pomiędzy zaadsorbowaną 
sondą a sekwencją naniesionego kwasu nukleinowe
go. W przypadku obu typów mikroprocesorów zwy
kle stosuje się jony sodowe. Sekwencja nukleotydo- 
wa jes t parametrem, który praktycznie pozostaje 
poza kontrolą eksperymentatora,  ale którego znacze
nie uwidacznia się w przypadku mikroprocesorów 
ol igonukleotydowych.  Różne ilości wiązań wodoro
wych pomiędzy parami G:C i A:T powodują,  że wię
kszą  stabilność wykazują dupleksy tworzone pomię
dzy regionami bogatymi w reszty GC. Może to pro
wadzić do błędów w ocenie ilościowej przy tworze
niu hetereodupleksów, a nawet być powodem w ym u
szania niespecyficznej hybrydyzacji.  W przypadku 
mikroprocesorów ol igonukleotydowych stosuje się 
zatem związki chemiczne,  które równoważą energię 
wiązania pomiędzy zasadami G:C i A:T. Do tego 
typu związków należy m.in. chlorek tetrametylamo- 
nowy (TMAC).

Przy stosowaniu mikroprocesorów DNA należy 
ustalić optymalne warunki prowadzenia analizy i 
wprowadzać szereg prób kontrolnych,  zarówno po
zytywnych,  jak  i negatywnych.  Producenci mikro- 
siatek dążą do tego, aby stężenie sekwencji DNA za- 
adsorbowanej na płytce przewyższało 10-krotnie stę
żenie komplementarnej do niej sekwencji  obecnej w

analizowanym kwasie nukleinowym [7, 8, 13, 14, 
16-23], Tylko wtedy bowiem kinetyka procesu hy
brydyzacji ma przebieg zgodny z reakcją pseudo
I-rzędu, tzn. praktycznie zależy jedynie od stężenia 
nanoszonego kwasu nukleinowego. Dwukrotny 
wzrost stężenia badanego kwasu nukleinowego spo
woduje zatem dwukrotne wzmocnienie sygnału. W 
sytuacji, kiedy stężenie zaadsorbowanego na płytce 
DNA byłoby równe lub mniejsze od stężenia kom
plementarnej sekwencji zawartej w analizowanym 
kwasie nukleinowym, niewielkie różnice w stęże
niach immobi lizowanego DNA, wynikające z tech
nologii przygotowania mikrosiatek, powodowałyby 
znaczne zmiany w efektywności procesów hybrydy
zacji a końcowe odczyty sygnałów obarczone byłyby 
znacznymi błędami.

V. Wykorzystanie mikroprocesorów oligonu
kleotydowych

Teoretycznie płytka szklana ze wszystkimi możl i
wymi sekwencjami 8-merowego fragmentu DNA 
umożliwia sekwencjonowanie DNA [24-26], Stoso
wanie jednak mikrosiatek ol igonukleotydowych do 
sekwencjonowania DNA poprzez hybrydyzację nie 
zdaje egzaminu. Trudno jest uzyskać jednoznaczny 
sygnał po procesie hybrydyzacji dużej liczby anali
zowanych równolegle ol igonukleotydów i znaleźć 
granicę pomiędzy właściwym sygnałem a tłem. Wy
korzystanie mikroprocesorów ol igonukleotydowych 
do sekwencjonowania DNA stanie się możliwe kiedy 
pojawią się nowe technologie poprawiające jakość 
samej płytki i wybiórczość procesu hybrydyzacji.  
Możliwe jest  natomiast  stosowanie mikroproceso
rów ol igonukleotydowych do identyfikowania zmian 
pojedynczych nukleotydów w ustalonej sekwencji 
DNA [17, 18, 23, 27-29], Mogą one być przydatne w 
poszukiwaniu mutacji warunkujących różne choro
by. Na mikroprocesorze umieszcza się serie 4 krót
kich oligonukleotydów, które różnią się j edną cen
tralnie położoną zasadą (A, G, C lub T). Zmiana m u 
tacyjna w centralnej części ol igonukleotydu ma 
znacznie większy wpływ na destabilizację wy tw a
rzanego dupleksu niż zmiana występująca w pozy
cjach skrajnych. Inkubacja tak przygotowanego mi
kroprocesora ol igonukleotydowego z badanym 
DNA, wyznakowanym znacznikiem fluorescencyj
nym, spowoduje najintensywniejszą jego hybrydy
zację z ol igonukleotydem o całkowicie komplemen
tarnej sekwencji.  Analiza porównawcza intensywno
ści fluorescencji każdego pola mikroprocesora po
zwala na resekwencjonowanie badanego fragmentu 
prawidłowego i zmutowanego DNA. Taka strategia,
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z powodzeniem stosowana w mikroprocesorach pro
dukowanych przez firmę Affymetrix,  zyskała miano 
strategii dachówkowej  (ang. Tiling Strategy). Rese- 
kwencjonowanie tą techniką fragmentu DNA o 
długości równej 10 kz wymaga mikroprocesora za
wierającego 40 000 unieruchomionych na podłożu 
stałym sekwencji ol igonukleotydowych.  W oparciu 
o tę strategię opracowano mikroprocesor pozwa
lający na wykrywanie mutacji  w ludzkim mitochon- 
drialnym DNA [4]. Kompletna sekwencja ludzkiego 
mitochondrialnego genomu może być zawarta w po
staci 16 000 20-merowych oligonukleotydów. Cały 
mikroprocesor zawiera 64000 sekwencji i umożliwia 
wykrywanie w jednym eksperymencie mutacji obec
nych w całym genomie mitochondrialnym. Płytka 
taka może być wykorzystana również w analizach 
porównawczych,  kiedy celem doświadczeniajest  po
równanie sekwencji  DNA uzyskanego z materiału 
badanego i kontrolnego. W tym przypadku oba ro
dzaje DNA muszą  być wyznakowane różnymi barw
nikami fluorescencyjnymi [30],

Strategia dachówkowa w mikroprocesorach oli
gonukleotydowych jest  wykorzystywana również do 
wykrywania zmutowanych i polimorficznych alleli. 
Przykładem mogą  być mikroprocesory zaplanowane 
do wykrywania zmutowanych alleli w genach CFTR 
[18], B R C A 1 [23] i genie beta-globiny [29], Do anali
zy genu CFTR  wykorzystano 2 mikroprocesory. Je
den, zawierający 428 sekwencji oligonukleotydo
wych, pozwalający na wykrywanie mutacji w ekso- 
nie 11 genu i drugi, zawierający 1480 elementów do 
wykrywania znanych delecji, insercji i mutacji punk
towych. Mikroprocesor zaplanowany do detekcji 
mutacj i w genie BRCA / składał się z 96600 20 mero- 
wych fragmentów DNA i umożliwiał  ich identyfika
cję w odrębie całego eksonu 11 o długości wy
noszącej 3.45 kz.

VI. Wykorzystanie mikroprocesorów cDNA

Mikroprocesory cDNA mogą być użyteczne w 
identyfikacji genomowych regionów niedopasowali 
(GMS). Metoda ta, oparta na technice hybrydyzacji,  
pozwala na szybką identyfikację u dwóch spokrew
nionych osobników identycznych genomowych re
gionów uwarunkowanych dziedziczeniem (IBD) 
bez konieczności określania genotypu lub sekwen- 
cjonowania [3 1-35]. Regiony IBD, wyselekcjonowa
ne za pomocą techniki GMS,  są hybrydyzowane z 
mikrosiatką uporządkowanych genomowych klo
nów. Dokonuje się w ten sposób ich mapowania w 
strukturze chromosomów.  Technika GMS przy uży
ciu mikroprocesora jest więc sposobem badania linii

genetycznych. Służyć może ponadto do wykrywania 
miejsc złamań chromosomów w trakcie mejotycz- 
nych procesów rekombinacji.

Metoda GMS obecnie jest  chętnie i szeroko s toso
wana w badaniach genetycznych drożdży Sacchar-  
myces cerevisiae ze względu na fakt, że praktycznie 
cały genom drożdżowy został już zsekwencjonowa- 
ny [36, 37]. Poznanie nieomal kompletnej sekwencji  
genomu ludzkiego pozwala przypuszczać,  że tego 
typu badania wkrótce rozpoczną się także na tym ge
nomie.

Pokrewieństwa genetyczne pomiędzy organizma
mi zwierzęcymi lub roślinnymi można także badać 
przy wykorzystaniu mikroprocesorów z pol imorficz- 
nymi sekwencjami powtarzającymi  się (np. Alu, 
Alul, Adh). Innym przykładem metod, które opierać 
się mogą o technikę siatek DNA, jest  metoda selekcji 
i amplifikacji  fragmentów chronionych przed 
działaniem nukleaz (REPSA) [38], Technika REPSA 
jest  kombinacją cięcia DNA enzymami rest rykcyjny
mi oraz unieruchamiania na podłożach stałych zam- 
plifikowanych metodą PCR fragmentów chronio
nych przed działaniem endonukleaz.  Pozwala na 
identyfikację analogicznych sekwencji rozpoznawa
nych przez białka wiążące się z DNA.

VII. Mikroprocesory DNA w badaniach eks
presji genów

Mikroprocesory DNA najczęściej i z najwięk
szym powodzeniem wykorzystywane są w po rów
nawczej analizie aktywności genów. W tego typu ba 
daniach stosowane są zarówno mikroprocesory oli- 
gonukleotydowe, jak i cDNA [7, 13, 14, 19, 20, 
37-39]. W trakcie jednego doświadczenia możl iwa 
jest ocena ekspresji nawet wielu tysięcy genów. Za 
pomocą mikrosiatek DNA można selekcjonować 
geny odgrywające decydującą rolę w różnych proce
sach biologicznych. Taką drogę postępowania zas to
sowali m. in. H e 11 e r i wsp. [15] w badaniu proce
sów zapalnych. Mikroprocesory DNA mogą być w y 
korzystywane do przyśpieszonej analizy k lonów 
cDNA, co pozwala ograniczyć wykonywanie kla
sycznych analiz sekwencyjnych [14], Konstruuje się 
także mikroprocesory DNA z sekwencjami  wszyst 
kich genów ulegających ekspresji w danym organi
zmie [40, 41], Takie mikroprocesory stwarzają na
dzieję na odkrycie nowych powiązań pomiędzy szla
kami metabolicznymi i ich podłożem genetycznym 
oraz dają szansę określenia rzeczywistych funkcji 
wielu genów. Mikroprocesory DNA znajdują coraz 
szersze zastosowanie. Obok najbardziej wykorzysty
wanego porównawczego badania ekspresji genów są
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one również stosowane do sekwencjonowania,  bada
nia polimorfizmu pojedynczych nukleotydów, okre
ślania genotypu i aktywności  antysensowych oligo- 
nukleotydów. Niektóre osiągnięcia w zakresie bada
nia genomów uzyskane techniką mikroprocesorów 
DNA przedstawia Tabela 1. Zasadę porównawczej

Tabela 1

dowego systemu wzmacniającego sygnał (TSA) — 
M IC R O M A X  TSA (Ryc. 3 i 4). System TSA umożl i
wia nawet 1000-krotną amplifikację sygnałów chro- 
mogennych i f luorescencyjnych w standardowych 
procesach hybrydyzacji  in situ, a także w badaniach 
immunohistochemicznych.  Zas tosowanie tego syste-

Nicktóre osiągnięcia w zakresie badania genom ów  uzyskane techniką m ikroprocesorów  DNA

O siągnięcie P iśm ien n ic tw o

M ożliw ość badania ekspresji całego genom u Saccharom yces cerevisiae  za pom ocą m ikroprocesora 
zaw ierającego ponad 6000 genów

Z h a n g  M Q  (1999) [42]

O pracow anie bazy danych drożdzow ego RNA pozw alającej na szybką i standaryzow aną analizę 
w yników  badań funkcjonalnych genom u drożdży

A a c h J i wsp., (2000) [43]

Identyfikacja genów Saccharom yces cerevisiae  ulegających ekspresji w różnych stadiach cyklu ko 
m órkow ego, w różnych w arunkach w zrostu a także w obecności czynnika alkilującego, pow o
dującego uszkodzenia DNA

S p e l l m a n  PT i w sp., (1998) [44 
D c R i s i  JL i wsp., (1997) [40]
W 0  d i c k a LH i wsp., (1997) [41 ] 
J c l i n s k y  S A i S a m s o n  LD (1999) [45]

Zastosow anie m ikroprocesora D NA, skonstruow anego w oparciu o poznaną sekw encję nukleoty
dów w genom ie M ycobacterium  tuberculosis, do m onitorow ania ekspresji genów tej bakterii w od 
powiedzi na isoniazyd. W ykazanie, że lek ten indukuje geny kodujące białka zw iązane z m echani
zmem jego  działania

W i l s o n  M i  wsp., (1999) [46]

O kreślenie przydatności analizy polim orfizm u alleli 2D6 i 2C19 cytochrom u P450 dla oceny w ydaj
ności metabolicznej leków

T o  u w DJ (1997) [47]
L i u WW. i wsp., (1997) [48]

Identyfikacja genów  ludzkiego w łókniakom ięsaka, ulegających ekspresji pod wpływ em  a - , ß- i 
y-interferonu, jako  m arkerów  skuteczności terapii

D e r  SD i wsp., (1998) [49]

Z identyfikow anie ponad 100 genów  ludzkiej białaczki m icloblastyczncj HL-60 regulow anych 
przez kwas retinowy. W ykazanie m. in., że m arker różnicow ania kom órek m icloidalnych —  m a ci 
ulega indukcji, a protoonkogen bcl2  —  represji

W a r r i n g t o n  JA i w sp., (2000) [50]

O kreślenie za pom ocą m ikrosiatki cD N A  ekspresji genów w raku ja jn ika  i identyfikacja genów  
istotnych dla procesu kanccrogcnczy

W a n g  K i wsp., (1999) [51]

W yselekcjonow anie genów  kodujących białka błonow e 0  potencjalnej wartości diagnostycznej i te
rapeutycznej (P503S, P504S i P 5 1 OS) ulegających nadekspresji w tkance prawidłowej lub raku p ro
staty
O pracow anie metody szybkiej identyfikacji genów  zw iązanych z rozw ojem  raka prostaty do posta
ci horm ononiczależnej

X u J i wsp., (2000) [52] 
B u b c n d o r f  L i w sp., (1999) [53]

W ykrywanie i identyfikacja dla klinicznych badań diagnostycznych i badań populacyjnych substy
tucji, insercji i delecji w regionach kodujących onkogenów  BRCA1  i BRCA2  odpow iedzialnych za 
dziedziczną predyspozycję do rozw oju raka sutka

F a v i s R i wsp., (2000) [54]
F a v i s R i B a r a n y F, (2000) [55]

O pracow anie możliwej do stosow ania w badaniach populacyjnych bezpośredniej metody w ykry
wania kilkudziesięciu m utacji punktow ych w regionie kodującym  supresorow ego genu p53

W a r r i n g t o n  JA i w sp., (2000) [50] 
F a v i s R i B a r a n y F, (2000) [55]

W ykrywanie mutacji w genach kodujących proteazę i odw rotną transkryptazę w irusa HIV, w arun
kujących oporność tych kluczow ych dla terapii enzym ów  na działanie inhibitorów

K 0  z a 1 M J i wsp., (1996) [56]
G u n t h a r d  HF i w sp., (1998) [57]

analizy aktywności genów za pomocą mikroproceso
ra DNA przedstawiono na Ryc. 1 i 2.

Dostępne m ikroprocesory. Obecnie kilka firm 
oferuje mikroprocesory do porównawczych badań 
ekspresji genów. Firma NEN Life Science Products 
(www.nen.com) opracowała mikroprocesory cDNA 
na płytkach szklanych bez —  M IC R O M A X  Direct 
(Ryc. 2) i z wykorzystaniem opatentowanego tyrami-

mu w analizach z wykorzystaniem mikrosiatek DNA 
pozwala na wykonanie badania przy dysponowaniu 
jedynie 4 pg całkowitego RNA. W przypadku mi
kroprocesorów nie zawierających tyramidowego 
systemu amplifikacji  sygnału wyjściowa ilość RNA 
wynosi około 100 fig. Pierwszy dostępny mikropro
cesor firmy NEN zawierał  2400 znanych genów (z 1 8 
różnych rodzin genowych),  wyselekcjonowanych z

276 POSTĘPY BIOCHEM II 46(4), 2000http://rcin.org.pl

http://www.nen.com


ludzkich bibliotek genowych przez firmę AlphaGene 
(www.alphagene.com). Spośród genów zaadsorbo- 
wanych na tej płytce ponad 40% s tanowią geny o
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Ryc. 1. Ekspresyjny m ikroprocesor D NA. Płytka z 600 genam i (lub ich 
fragm entam i) po hybrydyzacji z badanym  cD N A  w yznakow a
nym znacznikiem  fluorescencyjnym . G eny ulegające nadeks- 
presji lub w yciszeniu są identyfikow ane poprzez określenie sto
sunku intensyw ności sygnału fluorescencyjnego próby badanej 
do próby kontrolnej. Stosunek ten dla genów  m etabolizm u pod
staw ow ego, tzw. „Mouse K eep ing  G enes", jest bliski 1. S tosu
nek pow yżej 3 św iadczy o nadekspreji, a w yraźnie niższy od 
jedności o w yciszeniu ekspresji badanego genu.

pełnej długości,  a średnia długość zaadsorbowanego 
genu wynosi 220 kz. Większość (80%) zaadsorbo- 
wanych genów dotyczy mózgu.  W puli 2 400 genów 
znajduje się 100 genów odnośnikowych.  Są to m.in. 
geny kodujące białka metabol izmu podstawowego,  
zawsze obecne w stałych ilościach w tkankach ssa-

nowała mikroprocesory o zawężonym zakresie ge
nów. Pierwszy z nich zawiera 250 genów kodujących 
kinazy i fosfatazy, drugi obejmuje 290 genów ko
dujących wyselekcjonowane czynniki transkrypcyj- 
ne. Zaproponowano także płytkę z zaadsorbowany- 
mi 161 onkogenami  i genami supresorowymi.  Szcze
gółowy wykaz zaadsorbowanych genów jest  dostęp
ny na stronie internetowej firmy NEN.

Głównymi zaletami oceny ekspresji genów za po 
mocą mikroprocesora DNA, w stosunku do t radycyj
nej metody Northern biot , to olbrzymie skrócenie 
czasu analizy i możliwość równoczesnego badania 
szerokiego panelu genów. Intensywność sygnału flu
orescencyjnego na mikroprocesorze DNA odczyty
wana jest  na czytniku laserowym. Skanery do tego 
typu analiz wraz z odpowiednim oprogramowaniem 
oferowane są m.in. przez firmy GSI Luminocs 
(www.genscan.com), Genetic MicroSystem 
(www.geneticmicro.com), Axon Instruments Inc 
(www.axon.com), Clontech-At lasNavigator  1.0 So- 
ftwere (www.clontech-gmbh.com), GenomeSystems 
Inc. (www.genome system.com) oraz Affymetrix 
(www.affymetrix.com).

Clontech Laboratories GmbH (www.clonthech. 
com) również specjalizuje się w produkcji ekspresyj
nych mikroprocesorów DNA. W ofercie handlowej 
tej firmy znajdują się mikroprocesory z genami zaad- 
sorbowanymi na płytkach szklanych lub na membra
nach nylonowych. Firma oferuje mikrosiatki, które 
zawierają dobrze scharakteryzowane ludzkie geny 
przydatne w badaniach procesów biochemicznych 
(Atlas Human Array  I). Oferuje także analogiczne

M a t e r ia !  b a d a n y

R N A

R T - P C R

C v 5 - c D N A

M a t e r ia ł  k o n t r o ln y

H y b r y d y z a c j a  n a  p ły tc e  m i k r o p r o c e s o r a

t

O d c z y t  s y g n a łu  f lu o r e s c e n c j i

ków (ang. House K eeping Genes) oraz geny pocho
dzenia roślinnego. Stanowią one kontrolę,  która 
świadczy o prawidłowo przeprowadzonej  analizie 
mikroprocesorowej.  Niedawno firma NEN zapropo-

Ryc. 2. Zasada działania bezpośredniego m i
kroprocesora ekspresyjnego. 1. W y
izolow anie całkow itego RNA z m ate
riału badanego i kontrolnego (ok.
100 gig). 2. O ddzielna synteza cDNA 
z m ateriału badanego i kontrolnego 
m etodą RT-PCR z użyciem  dUTP 
w yznakow anego odpow iednio cyja- 
niną 5 (Cy5-cD N A ) i cyjaniną 3 
(Cy3-cD N A ). 3. H ybrydyzacja z m i
kroprocesorem  obu połączonych puli 
cDNA. 4. O dczytanie sygnału fluore
scencyjnego w skanerze laserowym.

mikroprocesory z genami mysimi i szczurzymi 
(Atlas Mouse Array  I, Atlas Rat Array  I). Obok mi
kroprocesorów o szerokim spektrum analizowanych 
genów oferowane są mikroprocesory z genami wyse
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lekcjonowanymi do badań: procesu nowotworzenia 
u ludzi {Atlas Human Cancer Array  I —  588 genów), 
procesu apoptozy {Atlas Human Apoptosis Array  —  
440 geny), toksykologicznych {Atlas Stress/Toxico
logy Array  —  234 geny), neurologicznych {Atlas H u
man Neurobiology Array  —  588 genów),  hematolo
gicznych i immunologicznych {Atlas Human H em a
tology/Immunology Array  —  440 geny), interakcji 
komórek {Atlas Human Cell Interaction Array  —  
265 genów), cytokin i ich receptorów {Atlas Human

ba, mózg, nerka, gruczoł krokowy, płuca, gruczoł 
sutkowy, śledziona). Genome System Inc. (www.ge- 
nome system.com) dostarcza mikroprocesory na 
membranach nylonowych pod handlową nazwą 
Gene Discovery Array, zawierające 18 376 ludzkich 
klonów cDNA. Research Genetics (www.res- 
gen.com) oferuje mikroprocesory na nylonowych 
membranach zawierające ponad 5 000 ludzkich ge
nów. Amersham Pharmacia Biotech (www.apbio- 
tech.com) wytwarza mikroprocesory z panelem ty-

M a t e r ia ł
b a d a n y

M a t e r ia ł
k o n t r o ln y

O d c z y t  ^  
f lu o r e s c e n c j i

Cytokine/Receptor Array  —  268 genów), cyklu ko
mórkowego {Atlas Humań Celi Cycle Array  —  111 
genów), onkogenów {Atlas Humań Oncogene/Tumor  
Supressor Array  —  190 genów).

Firmą dominującą na rynku i produkującą najszer
szy zestaw mikroprocesorów DNA jest  Affymetrix 
(www.affymetrix.com). W ofercie tej firmy znajdują 
się mikroprocesory DNA z zaadsorbowanymi gena
mi ludzkimi, szczurzymi,  mysimi,  drożdżowymi i 
bakteryjnymi. Przeznaczone są one m. in. do badań 
genomów tych organizmów, badań medycznych i 
toksykologicznych. Affymetrix oferuje również 
przygotowywanie mikroprocesorów DNA na indy
widualne zamówienia placówek badawczych. Firma 
ta wraz z Instytutem Badania Genomu Mercka w 
ostatnich latach stworzyła program, który umożliwił 
powstanie ekspresyjnej bazy danych, dostępnej na 
stronach internetowych (www.HUGEindex.org i 
www.tigr.org/tdb/tbase.html), pozwalającej na 
znaczącą standaryzację tego typu badań i ciągłe jej 
poszerzanie o nowe informacje.

Pojawiają się wciąż nowe firmy oferujące mikro
procesory DNA. W ofercie firmy Display System 
Biotech. (www.displaysystem.com) znajdują się mi
kroprocesory zawierające geny ludzkie i mysie uzy
skiwane z poszczególnych narządów (serce, wątro-

Ryc. 3. Zasada działania m ikroproce
sora ekspresyjnego z tyrami- 
dow ym  system em  w zm ac
niającym  sygnał. 1. W yizolo
wanie całkow itego RNA z m a
teriału badanego i kontrolnego 
(ok. 4 pg). 2. O ddzielna synte
za cDNA m etodą RT-PCR z 
użyciem  dCTP w yznakow ane
go bio tyną (biotynylow a- 
ny-cD N A ) lub dinitrofenolem  
(D N P-cD N A ). 3. H ybrydyza
cja z m ikroprocesorem  obu 
połączonych puli cDNA. 4. 
Przyłączenie system u w zm ac
niającego sygnał (TSA). 5. 
O dczytanie sygnału fluore
scencyjnego w skanerze lase
rów ni.

sięcy genów ludzkich, mysich lub drożdżowych.
Ciekawą propozycję poszukiwania zmian w geno

mie ludzi dotkniętych chorobą nowotworową s two
rzyła firma Vysis (www.vysis.com) poprzez opraco
wanie mikroprocesora o handlowej nazwie Geno- 
Sensor. Analiza oparta jest  na identyfikacji zwielo
krotnienia liczby kopii lub delecji określonych ge
nów.

VIII. Inne obszary zastosowań mikroproceso
rów DNA

Hybrydyzacja na mikrosiatkach DNA może być 
szybkim sposobem identyfikacji genów zaanga
żowanych w oddziaływania białkami,  a także 
ułatwiać badania interakcji białko-białko oraz iden
tyfikację białek wiążących Ugandy w komórce [58, 
59]. F i e l d s  i S o n g  [59] zaproponowal i na modelu 
białka GAL4 Saccharomyces cerevisiae tzw. system 
dwuhybrydowy. Analiza wzajemnych oddziaływań 
dwóch badanych białek wymaga konstrukcji białek 
fuzyjnych. Do jednego z nich dołącza się domenę 
cząsteczki GAL4 odpowiedzialną za wiązanie z 
DNA. Do drugiego dobudowuje się domenę 
cząsteczki GAL4 determinującą aktywację t ran
skrypcji. W teście detekcyjnym warunkiem tran-
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skrypcji wskaźnikowego genu jest  oddziaływanie cza intensywności fluorescencji po hybrydyzacji  na
obu badanych białek i konformacyjne zbliżenie ich mikrosiatce DNA pozwała na ustalenie genu zablo-
fuzyjnych aktywnych domen. kowanego przez badany czynnik toksyczny. Techni-

1. Inkubacja DNP-cDNA z anty-DNP- 
HRP

2. Przyłączenie Cy3-tyramidy

Z a a d so rb o w a n y  na  p ły tce 
gen lub  jeg o  f ra g m e n t D N P-cD N A

C y 3 -ty ram id a

A n ty -D N P -H R P

3. Inaktywacja związanej HRP

4. Inkubacja biotynylowanego cDNA z 
HRP-streptawidyną

5. Przyłączanie Cy5-tyramidy

C y 5 -ty ra m id a

H R P -s tre p ta w id y n a

Niedawno B u 1 y k i w s p. [60] oraz B r a u n  i 
w s p. [61] opracowali  technologię uzyskiwania mi
kroprocesorów zawierających dwuniciowe dćoksyo- 
ligonukleotydy. Pozwala ją one na analizę od
działywań białek z dwuniciowym DNA w procesie 
transkrypcji.

Mikrosiatki DNA mogą być przydatne również w 
wykrywaniu mutantów powstałych pod wpływem 
toksycznych czynników środowiskowych.  S h o e -  
m a k e r  i w s p .  [22] zaproponowal i metodę przesie
wowej identyfikacji  mutantów komórek drożdży z 
delecjami pojedynczych genów. Analiza porównaw-

Ryc. 4. Zasadla działania tyrami- 
dow ego system u w zm ac
niającego sygnał (TSA).
1. Zw iązanie przeciw ciała 
anty-D N P sprzęgniętego z 
peroksydazą chrzanow ą 
(HRP) z D NP-cDNA zhy- 
brydyzow anym  na płytce 
m ikroprocesora. 2. Przy
łączenie pod wpływem  
HRP tyram idy (kolor zie
lony) sprzęgniętej z cyja- 
n iną 3 (kolor niebieski) do 
białek zw iązanych z 
D NP-cDNA. 3. Inaktyw a
cja związanej HRP. 4. 
Zw iązanie kom pleksu 
H RP-streptaw idyna z bio- 
tynylow anym  cDNA. 5. 
Przyłączanie pod w pły
w em  HRP tyram idy (kolor 
zielony) sprzęgniętej z cy- 
jan in ą  5 (kolor pom ara
ńczow y) do białek 
zw iązanych z biotynylo- 
wanym  cDNA.

ka mikroprocesorów DNA może być także s tosowa
na w identyfikacji elementów insercyjnych w ge
nach, np. T-DNA w genomie roślinnym [62].

IX. Uwagi końcowe

Mikroprocesory DNA, w powiązaniu z zaawanso
wanym oprogramowaniem komputerowym, s twa
rzają możl iwość olbrzymiego postępu w molekular
nych badaniach genetycznych. Pozwalają na analizę 
tysięcy genów i ocenę ich ekspresji w niezwykle 
krótkim czasie w toku jednego doświadczenia.  Do-
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skonalenie technologii wytwarzania mikroproceso
rów i przygotowywanie ich w wersjach zawiera
jących różne panele genów, umożliwi stosowanie tej 
techniki w wielu dziedzinach nauki i pracach apl ika
cyjnych, m.in. w diagnostyce klinicznej. Mikropro
cesory DNA z pewnością ułatwią poznanie funkcji 
genów oraz identyfikację chorób genetycznych i za
kaźnych. Pozwolą na wykrywanie różnic molekular
nych pomiędzy nowotworami ,  na precyzyjną ich kla
syfikację, przewidywanie przebiegu klinicznego 
oraz na ocenę ich reakcji na leki. Mikrosiatki DNA 
znajdą szerokie zas tosowanie w badaniach wrażl i
wości osobniczej na leki, optymalizacji  działania i w 
poszukiwaniu nowych leków. Umożl iwią rozwój ba
dań toksykologicznych na poziomie oddziaływania z 
genomem toksycznych czynników środowiskowych 
i przemysłowych. Dodatkowe możliwości wykorzy
stania mikroprocesorów DN A rysują się w zakresie 
badania interakcji makrocząs teczek z materiałem ge
netycznym i regulacji aktywności  genów w komórce.
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W ykaz  stosow anych  skrótów: ACS, 11. nukleotydowy frag
ment ARS o ściśle zachowawczej sekwencji (ang. A R S core 
consensus sequence)', ARS sekwencje inicjacyjne replikacji 
(ang. autonomously replicating sequence)', FIS, zasadowe 
białko “histonopodobnc” (ang. Factor fo r  Inversion S tim ula
tion)', IHF, zasadowe białko “histonopodobne” (ang. In tegra
tion H ost F actor); MCM -  białka o aktywności helikazowej 
(ang. m inichromosome maintenance)', ORC, kompleks sześciu 
białek inicjujący replikację (ang. Origin Recognition Complex)', 
oriC, region inicjacji replikacji chromosomu (ang. origin o f  
chromosomal replication) SSB -  białka stabilizujące jednoni- 
ciową strukturę DNA(ang. single-strand binding proteins).

I. Wstęp

Podział każdej komórki pro- i eukariotycznej 
musi być poprzedzony podwojeniem materiału gene
tycznego. Proces replikacji DNA jest  regulowany na 
poziomie inicjacji replikacji.  Inicjacja replikacji za-
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im. Ludwika Hirszfelda, Polska Akademia Nauk, Zakład Mi
krobiologii, ul. Weigla 12, 53-114 Wrocław, Tek: 071 373 2274; 
Fax: 071 373 2587 ^
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tem wydaje się być najważniejszym etapem kontro
lującym częstość podziałów komórkowych a tym sa
mym tempo wzrostu komórki.

Replikacja rozpoczyna się w ściśle określonym 
miejscu na chromosomie,  zwanym oriC  (ang. origin 
o f  chromosomal replication).  Bakteryjny chromo
som zawiera jedno takie miejsce, natomiast  w euka
riotycznym chromosomie występuje wiele regionów 
oriC  (nawet do kilkudziesięciu tysięcy) [1], Ponad 
35 lat temu J a c o b ,  B r e n n e r  i C u z i n  [2] zapro
ponowali model inicjacji replikacji chromosomu 
E. coli, w którym założyli,  że proces ten jest  regulo
wany poprzez specyficzne związanie się białka (ini
cjatora) do miejsca startu replikacji (replikatora). 
Dwadzieścia lat później model ten został doświad
czalnie potwierdzony przez F u l l e r a  i wsp. [3, 4], 
W 1988 r. K o r n b e r g  zaproponował  mechanizm 
inicjacji replikacji chromosomu E. coli (patrz p. IV i 
rye. 2A) [5]. Badania nad inicjacją replikacji u euka
riota, ze względu na złożoną strukturę chromosomu 
oraz brak systemu replikacji in vitro, są znacznie 
mniej zaawansowane niż u bakterii. Wydaje się j e d 
nakże, że inicjację replikacji chromosomu organi
zmów pro- i eukariotycznych opisuje wspólny me
chanizm. Poprzez specyficzne związanie się inicja-
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torowego białka (białek) do sekwencji regionu oriC  
tworzy się kompleks nukleoproteinowy,  a następnie 
dochodzi do miejscowego rozplecenia podwójnej he
lisy DNA i powstania oczka replikacyjnego. Rozpla
tanie DNA jest  wynikiem charakterystycznej dla re
gionu oriC  niestabilności helikalnej dodatkowo 
zwiększonej po związaniu białka. W miejscu roz
dzielenia nici DNA tworzy się para widełek replika- 
cyjnych.

II.Organizacja regionu oriC  u pro- 
i eukariota

Organizacja regionu oriC  organizmów pro- i eu
kariotycznych najlepiej została poznana na 
przykładzie E. coli (Ryc. 1A) i Saccharomyces ce-

A

czenia, są konserwatywne wśród bakterii. W regio
nie oriC E. coli występuje pięć sekwencji DnaA (R1 
-R4, M; Ryc. 1 A). Na podstawie stałych powinowac
twa białka DnaA do DNA ustalono sekwencję najwy
ższej zgodności: 5 ’-TT(A\T)TNCACA-3’ [8]. Dla 
zachowania aktywności replikacyjnej regionu oriC  
ważny jest układ sekwencji DnaA; delecje i insercje 
odcinków DNA pomiędzy sekwencjami DnaA sąje-  
dynie wtedy tolerowane gdy obejmują pełny obrót 
helisy [9, 10].

U drożdży, inicjatorowe białka wiążą się do dome
ny A [11, 12] (Ryc. IB) regionu ARS [13] (Ryc. IB). 
W domenie tej występuje ł l - t o  nukleotydowy odci
nek DNA o ściśle zachowanej sekwencji,  5 ’-(T/A)- 
TTTA(T/C)(A/G)TTT(T/A)-3 ’, identycznej dla 
wszystkich ARS u drożdży [11, 14]. Sekwencje tę

ROZPLATANIE DNA

B

DOMKNĄ B3 DOMENA B2 DOMENA BI

IjO  1J0

DOMENA A

ROZPLATANIE DNA

Ryc. 1. Struktura regionu inicjacji replikacji chrom osom u Escherichia coli (A) i Saccharom yces cerevisiae  (B). R l -  R4, M -  sekw encje DnaA.

revisiae (Ryc. IB). Badania nad minichromosomami 
E. coli oraz drożdżowymi plazmidami  zawie
rającymi sekwencje ARS (ang. autonomously repli
cating sequences) umożliwiły poznanie funkcji po
szczególnych strukturalnych elementów regionu ini
cjacji replikacji.  Do najważniejszych elementów 
tego regionu należą sekwencje wiążące inicjatorowe 
białka (II -1) oraz sekwencje w obrębie których roz
wijana jest  podwójna helisa DNA (11-2). Ponadto w 
regionie tym występują sekwencje, do których wiążą 
się białka wpływające na architekturę kompleksu ini
cjacyjnego lub aktywatory transkrypcji zwięk
szające wydajność replikacji (11-3).

Regiony oriC  zawsze występują w nie kodujących 
odcinkach międzygenowych,  a ich długość wynosi 
około 250 pz u E. coli i od 100 do 200 pz u drożdży 
[6,7].

II-l. Sekwencje wiążące inicjatorowe białka

U bakterii w regionie oriC  występują 9-cio nukle- 
otydowe niepal indromowe sekwencje wiążące ini
cjatorowe białko DnaA, nazwane dalej sekwencjami 
DnaA (ang. DnaA box) [6]. Ich sekwencje nukleoty- 
dowe w przeciwieństwie do ich ilości oraz rozmiesz-

nazwano ACS (ang. A R S core consensus sequence). 
Inicjatorowe białka specyficznie rozpoznają se
kwencję ACS [15]. Wykazano, że zarówno mutacje 
punktowe jak i delecje w sekwencji ACS oraz jej in
wersja zaburzają funkcję ARS [16]. Ponadto stwier
dzono, że inicjatorowe białka wiążą  się dodatkowo 
do domeny BI regionu ARS [14, 17, 18](Ryc. IB). 
Jak jednak wykazała analiza mutantów domeny BI 
nie jest  ona niezbędna dla specyficznego rozpozna
nia sekwencji przez białko [18]. Prawdopodobnie 
więc, wiązanie sekwencji ACS umożliwia istotne, 
ale niespecyficzne oddziaływania białka z innymi 
elementami regionu ARS.

II-2. Sekwencje bogate w pary AT

Najczęściej do miejscowego rozplatania podwój
nej nici DNA regionu oriC  dochodzi w obrębie se
kwencji bogatych w pary A-T. U E. coli są to 3 odcin
ki DNA o długości 13 pz i sekwencji najwyższej 
zgodności 5 ’-GA TCT VTTHW W WK-3’ (V=A/G/C, 
H=A/C/T, W=A/T, K=G/T) znajdujące się w pobliżu 
5 ’końca regionu oriC  [6, 19] (Rye. 1A). Drożdżowy 
region oriC  charakteryzuje się podwyższoną zawar
tością par A-T na całej swej długości. Rozplatanie
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DNA w tym regionie prawdopodobnie rozpoczyna 
się w domenie B2, ale także zaobserwowano tworze
nie jednoniciowego DNA we fragmencie A 
(Ryc. IB). Obie te sekwencje b iorą prawdopodobnie 
udział w tworzeniu oczka replikacyjnego [20].

II-3. Sekwencje regionów oriC  rozpoznawane przez 
inne białka

W obrębie regionu oriC E. coli stwierdzono po
nadto występowanie sekwencji  wiążących białka 
wpływające na architekturę kompleksu inicjacyjne
go. Są to histonopodobne,  zasadowe białka IHF 
(ang. Integration Host Factor) i FIS (ang. Factor fo r  
Inversion Stimulation), które wiążąc się do oriC  po-

Tabela 1

Białka inicjujące rcplikacje chrom osom u

wodują  zagięcie DNA [21, 22] (Ryc. 1 A). Ta zmiana 
konformacji  DNA ułatwia zajście kolejnych etapów 
procesu inicjacji replikacji [23, 24], Obecność 
białek IHF i FIS nie jest  konieczna do zajścia inicja
cji replikacji DNA, lecz mutanty pozbawione j edne
go z tych białek cechuje asynchroniczność inicjacji 
replikacji (liczba oriC  w komórkach jest  różna od 2n) 
[25],

Eukariotyczne regiony oriC  są miejscem wiąza
nia aktywatorów transkrypcyjnych.  U drożdży, ak
tywator transkrypcyjny ABF1 wiąże się do domeny 
B3 regionu oriC  [12] (Ryc. IB). Przyłączanie akty
watora powoduje zwiększenie wydajności replikacji 
nawet 1000-krotnie.

III. Białka inicjatorowe u pro- i eukariota

Najważniejszą funkcją białka inicjującego repli- 
kację DNA jest  specyficzne rozpoznanie sekwencji 
zlokalizowanych w regionie oriC. Rolę inicjatora re

plikacji u bakterii pełni białko DnaA (Tabela 1). Jak 
wykazały badania replikacji w ekstraktach komórko
wych, a także badania z zastosowaniem mutantów 
warunkowych,  białko to jes t  niezbędne do zainicjo
wania replikacji u bakterii zarówno Gram-dodatnich 
jak i Gram-ujemnych [26, 27, 28, 29]. W trakcie tego 
procesu białko DnaA nie tylko wiąże się specyficz
nie z sekwencjami DnaA, ale spełnia ono również 
dwie inne funkcje: umożl iwia rozplatanie podwójnej 
helisy DNA w regionie oriC  bogatym w pary A-T 
oraz ułatwia wprowadzenie do kompleksu helikazy 
DnaB [6, 19, 23, 30]. Najlepiej scharakteryzowanym 
bakteryjnym inicjatorem replikacji jest białko DnaA 
z E. coli (Tabela 1). Białko to występuje w dwu for
mach: aktywnej replikacyjnie związanej z ATP oraz

nieaktywnej,  związanej z ADP [6,31],  Na podstawie 
stopnia podobieństwa sekwencji  aminokwasowych 
białek pochodzących z różnych mikroorganizmów 
w DnaA wyróżniono cztery domeny [6, 32, 33]. Po
dział ten odpowiada funkcjonalnym domenom.  
C-końcowa domena (domena IV) białka DnaA jest 
odpowiedzialna za wiązanie DNA [34], W domenie 
III znajduje się miejsce wiązania ATP [35]. Według 
najnowszych badań N-końcowa domena (I) oraz do
mena III uczestniczą w oligomeryzacji  białka DnaA 
[36, 37], Domena II charakteryzuje się dużą zmien
nością sekwencji aminokwasowej  i nie zawiera żad
nych konserwatywnych elementów strukturalnych 
[32], Prawdopodobnie domena ta pełni funkcję ela
stycznego łącznika oddzielającego części białka za
angażowane w różne oddziaływania.  Sugeruje się, 
że za oddziaływania białka DnaA z hel ikazą DnaB 
odpowiedzialne są domeny 1 i III [38],

Rolę inicjatora u drożdży Saccharomyces cereri- 
siae przypisuje się nie pojedynczemu białku lecz

F u n k c ja E. coli Saccharom yces cerev isiae

Inicjatorowe białko

—  wiązanie DNA

—  w iązanie ATP

—  oddziaływ ania m iądzycząstcczkow c

—  m iejscow e rozpleccnie DNA w obrąbie 
sekwencji bogatych w pary A-T

D naA  (4 domeny, 52 kDa) 

dom ena IV 

dom ena III 

dom ena I i III

+

ORC ( 6  białek, 414 kDa) 

O rc l, Orc2, O rc4, Orc5 

O rc l, Orc5 

wszystkie

W prow adzenie helikazy do kom pleksu ini
cjacyjnego

DnaC C dc6

Rozw ijanie dw uniciow ego DNA DnaB białka MCM
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kompleksowi b iałkowemu ORC (ang. Origin Reco
gnition Complex) złożonemu z sześciu polipeptydów 
[7, 39] (Tabela 1). Wykazano, że wszystkie sześć 
podjednostek kompleksu,  nazwanych wraz za 
zmniejszającą się masą  cząs teczkową od Orc lp  do 
Orcóp, są niezbędne dla przeżycia komórek drożdż- 
owych [40, 41, 42], Ostatnio sklonowano geny z in
nych organizmów eukariotycznych (Arabidopsis  
thaliana , Caenorhabditis elegans , Drosophila mela- 
nogaster , Schizosaccharomyces pombe, Xenopus  
levis) kodujące białka o podobieństwie aminokwaso- 
wym do elementów kompleksu ORC oraz ludzkie 
geny orc [43], Za specyficzne rozpoznanie sekwen
cji ACS i BI regionu oriC  prawdopodobnie są odpo
wiedzialne białka Orc 1 p, Orc2p, Orc4p i Orc5p [44], 
Podobnie jak w przypadku białka DnaA, kompleks 
ORC dla zachowania aktywności replikacyjnej w y 
maga obecności ATP a także jego hydrolizy. Podjed- 
nostkami mogącymi wiązać ATP są O rc lp  i Orc5p 
zawierające motyw wiążący nukleotydy [12], 
Dokładna rola ATP w wiązaniu kompleksu ORC nie 
jest  jeszcze poznana. Być może wiązanie i hydroliza 
ATP indukują zmiany konformacyjne kompleksu 
niezbędne do związania DNA.

A

IV. Mechanizm inicjacji replikacji u pro- 
i eukariota

Inicjacja replikacji jes t procesem wieloetapo
wym, w trakcie którego powstają kompleksy o 
złożonej strukturze trzeciorzędowej z udziałem 
białka inicjującego, białek wspomagających oraz he- 
likazy. Białka inicjatorowe przyłączając się do regio
nu oriC  powodują zmiany strukturalne DNA (m. in. 
zagięcie DNA), które w dalszych etapach inicjacji 
replikacji prowadządo rozwinięcia podwójnej helisy 
DNA i utworzenia oczka replikacyjnego.

K o r n b e r g  i wsp. [ 1, 19] na podstawie obrazów 
z mikroskopu elekt ronowego i ochrony DNA przed 
t rawieniem DNaząl (D N aselfootprin ting)  postulują,  
że w pierwszym etapie inicjacji replikacji chromoso
mu E. coli około 20 do 40 cząsteczek białka DnaA 
przyłącza się do regionu oriC  tworząc rdzeń 
białkowy, wokół którego zostaje owinięty DNA 
(Ryc. 2A). W o e l k e r  i M e s s e r  [45] przedstawi
li inny model kompleksu inicjującego (Ryc. 2A). Po
stulują oni tworzenie przez 10 monomerów białka 
DnaA podwójnego pięcioczłonowego pierścienia.  
DNA w tym modelu nie tylko owija pierścień

HU
ATP-DnaA

superskręcona
matryca

DnaA

Ryc. 2. Inicjacja replikacji u Escherichia  
coli. Kolejne etapy inicjacji rep li
kacji wg. K o r n b e r g  a [5], S che
m at kom pleksu inicjacyjnego wg. 
W o e l k e r  i M e s  s e r a  [6 ],
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białkowy ale także przechodzi przez jego wnętrze. 
W powstałym w ten sposób nukleoproteinowym 
kompleksie wszystkie sekwencje DnaA mają j edna 
kową orientację przestrzenną,  a wygięcia cząsteczki 
DNA ułatwiają białka IHF i FIS. Ostatnie badania 
wykazały,  że rdzeń białkowy tworzy się dzięki od-

we zakrzywienie DNA ułatwia jego rozplatanie. 
W miejsce częściowego rozplecenia helisy DNA do
starczana jest,  przy udziale białka DnaA,  helikaza 
DnaB [30]. Białko DnaB występuje w postaci heksa- 
meru i jest  wprowadzane w kompleksie z DnaC. 
W ten sposób powstaje preprimosom,  który w po-
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działywaniom pomiędzy cząsteczkami białka DnaA. 
Prawdopodobnie za oddziaływania te odpowiedzial 
ne są domeny I i III białka DnaA [26, 36], W następ
nym etapie inicjacji replikacji chromosomu E. coli w 
wyniku strukturalnych zmian polegających na roz
plataniu DNA w regionie bogatym w pary A-T do
chodzi do utworzenia kompleksu otwartego. Etap ten 
wymaga hydrolizy ATP związanego do białka DnaA. 
Tworzenie kompleksu otwartego jest  stymulowane 
przez białka FIU pokrywające 3-5% DNA i pow o
dujące wygięcie DNA. Prawdopodobnie to dodatko-

Ryc. 3. Inicjacja replikacji u Saccharom yces cerevi- 
siae. B iałka regulujące inicjację rcplikację 
wg. D i f f  1 c y ' a [49j. Schem at oddziaływ a
nia kom pleksu ORC z regionem  ARS wg. 
L e e  i B e l l a  [44J. B iałka kom pleksu ORC 
zaznaczono odpow iednio  num eram i O rc lp  
(1) -  O rcóp (6 ). S trzałkam i zaznaczono od 
działyw ania typu b iałko-białko , białko-D N A .

równaniu do kompleksu otwar tego jes t większy i 
bardziej asymetryczny [46], Helikaza DnaB w k o m 
pleksie z białkiem DnaC jes t nieaktywna.  Uwolnie
nie DnaC z preprimosomu aktywuje helikazę DnaB. 
Na tym etapie białko DnaA również opuszcza k om 
pleks replikacyjny.

Podobnie jak  u E. coli, kompleks  ORC wiążąc się 
do sekwencji ARS powoduje  owijanie się nici DNA 
wokół kompleksu oraz silne zagięcie DNA [7, 39]. W 
przeciwieństwie do E. coli, gdzie rdzeń białkowy 
tworzy się w trakcie pierwszego etapu inicjacji rep 1 i -
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kacji, kompleks sześciu białek ORC tworzy się je sz
cze przed związaniem z DNA [41]. Kompleks ORC 
nie jest w stanie samodzielnie rozpleść podwójnej 
helisy w regionie oriC, jak  ma to miejsce w przypad
ku białka DnaA (Tabela 1). Stanowi to drugą istotną 
różnicę pomiędzy mechanizmem inicjacji replikacji 
chromosomu pro- i eukariotycznego (Ryc. 4). 
U E. coli, po rozpleceniu DNA białko DnaA od
działuje z j edną z nici rozplecionej helisy [47]. Nato-

Escherichia coli

a także zapobiega powtórnej inicjacji [14, 51], W 
trakcie tworzenia preRC do kompleksu ORC-DNA 
kolejno przyłączają się Cdc6/Cdc 18 i MCM [52, 53], 
Sugeruje się, że MCM może pełnić rolę helikazy a 
Cdc6/Cdcl8  czynnika odpowiedzialnego za wpro 
wadzenie helikazy do kompleksu [53]. Białka te za 
tem pełnią analogiczną funkcję do bakteryjnych 
białek DnaB i DnaC. Białko Cdcó oddziałuje z ORC 
[51]. Kolejnym czynnikiem asocjującym przed ini-

Saccharomyces cerevislae

Ryc. 4. Porów nanie kom pleksów  nuklcoprotcinow ych pow stających w trakcie inicjacji replikacji chrom osom u Escherichia coli i Saccharom yces ce- 
revisiae wg. B a k e r  i B e l l a  [41],

miast ORC już  podczas wiązania rozpoznaje tylko 
nić Watsona w sekwencji  ARS [44], Wiązanie kom
pleksu białkowego ORC w obrębie ARS nie jest j e 
dynym czynnikiem uruchamiającym inicjację repli
kacji. Wykazano,  że kompleks ORC pozostaje 
związany do ARS przez większą  część cyklu komór
kowego: w czasie mi tozy i fazy G2 [48]. Dokładniej
sza analiza kompleksu białkowego w regionie inicja
cji replikacji pozwoliła na wyodrębnienie dwóch ro
dzajów kompleksów:  preRC (ang. preReplicative  
Complex) i postRC (ang. postReplicative Complex) 
[14, 49] (Ryc. 3A). Kompleks  postRC zbudowany 
jest tylko z białek ORC.  Tworzy się on po zakończe
niu syntezy nowych nici DNA i jes t  niezdolny do za
inicjowania replikacji.  Kompleks  preRC jest 
związany do or i w fazie G1 i oprócz ORC zawiera 
inne białka niezbędne do uruchamiania inicjacji re
plikacji. Są to białka rodziny MCM (ang. minichro- 
mosome maintenance)  i Cdcó [12]. Mutanty MCM 
są niezdolne do utworzenia oczka replikacyjnego 
[50], Białko Cdcó syntetyzowane w końcu fazy M 
jest  odpowiedzialne za przejście komórek do fazy S,

cjac jąjes t  białko Cdc45 o dotychczas nieznanej roli, 
oddziałujące z ORC i MCM [52], Uruchamianie ini
cjacji jest procesem regulowanym przez kinazy cy 
klu komórkowego Cdc28/Clb5, Cdc7/Dbf4 
działające na składniki kompleksu preRC [12, 14]. 
Substratem dla Cdc7/ Dbf4 są prawdopodobnie 
białka MCM. Cdc28/Clb5 oprócz uruchamiania re 
plikacji są odpowiedzialne także za hamowanie  p o 
wtórnej inicjacji [12].

W regionie ARS udowodniono wiązanie białek 
SSB rozpoznających jednoniciowy DNA [54]; wiążą 
się one w obrębie domeny B. Prawdopodobnie roz
platanie DNA rozpoczyna się w sekwencji  B2, ale 
także zaobserwowano tworzenie 1-niciowego DNA 
we fragmencie A. Sekwencje te biorą p rawdopodob
nie udział w tworzeniu oczka replikacyjnego [20],

U organizmów pro- i eukariotycznych, inicjatoro- 
wy kompleks nukleoproteinowy powstaje w wyniku 
złożonych oddziaływań typu białko-DNA, białko- 
białko. Architektura inicjatorowych kompleksów 
nukleoproteinowych ze względu na złożoność o d 
działywań nie jest  jeszcze dobrze poznana (Ryc. 4).
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W bakteryjnym kompleksie nukleoproteinowym 
rdzeń białkowy jest  homomult imerem,  utworzonym 
z cząsteczek inicjatorowego białka DnaA. Białko to 
za pom ocą  domeny IV wiąże się do powtórzonych 
sekwencji  DNA (sekwencji  DnaA) regionu oriC. U 
drożdży natomiast  sześć różnych białek kompleksu 
ORC oddziałując ze sobą tworzą rdzeń białkowy (he- 
teromultimer).  Ostatnie badania wykazały,  że aż 
cztery z sześciu białek Orc wchodzą w bezpośredni 
kontakt  z DNA. Białka Orc lp ,  Orc2p i Orc4p wiążąc 
się do dużej bruzdy DNA rozpoznają specyficznie 
sekwencję ACS, natomiast  białko Orcp5 wiąże się do 
sekwencji  BI [44] (Ryc. 3B). Te złożone od
działywania prowadzą do istotnych zmian w topolo
gii DNA. Dochodzi do zawinięcia łańcucha DNA 
wokół cząsteczek białka. Wynikiem zmian struktury 
DNA jes t lokalne rozplecenie podwójnej helisy w 
obrębie sekwencji bogatych w pary A-T. Sekwencje 
bogate w pary A-T, w obrębie których dochodzi do 
rozplatania podwójnej helisy DNA są niezbędne do 
zainicjowania replikacji,  ale udowodniono,  że u 
E. coli [55] i S. cerevisiae  [56] funkcjonalnie mogą 
być zastąpione przez inne sekwencje charaktery
zujące się niestabilnością helikalną.

V. Regulacja inicjacji replikacji

Replikacja zachodzi tylko raz w czasie cyklu ko
mórkowego i musi być ściśle powiązana z podziałem 
komórkowym. Częstość replikacji jest  kontrolowa
na na poziomie inicjacji. Za regulację inicjacji repli
kacji według hipotezy replikonu zaproponowanej 
przez J a c o b a  i wsp. [2] mogą odpowiadać dwa 
czynniki działające cis -  miejsce inicjacji replikacji 
oraz trans -  inicjator.

Zarówno białko DnaA jak i białka ORC spełniają 
kryteria inicjatora. U E. coli , nagromadzenie białka 
DnaA w komórce uruchamia replikację. Zaobserwo
wano, że wzrost ilości białka DnaA w komórce 
E. coli zwiększa częstość inicjacji replikacji. Na 
chromosomie E. coli stwierdzono występowanie 
1600 sekwencji DnaA nie zaangażowanych w repli
kację [25]. Wiązanie do nich obniża poziom wolne
go białka w komórce,  działając negatywnie na czę
stość inicjacji replikacji [57]. Także u B. subtilis se
kwencje DnaA występujące w regionach zwanych 
inc  (ang. incompability) biorą udział w hamowaniu 
inicjacji replikacji. W tych przypadkach sekwencja 
DnaA pełni funkcję elementu regulującego ilość 
wolnego białka DnaA w komórce.  Postulowano, że u 
E. coli regulujący wpływ na uruchomienie replikacji 
ma wiązanie DnaA do sekwencji  DnaA o najniższym 
powinowactwie w regionie oriC  np. R3 [8],

Wyniki badań ostatnich kilku lat potwierdziły, że 
kompleks ORC jes t eukariotycznym inicjatorem re
plikacji. Mutacje w regionie ARS wiążącym białka 
ORC jak  i mutacje poszczególnych genów ko
dujących te białka zaburzają funkcje ARS lub są 
wręcz letalne dla komórek drożdży [43].

Oba białka inicjatorowe DnaA i ORC wykorzy
stują energię ATP do rozplecenia DNA w regionie 
oriC  i dlatego poziom ATP reguluje inicjację replika
cji zarówno w komórkach prokariotycznych jak  i eu
kariotycznych. W przypadku białka DnaA wiązanie 
ATP nie ma znaczenia przy rozpoznawaniu DNA, 
lecz podczas tworzenia oczka replikacyjnego. Ina
czej sytuacja wygląda u Eukaryota,  gdzie udowod
niono konieczność hydrolizy ATP przy wiązaniu do 
DNA drożdżowego ORC [15]. Dodatkowo,  u euka- 
riotów aktywność kompleksu replikacyjnego regulo
wana jest  w sposób właściwy tylko dla tych organi
z m ó w —  poprzez fosforylację białek replikacyjnych. 
Przy przejściu do fazy S kluczową rolę odgrywają 
specyficzne kinazy cyklu komórkowego [53],

Poza białkami inicjatorowymi, na częstość inicja
cji wpływa również architektura regionu inicjacji re
plikacji, o której decydują na przykład oddziaływa
nia z białkami histonopodobnymi (HU, IHF i FIS) u 
E. coli lub białkami struktury chromatyny u organi
zmów eukariotycznych (patrz niżej). Ostatnio wyka
zano, że u E. coli przy niskim stężeniu białka DnaA, 
IHF ułatwia inicjatorowemu białku związanie się do 
sekwencji DnaA, R3 (Ryc. 1) [58]. Kolejnym czynni
kiem wpływającym na oriC  u E.coli  są zmiany kon
formacji wywołane metylacją [59]. Mająone  znacze
nie w negatywnej regulacji inicjacji replikacji —  po 
zajściu replikacji nić rodzicielska jes t  zmetylowana 
natomiast potomna nie. Hemimetylowany DNA two
rzy kompleks z b łoną kom órkową i dlatego jes t nie
aktywny w replikacji [60]. Postuluje się także 
związek metylacji z zagięciem DNA [61]. Jednak re
gulacja przez metylację może zachodzić tylko u 
E. coli -  u innych mikroorganizmów nie stwierdzono 
homologicznych sekwencji  w regionie oriC.

Kolejnym elementem kontroli  inicjacji replikacji 
u organizmów pro-i eukariotycznych jest  aktywacja 
transkrypcyjna regionu oriC. U E. co li , transkrypcja 
z promotorów gidA  i m ioC  znajdujących się w po
bliżu oriC  aktywuje replikację oriC  [6], Może się to 
odbywać przez tworzenie pętli R przez RNA hybry- 
dyzujące z matrycą DNA lub udział  ujemnych super- 
skrętów na DNA indukowanych przez pol imerazę 
RNA.

W komórkach eukariotycznych aktywacja t ran
skrypcyjna odgrywa znaczącą  rolę w regulacji inicja
cji replikacji [62], Czynniki t ranskrypcyjne przede
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wszystkim poprzez oddziaływania typu białko- 
białko wprowadzać m ogą  inne białka zaangażowane 
w inicjację replikacji.  Podobnie jak  w przypadku ini
cjacji transkrypcji,  czynniki  transkrypcyjne wiążąc 
się do regionu ARS m ogą  również powodować “roz
luźnienie” struktury białek chromatyny umożl i
wiając łatwiejszy dostęp innym składnikom kom
pleksu inicjacyjnego do tego regionu. U drożdży, 
mutacje w domenie B3 wiążącej czynnik transkryp- 
cyjny ABF1, prowadzą  do znacznego obniżenia ak
tywności replikacyjnej.  Dla zachowania odpowied
nio wysokiej aktywności  replikacyjnej ważna jest 
sama obecność promotora w regionie ARS, nato
miast rodzaj promotora odgrywa mniejszą rolę. 
Ostatnio skonst ruowano białko hybrydowe składa
jące się z domeny wiążącej DNA białka Gal4 oraz 
kwaśnej aktywacyjnej domeny białka BRC1 raka 
sutka, a sekwencję B3 zastąpiono promotorem Gal4 
[63], W układzie takim hybrydowe białko wydajnie 
aktywowało replikację,  a mutacje w obrębie domeny 
aktywacyjnej prowadzi ły do znacznego obniżenia 
aktywności replikacyjnej.  Ostatnie badania wyka
zały, że czynniki transkrypcyjne zmieniając archi
tekturę regionu oriC  poprzez rozluźnienie struktury 
chromatyny, ułatwiają białkom szkieletowym ma
cierzy jądrowej aktywowanie regionów oriC  [64],
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Organizacja i ewolucja genomu drożdży Saccharomyces 
cerevisiae a problem sierocych otwartych ramek odczytu 

Organisation and evolution of the genome of yeast 
Saccharomyces cerevisiae and the problem of ORFANs

PAWEŁ MACKIEWICZ

Spis treści:

I. Z naczen ie  drożdży  ja k o  organizm u m odelow ego  w ana
lizie g e n o m ó w  eu k ar io tycznych

II. O gólna c h a ra k tery sty k a  g enom u S. cerev is iae
III. Rozkład par  G C  w c h ro m o so m a ch  drożdżowych
IV. K lasyfikacja  o tw a r ty ch  ram ek  odczytu
V. Paradoks sierocych o tw artych  ram ek odczytu
VI. C h arak terystyk a  innych  e lem en tów  genetycznych w ge

nomie d r o żd żo w y m
V II.D uplikacje  i ich rola w  ewolucji  genom u drożdżowego

W ykaz stosow anych  skrótów : ORF (ang. Open R eading  F ra 
nie) —  otwarta ramka odczytu, ORFAN (ang. orphan O RF) —  
sieroca otwarta ramka odczytu, CAI (ang. C odon A dap ta tion  In 
dex) —  współczynnik używalności kodonu.

I. Znaczenie drożdży jako organizmu mode
lowego w analizie genomów eukariotycz
nych

Odczytanie sekwencj i nukleotydowej pierwszego 
genomu eukariotycznego —  drożdży Saccharomyces  
cerevisiae stało się jednym z najważniejszych wyda
rzeń w postępie sekwencjonowania i analizie dużych 
genomów. Sekwencjonowanie rozpoczęto w 1989 r. 
w ramach programu European Communi ty ' s  Bio
technology Action Programme.  W przedsięwzięciu 
tym uczestniczyło ponad 100 laboratoriów z Europy, 
USA, Kanady i Japonii.  Pierwszą pełną sekwencję 
chromosomu III opubl ikowano w 1992 roku [1]. Se
kwencja całego genomu została skompletowana na 
początku 1996 r., a udostępniona w bazach danych w 
kwietniu 1996 r. [2-4],

Dr, In s ty tu t M ik ro b io lo g ii ,  Z a k ła d  G e n e ty k i, ul. P rz y b y sz e w 
sk ie g o  6 3 /7 7 , 5 1 -1 4 8  W ro c ła w ; e -m a il: p a m a c @ a n g b a n d . 
m ic ro b .u n i.w ro c .p l

C o n te n ts :

I. M ean in g  o f  the yeast as a m odel organism  in analysis o f  
eukaryotic  genom es

II. G eneral  description o f  the S. cerev is ia e  g enom e
III. Distr ibution o f  G C  pairs in yeast  chrom osom es  
IV Classif ication o f  open reading frames
V. Paradox o f  O R F A N s
VI. Description o f  other genetic  e lem ents  in the yeast  

genom e
V II.D uplica t ions  and their role in evolution o f  the yeast ge

nom e

Drożdże S. cerevisiae są bardzo dobrym modelo
wym organizmem i dogodnym obiektem do badań w 
zakresie mechanizmów genetycznej kontroli meta
bolizmu eukariotów [5, 6], Poznanie sekwencji  ge
nomu drożdży stworzyło możliwości ich wykorzy
stania w badaniach innych genomów, w tym człowie
ka. Genom drożdży jest ponad 200 razy mniejszy od 
genomu ludzkiego i jest gęsto upakowany. Ze wzglę
du na konserwatyzm ewolucyjny struktur i funkcji 
komórkowych,  wiedza o tym gatunku umożliwi wy
jaśnienie wielu procesów zachodzących u wyższych 
eukariotów. Dla 31% białek drożdży znaleziono ho- 
mologi wśród białek ssaków [6], Stwierdzono, że 
wiele genów drożdży wykazuje znaczne podobie
ństwo do ludzkich genów związanych z powstawa
niem różnych chorób [7-10], m.in. nowotworowych i 
neurologicznych.

Drożdże są organizmami jednokomórkowymi,  ale 
pod względem złożoności budowy komórki nie róż
nią się od komórek wyższych organizmów. Ponadto 
charakteryzują się krótkim czasem generacji  oraz 
łatwo rosną na różnych podłożach o ściśle zdefinio
wanym składzie, co umożl iwia uzyskanie dużej licz
by osobników i łatwą kontrolę eksperymentu.  
Główną zaletą drożdży jest  łatwość stosowania w ba
daniach nad nimi zarówno metod genetyki k lasycz
nej, jak i molekularnej.  Dlatego drożdże należą do
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najlepiej scharakteryzowanych pod względem gene
tycznym organizmów. Stosunkowo wcześnie opra
cowano mapy fizyczne i genetyczne chromosomów 
drożdżowych.

II. Ogólna charakterystyka genomu  
S. cerevisiae

Jeżeli za definicję genomu przyjmiemy całkowitą 
informację genetyczną zapisaną w kwasach nukle
inowych, to do genomu drożdżowego należy zali
czyć:
—  genom jądrowy złożony z 16 chromosomów (o 

wielkości około 13 min pz) [2-4, 13]. Najmniej 
szym jest  chromosom I (230 tys. pz), a najwięk
szym -  chromosom XII (2 352 tys. pz, po 
uwzględnieniu sekwencji  powtórzonych) — 
Tab. 1.

—  genom mitochondrialny (o wielkości 86 tys. pz) 
zsekwencjonowany we fragmentach przez d e 
Z a m a r o c z y  i B e r n a r d i  [11] i w całości 
przez F o u r y  i współpr.  [12]. Jest on dwuni- 
ciową kolistą cząsteczką DNA, występuje średnio 
w 50 kopiach (8-130),  koduje aparat translacyjny 
oraz 15 % białek mitochondrialnych.
Ponadto u wielu szczepów zidentyfikowano:

—  plazmid 2p (o wielkości 6.3 tys. pz) zsekwencjo
nowany w 1980 r., jest  dwuniciową kolistą 
cząsteczką DNA o długości 2 pin, występuje w 
jądrze komórkowym w 50-100 kopii;

Tabela 1

W ielkości chrom osom ów  genom u drożdżow ego

C hrom osom Długość [tys. pz| Cytowanie

1 . • : 230 [40]

II • 813 [8 ]

III C • 315 [ 1 ]

IV • 1 532 [6 6 ]

V ' • 577 [41]

VI ; • 270 [64]

VII • 1 091 [ 1 0 ]

VIII • 563 [39]

IX ( • 440 [57]

X • 745 [29]

XI • 6 6 6 f ]

XII • 1 078 [72]

XIII • 924 [56]

XIV • 784 [31]

XV _ •  _ _____ 1 091 [32]

XVI __ • 948 [73]

—  różne wirusowe dwuniciowe RNA (o wielkości 
1.8 do 4.6 tys. pz), występują w cytoplazmie od 10 
do 170 kopii, niektóre kodują toksynę „killer” ;

—  kolisty jednoniciowy RNA (20S) kodujący 
RNA-zależną polimerazę RNA.
Wciąż uaktualniane wyniki analiz zgromadzono 

w bazach danych dostępnych przez Internet. Waż
niejsze z nich przedstawiono w Tab. 2.

Wg bazy danych MIPS [14] wielkość zsekwencjo- 
nowanego chromosomalnego DNA wynosi: 12 069 
tys. pz, wyłączając sekwencje powtórzone.  Genom 
drożdżowy zawiera ponadto kilka regionów posia
dających wielokrotnie powtórzone sekwencje,  które 
nie zostały zsekwencjonowane w całości, a w bazach 
danych reprezentowane są przez co najmniej dwie 
kopie. Całkowita wielkość niezsekwencjonowanych 
regionów wynosi 1 323 tys. pz i obejmuje:
—  140 kopii rDNA (z chromosomu XII), każdy po 9 

tys. pz,
—  2 kopie ENA2 (z chromosomu IV), każdy po 4 tys. 

pz,
—  13 kopii CUP1 (z chromosomu VIII), każdy po 2 

tys. pz,
—  po 2 kopie elementu Y ’ (z chromosomu IV i XII), 

każdy po 7 tys. pz,
—  < 1 tys. pz sekwencji telomerowej z chromosomu 

VI.
W sumie całkowita wielkość jądrowego genomu 

drożdżowego wynosi 13 392 tys. pz.
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Tabela 2

Bazy danych zw iązane z genom em  drożdżow ym , dostąpne przez Internet

Baza danych Adres internetow y

M IPS —  M unich Inform ation 
Center for Protein Sequences

http://w w w .m ips.biochem .m pg.de

SGD —  Saccharom yccs 
G enom e Database

http://gcnom c-w w w .stanford.edu

YPD —  Yeast Proteom e Database http://w w w .proteom c.com

G enBank, National Center for 
Biological Inform ation (NCBI)

http://ncbi.nlm .nih.gov

III. Rozkład par GC w chromosomach  
drożdżowych

Średnia zawartość par GC w genomie wynosi 
39%. Analizy sekwencji DNA chromosomów ujaw
niły występowanie mniej lub bardziej wyraźnej re
gionalnej zmienności w składzie par GC, szczegól
nie w trzeciej pozycji w kodonie (Ryc. 1), pole-

po łożenie na chrom osom ie [pz]

Ryc. 1. Procentow y udział par GC w zdłuż chrom osom u Iii w trzecich 
pozycjach kodonów  otw artych ram ek odczytu.

gającej na występowaniu obszarów bogatych i ubo
gich w pary GC [2, 15-17], Przypomina to organiza
cję chromosomów wyższych eukariotów, stano
wiących mozaikę regionów o różnym udziale par 
GC, zwanych izochorami [18, 19]. Izochora jest  
długim odcinkiem DNA (około 300 tys. pz) o s tosun
kowo jednol itym składzie zasad. Taka organizacja 
chromosomów może być związana z różną presją 
mutacyjną na obszarach replikowanych w różnym 
czasie cyklu komórkowego [20] lub ze zmnienną 
skutecznością napraw DNA w różnych regionach 
chromosomu [21, 22], Innym wyt łumaczeniem w y 
stępowania takiej organizacji chromosomów jest

różna częstość rekombinacji  w tych obszarach [23]. 
Rekombinacja jest  procesem wymagającym napra
wy DNA i może prowadzić do wzbogacania napra
wianych regionów w pary GC [24], Rekombinacja 
zachodzi najczęściej w obszarach międzygenowych,  
ale porekombinacyjna naprawa DNA może od
działywać na skład GC w przyległych sekwencjach 
kodujących. W przypadku chromosomu III drożdży 
odkryto, że obszary bogate w GC (w środku ramieni 
chromosomu) pokrywają się z regionami o wysokiej 
częstości rekombinacji,  a obszary bogate w AT (oko
lice centromeru i telomerów) z obszarami o niskim 
poziomie rekombinacji [25, 26], Najwyraźniejszą re
gionalną zmienność i regularność w rozkładzie par 
GC zaobserwowano w pierwszych zsekwencjonowa- 
nych chromosomach: III i XI [1, 7, 15]. Jednakże 
taka organizacja nie jest  regułą. Została ona potwier
dzona jeszcze tylko dla II i VIII chromosomu [27], 
Ponadto w chromosomie III i XI znaleziono korela
cje między zawartością GC w trzecich pozycjach w 
kodonie a lokalną gęstością genów podobnie jak w 
chromosomach kręgowców [18, 19]. Zjawisko to nie 
jest  jednak uniwersalne dla wszystkich chromoso
mów drożdżowych. B r a d n a m  i współpr.  [ 17] ba
dając ponownie dystrybucję par GC w chromoso
mach drożdżowych nie potwierdzili  (z wyjątkiem 
chromosomu III) okresowości w składzie GC w trze
cich pozycjach kodonów (GC3) i korelacji między 
upakowaniem genów i składem GC3. Ich wyniki 
wskazują jednak,  że zmienność w składzie GC3 nie 
jest całkowicie przypadkowa.  Geny o podobnym 
składzie GC3 są zgrupowane w chromosomach,  co 
można tłumaczyć krótkozasięgowymi korelacjami w 
składzie GC3 sąsiadujących genów. Wyjątkowość 
chromosomu III, wykazującego najwyraźniejsze 
trendy w składzie GC, może być związana z tym, że 
rekombinacje na tym chromosomie ograniczone są 
tylko do sekwencji determinujących typ płciowy 
(koniugacyjny) drożdży [17].
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IV. Klasyfikacja otwartych ramek odczytu

Jedną z najbardziej zaskakujących i różniących 
cech jądrowego genomu drożdżowego,  w porówna
niu z organizmami wielokomórkowymi,  jest  mała 
ilość przestrzeni międzygenowych.  Znaczną część 
(72%) sekwencji za jmują otwarte ramki odczytu, 
będące potencjalnymi sekwencjami  kodującymi 
białko. ORF jest  sekwencją DNA rozpoczynającą się 
kodonem start translacji (najczęściej ATG) i koń
czącą się jednym z trzech kodonów stop translacji 
(najczęściej TAA, TAG, TGA).  Średnio co 2 tys. pz 
w genomie drożdży znajduje się ORF dłuższy lub 
równy 100 kodonom [2, 16].

Otwarte ramki odczytu ułożone są na chromoso
mach nierównomiernie.  W większości chromoso
mów istnieją długie regiony (kilkadziesiąt tys. pz) 
bogate w sekwencje kodujące,  rozdzielone zwykle 
krótszymi regionami o mniejszej gęstości kodowa
nia. Na ogół regiony położone przy centromerach i 
telomerach charakteryzują się mniejszą liczbą ge
nów.

W genomie S. cerevisiae  zidentyfikowano ponad 
6000 otwartych ramek odczytu [2, 16]. Wg bazy 
MIPS wszystkich zidentyf ikowanych potencjalnych 
genów jest  6361, z tego 28 znajduje się w genomie 
mitochondrialnym. W projekcie genomu drożdżowe
go przyjęto analizować i uwzględniać otwarte ramki 
odczytu dłuższe niż 100 kodonów [ 1, 7] w celu unik
nięcia dużej liczby przypadkowych i niekodujących 
krótkich ramek, bowiem prawdopodobieńs two poja
wienia się przypadkowych sekwencji  kodujących, 
dłuższych niż 300 pz, jest  bardzo małe [28], Jedna
kże w genomie drożdżowym istnieją kodujące otwar
te ramki odczytu, krótsze niż 100 kodonów [29-32], 
Wg bazy MIPS jest ich 178. Identyfikuje się je ekspe
rymentalnie,  na podstawie odpowiadających tran- 
skryptów [33], poszukując homologii  do znanych ge
nów lub przez analizy komputerowe [34-37]. Anali 
zy te wykorzystują kryterium długości i homologii 
oraz regularności i reguły w składzie aminokwaso- 
wym i kodonowym (np. współczynnik CAI). Przed 
zastosowaniem tych programów do rozpoznawania 
sekwencji kodujących,  „uczy się” je  najpierw odróż
niania zbioru znanych genów od wygenerowanych 
komputerowo sekwencji  niekodujących.  Program 
GenMark wykorzystano do identyfikacji regionów 
kodujących w chromosomie VI [34], F o n d r a t  i 
K a l o g e r o p o u l o s  [38] zastosowali  do rozpo
znawania funkcjonalnych genów na chromosomie III 
metodę opartą na identyfikowaniu w obszarze pro
motora sekwencji regulacyjnych,  oddziaływujących 
z aktywatorami. Z analizy generalnie wykluczano

krótkie otwarte ramki odczytu znajdujące się w obrę
bie innych dłuższych ramek. W przypadku, gdy ram
ki zachodziły na siebie fragmentami pozostawiano 
ramki dłuższe lub takie, które miały już  określoną 
funkcję, wykazywały wyraźną homologię do zna
nych genów, albo ich współczynnik używalności ko
donów był bardziej zbliżony do CAI genów drożdż- 
owych o znanej ekspresji [1 ,7 ,  39-41], Przyjęto, że 
otwarte ramki odczytu krótsze niż 1 50 kodonów i po 
siadające CAI < 0,11 nie kodują [7],

Dominującą część genów kodujących białka w ge
nomie drożdżowym stanowią sekwencje niepodzie- 
lone. Geny zawierające introny i eksony s tanowią za
ledwie 3.5% wszystkich potencjalnych genów ko
dujących białka (wg bazy MIPS 224 geny). Więk
szość z nich s tanowią geny kodujące białka ryboso- 
malne [30], a introny są zwykle krótkie i zlokal izo
wane blisko kodonu start translacji, często go roz
dzielając. Dzięki wysokiej konserwatywności  miejsc 
rozdzielających introny i eksony w genomie drożdż
owym możliwe jest  stosunkowo proste komputerowe 
identyfikowanie intronów [42],

W zależności od podobieństwa ich sekwencji  ami- 
nokwasowych do innych białek o znanej lub niezna
nej funkcji zbiór otwartych ramek odczytu został po
dzielony na sześć klas wg klasyfikacji bazy MIPS 
[4], Do określania podobieństwa wykorzystywano 
program FASTA [43], a jako miarę podobieństwa 
przyjęto wartość „optimised score” (ze względu na 
brak odpowiedników tych terminów w języku pol
skim pozostawiono ich oryginalną pisownię).  Ponad
to w klasyfikacji uwzględniono występowanie moty
wów funkcjonalnych w białkach i dane eksperymen
talne.

Wydzielono następujące klasy:
—  klasa 1 —  znane geny, sekwencje kodujące białka 

o znanej funkcji, dobrze scharakteryzowane gene
tycznie i biochemicznie;

—  klasa 2 —  sekwencje o wysokim podobieństwie 
do genów; „score” > 1/3 „selfscore” (czyli „sco
re” dla białka porównanego ze sobą samym);

—  klasa 3 —  sekwencje o średnim (’’score” między 
200 a 1/3 „selfscore”) lub słabym podobieńs twie 
do genów („score” od 100 do 200);

—  klasa 4 —  sekwencje o podobieństwie do niezna
nych białek;

—  klasa 5 —  sekwencje nie wykazujące podobień
stw do genów;

—  klasa 6 —  sekwencje kwest ionowane;  nic wyka
zujące podobieństwa do innych sekwencji ,  skla
syfikowane na podstawie niskich wartości CAI i 
małej długości oraz częściowego zachodzenia na 
dłuższe otwarte ramki odczytu lub znane geny [7],
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Stan liczebności klas przedstawiono na Ryc. 2.
ORF z klasy 6, stanowiące 7% wszystkich se

kwencji najprawdopodobniej  nie kodują i są przy
padkowymi otwartymi ramkami odczytu [7, 16]. 
Przypuszczalna liczba sekwencji  kodujących jest  
prawdopodobnie zawyżona o kilka procent [32], Po 
uwzględnieniu tej poprawki ,  przyjmowana przez 
wielu autorów liczba kodujących otwartych ramek 
odczytu w genomie drożdżowym, oceniana jest  na 
5800-6000 [2-4, 16].

10/1% 2 5 %

Ryc. 2 . Stan liczebny poszczególnych klas otw artych ramek odczytu 
wg bazy M IPS (stan z 6  kw ietn ia 2000). Opis klasyfikacji ORF 
podano w tekście na stronie 294.

Ponad połowa sekwencji  (klasa 1) ma funkcję 
określoną eksperymentalnie.  Ponad 17% (sekwencje 
z klasy 2 i 3) wykazuje mniej lub bardziej wyraźną 
homologię do znanych białek. Natomiast  około 25% 
sekwencji (z klasy 4 i 5) zwanych jest  sierocymi 
otwartymi ramkami odczytu,  czyli ORFAN, ponie
waż nic nie wiadomo nawet  o przybliżonej ich funk
cji. Sekwencje z klasy 5 są pojedynczymi ORFAN, 
bo nie posiadają żadnych homologów [16]. Nato
miast sekwencje z klasy 4, zwane bliźniaczymi 
ORFAN, są otwartymi ramkami odczytu sierocymi w 
parach lub rodzinach, ponieważ posiadają homologi,  
ale również o nieznanej funkcji,  będące wobec tego 
też sierocymi otwartymi ramkami odczytu [16],

Produkty wielu otwartych ramek odczytu przypi
sano do kategorii funkcjonalnych, określających 
przynajmniej w przybliżeniu ich rolę w komórce [4], 
Dokonano tego w oparciu o analizy komputerowe, 
homologię do białek o znanej funkcji, obecność spe
cyficznych motywów, bloków i domen funkcjonal 
nych, przynależność do rodzin białek oraz dane eks
perymentalne.

Obecnie (wg MIPS) wyróżniono 14 głównych i 
wiele mniejszych kategorii funkcjonalnych,  a 3725 
otwartych ramek odczytu przypisano do przynajm
niej jednej z nich. Podział na główne kategorie funk
cjonalne przedstawiono na Ryc. 3. Dla 25% ORF nie 
udało się przypisać funkcji.

2 1%

E  niesklasyfikowane 

^organizacja komórkowa 

El metabolizm

E3 wzrost i podziat komórki, synteza DNA

□ transkrypcja

□ modyfikacja białek

S  transport wewnątrzkomórkowy

□ ratunek, obrona, śmierć i starzenie się komórki

□ synteza białek

□ ułatwianie transportu 

UD energia

Eb iogeneza struktur komórkowych

□ klasyfikacja niejasna

■ komunikacja komórkowa i przesyłanie sygnałów

□ równowaga jonowa

■ retrotranspozony i białka plazmidowe

Ryc. 3. Podział otw artych ram ek odczytu na głów ne kategorie funkcjo
nalne wg bazy M IPS (stan z 6  kw ietnia 2000).

V. Paradoks sierocych otwartych ramek od
czytu

Wraz ze wzrostem liczby nowo odkrywanych ge
nów i rozwojem projektów sekwencjonowania geno
mów frakcja sierocych otwartych ramek odczytu, se
kwencji bez znanej funkcji lub homologii  do innych 
genów powinna maleć, natomiast  obserwuje się jej 
wzrost [16, 44], Zjawisko to określono tzw. tajem
nicą (paradoksem) ORFAN. Stanowią one około 
30% wszystkich ORF nie tylko w genomie drożdż- 
wym, ale również w innych genomach.  Na pozór 
wydaje się, że występowanie ORFAN wynika ze zbyt 
małej liczby sekwencji obecnych w bazach danych 
lub zbyt mało czułych i efektywnych algorytmów 
oraz programów komputerowych poszukujących ho
mologii.  Jednakże po ponownym przeszukaniu baz 
w celu znalezienia homologów, sieroce otwarte ram
ki odczytu w wielu genomach nadal się wykrywa 
[45], O z i e r - K a l o g e r o p o u l o s  i współpr.  [46] 
znaleźli homologi dla zaledwie 85 ORFAN S. cerevi- 
siae wśród niekompletnego zbioru otwartych ramek 
odczytu blisko spokrewnionego gatunku Kluyvero- 
myces lactis i sugerują, że wiele spośród ORFAN po-
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zostanie bez homologów nawet  po całkowitym 
zsekwencjonowaniu K. lactis.

Z powodu braku istotnych homologii  do innych 
sekwencji,  wielu autorów skłania się do poglądu, że 
ORFAN są przedstawicielami nowych nieznanych 
nadrodzin białek lub szybko ewoluujących genów 
[ 16, 45], Jedną z tych grup miałyby być geny specy
ficzne dla drożdży [46]. Jednakże niemal każdy 
ORFAN, nie tylko drożdżowy, jest  specyficzny (z 
wyjątkiem ORFAN w parach lub w rodzinach) i ka
żdy z nich musiałby być przedstawicielem nowej 
nadrodziny białek. Liczba tych nadrodzin powinna 
być wielokrotnie większa niż do tej pory przyjmowa
no i, co więcej, nadrodziny te powinny być bardzo 
zróżnicowane między sobą i odległe ewolucyjnie od 
znanych [45]. Dlatego sądzi się, że ORFAN mogą 
być pozostałościami po nie funkcjonujących już  ge
nach albo pseudogenami  lub przypadkowymi, błęd
nie zidentyfikowanymi otwartymi ramkami odczytu 
nie ulegającymi ekspresji  [2, 7, 45], Występowanie 
przypadkowych ORF i nie mających homologów w 
genomie drożdżowym zasygnalizowali  T e r m i e r i 
K a l o g e r o p o u l o s  [36], A n d r a d e  i współpr. 
[37] oraz D a s i współpr.  [47]. Są to przede wszyst 
kim najkrótsze otwarte ramki odczytu w zbiorze ra
mek dłuższych niż 100 kodonów [48]. Jednakże na
wet po ich odrzuceniu pozostają ORFAN wśród 
długich ORF [45]. Inne wytłumaczenie tajemnicy 
ORFAN przedstawili C e b r a t  i współpr. [49, 50]. 
Paradoks ORFAN zostaje łatwo rozwiązany przy 
założeniu, że szacowana liczba kodujących ORF jest  
mniejsza od powszechnie przyjmowanej (5800- 
6000) i wynosi około 4800 [51], a około 1000 
ORFAN (niesłusznie uważanych za kodujące) po 
prostu nie koduje i zostało wygenerowanych przez 
sekwencje kodujące [48], Wyjaśnienie to bierze pod 
uwagę fakt, że kod genetyczny i sekwencje kodujące 
posiadają pewne właściwości zwiększające prawdo
podobieństwo pojawienia się w nici antysensownej 
długich niekodujących ORF [52, 53]. Znaczna część 
ORFAN była wcześniej takimi zachodzącymi otwar
tymi ramkami odczytu, które pozostały po duplika
cjach regionów chromosomów i wyeliminowaniu 
przez mutacje właściwych ramek odczytów gene
rujących je genów. Potwierdzeniem tego są znalezio
ne istotne homologie wielu ORFAN czytanych w an- 
tysensie do znanych białek [48], Hipoteza ta jest 
również zgodna z dowodami na częste duplikacje i 
rearanżacje w genomie drożdżowym [54],

Przy tym założeniu, niezależnie od przyjętej defi
nicji ORFAN, ich liczba jest  dużo mniejsza (o kilka
naście procent) niż zakładają to inni autorzy [1, 16, 
44],

VI. Charakterystyka innych elementów  
genetycznych w genomie drożdżowym

W genomie drożdżowym zidentyfikowano ponad
to geny kodujące RNA i inne elementy genetyczne, 
jak:
—  299 genów kodujących tRNA, z tego 24 geny w 

genomie mitochondrialnym;
—  80 genów kodujących mały jądrowy RNA 

(snRNA), który w połączeniu z białkami pośred
niczy i reguluje procesowanie RNA;

—  140 genów na chromosomie XII kodujących rybo- 
somalny RNA (rRNA);

—  104 elementy Ty —  retrotranspozony, ruchome 
elementy genetyczne,  organizacją i funkcją przy
pominające zwierzęce retrowirusy;

—  długie powtórzenia terminalne (LTRs —  long ter
minal repeats) w 368 kopiach: Tankujące z obu 
stron istniejące transpozony (Ty-LTRs). Wystę
pują one pojedynczo (solo-LTRs) lub niekomplet 
nie i są śladami po wcześniejszych transpozy
cjach i wbudowanych t ranspozonach;

—  31 elementów subtelomerowych X, będącymi 
prawdopodobnie pozostałościami sekwencji LTR 
z nowej klasy transpozonów Ty5;

—  21 elementów subtelomerowych Y ’, odpowia
dających długim rozproszonym sekwencjom po
wtarzającym się (LINE) w genomach ssaków 
[55]; elementy te były prawdopodobnie dawniej 
transpozonami i zawierają sekwencje,  które kie
dyś kodowały helikazę RNA [55];

—  32 powtórzenia telomerowe ( C ^ A ) ;
—  16 centromerów zawierających konserwatywne 

motywy;
—  750 autonomicznie replikujących się sekwencji 

(ARS —  autonomously replicating sequence)',
—  pseudogeny; większość z nich zlokal izowana jest 

w regionach subtelomerowych [40, 56, 57]; w y 
kazują one homologie do znanych genów i pos ia
dają wewnętrzny kodon stop lub przesunięcie 
ramki odczytu, m ogąbyć pozostałościami  po licz
nych duplikacjach, które miały miejsce w geno
mie. Mogą one też być wynikiem błędów sekwen- 
cjonowania.

VII. Duplikacje i ich rola w ewolucji 
genomu drożdżowego

Jedną z interesujących cech genomu drożdży jest 
obecność stosunkowo dużej liczby ORF wystę
pujących w identycznych lub bardzo podobnych ko
piach w różnych chromosomach.  W genomie znale
ziono wiele dużych zdupl i kowanych regionów chro
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mosomów [4, 31, 39, 54, 58-60] zwanych CHRs —  
Cluster H om ology Regions  [3].

Do dobrze znanych regionów o wysokim podobie
ństwie należą końce chromosomów.  Na wielu chro
mosomach w regionach subtelomerowych występują 
często prawie identyczne duże bloki sekwencji (o 
wielkości kilkadziesiąt  tys. pz) zawierające kilka 
otwartych ramek odczytu, co świadczy o niedawnej i 
prawie nieprzerwanej wymianie odcinków między 
chromosomami w tych regionach [55], Od dawna 
wiedziano o rodzinach wielogenowych (geny SUC, 
MAL i MEL) występujących przede wszystkim na 
końcach chromosomów w wielu kopiach niekoniecz
nie ulegających ekspresji [61-63]. Wysunięto przy
puszczenie,  że akumulacja nadmiarowych sekwencji 
zachodziła głównie na małych chromosomach (np. 
chromosomie I i VI) w celu zwiększenia rozmiarów i 
polepszenia właściwego rozdziału i stabilności chro
mosomów podczas  podziału mi totycznego i mejo- 
tycznego [40, 64, 65].

Wiele zdupl ikowanych obszarów występuje w re
gionach przycentromerowych i w częściach środko
wych ramion różnych chromosomów [29, 31, 32, 39, 
56, 58, 66], Znaleziono 55 takich regionów, w któ
rych zidentyf ikowano 376 par homologicznych ge
nów [54]. Prawdopodobnie istnieje jeszcze więcej, 
mniejszych zdupl ikowanych regionów [67]. Szacuje 
się, że pary genów, które powstały drogą duplikacji 
stanowią 16% wszystkich genów drożdżowych [68], 
Wiele homologicznych regionów posiada geny 
ułożone w tym samym porządku i tym samym kie
runku transkrypcji.  Średnia wielkość zduplikowane- 
go regionu wynosi 55 tys. pz i zawiera średnio 6.9 
zdupl ikowanych par genów. Zaskakujące jest to, że 
50 (z 55) b loków posiada taką samą (konserwa
tywną) orientację w stosunku do centromeru [54],

Zduplikowane regiony mogły powstać przez wie
le kolejnych, niezależnych duplikacji,  albo jedno
cześnie przez pojedynczą duplikację całego genomu 
[54], O h n o [69] zwrócił uwagę na dużą rolę dupli
kacji całego genomu jako mechanizmu ewolucyjne
go. W oparciu o ewolucyjne badania białek histono- 
wych zaproponowano teorię poliploidalnego pocho
dzenia genomu drożdżowego [70],

W tym przypadku dalszymi etapami ewolucji ge
nomu, która doprowadzi ła do powstania mozaiki 
zdupl ikowanych bloków, byłyby wzajemne translo- 
kacje pomiędzy chromosomami oraz utrata prawie 
85% zdupl ikowanych,  zbytecznych genów [54], Za 
chowane zostały prawdopodobnie geny o wysokim 
poziomie ekspresji i nowej funkcji dla organizmu 
[68], Genom drożdżowy byłby wobec tej teorii zde- 
generowanym tetraploidem. Duplikacja genomu

drożdży nastąpiła najprawdopodobniej  po dywer
gencji rodzaju Saccharomyces  i Kluyveromyces  
około 100 min lat temu. Mogła ona umożliwić adap
tację do życia w warunkach beztlenowych i być 
związana z intensywnym rozwojem roślin okrytona
siennych wytwarzających owoce,  stanowiących 
pożywkę dla drożdży [54], Duplikacja genów odgry
wa ważną rolę w ewolucji i umożl iwia ewolucyjną 
modyfikację jednej z kopii genu bez niszczenia funk
cji drugiej.

Kolejnym etapem analizy genomu drożdżowego 
jest identyfikowanie funkcji znalezionych potencjal
nych otwartych ramek odczytu zarówno metodami 
komputerowymi, jak i eksperymentalnymi.  W tym 
celu stworzono program EUROFAN (European 
Functional Analysis Network) [71], którego celem 
jest systematyczna analiza funkcji i odkrywanie no
wych genów.
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I. Wstęp

Mitochondria nazywane są organellami autono
micznymi,  ponieważ mają własny genom i własny 
aparat ekspresji genów. Jednak prawie wszystkie 
białka uczestniczące w ekspresji genomu mitochon- 
drialnego są kodowane przez genom jądrowy. Jak 
dotąd zidentyf ikowano ok. 80 genów jądrowych 
biorących bezpośredni  udział w translacji mitochon-

*Dr, 2doc. dr bab. Zakład Genetyki, Instytut Biochemii i Biofi
zyki PAN, ul. Pawińskiego 5a, 02 106 Warszawa.
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drialnej (na podstawie danych z komputerowej  bazy 
MIPS). Produkty tych genów to: białka rybosomów 
mitochondrialnych (mrp), mi tochondrialne synteta- 
zy aminoacylo- tRNA oraz czynniki translacyjne 
(Ryc. 1). Wśród tych ostatnich znajdują się specy
ficzne dla inicjacji translacji w mitochondriach akty
watory, wiążące się z 5 ’ UTR mit-mRNA, rybosoma
mi i wewnętrzną błoną mi tochondrialną i odpowie
dzialne prawdopodobnie za specjalizację translacji 
mitochondrialnej w kierunku syntezy silnie hydrofo
bowych białek błonowych [1, 2]. Wiadomo jednak,  
że jądrowych genów kodujących składniki mi to
chondrialnej maszynerii  translacyjnej jest  znacznie 
więcej niż 80. Ilość samych białek mrp szacuje się 
obecnie na ponad 100 [3].

W mitochondriach przebiega wiele procesów me
tabolicznych, lecz genom mitochondrialny koduje 
wyłączne kilka białek wchodzących w skład kom
pleksów odpowiedzialnych za oddychanie i oksyda
cyjną fosforylację. Stąd skutkiem upośledzonej eks
presji genów mitochondrialnych,  włączając zaburze
nia w mitochondrialnej translacji,  jest  defekt odde
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chowy. Utrzymanie w komórce stanu kompetencji 
oddechowej wymaga,  poza sprawnym działaniem 
systemu ekspresji genomu mitochondrialnego, je sz
cze wielu innych aktywności,  jak  import białek do 
mitochondriów, składanie błonowych kompleksów 
oddechowych czy specyficzna proteoliza.

Związek między ekspresją genów jądrowych a 
translacją w mitochondriach ujawnił  się w badaniach 
nad pewnymi klasami mutantów drożdżowych,  które

mit~  oraz około 200 różnych genów PET  (na podsta
wie danych z komputerowej bazy danych MIPS). Za
równo klonowanie supresorów mutacji m it~ , jak i 
poszukiwanie dzikich genów P E T  przez komplemen- 
tację mutacji pet, prowadzi do identyfikacji genów 
regulujących (pośrednio lub bezpośrednio) biogenc- 
zę mitochondriów.

Komunikacja pomiędzy mitochondriami a jądrem 
komórkowym jest przedmiotem zainteresowania

Geny translacji mitochondrialnej

mitochondrialne
czynniki
translacyjne

mitochondrialne 
syntetazy aa-tRNA

JĄ D R O M IT O C H O N D R IU M

Ryc. 1 . U dział genom u jądrow ego  i m itochondrialnego w kodow aniu białek zaangażow anych w system  translacji m itochondrialnej drożdży Saccharo
m yces cerevisiae. M itochondrialne syntetazy tRNA, czynniki translacyjne i białka rybosom alne (prócz jednego) są kodow ane w DNA chrom o- 
som alnym , syntetyzow ane w cytoplazm ie i transportow ane do mitochondrów . Kom plet tRNA, rRNA oraz jedno  białko rybosom alne Varl są 
kodow ane przez DNA m itochondrialny

utraciły zdolność do pozyskiwania energii przez od
dychanie. Mutanty takie nie potrafią wykorzystywać 
niefermentowalnych związków węgla: glicerolu, 
etanolu, mleczanów, octanów, a ich fenotyp polega 
na braku wzrostu na podłożach zawierających takie 
związki jako jedyne źródło węgla i energii, przy 
czym zdolność do wzrostu na pożywkach z fermen- 
towalnymi źródłami węgla zostaje zachowana. W 
opisanych niżej badaniach wykorzystano przede 
wszystkim dwie szczególne klasy mutantów odde
chowych: mif~  i pet.  Mutacje mit~  są zmianami 
punktowymi lub niewielkimi delecjami w genach ko
dowanych przez mtDNA. W mutantach pet  zmienio
ne są natomiast geny P E T  kodowane w DNA chro- 
mosomalnym,  które odpowiadają  za funkcjonowanie 
mitochondrialnego systemu oddechowego.  Obecnie 
znanych jest  37 grup komplementacj i  dla mutacji

biologów od ponad trzydziestu lat. Jednym z aspek
tów tego zagadnienia jest  wzajemna regulacja t rans
lacji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej.  Fizjolo
giczne znaczenie takiej wzajemnej  regulacji wynika 
z potrzeby przystosowania metabol izmu komórki do 
warunków środowiska. Aktywność translacji mi to
chondrialnej determinuje tworzenie zasobów ener
getycznych komórki w warunkach,  gdy nie są do 
stępne substraty katabol izowane przez fermentację.  
Szeroko rozumiany metabol izm komórki musi do
stosować się do podaży energii.

W niniejszym opracowaniu omówiono wszystkie 
znane autorkom wyniki uzyskane w badaniach dro
żdży Saccharomyces cererisiae , które świadczą o ist
nieniu wzajemnych powiązań między systemami 
translacji w cytoplazmie i w mitochondriach.
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II. Składniki cytoplazmatycznego aparatu 
translacji związane z oddychaniem  
komórkowym

Istnieje koncepcja objaśniająca negatywny wpływ 
aktywnego procesu oddychania na wierność transla
cji cytoplazmatycznej.  Opiera się ona na obserwa
cjach, że pewne klasy supresorów mutacji  nonsens  w 
genach jądrowych (np. supresorowe tRNA lub nie
które a l l e leM/p i i  \ s u p 4 5 —  patrz niżej) działająbar-

Tabela 1

stanowią niektóre geny kodujące syntetazy amino- 
acylo-tRNA oraz pewne geny odpowiadające za bio
syntezę tRNA, opisane w rozdziale IV. W tym roz
dziale natomiast przedstawione są mutacje w genach 
kodujących białka aparatu translacji cytoplazma
tycznej, a jednocześnie interferujące z translacją mi- 
tochondrialną. W każdym z omawianych przypad
ków autorzy prac doświadczalnych rozważali możl i
wość transportu produktów badanych genów do mi- 
tochondriów, gdzie teoretycznie mogłyby one od-

Gcny określające pow iązania m iędzy ekspresją genów  jądrow ych a b iogcnczą m itochondriów

Nazwa genu Produkt genu Funkcja m itochondrialna Funkcja w ekspresji genów  jądrow ych

SUP45 eR Fl pośrednia (m utanty sup45 m ają fenotyp Gly-) czynnik term inacji translacji cytoplazm atycznej

SUP35 eRF3 pośrednia (m utanty sup35 m ają fenotyp Gly-) czynnik term inacji translacji cytoplazm atycznej

TIF1 cIF-4A
pośrednia (nadprodukcja eIF-4A pow oduje supre- 
sję mutacji w m tDNA)

czynnik inicjacji translacji cytoplazm atycznej

RPS18 S 18
pośrednia (m utacja r p s l 8 a-l pow oduje supresję 
mutacji w m tDNA)

białko rybosom ów  cytoplazm atycznych

QSR1 Q srlp
pośredni: (zależność fenotypu mutacji qsr 1 - 1  od 
funkcjonalnego kom pleksu b e l)

białko rybosom alne, składanie rybosom ów  cy
toplazm atycznych

NAM 7 N am 7/U pfl w ycinanie intronów  w nrit-m RNA degradacja cyt-m RN A  (szlak NM D)

N AM 8 N am 8 p
w ycinanie intronów  w 

m it-m R N A
w ycinanie intronów  w cyt-m RN A

NAM 9 N am 9p białko m itochondrialnych rybosom ów
pośrednia (zależność fenotypu mutacji nam 9-l 
od prionu [Psi+])

dziej efektywnie w niskich temperaturach lub wtedy, 
gdy dostępne są tylko substraty niefermentowalne 
[4], Takie warunki można określać mianem głodu 
energetycznego (ang. energy starvation) i istnieje 
koncepcja, że mogą one wymuszać zmniejszenie 
dokładności odczytywania kodonów przez cytoso- 
lową maszynerię translacyjną [4], Sens tego hipote
tycznego zjawiska tkwi w rezygnacji z kontroli po
prawności parowania kodonów z antykodonami,  któ
ra —  jak wykazano u bakterii —  wymaga dodatko
wych nakładów energii [5]. Takiej hipotetycznej,  
mniej dokładnej translacji nadano nazwę „translacji 
S.O.S.” i przypisano teoretyczną rolę w oszczędza
niu przez komórkę związków wysokoenergetycz
nych [4],

Aparaty translacji cytoplazmatycznej i mitochon- 
drialnej różnią się między sobą strukturą i uważa się 
za mało prawdopodobne,  by te same białka wcho
dziły jednocześnie w ich skład [2], Zasadniczo skład
niki aparatu translacji cytoplazmatycznej kodowane 
są przez inny zestaw genów jądrowych niż składniki 
tworzące aparat  translacji mitochondrialnej.  Wyjątek

działywać bezpośrednio z aparatem translacyjnym. 
Jednak jak dotąd takie koncepcje nie znalazły po
twierdzenia doświadczalnego.

II-l. Czynniki terminacji translacji eR Fl i eRF3

Drożdżowe geny SUP35  i SUP45  kodują białka 
eRF3 i eR Fl ,  będące składnikami kompleksu termi
nacji translacji cytoplazmatycznej [6], Oba geny są 
komórce niezbędne do życia. W sumie w tych dwóch 
genach ot rzymano 118 recesywnych mutacji sup35  i 
sup45, które były omnipotencjalnymi  supresorami 
mutacji nonsens [7], 84 z nich powodowały w róż
nym stopniu zaburzenia we wzroście na niefermento- 
walnych źródłach węgla: 53 całkowicie utraciło 
zdolność wzrostu, 8 mutantów miało fenotyp ts, 7 fe
notyp cs, a 16 rosło tylko w podwyższonej tempera
turze. Niektóre z mutacji  sup35  i sup45  były przecie
kające (ang. leaky), tzn. charakteryzowały się bardzo 
powolnym wzrostem na substratach niefermentowal- 
nych. Mutacje sup35  i sup45  nie prowadzą do elimi
nacji mtDNA, zachodzącej w przypadku zaburzeń
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translacji mitochondrialnej ,  co sugerowało,  że białka 
Sup35p i Sup45p nie są składnikami mi tochondrial 
nej maszynerii  translacyjnej [7].

Istnieją jednak dane, sugerujące funkcjonalny 
związek genów SUP35 i SUP45  z translacją mito- 
chondrialną. W widmach cytochromowych mutan
tów sup35  i sup45 , wykazujących defekty wzrostu na 
niefermentowalnych źródłach węgla, obserwowano 
znaczny spadek ilości cytochromów aa3 i b (których 
składniki syntetyzowane są w mitochondriach),  pod
czas gdy ilość syntetyzowanych w cytosolu cyto
chromów c i Ci nie zmieniała się [7]. Analiza kilku 
rewertantów sup45  (w których na skutek mutacji  
wtórnej nastąpił powrót  do normalnego wykorzysty
wania glicerolu jako źródła węgla) pokazała,  że j e d 
nocześnie zachodzi w nich osłabienie supresji non
sens [8]. Ponadto paromomycyna,  antybiotyk inter- 
ferujący z translacją mi tochondrialną,  ma wpływ na 
wzrost szczepów sup35  i sup45  na podłożach testo
wych zawierających glicerol lub etanol jako źródło 
węgla. Sugeruje to, że mutacje sup35  i sup45  
wywołują w rybosomach mitochondrialnych pewne 
zmiany.

Interpretacje wyników kompl ikuje fakt, że paro
momycyna działa również na translację cytoplazma- 
tyczną, obniżając dokładność odczytywania kodo- 
nów w mRNA, a szczepy wrażl iwe na ten antybiotyk 
zazwyczaj wykazują defekty genetyczne obniżające 
wierność translacji [9-11]. Działanie paromomycyny 
na rybosomy mitochondrialne może być zatem bez
pośrednie (np. przez dodatkowe obniżenie wierności 
translacji mitochondrialnej) lub pośrednie (np. po
przez zsyntetyzowane z błędami produkty translacji 
cytoplazmatycznej).

Istnieją też inne dane, które mogą sugerować wza
jemne oddziaływanie translacji cytoplazmatycznej z 
translacją mitochondrialną za pośrednictwem pro
duktów genów SUP35  i SUP45. Dziedziczący się 
niemendlowsko czynnik [Psi+] został zidentyf ikowa
ny jako zagregowana, prionowa formy białka 
Sup35p [13]. W szczepach [Psi+] (lecz nie [Psi']) za
obserwowano wzrost częstości powstawania mutacji 
rhcT  w obecności paromomycyny [12]. Być może 
więc w komórkach,  w których produkt  genu SUP35  
występuje w postaci prionu [Psi+,], paromomycyna 
zaburza translację mi tochondrialną w takim stopniu, 
że następuje destabilizacja mtDNA. Natomiast  w 
nieobecności [Psi+] działanie paromomycyny na apa
rat translacji mitochondrialnej jest  słabsze i nie ma 
wpływu na mtDNA. Przytoczone dane wskazują na 
ścisły związek funkcji białek Sup35 i Sup45 pełnio
nej w procesie metabol izowania n iefermentowal
nych źródeł węgla (translacji mitochondrialnej) z

funkcją pełnioną przez nie w translacji cytoplazma
tycznej.

Nie wiadomo,  w jaki sposób czynniki terminacji 
translacji cytoplazmatycznej uczestniczą w regulacji 
translacji mitochondrialnej.  Analiza teoretyczna se
kwencji genu SUP35  wskazała trzy potencjalne star
ty translacji. Między drugim a trzecim z nich można 
wyróżnić około 40-aminokwasowy segment o ce
chach typowej sekwencji odpowiadającej za import 
do mi tochondriów [14]. Nie stwierdzono jednak 
obecności białka Sup35 w mitochondriach [15].

Ostatnio w ramach poszukiwania genów zaanga
żowanych w terminację translacji cytoplazmatycznej 
otrzymano mutację c r d l2, która kompensuje opisane 
wyżej defekty wzrostu mutantów sup35  i sup45  na 
podłożu glicerolowym i etanolowym [16]. Efekt ten 
jest  recesywny. Mutacja c r d l2 sama w sobie powo
duje brak wzrostu na podłożach zawierających nie- 
fermentowalne źródła węgla. Ten fenotyp jest rów
nież recesywny i znika w szczepach [Psi+]. Mutację 
c r d l2 zlokalizowano w genie ATP 17, kodującym 
podjednostkę mitochondrialnej ATPazy. Według in
terpretacji autorów stwierdzone oddziaływanie ge
netyczne mitochondrialnej ATPazy z czynnikami 
terminacji translacji cytoplazmatycznej łączy się z 
procesem ko-translacyjnego importu białek do mi to
chondriów [16]. Ciekawe jest,  że kombinacja dwóch 
mutacji prowadzących do braku wzrostu w warun
kach wymuszających pozyskiwanie energii z 
rozkładu niefermentowalnych źródeł węgla odtwa
rza ten wzrost. Być może istnieje jakiś czynnik regu
latorowy, „czujnik” , którego stężenie w komórce 
(lub jej przedziale) jest  kluczowe dla włącza
nia/wyłączania katabolizmu niefermentowalnych 
źródeł węgla. Zarówno zbytnie zwiększenie,  jak i 
zmniejszenie jego stężenia wykluczałoby działanie 
wspomnianych szlaków katabolicznych. Mutacje 
c r d l2 i sup35  (lub sup45) mogłyby przeciwstawnie 
regulować pulę takiego „czujnika” , co t łumaczyłoby 
obserwowane zależności fenotypowe.

Pomimo że mutacje w genie SUP35  dają taki sam 
fenotyp jak mutacje w SUP45, inny jest fenotyp ko
mórek, w których zachodzi nadekspresja tych genów 
[4], Związku nadekspresji  SUP35  z oddychaniem ko
mórkowym nie opisano. Stwierdzono natomiast,  że 
w około 20% transformantów, niosących gen SUP45  
na plazmidzie wielokopijnym,  zachodzi słaba supre- 
sja mutacji nonsens UAA {ochrę) w genie LYS9, któ
ra ujawnia się tylko wtedy, gdy w podłożu znajduje 
się etanol jako źródło węgla [4], Zależności takiej nie 
obserwowano w przypadku supresji innych mutacji  
nonsens. Zatem tylko wtedy, kiedy komórka drożdż- 
owa oddycha,  zwiększenie stężenia eRFl  w cytopla-
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zmie obniża (nieznacznie i wybiórczo) wierność 
translacji.

11-2. Czynnik inicjacji translacji eIF-4A

Poszukując genów, których nadekspresja powo
dowałaby supresję mutacji missens  w mitochondrial- 
nym genie COX3, sklonowano gen TIF1 [17], W ge
nomie S. cerevisiae  występują geny TIF1 i TIF2, ko
dujące ten sam czynnik inicjacji translacji cytopla
zmatycznej eIF-4A (sekwencje białek kodowanych 
przez TIF1 i TIF2 są identyczne).  Przynajmniej j e 
den z tych dwóch genów musi być aktywny, by ko
mórka była zdolna do życia. Zarówno TIF1 , jak i 
TIF2 są słabymi supresorami tej samej mutacji  mit~  
w genie COX3 tylko wówczas,  gdy występują w ko
mórce w dużej liczbie kopii [17]. Jest to kolejny do
wód, że cytoplazmatyczny czynnik translacyjny 
wpływa na odczytywaniem kodonów w mitochon
driach. Autorzy upatrują tu jednak rolę czynnika po
średniego. Powołują się na fakt, iż ssaczy eIF-4A jest 
zasocjowany z mRNA i uczestniczy w wiązaniu 
mRNA do kompleksu preinicjacyjnego 43S (na który 
składa się mała podjednostka rybosomu 40S, metio- 
nylo-tRNA i grupa czynników inicjacyjnych). Rola 
eIF-4A polega na rozplataniu struktury mRNA i eks
pozycji jego końca 5 ’. Jeżeli w normalnych warun
kach nisko eksprymowany eIF-4A jest czynnikiem 
ograniczającym szybkość inicjacji translacji, teore
tycznie różne klasy mRNA mogą konkurować w 
pierwszym rzędzie o wiązanie z eIF-4A, zaś potem 
—  z kompleksem 43S. Zatem nie wszystkie klasy 
mRNA będą podlegały translacji tak samo efektyw
nie. Nadekspresja eIF-4A może ułatwić inicjację 
translacji z tranksryptów dotychczas słabiej wiąza
nych przez rybosomy, np. kodujących białka mito- 
chondrialne bezpośrednio odpowiedzialne za supre- 
sję mutacji m i r  w genie COX3. F o 11 e y i F o x
[18] dyskutowali działanie tego samego typu mecha
nizmu pośredniej supresji (patrz niżej).

11-3. Białko rybosomalne S 18

Dwa drożdżowe geny RPS18A  i RPS18B , które 
dają identyczne produkty, lecz ulegają ekspresji z 
różną wydajnością, kodują białko małej podjednost- 
ki rybosomów cytoplazmatycznych drożdży S I 8. 
S 18 jest homologiem białka rybosomalnego S 17 z E. 
coli, biorącego udział w składaniu małej podjednost- 
ki rybosomów i kontrolującego wierności translacji. 
Mutanta rp s l8 a - l  wyselekcjonowano jako supresora 
defektu wzrostu mutantów cox3-l  i cox2-10  na nie- 
fermentowalnych źródłach węgla. cox3-l  i cox2-10

są mutacjami typu zmiany sensu w kodonach starto
wych genów mitochondrialnych COX3 i COX2  [18]. 
Genowo niespecyficzny charakter supresji wskazuje 
na oddziaływanie mutacji rp s l8 a - l  na translację mi- 
tochondrialną. Wrażliwość mutanta rp s l8 a - l  na pa- 
romomycynę sugeruje, że mutacja rp s l8 a - l  obniża 
wierność translacji. Nie jest  jednak jasne, czy m e
chanizm supresji mutacji mitochondrialnych polega 
na zmniejszeniu wierności lub innych zmianach w 
translacji cytoplazmatycznej,  czy też na bezpośred
nim wpływie r p s l8 a - l  na rybosomy mitochondrial- 
ne.

Postawiono dwie alternatywne hipotezy na temat 
mechanizmu funkcjonowania białka rybosomalnego 
S I 8 w translacji mitochondrialnej.  Pierwsza z nich 
opiera się na analizie sekwencji  promotora RPS18A i 
zakłada bezpośredni udział SI 8 w translacji mi to
chondrialnej. Około 600 pz przed pierwszym ekso- 
nem RPS18A znajduje się ciąg 81 aminokwasów o 
cechach sekwencji kierującej do mitochondriów. Tuż 
za nim znaleziono niemal typową sekwencję miejsca 
składania od strony 5 ’ intronu. Gdyby zachodziło al
ternatywne składanie, w jego wyniku sygnał lokali
zacji mitochondrialnej łączyłby się z eksonem dru
gim RPSI8A,  generując mi tochondrialną formę S 18. 
Mimo wielu wysiłków, nie udowodniono jednak tej 
hipotezy. Metodą immunodetekcji  nie wykryto rów
nież białka S 18 w mitochondriach [18],

Hipoteza druga t łumaczy wpływ S 18 na translację 
mi tochondrialną efektami pośrednimi. Szczepy 
niosące mutację r p s l8 a - l  na podłożach z glukozą 
mają  fenotyp cs [18]. Fenotyp cs często wynika z za
burzeń w składaniu mul timerycznych kompleksów
[19], Rzeczywiście,  w szczepach r p s l8 a - l  zmniej 
sza się ilość podjednostek rybosomów 40S, co jest 
efektem spadku stężenia białka S 18 [18], Zmniejsze
nie ilości aktywnych podjednostek 40S, wywołane 
niedoborem S I 8, wymusza konkurencję między po
szczególnymi klasami mRNA o wiązanie z ryboso
mami cytoplazmatyczny mi, wpływając na wydaj
ność inicjacji translacji. Zakłóca to wzajemne zba- 
lansowanie tempa syntezy kodowanych w jądrze 
składników mitochondrialnego aparatu translacji. 
Poprzez zaburzenie stechiometrii  między tymi skład
nikami translacja mi tochondrialną staje się mniej 
dokładna [ 18],

Nie ma jednak prostego wyt łumaczenia mechani
zmu supresji,  tym bardziej,  że niskie stężenie Cox3 
w mutancie c o x 3 - l , spowodowany mało wydajną ini
cjacją translacji z nietypowego kodonu startowego, 
nie ulega podwyższeniu w szczepie supresorowym. 
Z drugiej strony, r p s l8 a - l  jest  supresorem specy
ficznym wobec alleli COX3 i COX2, mających kodon

POSTĘPY BIOCHEMII 46(4), 2000 303
http://rcin.org.pl



inicjatorowy zmieniony w AUA, natomiast  nie su- 
prymuje delecji w 5 ’ UTR mRNA COX3 [18]. Być 
może w grę wchodzą więc zmiany w ekspresji innych 
genów mitochondrialnych, wywołane wtórnie przez 
niedobór białka S I 8.

II-4. Białko rybosomalne Q srl

Innym ciekawym genem drożdżowym jest  QSR1. 
Białko Q s r l p  jest  s techiometrycznym składnikiem 
rybosomalnej podjednostki 60S i wykrywane jest  w 
rybosomach, które są związane z powierzchnią mito- 
chondriów [20]. Białko to jest  niezbędne do życia 
komórce i jego rola polega na udziale w łączeniu 
podjednostek rybosomalnych 60S i 40S [21]. Muta
cja q s r l - l  staje się letalna, jeżeli  z genomu usunie się 
gen QCR6, kodujący mitochondrialne białko 
wchodzące w skład kompleksu cytochromowego 
bej. Postuluje się, iż w oddziaływaniu białek Q s r l p  i 
Qcr6p pośredniczy zewnętrzna błona mitochondrial- 
na [20], Białko Qsr lp ,  kontaktując się fizycznie z 
mitochondriami,  mogłoby zatem być jednym z 
„posłańców” na drodze komunikacji  między mito
chondriami a aparatem cytoplazmatycznej translacji.

III. Białka związane z biogenezą mitochon- 
driów, a zarazem z ekspresją  
genów jądrowych

Poszukiwanie supresorów mutacji  mit doprowa
dziło do zidentyfikowania sześciu genów jądrowych,  
nazwanych NAM  (od ang. Nuclear Accomodation o f  
Mitochondria)  i związanych z ekspresją informacji 
genetycznej zawartej w mtDNA. Dwóm z nich, 
NAM 7  i NAM8, oprócz roli w mitochondrialnej eks
presji genów przypisano również różne funkcje po- 
zamitochondrialne, w tym związane z translacją cy- 
toplazmatyczną. Efekty mutacji w NAM 7  i NAM8  są 
plejotropowe, co sugeruje ich szeroką rolę w regula
cji procesów życiowych komórki [22, 23], Dla kolej 
nego genu, NAM9, opisano specyficzną interakcję z 
prionem [Psi"], uwikłanym w translację cytoplazma- 
tyczną [24].

III-l. Białko Nam 7/Upfl

Gen NAM7  wyizolowano jako wielokopijny su- 
presor mutacji w intronach mitochondrialnych,  które 
blokowały składanie pre-mRNA w mitochondriach.  
Szczep pozbawiony ORF NAM 7  wykazywał  fenotyp 
cs na podłożu zawierającym mleczan [23], co suge
rowało jego związek z b iogenezą mitochondriów. 
Jak wynika z późniejszych badań, produkt genu

N A M 7 jest  tożsamy z białkiem U p f l , helikazą RNA, 
zaangażowaną w szlak NMD (ang. nonsens mediated  
decay). Szlak NMD funkcjonuje w cytoplazmie i jest 
odpowiedzialny za szybką degradację pewnych klas 
mRNA, przede wszystkim mających w ORF mutację 
stop [25-28], Całkowita inaktywacja genu NAM 7/  
UPF1 lub mutacje upfl  dają plejotropowe efekty fe- 
notypowe, m.in. skrócenie telomerów i defekt w re
gulacji genów leżących blisko telomerów [26] lub 
zniesienie blokady cyklu komórkowego w mutancie 
c tj13-30, w którym zaburzone jest oddziaływanie 
centromeru z kinetochorem [28]. Prawdopodobnie 
wynika to z roli Nam7p/Upflp  jako regulatora 
trwałości wielu różnych transkryptów.

W doświadczeniach z drożdżowym systemem 
dwuhybrydowym wykazano fizyczne oddziaływanie 
Nam7p/Upflp  z innymi białkami Upf[29],  Pokazano 
także, że białko Nam7p/Upflp ,  podobnie jak  inne 
białka Upf, wiąże się z polisomami lub pojedynczy
mi rybosomami w zależności od warunków wzrostu 
komórek [30], Wydaje się, że trójskładnikowy kom 
pleks Upflp-Upf2p-Upf3p oddziałuje z cząs teczka
mi mRNA związanymi na aktywnych rybosomach 
(polisomach),  regulując ich trwałość. Białko 
Nam7p/Upflp  może jednak łączyć się z polisomami 
niezależnie od Upf2 i Upf3 [30], co sugeruje jego do
datkową funkcję w regulacji translacji.

Wykazano, że niezależnie od wpływu na t rwałość 
niektórych mRNA, mutacje w N A M 7/U P F 1 mogą 
wpływać w inny sposób na ekspresję genów, na 
przykład wzmacniają supresję kodonów nonsens 
[31]. Mogą też zwiększać wydajność programowa
nej zmiany ramki odczytu mRNA (ang. program m ed  
frameshifting),  będącej rzadkim mechanizmem regu
lowania wydajności ekspresji genów [32], Allele 
N A M 7/U P F 1 zmutowane w domenie helikazy inak- 
tywują funkcję produktu tego genu w degradacji 
mRNA, nie wpływając na zdolność supresji kodo
nów nonsens [33], co pokazuje,  że różne funkcje 
Nam7p/Upflp  mogą być niezależne. Z najnowszych 
prac wynika, że białko Nam7p/Upflp  wiąże się in vi- 
tro z eRFl  i eRF3 (czynnikami terminacji translacji 
kodowanymi przez geny SUP45  i SUP35) oraz jest 
składnikiem prionowego agregatu Sup35p w szcze
pach [Psi+] [34], Ilustruje to związek szlaku NM D  z 
terminacją translacji.

W jaki sposób białko Nam7p/Upflp  oddziałuje z 
mi tochondriami? Jaka jest  jego rola w składaniu mi
tochondrialnych pre-mRNA? Na razie nieznane są 
odpowiedzi na te pytania. Danych na temat związku 
N A M 7/U P F 1 z biogenezą mitochondriów może do
starczyć analiza transkrypcji tego genu. Na ch rom o
somie leży on bardzo blisko genu M B R 3 , który w sp o 
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maga NAM7/UPF1  w supresji defektu w składaniu 
mi tochondrialnych pre-mRNA, pomimo że sam nie 
wykazuje takiej aktywności [35], Choć transkrypcja 
obu tych genów jest  zupełnie inaczej regulowana 
(np. MBR3  podlega represji katabolicznej,  a 
NAM7/UPF1  nie) i dają one dwa odrębne transkryp- 
ty, w szczepach pozbawionych białka Hap lp ,  ważne
go aktywatora transkrypcji genów zaangażowanych 
w oddychanie,  powstaje także mRNA bicistronowy
[36], Nasuwa to przypuszczenie,  że geny 
N A M 7/U P F 1 i MBR3  przynajmniej w pewnych w a 
runkach pełnią w komórce wspólną  rolę. MBR3  jest 
wielokopijnym supresorem mutacji  h a p l,  a jego in- 
aktywacja prowadzi do spowolnienia wzrostu w ob
niżonej temperaturze na podłożu mleczanowym
[37], co przypomina fenotyp szczepu pozbawionego 
Nam7p/Upflp .  Istnieje koncepcja,  że NAM7/UPF1  i 
MBR3  były niegdyś jednym genem związanym z bio- 
genezą mitochondriów, który w procesie ewolucji 
molekularnej rozdzielił się na dwa —  nadal związane 
z tą samą funkcją komórki,  ale wyspecjalizowane 
[35], Obraz ten komplikuje jednak fakt, iż genowi 
N A M 7/U P F 1 przypisano różnorodne funkcje poza- 
mitochondrialne.

III-2. Białko NainS

Gen NAM8, podobnie jak  NAM7,  także został 
sklonowany jako wielokopijny supresor mutacji w 
intronach mitochondrialnych [22], O ile gen ten jest 
zbędny dla wzrostu wegetatywnego komórki i stabil
ności mtDNA, a także dla składania mitochondrial- 
nego [38], staje się niezbędny podczas mejozy [39]. 
Ostatnio dowiedziono, że białko Nam8p,  wraz z Ul 
RNA, wchodzi w skład kompleksu odpowiedzialne
go za selekcję miejsc wycinania intronów w jądro
wych pre-mRNA [4 0 ,  4 1 ] ,  Produkt genu NAM8  staje 
się niezbędny w sytuacji, gdy osłabione jest rozpo
znawanie miejsca cięcia 5 ’ (ang. 5 ’ splice site) przez 
wieloskładnikowy kompleks wycinający introny 
(ang. spliceosom),  co sugeruje rolę Nam8p w kontro
lowaniu dokładności wycinania sekwencji introno- 
wych [41], Przyczyną słabego rozpoznawania może 
być odbiegający od typowego kontekst miejsca cię
cia 5 ’. Taka sytuacja dotyczy m.in. pre-mRNA MRE2  
—  genu niezbędnego w trakcie mejozy, tłumacząc 
rolę NAM8  w tym procesie. AM A/# jest także niezbęd
ny w składaniu także wtedy, gdy mRNA nie ma cza
peczki [4 1 ] ,

Tak więc z jednej strony białko Nam8p może 
pełnić ważną rolę w determinowaniu efektywności 
składania jądrowych pre-mRNA, choć zasadniczo 
nie jest w nim niezbędne. Z drugiej zaś, może mieć

wpływ na składanie mitochondrialnych pre-mRNA 
w mitochondriach.  Ta analogia sugeruje funkcjono
wanie Nam8p w jądrze oraz w mitochondriach na 
tym samym etapie ekspresji genów. Nam8p nie po
siada charakterystycznej N-końcowej  sekwencji kie
rującej do mitochondriów. Niemniej jednak cały po- 
lipeptyd Nam8p zawiera dużo reszt zasadowych, se- 
ryn i treonin, które są charakterystyczne dla mi to
chondrialnych presekwencji  —  nie można więc w y 
kluczyć istnienia wewnętrznej sekwencji kierującej 
do mitochondriów [38], W przypadku podjednostki 
Va oksydazy cytochromowej nadekspresja białka 
kompensuje brak sygnału lokalizacji mitochondrial- 
nej [42], Teoretycznie podstawą domniemanego im
portu do mi tochondriów białka Nam8p mogłoby być 
to samo zjawisko [38],

Można również sądzić, że oddziaływanie NAM8  
na mitochondria zachodzi na drodze pośredniej —  
przez zwiększenie ekspresji jakiegoś  genu zawie
rającego intron. O tym, na które z pre-mRNA będzie 
oddziaływał produkt genu NAM8  (i w jakim stopniu), 
mogłyby decydować sekwencje mRNA, leżące za 
miejscem cięcia od strony 5 ’ intronu. Wykazano bo
wiem, że produkt genu NAM 8  jest  niezbędny przy 
wycinaniu intronów, gdy miejsce cięcia od strony 5 ’ 
intronu jest  słabo rozpoznawane,  na przykład z po
wodu nietypowego kontekstu [41], Konsekwencją 
działania Nam8p na te pre-mRNA mogłaby być sty
mulacja syntezy kodowanych przez nie białek. 
Wpływ zmian stężenia niektórych białek aparatu 
translacji cytoplazmatycznej (w tym białka ryboso- 
malncgo S I 8) na mutacje mit~  opisano w paragrafie 
lic. Jest na przykład możliwe, iż Nam8p działa prefe
rencyjnie na pre-mRNA białek rybosomalnych,  któ
re zawierają introny.

111-3. Wybrane biaka rybosomów mitochon
drialnych

Jeszcze inny jądrowy gen, NAM9, koduje białko 
rybosomów mitochondrialnych,  w którym zidentyfi
kowano domenę o dużej homologii  do białek ryboso
malnych z rodziny S4 [24, 43], Mutacja nam 9-l  typu 
zmiany sensu w domenie S4 genu genu NAM9  powo
duje defekty wzrostu na podłożach zawierających 
niefermentowalne źródła węgla [43, 44], Prawdopo
dobną przyczyną tych defektów jest  spadek wierno
ści translacji mitochondrialnej,  prowadzący do syn
tezy niefunkcjonalnych białek zaangażowanych w 
oddychanie.  Ostatnio udokumentowano,  że defekt 
oddechowy związany z mutacją nam 9-l  występuje 
wyłącznie w szczepach [Psi+] [24], Zidentyfikowano 
10 genów, których nadekspresja powoduje supresję
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fenotypu mutacji nam9-J  na podłożu glicerolowym 
[45]. Wiele z nich koduje białka funkcjonujące w 
translacji cytoplazmatycznej lub mające z nią bliski 
związek funkcjonalny. Są to geny PAB1, SSB1  i 
SSB2  oraz SBP1. Produkty silnie homologicznych 
genów SSBJ i SSB2, należące do grupy białek hsp70, 
pozostają związane z powierzchnią  rybosomów cy- 
toplazmatycznych i kotranslacyjnie kontrolują 
fałdowanie powstających na rybosomie polipepty- 
dów. PAB1 koduje białko wiążące się z traktami 
poli(A)+ mRNA, zaangażowane m.in. w regulację 
inicjacji translacji cytoplazmatycznej.  SBP1  koduje 
białko, które nie bierze bezpośredniego udziału w 
translacji, ale jest  związane z doj rzewaniem rRNA i 
biogenezą rybosomów cytoplazmatycznych,  szcze
gólnie w warunkach wzrostu komórek na pożywce 
glicerolowej. Białko S b p lp  może być więc jednym z 
łączników pomiędzy metabolizmem glicerolu (i w 
domyśle: oddychaniem) a cytoplazmatycznym apa
ratem translacji. Jest prawdopodobne,  że produkty 
sklonowanych genów supresorowych oddziałują z 
prionem [Psi+], przez co w sposób pośredni wpływ a
j ą  na efekt mutacji n am 9-l  [45]. Jest to kolejny 
przykład na regulacyjne powiązanie pomiędzy trans
lacją mi tochondrialną i cytoplazmatyczną.

Istnieją przesłanki na temat funkcji cytoplazma- 
tyczno-jądrowych innych białek rybosomów mito- 
chondrialnych. Geny M R P -L4 , MRP-L8  i MRP-S9,  
kodujące białka rybosomów mitochondrialnych 
(YmL4, YmL8, Mrp-S9) mają tę unikalną  cechę, że 
ich inaktywacja jest  nie tylko letalna dla wzrostu na 
podłożach zawierających niefermentowalne źródła 
węgla, ale także spowalnia wzrost  na podłożach za
wierających źródła węgla fermentowalne [3, 46, 47]. 
W komórkach niosących zinaktywowany gen 
MRP-S9  w warunkach derepresji glukozowej nie w y 
krywa się pewnych enzymów glukoneogenezy [46]. 
Komórki te w fazie logarytmicznej wzrostu hodowli 
na podłożu glukozowym przybierają nienaturalnie 
duże rozmiary i mają zmienione wakuole.  Fazie sta
cjonarnej nie towarzyszy powiększenie samych ko
mórek, lecz wakuole nadal pozostają zmienione [46]. 
Dane te przemawiają za pełnieniem przez białko 
Mrp-S9 funkcji pozamitochondrialnych.

Możliwość syntezy niemitochondrialnej formy 
YmL4, opierająca się na istnieniu mechanizmu opi
sanego np. dla niektórych mi tochondrialnych synte- 
taz aminoacylo- tRNA (patrz rozdział IV), została ra
czej wykluczona. G r a a c k  i wsp. [47] sugerowali 
natomiast na podstawie analizy sekwencji białka 
YmL4 obecność domeny bogatej w prolinę (charak
terystycznej dla aktywatora transkrypcji CTF/NF-1),  
miejsc fosforylacji i sygnału importu do jądra. Po

dobna kombinacja motywów występuje w sekwencji 
rybosomalnego białka S3 D. melanogaster  [47]. 
Białko S3 jest  znane jako bifunkcjonalne —  oprócz 
funkcji w rybosomach wykazuje również aktywność 
endonukleazy związanej z reperacją DNA. Istnieje 
koncepcja,  że YmL4 jest  zaangażowane w przekazy
wanie sygnału z mi tochondriów do jądra komórko
wego [47].

IV. Białka biorące bezpośredni udział 
w translacji mitochondrialnej i cyto
plazmatycznej.

Zasadniczo aparaty translacji cytoplazmatycznej i 
mitochondrialnej są kodowane przez odrębne ze
społy genów. Jednak istnieją takie geny, których pro
dukty uczestniczą jednocześnie w translacji cytopla
zmatycznej i mitochondrialnej,  pełniąc tę samą funk
cję. Należą do nich geny kodujące niektóre syntetazy 
aminoacylo- tRNA oraz enzymy obróbki posttran- 
skrypcyjnej i modyfikacji  tRNA [48], Przykładami 
są tu: syntetazy His-tRNA (gen H T S1 ) i Val-tRNA 
(gen PAS/), niezbędna do życia nukleotydylotransfe- 
raza Cca lp ,  dodającą na końcach 3 ’ tRNA trójnukle- 
otyd CCA, izopentenylotransferaza tRNA kodowana 
przez gen M O D 5, oraz produkt genu TRM1, ko
dującego specyficzną metylotransferazę tRNA.

W genach HTS1 i VAS1 oraz TRM1 występujądwa 
kodony AUG, będące potencjalnymi startami trans
lacji. Ekspresja tych genów regulowana jest  przez al
ternatywną inicjację transkrypcji.  W wyniku tran
skrypcji powstają dwie klasy mRNA: dłuższe, rozpo
czynające się przed pierwszym kodonem AUG, ko
dujące mitochondrialną formę białka, oraz krótsze, 
rozpoczynające się pomiędzy alternatywnymi starta
mi translacji i kodujące formę niemitochondrialną 
tego samego białka [48-50], W regulacji ekspresji 
MOD5  oprócz mechanizmu transkrypcyjnego, który 
wydaje się mieć mniejsze znaczenie,  funkcjonuje ta
kże mechanizm translacyjny: o wyborze  miejsca ini
cjacji translacji decyduje kontekst kodonu start. 
Pierwszy kodon AUG znajduje się w otoczeniu se
kwencji nie odpowiadających klasycznemu elemen
towi inicjacji translacji, toteż jest używany rzadziej. 
Natomiast  kontekst drugiego kodonu AUG jest do
skonałym elementem inicjacyjnym [51],

Przypadek genu CCA1 jest bardziej skompl ikowa
ny. W ramce odczytu CCA 1 występują aż trzy kodo
ny startowe, a regulacja syntezy poszczególnych 
form białka C ca lp  łączy w sobie elementy alterna
tywnej inicjacji transkrypcji i translacji [52],

Mechanizmy regulujące syntezę form białka: 
dłuższej i krótszej w istocie decydują o jego lokal iza-
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cji subkomórkowej.  Mogą się one znacznie różnić 
między sobą i być jednym ze sposobów wzajemnej 
regulacji translacji mitochondrialnej i cytoplazma
tycznej.

W eksperymentach in vivo pokazano, że w pew
nych warunkach forma mitochondrialna i cytopla- 
zmatyczna tego samego białka mogą się nawzajem 
zastępować. Szczepy z delecjami w obrębie lidera 
mitochondrialnego w syntetazie His-tRNA wykazują 
fenotyp Pet“ , tzn. m.in. nie mają zdolności wzrostu 
na podłożach zawierających niefermentowalne 
źródła węgla. Nadekspresja cytosolowej formy tego 
białka wymusza jego lokalizację mitochondrialną i 
powoduje rewersję do fenotypu PeL . Z kolei forma 
mitochondrialna,  ulegająca zwielokrotnionej ekspre
sji z plazmidu wielokopijnego, może zastąpić formę 
cytosolową—  być może efekt ten jest  spowodowany 
wysyceniem maszynerii  importu mitochondrialnego 
dłuższą formą syntetazy i zatrzymywaniem jej w cy- 
toplazmie [50]. Regulowana ekspresja genu H T Sl  
mogłaby zatem zmieniać pulę mitochondrialnej syn
tetazy i wpływać na translację mitochondrialną,  m o
dulując poprzez jej produkty aktywność respiracyjną 
komórki.

V. Podsumowanie

Zagadnienie wzajemnej regulacji translacji cyto
plazmatycznej i mitochondrialnej nie jest poznane 
dostatecznie dobrze, żeby robić uogólnienia do
tyczące jego mechanizmów. Poza „wspólnymi” dla 
translacji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej en
zymami aminoacylującymi  lub modyfikującymi 
tRNA, do tej pory u drożdży S. cerevisiae zidentyfi
kowano zaledwie kilka jądrowych genów zaanga
żowanych jednocześnie w regulację działania cyto
plazmatycznego aparatu translacji i biogenezę mito- 
chondriów. Wszystkie uzyskane do tej pory wyniki 
zostały zebrane w niniejszej pracy.

Wyjaśnienie szczegółowej roli omawianych po
wyżej białek w mitochondrialnej ekspresji genów 
wymaga jeszcze wielu badań. Tymczasem uwaga ba
daczy koncentruje się raczej wokół funkcji tych ge
nów w procesach pozamitochondrialnych.  Wciąż 
znanych jest  także za mało przykładów powiązań re
gulacyjnych między mitochondriami a jądrem ko
mórkowym. Być może w dzisiejszej dobie, kiedy ge
nom drożdżowy jest  już zsekwencjonowany, a dzięki 
istnieniu sieci informatycznych dane na temat funk
cji poszczególnych genów są łatwo dostępne, uda się 
wychwycić szczegóły, które doprowadzą do sfor
mułowania zunifikowanej teorii przepływu informa

cji o stanie fizjologicznym komórki  pomiędzy mito
chondriami a cytoplazmą i jądrem komórkowym.
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Zaburzenia kontroli fazy G1 cyklu komórkowego 
podczas onkogenezy

Disorder of G1 phase control of cell cycle during 
oncogenesis
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Spis treści:

I. W stęp
II. Regulacja  fazy GI cyklu k o m órkow ego
III. B iałka fazy G1 w procesie  onk ogen ezy

I I I -1 .Droga regulacyjna cyklu kom ó rk o w eg o  z 
udziałem  białek p l9 (A R F )-m d m 2 -p 5 3

111-2. Droga regulacyjna cyklu kom ó rk o w eg o  z 
udziałem  białek p l6 (IN K 4 a )-c y k l in a  
D l-c d k 4 -p R b

IV. U w agi końcow e

W ykaz  stosowanych skrótów: CAK —  kinazy aktywujące 
cdk, cdk —  kinazy cyklinozależne, CKI —  inhibitory kinaz cy- 
klinozależnych, EBV —  wirus Epstein-Barr, ERK —  kinazy re
gulowane sygnałami zewnątrzkomórkowymi, E2F-DP —  hete- 
rodimerowy czynnik transkrypcyjny, HDAC —  deacetylaza hi- 
stonowa, HPV —  wirus brodawczaka ludzkiego, FITLV —  wi
rus ludzkiej białaczki T-komórkowej, LOF1 —  utrata heterozy- 
gotyczności, PCNA — jądrowy antygen proliferujących komó
rek, pRb — białko supresorowe Rb, SAS —  sekwencja zwielo
krotniona w mięsaku, TGF- ß l — transformujący czynnik wzro
stowy ß 1.

I. Wstęp

Większość komórek dorosłego organizmu wielo
komórkowego ulega regularnym podziałom. Wśród 
nich największą aktywnością proliferacyjną charak
teryzują się komórki szpiku kostnego oraz komórki 
nabłonków. Wielokrotnie powtarzające się cykle ko
mórkowe są szczegółowo kontrolowane przez czyn
niki zewnątrz-,  jak i wewnątrzkomórkowe,  a od ich 
dokładności zależy prawidłowy przebieg proliferacji 
oraz homeostaza organizmu.

'Lek. tned., ‘dr n. med., Katedra i Zakład Biologii, Akademia 
Medyczna im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, ul. Karłowi
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IV. C on clud ing  rem arks

Najczęstszymi  przyczynami  zaburzeń kontroli cy
klu komórkowego są amplifikacje genów, transloka- 
cje genów, mutacje punktowe, delecje homozygo- 
tyczne, utrata heterozygotyczności całych fragmen
tów chromosomu (LOH), zmiany w metylacji pro
motora oraz insercje wirusowe [1, 2], Zaburzenia 
kontroli mogą zdarzyć się w każdej fazie cyklu ko
mórkowego, jednakże najczęściej występują w fazie 
G 1 [3],

Komórki,  które „uwolniły się“ spod kontroli pro
liferacji, ulegają szybkim podziałom. Liczba kom ó
rek z uszkodzonym aparatem genetycznym inten
sywnie rośnie, a szybko przebiegający cykl komór
kowy sprzyja powstawaniu nowych mutacji. Uszko
dzenia aparatu genetycznego,  przyczyniające się do 
obniżenia lub podwyższenia poziomu odpowiednich 
czynników regulujących cykl komórkowy, jak  rów
nież czynniki patologiczne uniemożliwiające pra
widłowe funkcjonowanie punktów kontrolnych po
wodują zachwianie homeostazy komórki.  Zaburze
nia homeostazy zaś są przyczyną patologii pro
wadzącą m.in. do transformacji  nowotworowej.  Faza 
G 1 cyklu komórkowego podlega kontroli sprawowa
nej przez wiele białek supresorowych oraz protoon- 
kogenów. Większość z nich wchodzi w skład dróg re
gulacyjnych pl  9(ARF)-mdm2-p53 oraz p l6(IN- 
K4a)-cyklina Dl -cdk4-pRb.  Upośledzone funkcjo
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nowanie białek regulatorowych jes t istotnym ele
mentem w patogenezie chorób nowotworowych.

Rozwój nowotworu złośliwego zależy także od in
nych czynników, do których zaliczyć można progra
mowaną śmierć komórki (apoptoza),  interakcje mię
dzykomórkowe oraz układ komórka-macierz.  Praw
dopodobnie patologia cyklu komórkowego odgrywa 
główną rolę w inicjacji i progresji nowotworu,  a 
przez wielu autorów choroba nowotworowa jest 
uważana za chorobę zaburzonego cyklu komórkowe
go [3 ,4].

II.Regulacja fazy GI cyklu komórkowego

Regulacja cyklu komórkowego zachodzi przy 
udziale cyklinozależnych kinaz serynowo-treonino- 
wych, cyklin s tanowiących ich podjednostki regula
torowe oraz endogennych inhibitorów kinaz. Z bio
chemicznego punktu widzenia podstawową zasadą

presji genu kodującego cyklinę Dl .  Cyklina Dl  jest 
podjednostką regulatorową kinaz cdk4/cdk6 [1, 6], 
Proces tworzenia kompleksów cyklina Dl-cdk4/  
edkó przebiega pod kontrolą kinaz regulowanych sy
gnałami zewnątrzkomórkowymi (ERK) (Ryc. 1). Po
wstałe kompleksy przenikają do jądra  komórkowe
go, gdzie zostają uaktywnione przez kinazy CAK 
[7]. Kinazy cdk4/cdk6 fosforylują białko supresoro- 
we pRb, które odłącza się od heterodimerowego 
czynnika transkrypcyjnego E2F-DP. Aktywny kom
pleks E2F-DP inicjuje ekspresję licznych genów od
powiedzialnych za przejście komórki  z fazy G1 w 
fazę S cyklu komórkowego [2, 7], Jednym z genów 
indukowanych przez czynnik transkrypcyjny 
E2F-DP jest gen kodujący cyklinę E. Kompleks cy
klina E-cdk2, aktywny w późnej fazie G l ,  odpowia
da m.in. za hiperfosforylację białka supresorowego 
pRb [1,3,  7]. Interakcje zachodzące między białkiem 
pRb, czynnikiem t ranskrypcyjnym E2F-DP oraz cy-

p16(INK4a)

kompleks
pRb-E2F-DP

cyklina D1 + cdk4/cdk6

ERK

kompleks 
cyklina D1-cdk4/cdk6

CAK

aktywny kompleks 
cyklina D1-cdk4/cdk6

fosforylacja pRb
aktywny i ufosforylowane 
E2F-DP pRb

promotory genów fazy S

regulacji cyklu komórkowego jest  uruchamianie ka
skadowych reakcji fosforylacji i defosforylacji  od
powiednich białek [5], W fazie Gl  wymienione wy
żej reakcje podlegają kontroli  sprawowanej przez 
drogi regulacyjne, w których uczestniczą białka su- 
presorowe pRb oraz p53 [3]. Droga regulacyjna cy
klu komórkowego przebiegająca z udziałem pRb 
obejmuje liczne białka posiadające właściwości pro
motorów lub inhibitorów cyklu komórkowego.  Do 
białek posiadających właściwości promotorów zali
cza się cykliny D (D1-D3) oraz kinazy cdk4/cdk6. 
Inhibitorami cyklu komórkowego są natomiast 
białka p l6(INK4a) ,  p l5(INK4b) ,  p l8 (INK4c)  oraz 
białko supresorowe pRb [4].

Stymulacja mi togenna uruchamia kaskadę proce
sów biochemicznych prowadzącą do nasilenia eks-

Ryc. 1. D roga regulacyjna cyklu ko
m órkow ego z udziałem  białek 
p l6 (IN K 4a)-cyk lina  D l-cdk4- 
pRb. K inazy ERK —  kontro
lują proces tw orzenia kom plek
sów  cyklina D 1 -cdk4/cdk6. K i
nazy C A K  —  aktyw ują kom 
pleksy cyklina D l-cdk4/cdk6. 
Z nak -»  oznacza przejście do 
następnego etapu drogi regula
cyjnej, znak  i oznacza ham o
w anie procesu łączenia cyklin 
D l z kinazam i cdk4/cdk6. 
Szczegółow y opis w tekście.

kliną E są przykładem mechanizmu dodatniego 
sprzężenia zwrotnego umożl iwiającego przejście ko
mórki przez tzw. punkt restrykcyjny G l / S  [4, 7], 

Droga regulacyjna cyklu komórkowego przebie
gająca przy udziale białka pRb odpowiada również 
za zatrzymanie cyklu w fazie G l .  W procesie tym 
uczestniczą białka p l6(INK4a) ,  p 1 5(INK4b) oraz 
p l8(INK4c) ,  które swoiście hamują  podjednostki ka
talityczne kinaz cdk4/cdk6 [4, 6], Białka INK4 wiążą 
się z kinazami cdk4/cdkó tworząc kompleksy.  Kom 
pleksy te hamują  połączenie cyklin typu D z kinaza
mi cdk4/cdk6 i tym samym hamują  ich aktywację,  co 
powoduje zatrzymanie cyklu komórkowego [4, 7, 8], 

Inhibitorami kinaz zależnych od cyklin są również 
tzw. białka Cip/Kip —  p 2 1 (Cip 1), p27(Kip 1), 
p57(Kip2) [6, 7], Udział białek Cip/Kip w regulacji
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cyklu komórkowego oraz w procesie onkogenezy zo
stał opisany w punktach III-l i III-2.

Istotną rolę w kontroli cyklu komórkowego od
grywa białko supresorowe p53. Podstawową funkcją 
tego białka jes t ut rzymanie stabilności genomu nara
żonego na działanie czynników uszkadzających,  np.: 
promieniowanie UV [9]. Uszkodzenie materiału ge
netycznego indukuje białko p53, które z kolei nasila 
ekspresję genu C ip l.  Białko p 2 1 (Cip 1) łączy się w 
nieaktywne kompleksy z dimerem cyklina E-cdk2, 
co w efekcie prowadzi  do zatrzymania cyklu komór
kowego w fazie G1 [4, 7]. W przypadku nieefektyw
nej naprawy uszkodzonego DNA, białko p53 induku
je proces apoptozy, chroniąc w ten sposób komórkę 
przed kumulacją  mutacji  i transformacją nowotwo
rową [9]. W warunkach fizjologicznych aktywność

III. Białka fazy G1 w procesie onkogenezy

Rozpatrując molekularne podstawy onkogenezy 
coraz częściej skupiamy się nad przebiegiem wielo
elementowych dróg regulujących cykl komórkowy, 
kosztem zainteresowania poszczególnymi genami, 
czy też ich produktami białkowymi [4], Wieloele
mentowe drogi regulacyjne działają jako jednostki 
funkcjonalne, które są dużo łatwiejszym celem dla 
mutagenów aniżeli pojedyncze geny [4]. Pojedyncza 
zmiana w obrębie jednego genu prawdopodobnie nie 
jest  w stanie doprowadzić do transformacji now o
tworowej.  Zgodnie z hipotezą Knudsona,  do rozwoju 
nowotworu potrzebny jest  cały tor mutacyjny, czyli 
kolejno następujące po sobie mutacje w obrębie pro- 
toonkogenów lub/i antyonkogenów [11].

bodźce
onkogenne p19(ARF)

kompleks
mdm2-p19(ARF) stabilizacja p53

uszkodzenie
DNA

zatrzymanie cyklu 
komórkowego

apoptoza

białka p53 podlega precyzyjnej kontroli (Ryc. 2). 
Rolę regulatora funkcji białka p53 spełnia białko 
mdm2. Oddziaływanie między tymi białkami zacho
dzi na zasadzie u jemnego sprzężenia zwrotnego [9]. 
Białko p53 nasila ekspresję genu mdm2, natomiast 
białko mdm2 tworzy z białkiem p53 heterodimer. Po
wstały heterodimer powoduje,  iż białko p53 traci 
zdolność indukcji genów, a białko mdm2 działając 
jako ligaza ubikwitynowa,  odpowiada za degradację 
proteoli tyczną białka p53 w proteasomie [9, 10]. Ak
tywność enzymatyczna białka mdm2 podlega kon
troli sprawowanej przez białko pl 9(ARF). Interakcja 
między tymi białkami zależy od końca karboksylo
wego cząsteczki mdm2 oraz od końca aminowego 
białka p l9 (A RF).  Kompleks białek mdm2- 
pl9 (ARF) pozbawiony jest  aktywności ligazy ubi- 
kwitynowej przez co stabilizuje białko supresorowe 
p53 [10]. Białko p53 natomiast  kontroluje ekspresję 
genu INK4d  na drodze ujemnego sprzężenia zwrot
nego [9, 10],

degradacja p53

Ryc. 2. D roga regulacyjna cyklu kom ór
kow ego z udziałem  białek 
p l9(A R F )-m dm 2- p53. W cen
trum schem atu um ieszczono 
białko m dm 2  dla podkreślenia 
jego  roli w regulacji funkcji 
białka supresorow ego p53. 
Znak — oznacza przejście do 
następnego etapu drogi regula
cyjnej, znak oznacza nasile
nie ekspresji genu kodującego 
dane białko, znak oznacza 
osłabienie ekspresji genu ko
dującego dane białko, skrót ub 
oznacza ubikwitynę. Szcze
gółow y opis w tekście.

Faza G1 cyklu komórkowego może podlegać re
gulacji  sprawowanej przez wiele antyonkogenów i 
protoonkogenów.  Dlatego zaburzenia kontroli cyklu 
komórkowego prowadzące do rozwoju choroby no
wotworowej  najczęściej ujawniają się w fazie G1 
oraz w punkcie restrykcyjnym G l /S  [4], W tabelach 
1 i 2 podano przykłady mutacji /modyfikacji  genów 
kodujących poszczególne białka regulujące cykl ko
mórkowy i znajdowane w wielu różnych nowotwo
rach.

III-I. Droga regulacyjna cyklu komórkowego 
z udziałem białek pl9(ARF)-m dm 2-p53

Gen p53  jest najczęściej uszkodzonym genem w 
kc morkach nowotworowych,  a jego patologię 
stwierdzono w ponad połowie nowotworów wystę
pujących u człowieka [3], Najczęściej spotykanymi 
mutacjami  w obrębie genu p53  są mutacje punktowe 
oraz  delecje odcinka DNA od eksonu 5 do 8, który
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decyduje o aktywności biologicznej białka p53 [12, 
13]. Bardzo często mutacje punktowe dotyczą reszt 
aminokwasowych bezpośrednio oddziaływujących z 
DNA, np. Arg-248 i Arg-273 [13, 14], Zmutowane 
białko p53 charakteryzuje się wydłużonym okresem 
półtrwania (z 6-12 minut do około 12 godzin) oraz 
zdolnością tworzenia nieaktywnych kompleksów z 
prawidłowym białkiem p53 [11]. Podobne komplek
sy z białkiem p53 tworzą również niektóre białka ko
dowane przez wirusy onkogenne (antygen T wirusa 
SV40, onkoproteina E1B adenowirusa oraz białko 
E6 wirusa HPV) [15]. Brak aktywnego białka p53 
uniemożliwia zatrzymanie cyklu komórkowego oraz 
hamuje proces apoptozy indukowany przez czynniki 
genotoksyczne [10].

W komórkach,  które „uwolniły się” spod kontroli 
drogi regulacyjnej opartej na działaniu p53 dochodzi

Tabela 1

również na drodze niezależnej od białka p53, w 
związku z czym jego udział w onkogenezie wydaje 
się być bardziej złożony [16], Prawdopodobnie,  upo
śledzenie funkcji białka mdm2 może być również 
spowodowane przez mutacje zmiany sensu oraz mu
tacje typu nonsens w obrębie regionu palca cynkowe
go cząsteczki mdm2 [17],

Jednym z genów regulujących cykl komórkowy 
jest  gen C ipl  kodujący białko p 2 1 (Cip 1). Ponieważ 
białko p21(Cipl )  jest  jednym z inhibitorów kinaz 
(CK1), należałoby oczekiwać, że wraz z obniżeniem 
poziomu inhibitora wzrośnie zdolność proliferacyj- 
na komórki.  Teza ta została potwierdzona jednak w 
przypadku nielicznych tylko nowotworów. Więk
szość nowotworów charakteryzuje się natomiast na
siloną ekspresją genu Cipl  (Tabela 1). Heterogenna 
ekspresja genu C ipl  w ludzkich nowotworach

Przykłady antyonkogenów  fazy G1 cyklu kom órkow ego i ich udział w transform acji nowotworowej

Białko
regulatorowe

M utacja/m odyfikacja
genu

N ow otw ory Piśm iennictwo

p53 m utacje punktow e, delecjc ponad połow a now otw orów  w ystępujących u człow ieka [3, 12, 13]

pRb
m utacje punktow e, 
hiperm ctylacja prom otora

siatków czak złośliwy, drobnokom órkow y rak płuca, 
kostniakom ięsak, rakow iak

[3, 23]

pl5(IN K 4b)

delecjc hom ozygotycznc 

hiperm ctylacja prom otora

czerniak złośliwy, rak trzustki, rak szyjki macicy, kostniakom ięsak, nic- 
drobnokom órkow y rak płuca, now otw ory układu chłonnego, glcjaki 
rak kolczystokom órkow y, chtoniak Burkitta, ostra białaczka szpikowa, 
ostra b iałaczka lim fatyczna

[36; 48-53] 

[54-56]

p l6(IN K 4a)

delecjc hom ozygotycznc

m utacje punktow e 

hiperm ctylacja prom otora

glcjaki, m iędzybłoniak, rak nosogardta, ostra białaczka lim fatyczna, rak 
jajn ika, rak pęcherza m oczow ego, mięsak, chłoniak mózgu 
rak dróg żółciow ych, rak przełyku, czerniak złośliwy, rak trzustki 
ostra b iałaczka szpikow a, szpiczak mnogi, rak przełyku, rak szyjki m a
cicy, niedrobnokom órkow y rak płuca

[3, 57]

[3, 8 , 58, 59] 

[60-64]

p l9(A R F ) delccjc cksonu ip linie kom órkow e czerniaka (SK.-MEL-5, A2058) [29]

p 2 1(Cip 1)

nadekspresja genu 

osłabiona ekspresja genu

rak w ątrobow okom órkow y, rak kolczystokom órkow y, n iedrobnoko
m órkowy rak płuca

rak żołądka, rak je lita  grubego, rak jajn ika, rak przełyku, n iedrobnoko
m órkowy rak płuca

[18, 65, 6 6 ] 

[67-70]

m.in. do częstych mutacji spontanicznych, amplifi- 
kacji genów oraz aneuploidii .  Taka niestabilność ge
nomu znacznie podnosi prawdopodobieńs two t rans
formacji nowotworowej [10].

Ostatnie badania wykazały, że amplifikacja genu 
mdm2  pociąga za sobą konsekwencje podobne do 
tych powodowanych przez mutacje genu p53.  Na- 
dekspresja genu mdm2  doprowadza do zahamowania 
aktywności transkrypcyjnej białka p53 oraz nasila 
jego degradację na drodze ubikwitynowo-proteaso- 
mowej [13]. Na podstawie badań przeprowadzonych 
na myszach udowodniono,  że białko mdm2 działa

związana jest  prawdopodobnie ze złożoną rolą białka 
p21 (Cipl )  jaką  odgrywa w regulacji cyklu komórko
wego. Białko p 2 1 (Cip 1) w zależności od stężenia 
może działać jako czynnik promujący lub hamujący 
cykl komórkowy. Właściwości promujące cykl ko
mórkowy ujawniają się w przypadku niskiego pozio
mu białka p 2 1 (Cip 1). Związane jest to z ułatwionym 
powstawaniem kompleksu cyklina D-cdk4/cdk6, 
stabilizacją kompleksu oraz przyspieszonym jego 
transportem do jądra komórkowego [4],

Znacznie trudniej wyt łumaczyć wpływ nasilonej 
ekspresji genu Cipl na proces nowotworzenia.  Do
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zahamowania aktywności kompleksu cyklina 
D-cdk4/cdk6 dochodzi w przypadku przyłączenia 
więcej niż jednej cząsteczki białka p 2 1 (Cip 1) do tego 
kompleksu [12]. W przypadku jednoczesnej nadeks- 
presji genu kodującego cyklinę Dl oraz genu ko
dującego białko p 2 1 (Cip 1) może dojść do względne
go obniżenia poziomu inhibitora i ujawnienia jego 
aktywności katalitycznej, promującej cykl komórko
wy [18].

Innym wyt łumaczeniem zmiennej aktywności 
białka p 2 1 (Cip 1) mogą być mutacje,  które prowadzą 
do osłabienia właściwości inhibicyjnych białka 
p 2 1 (Cip 1) z zachowaniem jego zdolności pro
mujących cykl komórkowy [4, 19].

Niedawno odkryto nowy mechanizm dotyczący 
inaktywacji białka p 2 1 (Cip 1) przez onkoproteiny 
wirusowe. Onkoproteina E7 wirusa HPV-16 upośle
dza hamowanie cyklu komórkowego indukowane 
uszkodzeniem DNA nawet przy wysokim poziomie 
białka p 2 1 (Cip 1). Onkoproteina E7 wiąże się z kar
boksylowym końcem cząsteczki białka p 2 1 (Cip 1), 
odpowiedzialnym za interakcje z kinazami cdk oraz 
z antygenem jądrowym PCNA. W związku z tym, 
wirus HPV-16 pozbawia białko p 2 1 (Cip 1) możliwo
ści inaktywacji kinaz cdk oraz zahamowania replika
cji zależnej od PCNA [15, 20],

Jednym z białek drogi regulacyjnej cyklu komór
kowego, w której uczestniczy p53 jest białko 
pl9(ARF).  Białko p l9 (ARF) występuje w komór
kach mysich, a jego odpowiednikiem w komórkach 
ludzkich jest białko p l4 (A RF) [10], Gen kodujący 
białko pl9(ARF) występuje w krótkim ramieniu 
chromosomu 9 i razem z genami kodującymi białka 
p l6(INK4a)  oraz p l5(INK4b)  zajmuje locus 
INK4A/ARF  [21]. Ponieważ białko p l9 (ARF) jest 
elementem drogi w której uczestniczy p53, a białko 
pló(INK4a)  składnikiem drogi przebiegającej z 
udziałem pRb, locus INK4A/ARF  jest jednym z 
miejsc, których uszkodzenie może doprowadzić do 
jednoczesnego upośledzenia funkcji obu dróg regu
lacyjnych [22], Na podstawie analizy wielu różnych 
nowotworów stwierdzono, że uszkodzenie locus 
INK4A/ARF  zachodzi z podobną częstością co 
uszkodzenie genu kodującego białko supresorowe 
p53. Szczególnie częste są zmiany typu delecji ho- 
mozygotycznych, utraty heterozygotyczności całych 
fragmentów chromosomu,  mutacje punktowe oraz 
zmiany w metylacji promotora (Tabela 1) [22-25], 
Wykazano, że mutacje punktowe genu kodującego 
białko pl6(INK4a)  są trzy razy częstsze od mutacji 
występujących w genie kodującym białko pl9(ARF)
[22], W większości przypadków, mutacje dotyczące 
locus INK4A/ARF  nie upośledzają funkcji białka

p l9 (ARF),  co wiąże się prawdopodobnie z częstym 
występowaniem mutacji  w obrębie eksonu 2, pod
czas gdy za aktywność białka p ł 9(ARF) odpowiada 
rzadko mutujący ekson ip  [22, 26, 27], Inaktywacja 
białka p l6(INK4a)  może odbywać się również na 
drodze interakcji z białkami wirusowymi.  Jednym z 
takich białek jest  cząsteczka Tax produkowana przez 
wirusy HTLV-1 wywołujące,  tzw. białaczkę T-ko- 
m órkową  dorosłych. Białko Tax po przyłączeniu się 
do białka p l6 (INK4a)  pozbawia go właściwości in
hibitora kinaz cdk4/cdk6 doprowadzając do progre
sji cyklu komórkowego [28],

Dotychczas  nie określono jednoznacznie roli 
białka p l 9( ARF) w procesie onkogenezy. Mutacje 
genu kodującego białko p l9 (A R F) wykazano w róż
nych guzach pierwotnych oraz liniach komórko
wych, jednakże towarzyszyły one z reguły innym za
burzeniom w zakresie genu INK4a  łub genup53  [22], 
Wątpl iwości  dotyczące udziału białka p l9(ARF) w 
onkogenezie zostały częściowo rozwiane dzięki ba
daniom linii komórkowych czerniaka (SK-MEL-5,  
A2058),  w których znaleziono delecje dotyczące j e 
dynie eksonu ip.  Komórki tych linii syntetyzowały 
prawidłowe białka p l6(INK4a)  oraz p l5(INK4b)  w 
związku z czym wydaje się, że białko pl9(ARF) 
może brać nieznany dotąd udział w procesie nowo- 
tworzenia [29]. Potwierdzeniem tej tezy może być 
fakt świadczący o tym, że myszy pozbawione eksonu 
ip chorowały częściej na nowotwory,  pomimo pra
widłowej ekspresji genu INK4a  [26],

III-2. Droga regulacyjna cyklu komórkowego 
z udziałem białek pl6(INK 4a)-cyklina  
Dl-cdk4-pR b

Droga regulacyjna cyklu komórkowego,  w której 
uczes tniczą białka pRb i pl  6(INK4a) obejmuje wiele 
antyonkogenów i protoonkogenów. Wśród białek su- 
presorowych biorących udział w regulacji przebiegu 
tej drogi można wymienić białka p l5(INK4b) ,  
p27(Kipl) ,  p57(Kip2) oraz samo białko pRb. Grupę 
protoonkogenów reprezentują m.in. cykliny D, kina
zy cdk4/cdk6 oraz cyklina E (Tabela 2). Uszkodzenie 
drogi regulacyjnej przebiegającej z udziałem białka 
pRb jest  bardzo częste w nowotworach człowieka. 
Zarówno zwiększona aktywność protoonkogenów 
jak i utrata funkcji białek supresorowych może pro
wadzić do transformacji nowotworowej  [3].

Najczęściej spotykanymi mutacjami w obrębie 
genu CCND1, kodującego cyklinę Dl  są amplifika- 
cje, translokacje oraz inwersje [1, 23]. Przykładem 
nowotworu w którym stwierdzono obecność mutacji 
typu inwersji jest  gruczolak przytarczyc. Gen
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CCND1  oraz gen PTH, kodujący hormon przytar- 
czyc (parathormon),  występują w chromosomie 11. 
W wyniku inwersji inv(l 1) (p 15;q 13) gen PTH  zo
staje umiejscowiony w pobliżu regionu promotoro- 
wego genu kodującego cyklinę Dl .  Wynikiem takiej 
mutacji  jes t nasilenie ekspresji genu CCNDJ  i wzrost 
poziomu cykliny Dl w komórkach przytarczyc [1, 
30]. W chłoniakach wywodzących się z komórek B 
za zwiększoną syntezę cykliny Dl  odpowiedzialna 
jest  translokacja t( 11; 14) (ql3;q32).  W wyniku 
translokacji gen CCND1 zostaje przeniesiony w oko
lice regulatorowe genu kodującego łańcuch ciężki

Tabela 2

komięsaków dodatkowych mechanizmów,  niezale
żnych od inaktywacji białka pRb [33]. Mutacje zmia
ny sensu (Arg24Cys) w obrębie genu CDK4 odkryto 
w wielu czerniakach złośliwych występujących ro
dzinnie. Zmiana ta prowadzi do uszkodzenia domeny 
wiążącej białko pl6(INK4a)  uniemożliwiając tym 
samym inaktywację kinazy cdk4 w komórce nowo
tworowej [34, 35].

Białkami supresorowymi drogi regulacyjnej cy
klu komórkowego z udziałem pRb są m. in. białka 
p l6(INK4a) ,  pl  5(INK4b), p27(Kipl) oraz 
p57(Kip2).  Zmiany w obrębie genów kodujących

Przykłady protoonkogcnów  fazy G1 cyklu kom órkow ego i ich udział w transform acji nowotworowej

Białko
regulatorow e

M utacja/m odyfikacja
genu

N ow otw ory Piśm iennictwo

cyklina D l

am plifikacja genu

inwersja: inv( 1 1 ) (p 15;q 13) 

translokacja: t(l 1; 14) (q l3 ;q32)

drobnokom órkow y i niedrobnokom órkow y rak płuca, rak pę
cherza m oczow ego,

rak kolczystokom órkow y, rak sutka, rak w ątrobow okom órkow y, 
nowotwory układu pokarm ow ego, szpiczak mnogi 

gruczolak przytarczyc

chłoniaki w yw odzące się z kom órek B, przew lekła białaczka 
limfatyczna, białaczka plazm ocytow a

[1, 3; 71-74; 75]

[1 ,30 ]

[30]

cyklina D2

nadekspresja genu 

inscrcjc w irusow e 

(HTLV-1, EBV)

nowotwory je lita  grubego, now otw ory jądra, rak żołądka 
białaczka T -kom órkow a dorosłych, chłoniak Burkitta

[1, 76, 77] 

[78, 79]

C yklina D3 nadekspresja genu rak sutka, chłoniaki [80]

cyklina E am plifikacja genu rak sutka, rak je lita  grubego, rak żołądka [1,771

cdk4
am plifikacja genu 

m utacje punktow e

kostniakom ięsak, glcjaki, rak sutka 

czerniak złośliw y

[32; 81-83] 

[351

m dm 2 am plifikacja genu kostniakom ięsak, glcjakom ięsak, rak przełyku, rak żołądka [84-87]

immunoglobul iny.  Taka sama mutacja została opisa
na w komórkach nowotworowych pacjentów cho
rujących na przewlekłą białaczkę limfatyczną oraz 
białaczkę plazmocytową [30],

Protoonkogenami  drogi regulacyjnej cyklu ko
mórkowego z udziałem białka pRb są również kinazy 
cdk4/cdk6.  Gen CDK4  występuje w chromosomie 
12q 13, w obrębie którego znajdują się również inne 
geny, np. mdm2  i geny SAS. Amplifikacje oraz muta
cje genów CDK4 i CDK6  są s tosunkowo częste w 
ludzkich nowotworach [23]. Nadekspresję genów 
CDK4  oraz mdm2  wykazano w przypadkach wielu 
mięsaków [31, 32]. Amplif ikacja genu CDK4  wystę
puje głównie w kostniakomięsakach,  a amplifikacja 
genu mdm2  w mięsakach tkanek miękkich. Nadeks
presję genu CDK4 stwierdzono również w komór
kach niezawierających aktywnego białka pRb. Prze
mawia  to za występowaniem w patogenezie kostnia-

białka INK4 wykazano w nowotworach wielu typów. 
A to w przeciwieństwie do rzadko mutujących ge
nów kodujących białka Kip sporadycznie wystę
pujących w guzach [3]. Najczęstszymi zmianami w 
obrębie genu INK4b  sądelecje homozygotyczne oraz 
hipermetylacja promotora [23], Delecje homozygo
tyczne są z reguły tak duże, że obejmują również gen 
INK4a  kodujący białko p 16. Trudno więc określić 
znaczenie białka p l5(INK4a)  w transformacji now o
tworowej [3, 22], Białko 15(INK4b), podobnie jak 
białko pl6( lNK4a) ,  odgrywa istotną rolę w patoge
nezie białaczki T-komórkowej  dorosłych związanej 
z infekcją wirusem HTLV-1. Wirusowe białko Tax, 
po przyłączeniu do cząsteczki p l5( lNK4b) ,  prowa
dzi do jej inaktywacji.  Chroni to tym samym zainfe
kowane komórki T przed zatrzymaniem cyklu ko
mórkowego indukowanym przez TGF-[31 [28],
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W nowotworach człowieka bardzo rzadko wystę
pują zmutowane geny kodujące białka p27(Kip 1) 
oraz p57(Kip2) [12, 36]. Tylko nieliczne nowotwory 
wykazują zmiany struktury i funkcji białek Kip. Nie
prawidłowa funkcja białek Kip najczęściej wynika z 
mutacji punktowych genów K ip i  i Kip2, nasilonego 
obrotu białka p27(Kipl) ,  jego inaktywacji przez on- 
koproteiny wirusowe (białko El A adenowirusa i 
białko E7 wirusa HPV-16) oraz cyklinę K herpeswi- 
rusa HHV8. Wirus ten uważany jes t za czynnik etio
logiczny wielu chorób l imfoproliferacyjnych oraz 
mięsaka Kaposicgo [15, 23, 37]. Inaktywacja białka 
p27(Kip 1) przez onkoproteiny wirusowe zachodzi 
na drodze bezpośredniej interakcji typu białko- 
białko [15]. Cyklina K natomiast  łączy się z kinazą 
cdkó, która fosforyluje cząsteczkę p27(Kipl)  w po
zycji Thr-187 i nasila jej degradację [37],

Dużo większe znaczenie prognostyczne w choro
bach nowotworowych przypisuje się białku 
p27(Kipl).  W większości przypadków nowotwory 
charakteryzujące się obniżonym poziomem białka 
p27(Kip 1) cechuje niski stopień zróżnicowania no
wotworu [12]. Zależność taką wykazano w komór
kach raka sutka, raka okrężnicy, raka żołądka oraz 
n iedrobnokomórkowego raka płuca [38-41], Wysoki 
poziom białka p27(Kip 1) również może wskazywać 
na znaczną złośliwość nowotworu jak to ma miejsce 
w nowotworach szyjki macicy [42],

Zróżnicowane poziomy białka p27(Kip 1) w no
wotworach poszczególnych typów, przy jednocze
snym braku mutacji w obrębie kodującego to białko 
genu, sugerują udział mechanizmów potranskrypcyj- 
nych i potranslacyjnych. Niedawno wysunięto nową 
hipotezę, według której inaktywacja białka 
p27(Kip 1) jako inhibitora cyklin edk, wynika z pro
cesu sekwestracji zachodzącego w cytoplazmie ko
mórki [43].

Ukazało się bardzo dużo prac wskazujących j e d 
noznacznie na ogromną rolę białka pRb w procesie 
transformacji nowotworowej .  Najczęściej spotyka
nymi zmianami dotyczącymi tego białka są mutacje 
inaktywujące, zmiany w metylacji  promotora oraz 
zahamowanie aktywności białka pRb poprzez inte
rakcje z onkoproteinami wirusowymi (antygen T wi
rusa SV40, onkoproteina E1B-55K adenowirusa 
oraz białko E6 wirusa HPV) [23, 1 5], W procesie on- 
kogenezy istotną rolę odgrywają również czynniki 
upośledzające łączenie białka pRb z deacetylazą hi- 
s tonową(HDAC).  Zaburzenie interakcji pRb-HDAC 
może być spowodowane mutacjami punktowymi 
genu Rb w obrębie domeny wiążącej HDAC oraz on- 
koproteiną E7 wirusa HPV, która utrudnia łączenie 
pRb z HDAC [2], W wyniku tych zmian następuje

uwolnienie czynnika E2F od represji t ranskrypcyjnej 
sprawowanej przez kompleks pRb-HDAC co przy
spiesza przejście komórki do fazy S cyklu komórko
wego [2, 15],

Uszkodzenie poszczególnych e lementów drogi 
regulacyjnej opartej na działaniu białka pRb ma róż
ne znaczenie w nowotworach poszczególnych ty
pów. Utrata aktywności białka p ló (IN K 4)  s tosunko
wo często występuje w czerniakach i rakach trzustki, 
podczas gdy nadekspresja cykliny Dl dotyczy wielu 
chłoniaków, a brak aktywnego białka pRb s twierdza 
się bardzo często w raku drobnokomórkowym płuca
[23]. Uszkodzenie białka pRb całkowicie eliminuje 
ten ważny punkt kontrolny, podczas gdy zmiany we 
wcześniejszych elementach tej drogi, np.: p l6 (IN -  
K4a), cyklina Dł ,  cdk4/cdk6, mogą jedynie 
współuczestniczyć w procesie onkogenezy [44], W 
wielu nowotworach zmiany dotyczą jednocześnie  
obu dróg regulacyjnych fazy G 1, które współdziałają 
w transformacji nowotworowej  upośledzając różne 
funkcje sprawowane w komórce. Klasycznym 
przykładem mogą być onkoproteiny wirusowe,  które 
jednocześnie upośledzają funkcję białka pRb (przy
spieszenie fazy G1 cyklu komórkowego) oraz neu 
tralizują białko p53 (ochrona zmutowanej  komórki  
przed apoptozą) [10],

IV. Uwagi końcowe

Proces onkogenezy najczęściej związany jest  z 
uszkodzeniem fazy G1 cyklu komórkowego.  Zrozu
mienie molekularnych mechanizmów regulujących 
tę fazę może mieć istotne znaczenie w poznaniu cho
roby nowotworowej oraz jej terapii. Dotyczy to 
szczególnie terapii genowej,  w której przy pomocy 
odpowiednich wektorów wprowadza się do komórki 
nowotworowej prawidłowe geny (np. geny kodujące 
białka p l6(INK4a) ,  p 2 1 (Cip 1), p53 oraz pRb) [45]. 
Oznaczanie stężeń białek regulujących fazę G1 ma 
również inne implikacje kliniczne. Na podstawie 
tych danych można często wnioskować o stopniu 
złośliwości nowotworu oraz o szansach przeżycia 
pacjenta [38-40], Oznaczanie poziomu białek fazy 
G1 ma duże znaczenie w diagnostyce niektórych 
chorób nowotworowych,  jak to ma miejsce w przy
padku raka wątrobowokomórkowego [46]. Co wię
cej, w przypadku niektórych nowotworów można ta
kże prognozować skuteczność ewentualnego lecze
nia [47]. Dalsze badania nad regulatorami fazy G1 
cyklu komórkowego przyczynią się prawdopodobnie 
do poprawienia wyników terapii oraz wykrywania  w 
populacji  osób szczególnie narażonych na choroby 
nowotworowe.
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Glutation: niezwykłe funkcje pospolitego tripeptydu 

Glutathione: unusual functions of the common tripeptide
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W ykaz stosow anych  skrótów: AIF -  czynnik inicjujący apop- 
tozę, DHA -  dehydroaskorbinian, GCS -  syntetaza y-glutamylo- 
cysteiny, GEE -  monoetylowy ester glutationowy, GSH -  zredu
kowany glutation, GSSG -  utleniony glutation, LTA4 -  leuko- 
trien A4, LTC4 -  leukotrien C4, LTE4 -  leukotrien E4, NAC -  
N-acetylocysteina, OTZ -  kwas 2-oksotiazolidyno-4-karboksy- 
lowy, PGA, -  prostaglandyna A,, PGA^ -  prostaglandyna A„
9-deoksy-A9, A12-PGD2-  9-deoksy-A9,A12-prostaglandyna D2

I. Wstęp

Od odkrycia glutationu (y-glutamylocysteinylo- 
glicyny; Ryc. l)  upłynęło wprawdzie ponad sto lat, 
jednakże biologiczna rola tego związku wciąż kryje 
w sobie wicie zagadek. O szczególnym znaczeniu 
glutationu świadczy już  sama powszechność jego 
występowania.  W komórkach ssaków tripeptyd ten 
jest  podstawowym niebiałkowym związkiem Holo
wym. Jego wewnątrzkomórkowe stężenie waha się w 
zakresie od 0,5 do 10 mM w zależności od rodzaju 
tkanki [1], Najwyższą zawartością glutationu cha
rakteryzują się komórki wątroby i nerki. Niemal 90% 
wewnątrzkomórkowego glutationu stanowi pula cy- 
tosolowa, około 10% - mitochondrialna [2], Ponadto 
obecność niewielkich ilości tego związku stwierdzo
no na terenie jądra komórkowego [3] i retikulum en-
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doplazmatycznego [4], Glutation występuje także w 
płynach ustrojowych takich jak osocze krwi i żółć. 
Zewnątrzkomórkowe stężenie glutationu jest jednak 
3-4 rzędy wielkości niższe od wewnątrzkomórkowe

go [5]-
W warunkach fizjologicznych ponad 98% 

wewnątrzkomórkowego glutationu stanowi zreduko
wana forma tiolowa (GSH). Pozostała część to 
przede wszystkim utleniona forma dwusiarczkowa 
(GSSG) oraz mieszane dwusiarczki (głównie 
GS-S-białko).  Jedynie śladowe ilości glutationu są 
obecne w postaci t ioeterów i innych koniugatów 
[5,6].

II.Synteza i degradacja glutationu

Zagadnienia dotyczące metabolizmu glutationu 
były już kilka lat temu poruszane na łamach Postę
pów Biochemii przez B a r t o s z a  [7],

Wszystkie komórki ssaków mogą wytwarzać glu
tation z prekursorowych aminokwasów, jednak 
głównym miejscem jego syntezy w organizmie jest 
wątroba [8], na terenie której odbywa się produkcja 
cysteiny z wykorzystaniem metioniny jako źródła 
siarki [9],

Synteza glutationu zachodzi w cytosolu i obejmu
je dwie kolejne reakcje enzymatyczne,  z których każ
da wymaga udziału energii w postaci ATP:
(1)  L -g lu ta m in ia n  + L -cy s te ina  + ATP -> 

y - g l u t a m y l o c y s t e i n a  + ADP + Pj
(2) y-glutamylocysteina + L-glicyna +ATP -»

GSH + ADP + P;
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Proces wytwarzania glutationu jest  regulowany na 
etapie pierwszej reakcji (1) katalizowanej przez spe
cyficzną względem reszty glutamylowej syntetazę 
y-glutamylocysteiny (GCS). Enzym ten jest  hamo
wany na zasadzie sprzężenia zwrotnego przez GSH 
(Aj=2,3 mM) [10]. W warunkach fizjologicznych de
cydujące znaczenie dla aktywności GCS ma jednak 
przede wszystkim dostępność cysteiny [8, 11], A k 
tywność GCS jest ponadto regulowana na poziomie 
t ranskrypcyjnym przez stres oksydacyjny [12-16], 
cytokiny: T N F -a  i interleukinę ip [17-19], przeciw-

Ryc. 1. Glutation (y-glutamylocysteinyloglicyna)

utleniacze [20, 21] oraz hormony: insulinę i gluko- 
kortykoidy [22, 23], Stwierdzono również, że aktyw
ność tego enzymu zmienia się zależnie od fazy cyklu 
komórkowego [24, 25], Drugi, nie podlegający regu
lacji, etap syntezy glutationu (2) katalizuje syntetaza 
glutationowa.

Dzięki temu, że wiązanie peptydowe między cy
steiną a glutaminianem jest  tworzone przy udziale 
y-karboksylowej grupy glutaminianu,  cząsteczka 
glutationu wykazuje oporność na działanie 
wewnątrzkomórkowych peptydaz [11]. Jedynym en
zymem zdolnym do hydrolizy tego wiązania jest  wy
stępująca po zewnętrznej stronic błony komórkowej 
y-glutamylotranspeptydaza [8, 11]. Degradacja glu
tationu, podobnie jak jego synteza, przebiega w 
dwóch etapach:
(1) GSH + a m i n o k w a s  L - g l u t a m y l o - a m i n o k w a s  + 

L -cy s te in y l o g l i c y na

(2) L-c ys te in y l og l i cy na  -» L-cy s te ina  +  L-g l i cyna  

U cz e s t n ic z ą c e  w d e g r a d a c j i  g l u ta t i o n u  e n z y m y :

y-glutamylotranspeptydaza (1) i dipeptydazy (2) są 
białkami błonowymi zlokal izowanymi głównie po 
stronic apikalnej komórek nabłonkowych [11]. 
Szczególnie wysoką aktywnością tych enzymów

charakteryzują się kanaliki nerkowe [26, 27], które 
wydają się być ostatecznym miejscem katabolizmu 
glutationu w organizmie.

III. Glutation jako przeciwutleniacz i regula
tor wewnątrzkomórkowego stanu redoks

Wszystkie aerobowe organizmy są potencjalnie 
narażone na stres oksydacyjny jako konsekwencję 
tlenowego metabolizmu. Wzrost stężenia związków 
takich jak O J  lub H2O 2 może prowadzić do nieod
wracalnego utlenienienia grup SH w białkach i do 
peroksydacji lipidów, a w następstwie — do trwałego 
uszkodzenia komórki.  Dzięki zdolności do redukcji 
nadtlenków oraz u trzymywania odpowiedniego sta
nu zredukowania grup SH w białkach GSH stanowi 
pierwszą linię obrony komórki przed następstwami 
stresu oksydacyjnego.

Mechanizm działania glutationu jako swoistego 
wewnątrzkomórkowego buforu grup SH, zapobie
gającego trwałemu utlenieniu reszt cysteiny w 
białkach, został szczegółowo omówiony na łamach 
Postępów Biochemii przez L e n a r t o w i c z  i wsp. 
[28]. Wewnątrzkomórkowa równowaga tiol-dwu- 
siarczek wydaje się mieć istotne znaczenie regulato
rowe dla przebiegu wielu procesów metabolicznych. 
W Tabeli 1 zestawiono przykłady enzymów, których 
aktywność jest  odwracalnie regulowana w wyniku 
zmian stopnia zredukowania grup SH. Modyfikacja 
aktywności enzymów może przejawiać się zmianą 
wartości Vmax lub K m, ale także zmianą wrażliwości 
na różnego rodzaju aktywatory i inhibitory. Więk
szość opisanych w Tabeli 1 efektów uzyskiwano w 
obecności fizjologicznych stężeń GSSG,  co sugeru
je, że mogą one mieć znaczenie in vivo.

Stopień zredukowania grup tiolowych wpływa 
również na aktywność niektórych czynników tran- 
skrypcyjnych. W wielu jednak przypadkach wyniki 
doświadczeń,  których obiektem były nienaruszone 
komórki,  okazują się całkowicie odmienne od da
nych dotyczących oczyszczonych białek. Przykła
dem może być czynnik transkrypcyjny A P ł ,  tworzo
ny przez kompleks białek z rodziny Jun i Fos [36], 
Obserwowano wzmożone wiązanie oczyszczonego 
AP1 z DNA po przesunięciu równowagi  redoks w 
stronę warunków redukujących [37], natomiast z ba
dań na hodowli komórkowej  wynika,  że do aktywacji 
AP1 wymagane są warunki utleniające[38-40], Po
dobnie, oczyszczony czynnik transkrypcyjny NF k B 
łatwiej wiąże się z DNA w obecności antyoksydan- 
tów, z GSH i jego prekursorami włącznie [41, 42], 
ale w nienaruszonych komórkach aktywacja tego 
czynnika transkrypcyjnego następuje,  gdy równowa
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ga redoks zostanie przesunięta w stronę warunków 
silnie utleniających [39, 43-45]. Co więcej, doświad
czalne uzupełnienie wewnątrzkomórkowego pozio
mu glutationu za pomocą inkubacji z prekursorami 
cysteiny znosi wywołaną przez stres oksydacyjny 
aktywację NF kB [45], Także w domenie wiążącej się

Tabela 1

Enzymy modyfikowane na drodze wymiany tiol-dwusiarczek

Enzymy Piśmiennictwo

Inaktyw ow ane p rzez GSSG:

Syntaza gl ikogenu [29]
Fosfofruktokinaza-1 [30]
Kinaza pirogronianowa [31]
Syntetaza kwasów tłuszczowych [32]
Cyklaza guanylowa [33]

A ktyw owane p rzez GSSG:

Fruktozo-1,6-bis-fosfataza [34]
Glukozo-6-fosfataza [34]
Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa [34]
Kolagenaza [35]

z DNA białka p53, znanego jako supresor procesów 
nowotworzenia [46], występują wysoce konserwo
wane reszty cysteiny [47], co pozwala przypuszczać,  
że stopień ich zredukowania może regulować aktyw
ność tego czynnika transkrypcyjnego. I w tym przy
padku uzyskano jednak sprzeczne wyniki w do
świadczeniach prowadzonych na hodowlach komór
kowych i na izolowanym białku [48].

Udział GSH w detoksykacji  H20 2, nadtlenków or
ganicznych i wolnych rodników obrazuje Ryc. 2. Re
dukcja H20 2 i organicznych nadt lenków odbywa się 
głównie w reakcji katalizowanej przez peroksydazę 
glutationową (1), selenoproteinę obecną zarówno w 
mitochondriach jak i w cytosolu [49], Szczególnie 
ważną rolę odgrywa peroksydaza glutat ionowa w 
mitochondriach,  w których nie występuje katalaza, 
inny enzym zdolny do detoksykacji  H 20 2. S-transfe- 
razy glutationowe (2) klasy a  także wykazują aktyw
ność peroksydazową,  ale jedynie w stosunku do or
ganicznych nadt lenków [6], Powstający podczas re
dukcji nadtlenków GSSG podlega redukcji przy 
udziale reduktazy glutationowej (3). Odtwarzanie 
GSH odbywa się kosztem NADPH, dowodząc 
ścisłego powiązania między oboma układami  re
doks. Układ GSH/GSSG współdziała także z parą  re
doks tworzoną przez askorbinian i dehydroaskorbi- 
nian. Regeneracja askorbinianu z dehydroaskorbi- 
nianu odbywa się z jednoczesnym ut lenieniem GSH 
do GSSG (4) [50], Utlenienie GSH do GSSG nie 
zawsze jednak zachodzi na drodze enzymatycznej,

może być również wynikiem bezpośredniej reakcji 
GSH z rodnikiem hydroksylowym (5) [5 1 ]. Jeżeli, w 
warunkach silnego stresu oksydacyjnego, redukcja 
GSSG przestaje być dostatecznie efektywna, wów
czas komórka broni się przed przesunięciem równo
wagi redoks usuwając GSSG,  co oczywiście prowa
dzi do obniżenia całkowitej zawartości glutationu w 
komórce [52],

IV . Koniugaty glutationowe

Nukleofilowy charakter glutationu sprawia, że 
związek ten szczególnie łatwo reaguje zarówno z en- 
do- jak i egzogennymi związkami elektrofilowymi. 
Tworzenie koniugatów może zachodzić spontanicz
nie, ale zazwyczaj wymaga obecności S-transferaz 
glutationowych [53, 54], których szczególnie wy
soką aktywność wykazują komórki wątroby. S-trans- 
ferazy glutationowe występują głównie w cytosolu, 
choć ich obecność stwierdzono także w retikulum en- 
doplazmatycznym.  Enzymy te mają postać homo- 
lub heterodimerów o masie molekularnej podjedno- 
stek mieszczącej się w zakresie od 24 do 27,5 kDa 
[55]. S-transferazy glutationowe wykazują bardzo

SH

H <"H2 H 

- N - C - C - N - CH2 - COOH
II V V ....   *

> y *  '— Gly
Glu C>s

Ryc. 2. Glutationowy cykl redoks i reakcje z nim powiązane.  Utleniony 
glutation powstaje podczas redukcji nadtlenków (1 ,2 ) ,  regene
racji askorbinianu z dchydroaskorbinianu (DMA) (4) oraz w w y
niku reakcji wolnorodnikowych (5). Odtwarzanie zredukowa
nego glutationu odbywa się kosztem NADPH (3).

wysoką specyficzność względem glutationu i znacz
nie niższą względem drugiego substratu [55], Na 
podstawie różnic strukturalnych i immunochemicz- 
nych oraz specyficzności substratowej wyodrębnio
no cztery klasy S-transferaz glutationowych: a ,  p, i  i 
Ti [56, 57],

Koniugaty glutationowe są z komórek usuwane do 
krwi lub, w przypadku hepatocytów, do żółci. Ich ka
tabolizm przebiega przy udziale tych samych enzy
mów, które uczestniczą w degradacji glutationu. W 
pierwszym etapie przy udziale y-glutamylotranspep- 
tydazy zostaje usunięta reszta glutamylowa,  następ
nie dipeptydazy hydrolizują wiązanie peptydowe 
między cysteiną a glicyną, uwalniając koniugat cy-

COOH
I .

c h - c h 2- c h 2- c
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steinowy, który najczęściej podlega jeszcze N-acety- 
lacji. Powstałe w ten sposób merkapturany są łatwo 
wydalane z moczem. Opisany powyżej szlak prze
mian metabolicznych służy detoksykacji wielu kse- 
nobiotyków, wśród nich tak popularnego leku jak pa
racetamol [5].

Udział GSH w detoksykacji ksenobiotyków jest 
znany od dawna, ostatnio natomiast  coraz większe 
zainteresowanie towarzyszy endogennym koniuga- 
tom glutat ionowym (Tabela 2). Ich biologiczna funk-

Tabela 2

Endogenne koniugaty glutationowe

wysoka specyficzność względem obu substratów 
[75]. LTC4 może być przekształcany w leukotrien D4 
(LTD4) poprzez usunięcie reszty glutamylowej,  a na
stępnie —  w leukotrien E4 (LTE4) w wyniku odłącze
nia glicyny. Leukotrieny cysteinowe uczestniczą w 
reakcjach zapalnych i anafilaktycznych [58,76,77], 
Przypisuje się im istotnąrolę w rozwoju astmy [78], 

Prostaglandyny. Te pochodne kwasu arachidono- 
wego powstają na terenie niemal wszystkich komó
rek ssaków [79], Ich fizjologiczne działanie jest  nie-

Drugi składnik Występowanie Piśmiennictwo
Leukotrien Różne tkanki [58]

Frostaglandyna A 2 Komórki białaczki mysiej [59]

Prostaglandyna Aj Wątroba człowieka i szczura [60]

Hcpoksylina A 3 Mózg szczura [61]

4-hydroksynonenal [62]

4-hydroksyhekscnal [63]

Tlenek azotu Ludzkie neutrofile i drogi oddechowe [64]

Dopamina Mózg [65]

Dopa Komórki melanomy złośliwej [66]

Koenzym A Wątroba szczura [67]

Palmitylokocnzym A Mózg i wątroba szczura [68]

17-ß-cstradiol Mikrosomy wątroby chomika [69]

Witamina K3 Śródbłonek tętnicy płucnej wołu [70]

cja obejmuje m.in. inaktywację łub regulację aktyw
ności potencjalnie toksycznych związków, udział w 
przekazywaniu sygnałów, stabilizację nietrwałych 
związków oraz usprawnianie transportu niektórych 
związków przez błony. Dzięki zdolności do chelato- 
wania metali (Cu (I), Cu (II), Se, Zn, Cr) [71-74] glu- 
tation odgrywa is totnąrolę w magazynowaniu jonów 
tych metali oraz ich t ransportowaniu przez błony 
biologiczne. Poniżej przedstawiono krótki przegląd 
wybranych endogennych koniugatów glutationo- 
wych.

Leukotrieny. Są biologicznie czynnymi związka
mi syntetyzowanymi z kwasu arachidonowego w od
powiedzi na rozmaite czynniki stymulujące procesy 
immunologiczne i zapalne. Leukotrieny mogą być 
wytwarzane przez białe krwinki (makrofagi,  mono- 
cyty, neutrofile i eozynofile) oraz komórki płuc, śle
dziony, mózgu i serca [58], Leukotrien C4 (LTC4) po
wstaje w wyniku glutationylacji leukotrienu A4 
(LTA4). Reakcję tę katalizuje dość nietypowa 
S-transferaza glutationowa, j aką  jest  syntaza leuko
trienu C4. O niezwykłym charakterze tego enzymu 
decyduje nie tylko błonowa lokalizacja, ale także

zwykle wszechst ronne i obejmuje m.in. regulację 
proliferacji komórek, reakcje zapalne, wywoływanie 
gorączki,  regulację ciśnienia krwi oraz inicjowanie 
procesu krzepnięcia krwi.

Koniugaty z glutationem mogą tworzyć, poten
cjalnie cytotoksyczne,  prostaglandyny A[ (PGAi) i 
A 2 (PGA2) [59, 60], Stwierdzono, że charaktery
zujące się obniżonym poziomem glutationu komórki 
leukemii mysiej są niewrażliwe na cytotoksyczne 
działanie PG A 2, co mogłoby sugerować,  że tworze
nie koniugatów PGA2-GSH ma decydujące znacze
nie dla cytotoksycznego efektu wywieranego przez 
PGA2 [59]. Tworzenie koniugatów glutationowych 
może także modulować antyproliferatyczną aktyw
ność 9-deoksy-A9, Al2-prostaglandyny D2 ( 9 - d e o - 
ksy-A9, A12 - P G D 2) [80],

Hydroksyalkencile. Powstają podczas utleniania 
wielonicnasyconych kwasów tłuszczowych wcho
dzących w skład lipidów błonowych.  Cytotoksyczne 
działanie hydroksyalkenali  obejmuje m.in. inhibicję 
syntezy DNA, RNA i białka [81], Uważa się, że two
rzenie koniugatów z GSH [62,82] jest  sposobem de
toksykacji hydroksyalkenali .
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Tlenek azotu. Jest niezwykłą gazową cząsteczką 
sygnałową, aktywatorem cytosolowej cyklazy gu- 
anylowej [83]. W układach biologicznych tlenek 
azotu jest związkiem nietrwałym, od dawna więc po
stulowano istnienie stabilizujących go cząsteczek 
nośnikowych pozwalających na zachowanie jego 
biologicznej aktywności.  Ostatnio coraz częściej 
uważa się, ze funkcję tę mogą pełnić właśnie 
związki tiolowe, w tym glutation. Obecność mikro- 
molowych stężeń S-nitrozoglutationu stwierdzono w 
neutrofilach i nabłonku dróg oddechowych [64, 84],

Inne znane endogenne związki tworzące koniugaty 
z glutationem to: dopamina [65], dopa [66], hepoksy- 
liny [61], palmitylokoenzym A [68], koenzym A [67], 
17-P-estradiol [69] oraz witamina K [70].

V. Rola glutationu w procesie apoptozy

W ostatniej dekadzie jeden z głównych trendów 
badań nad glutationem dotyczył jego roli w inicjowa
niu i przebiegu procesu apoptozy -  programowanej  
śmierci komórki.  Przesunięcie wewnątrzkomórko
wego stanu redoks w stronę środowiska bardziej 
utleniającego jest  typowe dla wielu szlaków indukcji 
apoptozy . Prowadząca do apoptozy zmiana stanu re
doks komórki może być następstwem zwiększonego 
wytwarzania wolnych rodników lub osłabionego 
działania ochronnego wewnątrzkomórkowych prze- 
ciwutleniaczy. Dwa lata temu w Postępach Bioche
mii ukazała się praca przeglądowa B a r t o s z a  do
tycząca roli reaktywnych form tlenu w procesie apo
ptozy [85],

Punktem wyjścia do rozważań nad znaczeniem 
glutationu w apoptozie stała się obserwacja,  że we 
wczesnych jej stadiach obniżeniu ulega wewnątrzko
mórkowy poziom GSH [86-92], Hipotezę dotyczącą 
udziału glutationu w regulacji procesu apoptozy po
twierdza również fakt, że uzupełnianie wewnątrzko
mórkowego poziomu glutationu opóźnia przebieg 
apoptozy [88-91, 93, 94]. Przypuszcza się, że obni
żony poziom GSH i towarzyszące mu nagromadza
nie się wolnych rodników jest  przyczyną dysfunkcji 
mitochondriów odgrywającej decydująca rolę w ka
skadzie apoptotycznej [91, 92, 95, 96]. Zaburzenie 
mitochondrialnego potencjału błonowego prowadzi 
do otwarcia megakanałów w błonie mi tochondrial 
nej, zmiany przepuszczalności tej błony i przemiesz
czenia się do cytosolu cytochromu c i czynnika ini
cjującego apoptozę (AIF). Zagadnienia te są przed
miotem artykułu G r ą d  z k i e j  zamieszczonego na 
łamach tegorocznych Postępów Biochemii [97],

O istotnej roli glutationu w procesie apoptozy 
świadczą dane dotyczące wpływu białka Bcl-2,

głównego inhibitora apoptozy [98, 99], na wewnątrz
komórkową zawartość tego tripeptydu. Podczas eks
presji Bcl-2 obserwowano podwyższenie wewnątrz
komórkowego poziomu GSH i zwiększenie stosunku 
GSH/GSSG [100-103], mimo że aktywność synteta- 
zy y-glutamylocysteinowej nie zmienia się [100], 
Wydaje się wiec, że podwyższone przez Bcl-2 
wewnątrzkomórkowe stężenie GSH jest wynikiem 
zahamowania jego transportu na zewnątrz komórki 
[100]. Komórki wykazujące nadekspresję Bcl-2 ule
gają apoptozie po doświadczalnym obniżeniu stęże
nia GSH, chociaż poziom samego Bcl-2 pozostaje 
niezmieniony [ 104], Obserwacja ta stanowi poważny 
argument na poparcie hipotezy, że glutation pośred
niczy w antyapoptotycznym działaniu Bcl-2. Bardzo 
interesujący wydaje się również wpływ, jaki Bcl-2 
wywiera na wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie 
glutationu. Stwierdzono bowiem,  że ekspresji Bcl-2 
towarzyszy przemieszczenie GSH do jądra komór
kowego [3] powodujące zmianę stanu redoks 
wewnątrz jądra, która może wpływać na aktywność 
czynników transkrypcyjnych.

Wiedza o roli glutationu w kaskadzie apoptotycz
nej jest  jednak jeszcze niepełna i wiele szczegółów 
wciąż wymaga wyjaśnienia.

V I. Glutation a stany patologiczne

W świetle przedstawionych w poprzednich roz
działach faktów dowodzących niezwykle istotnej i 
wszechstronnej biologicznej roli glutationu nie wy
daje się zaskakującym, że niedobory tego związku 
towarzyszą wielu stanom chorobowym. Jednakże nie 
zawsze do końca wiadomo,  czy są one przyczyną, 
czy też raczej skutkiem określonego zaburzenia me
tabolicznego.

Starzenie. Upośledzona zdolność do obrony przed 
stresem oksydacyjnym jest uważana za molekularną 
podstawę procesów starzenia. Związane ze s tarze
niem obniżenie poziomu GSH w tkankach obserwo
wano u myszy [105, 106] i szczura [107, 108], U lu
dzi związany z wiekiem spadek zawartości GSH 
stwierdzono w gałce ocznej [109], Badania nad zale
żnością stężenia GSH w surowicy krwi od wieku w y 
kazały zaś wyraźny związek między wysokim pozio
mem GSH a dobrym zdrowiem osób w podeszłym 
wieku [110], Wydaje się jednak,  że w przypadku pro
cesów starzenia decydujące znaczenie może mieć nie 
tyle całkowita zawartość glutationu w surowicy, co 
zmiana proporcji między GSH a GSSG na korzyść 
formy utlenionej [111].

Choroby neurodegeneracyjne. Choroba Parkinso
na charakteryzuje się degeneracją dopaminergicz-
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nych neuronów substancji szarej mózgu [1 12]. Pato
geneza tej choroby jest  wieloczynnikowa.  Jako pod
s tawową przyczynę tego zespołu chorobowego uzna
je się dysfunkcję mi tochondriów oraz zaburzenia 
wewnątrzkomórkowej  równowagi  redoks spowodo
wane wzros tem stężenia wolnych rodników. Po
twierdzeniem związku między postępowaniem cho
roby Parkinsona a stanem redoks komórki wydaje się 
być fakt, że w substancji szarej mózgu pacjentów 
zmarłych na tę chorobę obserwowano obniżony po 
ziom GSH [113, 114], Doświadczenia prowadzone 
na komórkach mysiej neuroblas tomy wykazały rów
nież, że obniżenie wewnątrzkomórkowego stężenia 
GSH prowadzi do zmian apoptotycznych identycz
nych z obserwowanymi podczas rozwoju choroby 
Parkinsona [1 15].

Obrazem histopatologicznym choroby Alzheime
ra, stanowiącej najpowszechniejszą przyczynę zabu
rzeń intelektualnych w podeszłym wieku, są przede 
wszystkim złogi białka b-amyloidu obecne na terenie 
komórek nerwowych.  Białko to odgrywa zasadniczą 
rolę w patogenezie choroby Alzheimera [116]. Jedna 
z hipotez dotyczących neurodegeneracyjnego dzia
łania P-amyloidu zakłada, że białko to może wyw o
ływać stan stresu oksydacyjnego [117-120], więc i w 
tym przypadku GSH mógłby się okazać czynnikiem 
chroniącym przed rozwojem choroby.

Choroba alkoholowa. Patogeneza choroby alko
holowej jest  słabo poznana. Pośród kilku branych 
pod uwagę czynników istotną rolę przypisuje się 
stresowi oksydacyjnemu wywoływanemu przez sam 
metabol izm etanolu [121]. Długotrwałe przyjmowa
nie etanolu powoduje wyraźne (45-60%) i selektyw
ne zmniejszenie mitochondrialnej puli GSH w hepa- 
tocytach [122, 123], Dzieje się tak wskutek zaburzeń 
transportu GSH z cytosolu do matriks mi tochondrial 
nej. Sytuacja taka w oczywisty sposób prowadzi do 
narastania stresu oksydacyjnego. Obserwowano ta
kże spowodowane spożywaniem etanolu obniżenie 
poziomu GSH w surowicy krwi [124, 125],

Cukrzyca. Dane dotyczące związku między pozio
mem GSH a patogenezą cukrzycy pochodzą głównie 
z badań nad cukrzycą doświadczalna uzyskiwaną u 
zwierząt laboratoryjnych w wyniku traktowania 
s treptozotocyną lub al loksanem [126]. Większość 
badaczy pozostaje zgodna, że cukrzycy towarzyszy 
znaczny spadek stężenia GSH w hepatocytach 
[127-130], Sprzecznie (wzrost, spadek, brak zmian) 
przedstawiają się natomiast  doniesienia dotyczące 
komórek trzustki i nerki [ 129-131]. Pomiary stężenia 
GSH w surowicy krwi wskazują na znaczne jego ob
niżenie u pacjentów cierpiących na cukrzycę [111]. 
Stwierdzono też zmniejszoną zawartość glutationu w

erytrocytach [ 132, 133], Jedna z hipotez wiąże to zja
wisko z występującym podczas cukrzycy wzrostem 
stężenia ciał ketonowych w surowicy krwi [134], Za
obserwowano również, że wysokie stężenie glukozy 
powoduje zaburzenie glutationowego cyklu redoks 
w komórkach mięśniówki  naczyń krwionośnych ob
jawiające się obniżeniem wewnątrzkomórkowego 
stężenia GSH [ 135],

Infekcja wirusem HIV. Z licznych danych do
tyczących korelacji miedzy infekcją wirusem HIV a 
zmianami w poziomie GSH wynika,  że zakażenie wi
rusem HIV prowadzi do znacznego (do 70%) spadku 
stężenia GSH i innych związków tiolowych w suro
wicy krwi [136-140] występującego już w bezobja- 
wowej fazie choroby. Podobne obserwacje uzyskano 
u małp zakażonych małpim wirusem braku odporno
ści (SIV) [141], U pacjentów z zaawansowanymi ob
jawami AIDS stwierdzono obniżenie poziomu GSH 
wewnątrz l imfocytów [138, 142],

V II .  Zastosowanie glutationu w terapii

Towarzyszące wielu stanom chorobowym niedo
bory glutationu (Patrz: Rozdział VI) mogą być uzu
pełniane farmakologicznie.  Najprostszą metodą w y 
daje się być podawanie samego glutationu, istnieje 
jednak problem w postaci mało wydajnego pobiera
nia GSH przez komórki [143]. Cysteina zaś, amino
kwas ograniczający syntezę GSH,  w układach biolo
gicznych błyskawicznie utlenia się do cystyny [144], 
Dobrym rozwiązaniem okazało się natomiast zasto
sowanie prekursorów cysteiny: N-acetylocysteiny 
(NAC) oraz kwasu 2-oksotiazolidyno-4-karboksyl- 
owego (OTZ). NAC może być użyteczna w terapii 
AIDS [145]. Obiecujące wydają  się także wyniki ba
dań dotyczących hamującego wpływu OTZ na repli- 
kację wirusa HIV zarówno w hodowlach komórko
wych jak i in vivo [146],

Zastosowanie cysteiny i jej prekursorów ograni
cza się jednak tylko do komórek,  które nie utraciły 
zdolności do syntezy GSH. W sytuacji,  gdy synteza 
GSH jest zaburzona,  pewne rozwiązanie mogą przy
nieść estry glutationowe. Najczęściej stosowanym 
estrem jest  ester monoetylowy (GEE). GEE jest 
transportowany do wnętrza komórek,  gdzie ulega hy
drolizie do etanolu i GSH,  prowadząc do zwiększe
nia wewnątrzkomórkowej  puli glutationu nawet po 
zablokowaniu jego syntezy [147]. Zaobserwowano,  
że monocyty za infekowane wirusem H1V wykazują 
obniżoną replikację wirusa, jeśli pożywka zostanie 
wzbogacona GEE [148].

W chronicznych niedoborach glutationu nadzieje 
na przyszłość stwarza terapia genowa. Poznano już

POSTĘPY BIOCHEMII 46(4), 2000 323http://rcin.org.pl



większość sekwencji  kodujących enzymy związane z 
metabol izmem glutationu,  mimo to droga do zasto
sowania w praktyce terapii genowej zaburzeń synte
zy GSH wydaje się jeszcze  daleka.

V I I I .  Podsumowanie

Biologiczne działanie z pozoru zupełnie zwyczaj 
nego tripeptydu, j ak im jes t glutation, zadziwia swą 
wszechstronnością.  Glutation uczestniczy w regula
cji wielu procesów od narodzin aż do śmierci komór
ki, stanowi pods tawową linię obrony przed stresem 
oksydacyjnym,  moduluje aktywność innych 
związków. Wydaje się jednak,  że wciąż jeszcze nie 
wiemy o glutationie wszystkiego.  Dodatkowe uza
sadnienie dla dalszych badań nad biologiczną rolą 
tego związku stanowi potencjalna możl iwość zasto
sowania go w leczeniu wielu chorób.
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3-amino-2-hydroksy-fenylo-karboksylowy; AIDS —  zespół na
bytego upośledzenia odporności; Arg —  L-arginina; cyT —  
kwas (4S,5R)-5-metylo-2-okso-oksazolino-4-karboksylowy; 
DCC —  A,/V’-dicykloheksylokarbodiimid; DPPA —  azydofos- 
foran difenylu; E E D Q —  l-etoksy-karbonylo-2-etoksy-l ,2-dih- 
ydrochinolina; E M C — wirus z grupy RNA; G M D P —- A-acety-
lo-glukozamino-muramylo-dipeptyd; MSV1 — wirus opryszcz- 
ki (h e rp e s  s im p le x ); IFA —  niekompletny adiuwant Freunda; 
IgG —  immunoglobulina G; 1L-1 —  interleukina 1; IL-6 —  in- 
terleukina 6; INF-y —  interferon y; Lys —  L-lizyna; MDP —  
muramylodipeptyd (Macetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglut- 
amina); mRNA —  matrycowy albo informacyjny RNA; MSV 
—  wirus mięsaka myszy (m u r in e  sa r c o m a  virus)', NK —  natu
ralne komórki zabójcze (n a tu ra l  k i l le r  cells)', PBMC —  komórki 
mononuklearne krwi obwodowej (p e r ip h e r a l  b lo o d  m o n o n u c le 

a r  cells)', PMN —  granulocyt obojętnochłonny ( p o ly m o r p h o 

n u c le a r  leu co cy te ) '. Pro —  L-prolina; T —  tuftsyna; THFy2 —  

polipetydowy czynnik humoralny grasicy ( th y m ic  h u m o r a l f a c 

tor)', Thr —  L-treonina; Thr-Lys-Pro-Arg —  tuftsyna; THS —  

tyreotropina (th yro tro p h in ) ', T N F -a  —  czynnik martwicy nowo
tworu a  ( tu m o r  n e c r o s is  f a c t o r  a);  TRH —  hormon uwalniający 
tyreotropinę (h o rm o n u m  a b s o lv e n s  th y ro tr o p h in u m ) .

I. Wstęp

W ocenie wielu badaczy i praktyków w leczeniu 
chorych coraz większego znaczenia nabiera immu-
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Gdańsk, tel. (058) 347 2736
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noterapia, której działanie polega na wzmacnianiu 
naturalnych sił obronnych organizmu za pomocą im- 
munomodula torów.  Poszukiwania substancji m o 
gących aktywować,  jak  również działać supresyjnie 
na układ immunologiczny doprowadzi ły do zidenty
fikowania i przebadania szeregu związków o aktyw
ności immunologicznej  są wśród nich także peptydy. 
Większość obecnie znanych immuno-aktywnych 
peptydów wywodzi  się bezpośrednio ze świata mi
krobiologicznego, np. muramylodipeptyd (MDP, 
fragment bakteryjnych ścian komórkowych),  czy cy- 
klosporyna (metaboli t  grzybów).  Odkrycie i zastoso
wanie cyklosporyny wywołało terapeutyczny 
przełom w selektywnej regulacji immunologicznej.  
Dużą rolę odgrywają  również immunomodulujące 
peptydy pochodzenia zwierzęcego, np. hormony gra
sicy (tymozyna a ,  tymopoetyna II, czy tymulina) 
produkowane przez komórki grasicy modulujące 
dojrzewanie komórek T, a także tuftsyna —  natural
ny tetrapeptyd o wybi tnych właściwościach stymu
lujących fagocytarną aktywność granulocytów obo- 
jętnochłonnych.  Badania wykazały,  że niektóre neu- 
ropeptydy (np. endorfina,  enkefalina, angiotensyna, 
substancja P czy somatostatyna) odgrywają ważną 
rolę jako przekaźniki  sygnałów z centralnego syste
mu nerwowego do systemu odpornościowego.  Rów
nież peptydowe „soluble m edia tors” (cytokiny) takie 
jak: interleukiny I L - 1, IL-2, IL-3 czy interferon y od
grywają bardzo w ażn ą rolę w funkcjonowaniu syste
mu odpornościowego.  Działanie i znaczenie prawie
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każdego z tych immunoaktywatorów zasługuje na 
uwagę.

W tej publikacji skupimy się jednak tylko na j e d 
nym z najmniejszych peptydowych endogennych im- 
munomodulatorów,  jakim jest  tetrapeptyd —  
Thr-Lys-Pro-Arg zwany tuftsyną. Zainteresowal iś
my się bliżej nim z uwagi na p lanowaną syntezę ana
logów tuftsyny modyfikowanej  przez kowalencyjne 
połączenie z innym immunostymulatorem jakim jest  
muramylodipeptyd (MDP) —  bioaktywny glikopep- 
tyd syntetyzowany na wzór fragmentu ściany komór
kowej bakterii. Z literatury wiadomo,  że MDP 
wzmacnia działanie innych naturalnych immunosty- 
mulatorów, w tym: diestrów trehalozy, lipopolisa- 
charydów, Lipidu A czy cytokin. Zarówno tuftsyną 
jak i MDP stymulują rozmaite funkcje makrofagów 
oraz wzmacniają niespecyficzną odporność organi
zmu gospodarza przeciw licznym chorobom. Zgod
nie z naszym oczekiwaniem połączenia MDP z tuft
syną powinny wywoływać silniejszą stymulację 
układu immunologicznego niż każda z tych substan
cji z osobna, l iczymy także na przedłużony czas ich 
działania. To oczekiwanie wynika z naszych dotych
czasowych doświadczeń w ot rzymywaniu koniuga- 
tów inuramylodipeptydu z innymi związkami  bioak
tywnymi [1, 2],

W roku 1999 ukazał się wprawdzie wyczerpujący 
artykuł przeglądowy S i e m i o n a  i wsp. pt. „Tuft
sin: On the 30-year anniversary o f  Victor Na j jar ’s di
scovery“ [3], uważamy jednak,  że krótszy artykuł dla 
polskiego czytelnika może okazać się przydatny.

II. Tuftsyną —  endogenny tetrapeptyd

II-l. Tuftsyną —  silny immunostymulator

Tuftsyną jest tet rapeptydem (Thr-Lys-Pro-Arg,  
Rye. 1), naturalnie występującym we krwi człowieka

HNK .NH,

Ryc. 1. Wzór tufsyny (Thr-Lys-Pro-Arg)

i innych ssaków. Stymuluje ona odporność organi
zmu, w tym aktywuje takie jego elementy jak: mono-

cyty, makro fagi i neutrofile. Tuftsyną została po raz 
pierwszy wyizolowana w 1970 roku na Uniwersyte
cie Tufts w Bostonie (USA) przez V.A. N a j j a r ’ a i 
K. N i s h i o k a [4], Od tego czasu naukowcy starają 
się poznać bliżej jej właściwości i wyjaśnić mecha
nizm działania. Tuftsyną jest  aktywna w organizmie 
wyłącznie w formie wolnego peptydu. Ten tetrapep
tyd stanowi fragment łańcucha (289-292) ciężkiego 
Fe immunoglobuliny typu G (IgG), z którego uwal
niany jest przez działanie dwóch specyficznych en
zymów: endokarboksypeptydazy tuftsynowej śle
dziony i leukokininazy. Pierwszy z nich powoduje 
rozszczepienie wiązania amidowego pomiędzy

9 Q9 9 Q TArg" “ a Glu" , a drugi zlokalizowany w błonach ko
mórek fagocytujących działa na wiązanie pomiędzy 
Lys288 a Thr289 [3]. Uwolniony tetrapeptyd powoduje 
wzrost ruchliwości,  pinocytozy,  fagocytozy,  chemo- 
taksji i cytotoksyczności zarówno makrofagów jak i 
granulocytów [5, 6], Tuftsyną modyfikuje stężenie 
jonów Ca2+ wewnątrz komórki,  ma wpływ na gospo
darkę tyreotropiną, reguluje poziom dopaminy, nora
drenaliny, serotoniny i kwasu 5-hydroksyindolooct- 
owego. Może również powodować zmiany w synte
zie i degradacji monoamin,  acetylocholiny i protein 
w strukturach kory i podkorza mózgu [3]. Badania 
prowadzone na ludziach i zwierzętach wykazały,  że 
u osobników, którym usunięto śledzionę występuje 
niekorzystny dla organizmu nabyty deficyt tuftsyny. 
Zwierzęta i ludzie z uszkodzoną śledzioną są powa
żnie narażeni na ostre infekcje spowodowane bra
kiem tuftsyny. Wykazano związek pomiędzy spad
kiem prawidłowego funkcjonowania śledziony a ob
niżeniem aktywności tego immunomodulatora [7, 8], 
Stan niedoboru tuftsyny występuje również w przy
padku anemii sierpowatej,  białaczki Hidgkina i 
AIDS [7, 9],

Z dotychczasowych badań wynika,  że AIDS 
znacząco wpływa na obniżenie aktywności tuftsyny. 
Stwierdzono, że osoby dotknięte tą chorobą mają 
niewystarczającą liczbę centrów uwalniających tuft- 
synę. Ich układ immunologiczny jest  poważnie 
osłabiony i wykazuje skłonności do fatalnych w 
skutkach infekcji.

II-2. Aktywność przeciwbakteryjna, przeciw- 
wirusowa i przeciwnowotworowa

Tuftsyną jest związkiem o bardzo szerokim spek
trum aktywności biologicznej.  Stwierdzono, że 
oprócz immunoaktywności  wykazuje ona działanie 
przeciwbakteryjne,  przeciwwirusowe i przeciwno- 
wotworowe. Jedną z ważniejszych jej właściwości 
jest  zdolność do regulowania cyklu komórek PBMC i
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PMN [8, 10]. Tuftsyna poprawia komunikację po
między elementami układu immunologicznego (ma- 
krofagami,  l imfocytami T i l imfocytami B) co w re
zultacie powoduje wzrost  produkcji przeciwciał.  Ma 
również wpływ na zwiększenie ruchliwości i chemo- 
taksji komórek fagocytujących,  dzięki czemu wzra
sta zdolność organizmu do obrony przed różnego 
typu infekcjami. Tuftsyna wzmacnia cytotoksycz- 
ność naturalnych mediatorów komórkowych,  a w 
połączeniu z przeciwciałami zwiększa wydajność 
prezentacji antygenów przez makrofagi na limfocyty 
T [6], Ostatnie badania dowodzą,  że regulacja proce
sów immunologicznych odbywa się już  na poziomie 
translacji. Efekt działania połączeń tuftsyny z anty
genem polega na pośredniczeniu w syntezie mRNA 
kodującego IL-1 makrofagów [11]. Makrofagi trak
towane tuftsyną stają się bardziej aktywne w zwal
czaniu infekcji bakteryjnych. Stwierdzono, że tuftsy
na stymuluje wydzielanie T N F -a  przez mysie 
ot rzewnowe makrofagi a pochodne tuftsyny 
związane z cząsteczkami cukru zwiększają wydzie
lanie tego czynnika przez ludzkie monocyty.  Udało 
się indukować wydzielanie T N F - a  in vivo w hodow 
li komórek nowotworowych typu HL-60 oraz u m y
szy po śródotrzewnowej iniekcji tuftsyny. Re- 
tro-inverso  analogi tuftsyny zwiększają wydzielanie 
INF-y i T N F - a  już przy stężeniu 10'10 M [10] w prze
ciwieństwie do tuftsyny, która nawet w wyższych 
dawkach nie wykazała takiej aktywności.

Tuftsyna w terapii wielolekowej wykazuje 
działanie synergistyczne. Jej dodatek pozwala na 
zmniejszenie skutecznej dawki niektórych leków 
oraz na poszerzenie spektrum ich działania. W Tabe
li 1 przedstawione są eksperymentalne przykłady le-

Tabela 1

czenia infekcji bakteryjnych,  pasożytniczych i wiru
sowych opartych na synergistycznym oddziaływaniu 
tuftsyny z wybranymi lekami.

V. N a j j a r [12] stwierdził,  że podawanie tuftsy
ny myszom z wszczepionym nowotworem L - 1210 
znacznie wydłuża ich czas przeżycia w odniesieniu 
do kontroli.  Podobny efekt działania tuftsyny zauwa
żono na myszach z wszczepionymi komórkami czer
niaka typu B16 i C57BL/6 [13]. Zaobserwowano 
również znaczne obniżenie śmiertelności wśród my
szy DBA/2J zainfekowanych wirusem białaczki 
F r iend’a [14], które leczono tuftsyną. W przypadku 
traktowania tuftsyną innych złośliwych nowotwo
rów, np. włókniako-mięsaka jej lecznicze działanie 
jes t  słabsze. Natomias t łączne podawanie tuftsyny z 
cyklofosfamidem powodowało zahamowanie wzro
stu n iemałokomórkowego nowotworu płuc (ang. 
Non- sm ali Celi L ung Cancer) [3, 15]. Tuftsyna po
dawana po zabiegach operacyjnego usunięcia mięsa- 
ków szyi i głowy przywracała aktywność naturalnym 
komórkom zabójczym (NK) [16]. Ponadto zaobser
wowano synergistyczne oddziaływanie tego immu- 
nomodulatora z 3-metylo-cholantrenem w leczeniu 
zwierząt  laboratoryjnych z wszczepionymi komór
kami  raka płuc Lewis’a oraz włókniako-mięsaka 
[17]. Te wyniki potwierdzają przypuszczenie że, 
przeciwnowotworowa aktywność tuftsyny wynika 
ze zdolności wzmacniania cytotoksycznych 
właściwości makrofagów [3].

II-3. Inne właściwości tuftsyny

Poza właściwościami  omówionymi wcześniej tu
ftsyna wykazuje jeszcze kilka innych:

Eksperymentalne metody leczenia infekcji bakteryjnych, pasożytniczych i w irusowych opartych na synergistycznym oddziaływaniu tuftsyny z wybra
nymi Ickami

Związek
Typy infekcji bakteryjnych, pasożytniczych  
i wirusowych

Literatura

Tuftsyna Candida albicans N i s h i o k a [52]

Tuftsyna Candida periton is L e v y  [53]

Tuftsyna M ycobacterium  leprae I y e r  [54]

Tuftsyna zamknięta w liposomach Leishm ania donovani G u r u  [55]

Tuftsyna + Gentamycyna Pseudom onas aeruginosa S m i t h [56]

Tuftsyna + Ivermectin nicienie F a t m a [57]

Tuftsyna + Bcstatyna HIV-1 M a t h c [58]

Tuftsyna + Amfotcrycyna B (liposomy) A sparagilloza O w a i s [48]

Tuftsyna + Ryfampicyna (liposomy) Gruźlica A g a r w a l  [59]

Thr-Lys-Pro-Arg-NH-(CH2)2-NHCOC 15H 31 (analog tuftsyny) Plasm odium  berghei G u p t a  [60]
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—  działa przeciwbólowo —  podanie jej szczurom 
powoduje,  że zwierzęta dłużej wytrzymują  test 
gorącej płytki [18, 19];

—  modyfikuje aktywność monoaminooksydazy i 
acetylocholinoesterazy w synaptosomalnych i ko
mórkowych frakcjach mitochondrialnych pozy
skiwanych z kory mózgowej [3, 20];

—  jest  inhibitorem hydrolazy tyrozynowej -  jednego 
z ważniejszych enzymów w szlaku wytwarzania 
amin katecholowych [3, 21];

—  powoduje osłabienie percepcji w sytuacjach stre
sowych i normalizuje poziom serotoniny w m ó
zgu szczurów [3, 22];

—  zwiększa intensywność oddychania kom órkowe
go, wzmaga wewnątrzkomórkowe procesy redoks 
[3 ,23];

—  łagodzi objawy głodu narkotycznego u morfino- 
zależnych szczurów [24];

—  powoduje wzrost  produkcji hormonu uwal
niającego tyreotropinę (TRH) przez podwzgórze 
a przez to stymuluje wydzielanie tyreotropiny 
(THS) [25, 26];

—  hamuje kurczenie się mikronaczynek limfatycz- 
nych [27];

—  powoduje obniżenie poziomu histaminy w 
płucach, natomiast  podnosi jego stężenie w 
wątrobie i nerkach a także wywołuje zmiany po
ziomu histaminy w dwunastnicy i we krwi [28];

—  zwiększa ciśnienie tętnicze krwi [29];
—  wpływa na temperaturę ciała powodując przejś

ciową hipertermię, po czym następuje h ipotermia 
[30];

—  ma właściwości przeciwzakrzepowe [31],

11-4. Analogi tuftsyny i ich aktywność biologiczna

W wyniku prowadzonych badań biologicznych 
okazało się, że połowiczny czas degradacji tuftsyny 
w organizmie jest  stosunkowo krótki, wynosi bo
wiem około 16 minut. Jest ona łatwo degradowana 
pod wpływem licznych proteaz, np. aminopeptydazy 
leucynowej, karboksypeptydazy B, pronazy, subtyli- 
zyny. Co ciekawe nie ulega rozpadowi  pod 
wpływem: trypsyny, chymotrypsyny, papainy czy 
pepsyny. Produktami hydrolizy enzymatycznej  tuft
syny są dwa tripeptydy: Thr-Lys-Pro oraz Lys- 
Pro-Arg, wykazujące działanie inhibitujące w sto
sunku do wyjściowego tetrapeptydu [32], Podatność 
tuftsyny na biodegradację i antagonistyczne własno
ści produktów jej rozkładu zainspi rowały do poszu
kiwania jej analogów o dłuższym czasie działania, 
wyższej aktywności biologicznej,  łatwiejszych w 
oczyszczaniu i bardziej trwałych. Dzięki wysi łkom

wielu ośrodków akademickich uzyskano liczne ana
logi tuftsyny o obiecujących właściwościach.  Pierw
sze modyfikacje tuftsyny polegały na zmianie składu 
aminokwasowego oraz sekwencji poszczególnych 
aminokwasów w łańcuchu [33], Uzyskano szereg

Tabela 2

Wybrane pochodne tuftsyny - ich zdolności stymulujące i inhibitujące 
w organizmie

Związek Stymulacja fagocytozy(%)
inhibicja fa
gocytozy (%)

Tuftsyna 96

[Lys‘]T 30 -

[Ser']T 20 78

[Val1 ]T _ 30

[Ala‘]T - 65

[a>-N02Arg]T - .

[Dcs-Thr']T . 44

Acctylo-T - 44

związków, które jednak nie dorównywały peptydowi 
natywnemu w aktywności biologicznej (Tabela 2). 
Duży wkład w poszukiwaniu skuteczniejszych ana
logów tuftsyny wniosły zespoły I. S i e m i o n a  i D. 
K o n o p i ń s k i e j . W  1977 roku w grupie Siemiona 
zsyntetyzowano serię tuftsyno-podobnych tetrapep- 
tydów będących częścią sekwencji histonów - 
białek zawierających dużo aminokwasów zasado
wych (argininę, histydynę i lizynę) znajdujących się 
w chromosomach wszystkich komórek eukariotycz
nych z wyjątkiem komórek nasion. Niektóre z tych 
peptydów wykazywały wyraźną aktywność s tymulo
wania fagocytozy. Była to pierwsza publikacja,  która 
zwróciła uwagę na peptydy o zbliżonej sekwencji do 
tuftsyny będące fragmentami różnych białek [34], Ta 
sama grupa zsyntetyzowała serię analogów tuftsyny 
podstawionej różnymi aminokwasami  w pozycji 3 
łańcucha peptydowego. Stwierdzono, że analogi pro
jektowane w oparciu o mutację Pro' kodonu posia
dają wyższą aktywność biologiczną w porównaniu z 
innymi analogami [35]. Jednym z bardziej znanych 
analogów zsyntetyzowanych w tym ośrodku jest  ana
log tuftsyny o sekwencji (Thr-Lys-Pro-Arg)2 zwany 
tuftsynylotuftsyną. Wykazuje on silne działanie na 
komórki białaczki L - 1210. W Tabeli 3 zebrano kilka 
analogów otrzymanych przez zespół D . K o n o p i ń -  
s k i e j . W badaniach in vivo przeprowadzonych na 
myszach testowano wpływ tych analogów na rozwój 
guzów indukowanych przez wirusy MSV oraz ich
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działanie przeciwwirusowe.  Okazało się, że były one 
aktywne przeciw wirusom z grupy DNA (HSV1) i z

Tabela 3

Analogi otrzymane przez zespól D. Konopińskiej

Thr-Lys-Pro-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg I

Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Gln I I

Arg-Thr-Lys-Pro-Arg I I I

Pro-Arg-Thr-Lys-Pro-Arg I V

Lys-Pro-Arg-Thr-Lys-Pro-Arg V

Thr-Lys-Pro-Arg-Thr-Lys-Pro-Arg V I

grupy RNA (EMC) [36, 37], a ich działanie było po
równywalne z aktywnością tuftsyny.

Analogi tuftsyny bardziej odporne na działanie 
proteaz zostały ot rzymane przez zespół G. M e z o  
[38], Wzrost stabilności tetrapeptydu w surowicy 
udało się uzyskać dzięki utworzeniu wiązania izo- 
peptydowego łączącego odpowiedni  aminokwas z 
e-aminową grupą lizyny. Zsyntetyzowano nas tę
pujące pochodne: Lys(Thr)-Pro-Arg,  Lys(Ala)-
Pro-Arg, Thr-Lys(Ala)-Pro-Arg,  Thr-Lys(Thr)- 
Pro-Arg, Ala-Lys(Ala)-Pro-Arg.  Kilka z nich oka
zało się lepszymi aktywatorami  funkcji makrofagów 
niż naturalna tuftsyna.

E. G e r s h o n o v  i wsp. [32] przygotowali  serię 
trans-2,4-metano-aminokwasów,  które posłużyły do 
otrzymania pięciu nowych pochodnych tuftsyny 
(Ryc. 2). Zas tosowanie tak zmodyfikowanych ami-

MThr M Lys

Ryc. 2. Trans-2 ,4-metano-aminokwasy wykorzystane przez E. Gcrsho- 
no v ’a w syntezie mctano-analogów tufsyny.

nokwasów miało na celu przede wszystkim zabez
pieczenie tetrapeptydu przed działaniem enzymów 
proteolitycznych. W badaniach in vitro przeprowa
dzonych na ot rzewnowych makrofagach okazało się, 
że [MThr ']- tuftsyna i [MVal3]-tuftsyna wykazują 
bardzo silne działanie. Zwiększają  one wydzielanie 
IL-6  odpowiednio do 125% i 141% w stosunku do

prób kontrolnych, wykazując przy tym przedłużony 
czas działania w porównaniu z naturalnym tetrapep- 
tydem. W Tabeli 4 zebrano wartości przedstawiające 
czasy połowicznej degradacji metano-analogów tuft
syny. Mimo, że pochodna [MOrn2]-tuftsyny ma 
znacznie przedłużony czas degradacji wykazuje j ed 
nak dużo słabszą aktywność niż wyjściowy tetrapep- 
tyd [32],

Tabela 4

Mctano-analogi tuftsyny oraz czasy ich połowicznej degradacji 
w organizmie

Analog Czas 1/2 degradacji

Thr-Lys-Pro-Arg 16

[M T hr ' jT 90

[M O rrf jT 90

[MVal3]T 25

[MLys2]T 13

[M A rg fT 11

Obiecujące wyniki uzyskano stosując retro-inver
so analogi tuftsyny. Wiązanie pomiędzy Thr a Lys z 
układu -CONH- zostało zamienione na -NHCO-. 
Taka modyfikacja powoduje,  że pseudopeptyd staje 
się całkowicie odporny na działanie enzymów prote
oli tycznych i może być podawany doustnie. Ponadto 
peptydy o składzie: H-Thr-\ | /[NHCO](R,S)Lys-Pro- 
Arg-OH i H-gThr-(R,S)mLys-Pro-Arg-OH okazały 
się dziesięć razy aktywniejsze od tuftsyny. Zwięk
szały cytotoksyczną aktywność splenocytów oraz 
s tymulowały wydzielanie INF-y i T N F -a  [6 , 10],

Zespół F. A r c o 1 e o [39] zachęcony doświadcze
niami swych poprzedników zsyntetyzował kolejne 
analogi retro-inverso-tuftsyny. Modyfikacje w tym 
przypadku dotyczyły głównie zmiany składu amino- 
kwasowego tego tetrapeptydu. W pracy przedstawio
no kilka nowych analogów: H-gGly-(R,S)mLys- 
Pro-Arg-OH,  H-gThr-(R,S)mLys-Pro-Leu-OH i H- 
gThr-(R,S)mLys-Pro-Gln-OH,  które jak się okazało 
indukowały wytwarzanie przez ot rzewnowe makro- 
fagi NO, 1L-1 oraz TNF-a .

L. K r a u s - B e r t h i e r  i wsp. [40, 41] w celu 
zwiększenia stabilności tuftsyny zastąpili niektóre 
aminokwasy białkowe takimi, które nie występują w 
środowisku naturalnym, a swoją budową przypomi
nają aminokwasy białkowe. Poniżej przedstawiono 
aminokwasy,  wykorzystane w syntezie niektórych 
analogów tuftsyny (Ryc. 3), w tym: Thr-Lys-A- 
BO-Arg,  cyT-Lys-ABO-Arg i AHPA-Lys-ABO-Arg.
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Chociaż wyżej wymienione analogi nie były bar
dziej aktywne niż tuftsyną, to po wstępnych bada
niach K r a u s - B e r t h i e r  uważa jednak,  że analog 
retro-inv er so -tuftsyny o składzie Phe-ą/fCPUNH]- 
Lys-ABO-Arg może okazać się obiecującym związ
kiem w immunoterapii  chorób infekcyjnych i now o
tworowych [41 ].

zy okazało się, że peptyd c-(Thr-Lys-Pro-Arg-Gly) 
wykazuje taką samą aktywność jak wyjściowy im- 
munomodula tor przy stężeniu 50-ciokrotnie niż
szym. Pozostałe pochodne również wykazywały 
znaczną aktywność,  ale nieco mniejszą niż ten najak
tywniejszy cykliczny peptyd. Do innej grupy analo
gów tuftsyny należą jej połączenia z cukrami. W 
1984 roku R o  c c h i [43] zsyntetyzował kilka analo
gów zawierających reszty cukrowe w różnych pozy
cjach. W Tabeli 5 zaprezentowano niektóre z nich.

Tabela 5

Tuftsyną i jej analogi modyfikowane cukrami

Ryc. 3. Nicbiałkowe aminokwasy zastosowane do syntezy analogów 
tufsyny.

Znane są również tioanalogi tuftsyny. B. Z a c h a -  
r i e wraz ze wsp. [42] twierdzi, że większy promień 
jonowy i mniejsza elektroujemność atomu siarki w 
porównaniu z tlenem spowodują, iż takie pochodne 
powinny być bardziej odporne na działanie enzymów 
proteolitycznych. Zsyntetyzowali oni następujące tio
analogi tuftsyny: H-Thr-Lys-Provg[CSNH]Arg-OH, 
H-Thr-Lys\ | /[CSNH]Pro-Arg-OH oraz H-Thrv|/[CS- 
NH]-Lys-Pro-Arg-OH(e).  Niestety dotychczas nie 
znaleziono opisu ich aktywności biologicznej.

Stosując metody komputerowego modelowania 
udało się przewidzieć kilka konformacj i analogów, 
które przyjmują podobny układ przest rzenny jak  tu- 
ftsyna. Do szczególnie obiecujących należą cyklicz
ne analogi tuftsyny. Kilka z nich, np. c-(Thr-Lys- 
Pro-Arg), c-(Thr-Lys-Pro-Arg-Gly),  c-(Thr-Lys- 
Pro-Arg-Asp) zostało po raz pierwszy zsyntetyzowa- 
ne przez N i s h i o k a  w 1995 roku [8 ]. W doświad
czeniach biologicznych, w których badano wpływ 
tych związków na zdolność stymulowania fagocyto-

Analog
Zdolność stymula
cji fagocytozy

Thr-Lys-Pro-Arg-NHGlc +

N u-glukozylo-Thr-Lys-Pro-Arg -

N “-glukozylo-Gly-Gln-Pro-Arg +

Gly-Glu(NH-Glc)-Pro-Arg -

Gly-Gln-Pro-Arg-NH-Glc -

Nu-gluko-Gly-Glu-Pro-Arg +

(Thr(a+P)-0-glukozyło) '- tuftsyną -

(P łyp ta+Pj-O -g lukozy lof-  tuftsyną ++

+ słabo ak tywny; - n ieak tyw ny;  ++ aktyw ny

Większość z tych analogów wykazuje niewielką 
zdolność do pobudzania fagocytozy. Takie modyfi 
kacje nie poprawiły stabilności tuftsyny i nie dopro
wadziły do uzyskania związków wykazujących lepsze 
niż naturalny peptyd zdolności aktywowania poszcze
gólnych elementów układu immunologicznego.

Za udane osiągnięcie trzeba uznać syntezę kilku 
połączeń GMDP (A-acetylo-glukozoamino-mura-

Ryc. 4. Połączenia tufsyny z G M D P  wykazujące 
aktywność zbliżoną do IFA.
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mylodipeptydu) z tuftsyną (Ryc. 4) wykonaną przez 
T i t o v a  [44], Wysoką aktywność adiuwantową 
syntetycznej pochodnej MDP (GMDP) z tuftsyną 
wykazano w testach immunologicznych,  s twier
dzając silne s tymulowanie produkcji przeciwciał  
przeciw a lbuminom jaja,  s tymulację reakcji nadwra
żliwości typu późnego (DTH) i aktywowanie fago- 
cytozy [44], Zarówno sama mieszanina GMDP z tu
ftsyną, jak  i GM DP  połączony wiązaniem kowalen
cyjnym z tym tet rapeptydem podawane w soli fizjo
logicznej wykazywały  wysoką,  porównywalną z 
IFA (niekompletnym adiuwantem Freuda) aktyw
ność adiuwantową.

Podjęto również próby modyfikacji  tuftsyny 
przez przyłączenie do niej naturalnych peptydów, 
wśród których należy wymienić przede wszystkim 
THFy2. P. G r a n o t h [45] zsyntetyzował  dwie takie 
pochodne o składzie: Fł-THFy2-tuftsyna-OH oraz 
H-tuftsyna-THFy2-OH.  Oba związki indukowały 
wytwarzanie IL - 6  silniej niż tuftsyna i THF-y2 osob
no. Te ostatnio przedstawione analogi potwierdzają,  
że planowane przez nas koniugaty MDP z tuftsyną 
mogą okazać się silnymi immunoaktywatorami .

III. Synteza tuftsyny

Chociaż syntezę tuftsyny prowadzi się zgodnie z 
zasadami obowiązującymi  w chemii peptydów jej 
ot rzymywanie nie jest  łatwe ze względu na amino
kwasy, które wchodzą w skład jej budowy (Lys czy 
Arg). Śledząc literaturę można zaobserwować róż
norodność proponowanych rozwiązań syntetycz
nych oraz metod tworzenia wiązania peptydowego 
pomiędzy aminokwasami  wchodzącymi w skład tu
ftsyny. Jej synteza najczęściej prowadzona jest me
todą klasyczną w roztworze z wykorzystaniem 
EEDQ lub DCC jako odczynników kondensujących,  
rzadziej metodą azydkową. Po usunięciu grup 
ochronnych otrzymany tetrapeptyd zwykle poddaje 
się oczyszczaniu na kolumnie wypełnionej żelem 
typu AG 50W-X2,  Sephadex G-25 czy żywicąjono-  
wymienną typu Amberli te 1R-4B a następnie liofili
zacji. Na uwagę zasługuje zastosowanie polimerycz- 
nego aktywnego estru 3-nitro-4-hydroksy-benzylo- 
-poli-styrenu (PHNB),  dzięki czemu otrzymano te
trapeptyd o czystości 95% [46], W naszym zespole 
do syntezy tuftsyny zastosowal iśmy azydofosforan 
difenylu (DPPA), znany odczynnik kondensujący. 
Metoda ta pozwala na znaczne obniżenie stężenia 
produktów ubocznych powstających,  np. w procesie 
dysproporcjonowania mieszanego bezwodnika,  za
pewnia wysoką czystość chiralną ot rzymanych pro
duktów, dobrą wydajność,  jes t szybka i prosta w wy

konaniu.  Otrzymany chroniony tetrapeptyd oczysz
czal iśmy za pomocą chromatografi i  radialnej (Chro- 
matot ron firmy Harrison Research) na płytach pokry
tych we własnym zakresie żelem krzemionkowym z 
gipsem (Kieselgel 60 PF 254) i na preparatywnych 
płytkach TLC (Merck F254) otrzymując produkt z wy
dajnością 75%, czysty chromatograficznie.  Dodatko
wo czystość została potwierdzona analizą widm 
dwuwymiarowych (COSY, TOCSY) NMR (500 
MFlz). Chociaż kilka znanych firm farmaceutycz
nych (np. Bachem) produkuje tuftsynę w celach ko
mercyjnych w postaci soli octanowej o czystości 
97% wg HPLC to ciągle t rwają prace nad ot rzyma
niem produktu o jeszcze większym stopniu czystości.

IV. Podsumowanie

Tuftsyna, bioaktywny peptyd pochodzenia zwie
rzęcego o silnym działaniu immunomodulującym,  w 
badaniach in vivo wykazuje szerokie spektrum ak
tywności  biologicznej w tym immunostymulacyjną,  
przeciwbakteryjną,  przeciwwirusową i przeciwno- 
wotworową.  W eksperymentach przeprowadzonych 
na zwierzętach tuftsyna powodowała wzrost produk
cji komórek krwi w szpiku kostnym. Ponadto uzyska
no obiecujące rezultaty w leczeniu infekcji grzybo
wych i pasożytniczych [47, 48], Działanie tuftsyny 
na układ immunologiczny oraz jej niska toksyczność 
zachęcają wielu badaczy do poszukiwania analogów 
potencjalnie przydatnych w terapii. W 1983 roku 
C a t a n e i wsp. [49] wykazał,  że tuftsyna podana w 
dawce 0.96 mg/kg nie wykazuje efektów toksycz
nych, jednakże prawie u 50% pacjentów zaobserwo
wano leukocytozę 4-5 dni po jej podaniu. Duże na
dzieje budzą retro-im verso  analogi tuftsyny, które in
dukują wydzielanie dwóch cytokin: IFN-y i T N F -a  
przez PBMC w przeciwieństwie do naturalnej tuftsy
ny nie wykazującej  takiej aktywności.  Jak wiadomo 
nawet małe stężenie tych cytokin (femtomolarne) po
woduje wzrost właściwości immunomodulujących i 
aktywności przeciwirusowej.  W Izraelu zastosowano 
tuftsynę w leczeniu pacjentów w zaawansowanym 
stadium nowotworowym dzięki temu można dowie
dzieć się czegoś na temat jej działania na organizm 
ludzki. Podano j ą  pacjentom chorym na raka, u któ
rych zawiodła klasyczna chemioterapia.  Rezultaty I 
fazy badań pokazały, że tuftsyna jest  substancją bez
pieczną w dawkach dochodzących nawet do 1 mg/kg 
masy ciała, a pacjenci odczuli wyraźną poprawę sta
nu zdrowia. Izraelscy uczeni opublikowali  również 
wyniki doświadczeń przeprowadzonych na pacjen
tach chorych na AIDS. Tuftsynę podawano pacjen
tom, u których występowała utrata wagi, biegunka,
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podwyższona temperatura ciała i przechodzili  infek
cje grzybowe. Podanie tuftsyny w dawce nie przekra
czającej 5 mg na tydzień spowodowało całkowity 
spadek gorączki,  ustała biegunka i nastąpiła wyraźna 
poprawa [50, 51]. Tuftsyna wydaje się być idealną 
substancją poprawiającą właściwości  układu odpor
nościowego. Prognozuje się, że ot rzymanie nowych 
aktywniejszych analogów i określenie ich dawek 
leczniczych dla człowieka to tylko kwestia czasu. 
Wydaje się, że tuftsyna będzie przydatna w leczeniu 
pacjentów z brakiem odporności,  nowotworami  lub 
w reumatoidalnym artretyzmie.
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Czy kalcyklina, białko wiążące jony Ca2+, pełni podobną 
funkcję jak kalmodulina? 

Does calcyclin, a Ca -binding protein, play a similar role 
as calmodulin?

ANNA FILIPEK
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V. S u m m a ry

W ykaz  stosow anych  skrótów: CacyBP —  białko wiążące się z 
kalcykliną; CNBr —  cyjanobrom; GAPDH —  dehydrogenaza 
aldehydu 3-fosfoglicerynowego; SDS —  siarczan sodowy dode- 
cylu

I. Białka wiążące jony wapnia

W komórce,  w stanie spoczynku, stężenie wo l
nych jonów wapnia wynosi około 10- 7  M a w środo
wisku zewnątrzkomórkowym około 10"3 M. Działa
nie na komórkę różnymi związkami  może prowadzić 
do wzrostu stężenia wolnych jonów wapnia w cyto- 
plazmie do poziomu 10"5- 10'6 M, a sygnał w postaci 
podwyższonego stężenia Ca2+ w cytoplazmie odbie
rany jest  między innymi przez białka specyficznie 
wiążące ten kation [1, 2].

Wśród białek wiążących jony wapnia na szcze
gólną uwagę zasługują białka posiadające w swej 
strukturze tzw. motywy „EF -hancC. Analiza s truktu
ralna tych białek wskazuje na bardzo wysoki stopień 
podobieństwa w obrębie motywu „EF -hand”. Dwa 
motywy „EF -hand” występujące w białku w bliskim 
sąsiedztwie określane są mianem „domeny wiążącej

Dr bab., Zakład Neurobiologii Molekularnej i Komórkowej, In
stytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pa
steura 3, 02-093 Warszawa

wapń” . Białka zawierające motywy „E F -hand”, mają 
na ogół niską masę cząs teczkową wynoszącą od 10 
do 30 kDa i występują powszechnie w komórkach 
eukariotycznych. Kalcyklina, białko będące przed
miotem niniejszego artykułu zawiera dwa motywy 
„EF-hand” i zaliczana jest  do rodziny białek S I 00

[3].
Wśród białek zawierających motywy „EF -hand” 

są białka, które w komórce pełnią funkcję „buforów” 
jonów wapnia oraz białka, które oddziałują z innymi 
białkami komórkowymi (zwanymi białkami efekto- 
rowymi) i modulują ich aktywność.  Białka 
działające jako „bufory” jonów wapnia zmieniają 
nieznacznie konformację po związaniu Ca2r i nie od
działują z białkami efektorowymi.  Przykładami „bu
forów” Ca2+ są parwalbumina i kalbindyna D28K
[4]. Białka zawierające motywy „E F -hand", które 
oddziałują z białkami efektorowymi zmieniają 
znacznie konformację po związaniu Ca2+. Najbar
dziej znanym przykładem takiego białka jest ka lmo
dulina [5], W wyniku oddziaływania kalmodul iny z 
białkami efektorowymi (najczęściej enzymami ko 
mórkowymi),  zapoczątkowana zostaje kaskada reak
cji, co ma wpływ na wiele procesów komórkowych 
takich jak np. transkrypcja,  proliferacja i różnicowa
nie się komórek,  uwalnianie przekaźników ne rwo
wych, mitoza, endocytoza, egzocytoza,  komunikacja 
międzykomórkowa,  metabol izm glikogenu, proteoli-
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za oraz skurcz mięśni i ruchliwość komórek niemię- 
śniowych.

Ostatnio zidentyfikowano nieznane dotąd białko 
zawierające motywy „EF -hand” i wiążące się z DNA 
[6, 7]. Białko to wiąże się z sekwencjąokreś lanąjako 
DRE (Downstream Regulatory E lem ent), odpowie
dzialną za ekspresję niektórych genów. Wykazano, 
że wiązanie się tego białka z sekwencją DRE hamuje 
transkrypcję i dlatego też białko to nazwano 
DREAM (DRE Antagonist M odulator). Zmiana kon
formacji w białku DREAM pod wpływem Ca2+ pro
wadzi do dysocjacji kompleksu DREAM —  DNA i 
aktywację transkrypcji.  Zatem DREAM pełni funk
cję czynnika transkrypcyjnego.

II. Odkrycie i występowanie kalcykliny

Kalcyklinę po raz pierwszy zidentyfikowano w 
komórkach raka wysiękowego Ehrlicha (EAT) [8], 
Jednak na istnienie tego białka wskazywały wcze
śniejsze badania dotyczące ekspresji genów po poda
niu komórkom hodowanym in vitro czynników wzro
stowych [9, 10],

Tabela 1

Występowanie kalcykliny

Intensywne badania nad kalcykliną rozpoczęto 
pod koniec lat 80-tych. Jednym z ważnych osiągnięć 
tego okresu było uzyskanie kalcykliny w postaci ho- 
mogennej [8], Białko to migruje w żelu poliakrylo- 
amidowym w obecności SDS na poziomie około 
10 kDa. Różnymi metodami  wykazano, że kalcykli- 
na wiąże jony wapnia oraz jony cynku. Po związaniu 
jonów wapnia cząsteczka kalcykliny zmienia kon
formację [8, 11-13], co w efekcie powoduje zmianę 
ruchliwości tego białka w żelu mocznikowym, zmia
nę fluorescencji tyrozynowej,  wzrost stopnia hydro- 
fobowości i oddziaływanie z nośnikami hydrofobo
wymi (np. Phenyl-Sepharose). Innym kierunkiem

badawczym dotyczącym kalcykliny była szcze
gółowa analiza występowania tego białka. Wykaza
no, że kalcyklina jest  w różnych tkankach i komór
kach różnych organizmów (Tabela 1).

III. Struktura kalcykliny

Kalcyklina ma cechy budowy pierwszorzędowej 
typowe dla białek z rodziny S I 00 [3]. Zawiera dwa 
motywy „EF -ha n d f wiążące jony wapnia oraz dwie 
domeny hydrofobowe. Wykazano, że fragmenty kal
cykliny otrzymane w wyniku chemicznego rozszcze
pienia cząsteczki przy użyciu CNBr, zawierające po 
jednym motywie „EF -hand f, nie wiążą jonó w wap
nia i nie wiążą się z nośnikami hydrofobowymi [25].

Stosując różne czynniki sieciujące wykazano,  że 
cząsteczka kalcykliny ma masę wynoszącą  około 
20 kDa, co odpowiada podwójnej masie cząs teczko
wej wyznaczonej na podstawie składu aminokwaso- 
wego tego białka. Wskazuje to, że in situ  kalcyklina 
występuje w formie dimeru utworzonego wskutek 
oddziaływań wodorowych (dimeru niekowalencyj- 
nego) [22, 26]. Występowanie kalcykliny w roztwo

rze w formie dimeru niekowalencjnego wykazano 
też metodą rozpraszania światła (ang. light scater- 
ring) i metodą magnetycznego rezonansu jądrowego 
(NMR) [27]. Z badań NMR wynika,  że monomery 
kalcykliny ułożone są antyrównolegle i tworzą ho- 
modimer o wymiarach 38 x 33 x 3 1 A. Monomery 
kalcykliny oddziałują ze sobą domenami hydrofobo
wymi i fragmentami a-hel ikalnymi ,  podobnie jak 
monomery białka S100B [28],

Wiadomo też, że niektóre izoformy kalcykliny 
mają jedną resztę cysteiny i mogą tworzyć dimer ko
walencyjny. Dimer ten migruje w żelu poliakrylo- 
amidowym, w obecności SDS i przy braku czynnika

Izoforma kalcykliny Tkanki/komórki Piśmiennictwo

Kalcyklina ssacza Komórki nabłonkowe
[14]

i Fibroblasty,
[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

płytki krwi, 

neurony,

komórki glejowe,

tkanka doczesna, 

mięsień sercowy, 

płuco

Kalcyklina kurza Mięśnie gładkie [21-24]
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redukującego, na poziomie odpowiadającym migra
cji białka o masie cząsteczkowej 20 kDa [11, 29]. 
Nie wiadomo, czy dimer kowalencyjny kalcykliny 
tworzy się w warunkach in vivo. Reasumując,  uzy
skane wyniki sugerują, że oba motywy „EF-hand” w 
cząsteczce monomeru kalcykliny s tanowią domenę 
funkcjonalną oraz, że dimer jest  formą pełniącą 
funkcję w warunkach fizjologicznych.

IV . Funkcja kalcykliny

IV-1. Kalcyklina a proliferacja i różnicowanie 
komórek

Liczne doniesienia dotyczące kalcykliny wska
zują na udział tego białka w różnych procesach ko
mórkowych. Już pierwsze badania sugerowały, że 
białko to może pełnić funkcję w cyklu komórkowym 
[9]. Zaobserwowano między innymi, że poziom 
mRNA kalcykliny wzrasta w fazie Gi cyklu komór
kowego fibroblasto w po stymulacji  tych komórek 
naskórkowym bądź płytkowym czynnikiem wzrostu. 
Pojawienie się lub wzrost  poziomu mRNA kalcykli
ny stwierdzono w nowotworach takich jak  np. prze
wlekła białaczka szpikowa, nowotwór Hodgkina 
(rak układu limfatycznego),  nowotwór piersi, czer
niak, nerwiak zarodkowy [9, 30-32], Wykazano też, 
że poziom mRNA kalcykliny wzrasta w fibrobla- 
stach w wyniku ich transformacji onkogenem h-ras 
[33], Szczególnie wysoką ekspresję mRNA kalcykli
ny zaobserwowano w nowotworach mających zdol
ność do tworzenia przerzutów [31]. W tkankach pra
widłowych kalcyklina występuje głównie w kom ór
kach nabłonkowych i fibroblastach. Zatem choroby, 
które charakteryzują się zwiększoną proliferacją 
tych komórek (np. marskość wątroby) mogą być dia
gnozowane na podstawie oznaczenia poziomu kalcy
kliny w tkankach zmienionych patologicznie [14, 
34-35],

Wykazano także, że poziom mRNA kalcykliny 
wzrasta w czasie różnicowania się komórek guza 
chromochłonnego nadnerczy szczura (komórek 
PC 12) [36], komórek nerwiaka złośliwego (neuro- 
blastoma) [37] oraz komórek mieszka włosowego 
[38], Sugeruje się też, że poziom kalcykliny zmienia 
się w czasie różnicowania się tkanek narządów roz
rodczych ciężarnej myszy [39] oraz w regeneracji 
nabłonka rogówki oka [40],

IV-2. Kalcyklina pozakomórkowa

W 1990 roku po raz p ierwszy zaobserwowano,  że 
kalcyklina jest  wydzielana przez komórki tkanki do

czesnej macicy ciężarnej myszy [1 8] oraz że znajdu
je się w płynie owodniowym [41], Wykazano też. że 
kalcyklina dodana do pożywki komórek trofoblastu 
oraz pożywki komórek [3 wysepek Langerhansa 
trzustki hodowanych in vitro , stymuluje odpowied
nio wydzielanie laktogenu [ 18] i insuliny przez te ko
mórki [42], W przypadku komórek tucznych hodo
wanych in vitro, wykazano, że kalcyklina hamuje 
wydzielanie histaminy [43]. Ponadto, istnieją donie
sienia wskazujące na udział kalcykliny w cgzocyto- 
zie składników śluzu w komórkach nabłonkowych 
myszy [44],

IV-3. Kalcyklina —  oddziaływanie z białkami 
efektorowymi

Zmiana konformacji  kalcykliny w wyniku 
związania jonów wapnia wskazuje,  że kalcyklina, 
podobnie jak  kalmodulina,  może oddziaływać z 
białkami efektorowymi w komórce i modulować ak
tywność tych białek. Zatem, przeprowadzono szereg 
badań mających na celu identyfikację białek 
wiążących się z kalcykliną w sposób zależny od stę
żenia jonów wapnia i wykazano,  że znane dotych
czas izoformy kalcykliny oddziałują z różnymi 
białkami efektorowymi (Tabela 2).

Już pierwsze badania wykazały, że kalcyklina 
wiąże się z aneksynami i enzymem glikolitycznym 
—  dehydrogenazą aldehydu 3-fosfoglicerynowego 
(GAPDH) [50], Szczegółowe badania kompleksu 
kalcykliny z GAPDH nie wykazały wpływu kalcy
kliny na aktywność enzymu [51]. Wiązanie się kalcy
kliny z aneksynami i GAPDH zachodzi w obecności 
jonów wapnia w stężeniu mi limolowym i być może 
w warunkach in vivo, tworzeniu kompleksów kalcy
kliny z tymi białkami towarzyszą dodatkowe iigan- 
dy. Fakt, że kalcyklina oddziałuje z aneksynami 
zasługuje na szczególną uwagę. Wiadomo,  że oprócz 
kalcykliny, jest  kilka innych białek S I 00, które 
wiążą się z aneksynami.  Ponieważ aneksyny regulują 
proces egzocytozy [62], możliwy jest  zatem udział 
kompleksów kalcykliny z aneksynami w tym proce
sie. Wykazano też, że kalcyklina występuje w po 
bliżu błon komórkowych [63-64] i że wiąże się z 
kwasem sjalowym, będącym jednym ze składników 
tzw. błon podstawnych tkanek.

Kalcyklina, podobnie jak białka S 1 0 0 A 1 i S 100B, 
występuje we frakcji białek rozpuszczalnych i w 
mniejszych ilościach w mikrosomach. Stosując róż
ne metody stwierdzono, że w mikrosomach,  kalcy
klina występuje we frakcji nierozpuszczalnej w Tri- 
tonie X-100, co wskazuje,  że wiąże się ona z 
białkami cytoszkieletu podbłonowego [52], Białka te
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mają  masę  cząs teczkową od 20 do 30 kDa a ich iden- znakowanego 2P (wyniki nieopublikowane).  Porów-
tyfikacja może przyczynić się do określenia funkcji nanie składu aminokwasowego CacyBP (wyznaczo-
kalcykliny w strukturach błonowych komórki.  nego na podstawie sekwencji nukleotydowej) ze

Tabela 2

Oddziaływanie kalcykliny z białkami efektorowymi

Izoforma kalcykliny Białka efektorowe Piśmiennictwo

Aneksyna II, 

aneksyna VI,
[19, 45-54]

Kalcyklina ssacza
aneksyna XI, 

GAPDH,

CacyBP
[55-58]

Kaldesmon,

kalponina,

Kalcyklina kurza tropomiozyna,

lizozym

[22-23, 59-61]

Stosując metodę „g el overlay'’’’ wykazano,  że we 
frakcji białek rozpuszczalnych komórek Ehrlicha, 
kalcyklina wiąże się z białkiem o masie cząs teczko
wej 30 kDa (nazwanym CacyBP, od Calcyclin Bin
ding Protein) [55], Białko to oczyszczono, a jego 
fragment uzyskany w wyniku trawienia a-chym- 
ot rypsyną poddano analizie sekwencji  aminokwaso- 
wej. Analiza tej sekwencji  wykazała,  że białko Cacy
BP nie wykazuje podobieńs twa do żadnego znanego 
białka [55]. Stosując sondę ol igonukleotydowązsyn-  
te tyzowanąna podstawie sekwencji  aminokwasowej  
fragmentu białka, zidentyfikowano klon cDNA ko 
dujący CacyBP. Analiza sekwencji  nukleotydowej 
tego genu potwierdzi ła brak podobieńs twa do se
kwencji genów dostępnych w różnych bazach da
nych (m. in. w GenBank).  Następnie wyprodukowa
no CacyBP w bakteriach E. coli i oczyszczono białko 
rekombinowane.  Wykazano, że wiązanie się kalcy
kliny z CacyBP zachodzi w obecności jonów wapnia 
w stężeniu mikromolowym [56], co wskazuje,  że 
kompleks kalcyklina —  CacyBP może mieć znacze
nie w warunkach fizjologicznych.

Analiza sekwencji  CacyBP metodami  teoretycz
nymi wskazuje,  że jes t to białko zasadowe (pi = 
7.78), niestabilne i posiadające krótki okres półtrwa- 
nia. Ponadto, białko to posiada miejsca potencjalnej 
N-glikozylacji  oraz miejsca potencjalnej fosforylacji 
przez kinazę C, kinazę kazeinową II i kinazę tyrozy- 
nową. Wykazano, że w warunkach in vitro kinazy te 
fosforylują CacyBP. Nie stwierdzono jednak fosfo
rylacji białka CacyBP w komórkach neuroblastoma 
NB-2a w warunkach in situ  z użyciem ortofosforanu

składem aminokwasowym innych białek metodą teo
retyczną opisaną przez H o b o h m  i S a n d e r  [65], 
pokazało, że istnieje duże podobieństwo pomiędzy 
CacyBP i kilkoma hipotetycznymi białkami, których 
geny zidentyfikowano w drożdżach.  Sekwencje nu- 
kleotydowe genów kodujących te białka wykazują 
wysokie podobieństwo do sekwencji  genów ko
dujących białka z rodziny SSRP (SSRP —  DNA 
Structure-Specific Recognition P rotein ), a zatem 
wyniki te sugerują, że CacyBP może brać udział w 
regulacji ekspresji genów. Analiza sekwencji pod 
kątem obecności w białku charakterystycznych do
men (sekwencji) wykazała,  że CacyBP zawiera se
kwencję podobną do sekwencji  występującej w nu- 
kleoplazminie i kierującej to białko do jądra komór
kowego [66],

Badania prowadzone nad CacyBP metodą western 
i northern  błot pokazują,  że białko to występuje w 
różnych tkankach i, że najwyższy poziom jego eks
presji zachodzi w mózgu, śledzionie,  wątrobie i mię
śniu gładkim żołądka szczura [57]. Analiza immuno- 
histochemiczna skrawków mózgu wskazuje,  że Ca
cyBP występuje głównie w neuronach móżdżku, hi- 
pokampa i kory mózgowej.  Te ostatnie wyniki wska
zują również na brak współwystępowania CacyBP i 
kalcykliny w komórkach neuronalnych.  Możliwe 
jes t zatem, że kompleks CacyBP —  kalcyklina pełni 
funkcję tylko w niektórych komórkach takich jak np. 
komórki nowotworowe Ehrlicha, a w tkance mózgo
wej CacyBP współdziała z innym niż kalcyklina 
białkiem wiążącym wapń. Stosując metody biologii 
molekularnej zidentyfikowano najkrótszy fragment
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w białku CacyBP, wykazujący zdolność wiązania się 
z kalcykliną. Fragment  ten zawiera reszty amino- 
kwasowe 178-229, a jego stała dysocjacji z kalcy
kliną wynosi 0.9 jaM [58].

V. Podsumowanie

W niniejszym artykule opisano odkrycie,  wystę
powanie, strukturę i możl iwe funkcje kalcykliny, 
białka wiążącego Ca2+ poprzez motywy „EF -hand” i 
należącego do rodziny białek S I 00. Kalcyklina w y 
stępuje w różnych tkankach i komórkach,  głównie w 
fibroblastach i komórkach pochodzenia nabłonko
wego. W warunkach in situ  kalcyklina tworzy dimer 
niekowalencyjny. Sugeruje się, że kalcyklina bierze 
udział w regulacji wielu procesów komórkowych.  
Może wpływać na proliferację,  różnicowanie się ko
mórek lub regulować wydzielanie hormonów i in
nych cząsteczek sygnałowych.  Na podstawie naj 
nowszych wyników dotyczących oddziaływania kal
cykliny z CacyBP w sposób zależny od stężenia Ca2+ 
można sugerować, że kalcyklina podobnie jak  kal- 
modulina, wywołuje kaskadę reakcji i ma wpływ na 
różne procesy komórkowe.  Dalsze badania do
tyczące kalcykliny i CacyBP dostarczą zapewne in
formacji w jakich procesach bierze udział kompleks 
tych dwóch białek.
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Mucyna MUC1 i jej znaczenie w procesach 
nowotworzenia 

MUC1 mucin and its signification in cancerogenesis
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W ykaz stosow anych  skrótów : ABO —  antygeny grup krwi A, 
B, 0; antygen T —  Gaipi-3GalNAc-Ser/Thr; antygen sT —  sja-
lo-T, SAa2-3Gal(31-3GalNAc-Ser/Thr; antygen Tn —  GalNAc- 
Ser/Thr; cDNA —  komplementarny kwas deoksyrybonukleino- 
wy; CTL —  cytotoksyczne limfocyty T; ER —  siateczka śród- 
plazmatyczna; GalNAc —  A-acetylo-D-galaktozoamina; Glc- 
NAc —  A-acetylo-D-glukozoamina; Gal —  galaktoza; pp-Gal- 
NAc-T —  polipeptydylo-A-acetylogalaktozoaminylotransfe- 
raza; IgM, IgG —  immunoglobuliny klasy M , G; kDa —  tys. 
Daltonów; Lea, Lex —  antygeny Lewis a i Lewis x; MHC —  
główny układ zgodności tkankowej; PDTRPAPGSTAPPAH- 
GVTSA —  Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala- 
Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala; S.A. —  kwas sjalowy; 
S.A.-T —  sjalo-transferaza; TS —  treonina-seryna; TCR —  re
ceptory cytotoksycznych limfocytów T; VNTR lub TR —  inten
sywnie O-glikozylowany obszar cyklicznie powtarzających się 
aminokwasów.

I. Wprowadzenie

Na powierzchni komórek nabłonkowych wystę
pują wielkocząsteczkowe glikoproteiny (>200kDa) 
zwane mucynami.  Uwzględniając ich strukturę i zna
czenie, wyróżnia się mucyny błonowe wchodzące w

’Dr, 2prof. dr hab., Zakład Chemii Ogólnej i Organicznej Aka
demii Medycznej, ul. A. Mickiewicza 2a, 15-222 Białystok
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skład elementów błony komórkowej  i mucyny wy- 
dzielnicze, stanowiące podstawowy składnik śluzu 
[1-3], Wśród mucyn błonowych wyróżniamy: leuko- 
sjalinę (CD43), glikoforynę, ASGP-1 (ascites sia- 
lo-glycoprotein  1) i pol imorficzną mucynę nabłon
kową (PEM, polym orphic epithelial mucin) [4], Ta 
ostatnia zwana jest również episjaliną, epitclialnym 
antygenem błonowym (EMA), PAS-0 (od nazwy 
przeciwciał z nią reagujących) i mucyną MUC 1 J a k o  
produktu ekspresjii genu MUC1 [5],

Od wczesnych lat osiemdziesiątych,  po uzyskaniu 
swoistych przeciwciał  monoklonalnych do identyfi
kacji MUC1 znacznie wzrosła możliwość badania 
roli biologicznej tej mucyny. Praca ta stanowi podsu
mowanie wiadomości  o najlepiej przebadanej mucy- 
nie błonowej MUC 1, z uwzględnieniem jej roli w no- 
wotworzeniu.  [4, 5*].

II. Funkcje mucyny MUC1

Mucyna MUC1,  pokrywająca komórki przewo
dów gruczołowych i nabłonka błon śluzowych, różni 
się od mucyn wydzielniczych mniejszą masą 
cząsteczkową, mniejszą gęstością O-glikozylacji 
oraz tym, że nie tworzy ol igomerów i nie występuje 
w formie żelowej [6]. Występowanie mucyny MUC 1 
stwierdzono na powierzchni komórek nabłonkowych

342 POSTĘPY BIOCHEMII 46(4), 2000http://rcin.org.pl



przewodu pokarmowego,  jamy macicy, przewodów 
trzustki, pęcherzyka żółciowego, gruczołu piersio
wego. Stanowi ona zewnętrzny składnik błony ko
mórkowej o grubości 200-500 nm oddzielający ko
mórki od środowiska zewnętrznego [7]. Ochrania 
więc komórki przed działaniem obecnych w środo
wisku czynników zewnętrznych,  które mogą uszka
dzać strukturę zewnętrzną błon śluzowych.

Poziom ekspresji MUC1 w macicy podlega regu
lacji hormonalnej.  W fazie estrogenowej cyklu mie
siączkowego obfite występowanie mucyny MUC1 
na powierzchni nabłonka utrudnia zagnieżdżenie się 
zarodka, w fazie progesteronowej następuje dra
styczne zmniejszenie poziomu ekspresji genu 
MUC1, co umożl iwia zakorzenienie się zarodka [4],

W prawidłowych komórkach nabłonka gru
czołowego mucyna MUC1 pokrywa tylko wolne po
wierzchnie zwrócone do światła przewodów. W wie
lu komórkach nowotworowych ekspresja MUC1 
znacznie wzrasta [8, 9], a mucyna występuje na całej 
powierzchni błony komórkowej  [10], Zwiększa to 
odległości między komórkami  i obniża siły adhezji 
międzykomórkowej  umożl iwiając odrywanie się ko
mórek od podłoża [11-13]. Mucyna syntetyzowana 
przez komórki nowotworowe ma zmienioną struktu
rę glikanów z wysoką zawartością zjonizowanych 
reszt kwasu sjalowego, co powoduje wzajemne od
pychanie się komórek nowotworowych i przenosze
nie ich przez krew do innych tkanek [12, 14, 15], Co 
więcej niektóre nietypowe dla komórek pra
widłowych formy glikanów mogą wykazywać powi
nowactwo do selektyn śródbłonka, co umożl iwia z 
kolei zagnieżdżanie się komórek przerzutowych [16, 
17],

III. Struktura cząsteczek MUC1 

III. 1. Szkielet białkowy

W szkielecie białkowym prekursorowej cząs tecz
ki MUC1 można wyodrębnić kilka obszarów 
(Ryc. 1A):

1) N — końcową domenę zewnątrzkomórkową za
wierającą kolejno siedem aminokwasów,  za którą 
znajduje się hydrofobowa sekwencja sygnałowa 
złożona z 13-stu aminokwasów i region zdegenero- 
wanych cyklicznych powtórzeń,

2) centralny obszar regularnych powtórzeń cy
klicznych (VNTR — variable num ber tandem repe-

®
N - końcowa 

dom ena zewnątnzkom dfkowa

N

ł
sekwencja
sygnałowa

obszar  
yegulapnych 
cyklicznych 
powtórzeń ( pTR)

obszary zdegenerowanych 
cyklicznych powtórzeń (zTR )'

i
C - końcowa 
domena
cytoplazmaTyczna

domena
transbbonowa

©
1 C

i c

©
N

■ n
1M 1 -  N-końcowa sekwencja boczna podjednostki mucynowej 

1- 1 ~ Obszar regularnych cyklicznych powtórzeń (rTR, VNTR)

: •' 1 -  Obszar zdegenerowanych cyklicznych powtórzeń (zTR)

”  Domena transblonowa 

fflZA -  Domena cytoplazmatyczna 

A A  -  C -  końcowy obszar wyjątkowo dla MUC/sec 

llllllllll' ~ Pozakomórkowa sekwencja C-końcowej podjednostki.

Ryc. 1. Schemat budowy rdzenia polipeptydowego różnych izoform 
MUC1. A —  prekursor MUC1, B -  dojrzała forma MUC1, 
kompleks podjednostki zewnatrzkomórkowej i transbłonowej, 
C -  izoforma MUC 1/sec, D -  izoforma MUC1/Y (według F-G 
H a n i s c h a i S. M u 11 c r a [23], zmodyfikowany).

at, TR) zawierający powtarzające się 20 aminokwa- 
sowe sekwencje,

3) drugi obszar zdegenerowanych cyklicznych po
wtórzeń aminokwasów z miejscami do glikozylacji; 
wymienione domeny 1 , 2 , 3  stanowią pozakomór- 
kową część mucyny (1000-3000 aminokwasów),

4) hydrofobową domenę t ransbłonową (3 1 amino
kwasów) i

5) domenę cytoplazmatyczną (69 reszt aminokwa- 
sowych) zakończoną wolną  grupą karboksylową 
(C-koniec) [ 18-21 ].

Kodujący strukturę gen MUC1 występuje w chro
mosomie 1 q 2 1 -24 i zawiera 7 eksonów. W drugim 
jego eksonie znajdują się sekwencje kodujące cy
klicznie powtarzające się sekwencje aminokwasowe,  
zajmujące 2/3 rdzenia białkowego cząsteczki. Każdy 
allel genu zawiera zmienną liczbę cyklicznych po 
wtórzeń sekwencji (tandemów), co wraz z odmien-

*Niektóre właściwości mucyny MUC1 były tematem artykułu opublikowanego w Postępach Biochemii  w 1997 roku (Gindzieński, 
Zwierz, 1997)
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nym sposobem wycinania intronów pre-mRNA (a l
ternative splicing) jest  przyczyną pol imorfizmu 
cząsteczek [22, 23]. Na podstawie struktury cDNA 
ustalono, że region cyklicznych powtórzeń sekwen
cji aminokwasowych (VNTR),  może zawierać od 21 
do 125 powtórzeń sekwencji  PDTRPAPG STAPPA- 
HGVTSA  z typowymi aminokwasami:  Ser, Thr, Pro, i 
Gly [18, 24, 25]. Najczęściej spotyka się 41 lub 85 
powtórzeń [26], a każde zawiera 5 reszt Ser lub Thr 
które mog ą być O-gl ikozylowane;  cztery z nich w y 
s tępują w dubletach Thr-Ser lub Ser-Thr i jak wska
zują badania,  2 lub 3 miejsca są efektywnie glikozy- 
lowane [25, 27], Poza regionem VNTR,  w pobliżu 
błony komórkowej,  znajdują się również potencjalne

logicznym [31]. Masa rdzenia białkowego cząsteczki 
MUC1 wynosi 120-220 kDa, a po uwzględnieni ! za
wartości 50% węglowodanów,  całkowita masa czą
steczkową glikoproteiny osiąga wielkość 240-450 
kDa, co jest zgodne wynikami  eksperymentalnymi 
[18,32],

Dojrzałe białko MUC1 powstaje jeszcze w sia
teczce środplazmatycznej z N-glikozylowanegc pre
kursora białkowego (200 kDa) przez proteolityczne 
odcięcie części łańcucha polipeptydowego z N-koń- 
cem (o masie 20kDa) od fragmentu transbłonowego 
w pozycji 65 reszty aminokwasowej  (Ryc. 2B) i obie 
części łańcucha tworzą heterodimeryczny, niek)wa- 
lencyjnie połączony kompleks (Ryc. IB i Ryc 2D,

miejsce
proteolitycznego
rozszczepienia f  - N~ glikany 

I - O-glikany 
? - O-glikany sjalowane

Ryc. 2. Etapy potranslacyjnej modyfikacji rdzenia polipeptydowego M U C l .  A —  N-glikozylowany prekursor, B —  N-glikozylowany prekursor ule
gający proteolizic na dwie podjednostki zewnątrzkomórkową i transbłonową, C -  kompleks obu podjednostek, D —  podjednostka zewnątrzko- 
m órkowa po O-glikozylacji,  E —  podjednostka zewnątrzkomórkową po wprowadzeniu reszt kwasu sja lowcgo (D, E -  etapy glikozylacji rdze
nia polipeptydowego zachodzące podczas recyklizacji w komórce),  F —  oddysocjowanie podjednostki zewnątrzkomórkowej M U C  1 (według 
A. G i n d z i c ń s k i e g o  i K.  Z w i e r z a  [5], zmodyfikowany).

miejsca N-glikozylacji  a w obszarze t ransbłonowym 
i cytoplazmatycznym reszty cysteiny (odpowiednio 
trzy i pięć reszt). Przypuszcza się, że cysteiny z re
gionu t ransbłonowego wiążą  się kowalencyjnie z 
kwasami  t łuszczowymi wars twy lipidowej błony od 
strony cytoplazmy, co ma ułatwiać oddziaływania 
hydofobowe między białkiem i podwójną  wars twą li
p idową [28]. Domenom cytoplazmatycznej i 
transbłonowej przypisuje się udział w przewodzeniu 
sygnałów i komunikacji  międzykomórkowej  [20, 
29]. Liczne reszty Pro w łańcuchu pol ipeptydowym 
M UCl nadają cząsteczce strukturę typu beta, 
usztywnioną dodatkowo z powodu dużej zawartości 
O-gl ikozydowo związanych łańcuchów oligosacha- 
rydowych (O-glikanów).  Pozakomórkowa domena 
MUCl sięga ponad glikokaliks [30] i może być j e d 
nym z pierwszych e lementów strukturalnych błony 
komórkowej  rozpoznawanych w systemie immuno-

E). Zawiera on zakotwiczoną w błonie komórkowej 
C-terminalną,  amfipatycznąpodjednostkę (20 kDa) i 
dużą hydrof ilową zewnątrzkomórkową podjednost- 
kę mucy now ąz obszarem O-gl ikozylowanym VNTR 
[33].

Opisano także inne izoformy białka MUCl 
(Ryc. 1C, D), które są skutkiem odmiennego sposób 
wycinania intronów pre-mRNA lub proteolizy. Jedną 
z nich jest,  znana jako MUC1/Y, krótka forma 
transbłonowa, o masie cząsteczkowej wynoszącej 33 
lub 42-45 kDa, zależnie od stopnia glikozylacji.  Izo- 
forma ta nie zawiera w domenie pozakomórkowej 
obszaru VNTR (134 aminokwasów) [29]. Inną formą 
jest  glikoproteina MUC l/sec wykryta w płynie ho
dowlanym komórek nowotworowych,  zawierająca 
pełną strukturę obszaru VNTR lecz pozbawiona ob
szarów: cytoplazmatycznego i t ransbłonowego. Po
chodzenie tej glikoproteiny nie jest znane, według
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jednych autorów jes t  ona produktem fragmentacji 
proteolitycznej mucyny MUC1 [32-34], według in
nych ma być skutkiem odmiennego sposobu wycina
nia intronów (ang. sp lic ing ) mRNA [4, 10, 35, 36],

W uzyskanym drogą klonowania mysim homolo- 
gu MUC1 (M uc l) ,  sekwencja tandemowych powtó
rzeń wykazuje jedynie  34% zgodności z ludzkim 
M U C 1. Ponadto mysi gen Mucl  rożni się od ludzkie
go tym, że nie jes t  polimorficzny. Porównanie struk
tury homologicznych genów różnych gatunków w y
kazuje wysoki konserwatyzm domen transbłonowej i 
cytoplazmatycznej,  co sugeruje istotne znaczenie 
biologiczne tych domen.  Różnice w strukturze ob
szaru tandemowych powtórzeń mucyny MUC1 róż
nych zwierząt sugerują,  że identyczność tego obsza
ru jest mniej istotna i typ V N T R je s t  cechą gatunku 
[37],

III-2. Biosynteza i struktura części węglowo
danowej MUC1

W wyniku post-translacyjnej modyfikacji  rdze
niowe białko MUC1 ulega rozległej glikozylacji nie 
tylko wewnątrz,  ale i poza obszarem VNTR.  W poli- 
peptydowym rdzeniu,  między obszarem VNTR i od
cinkiem t ransbłonowym stwierdzono obecność pię
ciu potencjalnych miejsc N-glikozylacji  [26], N-gli
kozy lacj a zachodzi jako pierwsza i polega na ko- 
translacyjnym przeniesieniu pol imannozowych gli- 
kanów z fosforanu dolicholu na syntetyzowany na 
rybosomach łańcuch polipeptydowy [38], W dalszej 
kolejności następuje przekształcenie N-gl ikanów do 
form kompleksowych (Ryc. 2A), po czym kolejno 
następuje inicjacja i elongacja O-glikanów; prawdo
podobnie w przedziałach cis i trans aparatu Golgie- 
go. Wstępnie zsyntetyzowana glikoproteina zostaje 
na krótko wyeksponowana na powierzchni błony 
plazmatycznej (Ryc. 2D), następnie podlega recykli- 
zacji przechodząc ponownie przez przedział trans 
aparatu Golgiego,  i po 60 minutach pojawia się na 
powierzchni błony jako gotowa, w pełni sjalowana 
mucyna (Ryc. 2E). W konsekwencji ,  na powierzchni 
błony występują obok siebie jednocześnie dojrzała i 
niedojrzałe formy mucyny MUC1 [39].

O-glikany są przyłączane do N-gl ikozylowanego 
łańcucha polipeptydowego podczas licznych, kolej
no następujących po sobie reakcji, katalizowanych 
przez glikozylotransferazy i sulfotransferazy. Eks
presja genów odpowiedzialnych za syntezę transfe- 
raz i ich substratów białkowych może zmieniać się 
podczas wzrostu i różnicowania się komórek oraz 
nowotworzenia.  Transferazy cukrowe i sulfotransfe
razy identyfikują specyficzne donory cukrowe jak

UDP-GalNAc,  UDP-GlcNAc,  UDP-Gal ,  GDP-Fuc,  
CMP-kwas sjalowy i 3 ’- fosfoadenozyno-5’-fosfo- 
siarczan oraz swoiste sekwencje akceptorowe na po- 
l ipeptydowym czy oligosacharydowym substracie 
[40]. Inicjacja O-glikozylacji  zachodzi przy udziale 
pol ipeptydylo-a-N-acetylogalaktozaminylotransfer-  
azy (pp-GalNAc-T),  której izoenzymy są kodowane 
przez kilka różnych genów. W organizmach ssaków 
ekspresji ulega jeden lub więcej izoenzymów pp- 
GalNAc-t ransferazy w sposób tkankowo-specyficz- 
ny. Glikozylacja hydroksoaminokwasów powinna 
być uzależniona od konformacji  łańcucha pol ipepty
dowego, jednak nie wiemy jaka sekwencja determi
nuje miejsce rozpoczęcia O-glikozylacji  (tak j ak  w 
przypadku N-glikozylacji  glikozylowana jes t  aspara- 
gina w sekwencji Asn-X-Ser/Thr,  gdzie X nie może 
być Pro). Obecnie identyfikacja sekwencji  będącej 
potencjalnym miejscem O-glikozylacji  sprowadza 
się do oceny podobieństwa struktur wokół ustalo
nych miejsc glikozylacji oraz sprawdzania swoisto
ści syntetycznych peptydów przy użyciu rekombino- 
wanych pp-GalNAc-transferaz [2, 41], Dotychczas  
drogą klonowania uzyskano siedem takich enzymów 
[42, 43]; różniących się nieco swoistością w s tosun
ku do peptydowych substratów [44], W badaniach in 
vitro reszty Thr są gl ikozylowane częściej niż reszty 
Ser, natomiast  w badaniach in vivo nie wykazano ta
kich różnic. Ponadto pol ipeptydy już  gl ikozylowane 
pojedynczymi resztami GalNAc są gl ikozylowane 
efektywniej niż nie podstawione [45]. Wykazano na 
tomiast,  że pojedyncze podstawniki disacharydowe 
wykazują działanie hamujące,  niezależnie od od 
ległości disacharydu od potencjalnego miejsca na
stępnej glikozylacji.  Zjawisko to sugeruje istnienie 
mechanizmu hamowania glikozylacji innych poten
cjalnych miejsc, jeśli rozpoczęła się już  elongacja 
ol igosacharydów [22],

Podczas elongacji oligosacharydów, do pierwszej 
reszty A-acetylogalaktozoaminy w części aparatu 
Golgiego zwanej m edial przyłączane są następne 
monosacharydy (galaktoza, A-acetyloglukozo- 
amina, fukoza, A-acetylogalaktozoamina),  zaś w 
części zwanej trans — kwas sjalowy. Dwie lub trzy 
reszty cukrowe połączone z białkiem noszą  nazwę 
struktur rdzeniowych. Tabela 1 przedstawia 8 takich 
struktur rdzeniowych dla O-glikanów. W mucynie 
MUC1 znaleziono tylko dwie pierwsze (rdzeń 1 i 2), 
do których dobudowywane są reszty galaktozy i 
A-acetyloglukozoaminy (A-acetylolaktozoamina).  
Fukoza (jedna lub dwie reszty) podstawiona na nie- 
redukującym końcu łańcucha do A-actetyloglukozo- 
aminy i galaktozy tworzy różne warianty struktury 
antygenowej Lewis (Lea, Lex, Leb, Ley, Tabela 2);
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Tabela 1

Struktury rdzeniowe O-glikanów w mucynach*

Występowanie
Typ rdzenia Struktura

M U Cl Inne mucyny

1 Gaip i-3G alN A c-R mleko, mocz powszechne

2
G lcN A cp i-6  

Gaip 1 -3GalKlAc-R
mleko, mocz powszechne

3 G lcN A cp i-3G alN A c-R n. ozn. okrężnica, smółka płodowa

4
G lcN A cp i-6

G lcN A c p H lG a lN A c -R
n. ozn. drogi oddechowe, smółka płodowa

5 G a lN A ca  1 -3GalNAc-R n. ozn. smółka płodowa, nowotwory odbytu

6
G lcN A cp i-6

^ ' ' " 'G a lN A c - R
n. ozn. płyn nasienny, smółka płodowa, cysty ajników

7
G a lN A ca  1-6

n. ozn n.ozn.
' 'G a lN A c -R

8 G ala l -3 G a lN A c -R n. ozn. n.ozn.

*Wcdlug H a n i s c h a  i M u l l e r a  [23]; n. oz., nic oznaczano;  R —  Scr/Thr

maksymalna liczba monosacharydów w łańcuchu 
wynosi zazwyczaj 16 reszt [23],

III-3. Biosynteza i struktura O-glikozydowo 
związanych oligosacharydów w nowo
tworowym M UCl

Inna jest struktura i położenie O-gl ikanów w 
łańcuchu pol ipeptydowym M U C l ,  syntetyzowanym 
przez komórki nowotworowe.  Z badań struktury tych 
glikanów wynika, że brak jest  aktywności p i -6Glc-  
NAc-transferazy w większości linii komórkowych 
raka gruczołu piersiowego [13, 46], natomiast  ak
tywność a2-3  sjalotransferazy wzrasta we wszyst
kich liniach kilkakrotnie [25]. Z powodu większej 
ekspresji a2-3s ja lot ransferazy (a2-3SA-T)  niż 
[31-6GlcNAc-transferazy zsyntetyzowane,  sjalowa- 
ne łańcuchy oligosacharydowe są znacznie krótsze. 
Przyłączenie reszty kwasu sjalowego do G a ip i -  
3GalNAc blokuje dalsze przedłużanie łańcucha oli- 
gosacharydowego, tak że pozostaje on tylko trisa- 
charydem S A a2-3 G alp l -3 G a lN A c  (antygen sja- 
lo-T) (Ryc. 3 i Tabela 2). Tak krótkie glikany powo
dują znaczne odsłonięcie rdzenia polipeptydowego, 
ukrytego pod glikanami w mucynach prawidłowych. 
Do innych cech gl ikanów z tkanek nowotworowych 
można zaliczyć mniejszą zawartość reszt siarczano
wych a większą zawartość reszt kwasu sjalowego 
oraz mniejszy stopień O-acetylacji  tego kwasu [40].

Antygeny mucynowe T i Tn (Tabela 2) zostały 
wykryte w płynach ustrojowych w zaawansowanych 
stanach choroby nowotworowej .  W nowotworach,

Tabela 2

Struktury sacharydowe antygenów tkankowych, występujące w komór
kach nowotworowych

Antygen S t r u k t u r a

Tn G alN A ca-Thr/Scr

Sjalo-Tn
S A a2-6
G alN A ca-Thr/Ser

T Gaip 1 -3G alN A ca-Thr/Ser

Sjalo-T

SA a2-3
Gaip 1 -3G alN A ca-Thr/Ser  

SA a2-6  
Gaip 1 -3G alN A ca-Thr/Scr

Lea
Gaip l-3GlcNAcP 1-3 Gal- 

F u c a l - 4

Sjalo-Lc
SAa2-3
Gaip 1 -3GlcNACp 1 -3Gal-  

F u c a l - 4

Leb
G aip i -3 G lcN A cp l-3 G a l-  
F u c a l - 2  F u c a l - 4

Lex
Gaip 1 -4GlcN A Cp 1 -3Gal-  

F u c a l -3

Sjalo-Lc'
SA a2-3
Gaip l-4GlcNAc'P 1 -3Gal- 

F u c a 1-3

Lcy
G aip i -4 G lcN A cp l-3 G a l-  
F u c a l - 2  F u c a l - 3

między innymi żołądka [47, 48] gruczołu piersiowe
go [49, 50] oraz okrężnicy [51] stwierdzone również 
obecność struktur węglowodanowych sjalo-Tn 
(SAa2-6GalNAc)  oraz zaobserwowano podwyższo
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kwasowe liniowe pozcja tępione

ny poziom antygenu MUC1 we krwi pacjentów z no
wotworami  przewodu pokarmowego oraz jajników 
[52], Miano tych antygenów oznacza się w celu pro
gnozowania i oceny wyników leczenia [40],

IV. Immunogenność MUC1

Odpowiedź układu immunologicznego na antyge
ny wiąże się z prezentacją na powierzchni każdej ko
mórki proteol izowanych fragmentów własnych 
białek, za pośrednictwem układu zgodności tkanko
wej MHC typu I, lub sfagocytowanych obcych białek 
na komórkach obrony immunologicznej,  za pośred
nictwem układu MHC typu II. Wykazano, że nieim- 
munogenne polipeptydy, poddane glikozylacji krót
kimi łańcuchami oligosacharydowymi, nabierały 
cech immunogennych ponieważ podczas prezentacji 
przez układ MHC II były rozpoznawane jako obce 
przez receptory komórek T (receptory TCR) [53, 54], 
Szczególnie silnie immunogenne są peptydy gliko- 
zylowane pojedyńczą resztą N-acetylogalaktozo- 
aminy (antygen Tn), która bierze bezpośredni udział 
w interakcjach z efektorowymi komórkami  układu 
immunologicznego (oddziaływania lektynowe) [25].

Pomijając przypadki autoagresji,  odpowiedź im
munologiczna przeciwko występującej fizjologicz
nie, nie zmienionej mucynie MUC1 nie powinna 
mieć miejsca w warunkach zdrowia. Opisano nato
miast przypadki humoralnej i komórkowej odpowie
dzi immunologicznej na różne glikoformy MUC1

Ryc. 3. Etapy O-glikozylacji reszt Ser  lub 
Thr w prawidłowych (A) i now o
tworowych (B) formach MUC1. 
Oznakowanie:  x -  aminokwasy 
najczęściej glikozylowanc; R -  
reszty Ser/Thr (S/T); (1) -  anty
gen Tn; (2) -  sjalo-Tn; (3) -  anty
gen T i struktura rdzeniowa 1.

występujące w pewnych stanach fizjologicznych. 
Odnosi się to do wieloródek i matek bliźniąt [55], u 
których opisano występowanie różnych form mucy
ny o niekompletnej strukturze węglowodanowej .  Ta
kie postacie mucyny MUC1 występują w błonie ślu
zowej macicy oraz w surowicy kobiet ciężarnych 
[56, 57] i pobudzają  system immunologiczny do 
namnażania l imfocytów T anty -MUCl.  Zjawisko to 
może wyjaśniać znany fakt rzadszego występowania 
nowotworów gruczołu piersiowego u wieloródek 
[58].

V. Odpowiedź układu immunologicznego na 
nowotworową postać MUC1

Nowotworowe formy MUC1 mogą być jednymi z 
pierwszych struktur komórkowych rozpoznawanych 
przez układ immunologiczny z powodu ich wyeks
ponowanej lokalizacji i szeregu specyficznych 
właściwości [13]:

1) wzmożonej  ekspresji,  co najmniej dziesięcio
krotnie, w porównaniu z ekspresją mucyny prawi
dłowej,

2) zaburzonej glikozylacji  i odsłonięcia łańcucha 
pol ipeptydowego,  który stanowi swoistą determi
nantę antygenową,

3) determinanta antygenowa (obszar TR) powta
rza się w cząsteczce co najmniej 30-krotnie,  s twa
rzając duży obszar zdolny do reakcji z przeciw
ciałami,
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4) mucyna M U C l  rozmieszczona jest na całej po
wierzchni błony komórkowej  a nie na wolnej po
wierzchni jak  ma to miejsce w zdrowej tkance.

Wykazano eksperymentalnie,  że proces nowotwo
rowy stymuluje proliferację l imfocytów cytotok- 
sycznych skierowanych przeciwko peptydowej 
strukturze mucyny M U C l  [59, 60], Odpowiedź im
munologiczną l imfocytów T daje się zahamować za 
pomocą przeciwciał  monoklonalnych (SM3),  po ich 
reakcji z immunogennymi fragmentami rdzenia pep- 
tydowego,  wyeksponowanymi z powodu krótkich 
łańcuchów oligosacharydowych [13]. Podobnie lizę 
komórek nowotworowych przez limfocyty T hamują 
przeciwciała reagujące z receptorami a P  cytotoksy- 
cznych l imfocytów T (receptory TCR) [61, 62]. Brak 
hamującego wpływu przeciwiał anty-MHC wskazu
je, że odpowiedź nie zależy od epitopów M U C l  pre
zentowanych przez białka MHC [61], jest  więc spe
cyficzna w stosunku do nowotworowego M U C l  i 
TCR zależna. Taką samą obserwację poczyniono u 
pacjentów z różnymi szpiczakami (m yelom a ) [62], 
Stąd wniosek,  że epitopy sekwencji  cyklicznych po
wtórzeń mucyny MUC 1, odsłonięte wskutek zmniej 
szonej glikozylacji,  reagują bezpośrednio z recepto
rami TC R chętniej niż poprzez kompleks MHC/TCR 
[13].

U 20% spośród badanych pacjentów z nowotwo
rami piersi,  trzustki i okrężnicy wykryto obecność 
przeciwciał  z grupy IgM, również skierowanych 
przeciwko powtarzającym się strukturom peptydo- 
wym TR, oraz kompleksy immunologiczne M U C l  z 
IgG i IgM [63-65], U osób zdrowych i pacjentów z 
chorobą nowotworową małe sekwencje peptydowe z 
tego obszaru (RPAPGS, PPAHGVT i PDTRP) są roz
poznawane przez naturalne przeciwciała z grupy IgG 
i IgM jako obce. Wykazano też, że peptydy z obszaru 
TR, gl ikozylowane ol igosacharydami rdzeniowymi 
typu 1 indukują silną odpowiedź pol iklonalną w po
staci namnażania komórek T h CD+4 [66-68],

Spotyka się również informacje o immunosupre- 
syjnym wpływie niektórych form M U C l  (rozpusz
czalne formy antygenu M U C l )  na proliferację ko
mórek T [58]. Podczas badań nad rolą M U C l  w no- 
wotworzeniu wykazano,  że pochodzące z komórek 
nowotworowych,  oczyszczone za pomocą chromato
grafii powinowactwa cząsteczki MUCl hamują  pro
liferację ludzkich komórek T. Przypuszcza się, że ha
mowanie odpowiedzi komórek T nie jest  wynikiem 
zawady przestrzennej wynikającej z dużych rozmia
rów MUCl lub współoczyszczenia innych cząste
czek jak np. t ransformującego czynnika wzrostu 
TGFp.  Syntetyczne peptydy zawierające liczne tan

demowe powtórzenia MUC l (3-6 tandemowych po
wtórzeń) ale mniejsze niż cała cząsteczka MUCl,  
mogą również hamować odpowiedź komórek 72 Ta 
inhibicja może zostać odwrócona przez dodanie syn
tetycznego peptydu M U C l ,  obejmującego mniej niż 
1 „tandem” MUCl [57], sugerując rolę rdzenia 
białkowego MUC l w blokowaniu odpowiedz: ko
mórek T. Również dodawanie egzogennej interleuki- 
ny IL-2 lub przeciwciał monoklonalnych do antyge
nu powierzchniowego CD28 współstymulującego 
komórki-T, odwraca inhibicję odpowiedzi komórek 
T, indukowaną przez MUC l związany z nowotwora
mi [69],

VI. Próby immunoterapii przeciwnowo- 
tworowej opartej na M U C l

Humoralna i cytotoksyczna odpowiedź immuno
logiczna przeciwko nowotworowej  postaci mucyny 
MUCl związana jest  z immunogennością obszaru 
tandemowych powtórzeń (TR), co skłania do prowa
dzenia prób nad swoistą immunoterapią antynowo- 
tworową u zwierząt,  a także i u ludzi [31]. Syntetycz
ne peptydy, zawierające od jednego do trzech cy
klicznych powtórzeń struktury TR mucyny MUCl,  
używano do immunizacji myszy. Następstwem było 
osłabienie wzrostu implantowanych guzów i 
przedłużenie przeżywalności myszy z guzami nowo
tworowymi.  Immunizacja syntetycznymi peptydami 
zawierającymi struktury TR (antygenami z epitopa- 
mi syntetycznych peptydów) powodowała głównie 
odpowiedź humoralną z małą aktywnością przeciw- 
nowotworową [70],

Próba immunizacji  pacjentów za pomocą synte
tycznego polipeptydu zbudowanego ze 105 amino
kwasów, zawierającego 5,25 struktur peptydowych 
TR zwiększała co prawda miano przeciwciał,  ale nie 
stymulowała w istotny sposób odpowiedzi komórko
wej CTL [71]. Wysunięto przypuszczenie,  że jest to 
spowodowane krzyżową reakcją polipeptydu, praw
dopodobnie obszarów TR, z naturalnym przeciw
ciałem skierowanym przeciwko strukturze Galot 1- 
3Gal i powstałe kompleksy immunologiczne nie sty
mulują proliferacji l imfocytów T [72], Użycie nato
miast krótkiego, 16 aminokwasowego peptydu o 
strukturze rdzenia MUCl z poza obszaru TR 
(TR < 1) indukowało silną odpowiedź komórkową,  
zależną od MHC kl I. Stwierdzono także, że interleu- 
kina IL-2 odwraca hamowanie proliferacji komórek 
CTL i razem z peptydem może być użyta do prób im
munizacji  pacjentów [57],
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Do immunoterapii  wprowadzono również rekom- 
binowane wektory wirusowe z cDNA, kodującym 
immunogenne białko nowotworowe MUC1.  Szcze
pionka wirusowa z takiego cDNA, zawierająca kod 
trzech lub czterech tandemowych powtórzeń,  przy
czynia się do odrzucenia nowotworu w doświadczal
nym modelu mysim, z użyciem komórek P815 linii 
komórek m astocytom a  (guz z komórek tucznych) 
t ransfekowanych z MUC1 [73], Rekombinowana 
szczepionka wirusowa jest  zdolna prezentować anty
gen MUC1 w systemie immunologicznym różnych

Tabela 3

immunizacja cDNA mucyny MUC1 wytwarza  dwie 
odpowiedzi immunologiczne —  humoralną i kom ór
kową. Po immunizacji  wykrywano przeciwciała an- 
ty -M UCl ,  co wskazywało że wprowadzony DNA 
ulegał ekspresji,  a poziom przeciwciał  wzrastał  do
datkowo po pobudzeniu komórkami  nowo tworowy
mi syntetyzującymi  MUC1 [13].

W podsumowaniu  należy dodać, że w celu oceny 
skuteczności f ragmentów MUC1 jako immunoge- 
nów testuje się kilka modeli zwierzęcych i wyniki  
badań są obiecujące. W modelowych sys temach im-

Proponowanc immunogeny oparte na MUC1*

1. Komórki wydzielające mucynę

2. Mucyna oczyszczona z komórek nowotworowych

3. Rckombinowane białko mucynowe

4. Różne glikoformy mucynowe wytwarzane w transfekowanych komórkach

5. Peptydy lub glikopeptydy oparte na sekwencji VNTR

6. Rckombinowane wirusy z cDNA MUC1: szczepionki wirusowe, retrowirusowe, adenowirusowe

7. Syntetyczne węglowodany analogiczne do krótkich łańcuchów cukrowych występujących w mucynach nowotworowych

8. Nagi DNA, bez systemu przenoszącego

9. Przeciwciała an tymucynowc

* Według G raham a [13]

gatunków zwierząt, prowadząc do częściowego usu
nięcia zmian nowotworowych.  Niestety nie uzyska
no 100% odrzucenia nowotworu,  dlatego w prepara
tach szczepionek stosuje się immunomodulatory,  w 
celu wzmocnienia odpowiedzi immunologicznej 
[74],

Rckombinowane szczepionki wirusowe z genem 
MUC1 i adiuwantem (cytokinami) oraz szczepionki 
wirusowe przenoszące cDNA mucyny MUC1 i inter- 
leukiny IL2 wykorzystywano w modelu mysim do 
badania odpowiedzi komórkowej układu immunolo
gicznego. Używano ich również w I fazie badań kli
nicznych, u pacjentek z zaawansowanym nowotwo
rem piersi, a uzyskana odpowiedź immunologiczna 
skłoniła do przeprowadzenia II fazy badań na pa 
cjentkach z przerzutami nowotworów piersi (badania 
są jeszcze  w toku) [25, 74],

W badaniach klinicznych stosowano również 
cDNA mucyny MUC1 jako immunogenu,  gdy DNA 
wprowadzano bez użycia nośnika wirusowego.  
Wolff i inni [75] pierwsi wykazali,  że w komórkach 
włókienek mięśniowych można było wywołać eks
presję obcego genu po iniekcji nagim DNA u 
zwierząt różnych gatunków (kury i naczelne),  lecz 
nie udało się to u ludzi [13]. W modelowym układzie

munogeny posiadające struktury MUC1 indukują 
odpowiedź immunologiczną i zapobiegają wz ros to
wi nowotworu.  Jednym z lepszych immunogenów 
wydaje się być nagi cDNA mucyny MUC1, choć 
nadal nie wiadomo na jakiej drodze prezentowany 
jest  antygen i jaki jest  mechanizm odrzucenia now o
tworu. Wytworzenie efektywnych immunogenów 
wywodzących się ze struktur mucyny MUC1 (Tabe
la 3) może mieć bardzo duże znaczenie w skutecznej 
terapii antynowotworowej  i kliniczne badania przy 
użyciu rożnych form antygenu MUC1 są obecnie 
szeroko rozwijane.

Artykuł otrzymano 11 września 2000 r. 
Zaakceptowano do druku 13 listopada 2000 r.
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Biochemia w nowym millennium 

Biochemistry in the new millenium

MIROSŁAWA Z. BARCISZEWSKA1, JAN BARCISZEWSKI2

Dla biologii molekularnej przełom wieków jest 
dobrą okazją do zastanowienia się nad jej dokonania
mi oraz wyzwaniami przyszłości,  do których należą 
diagnostyka molekularna,  walka z nowotworami,  te
rapia genowa czy nowoczesne rolnictwo.

W drugiej połowie XIX wieku nastąpił wyraźny 
postęp w nauce, a w XX wieku szczególnie szybko 
rozwijała się biologia. Mając w świadomości  wielkie 
dokonania biologii w ostatnim okresie można nawet 
zapytać, czy nauka się skończyła? Skoro najważniej 
sze odkrycia w biologii takie jak ewolucja i DNA zo
stały dokonane,  reszta jest  uzupełnianiem szcze
gółów. Warto zastanowić się, czy jeszcze coś ważne
go w nauce się wydarzy.

Badania biologiczne w ostatnim wieku skupiły się 
na poznaniu ogromnego katalogu skompl ikowanych 
reakcji i dróg metabol icznych żywej komórki.  Spe
cjalizacja, uporządkowanie i różnorodność są pod
s tawowymi wyróżnikami  świata biologicznego. O b 
serwujemy to w wielkiej złożoności organizmów 
znajdujących się w dowolnym segmencie biosfery. Z 
tego punktu widzenia biologia wydaje się być najbar
dziej intelektualnie satysfakcjonującą i inspirującą 
dziedziną nauki. Różnice i zasięg nauk biologicz
nych dobrze ilustruje następujące porównanie: biolo
gia molekularna obejmuje znane geny oraz ich znane 
produkty, biochemia analizuje znane produkty nie
znanych genów, a genetyka bada znane geny niezna
nych produktów. T. Dobzhansky napisał,  że „nic w 
biologii nie jest  ważne,  co nie ma związku z ewolu
cją” . Właśnie ewolucja jest siłą napędową 
kształtującą otaczający nas świat, poczynając od po
ziomu pojedynczych cząsteczek, poprzez genotypy, 
fenotypy do populacji gatunków oraz wyższych grup 
taksonomicznych. Jest przyczyną,  dla której różne 
fakty w biologii są takie a nie inne.

'Prof. dr hab. (mbarcisz@ibch.poznan.pl); 2Prof. dr hab. (jbar- 
cisz@ibch.poznan.p), Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej 
Akademii Nauk, Noskowskiego 12, 61-704 Poznań.

Wiek XX rozpoczął się wspaniałymi  pracami P a - 
s t e u r a  i K o c h a  z zakresu mikrobiologii  koncen
t rującymi się na ludzkich patogenach bakteryjnych, 
wirusowych oraz grzybiczych. Rozwijały się szcze
gółowe badania ich właściwości.  Pod koniec lat p ięć
dziesiątych pojawił  się pogląd wyrażony dobitnie 
przez J. M o n o d a , że jeśli  poznamy bakterię Esche- 
richia co li , zrozumiemy biologię słonia. Odkrycie 
struktury DNA spowodowało wielkie zainteresowa
nie bakteriami,  które wykorzystano jako narzędzie 
badawcze do stworzenia podstaw genetyki oraz p o 
znania struktury składników komórkowych, a także 
do rozszyfrowania mechanizmów regulacji ekspresji 
genów. Pojawiły się nowe możliwości eksperymen
talne zdobywania informacji niezbędnych do zrozu
mienia funkcjonowania złożonych cząsteczek i w y 
jaśnienia problemów biologicznych. Kamieniem w ę
gielnym „rewolucj i” w biologii była technika klono
wania genów pozwalająca usuwać segment mate
riału genetycznego z jego normalnego otoczenia w 
genomie i replikować go z dużą wydajnością np. dla 
potrzeb badań strukturalnych, w nowym otoczeniu 
genetycznym.  Pod koniec lat 70 rozwiązanie każde
go poważnego problemu biologii molekularnej upa
t rywano w klonowaniu.  W latach 90 metodą z wybo
ru było sekwencjonowanie.  Obecnie wydaje się, że w 
przyszłości te prace wykonywane będą w dużych ko
mercyjnych centrach naukowo-przemysłowych dys
ponujących najnowocześniejszymi  technologiami. 
Częściowo taka sytuacja już  ma miejsce.

U progu nowego millennium dostępne są o lbrzy
mie, szybko rozwijające się bazy danych molekular
nych, które stanowią dobre i nowoczesne narzędzie 
badawcze.  Są one wielkim wyzwaniem dla bioinfor- 
matyki,  która jest połączeniem biologii oraz mate
matyki,  nauki o komputerach i inżynierii. Olbrzymie 
bazy danych oraz dostępność sekwencji  kilkudzie
sięciu genomów,  w tym człowieka,  wprowadzają re
wolucję również w metodologii  nauk. Sugeruje się 
zarzucenie procedur formułowania hipotez i przyję
cie strategii zbierania jak największej liczby danych, 
poprzez notowanie ich w taki sposób, jak  zostały ze
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brane. Określenie „rewolucyjność w biologii” odno
si się również do powstawania nowych dyscyplin i 
ich zastosowań. Rewolucja ta widoczna jest  szcze
gólnie w naukach biomedycznych,  inżynierii gene
tycznej i biotechnologii.

Można zastanawiać się, jakie problemy będą roz
wiązywane w XXI wieku, w jaki sposób będą poro
zumiewali się uczeni, gdzie leży granica między roz
wojem osobistym oraz zawodowym, jakie powstaną 
narzędzia badawcze,  jakie normy etyczne będą obo
wiązywały oraz gdzie i w jaki sposób naukowcy zdo
bywać będą środki f inansowe na badania. Szczegól
nie interesujące będą problemy pojawiające się na 
granicy człowiek-komputer,  a także te dotyczące 
klonowania i genetyki,  ekologii i l icznych zagrożeń 
środowiskowych.

Intensywnie rozwijać się będą: biologia struktu
ralna, biologia rozwoju,  badania genomów, ochrona 
zdrowia i rolnictwo określane jako genomika i prote- 
omika funkcjonalna. Wiele nadziei wiąże się z klo
nowaniem wyższych organizmów, poznaniem me
chanizmów starzenia, al ternatywną medycyną,  zapo
bieganiem powstawaniu nowotworów oraz rozwo
jem i funkcją mózgu. Wykorzystując osiągnięcia ge
netyki molekularnej oraz bazy nukleotydowych se
kwencji genomowych rozwinie się antropologia mo
lekularna, której celem jes t  uzyskanie nowych da
nych o historii człowieka i jego pochodzenia oraz po
znanie przyczyn różnic między ludźmi oraz innymi 
organizmami.

Zastanawiając się, w jakim kierunku podąży bio
logia molekularna na początku następnego millen
nium, warto przywołać sugestie F. H. C. C r i c k a ,  
współodkrywcy DNA, poczynione 30 lat temu. W 
1969 przewidywał on szybki rozwój komplekso
wych badań biologii komórki Eukaryota,  nowocze
snych fizycznych i f izykochemicznych technik eks
perymentalnych, mechanizmów ewolucji a także 
rozwój szybkich komputerów. Trafne były jego suge
stie masowego rozwoju nauk biologicznych oraz za
interesowanie psychiką ludzką, a szczególnie m e
chanizmami jej sterowania. Z badań zdominowa
nych przez biologię wynika,  że znacznie większy niż 
podejrzewamy wpływ na życie mogą mieć geny. Kil
ka lat temu J. W a t s o n wyraził  przekonanie,  że los 
człowieka zapisany jest  nie w gwiazdach a w genach. 
Potwierdzeniem tego są znajdowane coraz to nowe 
fragmenty DNA (geny) mające związek ze skłonno
ściami do chorób psychicznych. Są to przesłanki do 
powstania nowej dyscypliny psycho-socjobiologii .  
Będzie ona łączyła elementy biologii molekularnej,  
genetyki i neurologii z jednej strony oraz nauk 
społecznych z drugiej. W nadchodzących latach

zbliżymy się do momentu,  w którym (tak jak obecnie 
określane są predyspozycje do wielu chorób) będzie
my mogli przewidywać zaburzenia umysłowe, prze
jawiające się agresje, zachowania antysocjalne i 
skłonności do popełniania przestępstw. Wiadomo
ści, że genetyka może wyjaśniać, przewidywać, a na
wet modyfikować zachowania ludzkie, podawane są 
nie tylko podczas sensacyjnych programów telewi
zyjnych, ale również przez najwybitniejszych uczo
nych. Nie wydaje się jednak aby na te pytania można 
było odpowiedzieć po zakończeniu sekwencjonowa- 
nia genomu człowieka,  które nastąpi w ciągu roku 
2001 .

Molekularna biologia zajmując się głównie gena
mi oraz białkami pozostawiła na obrzeżu zaintereso
wań małe cząsteczki. Jednakże ostatnie odkrycia do
tyczące komórkowej roli tlenku azotu a także anio- 
norodnika nadt lenkowego ponownie zwróciły uwagę 
na ważną rolę związków niskocząsteczkowych, któ
re mogą okazać się potencjalnymi lekami. Oczeki
wania dotyczące nowych leków, a szczególnie drob
nocząsteczkowych połączeń, są olbrzymie. Triumfy 
w tym względzie święcić będzie zapewne farmako- 
genomika,  nowy dział medycyny, zajmujący się ba
daniem genetycznych uwarunkowań metabolizmu 
leku w organizmie. Niezależnie od olbrzymiego po
stępu w genomice,  chemii kombinatorycznej,  robo
tyzacji, przetwarzaniu danych oraz zaangażowaniu 
dużych środków finansowych, firmy farmaceutycz
ne nie posuwają się dużo szybciej niż poprzednio w 
odkrywaniu nowych leków. Aspiryna poznana w 
1897, symbol XX wieku, szybko uznana została za 
panaceum na wszystko i wszędzie. Dziś jest to najpo
pularniejszy środek przeciwbólowy, przeciw
gorączkowy i przeciwzapalny.  Inny popularny i 
skuteczny lek o niewielkiej masie cząsteczkowej to 
cis-platyna mająca zastosowanie w leczeniu nowo
tworów. Projektowanie nowych leków wymaga zna
jomości  struktury przestrzennej badanych białek, en
zymów, kwasów nukleinowych i komórkowych re
ceptorów powierzchniowych.  Budowa przestrzenna 
biocząsteczek jest  podstawą dla zrozumienia cząste
czek życia. Analizując specyfikę wiązania i 
właściwości cząsteczek poznajemy ich chemię, ba
dając właściwości elektronowe i spektralne rozumie
my fizykę, a na podstawie roli spełnianej w syste
mach fizjologicznych odkrywamy nowe obszary bio
logii i medycyny.

Jednym z ważniejszych wyzwań biologii moleku
larnej w XXI wieku będzie poznanie mechanizmów 
starzenia. Jest to główny problem społeczny i ekono
miczny oraz wielka szansa dla nauki. Starzenie doty
czy wszystkich organizmów. Wydaje się, że jest  to
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proces, do którego ewolucja nie przygotowała ludzi. 
Można go nawet uznać za artefakt cywilizacyjny. Za
daniem biologii oprócz zgromadzenia podstawowej 
wiedzy o starzeniu i procesach z nim związanych jest  
znalezienie odpowiedzi na pytanie, dlaczego stare 
komórki są bardziej podatne na choroby aniżeli 
młode.

Należy się spodziewać wielu sukcesów w pozna
niu biologii oraz chorób człowieka.  Będzie to możli 
we poprzez nowe kierunki badań jak genomika,  pro- 
teomika, terapia genowa, kombinatoryczne projekto
wanie leków. Większość genów powodujących cho
roby u człowieka będzie znana. Metody molekularne 
będą szeroko wykorzystywane do oceny ryzyka w 
zachorowaniach na cukrzycę,  schizofrenię,  otyłość i 
wiele innych schorzeń. W wielu przypadkach będzie 
można uniknąć chorób poprzez terapeutyczną inter
wencję.

Czy możliwe jest zrozumienie dużego podobień
stwa sekwencji nukleotydowych DNA człowieka i 
innych Eukariontów? Czy istnieją geny człowie
czeństwa? Możemy powtórzyć pytanie F. J a c o b a , 
co decyduje, że z zapłodnionego jaja powstaje mysz, 
mucha lub człowiek? Co decyduje o różnicach w roz
woju poszczególnych gatunków? Jak zrozumieć,  że 
spotkanie jaja i zarodka ludzkiego inicjuje lawinową 
kaskadę następujących po sobie, nakładających się 
oraz krzyżujących reakcji chemicznych, które 
tworzą uporządkowane,  niezwykle skompl ikowane 
cykle reakcji i prowadzą do powstania człowieka? 
Ostatnie sukcesy w sekwencjonowaniu kilkunastu 
genomów (człowieka, drożdży,  muszki owocowej,  
rzodkiewnika, nicienia i myszy) potwierdziły ce lo
wość poznania pierwszorzędowej  struktury genomu 
określonego organizmu oraz ich dostępności w 
formie elektronicznej bazy danych.

Molekularna biologia realizowana pod koniec XX 
wieku w probówkach Eppendorfa i pipetach, będzie 
realizowana w przyszłości w komórce żywej oraz w 
układach żywych łącznie z transgenicznymi.  Geno
mika, proteomika i bioinformatyka przesuwa swoje 
zainteresowania z pojedynczych komponentów ko
mórkowych na całe organizmy i systemy. W najbliż
szym czasie wzrośnie zapotrzebowanie na nowe 
technologie umożliwiające badania struktury, funk
cji i dynamiki mul ti -białkowych kompleksów jak  np. 
kompleksy transkrypcyjne, a także metody pozwa
lające badać pojedyncze komórki  lub ich agregaty w 
postaci zarodka. Oznacza to również badanie aktyw
ności komórek oraz struktur komórkowych.

Pełne wyjaśnienie dowolnego faktu lub zjawiska 
jest l imitowane dostępnością metod badawczych, 
które są niezbędne dla postępu nauki i służą do prze

siewania prawdy. Jest to bardzo istotne, dlatego że w 
wyjaśnianie życia zaangażowanych jest  wiele dyscy
plin naukowych jak  chemia i biochemia,  matematyka 
i informatyka, fizyka i biofizyka molekularna. N a 
rzędzia chemii,  a w szczególności synteza chemicz
na i metody spektroskopowe, miały kluczowy wpływ 
na rozwój biologii,  od poznania struktury podwójnej 
helisy do chemicznej syntezy i struktury peptydów 
oraz oligonukleotydów. Lepsze wykorzystanie tych 
narzędzi otwiera w nadchodzącym millennium nie
ograniczone możliwości zrozumienia skomplikowa
nych systemów biologicznych na poziomie moleku
larnym, jak również o trzymywania związków posia
dających nowe właściwości biologiczne, chemiczne 
i fizyczne.

Dotychczasowe technologie oparte o analizę poje
dynczych genów, rozwiną się w kierunku bardziej 
skompl ikowanych systemów, mega baz danych tran- 
skryptonów i proteomów. Inżynieria metaboliczna 
będzie rozwijała się wokół  modyfikacji  genów i swo
istych oddziaływań dla osiągnięcia zmian fizjolo
gicznych oraz do produkcji nowych cząsteczek. W 
przyszłości badania nad konsekwencjami  wyłącza
nia lub ekspresji pojedynczego genu będą wymagały 
analizy zmian w ekspresji transkryptonu i proteomu.

Genom, transkrypton, proteom oraz bioinforma- 
tycznc metody ich analizy i klasyfikacji są bardzo 
potężnymi metodami badawczymi, nie uwzględ
niającymi jednak kinetycznych aspektów metaboli
zmu i fizjologii organizmów.

Modelowanie molekularne zostanie wykorzysta
ne do projektowania małych cząsteczek silnie 
wiążących się do rozpoznawanej powierzchni białka 
i powodujących modyfikację jego właściwości.  
Technika selekcji in vitro w połączeniu z amplifika- 
cją DNA, łańcuchową reakcją polimerazy, pozwala 
na wyodrębnienie l igandów DNA i RNA wiążących 
dowolne białko. Na pograniczu chemii i biologii 
znajdują się nadzieje i szanse wykorzystania kombi- 
natoryki do wytwarzania nowych materiałów synte
tycznych i nieorganicznych oraz do manipulacji  szla
kami metabolicznymi w żywych organizmach. M e
tody kombinatoryczne dały impuls do syntezy i szyb
kiej analizy dużych bibliotek związków organicz
nych i nieorganicznych jak np. katalizatory homo- 
genne i heterogenne czy materiały termoelektryczne. 
Metody te pozwalają analizować zbiory (biblioteki) 
zawierających np. 1014 sekwencji  kwasów nukleino
wych w ciągu kilku tygodni. Rozwój kombinatorycz- 
nych algorytmów będzie pomocny w inżynierii gene
tycznej do produkcji antybiotyków i innych reagen
tów chemicznych.
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Wiele naszych dotychczasowych informacji o me
tabolizmie komórkowym jest  niepewnych, ponieważ 
pochodzi z badań rozbitych komórek,  a przede 
wszystkim wyodrębnionych z nich składników. Do
stępne techniki odwzorowania przy pomocy jąd ro 
wego rezonansu magnetycznego umożl iwiają bada
nia dróg metabol icznych w całych organizmach, ale 
nie pozwalają oglądać reakcji biochemicznych w ko
mórce.

Zrozumienie mechanizmów życiowych wymaga 
wiedzy o kompleksowych kaskadach procesów che
micznych na poziomie molekularnym.  Czynnikiem 
limi tującym w zdobywaniu tej wiedzy jest  możli 
wość wykonania analiz i pomiarów w mikroskopo
wym otoczeniu lub z próbkami  w skali mikro. Wa

runki te narzucają wysoką rozdzielczość liniową 
(1-100 nanometrów),  czasową (1-1000 mikrose
kund) oraz czułość w granicach femtomoli  i poniżej. 
Ostatnie osiągnięcia w mikroskopii dają możliwość 
uzyskania rozdzielczości atomowej.  Techniki mikro- 
kolumnowego oraz elektroforetycznego rozdziału 
pozwalają rozdzielać skompl ikowane mieszaniny 
wykorzystując detektory do wybiórczej analizy li- 
gandów.

Wielkim wyzwaniem i nakazem będzie informa
cyjne sprzężenie zwrotne i współpraca miedzy cen
trami akademickimi,  medycznymi oraz firmami bio
technologicznymi.  Konieczne jest  wypracowanie 
pryncypiów w badaniach naukowych jak naukowa 
doskonałość, szeroka współpraca oraz otwartość.

Komentarz Redakcji

Artykuł  Prof. Prof. Mirosławy i Jana Barciszewskich przedstawia opinię Autorów na temat wyzwań, jakie 
stają przed naukami przyrodniczymi  na przełomie wieków. Redakcja „Postępów Biochemii” wyraża nadzieję,  
że stanie się on początkiem dyskusji na ten i podobne tematy. Zapraszamy do niej naszych Czytelników.
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SPRAWOZDANIA
SPRAWOZDANIE

Z XXXVI Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

Poznań, 11-14 wrzesień 2000

W dniach 11-14 września 2000 roku obradował w Poznaniu XXXVI Zjazd Polskiego Towarzystwa Bioche
micznego pod honorowym patronatem Przewodniczącego Komitetu Badań Naukowych prof, dr hab. Andrzeja 
Wiszniewskiego, Prezesa Polskiej Akademii Nauk prof, dr hab. Mirosława Mossakowskiego,  prezydenta m ia
sta Poznania Ryszarda Grobelnego, wojewody miasta Stanisława Tamma, marszałka województwa wielkopol
skiego Stefana Mikołajczaka oraz wszystkich rektorów poznańskich uczelni.

W Zjeździe wzięło udział około 900 osób z kraju i zagranicy, w tym sześciu biochemików pochodzenia pol 
skiego z Białorusi, których pobyt sfinansowało Stowarzyszenie „Wspólnota Polska” .

Wydawnictwami Zjazdu były: dwa komunikaty informujące o organizacji Zjazdu na bieżąco, Program Zjaz
du, Lista Uczestników oraz Streszczenia referatów.

Obrady odbywały się w Centrum Kultury „Zamek” w samym centrum miasta w dniach 12-14 września,  nato
miast inauguracja Zjazdu odbyła się w pięknej, zabytkowej Auli Uniwersyteckiej Uniwersytetu im. Adama 
Mickiewicza w Poznaniu. Wszystkich uczestników i zaproszonych gości powitali Przewodniczący Oddziału 
Poznańskiego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego prof, dr hab. Witold Walerych oraz Przewodnicząca 
Komitetu Organizacyjnego XXXVI Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego dr hab. Zofia Szweykow- 
ska-Kulińska. Następnie przedstawiciele władz miasta powitali zebranych uczestników Zjazdu. W imieniu JM 
Rektora UAM przywitał zebranych Prorektor ds. Nauki prof, dr hab. Bronisław Marciniak,  Prezes Poznańskie
go Oddziału Polskiej Akademii  Nauk -  prof, dr hab. Andrzej Legocki. Listy pozdrawiające i życzące owocnych 
obrad do uczestników Zjazdu nadesłali Przewodniczący Komitetu Badań Naukowych prof, dr hab. Andrzej 
Wiszniewski,  Prezes Polskiej Akademii Nauk prof, dr hab. Mirosław Mossakowski  oraz Rektor Akademii  Wy
chowania Fizycznego prof, dr hab. Jerzy Smorawiński.

Następnie prof, dr hab. Jolanta Barańska, Przewodnicząca Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Bio
chemicznego, omówiła b iochemiczne wydarzenia oraz działalność Towarzystwa Biochemicznego,  po czym 
przystąpiła do uroczystości wręczania nagród laureatom różnych konkursów. Nagrodę im. Prof. Jakuba Parnasa 
w konkursie za najlepszą pracę biochemiczną wykonaną w laboratoriach polskich otrzymał zespół w składzie: 
M.Prymakowska-Bossak,  M.R.Przewłoka,  J.Ślusarczyk, M.Kuraś,  J.Lichota, B.Kiljanczyk i A.Jerzmanowski  
z Uniwersytetu Warszawskiego i Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN za pracę „Linker histones play a role in 
male meiosis and the development  of  pollen grains in tobacco” ogłoszoną w Plan Cell w 1999 roku, nr 11 str. 
2317-2329. Następnie Pan dr Maciej Marlewski -  przedstawiciel firmy Sigma-Aldrich wręczył profesorom 
Maciejowi Wiewiórowskiemu i Dawidowi Shugarowi nagrody za wybitne osiągnięcia w badaniach kwasów 
nukleinowych, przyznawane przez Sekcję Kwasów Nukleinowych Zarządu Głównego PTBioch i firmę Sig
ma-Aldrich. Nagrodę imienia Prof. Antoniego Dmochowskiego za podręcznik akademicki otrzymał zespół 
profesorów: P.Węgleński (redaktor) E.Bartnik, M.Chorąży,  M.Fikus, W.Gajewski,  W.Jachimczyk, A. Jerzma
nowski,  FI.Krzanowska, B.Lipińska,  W.Zagórski-Ostoja,  K.Staroń, P.Stępień, S.Szala, A.Taylor, K.Taylor. Jest 
to podręcznik pt. „Genetyka molekularna” wydany przez PWN w 1998 roku. Ponadto, w ramach tego samego 
konkursu, przyznano wyróżnienie za podręcznik „Na pograniczu chemii i biologii” (tomy 1,2,3) wydany przez 
Wydawnictwo Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza,  Poznań 1998-1999. Redaktorami tego podręcznika są 
profesorowie: J.Barciszewski,  W.T.Markiewicz, K.Ziemnicki.  Nagrodę im. Bolesława Skarżyńskiego za naj 
lepszy artykuł w kwartalniku „Postępy Biochemii” otrzymała dr Alicja Węgrzyn za artykuł przeglądowy pt. 
„Regulacja replikacji DNA bakteriofaga lambda i plazmidów lambda”, opubl ikowany w Postępach Biochemii 
45(1) 5-11 w roku 1999.
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Uroczystości inauguracyjne uświetniła wykładem inauguracyjnym pt. „Jak związać koniec z końcem czyli 
splicing  prekursorów m R N A ” profesor Maria Konarska z Rockefeller University w Nowym Jorku.

W części artystycznej wystąpił  chór kameralny pod dyrekcją Jacka Sykulskiego Nova Gaudia. Na zakończe
nie uroczystości inauguracyjnych wszyscy obecni przeszli do Sali Lustrzanej gdzie odbył się bankiet powital
ny.

Ogólny program Zjazdu przewidywał  wykłady plenarne każdego przedpołudnia,  przeznaczone dla wszyst
kich uczestników. Wykłady te wygłosili: prof, dr hab. Damian Labuda z Montreal University, Kanada, prof, dr 
hab. Andrzej Jerzmanowski  z Uniwersytetu Warszawskiego,  dr Aleksandra Wodnar-Filipowicz z University 
Hospital Basel, Szwajcaria,  prof. dr hab. Maciej Żylicz z Międzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i
Komórkowej w Warszawie oraz prof. dr Dierk Scheel z Institute of  Plant Pathology, Halle, Niemcy. Po wykła
dach plenarnych odbywały się sesje specjalistyczne. Sesji było czternaście:

1. Organizacja materiału genetycznego
2. Replikacja i naprawa DNA
3. Struktura i funkcje RNA
4. Regulacja ekspresji genetycznej
5. Struktura, funkcje i modyfikacje białek
6. Błony komórkowe:  sygnalizacja i bioenergetyka
7. Struktura i funkcje błon fotosyntetycznych
8. Diagnostyka genetyczna.  Terapia genowa
9. Biotechnologia
10. Odpowiedź organizmów na czynniki biotyczne i abiotyczne
11. Biochemia żywności
12. Biochemia kliniczna oraz metabol izm wysiłkowy
13. Dydaktyka biochemii,  biologii molekularnej i biotechnologii
14. Sesja studencka
Warsztaty sesji 6.
Obrady były przeplatane przerwami na kawę, herbatę i obiady. Dodatkowo we wtorek i środę późnym

popołudniem odbyły się sesje plakatowe. O dobrym poziomie wykładów w ramach sesji niech świadczy fakt, że
sale były wypełnione po brzegi i wiele osób musiało stać, co jednak ich nie odstraszało i trwały dzielnie do ko
ńca sesji.

W trakcie Zjazdu zostały zorganizowane dwa kursy: „Praktyczne wykorzystanie produktów firmy Eppen- 
dorf  w biologii molekularnej ze szczególnym uwzględnieniem reakcji PCR”, organizowany przez firmę Meran- 
co i drugi „Mikroskopia konfokalna” organizowany przez firmę Olympus.

W ciągu trwania Zjazdu uczestnicy mieli okazję brać udział w spacerze z przewodnikiem po mieście Pozna
niu, a po zakończeniu Zjazdu w dwóch wycieczkach: Szlakiem Piastowskim oraz do Kórnika i Rogalina.

W czasie Zjazdu przeprowadzono dwa konkursy. Konkurs im. Prof. Włodzimierza Mozołowskiego za naj
lepszą pracę przedstawioną na Zjeździe przez młodego biochemika (do 30-tego roku życia) odbył się pod prze
wodnictwem prof. Witolda Walerycha (Poznań).

Konkurs im. Janiny Opieńskiej -Blauth na najlepszą prezentację przedstawioną przez autora-studenta,  który 
w momencie przysłania streszczenia nie posiadał jeszcze dyplomu ukończenia studiów, odbył się pod przewod
nictwem prof. T. Borkowskiego.

Wśród innych imprez towarzyszących dużym zainteresowaniem cieszyły się liczne wystawy firm ofe
rujących na Zjeździe aparaturę i odczynniki.  Inną atrakcją była uczta na dziedzińcu zamkowym (z pieczonymi 
dzikami), w której uczestnicy Zjazdu wzięli licznie udział.

W czwartek (14.09.2000) koło południa odbyła się uroczystość zakończenia Zjazdu. Pani Przewodnicząca 
Zarządu Głównego PTBioch,  prof. Jolanta Barańska wręczyła nagrody dla młodych naukowców i studentów, 
dr Krzysztof Wypijewski wręczył  nagrody studentom biorącym udział w sesji studenckiej.  Nagrodę im. 
Włodzimierza Mozołowskiego otrzymał dr Krzysztof Kobielak za komunikat pt. “Rola czynnika transkrypcji 
LEF-1 i p kateniny w różnicowaniu się przydatków skóry. Udział  ścieżki sygnałowej W N T ” . Ponadto wyróż- 
nienia otrzymali M. Bobeszko, H. Czapińska,  M. Golczak, A. Masny, M. Nawrot,  M. Palczewska,  M. Schmidt. 
Nagrodę w konkursie im. Janiny Opieńskiej-Blauth otrzymał Michał Kaszuba za pracę „Próba przeniesienia 
genu syntazy resweratrolowej z winorośli  (Vitis vinifera) do pomidora (Lycopersicon esculentum )” . Dwa wy
różnienia w ramach tego konkursu otrzymali: Justyna Gołębiewska i Katarzyna Raczyńska.  Nagrody Fundacji
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UAM za najlepsze komunikaty studentów UAM otrzymali Małgorzata Sobiesiak, Anna Grala i Magdalena Ki- 
stowska. Przewodniczący poszczególnych sesji zjazdowych omówili przebieg naukowy spotkań. Pani Prze
wodnicząca zamknęła XXXVI Zjazd PTBioch, a koledzy z Uniwersytetu Toruńskiego zaprosili wszystkich 
uczes tników Zjazdu poznańskiego do Torunia na wrzesień przyszłego roku, gdzie odbędzie się kolejny Zjazd 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Na zakończenie sprawozdania chciałabym jeszcze raz gorąco podziękować wszystkim kolegom i koleżan
kom z Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM oraz kolegom i koleżankom z Poznańskiego O d
działu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego za ogromną pomoc i zaangażowanie w przygotowanie Zjazdu 
oraz za czuwanie nad jego sprawnym przebiegiem. Bez ich pomocy nie byłoby możl iwe zorganizowanie tak du
żego przedsięwzięcia.

Organizatorom XXXVI Zjazdu PTBioch w Toruniu życzę sprawnej organizacji i udanego Zjazdu.

Z  ofi a Szw eyko wska-Kuli ńska

Sprawozdanie z III Konferencji Parnasowskiej

III Konferencja Parnasowska odbyła się w dniach 13-18 października 2000 r we Lwowie na Ukrainie. Kon
ferencja im. Jakuba Karola Parnasa to spotkanie naukowców głównie obu krajów, zapoczątkowane w roku 1996 
wspólnym działaniem Polskiego i Ukraińskiego Towarzystwa Biochemicznego, odbywające się co dwa lata na
przemiennie w Polsce i na Ukrainie. Pierwsza Konferencja Parnasowska odbyła się we Lwowie (1996), a druga 
w Gdańsku (1998). Omawiana w sprawozdaniu III Konferencja Parnasowska zgromadziła ze strony polskiej 85 
osób, a ze strony ukraińskiej wzięło w niej udział około 100 naukowców i dodatkowo liczna grupa studentów 
nie będących formalnymi uczestnikami spotkania. Tematyka Konferencji,  podobnie jak poprzednich,  dotyczyła 
problemów przekazywania informacji w komórce („Mechanisms of  cellular signal transduction and communi
cation”). Tematyka taka została uznana uprzednio jako priorytetowa. Sesja pierwsza dotyczyła udziału hormo
nów, cytokin i czynników wzrostu w komunikacji  komórkowej.  Otwierał ją, a tym samym całą Konferencję, 
wykład profesora Aleksandra Koja z Uniwersytetu Jagiellońskiego. W Sesji tej wygłoszono 10 wykładów, z 
tego 3 z Polski. Następna Sesja dotyczyła szlaków przekazywania sygnałów i w jej ramach wygłoszono 16 
wykładów, z tego 7 z Polski. Kolejna, trzecia Sesja, dotyczyła roli wapnia, t lenku azotu i innych niskocząstecz- 
kowych molekuł w procesach przekazywania informacji.  W tej Sesji wygłoszono 11 wykładów, z tego 7 z Pol
ski. Ostatnia Sesja dotyczyła genetycznych i molekularnych aspektów nowotworzenia i na 8 wygłoszonych 
wykładów 2 były prezentowane przez polskich naukowców. Ponadto przedstawiono 85 posterów.

W porównaniu do dwóch poprzednich,  Konferencja obecna stała na równie wysokim poziomie merytorycz
nym i organizacyjnym. Szczególnie wiele trudu w jej organizację włożyli prof. Rostislav Stoika i dr Ludmiła 
Drobot z Instytutu Biochemii im. Palladina we Lwowie.  Osoby przybyłe na Konferencję z Polski reprezento
wały różne środowiska i szeroki przegląd wartościowych dokonań. Liczna grupa naukowców pochodziła z War
szawy, a także Wrocławia . Licznie także reprezentowany był Kraków, Gdańsk,  Łódź i Lublin. Gorzów, Poznań, 
Katowice, Gliwice, Białystok i Szczecin reprezentowane były przez pojedyncze osoby. Ze strony ukraińskiej 
najliczniejszą grupę stanowili oczywiście naukowcy lwowscy, choć także liczna była grupa naukowców z Ki jo
wa. Strona ukraińska zaprosiła również na Konferencję wielu zaprzyjaźnionych badaczy ukraińskich, pra
cujących w zachodnich laboratoriach.

Obrady, których poziom był wysoki,  toczyły się w języku angielskim.
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Wszystkie zajęcia odbywały się w pięknym gmachu przedwojennego kasyna oficerskiego. Raz wywieszone 
postery były do wglądu przez cały czas trwania Konferencji.  Komisja Konkursowa,  której przewodniczył  pro
fesor Nowak z Instytutu Amin Biogennych z Łodzi i w skład której wchodzili  polscy i ukraińscy naukowcy, 
wyłoniła trzy młode osoby, które prezentowały najlepsze plakaty. Przyznano dwie pierwsze nagrody dla młode
go naukowca z Ukrainy i z Polski oraz j edną  drugą. Nagrody dostały następujące osoby: O. Ilnytska, Lwów, za 
pracę: O. Ilnytska, N. Igumentsewa,  S. Kusen, L. Drobot „Comparative study o f  phosphoinosit ide 3-kinase-d- 
epender signalling in K562 cells induced to differentiation and apoptosis with tyrosine kinases inhibitors” oraz 
J.E. Sobiesiak-Mirska, M.J. Nałęcz,  K.A. Nałęcz „Regulation of  protein kinase C (PKC) activation by palmi- 
toylcarnitine in neuroblastoma NB-2a cells” (nagrody pierwsze).  Nagrodę drugą ot rzymała O. Oleksyak, 
Lwów, za pracę: V. Baryłka, N. Volod’ko, O. Oleksyak, V. Pyddubnyak, B. Bilnsky, D. Galitsky „TGF-(3 levels 
in ovarian cancer patients” . Należy dodać, że prócz dyplomu nagrody miały również charakter finansowy i w y 
nosiły po 100 USD w przypadku dwóch pierwszych nagród i 50 USD w przypadku drugiej nagrody. Nagrody te 
były ufundowane przez Polską Sieć Biologii Komórkowej  i Molekularnej UNESCO/PAN oraz Instytut Biolo
gii Doświadczalnej im. Nenckiego PAN. Za pomoc finansową przy organizowaniu tej Konferencji  pragniemy 
obu tym Instytucjom podziękować,  a w szczególności wyrazić wdzięczność profesorowi Maciejowi  J. Nałęczo
wi.

Ponadto stronie ukraińskiej przekazal iśmy 170 podręczników „Biochemii kl inicznej” autorstwa S. Angiel 
ski, Z. Jakubowski i M. Dominiczak,  wydanych w języku ukraińskim w 2000 roku w Polsce, jako dar Minister 
stwa Zdrowia i Akademii  Medycznej  w Gdańsku. Podręczniki te otrzymał Rektor Instytutu Medycznego we 
Lwowie i Konsultant wojewódzki  do spraw diagnostyki laboratoryjnej województwa lwowskiego.

Spotkanie charakteryzowało się n iezwykle serdeczną atmosferą. W części socjalnej zwiedzal iśmy Lwów i 
Cmentarz Łyczakowski ,  słuchaliśmy muzyki organowej w kościele św. Marii Magdaleny,  odbył się także ban
kiet i oficjalny obiad. Ostatniego dnia pobytu, wracając do Polski, odwiedzil iśmy Truskawiec.  Wydarzenia na
ukowe oraz wymienione powyżej towarzyskie,  a także wspólny przejazd autokarami spowodowały,  że organi
zowana przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne Konferencja Parnasowska zaczyna obrastać legendą. Jest 
pewne, że mieliśmy wiele okazji,  aby się bliżej poznać, nawiązać przyjacielskie kontakty i zacieśnić już  ist
niejące. Uważamy, że odbywające się co dwa lata Konferencje Parnasowskie przyczyniają się do zadzierzgnię
cia owocnej współpracy polsko-ukraińskiej  i służą najlepszemu interesowi zarówno nauki polskiej jak i pol 
skiej racji stanu.

Następna, IV Konferencja Parnasowska, odbędzie się we Wrocławiu w roku 2002. Serdecznie na nią zapra
szamy.

Za Komitet  Organizacyjny III Konferencji  Parnasowskiej  
(polska strona, uczestnicząca w Konferencji)

Stefan Angielski
M ałgorzata Balińska
Jolanta Barańska (Prezes PTBioch.)
Jerzy Duszyński
Janina K w iatków ska-Korczak
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Wskazówki 
dla Autorów

Wydawany 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 odpowiadają 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 ¡ego 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(|q) 
włączyć do swego artykułu ilustracje publikowane przez auto
rów prac cytowanych, należy uzyskać i przekazać nam odpo
wiednią zgodę na przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: prosimy o nadsyłanie dwóch egzemplarzy wydruku 
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM 
PC. Wydruk 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, wzorów 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.

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

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

2. B o s t o c k  CJ ,  S u m m e r  A T ( 1978 ) 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  GF  Von VB  (red) Handbook on the Toxico- 
logyofMetals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 541-553

4. D e l e j  J, K e s f e r s  K ( 1975) W: F l o r k i n  M, S 
t o t z EH (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, Nor
th-Holland, Amsterdam, str. 1-7

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

ILUSTRACJE: ryciny powinny być zapisane na dyskietce 
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-białe 
(kontrastowe) powinny być wykonane na papierze matowym. 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, wzory 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. Wydruki 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.

Wydruk 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 Warszawa
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K O M U N IK A T  P O L SK IE G O  T O W A R Z Y ST W A  B IO C H E M IC Z N E G O

W związku z reorganizacją banku obsługującego rachunek PTBioch prosimy o wnoszenie opłat za składki członkow
skie na nasze nowe konto w PBK XIII Oddział Warszawa nr 11101053-411050000371.

Jednocześnie uprzejmie informujemy, że decyzją Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego została 
zmieniona wysokość składki członkowskiej. Od roku 2001 wynosi ona: 

dla Członków rzeczywistych 60.- zł
dla Członków studentów 30.- zł
Członkowie, którzy opłacą składkę członkowską za 2001 rok, otrzymają bezp ła tną  p r e n u m e r a tę  kw arta ln ika  

P T B io ch  „ P o stęp y  B io ch em ii” .
Osoby, które już  dokonały wpłaty za składkę lub prenumeratę na 2001 rok, prosimy o dopłacenie różnicy należności. 
Powyższe zmiany nie dotyczą Członków Honorowych Towarzystwa. Natomiast Członkowie-Emeryci nadal zwolnieni 

z opłacania składek członkowskich -  płacą za prenumeratę “ Postępów Biochemii” -  20.- zł.
Zakłady- Instytuty płaeą za prenumeratę w 2001 roku -  80.- zł

KOMUNIKAT

W  zwiqzku z reorganizację banku obsługujqcego rachunki Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego prosimy o wnoszenie opłat za składki członkowskie i prenumeratę kwartalnika 
„Postępy Biochemii" na nasze NOWE KONTO w PBK XIII O /W arszaw a nr 
11101053-411050000371
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