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PROTEINAZA K
Proteinaza K degraduje prawie każde białko oraz szybko 

inaktywuje aktywność takich enzymów jak nukleazy. Działa w 
szerokim zakresie warunków np.: w obecności SDS, mocznika 
oraz przy ekstremalnych wartościach pH.

Enzym ten z powodu swojej niespecyficznej proteolitycznej 
aktywności jest używany w laboratoriach biochemicznych jako 
standardowa proteaza.

Od ponad 25 lat firma Merck KGaA produkuje duże ilości 
proteinazy K o wysokiej jakości z Tritirachium album. Merck KGaA 
jako głównym światowym producentem tego enzymu. Cały czas 
ulepsza proces produkcji i dzięki temu redukuje koszty jego 
powstawania. Ma to wpływ na obniżenie ceny proteinazy K 
oszczędności, z których również Państwo mogąskorzystać.

Proteinaza K, roztwór w buforze Tris/HCI pH 7,5; 

0,01 mol/l; 600 mAnson-U/ml; dla biologii molekularnej

Nr kat.

107393.0010

Opk. Ilość U w opk. Cena* Cena za 1 U'

10 ml 6 000 U 491 zł 0,081 zł

Proteinaza K oczyszczana chromatograficznie, liofilizowana, 

30 mAnson-U/mg; dla biologii molekularnej

Nr kat.

124568.0100

124568.0500

124568.0010

Opk. Ilość U w opk. Cena*

100 mg 3 000 U 252 zł

500 mg 15 000 U 649 zł

10 g 300 000 U 9 124 zł

Cena za 1U*

0,084 zł 

0,043 zł 

0,030 zł

Zapraszamy do sklepu internetowego 

https://mecomm.merck.pl

' Cena nie zawiera podatku VAT (7%) i jest ważna do 31 grudnia 2008 r.
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Liliana Konarska (1944-2008)

P r o f e so r  L il ia n a  K o n a r s k a  n ie  żyje

Z głębokim żalem i poczuciem niepowetowanej straty informujemy Państwa, że 17 sierpnia 2008 roku w 
Warszawie, po heroicznej walce z nieuleczalną chorobą, odeszła od nas na zawsze profesor Liliana Konar
ska. Profesor Konarska była przez dwie kadencje, w latach 1992-1998, Prezesem Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego, a następnie, od 1998, jego vice-Prezesem. Była również Redaktorem Naczelnym „Acta Bio- 
chimica Polonica" i wieloletnim redaktorem „Postępów Biochemii". Jej odejście jest ogromną stratą dla na
szego Towarzystwa i polskiej biochemii.

Profesor Liliana Konarska była absolwentką Uniwersytetu Warszawskiego, gdzie w 1966 roku uzyskała 
stopień magistra w zakresie biochemii na podstawie pracy pod tytułem „Wpływ eteru etylowego na kom
pleks dehydrogenazy NADH preparatu Keilina-Hartree". Po ukończeniu pracy magisterskiej przez sześć 
miesięcy pracowała w Instytucie Biologii Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie,

http://rcin.org.pl



w Zakładzie Biochemii Mięśni, pod kierunkiem profesora Witolda Drabikowskiego. Jednak całe swoje ak
tywne życie zawodowe (od listopada 1966 roku) poświęciła Akademii Medycznej w Warszawie (obecnie 
Warszawski Uniwersytet Medyczny), gdzie pracowała początkowo w Zakładzie Chemii Ogólnej I Wydziału 
Lekarskiego (w latach 1966-1973), a następnie w Zakładzie Analityki Klinicznej Wydziału Farmaceutycz
nego (w latach 1974-1989) przekształconym w Katedrę i Zakład Biochemii i Chemii Klinicznej (od 1989 do 
chwili swojej śmierci). Na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (WUM) przeszła wszystkie szczeble 
kariery naukowej, od stanowiska asystenta do profesora nadzwyczajnego. Stopień doktora nauk przyrodni
czych uzyskała w 1974 roku na Wydziale Lekarskim WUM (rozprawa doktorska „Badania nad arginazą je
litową i jej znaczeniem w ustroju"), a doktora habilitowanego nauk farmaceutycznych w zakresie biochemii 
klinicznej na Wydziale Farmaceutycznym WUM w 1987 roku (rozprawa habilitacyjna „Izoenzymy arginazy 
— właściwości, zmienność w ontogenezie i znaczenie kliniczne"). Profesor Liliana Konarska była od 1998 
roku profesorem nadzwyczajnym w Katedrze i Zakładzie Biochemii i Chemii Klinicznej Wydziału Farma
ceutycznego WUM.

Jej zainteresowania naukowe obejmowały biochemię ściany jelita u dorosłych i rozwijających się ssaków, 
enzymologię kliniczną, ze szczególnym uwzględnieniem wrodzonych wad metabolicznych i metod ich wy
krywania oraz enzymów o spodziewanym znaczeniu diagnostycznym, molekularne mechanizmy sygnali
zacji komórkowej i ich zaburzenia w niektórych stanach chorobowych, a także zastosowanie metod biologii 
molekularnej w diagnostyce.

Profesor Liliana Konarska odbyła szereg staży naukowych, między innymi w 1978 roku w Department 
of Biochemistry, Medical School, Debrecen (Węgry), w latach 1979-1980 w Department of Clinical Chemi
stry, Faculty of Medicine, University of Bern (Szwajcaria; praca pod kierunkiem profesora J. P. Colombo, 
współpraca z prof. U. Wiesmannem, Department of Pediatrics, University of Bern i z profesorem R. V. Fel- 
lenbergiem, Department of Veterinary Physiology, University of Zurich) oraz w 1983 roku w Department 
of Clinical Chemistry, University of Bern (profesorowie J. P. Colombo i U. Wiesmann).

W naszej pamięci pozostanie przede wszystkim jako wybitny działacz Polskiego Towarzystwa Bioche
micznego, redaktor i wydawca polskich czasopism naukowych oraz niestrudzony organizator zjazdów i 
konferencji naukowych. Profesor Konarska była pomysłodawcą i organizatorem Pierwszej Polsko-Ukraiń
skiej Konferencji Biochemicznej im. Jakuba Karola Parnasa we Lwowie (1996 r.) oraz członkiem komitetów 
organizacyjnych następnych konferencji w Gdańsku (1998 r.), we Lwowie (2000 r . ), we Wrocławiu (2002 r.), 
w Kijowie (2005 r.) i w Krakowie (2007 r.). Była vice-Przewodnicząca komitetu organizacyjnego Kongresu 
FEBS w Warszawie (2004 r.). Brała także czynny udział w pracach komitetów organizacyjnych dorocznych 
zjazdów Polskiego Towarzystwa Biochemicznego (1993-2008) i w organizacji sesji na tych zjazdach: w Lu
blinie (2005 r.), w Białymstoku (2006 r.), w Szczecinie (2007 r.) i w Olsztynie (2008 r.). Ponadto uczestniczyła 
w organizacji i prowadzeniu sesji podczas Zjazdu Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego (Warszawa, 
1995 r.), Ogólnopolskiej Konferencji Biologii Komórki (Kraków, 1999 r.) i Konferencji na temat „Przekazy
wania sygnałów w komórce" (Warszawa, 1993 r.).

W Jej Osobie żegnamy wybitnego działacza Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, badacza, nauczycie
la akademickiego, wspaniałą koleżankę, przyjaciela, Człowieka.

Cześć Jej Pamięci!!!

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii"

http://rcin.org.pl
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Rycina na okładce:
„The endosom al-associate protein, Hrs" 
by Paweł Penczek (Pawel.A.Penczek@uth. 
tmc.edu), D epartm ent of Biochemistry and 
M olecular Biology, The University of Texas 
Health Science Center at Houston, 6431 
Fannin St, H ouston, TX 77030, USA, w ith 
permission.

0  Autorze: Dr Paweł A. Penczek, jest absol
wentem  W ydziału Fizyki Uniwersytetu W ar
szawskiego (Pracowni Fizyki Medycznej), a 
obecnie profesorem  W ydziału Biochemii i 
Biologii Molekularnej Uniwersytetu Teksań
skiego w  Houston, Teksas, USA. Zajmuje się 
określaniem struktury przestrzennej białek z 
zastosowaniem  mikroskopii elektronowej i 
wykorzystaniem  m etody rekonstrukcji to- 
mograficznej. Dr Penczek jest współautorem  
ponad 70 publikacji naukowych opubliko
wanych m.in. w  Journal of Structural Biolo
gy, N ature Structural and Molecular Biology
1 Biophysical Journal.
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Pozacytoplazmatyczny system kontroli jakości u bakterii Escherichia 
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Joanna Skórko-Glonek, Anna Sobiecka-Szkatuła 317

The endosomal-associate protein, Hrs, embedded into the membrane of an early endosóme. Two functional domains have been 
docked into the cryo-EM density map of hexameric Hrs, determined to 16A resolution [1], Structure of the VHS and FYVE 
domains have been determined crystallographically [2] and are docked into the EM density map of the Hrs. The knowledge 
of the location of the FYVE and VHS domains, which are reported to bind to phosphatidylinositiol 3-phosphate molecules 
found within the endosomal membrane, has guided the hypothetical placement of Hrs within the endosomal membrane. The 
immersion of the end caps of Hrs into the endosomal membrane demonstrates an 'end-on' binding model of the Hrs particles 
with the membrane. According to this model, either end cap can embed into the membrane, allowing the other end cap to carry 
out other essential protein trafficking functions, or to embed into another membrane, thus preventing fusion of membranes 
during early endosomal fusion.
1. Pulían L, M ullapudi S, H uang Z, Baldwin PR, Chin C, Sun W, Tsujimoto S, Kolodziej SJ, Stoops JK, Lee JC, Waxham MN, Bean 
AJ, Penczek PA (2006) The endosome-associated protein Hrs is hexameric and controls cargo sorting as a „master molecule". 
Structure 14: 661-671
2. Mao Y, Nickitenko A, Duan X, Lloyd TE, Wu MN, Bellen H, Quiocho FA (2000) Crystal structure of the VHS and FYVE tan
dem domains of Hrs, a protein involved in membrane trafficking and signal transduction. Cell 100: 447-456
3. Kutateladze TG, Ogburn KD, Watson WT, de Beer T, Emr SD, Burd CG, Overduin M. (1999) Phosphatidylinositol 3-phospha
te recognition by the FYVE domain. Mol Cell 3: 805-811
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IV edycja  konkursu na n a j lep szą  pracę d o k to rsk ą
z b iochem ii w  2 0 0 8  roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z o.o. ogłasza trzecią edycję konkursu na najlepszą 
pracę doktorską z biochemii wykonaną w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest 
przyznanie autorowi pracy tytułu doktora przez właściwą radę naukową lub radę wydziału w 2008  roku. 
Nagroda obejmuje premię pieniężną dla autora w wysokości 4 500 zł, ufundowaną przez firmę Merck, 
oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika „Postępy Biochemii" w 2009 roku. Nagrodę 
przyznaje J ^ f ^  ^ToOWł^^oIskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firmą Merck. 
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Real-time PCR

^¡Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix (2X)
High specificity

y/j All the advantages at a glance

• Specificity -  Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase and the 
optimized buffer eliminate non-specific amplification and formation 
of primer dimers.

• Sensitivity -  detects low copy number targets.
• W ide linear range -  accurate quantification across 9 orders 

of magnitude.
• Universal -  can be used on most real-time thermal cyclers.
• Reproducibility and convenience -  ready-to-use 2X master 

mix minimizes pipetting error and reduces set-up time.

Applications________________________________

• Real-time PCR using SYBR Green dye.
• Real-time RT-PCR using SYBR Green dye.

M axim a ' SYBR Green qPCR M aster Mix (2X)
Cat. No. Appl.

K0221 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 jul)

K0222 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 jul)

M elting curve analysis confrm s high qPCR specifcity.

Amplification of 10-fold dilutions of supercoiled plasmid DNA, starting from  
10 ng down to 0.1 fg, using the Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix 
(2X) in duplicate reactions. Reactions were performed on the Eppendorf 
M aste rcyc ler®  ep realplex instrument. NTC is the non-template control.

^Maxima™ Probe qPCR
High sensitivity

All the advantages at a glance

• Sensitivity -  detects low copy number targets.
• Specificity -  Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase and the 

optimized buffer eliminate non-specific amplification and formation
• of primer dimers.
• W ide linear range -  accurate quantification across 9 orders 

of magnitude.
Universal -  can be used with sequence-specific probes on most 
real-time thermal cyclers.
Reproducibility and convenience -  ready-to-use 2X master mix 
minimizes pipetting error and reduces set-up time.

Applications________________________________

• Real-time PCR using sequence-specific probes.
• Real-time RT-PCR using sequence-specific probes

M axim a' Probe qPCR Master Mix (2X)
Cat. No. Appl.
K0231 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 ¡j \ )

K0232 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 ¿ul)

Master Mix (2X)

Amplification of human PPP1CA gene was performed on serial 10-fold 
dilutions of Jurkat cell total RNA (from 1 ng to 1 pg). First strand cDNA was 
generated with the RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit ( # K 1 621). 
cDNA was amplified with the Maxima™ Probe qPCR Master Mix (2X) using 
the TaqMan® assay specific fo r PPP1CA. Reactions were performed on an 
ABI PR ISM ® 7000 instrument. 1 pg of total RNA was successfully detected 
NTC is the non-template control.

DYSTRYBUTOR: abo Grażyna Boreysza 
■  ul. Podleśna óa, 80 -255  Gdańsk -1- — ^
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W Y D A R Z E N I A  -  O P I N I E  -  K O M E N T A R Z E

Konkurs „SUPERHELISA 2008". 
Szymon Nowakowski, student Uroku 
W ydziału Lekarskiego Akademii Me
dycznej w Gdańsku został laureatem 
V edycji ogólnopolskiego konkursu 
wiedzy biochemicznej "SUPERHE
LISA 2008" (Fot. 1-3), który odbył się

16-18 maja, w  malowniczo położo
nym  Ośrodku Wypoczynkowo-Szko- 
leniowym „Dorota" w  Łapinie koło 
Kolbud. Szymon Nowakowski poko
nał trzydziestu dwóch konkurentów z 
jedenastu uczelni medycznych z całej

Polski. Otrzymał 130,1 punkty, na 155 
możliwych do zdobycia. Drugie miej
sce zajęła Daria Świecka, studentka 
II roku W ydziału Lekarskiego Aka
demii Medycznej w  Gdańsku (129,5 
punktów). Miejsce III przypadło Jo
annie Przybek, studentce I W ydziału

Lekarskiego W arszawskiego Uniwer
sytetu Medycznego (129,3 punktów). 
W klasyfikacji zespołowej uczelni m e
dycznych w konkursie "SUPERHELI
SA 2008", na pierwszym  miejscu z do
robkiem punktow ym  385,2 znalazła

się Akademia Medyczna w Gdańsku. 
W yprzedziła W arszawski Uniwersy
tet M edyczny (357,3 punkty) i Colle
gium M edicum w Bydgoszczy (filia 
Uniwersytetu Mikołaja Kopernika w 
Toruniu, 348,8 punktów).

V edycję konkursu „SUPERHELI
SA 2008" zorganizowali pracownicy 
Katedry i Zakładu Biochemii A kade
mii Medycznej w  Gdańsku, kierow a
nych przez prof. dr hab. Juliana Świer- 
czyńskiego. Do tegorocznego konkur
su indywidualnego i zespołowego 
przystąpiło 11 trzyosobowych ekip z 
uczelni medycznych całej Polski. Ko
misja konkursowa składała się z opie
kunów  dydaktycznych ekip studenc
kich uczestniczących w konkursie. 
Uczestnicy konkursu odpowiadali na 
100 pytań testowych (pojedynczego 
w yboru z pięciu możliwych odpow ie
dzi) . Uzyskanie przez uczestnika m ini
m um  60 punktów  umożliwiało przej
ście do II etapu konkursu, podczas 
którego studenci odpowiadali na pięć 
pytań opisowych w czasie 50 minut. 
Pytania dotyczyły przebiegu podsta 
wowych procesów biochemicznych i 
w zorów metabolitów. Poziom w iedzy 
studentów  był tak duży, że do drugie 
go etapu zakwalifikowali się wszyscy 
startujący w konkursie. Czas do ogło
szenia wyników studenci spędzali na 
spacerach wokół jeziora i dyskusjach, 
a wieczorem zostały ogłoszone w yni
ki drugiego etapu konkursu: podano 
sumę punktów  uzyskanych w  trakcie 
I i II etapu konkursu przez każdego 
uczestnika. W ten sposób w yłonio
no 10 studentów z najwyższą łączną 
punktacją. Do trzeciego etapu kon 
kursu zakwalifikowali się: Szymon 
Nowakowski z Akademii Medycznej 
w  Gdańsku (111 punktów), Wojciech 
Guenter z Collegium M edicum w 
Bydgoszczy (107 punktów), Joanna 
Przybek z Warszawskiego U niw er
sytetu Medycznego (107 punktów ), 
Szymon Czarkowski z Akademii M e
dycznej w  Gdańsku (106 punktów ), 
Dariusz Wojciechowski z Collegium 
Medicum w Bydgoszczy (106 p u n k 
tów), Daniel Kuczyński z U niw ersy
tetu Medycznego w Poznaniu (104 
punkty), Daria Świecka z Akademii 
Medycznej w  G dańsku (104 punkty),

Fotografia 2. O rganizatorzy i laureaci K onkursu; d rugi od lewej Szym on N ow akow ski, D aria Świecka.
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Fotografia 1. Konkurs „Superhelisa 2008", oczekiwanie na w yniki K onkursu.
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M agdalena Uzar z Collegium Medi- 
cum  Uniwersytetu Jagiellońskiego w 
Krakowie (104 punkty), Aleksandra 
Rum ianowska z II W ydziału Lekar
skiego W arszawskiego Uniwersyte
tu M edycznego (103 punkty) i Rafał 
W olny z I W ydziału Lekarskiego W ar
szawskiego Uniwersytetu Medyczne
go (103 punkty). Wszyscy finaliści od
pow iadali anonimowo na ten sam, lo
sowo w ybrany przez pierwszego od
powiadającego, zestaw trzech pytań 
przekrojowych wymagających umie
jętności analizowania wiedzy. N a tym 
etapie opiekun osoby odpowiadającej 
nie miał praw a oceniać własnego pod 
opiecznego. Suma punków  uzyska
na przez zawodnika we wszystkich 
trzech etapach decydowała o miejscu, 
które student zajął w  indywidualnej 
klasyfikacji końcowej. Zdaniem  oce
niających poziom konkursu był bar
dzo wysoki, a różnice punktow e po 
m iędzy finalistami bardzo niewielkie.
0  kolejności na podium  w rozgryw 
kach indyw idualnych zadecydowały 
różnice dziesiętnych punktu. Suma 
punków  uzyskanych we wszystkich 
trzech etapach przez studentów  z tej 
samej ekipy, decydowała o miejscu w 
klasyfikacji zespołowej. W sobotnie 
popołudnie ogłoszono wyniki rozgry
wek indyw idualnych i zespołowych
1 uroczyście zakończono konkurs. 
N agrody i wyróżnienia najlepszym 
uczestnikom  konkursu wręczali prof. 
d r hab. Jacek Bigda, prorektor ds. roz
woju i współpracy międzynarodowej 
AMG oraz prof. dr hab. Julian Świer- 
czyński, kierownik Katedry i Zakładu 
Biochemii AMG. Następne godziny 
spotkania, już pozbawione stresu, 
minęły bardzo szybko przy ognisku 
i grillu. Był to dobry czas na rozm o

wy, wymianę 
d o św ia d c z e ń  
oraz nawią
zanie nowych 
znajomości.

Tą drogą 
o r g a n i z a t o 
rzy konkursu 
dziękują tym 
w s z y s t k i m ,  
którzy przy
czynili się 
do realizacji 
konkursu w 
G dańsku, a 
s z c z e g ó l n i e  
s p o n s o r o m :  
firmom Abo, 

Ikamed, Sigma-Aldrich i Ziaja. Dzięki 
ich wsparciu najlepsi studenci otrzy
mali atrakcyjne nagrody i upominki 
(relacja przygotow ana przez dr Ewę 
Kossowską).

System Life Tracker uznano za 
najlepszy projekt oprogramowania 
zgłoszony do polskiej edycji Micro
soft Imagine Cup 2008 (konkurs prze
prowadzony w  Polsce po raz szósty). 
System Life Tracker jest nowator
skim rozwiązaniem umożliwiającym  
śledzenie w  czasie rzeczywistym  
gatunków zwierząt zagrożonych 
wyginięciem. System samodzielnie 
gromadzi dane o stanie wybranych 
osobników, na ich podstawie pomaga 
przewidywać zachowanie zwierząt 
i pozwala interweniować w  krytycz
nych sytuacjach. Przyczynia się on 
do sukcesu reintrodukcji, czyli prób 
ponownego w prow adzenie na stare 
miejsca bytowania, rodzim ych gatun
ków zwierząt niegdyś tam  żyjących, 
lecz wytępionych. Program  stworzyli 
członkowie zespołu Demoscene Spirit 
z Uniwersytetu Adama Mickiewicza w

Poznaniu (Fot. 4). Agata Czapracka 
oraz Wiktoria Szydło, studentki Wy
działu Biologii UAM, przedstaw iły 
i dokładnie zdefiniowały problem. 
To one właśnie określiły jakiego sys
tem u i jakich funkcji im trzeba. One 
formowały Life Tracker'a przez cały 
czas kiedy powstawał. Agata Majew
ska z Akademii Sztuk Pięknych była 
odpowiedzialna za komunikację w i
zualną; zaprojektowała logo, plaka
ty, ulotki, całą oprawę graficzną oraz 
wystrój stoiska na konkursie. Łukasz 
Michniewicz oraz Szymon Majewski 
z wydziału Matematyki i Informaty
ki UAM, byli odpowiedzialni za kod 
aplikacji. Program  powstał w  języku 
C#, a wizualizację wsparła biblioteka 
Direct3D. Tomasz Gdala, jako m en
tor zespołu, czuwał nad całością prac 
i perfekcyjnością prezentacji. Rein- 
trodukcja daje szanse na uratowanie 
gatunku, lecz rozwiązania stosowa
ne w  telemetrii drobnych zw ierząt są 
mało efektywne, ponieważ pozwalają 
na m onitorowanie niewielkiej liczby 
osobników, wymagają pracy wielu 
osób w terenie, a uzyskane dane nie 
dają pełnego obrazu dynamiki popu 
lacji. System Life Tracker eliminuje 
te problemy. Narzędzie składa się z 
wyposażonych w aparaturę pom iaro
wą obroży zakładanych zwierzętom, 
rozmieszczonych w terenie centralek 
zbierających radiowo informacje o 
zwierzętach i wysyłających dane do 
serwera za pomocą GSM, serwera 
oraz podłączonych do niego klientów, 
za pomocą których użytkownik doda
je i kontroluje istniejące badania. Life 
Tracker m a realistyczny system w izu
alizacji. Jego użytkownik porusza się 
w  w irtualnym  świecie zgodnym  topo
graficznie z rzeczywistym obszarem 
badań (las, łąka). W edług ekspertów 
jest łatwo integrowany z istniejącymi

Fotografia 4. Demoscene Spirit, od lewej: W iktoria Szydło, Agata M ajewska, Łukasz M ichniewicz, Szymon 
M ajewski, m gr Tom asz Gdala.
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Fotografia 3. Uczestnicy K onkursu w  czasie w olnym  w  Łapinie.
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systemami telemetrycznymi jak i obli
czeniowymi. Udostępnione interfejsy 
pozwalają wykorzystać już istniejące 
dane i urządzenia pomiarowe. Sys
tem będzie testowany na popielicach, 
które od kilku lat są obiektem działań 
reintrodukcyjnych. Technologiczny 
konkurs dla studentów  Microsoft 
Imagine C up 2008 został rozstrzy
gnięty w  maju b.r. w  Instytucie W zor
nictwa Przemysłowego w Warszawie. 
N agrodzony zespół będzie reprezen
tował Polskę w finałach światowych, 
które odbędą się we Francji. Drugie 
miejsce w konkursie zajął zespół In- 
cognitos z Politechniki Poznańskiej w  
składzie: Michał Maćkowiak, Miłosz 
Kadziński, Sylwia Kopczyńska, Woj
ciech Kokot z projektem ThumbRider. 
Trzecie miejsce przypadło zespołowi 
FTeamS z Politechniki Łódzkiej w 
składzie: Dariusz Krukowski, Grze
gorz Glonek, Jacek Pintera, Jarosław 
Andrzejczak, Krzysztof Szokal-Egird 
z opiekunem  Jarosławem Koszukiem. 
Zespół przedstawił projekt o nazwie 
eTrip. Microsoft prow adzi na świecie, 
w  tym  w Polsce, liczne programy, w 
ram ach których młodzi ludzie uczą 
się tworzyć innowacyjne rozwiązania 
technologiczne oraz poznają otoczkę 
biznesową konieczną do odniesienia 
sukcesu na rynku; konkurs Imagine 
Cup jest jednym  z nich.

Sukces zespołu prof. Lubińskie
go w  walce z rakiem piersi. Zdaniem 
naukowców ze Szczecina podawanie 
w chemioterapii leku cis-platyny jest 
przełom em  w leczeniu raka piersi u 
kobiet. U nosicielek zm utowanego 
genu, u  których rozwinęła się choroba, 
leczenie prow adzi często do częścio
wej lub całkowitej remisji. U pacjen
tek, które nie były poddane wcześniej 
chemioterapii, cis-platyna powoduje 
zanikanie guzów lub ich częściowe 
zmniejszanie. Jednak w każdym  przy
padku, w praw dzie w  różnej skali, 
efekt jest pozytywny. Prof. Jan Lubiń
ski z M iędzynarodowego Centrum 
N ow otw orów  Dziedzicznych Pom or
skiej Akademii Medycznej w  Szczeci
nie otworzył w  1992 roku, pierwszą 
w naszym  kraju genetyczną poradnię 
onkologiczną i odkrył, że najważniej
szym czynnikiem powstawania no
w otw oru są w rodzone predyspozycje 
genetyczne.

Badania nad właściwościami bia
łek tworzących soczewkę oka mogą

doprowadzić do przełomu w  lecze
niu zaćmy — jednej z najczęstszych 
chorób grożących utratą wzroku. Za
ćma pojawiająca _________________
się w jednym  
łub obu oczach u 
40 procent osób 
po 75 roku życia, 
najpierw utrud
nia, a później 
u n ie m o ż l iw ia  
widzenie. Obec
nie leczenie po
lega na operacyj
nym  usunięciu 
soczewki i zastą
pieniu jej sztucz
ną, zrobioną z ___
o d p o w ied n ieg o  
tworzywa sztucznego.

Fotografia 5. Profesor Barbara 
K rystyna Pierścionek.

Fotografia 6. Profesor Andrzej 
Sobolewski.

Alternatyw
nym  dla operacji rozwiązaniem mo
głoby być odbudow anie prawidłowej 
struktury molekularnej soczewki za 
pomocą nanotechnologii. N ad zagad
nieniem nieoperacyjnego leczenia 
zaćmy pracuje prof. Barbara Kry
styna Pierścionek (Fot. 5) z Uni
wersytetu w  Ulsterze (po studiach 
i doktoracie na wydziale lekarskim 
w Melbourne). Badania nad zaćmą 
były do tej pory utrudnione, po
nieważ badania nad jej biochemią 
wymagały dostępu do w nętrza so
czewki, co sprawiało, że nie m oż
na było określić struktury białek 
przed i po powstaniu zaćmy. Prof.
Pierścionek współpracuje z prof.
Wei Chenem, nanotechnologiem 
z University of Texas w  Arlington 
oraz prof. Ronem Schacharem, okuli
stą i fizykiem.

Geny głównego układu zgodno
ści tkankowej (MHC) wytwarzają 
białka o kluczowym  znaczeniu w  
zwalczaniu infekcji. Dr W iesław  
Babik z Uniwersytetu Ja- 
giellońskiego i dr Walter 
Durka z Centrum Badań 
Środowiskowych Helm- 
holtza (UFZ) scharaktery
zowali zmienność gene
tyczną i wykryli więcej 
niż jeden gen MHC klasy 
II u płaza ogoniastego.
Populacje płazów zanika
ją gwałtownie na całym  
świecie, a jedną z najważ
niejszych przyczyn jest 
pew nien gatunek grzy
ba. Dlatego informacje o Fotografia 7. Profesor W olfgang 

funkcjonowaniu układu Domcke.

odpornościowego są istotne dla 
ochrony płazów. Badacze przeana
lizow ali populacje traszki górskiej 

(M esotriton alpestris z Polski), 
na północo-wschodnim skraju 
zasięgu gatunku. Jest ona pierw
szym europejskim i trzecim w  
skali światowej płazem ogonia
stym, którego MHC zbadano oraz 
pierwszym, u którego stwierdzo
no więcej niż jeden gen MHC II. 
To odkrycie wskazuje, że zm ien 
ność genetyczna MHC jest istotna 
również w tej grupie. Badacze w y 
kazali, że u traszki działa dobór 
pozytyw ny, co oznacza, że geny 
MHC odgrywają w ażną rolę w  
układzie odpornościowym , który 
rozpoznaje i zwalcza infekcje. Dr. 

Wiesław Babik przeprow adził b ad a 
nia w  ram ach współpracy pom iędzy 
U niw ersytetem  Jagiellońskim i UFZ 
w Halle, finansowanej przez F un 
dację Aleksandra von H um boldta. 
__________________  We wcześniej

p ro w a d z o n y c h  
badaniach n a 
ukowcy s tw ier
dzili, że w  ciągu 
ostatnich 10 tys. 
lat polskie po 
pulacje traszki 
górskiej s to sun 
kowo szybko 
osiągnęły w y 
soki poziom  
z m i e n n o ś c i  
g e n e t y c z n e j . 
Trzy obecnie 

populacje w  Sudetach,izolowane 
Karpatach i Górach Świętokrzyskich 
najpraw dopodobniej w yw odzą się z 
jednego obszaru, gdzie traszki p rze 
żyły ostatnią epokę lodowcową. W y
niki swoich badań naukowcy opu- 
--------------- blikowali w  czasopi

śmie Molecular Ecology 
(wg strony w w w  UJ).

Fizyk prof. Andrzej 
Sobolewski (Fot. 6) i che
mik prof. Wolfgang Do
mcke (Fot. 7) odebrali w  
Warszawie nagrodę Co- 
pernicus, przyznawaną 
wspólnie przez Fundację 
na rzecz Nauki Polskiej 
(FNP) i niemiecką Deut
sche Forschungsgeme
inschaft. Profesorowie 
Sobolewski i Domcke zo
stali wyróżnieni za osią-
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gnięcia naukowe z zakresu fotochemii 
będące rezultatem trwającej od ponad 
dwudziestu lat współpracy. Wspólne 
badania laureatów doprowadziły do 
zidentyfikowania i scharakteryzowa
nia mechanizmu, zwanego obecnie 
scenariuszem Sobolewskiego-Domc- 
ke, odpowiedzialnego za odporność 
na promieniowane nadfioletowe (UV) 
podstawowych struktur biologicz
nych, takich jak DNA i białka. Odkry
cie to ma przełomowe znaczenie dla 
dalszych badań nad początkami życia 
na Ziemi. Nagroda została przyznana 
także za wspólne działania laureatów 
wspierające młodych naukowców z 
Polski i Niemiec. Prof. Wolfgang Do- 
mcke studiował fizykę na Politechnice 
Monachijskiej. Po uzyskaniu stopnia 
doktora habilitował się w  1979 roku na 
Uniwersytecie we Freiburgu. Pracował 
naukowo na Uniwersytetach w  He
idelbergu i Düsseldorfie. Od wielu lat 
związany jest z Politechniką Monachij
ską, gdzie od 1999 roku kieruje Katedrą 
Chemii Teoretycznej. Prof. Andrzej So
bolewski zajmuje się teoretyczną foto- 
fizyką cząsteczek. Studiował fizykę na 
Uniwersytecie Warszawskim. Doktorat 
i habilitację uzyskał w  Instytucie Fizyki 
PAN w Warszawie, gdzie od 1991 roku 
jest profesorem. Uczony jest laureatem 
wielu krajowych i międzynarodowych 
nagród naukowych, w  tym nagrody 
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (2007), 
nazywanej polskim Noblem.

Nagroda Copernicus jest wspólnym 
przedsięwzięciem FNP i niemieckiej 
organizacji pozarządowej wspierającej 
naukę, Deutsche Forschungsgemein
schaft. Celem nagrody jest wyróżnia
nie najbardziej aktywnych uczestni
ków polsko-niemieckiej współpracy 
naukowej, którzy mogą się wykazać 
wyróżniającym się dorobkiem ba
dawczym, będącym rezultatem tej 
współpracy, jak również sukcesami w 
promowaniu młodej kadry badawczej. 
Nagroda przyznawana jest raz na dwa 
lata (po raz pierwszy w 2006 roku) w 
drodze konkursu dwóm  uczonym, zaj
mującym się dowolną dziedziną nauki 
— jednemu z Polski i jednemu z Nie
miec. Nagroda wynosi 50 tys. euro (po 
25 tys. euro dla każdego z dwóch lau
reatów) i wręczana jest w  Berlinie. Do 
tegorocznej edycji nagrody Copernicus 
zgłoszonych zostało 29 wniosków.

Pod koniec lipca FNP wyłoniła Lau
reatów pierwszej edycji konkursu w

programie Międzynarodowe Projekty 
Doktoranckie. Finansowanie otrzyma
ją trzy projekty, ocenione najwyżej w 
procedurze konkursowej. Laureatami 
zostały: Wydział Chemii Uniwersyte
tu Warszawskiego — projekt z zakre
su nauk chemicznych (International 
Scholarship Program for Graduate 
Studies in Faculty of Chemistry); koor
dynator konsorcjum prof. Renata Bile- 
wicz; Instytut Chemii Bioorganicznej 
Polskiej Akademii Nauk — projekt z 
zakresu biologii strukturalnej (Struc
tural biology of plants), koordynator 
konsorcjum prof. Mariusz Jaskólski; 
Wydział Fizyki i Informatyki Stoso
wanej Akademii Górniczo-Hutniczej 
— projekt z zakresu nanonauki (Inter
disciplinary PhD-Project in Nanoscien- 
ce and Advanced Nanostructures); 
koordynator konsorcjum dr hab. Bar
tłomiej Szafran. Łączna wartość przy
znanego finansowania dla wszystkich 
trzech projektów wynosi do 13 910 
800 złotych. Program „Międzynarodowe 
Projekty Doktoranckie" realizowany jest 
dzięki pozyskaniu przez Fundację środków 
z funduszy europejskich w ramach Dzia
łania 1.2 „Wzmocnienie potencjału ka
drowego nauki" Programu Operacyjnego 
Innowacyjna Gospodarka 2007-2013. Naj
bliższy termin składania wniosków 
w  kolejnych edycjach programu to 15 
marca 2009 r., a następny termin to 15 
marca 2010 r. Szczegółowych infor
macji o programie udziela Zespół ds. 
Programów Finansowanych z Fundu
szy Strukturalnych; tel. (022) 4240226, 
(022) 4240225, (022) 4240306, (022) 
4240252; e-mail: fundusze@fnp.org.pl.

Polska i Niemcy podpisały umowę 
o powołaniu Fundacji na Rzecz Nauki.
Umowę sygnowały w Warszawie mi
nister nauki i szkolnictwa 
wyższego Barbara Ku- 
drycka i jej odpowiednicz
ka w niemieckim rządzie,
Annette Schavan. Polska 
nie będzie w  miała w fun
dacji ograniczonych praw, 
chociaż jej wkład finanso
wy jest mniejszy. Decyzje 
w  fundacji będą podejmo
wane na zasadzie porozu
mienia. Umowa przewi
duje, że Niemcy wpłacą 
50 min euro na konto fundacji, Polska 
dołoży 5 min euro. Pieniądze wpłacone 
przez oba kraje będą stanowiły kapi
tał, którym fundacja będzie obracała.

Według szacunków, fundacja co roku 
przekaże na badania 2,2 min euro.

Prawie miliard euro Polska będzie 
mogła wykorzystać na kształcenie 
kadr w  instytucjach naukowych oraz 
na poprawę szkolnictwa wyższego  
z programu operacyjnego Kapitał 
Ludzki. W czerwcu w  Warszawie 
zainaugurowano uroczyście część 
Programu, z którego pieniądze będą 
przeznaczone na naukę i szkolnictwo 
wyższe. Z około 1 mld euro przezna
czonego na ten cel na lata 2007-2013 
finansowane będą np. szkolenia dla 
naukowców, którzy chcieliby rozpo
cząć współpracę z przedsiębiorstwa
mi, studia w  dziedzinach ważnych 
dla gospodarki, studia podyplomowe, 
itp. Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa 
Wyższego pragnie przede wszystkim 
działać na rzecz zwiększenia zaintere
sowania młodzieży studiami w  dzie
dzinach ścisłych i technicznych. Jak 
informuje resort, z danych GUS w yni
ka, że w połowie 2007 r. w Polsce było 
około 30 tys. wakatów na stanowiskach 
pracowników technicznych średniego 
szczebla. Wg informacji wiceminister 
nauki, prof. Marii Orłowskiej, brakuje 
przede wszystkim inżynierów me
chaników, inżynierów budownictwa 
i inżynierii środowiska oraz inżynie
rów elektryków, a studia na tych kie
runkach cieszą się o wiele mniejszym 
zainteresowaniem niż studia hum a
nistyczne. Jednym z pomysłów, aby 
uatrakcyjnić kształcenie techniczne, są 
stypendia dla najlepszych studentów. 
Ministerstwo uważa, że uzasadnione 
byłyby stypendia (powyżej 1 tysiąca 
złotych) dla studentów osiągających 
doskonałe wyniki od drugiego se
mestru lub drugiego roku studiów.

Oprócz tego na dofinan
sowanie mogą liczyć 
uczelnie, które przedsta
wią najlepsze pomysły 
na promocję studiów 
ścisłych i technicznych. 
W tym samym czasie za
inaugurowano konkursy 
na projekty związane z 
dokształcaniem kadr w 
instytucjach naukowych, 
tak aby pomóc uczonym 
nawiązywać współpracę 

z biznesem (wg informacji MNiSW).

Więcej osób będzie mogło wziąć 
udział w  programach wymiany stu
dentów, naukowców i nauczycieli

Fotografia 8. G odło Program u Ful
brighta.
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między Polską i USA w  ramach Pro
gramu Fulbrighta (Fot. 8). Przedsta
wiciele wszystkich klubów parlam en
tarnych zapowiedzieli poparcie dla 
rządowego projektu ustaw y o raty
fikacji um ow y między rządam i RP i 
USA na tem at współpracy w ramach 
Polsko-Amerykańskiej Komisji Fulbri
ghta. Ustawa upow ażni prezydenta do 
ratyfikacji nowej umowy, której skut
kiem m a być zwiększenie finansowe
go w kładu Polaków we współpracę w 
ramach Polsko-Amerykańskiej Komi
sji Fulbrighta. Zwiększenie polskiego 
w kładu do budżetu  fundacji pozwoli 
większej liczbie osób wziąć udział w 
program ach wym iany studentów, na
ukowców i nauczycieli pomiędzy Pol
ską i USA. Um owa jest zgodna z pra
wem  UE. Program  Fulbrighta został 
opracowany przez amerykańskiego 
prawnika, profesora akademickiego 
i polityka, senatora Jamesa Willia
ma Fulbrighta (1905-1995). Uzyskał 
podstaw y praw ne w 1946 r. na mocy 
ustaw y zatwierdzonej przez Kongres 
USA i podpisanej przez prezyden
ta H arry 'ego Trumana. Główne cele 
Program u to inicjowanie, wspieranie 
i prow adzenie działalności w zakresie 
studiów, badań naukowych, szkoleń 
i innych przedsięwzięć z dziedziny 
nauki, szkolnictwa wyższego, oświa
ty, kultury i sztuki, realizowanych 
przez lub dla obywateli am erykań
skich poprzez wizyty i wym iany stu 
dentów, stażystów, wykładowców, 
artystów, dziennikarzy, nauczycieli, 
naukowców oraz innych osób ze śro
dowisk nauki, kultury i sztuki. Obec
nie działania związane z Programem 
Fulbrighta realizowane są w  ponad 
150 krajach. Fundusze na Program są 
zatw ierdzane przez Kongres USA. W 
różnych krajach działa 51 Komisji Ful
brighta, które w  imieniu rządu am e
rykańskiego i rządów miejscowych 
sprawują bezpośrednią pieczę nad re
alizacją Programu. W Polsce realizacja 
Program u Fulbrighta trwa od 1959 r. 
Od lat dziewięćdziesiątych pieczę nad 
tym sprawuje Polsko-Amerykańska 
Komisja Fulbrighta (jej wcześniejsza 
nazw a to Biuro Amerykańsko-Pol- 
skiej W ymiany Naukowej).

Uproszczenie procedur dla mło
dych Polaków, chcących kształcić 
się i pracować w  Kanadzie oraz dla 
kanadyjskiej młodzieży przyjeżdża
jącej do Polski przewiduje podpisa
na 14 lipca umowa między Polską a

Kanadą. Kanadyjsko-polska um ow a 
„o w spieraniu mobilności młodych 
obywateli" zakłada, że osoby w wie
ku 18-35 lat będą mogły na rok w y
jechać do kraju partnerskiego i uczyć 
się tam, pracować lub odbywać staże 
lub szkolenia. Nie będzie do tego po
trzebne specjalne pozwolenie na pra 
cę. Um owę podpisały w Warszawie 
minister nauki i szkolnictwa wyższe
go Barbara Kudrycka i kanadyjska m i
nister obywatelstwa i imigracji Dianę 
Finley. Dotychczas Kanada podpisała 
podobne um ow y z 40 krajami. Kana
dyjczycy mogą podejmować w Polsce 
studia medyczne, charakteryzujące 
się wysokim  poziomem kształcenia. 
Um owa ma obowiązywać od nowego 
roku akademickiego (wg MNiSW).

Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa 
W yższego zawarło z Fundacją Al- 
phaGalileo um ow ę dotyczącą rocznej 
subskrypcji, która umożliwi wszyst
kim  instytucjom naukow ym  w Polsce, 
prow adzącym  działalność badawczą, 
bezpłatny dostęp do serwisu interne
towego AlphaGalileo. Serwis ten gro
m adzi informacje o badaniach i osią
gnięciach naukowych pochodzące od 
ponad 1700 instytucji. Serwis oferuje 
szybki i rzetelny przekaz informacji o 
badaniach naukowych, wydarzeniach 
ze świata nauki, nowych publikacjach 
we wszystkich językach europejskich. 
Obejmuje dziedziny nauk technicz
nych oraz medycynę, sztukę, nauki 
humanistyczne i społeczne. Z serwisu 
korzystać mogą zarówno środowiska 
badawcze, jak i przedstawiciele me
diów po uprzednim  zarejestrowaniu 
się. Serwis dostępny jest na stronie 
w w w .a lphaga lileo .o rg . Więcej infor
macji na stronie Ministerstwa Nauki i 
Szkolnictwa Wyższego (wg informa
cji MNiSW).

Pierwszy w Polsce mikrofalowy 
syntezator peptydów trafi wkrótce 
do Katedry Chemii Nieorganicznej 
Akademii Medycznej w  Gdańsku. 
Dotację na ten cel w  wysokości 380 
tys. zł przyznało Ministerstwo Nauki 
i Szkolnictwa Wyższego. Dzięki syn
tezatorowi proces syntezy chemicz
nej peptydów  m ożna przyspieszyć 
dziesięciokrotnie, przy jednoczesnym 
zmniejszeniu zużycia odczynników 
chemicznych.

27 maja 2008 roku w Libr arii Col
legium Maius odbyła się uroczy

stość podpisania deklaracji woli 
współpracy w  zakresie wspierania 
rozwoju sektora IT (Information 
Technology) w  Krakowie oraz w 
województwie małopolskim pomię
dzy W ojewództwem Małopolskim, 
Gminą Kraków, Akademią Górniczo- 
Hutniczą, Politechniką Krakowską, 
Uniwersytetem Jagiellońskim i Cisco 
Systems. Akt ten tworzy formalne 
podstaw y wspólnych działań w ob
szarze rozwoju branży nowoczesnych 
technologii w  regionie. W szczegól
ności współpraca będzie dotyczyła 
wym iany doświadczeń w zakresie 
transferu wiedzy z uczelni do bizne
su, edukacji dla przedsiębiorców oraz 
zintegrowania działań partnerów. To 
wszystko pozwoli wykorzystać duży 
potencjał województwa w zakresie IT, 
wzmocni innowacyjność regionu oraz 
konkurencyjność Małopolski na mię
dzynarodow ych rynkach. Prezydent 
Krakowa, prof. Jacek Majchrowski, 
zaznaczył, że Małopolska jest otwarta 
na współpracę i dobrze wykorzystuje 
pojawiające się możliwości rozwoju 
gospodarczego regionu. Wiceprezy
dent CISCO, Kaan Terzioglu, w  swo
im wystąpieniu określił podstawy 
przyszłej współpracy, które zostaną 
oparte na działaniach doradczych i 
szkoleniowo-edukacyjnych Cisco's 
Internet Business Solutions Group 
(IBSG), a także na „identyfikacji po 
tencjalnych dziedzin współpracy 
technologicznej, wspólnych projek
tach badawczych i badaniach". Ob
szarami działań partnerów będą obok 
rozwoju infrastruktury na rzecz spo
łeczeństwa informacyjnego, szkolenia 
kadr dla nowoczesnej gospodarki, 
promocja przedsiębiorczości, rozwój 
elektronicznych usług publicznych, 
rozwój innowacji i zaawansowanej 
technologii, planowanie strategiczne 
z wykorzystaniem technologii i infor
matyki do wspierania rozwoju spo
łeczno-gospodarczego.

W lipcu b.r. prof. Roman Kali- 
szan, urzędujący rektor AMG, pod 
pisał um owę pomiędzy Urzędem 
M arszałkowskim Województwa Po
morskiego, Akademią Medyczną w 
Gdańsku, Politechniką Gdańską oraz 
Uniwersytetem Gdańskim pow ołu
jącą Bałtyckie Centrum Biotechno
logii i Diagnostyki Innowacyjnej 
(BCBiDI) jako spółkę prowadzącą 
działalność badawczo-rozwojową. 
BCBiDI ubiega się o sfinansowanie
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wyposażenia nowoczesnych labora
toriów badawczych w ramach Pro
gramu Operacyjnego Innowacyjna 
Gospodarka. Planowaną siedzibą 
Centrum  jest Gdański Park Nauko- 
wo-Technologiczny (GPNT), zlokali
zowany w G dańsku przy ulicy Trzy 
Lipy 3, na terenie dawnych zakładów 
graficznych. Działalność Centrum  bę
dzie obejmowała prowadzenie badań 
ukierunkowanych na bezpośrednie 
praktyczne zastosowanie w  zakresie 
diagnostyki molekularnej, analityki 
farmaceutycznej i technologii postaci 
leku (wg informacji zamieszczonej na 
stronie w w w  AMG).

Na początku lipca w ykładem  prof. 
Magdaleny Fikus z Instytutu Bioche
mii i Biofizyki PAN na temat osiągnięć 
współczesnej biotechnologii już po raz 
szósty został zainaugurowany corocz
ny cykl sobotnich „Letnich Spotkań z 
Nauką", organizowanych na Pojezie
rzu Kaszubskim nad Jeziorem W dzy
dze koło Kościerzyny przez Instytut 
Budownictwa Wodnego Polskiej 
Akademii Nauk w  Gdańsku oraz In
stytut Oceanologii Polskiej Akade
mii Nauk w  Sopocie. W tym  roku w 
jego ramach przewidziano 8 popular
nonaukowych wykładów z różnych 
dziedzin, m.in. na temat początków 
turystyki na polskim wybrzeżu m or
skim, historii i dnia dzisiejszego Ko
ścioła, roślin leczniczych i ich stosowa
niu w zwalczaniu chorób, zalecanych 
diet i pozyskiwania biopaliw. „Letnie 
Spotkania z Nauką" odbywają się od 
2003 roku w ramach Bałtyckiego Fe
stiwalu Nauki i stanowią przedłuże
nie popularnonaukowej imprezy w 
województwie pomorskim.

Nagrodę im. Artura 
Rojszczaka w 2008 roku 
zdobyła dr Elżbieta Ma- 
siak (Fot. 9), psycholog z 
Katolickiego Uniwersytetu 
Lubelskiego i absolwentka 
Krakowskiej Szkoły Jazzu i 
Muzyki Rozrywkowej. Dr 
Masiak zajmuje się muzy- 
koterapią, założyła estra
dowy muzyczny zespół 
integracyjny, w którym 
uczestniczą osoby po le
czeniu psychiatrycznym, 
wolontariusz i terapeuci.
Zespół muzykuje, wystę
pując nawet publicznie. Liderka uw a
ża, że dopiero wówczas muzyka staje

Fotografia 10. Gabriel Listowski

się sposobem na rehabilitację, a nie 
jest sposobem na izolację i stygmaty- 
zację chorych. Wyłonienie zwycięzcy 
tegorocznej edycji nagrody im. A rtu 
ra Rojszczaka odbyło się w  Iławie 31 
maja. Nagroda Rojszczaka jest przy
znaw ana m łodym  badaczom, którzy 
cechują się szczegól
nie humanistyczną 
postawą, szerokimi 
horyzontami zain
teresowań i umiejęt
nością wychodzenia 
poza ramy specjali
zacji zawodowej.

Swoje zdolno
ści matematyczne 
i logiczne wery
fikowało w  maju na Politechnice 
Wrocławskiej aż 290 osób. W finale 
VI Mistrzostw Polski w  Grach Ma
tematycznych i Logicznych w  gru
pie studentów zwyciężył Gabriel 
Listowski (Fot. 10) z Za- 
brza, natomiast w  grupie 
osób zawodowo zajmu
jących się matematyką i 
informatyką wygrał Eryk 
Kopczyński (Fot. 11) z 
Warszawy. 25 zwycięz
ców krajowego konkursu 
(po 3 osoby z klas III, IV, V 
i VI szkół podstaw ow ych, 
gimnazjów i liceów, z g ru 
py studentów i uczniów
szkół pomaturalnych _______
oraz spośród osób zawo
dowo zajmujących się matematyką i 
informatyką) reprezentow ało Polskę 
na m iędzynarodow ym  finale w  Pary
żu, w  końcu sierpnia b.r.

Klinika

Fotografia
czyński.

Fotografia 9.
Masiak.

Psychiatrii Dorosłych  
Uniwersytetu M edycz
nego w  Poznaniu , Za
kład Neuropsycholo-  
gii Klinicznej UMK  
Collegium  M edicum  
w  Bydgoszczy, Sekcja 
P s y c h o f a r m a k o l o g i i  
Polskiego Towarzystwa  
Psychiatrycznego oraz 
W ydawnictwo Terme- 
dia, w ydaw ca pism a 
N europsychia tria  i Neu- 
ropsychologia, zap ra 
szają zain teresow anych 
tem atyką integracji tych 
nauk  w ram ach  tzw. 

Neuroscience do uczestn ictw a w 
konferencji naukowej pt. Postępy

Doktor Elżbieta

Neuropsychiatrii i Neuropsycho- 
logii, zaplanow anej na 27-28 lis to 
p ada  w  Poznaniu. Tem atyka konfe 
rencji dotyczyć będzie najnow szych 
dokonań  z zakresu neuropsychiatrii 
i neuropsychologii, w  tym  etiopato- 
genezy, d iagnostyki i leczenia cho

rób ośrodkow ego 
uk ładu  nerw ow ego, 
a w ykładow cam i 
będą w ybitn i p rz e d 
stawiciele psychia 
trii, neurologii, 
neuropsychologii i 
neurobiologii, za 
rów no krajowi, jak i 
zagraniczni. W sesji 

--------------------  „Genetyka m oleku 
larna" w ykładow ca 

mi będą prof. John Mann (Colum bia 
University, N ew  York) z prezentacją 
„The im pact of genes and  childhood 
adversity  on brain biology, function 
---------  and  adu lthood  d ep res 

sion", prof. Joanna H au
ser (Poznań) z w ykładem  
„Badania genom u w za b u 
rzeniach psychicznych", dr 
hab. med. Filip Rybakow- 
ski (Poznań) z prezentacją 
„Genetyczne i osobow o
ściowe podłoże jadłow strę- 
tu psychicznego". W Se
sji „N eurobiologia" prof. 
Anna Grabowska (W ar
szawa) przedstaw i w ykład 
„W spółczesne poglądy na 

tem at lateralizacji m ózgowej", prof. 
Leszek Kaczmarek (W arszawa) 
„N eurobiologiczne m echanizm y 
plastyczności neuronalnej", a prof. 
Jerzy Vetulani z Krakowa "N eu ro 
biologia m oralności". Pracam i o r
ganizacyjnym i kieruje prof. Janusz 
Rybakowski.

Sympozjum „Wyzwania w sp ó ł
czesnej b iologii komórki roślinnej" 
zap lanow ane na 20-21 września
2009 roku w Łodzi, o rganizow ane 
jest dla uhonorow ania  prof. dr hab. 
Marii J. Olszewskiej, w ieloletniego 
Profesora U niw ersytetu  Łódzkie
go, K ierownika K atedry Cytologii i 
Cytochemii Roślin, członka rzeczy
w istego Polskiej Akadem ii Nauk, 
w ybitnego nauczyciela akadem ic
kiego, naukow ca i anim atora  nauki 
w  Polsce. W program ie konferencji 
zostaną p rzedstaw ione przez zap ro 
szonych naukow ców , profesorów  
Jolantę M ałuszyńską, Zofię Szw ey

11. Eryk Kop-
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kowską-Kulińską, Andrzeja Legoc- 
kiego, Andrzeja Jerzm anow skiego 
i Przem ysław a W ojtaszka, najw aż
niejsze zagadnienia współczesnej 
biologii kom órki roślinnej: od cyto- 
genetyki, przez biologię i genetykę 
m olekularną, genom ikę i b iotechno
logię, po biologię system ów  i syn 
tetyczne organizm y. O rganizatorzy 
planują  organizację sesji plakatowej, 
podczas której m ożliwość p rzedsta 
w ienia w yników  swoich badań  do 
tyczących szeroko rozum ianej bio
logii kom órki roślinnej będą mieli 
m łodzi adepci nauki. O rganizatorzy  
nie wykluczają udzia łu  w konferen
cji gości ze Stanów Zjednoczonych: 
profesorów  Andrzeja W. V orbrodta 
i Zenona Stęplewskiego, w ybitnych 
polskich naukow ców  pracujących 
na stałe w USA. O rganizatoram i 
Sym pozjum  są Insty tu t Fizjologii, 
Cytologii i Cytogenetyki UŁ, Łódz
ki O ddział PAN i Komitet Biologii 
Komórki PAN. Adres kontaktowy: 
prof, d r hab. Andrzej K. Konono- 
wicz, ul. Banacha 121/16, 90-237 
Łódź, tel.: (42) 635 44 25 fax: (42) 635 
44 23, e-mail: akononow@biol.uni. 
lodz.pl.

22 czerwca 2008 r. w  w ieku 77 lat 
zmarł w  Warszawie w ybitny neuro- 
fizjolog, pierwszy przewodniczący  
Komitetu Badań Naukowych, prof. 
W itold Karczewski. Prof. W itold 
Karczewski urodził się 30 sierpnia 
1930 r. we Lwowie. Był absolw entem  
warszaw skiej Akadem ii M edycz
nej. Tytuł profesora nadzw yczajne
go otrzym ał w  1971 r., a po ośmiu 
latach — profesora zwyczajnego. 
Prof. Karczewski w  1989 r. został 
członkiem  Komitetu N auki i Postę
pu  Technicznego przy  Radzie M ini
strów , a w  roku 1990 został w ybrany 
na przew odniczącego Komisji Badań 
Podstaw ow ych Komitetu. W latach 
1991-1995 był przew odniczącym  
pow stałego w jego miejsce Kom ite
tu Badań N aukow ych — członkiem 
Rady M inistrów. Pełnił tę funkcję w 
składzie 4 kolejnych rządów : p re 
m ierów  Jana Krzysztofa Bieleckiego, 
Jana Olszewskiego, H anny Suchoc
kiej i W aldem ara Pawlaka. Pełnił 
w iele innych funkcji, m.in. był p rze 
w odniczącym  Rady Polskiej Funda 
cji U pow szechniania N auki, człon
kiem  Komitetu Etyki w  N auce PAN, 
przez  wiele lat pracow ał w  C entrum  
M edycyny Doświadczalnej i K linicz

nej PAN, gdzie k ierow ał Zakładem  
Neurofizjologii. Prof. Karczewski 
w spółtw orzył w  1980 r. T ow arzy
stw o Popierania i Krzewienia Nauk; 
po reak tyw ow aniu  Tow arzystw a, 
zaw ieszonego w  stanie w ojennym , 
w ybrany  został na jego prezesa. W 
okresie 1982-1989 d z ia 
łał w  Tajnym Społecz
nym  Komitecie N auki, 
k tóry  m.in. w  1985 r. 
opracow ał rapo rt „Pol
ska w 5 lat po Sierpniu"; 
był jego w spółautorem .
Prof. W itold K arczew 
ski p rzez Fundację na 
rzecz N auki Polskiej 
(FNP) został w yróżn io 
ny H onorow ym  O d 
znaczeniem . Spraw ując 
przez dw ie kadencje 
funkcję przew odniczą 
cego KBN w zasadniczy 
sposób przyczynił się 
do przekształcenia FNP 
w n iezależną apolityczną instytucję, 
popierając działania zm ierzające do 
z likw idow ania  jej form alnych zw iąz 
ków  z KBN, istniejących w czasach 
jej pow staw ania . O tw orzyło to m oż
liwości rozw oju sam odzielnej orga
nizacji, koncentrującej się na działa 
niach odm iennych  od tych, które na 
leżą do kom petencji państw a. Dzięki 
dalekow zroczności oraz politycznej 
determ inacji prof. Karczewskiego 
Fundacja zaw dzięcza to, że zdołała 
przetrw ać pierw sze burzliw e lata 
swojego istnienia (wg PAP,
N auka w Polsce i FNP).

Rektor Uniwersytetu  
W arszawskiego prof. Ka
tarzyna Chałasińska-Ma- 
cukow (Fot. 12) została  
wybrana na now ego prze
w odniczącego Konferencji 
Rektorów Akademickich  
Szkół Polskich (KRASP). 
W i c e p r z e w o d n i c z ą c y m i  
zostali prof. A dam  Hamol, 
rektor Politechniki P oznań 
skiej i prof. Janusz Żmija, 
rektor U niw ersy tetu  Rolniczego w 
Krakowie. N ow y zarząd  KRASP 
będzie pełnił swoje obowiązki do 
2012 r. W kadencji 2005-2008 zarzą 
dow i KRASP przew odniczył prof. 
Tadeusz Luty, rektor Politechniki 
W rocławskiej; w iceprzew odniczą
cymi byli prof. Tom asz Borecki, rek 
tor Szkoły Głównej G ospodarstw a

W iejskiego w W arszawie i prof. Ka
rol Musioł, rektor U niw ersytetu Ja
giellońskiego. Ustępujący z funkcji 
prof. Luty, podsum ow ując kaden 
cję 2005-2008 pow iedział, że w  jego 
opinii zostaw ia KRASP w dobrej 
kondycji. W yraził też nadzieję, że 

organizacja nadal będzie 
„lekarstw em  na sam ot
ność rektora, który de 
cyzje zaw sze podejmuje 
w  sam otności". Prof. 
Katarzyna Chałasińska- 
M acukow po w yborach 
stw ierdziła, że zam ierza 
kontynuow ać tę linię 
działania.

KRASP jest dobrow ol
nym  zrzeszeniem  rekto 
rów  w yższych uczelni 
posiadających u p raw 
nienia do nadaw ania 
stopnia naukow ego dok 
tora. Organizacja została 

u tw orzona 7 czerwca 1997 r. przez 
rektorów  73 uczelni. Obecnie orga
nizacja zrzesza 146 polskich uczelni. 
107 z nich ma status członka KRASP; 
4 szkoły w yższe mają status uczelni 
stowarzyszonej; 35 szkół jest zbioro
wo reprezentow anych  w KRASP za 
pośrednictw em  wchodzącej w  jego 
skład Konferencji Rektorów Publicz
nych Szkół Zaw odow ych. Statu to 
w ym  celem KRASP jest insp irow a
nie i koordynow anie w spółdziałania 
uczelni członkowskich, a także re 
prezentow anie  w spólnych interesów 

uczelni akadem ickich 
na zew nątrz. KRASP 
jest rów nież ciałem 
opiniodaw czym  w o
bec rządu  w spraw ach 
dotyczących nauki i 
szkolnictwa wyższego. 
W kadencji 2005-2008 
organizacja opiniow ała 
106 aktów  legislacyj
nych. (wg PAP, N auka 
w  Polsce).

W maju dwie uczel
nie uhonorow ały  prof. Ryszarda 
Tadeusiewicza (Fot. 13) z A kade
mii Górniczo-Hutniczej tytułem  
doktora honoris causa. Akadem ia 
Pedagogiczna w Krakowie uczyniła 
to 9 maja, a Politechnika Lubelska 13 
maja b.r. Prof. Tadeusiewicz jest ab 
solw entem  stud iów  inżynierskich, 
ekonom icznych i m edycznych. Zaj

Fotografia 12. Profesor K atarzyna 
C hałasińska-M acukow, p rzew od
nicząca KRASP.
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Fotografia 13. Profesor Ry
szard  Tadeusiewicz.
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muje się biocybernetyką, au tom aty 
ką i inform atyką. Prof. Tadeusiew icz 
jest tw órcą szkoły naukow ej w  dzie 
dzinie biocybernetyki, autom atyki i 
robotyki, a p rzede  w szystkim  infor
matyki. Pełnił funkcję rektora AGH 
i przew odniczącego KRPUT. Jest 
członkiem  korespondentem  Polskiej 
A kadem ii Umiejętności i Polskiej 
Akadem ii N auk oraz członkiem  za 
granicznym  Rosyjskiej Akadem ii 
N auk Przyrodniczych i członkiem  
ty tu larnym  Europejskiej Akadem ii 
Nauki, Sztuki i L iteratury. W cze
śniej doktoraty  honorow e nadały  
m u M iędzynarodow y U niw ersytet 
ANSTED (z siedzibą 
w Wielkiej Brytanii),
Politechniki Często
chow ska i W rocław 
ska oraz U niw er
sytet Techniczny w 
Iw a n o -F ra n k o w s k u  
(Ukraina). Ponadto,
N arodow y Insty tut 
Górniczy U krainy (z 
siedzibą w Dniepro- 
pietrow sku) nadał 
prof. Tadeusiew iczo
wi godność honoro 
wego profesora.

Poznański U ni
wersytet M edyczny  
wręczył 23 czerwca 
b.r. dyplom  doktora honoris causa 
profesorowi Jerzemu W. Kawiako- 
w i z Warszawy (Fot. 14). Laureat 
jest zasłużonym  dla polskiej nauki 
uczonym  w zakresie cytofizjologii. 
W spiera rów nież rozwój biologii ko
m órki i biologii molekularnej. Tytuł 
został p rzyznany  w uznan iu  n ie 
przeciętnego w kładu prof. Kawiaka 
w  rozwój nauki w  w ym iarze m ię
d z y n a r o d o w y m ,  
animację środo 
wiska m orfolo
gów i biologów 
k o m ó r k o w y c h .
Laureat jest zało 
życielem fu n d a 
cji wspierającej 
rozwój polskiej 
biologii kom órki 
i biologii m oleku
larnej. Przez w ie 
le lat redagow ał 
s p e c j a l i s t y c z n e  
czasopism a na 
ukowe. Poznańscy naukow cy zw ró 
cili uw agę na dorobek naukow y

prof. Kawiaka obejmujący 113 prac 
oryginalnych, 23 artykuły  przeglą 
dow e i 41 redakcji prac zbiorow ych 
oraz w spó łau to rstw a podręczników , 
skryptów  i monografii. W 2006 roku  
godność doktora honoris causa 
nadała Profesorowi Pomorska Aka
demia M edyczna w  Szczecinie.

Prof. Jerzy H ołow iecki (Fot. 15),
w ybitny hem atolog i transp lan to- 
łog szpiku kostnego oraz specjalista 
chorób w ew nętrznych, otrzymał ty
tuł doktora honoris causa W arszaw
skiego Uniwersytetu M edycznego  
(WUM). W ygłaszając laudację prof.

W iesław Jędrzejczak 
z WUM stw ierdził, 
że najw ażniejszą naj- 
p r a w d o p o d o b n i e j  
decyzją jaką podjął 
prof. Hołow iecki po 
ukończeniu  s tud iów  
m edycznych w 1961 
roku, była decyzja 
o tym, że poświęci 
swój ta lent hem a
tologii. Prof. H oło 
wiecki zorganizow ał 
Klinikę H em ato lo 
gii i Transplantacji 
Szpiku Śląskiego 
U niw ersy tetu  M e
dycznego. Jego p ra 
ce pozw oliły  w p ro 

w adzić oryginalne i skuteczne m e
tody leczenia ostrych białaczek. Jako 
pierw szy w Polsce przeprow adził 
przeszczep szpiku od daw cy niespo- 
krew nionego, co stw orzyło  now ą 
szansę dla chorych na now otw ory  
krwi. Zorganizow ał też Polską G ru 
pę Białaczkową, która zajmuje się 
w drażaniem  najnowocześniejszych 
m etod leczenia białaczek. Dzięki 

niej skuteczność 
leczenia tych no 
w otw orów  w Pol
sce w zrosła  ponad  
dw ukrotn ie . W 
w ykładzie  w ygło 
szonym  z okazji 
nadan ia  w yróż 
nienia prof. H oło 
wiecki podkreślił, 
że wielki postęp  w 
zakresie now ych 
leków nie zaha 
m ow ał rozw oju 
p r z e s z c z e p ó w  

szpiku. Prof. d r hab. Jerzy H oło 
wiecki urodził się 8 maja 1937 r. w

W arszawie. D yplom  lekarza zdobył 
w  1962 r. na W ydziale Lekarskim  
Śląskiej A kadem ii M edycznej. Spe
cjalizację z hem atologii uzyskał w 
1977 r. W 1993 r. został profesorem  
zw yczajnym . U tw orzył i p row adził 
od 1996 r. Polską Szkołę H em ato lo 
gii, zorganizow ał też najw iększy w 
kraju ośrodek transplantacji szpiku. 
Zasiada w w ielu radach  naukow ych. 
Jest au torem  ponad  450 publikacji 
naukow ych, w tym  oryginalnych 
program ów  leczenia białaczek oraz 
now ych m etod transplantacji szp i
ku. Prof. Hołowiecki interesuje się 
fotografią, filmem am atorskim , te- 
nisem  oraz m ajsterkow aniem , (wg

Fotografia 16. O kładka podręcznika, którego redak 
torem  naukow ym  jest profesor Jerzy Bal.

PAP, N auka w Polsce)

PW N w ydał drugą, popraw ioną, 
edycję książki pod  redakcją p ro 
fesora Jerzego Bała „Biologia mo
lekularna w medycynie" (Fot. 16). 
Podręcznik został uzupełn iony  o 
takie zagadnienia, jak genetyczna 
różnorodność populacji, choroby 
kom pleksow e, leczenie w ybranych 
chorób dziedzicznych. W książce 
znajduje się wiele przyk ładów  p rak 
tycznych zastosow ań biologii m ole
kularnej w m edycynie, w  szczegól
ności w  diagnostyce m olekularnej 
i p rzygotow aniu  testów  genetycz
nych. U w zględniono rów nież najno
wocześniejsze osiągnięcia z zakresu 
cytogenetyki molekularnej.

D ział pod redakcją

Fotografia 14. Profesor Jerzy Kawiak.

Biologia 
molekularna

w medycynie
Elementy

j genetyki klinicznej
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Fotografia 15. Profesor Jerzy Hołowiecki.
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W S P O M N I E N I E

Prof. dr hab. n. med. Agnieszka Lachowicz-Ochędalska 
10 listopada 1961 r. -  27 maja 2008 r.

Po raz pierwszy spotkałem Agniesz
kę Lachowicz-Ochędalską w połowie lat 
dziewięćdziesiątych na Jej stażu podok- 
torskim w USA. Była szczęśliwa, mogąc 
rozwijać swoje zainteresowania nauko
we w tak idealnych warunkach, jakie 
stwarzają laboratoria Narodowych In
stytutów Zdrowia (NIH) w Bethesdzie. 
Wierzyła, że będzie mogła się wiele na
uczyć, co przyda się Jej po powrocie do 
Polski. Był to ważny element Jej myśle
nia o karierze naukowej, w którym Pol
ska była dla Niej miejscem docelowym, a 
kształcenie za granicą jedynie epizodem. 
Staż w USA trwał 3 lata, w czasie których 
i my, i nasze rodziny często się spotyka
liśmy. Agnieszka dzieliła się z nami swo
imi radościami z sukcesów i frustracjami 
w pracy zawodowej, dzieliła też z nami 
swoją radość z życia rodzinnego. Pro
blemy pracy uczonego zmagającego się 
z trudnymi projektami badawczymi i 
warunkami pracy pokonywała z uśmie
chem, przede wszystkim dzięki wspar
ciu swojego męża, dr Tomasza Ochędal- 
skiego, i satysfakcji z rozwoju ukochanej 
córki. Taką Ją zapamiętałem: żywiołową, 
bezkompromisową, rzetelną, oddaną 
pracy i rodzinie, a jednocześnie człowie
ka, na którym można było polegać.

Od powrotu z USA spotykaliśmy się 
rzadko — Łódź i Warszawa to jeszcze 
ciągle odległe od siebie miasta, a praca 
naukowa nie daje wiele wolnego czasu na 
towarzyskie wizyty. Przy każdym takim 
spotkaniu, najczęściej na krajowych kon
ferencjach, obiecywaliśmy sobie, że znaj
dziemy czas na odwiedzenie się, poroz
mawianie o bieżącej pracy naukowej, o 
dzieciach i na wspominanie szczęśliwych

dni w NIH. Nigdy nam się to nie udało. 
Kilka lat temu Agnieszka zadzwoniła do 
mnie prosząc o radę w związku z Jej pra
cą, którą wykonywała dla Polskiego To
warzystwa Biochemicznego. Jak zwykle 
była pełna entuzjazmu i determinacji, by 
jak najlepiej pracę wykonać i dotrzymać 
terminu. Między kolejnymi pytaniami i 
informacjami co robi rzuciła, "aha i jesz
cze jedno, mam nowotwór, ale wierzę, 
że kuracja będzie skuteczna". Niestety, 
mimo wykorzystania wszystkich możli
wości, nawet najnowocześniejsze kuracje 
nie uratowały Agnieszki. Odeszła od nas 
27 maja 2008 roku.

Agnieszka Lacnowicz-Ochędalska 
urodziła się 10 listopada 1961 roku w Ło
dzi, gdzie w 1980 roku rozpoczęła studia 
na Wydziale Lekarskim ówczesnej Aka
demii Medycznej. Dyplom lekarza me
dycyny uzyskała w 1986 roku, a następ
nie pracowała jako asystent w Instytucie 
Endokrynologii, początkowo w Klinice 
Endokrynologii, a następnie w Zakładzie 
Endokrynologii. Równocześnie rozpoczę
ła specjalizację w zakresie położnictwa 
i ginekologii, idąc tym samym w ślady 
swego ojca. To prawdopodobnie praca 
naukowo-dydaktyczna Jej matki w Za
kładzie Biochemii Instytutu Fizjologii i 
Biochemii Akademii Medycznej w Łodzi 
wpłynęła decydująco na Jej późniejsze 
zainteresowania pracą naukową z po
granicza biochemii i endokrynologii. W 
1990 roku uzyskała tytuł doktora nauk 
medycznych. Poszerzała swoje umiejęt
ności naukowe i zawodowe uczestnicząc 
w licznych kursach i szkoleniach w Pol
sce i za granicą. W 1995 roku uzyskała 
3-letnie stypendium Fogarty Fellowship 
umożliwiające Jej pracę w Laboratorium 
dr Kevina Catta (Endocrinology and Re
productive Research Branch, NICHD, 
NIH, Bethesda, MD, USA). Przedmio
tem Jej badań były wewnątrzkomórkowe 
mechanizmy przekaźnictwa charaktery
styczne dla receptorów endotelinowych 
i angiotensynowych w przednim płacie 
przysadki szczura.

Po powrocie do Kraju skupiła się głów
nie na badaniach nad udziałem angioten- 
syny, jej fragmentów i ich inhibitorów 
w przekaźnictwie sygnałów wewnątrz
komórkowych. Ostatnio, badała wpływ

tych hormonów i niektórych hormonów 
steroidowych na wybrane linie komórek 
nowotworowych. Jej badania nad angio- 
tensynami i ich receptorami zaliczono do 
prekursorowych, czego dowodem były 
publikacje w prestiżowych czasopismach 
międzynarodowych. W 2003 roku za cykl 
tych prac uzyskała stopień doktora ha
bilitowanego medycyny. Za działalność 
naukową otrzymała liczne nagrody i wy
różnienia: Nagrodę Zbiorową Ministra 
Zdrowia (prace stanowiące podstawę 
przewodu doktorskiego — 1992 r.); Tra
vel Award of American Society of Endo
crinology, San Francisco (1996 r.) i Na
grodę Zbiorową Ministra Zdrowia (część 
prac stanowiących podstawę przewodu 
habilitacyjnego — 2002 r.).

W 2005 roku, po uzyskaniu stano
wiska profesora nadzwyczajnego Uni
wersytetu Medycznego w Łodzi, została 
kierownikiem Zakładu Endokrynologii 
Porównawczej Katedry Endokrynologii 
Ogólnej. Prof. dr hab. n. med. Agnieszka 
Lachowicz-Ochędalska była sekretarzem 
Komisji Endokrynologii i Metabolizmu 
Komitetu Nauk Fizjologicznych Polskiej 
Akademii Nauk, a w latach 2004-2008 
Prodziekanem ds. Kształcenia Wydziału 
Nauk Biomedycznych i Kształcenia Po
dyplomowego Uniwersytetu Medycz
nego w Łodzi. Była członkiem Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego i Polskie
go Towarzystwa Neuroendokrynologii; 
pracowała w Zarządzie Oddziału Łódz
kiego Polskiego Towarzystwa Endo
krynologicznego. Posiadała niezwykłą 
łatwość logicznego formułowania myśli 
i umiejętność wyrażania ich poprawną i 
piękną polszczyzną. Interesowała się nie 
tylko bieżącą literaturą fachową, ale znaj
dowała czas na śledzenie nowości literac
kich. Mimo ciężkiej choroby cechowała ją 
radość życia i głęboka życzliwość wobec 
swoich współpracowników, studentów i 
pacjentów. Była pełna nowych pomysłów 
i planów pracy naukowej do ostatnich 
swoich dni. Mimo krótkiego życia opu
blikowała 36 prac oryginalnych i 4 prace 
przeglądowe. Utraciliśmy wspaniałą Ko
leżankę i Człowieka.
Prof. Jacek Kuźnicki
M iędzynarodow y Insty tu t Biologii M olekularnej i 
Komórkowej w W arszawie
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Słowa kluczowe: SUMO, ciała jądrow e PML, 
napraw a DNA, sumoilacja białek, p53, Ubc9

Wykaz skrótów: BLM (ang. Bloom's protein) — 
helikaza DNA z rodziny RecQ; CPT — kamp- 
totecyna; DAXX — białko biorące udział w 
indukcji apoptozy; HR (ang. homologous recom
bination) — rekombinacja homologiczna; HRR 
(ang. homologous recombination repair) — napra 
w a DNA przez rekombinację homologiczną; 
MDM2 (ang. murine double minute 2 homologue)
— białko onkogenne, regulator aktywności 
p53; PARP (ang. poly(ADP-ribose) polymerase)
— polim eraza poli(ADP-rybozy); pRb (ang. 
retinoblastoma protein) — białko supresorow e, 
zidentyfikow ane w siatkówczaku; RAD51
— białko biorące udział w  rekombinacji hom o
logicznej; SUMO (ang. small ubiquitin-like modi
fier) — białko SUMO, podobne do ubikwityny; 
TOPO I ( ang. topoisomerase I) — topoizom eraza 
I; p53 (ang. tumor protein 53) — białko supreso
row e transformacji nowotworow ej o masie 53 
kDa; Ubc9 (ang. ubiquitin-conjugating enzyme 
9) — enzym  (E2) koniugujący w  cyklu SUMO; 
WRN (ang. Werner's protein) — helikaza DNA 
z rodziny RecQ

STRESZCZENIE

Modyfikacja SUM O (sum oilacja) jest po translacyjnym  przekształcaniem  białek , odgry
wającym  rolę w  ksz ta łtow an iu  organizacji chrom atyny, m etabolizm ie DN A, regulacji 

transkrypcji i u trzym an iu  stab ilności genom ow ej. M echanizm y tych efektów  nie są jeszcze 
w  pełn i poznane, a w pływ  sum oilacji na stabilność genom ow ą w ydaje się szczególnie w aż
ny, gdyż jej zaburzen ie  m oże prow adzić do pow ażnych stanów  patologicznych, w  tym  now o
tw orów  złośliw ych. Z asadnicze znaczenie w  u trzym an iu  stabilności genom ow ej m ają b iałka 
cyklu  kom órkow ego i b ia łka  nap raw y  DNA, a sum oilacja m oże zm ieniać ich lokalizację i 
funkcje. O ile stru k tu ra  n iek tórych  ob iektów  subjądrow ych, takich  jak  jąderka, jest sto sun 
kow o dobrze poznana, to o innych, w  tym  o ciałach jądrow ych PML, w iem y jeszcze niew iele, 
ale w yn ik i w ykonanych ostatn io  b ad ań  sugerują, że to sum oilacja m oże odgrywać kluczow ą 
rolę w  ich arch itek turze  i funkcjonow an iu . W pływ  m odyfikacji SUM O na stabilność geno
m ow ą i struk tu rę  chrom atyny m oże mieć zasadnicze znaczenie dla żyw otności kom órki, ko 
nieczne jest zatem  poznan ie  m echanizm ów  tych m odyfikacji.

WPROWADZENIE

Modyfikacja SUMO (sumoilacja, ang. smali ubiquitin-like modification) jest pro 
cesem potranslancyjnego przekształcania białek, odgrywającym rolę w  oddzia
ływaniu pom iędzy białkami i organizacji struktury chromatyny. Jest to proces 
podobny do ubikwitylacji, czyli modyfikacji białek, polegającej na kowalencyj
nym  związaniu z nimi małego białka zwanego ubikwityną. Pomimo że ubikwi- 
tylacja najczęściej prow adzi do proteasomalnej degradacji białek, sumoilacja 
modyfikuje białka, które następnie biorą udział w  szeregu różnorakich, w aż
nych dla komórki procesów, takich jak transport jądrowy, metabolizm DNA, 
regulacja transkrypcji i stabilność genomowa [1-3]. System modyfikacji SUMO 
jest ewolucyjnie zachowany u wszystkich eukariontów i w  ogólności obejmuje 
enzym aktywujący El, enzym  koniugujący E2 i/a lbo  ligazę E3 dla koniugacji 
oraz proteazy SUMO dla desumoilacji. W przeciwieństwie do systemu ubikwi
tylacji, obejmującym wiele enzym ów koniugujących, w  modyfikacji SUMO rolę 
enzym u E2 odgryw a zasadniczo jedno białko, Ubc9. Niewiele jeszcze wiadom o 
o regulacji systemu SUMO, jednakże ze względu na jego udział w  zmianie funk
cji szeregu białek istotnych dla podstaw ow ych czynności komórki, poznanie 
m echanizmów tej regulacji może mieć duże znaczenie dla oceny jej stanu oraz 
jego modyfikacji, w  szczególności przywrócenia prawidłowego fenotypu. Rola 
modyfikacji SUMO w utrzym aniu stabilności genomowej wydaje się szczególnie 
ważna, gdyż jej zaburzenia sprzyjają indukcji i promocji stanów patologicznych, 
w tym now otw orów  złośliwych. Zasadnicze znaczenie dla utrzymania stabilno
ści genomowej mają białka cyklu komórkowego oraz białka napraw y DNA, nie
raz wypełniające obie te funkcje, i poznanie m echanizmów ich sumoilacji może 
wnieść wiele do naszej w iedzy o podstaw ow ych procesach biochemicznych.

CYKL SUMO

Potranslacyjna modyfikacja SUMO polega na przyłączeniu zbudowanego z 
97 reszt aminokwasowych białka SUMO do grupy e-aminowej lizyny białka do
celowego. Proces ten przebiega w kilku etapach [1-3] (Ryc. 1).

Na początku prekursor białka SUMO, zbudowany z 101 reszt aminokwasowych, 
ulega dojrzewaniu, polegającemu na usunięciu jego C-końca przez specyficzne hy- 
drolazy, w  wyniku czego odsłonięciu ulegają dwie reszty glicyny, tworzące wią
zanie kowalecyjne z grupą e-aminową lizyny białka docelowego. Następnie białko 
SUMO jest aktywowane przez enzym El, będący u drożdży heterodimerem białek 
Aosl i Uba2 (SAE1/SAE2 lub Sual/hU ba2 u człowieka). Aktywacja ta jest proce
sem zależnym od ATP i polega na utworzeniu wiązania tioestrowego pomiędzy 
SUMO a podjednostką Uba2 enzymu El. Następnie SUMO ulega przemieszczeniu 
do zachowanej ewolucyjnie reszty cysteiny w  pozycji 93 enzymu koniugującego E2 
(Ubc9). Enzym ten katalizuje utworzenie wiązania izopeptydowego między grupą
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Rycina 1. Reakcja przyłączania białka SUMO do białka docelowego. „Dojrzewanie" białka SUMO polega na usunię 
ciu C-końca przez specyficzne hydrolazy  (Ulp). N astępnie białko SUMO jest ak tyw ow ane przez enzym  El, będący 
u  drożdży heterodim erem  białek A osl i Uba2. Aktywacja ta  jest procesem  zależnym  od ATP i polega na u tw orzeniu  
w iązania tioestrowego pom iędzy białkiem SUMO a podjednostką Uba2 enzym u E l. N astępnie białko SUMO ulega 
przem ieszczeniu do enzym u koniugującego E2, zw anego Ubc9. Enzym  ten katalizuje u tw orzenie w iązania izopep- 
tydow ego m iędzy grupą karboksylow ą na C-końcu białka SUMO i g rupą s-am inow ą lizyny w białku docelowym

[1-3].

karboksylową na C-końcu SUMO i grupą e-aminową lizyny 
w białku docelowym. W większości przypadków sumoilacji 
ulega lizyna występująca w sekwencji: ^PIOCE, gdzie lłJ ozna
cza aminokwas hydrofobowy a X -  dowolny aminokwas [4]. 
Efektywność reakcji przeprowadzanej przez Ubc9 wzrasta w 
obecności białek zwanych ligazami SUMO, bądź enzymami 
E3. Wyróżnia się trzy typy ligaz SUMO. Pierwszy typ obejmu
je u ssaków co najmniej 5 białek należących do rodziny białek 
PIAS -  PIAS1, PIAS3, PIASxa, PIASx(3 i PIASy. W drożdżach 
zidentyfikowano dwa enzymy E3: Sizl i Siz2, wykazujące po
dobieństwo sekwencyjne do białek PIAS ssaków. Drugi typ 
ligaz SUMO to białka podobne do RanBP2, które jest częścią 
jądrowego kompleksu porowego. Trzeci typ tych enzymów 
stanowią białka Pc2 należące do rodziny białek Polycomb.

Odwrócenie procesu modyfikacji SUMO, desumoilację, 
przeprowadzają specyficzne proteazy cysteinowe SUSP lub 
SENP [1-3], W genomie ssaków zidentyfikowano siedem 
potencjalnych białek SUSP. Białka te, o wielkości od około 
200 do 1200 aminokwasów, zawierają zachowaną ewolucyj
nie C-końcową domenę katalityczną o sekwencji HDC. Pięć 
spośród nich: SENP1, SENP2, SENP3 (SMTSIP1), SENP6 
(SUSP1) i SUSP4, funkconuje jako proteazy SUMO.

Cykl SUMO może być regulowany na dw a sposoby [5]. 
Pierwszy obejmuje oddziaływanie innych modyfikacji po- 
translacyjnych białka docelowego. Na przykład, fosforyla
cja może być zarówno pozytywnym, jak i negatywnym  sy
gnałem dla sumoilacji. Fosforylacja seryny w pozycji 20 p53 
w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, znacząco redukuje 
sumoilację tego białka [6]. Z drugiej strony, fosforylacja se
ryny w pozycji 303 czynnika szoku termicznego HSF1, jest 
niezbędna dla jego sumoilacji w  pozycji 298 [7], Inne m ody
fikacje potranslacyjne, takie jak ubikwitylacja czy acetylacja 
tych samych reszt lizyny co modyfikacja SUMO, są proce
sami dla niej konkurencyjnymi [5]. Drugi sposób regulacji 
cyklu SUMO może odbywać się poprzez zmianę aktyw no
ści enzym ów biorących w nim udział. W ten sposób białka 
w irusowe hamują sumoilację białek, takich jak PML, SplOO 
i pRB [5]. Na przykład, białko G am l adenow irusa CELO 
może degradować enzym El cyklu SUMO, redukując su
moilację wielu białek komórek gospodarza [8,9]. Ponieważ 
sumoilacja na ogół hamuje ekspresję genów, takie działanie

G am l zwiększa aktywność trans- 
krypcyjną komórek gospodarza, a 
tym samym przyczynia się do pro
pagacji wirusa CELO.

Enzymy przeprowadzające cykl 
SUMO mogą być także regulowa
ne przez czynniki stresu termicz
nego, osmotycznego i oksydacyj
nego [5]. Choć stres komórkowy 
w ogólności pobudza sumoilację 
białek, to jednak stres oksydacyj
ny może działać dw ukierunkowo 
albowiem nadtlenek w odoru sty
mulował sumoilację jedynie w w y
sokich stężeniach, podczas gdy w 
stężeniach niższych hamował ten 
proces, inaktywując enzymy El i 
E2 [10]. Inaktywacja ta była odw ra
calna i była spowodowana powsta
waniem mostków disiarczkowych 

między cySteinami centrów aktywnych tych enzymów. Z 
kolei izopeptydazy przeprowadzające desumoilację nie są 
inaktywowane przez nadtlenek wodoru. Tak więc enzymy 
cyklu SUMO można zaliczyć do nielicznej grupy efektorów 
H 20 2, a reaktywne formy tlenu do czynników regulujących 
reakcje sumoilacji i desumoilacji.

BIAŁKA SUMO

Białka SUMO występują w  postaci czterech paralogów: 
SUMO-1, -2, -3 i -4. SUMO-1 (SMT3C) człowieka jest iden
tyczne sekwencyjnie w  46% z białkami SUMO-2 (SMT3CA) 
i SUMO-3 (SMT3B). Białka SUMO-2 i SUMO-3 w ykazu
ją 96% homologii, stąd często określa się je jedną nazwą 
SUMO-2/3. W 2004 roku został zidentyfikowany czwarty 
paralog białka SUMO, SUMO-4, występujący głównie w 
nerkach [11], Wcześniej uznawano, że paralog ten kodow a
ny jest przez pseudogen [12], Wykazuje ono 86% homolo- 
gię sekwencji z białkiem SUMO-2. W komórkach ssaków 
SUMO-1 występuje przede wszystkim w formie związanej 
z innymi białkami, których liczbę ocenia się na ponad 100, 
natomiast białko SUM O-2/3 występuje głównie w  postaci 
niezwiązanej. Znanych jest zaledwie kilka białek, które ule
gają sumoilacji za pośrednictwem  SUMO-2/3 [13]. W prze
ciwieństwie do SUMO-1, SUM O-2/3 przyłącza się do białek 
docelowych w  postaci polimeru.

UDZIAŁ MODYFIKACJI SUMO W 
REGULACJI AKTYWNOŚCI p53

Gen supresorowy p53 koduje czynnik transkrypcyjny, re
gulujący ekspresję wielu genów w odpowiedzi na różne sy
gnały, które zaburzają homeostazę komórkową. Locus tego 
genu znajduje się w  krótszym ramieniu chromosomu 17 
(17pl3). Produktem  jego ekspresji jest białko p53 — fosfo- 
proteina o masie cząsteczkowej 53 kDa. Utrata prawidłowej 
funkcji tego białka jest wynikiem mutacji lub też wynika z 
połączenia z białkiem MDM2. p53 reguluje wzrost, różni
cowanie, starzenie komórkowe, apoptozę i integralność ge
nomu, poprzez udział w  regulacji replikacji DNA, naprawy 
uszkodzeń DNA i cyklu komórkowego [14], Pod wpływem
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stresu genotoksycznego p53 ulega różnorodnym  m ody
fikacjom, takim jak fosforylacja, acetylacja czy sumoilacja, 
które prowadzą do zwiększenia jego poziomu i aktywno
ści. Charakter i zakres tych modyfikacji zależy od rodzaju 
uszkodzenia DNA, jak również od tkanki, w  której do niego 
dochodzi. Poziom p53 w jądrze kom órkowym  ulega pod 
wyższeniu pod w pływ em  stresu, czego konsekwencją jest 
zatrzymanie cyklu komórkowego i rozpoczęcie napraw y 
DNA. W przypadku gdy uszkodzenia okazują się zbyt po
ważne i systemy naprawcze komórki nie są w  stanie ich usu 
nąć, uruchomiony zostaje proces apoptozy. p53 jest czynni
kiem transkrypcyjnym dla co najmniej 30 różnych genów, 
których produkty hamują cykl komórkowy, biorą udział w 
procesach napraw y DNA i apoptozie. Oczywiste jest zatem, 
że produkt genu tak istotny dla prawidłowego funkcjono
wania komórki musi podlegać precyzyjnej kontroli.

Naturalnym regulatorem funkcji białka p53 jest biał
ko MDM2 [15]. W prawidłowej komórce p53 jest obecne w 
niewielkich ilościach, głównie dlatego, że ulega szybkiemu 
rozpadowi przez ubikwitynacyjny system degradacji białek. 
Jednym z najważniejszych składników ubikwitylacji p53, jest 
białko MDM2, które ma aktywność ligazy ubikwityny. W 
odpowiedzi na uszkodzenia DNA następuje aktywacja p53, 
która związana jest z fosforylacją seryny w pozycji 15. Fosfo
rylacja seryny 20 i 37 powoduje uwolnienie p53 z kompleksu 
p53-MDM2, utworzenie jego funkcjonalnej formy i aktywację 
transkrypcji genów naprawy DNA lub apoptozy.

Niedawno opisano nowy mechanizm regulacji p53 opar
ty na sumoilacji i desumoilacji MDM2 (Ryc. 2) [16,17]. Su
moilacja białka MDM2 ogranicza jego autoubikwitylację, a 
tym samym wpływ a na utrzym anie niskiego poziomu p53. 
W warunkach stresu wywołanego promieniowaniem UV 
następuje desumoilacja MDM2, a w konsekwencji — jego 
wzmożona autoubikwitylacja i degradacja w  proteasomie 
26S. Skutkiem tego jest stabilizacja p53 i pobudzenie pro
cesów komórkowych zależnych od tego białka. Zidentyfi
kowano nowy enzym powodujący desumoilację MDM2 -  
proteazę SUSP4, indukow aną promieniowaniem UV. Inne

czynniki uszkadzające DNA, w tym inhibitory TOPO I, 
nie indukują tego enzymu. Sugeruje to, że różne proteazy 
SUMO, w  zależności od rodzaju stresu genotoksycznego, 
mogą wpływać na poziom p53.

Wszystkie białka należące do rodziny p53 (p53, p63 i 
p73) ulegają modyfikacji SUMO przez przyłączenie białka 
SUMO-1 [18]. Pierwsze doniesienia o tej modyfikacji po
chodzą z badań, w  których wykazano, że białko Ubc9 (E2) 
człowieka łączy się z p53 w  komórkach drożdży [19]. Sto
sując test dwuhybrydow y, stwierdzono następnie oddzia
ływanie między p53 a SUMO-1 [20]. Pokazano także, że 
oddziaływanie to stymuluje aktywność transkrypcyjną p53 
[21]. SUMO-1 przyłącza się do p53 w  domenie C-końcowej 
w pozycji K386, odpowiedzialnej za wiązanie z DNA [22], 
Stwierdzono również, że m utanty p53 K386R, u których 
stwierdzono defekt przyłączania SUMO-1, mają zaburzo
ną aktywność apoptotyczną. Trzy białka zaliczane do ligaz 
SUMO (E3) -  PIAS1, PIASxp i PIASy oddziałują z białkiem 
p53 [23-25]. Ponadto stwierdzono, że PI ASI i PIASx(3 ham o
wały aktywność transkrypcyjną p53, a PIAS1 aktywowało 
transkrypcję zależną od p53, a także stum ulowało zależne 
od tego białka zatrzymanie cyklu komórkowego w  fazie G l, 
niezależnie od funkcji tych ligaz w procesie sumoilacji [24, 
25]. Trzecie białko z rodziny PI AS — PIASy hamuje aktyw 
ność transkrypcyjną p53, lecz nie wpływa na jego zdolność 
do indukow ania apoptozy [26]. Lizyna w  pozycji 386 p53 
jest miejscem przyłączania nie tylko białka SUMO-1, lecz 
także SUM O-2/3 [13]. Polisumoilację p53 przez SUM O-2/3 
obserwowano w odpowiedzi na stres oksydacyjny. W ko
m órkach z nadekspresją SUMO-2/3 obserwowano ponadto 
wzrost aktywności transkrypcyjnej p53, który prow adził do 
przedwczesnego starzenia komórek. Fenotyp przedw cze
snego starzenia w  komórkach z nadekspresją SUMO-2/3 
zw iązany jest nie tylko ze szlakiem p21 /  p53, ale także ze 
szlakiem p l6 /p R B  [13].

ROLA MODYFIKACJI SUMO W 
POWSTAWANIU CIAŁ JĄDROWYCH PML

Białko PML (ang. Promyelocytic Leukemia) 
to składnik wielobiałkowego kompleksu 
zwanego ciałem jądrowym PML (PML- 
NBs, ang. Promyelocytic Leukemia-nuelear 
bodies). PML-NBs zwane są również ciałka
mi Kremera lub domenami jądrowymi 10 
(ND10). Gen PML o długości około 53 kpz 
znajduje się w  chromosomie 15 i zawiera 
9 eksonów. Gen ten może uczestniczyć w 
translokacji chromosomalnej t(15;17), której 
efektem jest fuzja PML z  genem receptora 
a  kwasu retinowego RARa z chromosomu 
17. Ekspresja genu fuzyjnego PML-RARa 
prowadzi do ostrej białaczki promielocyto- 
wej (APL, ang. Acute Promyelocitic Leukemia)
[27], Z tego względu ciała PML-NBs zwane 
są także domenami onkogennymi PML- 
PODs.

Poza PML, które jest niezbędne do two
rzenia ciał jądrowych PML-NBs, w  ich 
skład wchodzi kilkadziesiąt różnych bia-

Warunki prawidłowe

proteasom 26S

Rycina 2. Regulacja stabilności p53 poprzez sumoilację MDM2. W w arunkach p raw idłow ych sumoilacja 
białka MDM2 ogranicza jego autoubikwitylację, a tym  sam ym  w pływ a na u trzym anie niskiego poziom u 
p53. W w arunkach stresu w yw ołanego prom ieniow aniem  UV następuje desumoilacja MDM2 przy udziale 
proteazy SUSP4, a w konsekwencji - jego w zm ożona autoubikwitylacja i degradacja w  proteasom ie 26S. 
Skutkiem  tego jest stabilizaqa p53 i pobudzenie procesów  kom órkow ych zależnych od tego białka [16,17].
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NAPRAWA DNA

REGULACJA EKSPRESJI 
GENÓW

Sp100.HO , 140, HP1, 

DAXX, CBP, p73, p53, 

Hipk2, NCoR, Rfp, 

NCoA2, Ubc9, SAE2, 

SU M 01, HSF2, SIRT2

Mre11, Nbs1, RAD50, 

T o p B P I, p53, ATR, 

Chk2, ATM, RAD51, 

RAD52, RPA, BRCA1, 

WRN

i
SUPRESJA NOWOTWOROWA

pRb,p53, Hausp

ODPOWIEDŹ

ANTYWIRUSOWA

APOPTOZA

MDM2, Par-4, 

THAP1, p53, INP1, 

Zipk, DAXX, Bax, 

p27Kip1, Hipk2, 

Tradd

PROTEOLIZA

lnt-6, ICPO, podjednostka 

11S proteasomu

Isg20, MX1, Sp100, NDP52 

Rycina 3. Procesy kom órkowe, w  których biorą udział białka ciał jądrow ych PML [29].

łek, wśród nich: DAXX, SplOO, ISG20, CBP, MDM2, BLM, 
p53 i pRB [28,29]. Niektóre z nich, np. p53, pRB czy DAXX, 
bezpośrednio oddziałują z PML. Ciała jądrowe PML speł
niają w  komórce różnorodne funkcje: biorą udział w  regu
lacji ekspresji genów, apoptozie, naprawie DNA, starzeniu 
komórkowym, supresji nowotworów, proteolizie i odpo
wiedzi przeciwwirusowej (Ryc. 3) [29].

Warunkiem koniecznym do właściwego tworzenia ciał ją
drowych PML jest modyfikacja białka PML przez SUMO-1 
[30]. PML tworzy kowalencyjne wiązanie z SUMO-1 poprzez 
lizyny w pozycjach: 65,160 i 490 [31]. Mutanty, u których nie

zachodzi proces sumoilacji PML nie są zdolne 
do prawidłowego tworzenia tych struktur ją
drowych. Ponieważ białko PML odgrywa klu
czową rolę w tworzeniu i stabilności PML-NBs, 
to w konsekwencji wpływa także na właści
wości wielu białek tego kompleksu. Sumoila- 
cja PML może hamować apoptozę, ponieważ 
przeciwdziała odłączaniu się proapoptotycz- 
nego białka DAXX od kompleksu PLM-NBs, a 
specyficzna dla SUMO proteaza SENP1 może 
działać przeciwnie [32]. Wyniki wcześniej
szych badań przeprowadzonych na mutantach 
UBC9 komórek raka piersi MCF-7 również su
gerowały udział modyfikacji SUMO w induk
cji apoptozy [33], Jak pokazuje rycina 4, białko 
Ubc9 oddziałuje z białkiem DAXX, które bie
rze udział w  szlaku przemian prowadzących 
do apoptozy niezależnej od kaspaz. Szlak ten 
ulega aktywacji wskutek wzbudzenia recepto
ra Fas, a następnie przebiega z udziałem kinaz 
proapoptotycznych Askl i c-Jun, których ak
tywacja jest wynikiem oddziaływania białka 
DAXX z domeną śmierci receptora Fas w  cy- 
toplazmie. Komórki ze zmutowanym genem 

UBC9 akumulują większe ilości cytoplazmatycznego białka 
DAXX niż komórki prawidłowe. Ponieważ białko DAXX 
uczestniczy w apoptozie, sugeruje to, że oddziaływanie Ubc9 
z DAXX i zmiana lokalizacji wewnątrzkomórkowej tego białka 
może podwyższać podatność na apoptozę.

MODYFIKACJA SUMO BIAŁEK NAPRAWY DNA

Ciała jądrowe PML gromadzą wiele białek biorących 
udział w naprawie DNA [29]. W odpowiedzi komórki na 
działanie substancji genotoksycznych białka naprawcze 

przemieszczają się do miejsca uszkodzenia DNA, 
gdzie „wykonują swoje zadanie", a następnie „wę
drują" do innego uszkodzonego miejsca w DNA. 
Wyniki wielu doświadczeń sugerują, że cykliczna 
sumoilacja i desumoilacja białek naprawy DNA, 
jest procesem umożliwiającym zmianę ich lokali
zacji w  jądrze komórkowym [29,34,35], Zmiana ta 
jest konieczna dla efektywnej naprawy DNA.

Jednym z białek napraw y DNA ulegającym 
modyfikacji SUMO jest helikaza BLM, należąca 
do rodziny helikaz RecQ. Jest to enzym, który 
bierze udział w HR i HRR. Mutacja w genie BLM 
znajdującym się w  15q26.1, jest przyczyną ze
społu Blooma (BS), rzadkiej choroby genetycznej 
dziedziczonej w sposób autosomalny recesywny, 
charakteryzującej się zwiększoną częstością w y
miany siostrzanych chromatyd.

błona
cytoplazm atyczna cytoplazm a otoczka jądrow a

Rycina 4. Schemat przedstaw iający rolę Ubc9 w  odpow iedzi kom órki na uszkodzenia DNA. Opis 
w  tekście. DD (ang. death domain) — dom ena śmierci; A sk l (ang. apoptosis signal-regulating kinase 
1) — k inaza 1 regulująca apoptozę; JNK (ang. c-Jun NH2-terminal kinase) — kinaza czynnika c- 
Jun; POD (ang. promyelocytic leukemia oncogenic domain) — dom eny onkogenne białka PML (ciała 
jądrow e PML); RAD51/52 — białka biorące udział w  HR; Ubc9-DN (ang. dominant-negative Ubc9) 
— zm utow ane białko Ubc9 [33].

BLM gromadzi się w  ciałach jądrowych PML, 
osiągając nawyższy poziom w  późnej fazie S cyklu 
komórkowego [36]. W strukturach tych białko to 
występuje w formie niezmodyfikowanej (Ryc. 5) 
[34]. BLM opuszcza ciała PML wtedy, gdy w  DNA 
pojawiają się takie struktury przestrzenne, jak 
struktury Holidaya czy pętle D, które mogą dopro
wadzić do HR podczas replikacji DNA. Delokali-
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Rycina 5. Schemat przedstaw iający udział m odyfikaqi SUMO w  zm ianach loka
lizacji helikazy BLM. O pis w  tekście [34],

zaqa BLM występuje także wtedy, gdy na komórkę działają 
czynniki uszkadzające DNA lub powodujące zatrzymanie wi
dełek replikacyjnych indukujące w N-końcowym fragmencie 
białka zmiany strukturalne, uniemożliwiające jego sumoilację. 
Wówczas BLM „rekrutuje" do miejsca uszkodzenia DNA inne 
białka i uczestniczy w naprawie DNA, samo ulega modyfikaq'i 
SUMO i wnika do ciał PML, gdzie szybko ulega desumoilacji. 
BLM w formie niezmodyfikowanej może wziąć udział w  ko
lejnej rundzie naprawy DNA. Sumoilacja helikazy BLM może 
obejmować lizyny w pozycjach: 317, 331, 334 i 347 [34], M u
tanty BLM, K317R i K331R, które nie mogą ulegać modyfikacji 
SUMO, nie mogą być także efektywnie gromadzone w  ciałach 
PML. Lokalizacja BLM w strukturach PML jest konieczna dla 
współdziałania tego białka z innymi białkami biorącymi udział 
w  naprawie DNA, w tym z RAD51, RPA czy p53 [29].

Inne białko z rodziny helikaz RecQ — WRN może być 
także substratem dla białka SUMO [35]. Autosomalana 
recesywna mutacja w  genie W RN  jest przyczyną rzadkiej 
choroby dziedzicznej, zwanej zespołem Wernera, czasem 
określanej jako progeria dorosłych. Stres genotoksyczny in
dukuje proces sumoilacji helikazy WRN, umożliwiając tym 
samym jej migrację z jąderka i oddziaływanie z białkami 
RAD51 i RAD52 w procesie HR, napraw ie DNA, u trzym a
niu długości telomerów czy odtworzeniu struktury zatrzy 
manych widełek replikacyjnych [37],

Białko RAD51 jest najważniejszym białkiem w procesie 
HR u ssaków. Wiąże się z jednoniciowym DNA powstającym 
na końcach podwójnego pęknięcia, łącząc się z wolną grupą 
3'OH i rozpoznaje homologiczną sekwencję, po czym prom u
je inwazję na ten fragment z wytworzeniem pętli D. W w y
mianie nici, oprócz RAD51, biorą udział białka: RPA, RAD52, 
paralogi RAD51: RAD51B, RAD51C, XRCC2 i XRCC3, a tak
że białka: RAD54, RAD54B, BRCA1 i BRCA2 [38],

Proces sumoilacji odgrywa ważną rolę w  naprawie pęk
nięć DNA przez HR, jak również w samej rekombinacji mejo-
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tycznej. RAD51 i RAD52 — kluczowe białka eukariotycznego 
szlaku napraw y DNA przez HR, biorące udział w  początko
w ym  etapie tego procesu, bezpośrednio oddziałują z Ubc9 i 
SUMO-1 [39,40]. Ponadto, SUMO-1 może niekowalencyjnie 
łączyć się z RAD51, zmniejszając w ten sposób oporność 
komórek nowotworowych poprzez hamowanie naprawy 
pęknięć dwuniciowych DNA na drodze HR [41]. Obniżenie 
poziomu Ubc9 powoduje przerwanie migracji RAD51 do ją
dra komórkowego, a tym samym zahamowanie jego groma
dzenia w skupiskach naprawczych, które powstają wskutek 
działania czynnika uszkadzającego DNA [37,42].

Białkiem naprawczym, którego funkcja jest regulowana 
przez przyłączenie białka SUMO, jest także glikozylaza ty- 
m idynow a DNA (TDG) [43]. Enzym ten odgrywa ważną 
rolę w  napraw ie DNA przez wycinanie zasad azotowych, 
która urucham iana jest w  odpowiedzi komórki na wiele 
uszkodzeń DNA. TDG usuw a tyminę i uracyl z błędnie spa
row anych par zasad G-T i G-U. Przyłączenie białka SUMO 
powoduje zmiany konformacyjne w glikozylazie, które 
wpływają na jej aktywność, a modyfikacja SUMO obniża 
powinowactwo TDG do DNA, umożliwiając jej oddysocjo- 
wanie i przyłączenie kolejnego enzymu w szlaku napraw y 
DNA przez wycinanie zasad [43].

ROLA MODYFIKACJI SUMO W REPLIKACJI DNA

PCNA (ang. Proliferating Celi Nuclear Antygen), białko o 
masie cząsteczkowej 36 kDa, ma kluczowe znaczenie dla 
replikacji DNA, gdyż podwyższa procesywność polimeraz 
DNA 5 i £. Bierze również udział w  rekrutacji innych białek 
kontroli cyklu komórkowego oraz napraw y DNA [44,45].

Uszkodzenia DNA mogą powodować blokowanie poli
meraz DNA ó i £, które mogą kopiować wyłącznie nieusz
kodzoną matrycę DNA. Jeżeli w matrycy występuje uszko
dzenie do PCNA przyłącza się ubikwityna, co jest sygnałem 
do przyłączenia się polimeraz klasy Y [46]. Polimerazy te (r|, 
i ,  k )  mają zdolność kopiowania DNA na uszkodzonej m a
trycy, stąd zwane są także polimerazami syntetyzującymi 
DNA poprzez uszkodzenie (TLS, ang. translesion synthesis). 
U drożdży poliubikwitylacja PCNA jest warunkiem napra
wy bezbłędnej DNA (ang. error-free DNA repair) w odpo
wiedzi na zatrzymanie widełek replikacyjnych. Natomiast 
monoubikwitylacja PCNA skutkuje zapoczątkowaniem na
praw y wprowadzającej błędy (ang. error-prone DNA repair) 
poprzez udział polimeraz TLS. Lizyna w pozycji 164, będą
ca miejscem przyłączenia ubikwityny, jest także miejscem 
sumoilacji. W cząsteczce PCNA występuje też drugie miej
sce akceptorowe dla tej modyfikacji, a mianowicie lizyna w 
pozycji 127. Akceptor ten jest jednak sumoilowany w mniej
szym stopniu i nie ulega on ubikwitylacji. Wyniki analizy 
m utantów  PCNA pod względem wrażliwości na czynniki 
uszkadzające DNA sugerują, że podwójny m utant (K164R/ 
K127R) jest mniej wrażliwy na te czynniki niż mutant poje
dynczy (K164R). Wyniki te sugerują, że sumoilacja PCNA 
hamuje HR podczas replikacji dzięki bezpośredniemu od 
działywaniu między PCNA a antyrekombinacyjną helikazą 
Srs2 (Ryc. 6) [47]. Gdy dochodzi do zatrzymania widełek 
replikacyjnych wskutek uszkodzenia DNA, helikaza Srs2 
przyłącza się do PCNA zmodyfikowanego przez SUMO, 
co zapobiega tworzeniu niezbędnych dla rekombinacji fila-
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1. typ dziki

tolerancja
uszkodzenia

rekombinacja homologiczna

W  ubikwityna

^  zatrzymane widełki replikacyjne

wysoka wrażliwość komórki na uszkodzenia DNA 
powodujące zatrzymanie widełek replikacyjnych

Rycina 6. Schem at przedstaw iający udział modyfikacji SUM O w ham ow aniu  HR. 1. W kom ór
kach praw idłow ych, gdy dochodzi do zatrzym ania w idełek replikacyjnych w skutek  uszkodze
nia DNA, helikaza Srs2 przyłącza się do PCNA zm odyfikow anego przez SUMO, co zapobiega 
tw orzeniu  n iezbędnych dla rekombinacji filam entów białka Rad51. Prow adzi to do wolnej od  
b łędów  nap raw y  DNA. 2. W zm utow anych kom órkach d rożdży  — m utan ty  radl8, w  k tórych 
nie następuje poliubikwitylacja PCNA, obserwuje się w ysoką w rażliw ość na  czynniki blokujące 
w idełki replikacyjne. 3. W m utantach  radl8 sizl, w  których dodatkow o nie następuje sumoilacja 
PCNA, dochodzi do HR [47],

m entów  białka RAD51. Ostatecznie takie działanie helikazy 
Srs2 umożliwia komórce wolną od błędów napraw ę DNA. 
W zm utow anych komórkach drożdży — m utanty radl8, w 
których nie następuje poliubikwitylacja PCNA, obserwuje 
się wysoką wrażliwość na czynniki blokujące widełki repli
kacyjne. W m utantach radl8 sizl, w których dodatkowo nie 
następuje sumoilacja PCNA dochodzi do HR [47]. Ponieważ 
w odróżnieniu od ubikwitylacji, sumoilacja PCNA zachodzi 
także w nieuszkodzonych komórkach w fazie S, modyfika
cja ta może brać udział w  replikacji DNA i przeciwdziałać 
HR podczas tego procesu [47,48].

MODYFIKACJA SUMO A NOWOTWORY

Modyfikacja SUMO i jej udział w  indukcji apoptozy może 
być jednym z ważnych mechanizmów leżących u podstaw 
wielu chorób, a tym samym odpowiedzi na stosowane w  nich 
terapie. Dotyczy to także chorób nowotworowych. We wspo
mnianych już badaniach nad mutantami Ubc9 komórek raka
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piersi MCF-7 stwierdzono, że komórki te są bar
dziej wrażliwe na inhibitor TOPO I — topotekan 
(Hycamtin) [33]. Związek ten jest pochodną natu
ralnego alkaloidu stosowanego w leczeniu nowo
tworów — kamptotecyny (CPT). Wewnątrzkomór
kowym miejscem działania CPT i jej pochodnych 
jest kompleks rozszczepialny, jaki tworzy TOPO 
I z DNA. Kompleks, który powstaje po działaniu 
CPT — TOPO I:DNA:CPT jest trwały i uniemożli
wia przeprowadzenie przez enzym religacji DNA. 
Stanowi on także przeszkodę przestrzenną dla poli- 
merazy DNA, z którą kolizja prowadzi do rozpadu 
widełek replikacyjnych i pęknięć DNA. Komórki 
nowotworowe są selektywnie uśmiercane przez 
CPT i jej pochodne. Jest to możliwe, ponieważ w 
komórkach tych brakuje proteazy specyficznej 
względem TOPO I, która stymuluje aktywność en
zymu w komórkach prawidłowych [49], Rola euka
riotycznej TOPO I nie ogranicza się wyłącznie do 
usuwania naprężeń powstających w DNA podczas 
replikacji i transkrypcji. Jest ona ponadto kinazą od
powiedzialną za fosforylację białek uczestniczących 
w obróbce mRNA, specyficzną endorybonukleazą, 
rekombinazą, a także czynnikiem zdolnym do ha
mowania i stymulowania transkrypcji [50].

W odpowiedzi na CPT, TOPO I jest szybko i in
tensywnie modyfikowana przez białko SUMO-1 
[51]. Ponadto, modyfikacja ta wzmaga tworzenie 
się kompleksu rozszczepialnego i indukcję apopto
zy przez CPT. Wyniki badań przeprowadzonych na 
mutantach K117 i K153 (miejsca sumoilacji TOPO 
I) sugerują mniej efektywne tworzenie kompleksu 
rozszczepialnego w porównaniu z komórkami typu 
dzikiego. Nie ma to jednak wpływu na aktywność 
katalityczną TOPO I. Ponadto wykazano, że enzym 
ten jest modyfikowany przez SUMO-1 niezależnie 
od CPT, przez inaktywującą mutaqę w miejscu 
Y723 [52]. Przypuszcza się, że sumoilacja TOPO I 
może być mechanizmem stymulującym naprawę 
DNA. Sugestia ta oparta jest na wynikach badań, 
w których stwierdzono nadwrażliwość drożdży ze 
zmutowanym genem UBC9 na CPT [51]. W odpo
wiedzi na działanie CPT, TOPO I jest najpierw su- 

moilowana, a następnie uwalniana z jąderka i gromadzi się w 
strukturach przypominających ciała jądrowe, które mogą być 
skupiskami naprawczymi DNA [53]. Z drugiej strony możliwe 
jest także i to, że po delokalizacji TOPO I jest degradowana, 
ze względu na obserwowane obniżenie poziomu zarówno 
zmodyfikowanej, jak i niezmodyfikowanej TOPO I po działa
niu CPT [53]. W takiej sytuacji nowe cząsteczki enzymu mogą 
być przyłączane do DNA. Jednakże degradacja TOPO I zwią
zanej w  kompleksie rozszczepialnym może powodować usu
nięcie przeszkody dla białek naprawczych DNA, a więc jest 
prawdopodobne, że zarówno sumoilacja jak i ubikwitylacja 
prowadząca do degradacji TOPO I, są niezbędne, by komórka 
naprawiła uszkodzenia DNA wywoływane przez inhibitory 
tego enzymu.

Wyniki badań, w  których stwierdzono nadwrażliwość m u
tantów UBC9 na topotekan oraz inne leki przeciwno wotwo- 
rowe, w  tym VM-26 (inhibitor topoizomerazy II) i cisplatynę
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[53], sugerują, że białko to może być dobrym celem dla tera
pii przeciwnowotworowej. Ubc9 jest kluczowym białkiem w 
cyklu SUMO, gdyż jest to jedyny enzym koniugujący, a więc 
sumoilacja może być zahamowana przez jego eliminację. Po
nadto, jest to białko, które bezpośrednio oddziałuje z ważny
mi białkami naprawy DNA, w  tym RAD51 [40], Pomimo że 
samo nie jest czynnikiem transkrypcyjnym, białko Ubc9 regu
luje ekspresję wielu genów zarówno zależnie jak i niezależnie 
od cyklu SUMO [54-57], Z drugiej strony, wiele onkogenów i 
supresorów procesu nowotworzenia, w  tym MDM2, c-Myb, 
pRb, KAI1 czy p53 ulega modyfikacji SUMO [58], Sumoilowa- 
ne są także receptory — androgenowy [59] i estrogenowy [55], 
które biorą udział w  rozwoju raków prostaty i piersi.

O roli procesu sumoilacji w  rozwoju i progresji now o
tworów mogą świadczyć wyniki doświadczeń, w  których 
stwierdzono zmianę ekspresji genów kodujących enzy
my cyklu SUMO w nowotworach człowiek. Nadekspresję 
UBC9 stwierdzono w raku jajnika, prostaty i gruczolakora- 
ku płuc. Z kolei SENP1, specyficzna dla SUMO proteaza, 
ma co najmniej dw ukrotnie wyższy poziom w gruczolaku 
tarczycy i raku prostaty. Inny enzym cyklu SUMO, ligaza 
PIAS3, charakteryzuje się podw yższoną ekspresją w raku 
piersi, prostaty, płuc, m ózgu i jelita grubego [60],

PODSUMOWANIE

Pierwszym, opisanym w 1996 r. białkiem zmodyfikowa
nym przez SUMO było niewielkie białko RanGAP, biorące 
udział w  transporcie jądrowym [61]. Od tego czasu zidenty
fikowano ponad 100 białek będących substratami sumoilacji. 
Wiele z nich to białka odgrywające ważne role w utrzymaniu 
integralności genomu poprzez udział w procesach naprawy 
DNA, rekombinacji i kontroli cyklu komórkowego. Modyfi
kacje SUMO mogą zmieniać właściwości białek, wpływając 
na ich lokalizację, konformację, stabilność i aktywność enzy
matyczną. Jednakże w wielu przypadkach mechanizm tego 
procesu i jego skutki biologiczne są słabo poznane, a ich ba
danie jest trudne metodologicznie. Zaburzenia w  cyklicznych 
procesach sumoilacji i desumoilacji białek kontrolujących 
integralność i stabilność DNA mogą zakłócać homeostazę 
komórkową i prowadzić do groźnych chorób, w  tym nowo
tworów złośliwych, dlatego badanie znaczenia modyfikacji 
SUMO dla aktywności białek odgrywających ważną rolę w 
transformacji nowotworowej może dostarczyć wielu cennych 
informacji dotyczących procesu nowotworzenia i otworzyć 
nowe możliwości poszukiwań terapeutycznych. Enzymy cy
klu SUMO są zatem kandydatami jako potencjalne wyznacz
niki (markery) molekularne nowotworów oraz cele terapii.

PIŚMIENNICTWO
1. Gili G (2004) SUMO and ubiquitin in the nucléus: différent functions, 

similar mechanisms? Genes & Dev 18: 2046-2059

2. Hilgarth RS, M urphy LA, Skaggs HS, Wilkerson DC, Xing H, Sar- 
ge KD (2004) Régulation and function of SUMO modification. J Biol 
Chem 279: 53899-53902

3. Hay RT (2005) SUMO: A history of modification. Mol Celi 18:1-12

4. Rodriguez MS, Dargemont C, Hay RT (2001) SUMO-1 conjugation in 
vivo requires both a consensus modification motif and nuclear target- 
ing. J Biol Chem 276:12654-12659

5. Bossis G, Melchior F (2006) SUMO: regulating the regulator. Cell Div 
1: 1-8

6. Lin JY, Ohshima T, Shimotohno K (2004) Association of Ubc9, an E2 
ligase for SUMO conjugation, w ith p53 is regulated by phosphoryla
tion of p53. FEBS Lett 573:15-18

7. Hietakangas V, Ahlskog JK, Jakobsson AM, Hellesuo M, Sahlberg NM, 
Holm berg CI, Mikhailov A, Palvimo JJ, Pirkkala L, Sistonen L (2003) 
Phosphorylation of serine 303 is a prerequisite for the stress-inducible 
SUMO modification of heat shock factor I. Mol Cell Biol 23: 2953-2968

8. Boggio R, Colombo R, Hay RT, Draetta GF, Chiocca S (2004) A mecha
nism for inhibiting the SUMO pathway. Mol Cell 16: 549-561

9. Boggio R, Passafaro A, Chiocca S (2007) Targeting SUMO El to ubiqui
tin ligases: a viral strategy to counteract sumoylation. J Biol Chem 282: 
15376-15382

10. Bossis G, Melchior F (2006) Regulation of SUMOylation by reversible 
oxidation of SUMO conjugating enzymes. Mol Cell 21: 349-357

11. Bohren KM, N adkam i V, Song JH, Gabbay KH, Owerbach D (2004) A 
M55V polymorphism  in a novel SUMO  gene (SUMO-4) differentially 
activates heat shock transcription factors and is associated w ith sus
ceptibility to type I diabetes mellitus. J Biol Chem 279: 27233-27238

12. Su H, Li S (2002) Molecular features of hum an ubiquitin-like SUMO 
genes and their encoded proteins. Gene 296: 65-73

13. Li T, Santockyte R, Shen R-F, Tekle E, W ang G, Yang DCH, Chock PB 
(2006) Expression of SUM O-2/3 induced senescence through p53- and 
pRB-mediated pathways. J Biol Chem 281: 36221-36227

14. Ljungman M (2000) Dial 9-1-1 for p53: mechanisms of p53 activation 
by cellular stress. Neoplasia 2: 208-225

15. Szemraj J, Rozpończyk E, Bartkowiak J, Greger J, Oszajca K (2005) Zna
czenie białka MDM2 w  cyklu komórkowym. Postępy Biochem 51:44-51

16. Lee MH, Lee SW, Lee EJ, Choi SJ, Chung SS (2006) SUMO-specific pro- 
tease SUSP4 positively regulates p53 by promoting Mdm2 self-ubiqui- 
tination. Nat Cell Biol 8:1424-1431

17. Kim KI, Baek SH (2006) SUMOylation code in cancer development 
and metastasis. Mol Cells 22: 247-253

18. W atson IR, Irwin MS (2006) Ubiquitin and ubiquitin-like modifica
tions of the p53 family. Neoplasia 8: 655-666

19. Shen Z, Pardington-Purtym un PE, Comeaux JC, Moyzis RK, Chen DJ 
(1996) Associations of UBE21 with RAD52, UBL1, p53, and RAD51 pro
teins in a yeast two-hybrid system. Genomics 36: 271-279

20. Gostissa M, Hengstermann A, Fogal V, Sandy P, Schwarz SE, Schef- 
fner M, Del Sal G (1999) Activation of p53 by conjugation to the ubiq
uitin-like protein SUMO-1. EMBO J 18: 6462-6471

21. Rodriguez MS, Desterro JM, Lain S, Midgley CA, Lane DP, Hay RT
(1999) SUMO-1 modification activates the transcriptional response of 
p53. EMBO J 18: 6455-6461

22. Müller S, Berger M, Lehembre F, Seeler J-S, H aupt Y, Dejean A (2000) 
c-Jun and p53 activity is m odulated by SUMO-1 modification. J Biol 
Chem 275:13321-13329

23. Kahyo T, Nishida T, Yasuda H (2001) Involvement of PIAS1 in the su
moylation of tum or suppressor p53. Mol Cell 8: 713-718

24. Schmidt D, Müller S (2002) Members of the PIAS family act as SUMO 
ligases for c-Jun and p53 and repress p53 activity. Proc Natl Acad Sci 
USA 99: 2872-2877

25. Megidish T, Xu JH, Xu CW (2002) Activation of p53 by protein inhibi
tor of activated Statl (PIAS1). J Biol Chem 277: 8255-8259

26. Nelson V, Davis GE, Maxwell SA (2001) A putative protein inhibitor of 
activated STAT (PIASy) interacts w ith p53 and inhibits p53-mediated 
transactivation but not apoptosis. Apoptosis 6: 221-234

27. Altabef M, Garcia M, Lavau C, Bae SC, Dejean A, Samarut J (1996) A 
retrovirus carrying the promyelocyte-retinoic acid receptor PML-RAR 
alpha fusion gene transforms haematopoietic progenitors in vitro and 
induces acute leukaemias. EMBO J 15: 2707-2716

28. H odges M, Tissot C, Howe K, Grim wade D, Freemont PS (1998) Struc
ture, organization, and dynamics of promyelocytic leukemia protein 
nuclear bodies. Am J Hum  Genet 63: 297-304

29. Dellaire G, Bazett-Jones DP (2004) PML nuclear bodies: dynamic sen
sors of DNA damage and cellular stress. Bioessays 26: 963-977

240 www.postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


30. Zhong S, Millier S, Ronchetti S, Freemont PS, Dejean A, Pandolfi PP 
(2000) Role of SUM O-l-m odified PML in nuclear body formation. Blo
od 95: 2748-2753

31. Kamitani T, Kito K, Nguyen HP, W ada H, Fukuda-Kamitani T, Yeh ET 
(1998) Identification of three major sentrinization sites in PML. J Biol 
Chem 273: 675-682

32. Meinecke I, Cinski A, Baier A, Peters MA, Dankbar B, Wille A, D rynda 
A, M endoza H, Gay RE, Hay RT, Ink B, Gay S, Pap T (2007) Modifica
tion of nuclear PLM protein by SUMO-1 regulates Fas-induced apop- 
tosis in rheum atoid arthritis synovial fibroblasts. Proc Natl Acad Sci 
USA 104: 5073-5078

33. Mo Y-Y, Yu Y, Ee PLR, Beck WT (2004) Overexpression of a dom i
nant-negative m utant Ubc9 is associated w ith increased sensitivity to 
anticancer drugs. Cancer Res 64: 2793-2798

34. Eladad S, Ye TZ, Hu P, Leversha M, Beresten S, M atunis MJ, Ellis NA 
(2005) Intra-nuclear trafficking of the BLM helicase to DNA damage- 
induced foci is regulated by SUMO modification. H um  Mol Genet 14: 
1351-1365

35. W oods YL, Xirodimas DP, Prescott AR, Sparks A, Lane DP, Saville MK
(2004) p l4  Arf promotes small ubiquitin-like modifier conjugation of 
W erner's helicase. J Biol Chem 279: 50157-50166

36. Bischof O, Kim S-H, Irving J, Beresten S, Ellis NA, Campisi J (2001) 
Regulation and localization of the Bloom syndrom e protein in re
sponse to DNA damage. J Cell Biol 153: 367-380

37. Moschos SJ, Mo YY (2006) Role of SUM O/Ubc9 in DNA damage re
pair and tumorigenesis. J Mol Hist 37: 309-319

38. Popławski T, Błasiak J (2006) N apraw a DNA przez rekombinację ho
mologiczną w  komórkach ssaków. Postępy Biochem 52:180-193

39. Shen Z, Pardington-Purtym un PE, Comeaux JC, Moyzis RK, Chen DJ 
(1996) Associations of UBE21 with RAD52, UBL1, p53, and RAD51 pro
teins in a yeast two-hybrid system. Genomics 36: 271-279

40. Kovalenko OV, Plug AW, Haaf T, Gonda DK, Ashley T, W ard DC 
Radding CM, Golub El (1996) Mammalian ubiquitin enzyme Ubc9 
interacts w ith Rad51 recombination protein and localizes in synapto- 
nemal complexes. Proc Natl Acad Sci USA 93: 2958-2963

41. Li W, Hesabi B, Babbo A, Pacione C, Liu J, Chen DJ, Nickolff JA, Shen 
Z (2000) Regulation of double-strand break-induced mamm alian ho
m ologous recombination by UBL1, a RAD51-interacting protein. N u 
cleic Acids Res 28:1145-1153

42. Saitoh H, Pizzi MD, W ang J (2002) Perturbation of SUMOylation en
zyme Ubc9 by distinct dom ain within nucleoporin Ran-BP2/Nup358. 
J Biol Chem 277: 4755-4763

43. H ardeland U, Steinacher R, Jiricny J, Schar P (2002) Modification of the 
hum an thymine-DNA glycosylase by ubiquitin-like proteins facilitates 
enzymatic turnover. EMBO J 21:1456-1464

44. W arbrick E (2000) The puzzle of PCNA's many partners. Bioessays 22: 
997-1006

45. Maga G, Hubscher U (2003) Proliferating cell nuclear antigen (PCNA): 
a dancer with many partners. J Cell Sci 116: 3051-3060

46. Czechowska A, Błasiak J (2005) Eukariotyczne polimerazy DNA. 
Postępy Biochem 51,130-139

47. Ulrich HD, Vogel S, Davies AA (2005) SUMO keeps a check on recom
bination during DNA replication. Cell Cycle 4:1699-1702

48. Matunis MJ (2002) On the road to repair: PCNA encounters SUMO 
and ubiquitin modifications. Mol Cell 10: 421-422

49. Chen H-J, Hw ong Ch-L, W ang Ch-H, Hw ang J (2000) Degradation of 
DNA topoisomerase I by a novel trypsin-like serine protease in prolif
erating hum an T lymphocytes. J Biol Chem 275:13109-13117

50. Derlacz R (2001) Informacja genetyczna pod kontrolą — rola eukario
tycznej topoizomerazy I. Postępy Biochem 47: 243-252

51. Mo Y, Sun M, Desai SD, Liu LF (2000) SUMO-1 conjugation to topoi
somerase I: a possible repair response to topoisomerase-mediated 
DNA damage. Proc Natl Acad Sci USA 97: 4046-4051

52. Horie K, Tomida A, Sugimoto Y, Yasugi T, Yoshikawa H, Taketani Y, 
Tsuruo T (2002) SUMO-1 conjugation to intact DNA topoisomerase I 
amplifies cleavable complex formation induced by camptothecin. On
cogene 21: 7913-7922

53. Mo Y-Y, Yu Y, Shen Z, Beck WT (2002) Nucleolar delocalization of 
hum an topoisomerase I in response to topotecan correlates w ith su- 
moylation of the protein. J Biol Chem 277: 2958-2964

54. Kurtzman AL, Schechter N  (2001) Ubc9 interacts with a nuclear lo
calization signal and mediates nuclear localization of the paired-like 
homeobox protein Vsx-1 independent of SUMO-1 modification. Proc 
Natl Acad Sci USA 98: 5602-5607

55. Sentis S, Le Romancer M, Bianchin C, Rostan M-C, Corbo L (2005) Su- 
moylation of the estrogen receptor a  hinge region regulates its tran
scriptional activity. Mol Endocrinol 19: 2671-2684

56. Lu Z, Wu H, Mo Y-Y (2006) Regulation of bcl-2 expression by Ubc9. 
Exp Cell Res 312:1865-1875

57. Karamouzis MV, Konstantinopoulos PA, Badra FA, Papavassiliou AG 
(2008) SUMO and estrogen receptor in breast cancer. Breast Cancer 
Res Treat 107:195-210

58. Baek SH (2006) A novel link between SUMO modification and cancer 
metastasis. Cell Cycle 5:1492-1495

59. Poukka H, Karvonen U, Janne OA, Palvimo JJ (2000) Covalent modi
fication of the androgen receptor by small ubiquitin-like modifier 1 
(SUMO-1). Proc Natl Acad Sci USA 97:14145-14150

60. W ang L, Banerjee S (2004) Differential PI AS3 expression in hum an ma
lignancy. Oncol Reports 11:1319-1324

61. Matunis MJ, Coutavas E, Blobel G (1996) A novel ubiquitin-like modi
fication modulates the partitioning of the Ran-GTPase-activating pro
tein RanGAPl between the cytosol and the nuclear pore complex. J 
Cell Biol 135:1457-1470

Role of SUMO modification in the maintenance of genome stability 
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ABSTRACT
SUMO modification (SUMOylation) is a postranslational modification playing an important role in chromatin structure, DNA metabolism, trans
criptional regulation and genomic stability. Molecular mechanisms underlying such effects of SUMO-modified proteins are largely obscure, but 
the influence of SUMOylation on genomic stability seems to be of particular importance since its disturbances may lead to serious pathological 
states, including cancer. Cell cycle control and DN A repair proteins essential for preserving genomic stability and SUMO modification may 
change their localization and function. We have relatively much information on some subnuclear components, like nucleous, while little is 
known on some others, like PML bodies, but the results of some recent research suggest, that this is SUMOylation, which plays a key role in their 
architecture and functioning. The influence of SUMO modifications on genomic stability and chromatin structure may be fundamental for the 
cell's viability, therefore the mechanisms of SUMOylation are worth studying.
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STRESZCZENIE

D ługołańcuchowe kwasy tłuszczowe to nie tylko bogate źródło energii i składników bu
dulcowych, ale także aktywne biologicznie związki biorące udział w  regulacji takich 

procesów jak: proliferacja i różnicowanie komórek, acylacja i sortowanie białek, procesy za
palne, aktywacja enzym ów i receptorów błonowych oraz regulacja wewnątrzkomórkowego  
metabolizmu. Jednym z głównych mechanizmów, poprzez które kwasy tłuszczowe w pływ a
ją na tak w iele różnych procesów biologicznych jest regulacja transkrypcji genów. W zależ
ności od liczby wiązań podwójnych oraz długości łańcucha węglowego, kwasy tłuszczowe  
mogą hamować lub aktywować ekspresję określonych genów poprzez: (1) bezpośrednią re
gulację aktywności receptorów jądrowych takich jak PPAR, LXR, i HNF-4a, oraz czynników  
transkrypcyjnych takich jak SREBP, ChREBP i NFkB; (2) w  sposób pośredni, poprzez zmia
nę fizyko-chemicznych w łaściwości błon biologicznych i aktywację szlaków przekazywania 
sygnałów komórkowych. W obecnej pracy przedstawiono aktualny stan w iedzy  dotyczącej 
mechanizmów regulacji ekspresji genów przez długołańcuchowe kwasy tłuszczowe oraz 
przedyskutowano ich rolę w  patogenezie chorób metabolicznych.

WPROWADZENIE

Jeszcze do niedaw na uważano, że kwasy tłuszczowe pełnią wyłącznie funkcję 
materiału energetycznego, gromadzonego w postaci triacylogliceroli w tkance 
tłuszczowej, oraz elementów budujących błony komórkowe [1]. Tymczasem 
badania przeprow adzone w  ciągu ostatnich dziesięciu lat wykazały, że kwasy 
tłuszczowe to także bardzo aktywne biologicznie związki, pełniące kluczową 
rolę w  regulacji takich procesów jak: acylacja i sortowanie białek, aktywacja en
zymów i receptorów błonowych, proliferacja i różnicowanie komórek, oraz tw o
rzenie odpowiedzi immunologicznej [2], Jednym z głównych mechanizmów, 
poprzez które kwasy tłuszczowe wpływają na tak wiele różnych procesów bio
logicznych jest regulacja transkrypcji genów.

Ze względu na liczbę podwójnych wiązań w łańcuchu węglowym, kwasy 
tłuszczowe dzieli się na: nasycone kwasy tłuszczowe, jednonienasycone kwasy 
tłuszczowe oraz wielonienasycone kwasy tłuszczowe (PUFA, ang. polyunsatura- 
ted fatty acidś). Wśród PUFA wyróżnia się kwasy n-3 i n-6 (zwane też omega-3 i 
omega-6, odpowiednio), różniące się num erem  węgla, przy którym występuje 
pierwsze podwójne wiązanie. W ewnątrzkomórkowe kwasy tłuszczowe mogą 
pochodzić z trzech głównych źródeł: z diety, lipolizy zm agazynowanych w 
tkance tłuszczowej triacylogliceroli lub z syntezy de novo [1]. Niezależnie od źró
dła pochodzenia, w  komórce kwasy tłuszczowe są przekształcane w  acylo-CoA 
[3], a następnie wykorzystywane do syntezy lipidów złożonych takich jak triacy- 
loglicerole, fosfolipidy, sfingolipidy, eikosanoidy (prostaglandyny, leukotrieny 
i tromboksany) [4], lub utleniane w procesie p-oksydacji (w mitochondriach i 
peroksysomach) lub ©-oksydacji (w mikrosomach) [1], Wolne kwasy tłuszczowe 
pełnią funkcję związków sygnałowych i regulują aktywność czynników trans
krypcyjnych. Liczne badania wykazały, że efekt ich działania, polegający na 
ham ow aniu lub aktywacji ekspresji określonych genów, jest uzależniony głów
nie od liczby podwójnych w iązań oraz długości łańcucha węglowego [5]. Stąd, 
wszelkie zaburzenia w procesie utylizacji, elongacji lu b /i  desaturacji kwasów 
tłuszczowych, jak również nieprawidłowa dieta (nadmiar lub niedobór pod 
stawowych kwasów tłuszczowych), prow adzą do poważnych zaburzeń funk
cjonowania komórki i są częstą przyczyną takich chorób jak insulinooporność, 
cukrzyca typu 2, lipotoksyczna choroba serca, zaburzenia pracy nerek itd. [4],

W obecnej pracy przedyskutowaliśm y najnowsze dane dotyczące roli kw a
sów tłuszczowych w regulacji transkrypcji genów oraz przedstawiliśmy współ
czesną wiedzę na temat mechanizmów ich działania.

242 ww w .postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

mailto:a.dobrzyn@nencki.gov.pl
http://www.postepybiochemii.pl


KWASY TŁUSZCZOWE JAKO 
REGULATORY EKSPRESJI GENÓW

Pierwsze doniesienia na temat potencjalnej roli kwasów 
tłuszczowych w regulacji ekspresji genów pojawiły się w 
połowie lat 60-tych. W tedy to Allman i Gibson [6] po raz 
pierwszy zaobserwowali, że myszy karmione kwasem li
nolowym charakteryzuje znacznie obniżona lipogeneza 
i zmniejszona aktywność syntazy kwasów tłuszczowych 
(FAS, ang .fa tty  acid synthase), enzymu jabłczanowego i de
hydrogenazy glukozo-6-fosforanu w wątrobie. Podobny 
spadek aktywności lipogennej, będący efektem podania 
kwasu linolowego, stwierdzono w wątrobie szczurów typu 
dzikiego [7] oraz szczurów z genetycznie w arunkow aną 
otyłością (fa/fa) [8].

Kolejne badania wykazały, że kwasy tłuszczowe mogą 
w  sposób bezpośredni hamować proces transkrypcji wielu 
genów związanych z lipogenezą oraz aktywować ekspresję 
genów zaangażowanych w oksydację lipidów (Tabela 1). 
Wykazano, że PUFA hamują ekspresję genów kodujących 
desaturazę stearoilo-CoA 1 (SCD1, ang. stearoyl-CoA desatu- 
rasel), karboksylazę acylo-CoA (ACC; ang. acetyl-CoA carbo
xylase), FAS, kinazę pirogronianową typu L, desaturazy A5 
i A6, dehydrogenazę glukozo-6-fosforanową i białko trans
portujące glukozę 4 (GLUT4, ang. glucose transporter 4) [9], 
Poza tym, wykazano, że kwasy tłuszczowe regulują także 
ekspresję genów związanych z glukoneogenezą, glikolizą, 
termogenezą, oraz metabolizmem cholesterolu i lipoprote
in (Tabela 1). Badania wykazały, że większość tych genów 
kontrolowana jest przez PUFA [9].

Supresja genu kodującego FAS w tkance tłuszczowej 
szczurów wydaje się być tkankowo-specyficzna. Dieta bo

gata w PUFA wywołuje tego typu odpowiedź w trzewnej, 
ale nie w podskórnej tkance tłuszczowej [10], co ma praw 
dopodobnie związek z tkankowo-specyficznym metaboli
zmem kwasów tłuszczowych. Ponadto zaobserwowano, że 
ekspresja genów w tej tkance jest regulowana głównie przez 
n-3 PUFA. Wyjątkiem od tej reguły jest gen kodujący SCD1, 
w regulacji którego biorą także udział n-6 PUFA. Badania 
Sesslera i wsp. [11] pokazały, że traktowanie adipocytów 
3T3-L1 kwasem arachidonowym, linolowym i eikozapen- 
taenowym (EPA, ang. eicosapentaenoic acid) prowadzi do 
zmniejszenia poziomu mRNA SCD1 w sposób zależny od 
dawki poprzez zmiany w stabilności mRNA. Co ciekawe, 
odmiennie niż w  wątrobie, represja genów lipogennych 
tkanki tłuszczowej zależna od PUFA, wymaga produkcji 
eikosanoidów [5]. Badania wykazały, że arachidonian jest 
w  stanie obniżać poziom mRNA genów kodujących FAS i 
białko S14 w  adipocytach 3T3. Natomiast zablokowanie w 
tych komórkach szlaku cyklooksygenazy znosi hamujący 
wpływ tego kwasu [12].

Liczne badania opisują również wpływ PUFA na eks
presję genów kodujących leptynę i rezystynę, hormony 
wydzielane przez tkankę tłuszczową. Raclot i wsp. [10] 
wykazali, że szczury karmione n-3 PUFA mają zmniejszo
ny poziom mRNA leptyny w trzewnej ale nie poskórnej 
tkance tłuszczowej, niezależnie od poziomu insuliny w  oso
czu. Natomiast badania Reseland i wsp. [13], polegające na 
traktowaniu hodowli ludzkich trofoblastów (BeWo) kwasa
mi EPA i dokozaheksaenowym  (DHA, ang. docosahexaenoic 
acid), wykazały zmniejszoną transkrypcję transfekowanego 
promotora ludzkiej leptyny.

Ze względu na to, że kwasy tłuszczowe są kluczowymi 
regulatorami różnicowania adipocytów, są one niezwy

kle silnymi aktywatorami 
genów warunkujących adi- 
pogenezę. Ponadto, w prze
ciwieństwie do represji, w 
aktywacji tych genów biorą 
udział zarówno nasycone 
jak i nienasycone kwasy 
tłuszczowe [1], Ponadto gen 
kodujący karboksykinazę 
fosfoenolopirogronianow ą, 
która w tkance tłuszczowej 
jest odpowiedzialna za do
starczanie glicerofosforanów 
do syntezy triacylogliceroli, 
jest również aktywowany w 
odpowiedzi na PUFA [14].

W wątrobie, w  odpowie
dzi na PUFA, dochodzi do 
ekspresji genów kodujących 
apolipoproteinę Ali, syntazę 
acylo-CoA, oksydazę acylo- 
CoA, białko wiążące kwasy 
tłuszczowe, acylotransferazę 
karnitynową 1, cytochrom 
P450 A l (Tabela 1) [9], Po
nadto ekspresja genów ko
dujących acylotransferazę

Tabela 1. W pływ długołańcuchow ych kw asów  tłuszczowych na ekspresję w ybranych genów.

Aktywacja Supresja \

Transport i m etabolizm  kw a só w  tłuszczow ych Lipogeneza
białka wiążące kwasy tłuszczowe desaturaza stearoilo-CoA 1
syntaza acylo-CoA syntaza kw asów  tłuszczowych
transporter kwasów tłuszczowych CD36 karboksylaza acylo-CoA

białko S14
Beta i omega oksydacja kw asów liaza ATP cytrynianow a
tłuszczow ych  oraz ketogeneza białko wiążące sterolow y elem ent regulatorow y lc
acylotransferaza karnitynow a 1 desaturazy A5 i A6
oksydaza acylo-CoA enzym  jabłczanowy
cytochrom  P450 A l
hydrataza enoiło-CoA G liko liza
tiolaza ketoacylo-CoA kinaza pirogronianow a typu L

M etabolizm  cholesterolu Glukoneogenezą
7a hydroksylaza glukozo-6-fosfataza
reduktaza hydroksym etyloglutarylo-CoA

Procesy zapalne
Termogenezą czynnik m artw icy now otw orów  a
białka rozprzęgające fosforylację oksydacyjną interleukina 1(3

M etabolizm  lipoprotein

lipaza lipoproteinow a, apolipoproteina Al
apolipoproteina Ali apolipoproteina CIII

Inne

karboksykinaza fosfoenolopirogronianową leptyna
rezystyw na
transferyna
transporter glukozy 4

W ym ieniono białka kodow ane przez regulow ane geny [1,3,5,9],
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palm itynow ą 1 i białko wiążące kwasy tłuszczowe, w  w ą
trobie, jest kontrolowana również przez nasycone kwasy 
tłuszczowe [1]. Co ciekawe regulację ekspresji tych dwóch 
genów  przez kwasy tłuszczowe stwierdzono także w in
nych tkankach tj. w  jelicie cienkim oraz w  linii INSI kom ó
rek p-trzustki [5].

MECHANIZM REGULACJI EKSPRESJI 
GENÓW PRZEZ KWASY TŁUSZCZOWE

Badania ostatniej dekady znacznie poszerzyły wiedzę na 
tem at potencjalnego mechanizmu regulacji ekspresji genów 
przez kwasy tłuszczowe. Przełomowym odkryciem było 
sklonowanie w 1990 roku przez Issemanna i Greena jądro
wych receptorów aktywowanych przez czynniki proliferacji 
peroksysom ów  (PPAR, ang. peroxisome proliferator activated 
receptor), których agonistami okazały się kwasy tłuszczowe 
[15]. Dalsze badania wykazały, że omawiane związki, peł
niąc rolę ligandów receptorów jądrowych takich jak PPAR, 
w ątrobow y receptor X (LXR, ang. liver X  receptor), hepatocy- 
towy czynnik jądrowy 4a (HNF-4a, ang. hepatocyte nuclear 
factor-4a), receptor kwasu retinowego (RAR, ang. retinoic 
acid receptor) i receptor kwasu retinowego X (RXR, ang. reti
noid X  receptor), regulują ich aktywność. Natomiast, w przy 
padku  takich czynników transkrypcyjnych jak: białko w ią
żące sterolowy element regulatorowy (SREBP, ang. sterol 
regulatory element binding protein), białko wiążące sekwencję 
odpow iedzi na cukry (ChREBP, ang. carbohydrate responsi
ve element binding protein) i jądrowy czynnik k B  (NFicb, ang. 
nuclear factor kB), kwasy tłuszczowe regulują proces translo- 
kacji tych czynników do jądra komórkowego. Ponadto kw a
sy tłuszczowe, będąc substratami enzymów generujących 
bioaktyw ne lipidy, wpływają na strukturę m ikrodom en 
błonowych oraz m odulują aktywność białek kluczowych w 
transdukcji sygnałów, przez co pośrednio regulują proces 
transkrypcji [5].

PPAR -  RECEPTORY AKTYWOWANE PRZEZ 
CZYNNIKI PROLIFERACJI PEROKSYSOMÓW

PPAR są najlepiej scharakteryzowanymi receptorami 
aktyw ow anym i przez kwasy tłuszczowe i produkty ich 
przem ian metabolicznych [16]. Pełnią one głównie funkcje 
w skaźników  aktualnego stężenia lipidów i zmieniają m eta
bolizm oraz rozwój tkanek w zależności od ich dostępności, 
a także odgrywają w ażną rolę w różnicowaniu komórek, in- 
sulinowrażliwości, nowotworzeniu i pow staw aniu chorób 
metabolicznych. PPAR należą do dużej nadrodziny recepto
rów  jądrowych aktywowanych przyłączeniem Uganda, do

której zalicza się także LXR, RAR, RXR czy receptory hor
m onów steroidowych i tyroidowych [17].

Do tej pory wykryto 3 izoformy PPAR: PPARa, PPARp/ 
5 i PPARy, kodowane przez oddzielne geny i pełniące róż
ne funkcje. Charakteryzują się one tkankowo-specyficznym 
w zorem  ekspresji i aktywacją przez rożne Ugandy [16]. 
PPARa jest syntetyzowany w wątrobie, nerkach, mięśniach, 
sercu i brunatnej tkance tłuszczowej podczas gdy PPARy 
występuje głównie w tkance tłuszczowej oraz jelicie, ma- 
krofagach i łożysku. Natomiast PPA R p/5 jest izoformą 
ulegającą syntezie we wszystkich tkankach, z największym 
nasileniem w jelicie cienkim, mięśniach, m ózgu i tkance 
tłuszczowej [17].

PPAR posiadają typową dla jądrowych receptorów do
m enow ą budowę. Można tu wyróżnić silnie konserw atyw 
ną dom enę wiążącą DNA, która umożliwia wiązanie recep
torów z sekwencją nukleotydową odpowiedzi na PPAR w 
promotorach docelowych genów oraz domenę wiążącą li- 
gand, składającą się z 12 a-helis [18]. PPAR wiążą się z DNA 
w postaci heterodim eru z RXR [18]. Przy braku połączenia z 
ligandem heterodimer PPAR-RXR asocjuje z wieloskładni
kowym  kompleksem korepresorów, w skład którego wcho
dzą m. in. deacetylaza histonowa, korepresor receptora ją
drowego czy mediator wyciszający receptor retinoidowy i 
tyroidowy, co uniemożliwia rozpoczęcie transkrypcji [19]. 
Przyłączenie Uganda (np. kwas arachidonowy, eikosano- 
idy, EPA, DHA) indukuje zmiany konformacyjne w obrębie 
dom eny wiążącej Ugand, prowadząc do przemieszczenia 
helisy 12 [18]. Stwarza to miejsce dla wiązania koaktywato- 
rów takich, jak koaktywator receptora steroidowego i białko 
wiążące PPAR o aktywności acetylotransferazy histonowej, 
w w yniku czego dochodzi do aktywacji transkrypcji docelo
wych genów (Ryc. 1) [5].

Badania przeprow adzone na różnych Uniach kom ór
kow ych (hepatocyty, adipocyty, mioblasty) potwierdziły, 
że kw asy tłuszczowe o długich łańcuchach, głównie nie
nasycone, aktywują wszystkie trzy izoformy PPAR. Ago
nistam i PPAR mogą być także metabolity kw asów  tłusz
czowych takie, jak kwasy o rozgałęzionych łańcuchach 
czy eikosanoidy [16]. Pow inow actw o tych ligandów do 
receptorów  jest jednak różne, co sugeruje rolę tkankowo- 
specyficznej dostępności i m etabolizm u kwasów tłuszczo
wych [9], Dodatkow o zauw ażono, że pochodne kwasów 
tłuszczowych są bardziej wybiórczymi aktywatoram i niż 
wolne kw asy tłuszczowe. 15-deoksy-A12,14-prostaglandy- 
na J2, pochodna prostaglandyny D2, jest agonistą PPARy 

[17], podczas gdy leukotrien B4 i kwas fitanowy 
selektywnie aktywują izoformę PPARa [16], a 
prostacyklina P P A R p /5 [20]. Kwasy tłuszczo
we, jak i produkty  ich metabolizmu, są zdolne 
do fizycznego oddziaływ ania z PPAR. Bada
nia współzaw odniczego wiązania pokazały, 
że PPARa i P P A R p/5  oddziałują zarów no z 
nasyconymi, jak i z nienasyconymi kwasami 
tłuszczowym i (wartości stałej ham ow ania IC_0 
wahają się w granicach 1-30 pM), natom iast 
PPARy charakteryzuje się ograniczonym  pro 
filem wiązania i oddziałuje jedynie z PUFA ta
kimi, jak kwas linolenowy czy arachidonowy
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Rycina 1. Schem at regulacji ekspresji genów  przez kw asy tłuszczow e z udz ia łem  PPAR. W środo
w isku, w  k tó rym  brak jest ligandu, heterodim er PPA R / RXR w iąże się z kom pleksem  korepresorów  
ham ując proces transkrypcji. Przyłączenie agonisty, np. kw asu e ikozapentaenow ego (EPA) lub do- 
kozaheksaenow ego (DHA), prow adzi do zm iany konformacji heterodim eru  PPAR/RXR, jego inte
rakcji z kom pleksem  koaktyw atorów , a w  konsekwencji do aktywacji ekspresji genów  docelowych. 
PPAR — receptory aktyw ow ane przez czynniki proliferacji peroksysom ów ; RXR — receptor kw asu 
retinow ego; PPRE — elem ent odpow iedzi na PPAR.
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(wartości IC5() wahają się w granicach 1-10 pM) [21]. Co 
ciekawe wiązanie eikosanoidów zależy od izotypu PPAR.
I tak 15-deoksy-A12,14-prostaglandyna J2 lepiej oddziałuje 
z PPARy podczas, gdy kwas 8-S-hydroksyeikozatetraeno- 
w y preferencyjnie wiąże PPARa [16]. Ponadto wykazano, 
że aktywatorem PPARy jest skoniugow any kwas linolowy, 
cieszący się ostatnio dużym  zainteresowaniem  ze względu 
na zastosowanie w profilaktyce i leczeniu chorób m etabo
licznych i now otw orow ych [22],

HNF-4a -  HEPATOCYTOWY CZYNNIK JĄDROWY 4a

Kolejnym receptorem którego aktywność jest regulow a
na przez kwasy tłuszczowe jest HNF-4a. Jest on głównie 
syntetyzowany w wątrobie, nerkach, jelicie i trzustce. W 
przeciwieństwie do poprzednio omawianej rodziny recep
torów jądrowych, wiąże on docelową sekwencję w postaci 
hom odim eru [9], Badania przeprow adzone na m yszach z 
w arunkow ą mutacją w genie kodującym HNF-4a, pokaza
ły, że receptor ten jest niezbędny w regulacji takich proce
sów jak różnicowanie hepatocytów, metabolizm  lipoprote- 
in i cukrów oraz synteza kwasów żółciowych [23], HNF-4a 
kontroluje ekspresję genów kodujących apolipoproteiny 
(ApoCII, ApoCIII, ApoAII, ApoAIV), enzym y uczestniczą
ce w metabolizmie żelaza (transferyna) i cukrów  (kinaza 
pirogronianowa L, m onooksygenazę cytochrom u P450 i 
enzymy katalizujące syntezę kwasów żółciowych (7a-hy- 
droksylaza) [23]. Mutacje w HNF-4a p row adzą do w ystą 
pienia monogenowej formy cukrzycy tzw. MODY1 [24].

Pierwsze informacje wskazujące, że H N F-4a regulo 
w any jest przez kw asy tłuszczow e i ich m etabolity po 
chodzą z badań grupy  Bar-Tana [20]. Zaobserw ow ali oni, 
że palmitoilo-CoA jest w stanie, w  stężeniach fizlologicz- 
nych, wiązać się bezpośrednio  z dom eną w iążącą ligand 
HNF-4a. Ponadto  wykazali, że w iązanie nasyconych 
kw asów  tłuszczowych, palmitoilo-CoA i mirystoilo-CoA, 
aktywuje HNF-4a, natom iast w iązanie kw asu a-linole- 
nowego, EPA czy DHA prow adzi do zaham ow ania eks
presji genów regulow anych przez ten czynnik transkryp- 
cyjny. Jednakże brak jest danych, które jednoznacznie 
wykazałyby, że w iązanie acylo-CoA prow adzi do zm ian 
w konformacji dom eny wiążącej ligand oraz w oddzia ły 
w aniach receptora z koaktyw atoram i, co poddaje  w  w ąt
pliwość stw ierdzenie, iż acylo-CoA jest funkcjonalnym  
ligandem  dla H NF-4a [25].

Badania krystalograficzne struktury  H NF-4a w skazu 
ją, że naturalnym i Ugandami tych receptorów są wolne 
kwasy tłuszczowe. Dhe-Paganon i wsp. [26] po skrystali
zow aniu dom eny regulatorowej HNF-4a stwierdzili obec
ność nasyconych i nienasyconych kw asów  tłuszczowych 
zasocjowanych z kieszenią wiążącą ligand. Kolejne bada 
nia pozwoliły na zaproponow anie m echanizm u aktywacji 
HNF-4a z udziałem  liganda i koaktyw atora [27]. Wydaje 
się, że związanie kw asu tłuszczowego ułatw ia pow sta 
nie aktywnej formy zamkniętej dom eny wiążącej ligand. 
Jest ona jednak nietrwała i do jej stabilizacji wym agane 
jest przyłączenie koaktywatora. Innym proponow anym  
mechanizmem poprzez który kwasy tłuszczowe regulują 
aktywność HNF-4a jest fosforylacja tego czynnika przez 
kinazę białkową A [23].
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SREBP -  BIAŁKA WIĄŻĄCE STEROLOWY 
ELEMENT REGULATOROWY

SREBP należą do rodziny czynników transkrypcyjnych 
posiadających zasadową domenę o budowie helisa-pę- 
tla-helisa-suw ak leucynowy. Opisano 3 izoformy białek 
SREBP: SREBP-la, SREBP-lc i SREBP-2. Dwa pierwsze biał
ka są transkrybowane z jednego genu przy wykorzystaniu 
alternatywnego promotora, podczas gdy SREBP-2 kodow a
ny jest przez odrębny gen. Regulują one wspólnie ekspresję 
genów związanych z syntezą kwasów tłuszczowych, chole
sterolu i złożonych lipidów [3],

SREBP są syntetyzowane w postaci dużych (125 kDa), 
prekursorow ych białek związanych z błoną siateczki śród- 
plazmatycznej. Z ich końcem C wiąże się białko aktywujące 
cięcie SREBP (SCAP, ang. SREBP cleavage-activating protein). 
Dodatkowo, ze SCAP oddziałuje białko Insig, które, pełniąc 
rolę sensora stężenia steroli, reguluje proces dojrzewania 
SREBP [2], W odpowiedzi na obniżony poziom steroli w 
komórce, kompleks SREBP-SCAP jest transportow any do 
aparatu  Golgiego, gdzie w  wyniku cięcia proteolitycznego 
dochodzi do uwolnienia N-końcowej domeny (64 kDa), sta
nowiącej dojrzałe białko. Następnie po przemieszczeniu do 
jądra, w  formie d im eru wiąże się ono z sekwencją odpow ie 
dzi na sterole zlokalizowaną w regionach regulatorowych 
docelowych genów, co prow adzi do indukcji transkrypcji 
(Ryc. 2) [5],

Rycina 2. M odel wielopoziom owej regulacji aktywności i dostępności czynnika 
transkrypcyjnego SREBP-lc przez w ielonienasycone kwasy tłuszczowe. W ielo- 
n ienasycone kw asy tłuszczow e (PUFA) p row adzą do zmniejszenia ilości dojrza 
łej form y SREBP-lc dostępnej w komórce, poprzez (1) ham ow anie transkrypcji 
genu kodującego to białko, (2) inhibicję procesu jego dojrzewania oraz (3) kiero
w anie  go na ścieżkę degradacji w  proteasom ach 26S. LXR — w ątrobow y receptor 
X; RXR — receptor kw asu retinowego; LXRE — elem ent odpow iedzi na  LXR; 
SREBP-lc — białko wiążące sterolowy elem ent regulatorow y lc ; SRE — elem ent 
odpow iedzi na sterole.
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Wiele badań, przeprow adzonych zarówno in vitro jak i in 
vivo, jednoznacznie wskazuje na istotną rolę PUFA w ham o
waniu ekspresji genów lipogennych regulowanych przez 
SREBP. Inkubacja komórek CHO, HepG2, CV-1 i CaCo-2 z 
mikromolowymi ilościami PUFA prow adzi do zmniejsze
nia transkrypcji genów zawierających w promotorach se
kwencję odpowiedzi na sterole, w sposób zależny od dawki 
[28,29]. Ponadto myszy ze znokautow anym  genem leptyny 
ob/ob karmione dietą wzbogaconą w EPA, bądź DHA mają 
silnie zredukowaną zawartość jądrowej formy SREBP, jak 
również ekspresję genów docelowych dla SREBP [30]. N ad 
produkcja SREBP w myszach transgenicznych prowadzi do 
zmniejszenia poziomu zależnej od PUFA represji transkryp
cji docelowych genów [31].

Liczne eksperymenty wykazały, że, w przeciwieństwie 
do SREBP-2, ekspresja genu kodującego SREBP-1 jest re
gulowana przez PUFA. Mechanizm tej regulacji nie jest do 
końca wyjaśniony, chociaż sugeruje się, że może on być 
związany z receptorem LXR — głównym aktywatorem 
transkrypcji genu kodującego SREBP-lc. Wykazano, że n- 
3 i n-6 PUFA konkurują o miejsce wiązania z naturalnymi 
ligandami tych receptorów — oksysterolami. Przyłączenie 
PUFA prowadzi do zahamowania wiązania heterodime- 
ru LXR/RXR z sekwencją docelową, w  obrębie promotora 
genu kodującego SREBP-lc [32]. Mutacje sekwencji rozpo
znawanej przez LXR znoszą ten efekt. Jednakże badania Pa- 
war i wsp. [33] prow adzone na szczurach karmionych dietą 
bogatą w PUFA wykazały supresję genów docelowych dla 
SREBP, bez widocznych zmian w ekspresji genów bezpo
średnio regulowanych przez LXR. Ponadto stwierdzono, 
że w hepatocytach traktowanych EPA dochodzi do zaha
mowania ekspresji genów regulowanych przez SREBP-lc 
zarówno w obecności jak i przy braku syntetycznych ago- 
nistów LXR [33]. Yoshikawa i wsp. [32] proponują model, w 
którym PUFA pośrednio hamują LXR poprzez stymulację 
PPAR. Wykazali oni, że nadekspresja PPARa prowadzi do 
zaburzenia powstawania heterodim eru LXR-RXR, ze wzglę
du na preferencyjne tworzenie PPAR-RXR. Ponadto PPARa 
jest w stanie wydajnie dimeryzować z LXRa i p. Ponieważ 
kompleks PPARa-LXRa/p nie wiąże się z sekwencją odpo
wiedzi na LXR, tworzenie tego dim eru prow adzi do represji 
ekspresji genów [32],

PUFA m ogą także regulow ać proces dojrzew ania 
SREBP zwiększając pulę dostępnego cholesterolu. W yka
zano, że PUFA zwiększając hydrolizę sfingomieliny, lipi
du  o dużym  pow inow actw ie do cholesterolu, p row adzą 
do jego redystrybucji z błony cytoplazm atycznej do sia
teczki śródplazm atycznej, a tym  sam ym  ham ują proces 
proteolizy SREBP (Ryc. 2). Co ciekawe, zaobserw ow ano 
również, że uw alniany w trakcje hydrolizy  sfingom ieli
ny ceram id ham uje ekspresję genów zależnych od SREBP 
wpływając na proces dojrzew ania tego białka. Ponadto 
Worgall i wsp. [34] pokazali, że zablokow anie syntezy 
ceram idu p row adzi do akum ulacji prekursorow ej formy 
SREBP oraz zm niejszenia poziom u form y dojrzałej. W y
daje się, że ma to zw iązek z rolą, jaką ceram idy pełnią 
w regulacji procesu transportu  pęcherzykow ego m iędzy 
siateczką śródplazm atyczną a apara tem  Golgiego [34]. 
O statnio pojawiło się doniesienie, opisujące now y m e
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chanizm  regulacji aktyw ności SREBP-lc przez PUFA, w 
k tórym  DHA kieruje SREBP-lc na ścieżkę degradacji w 
proteasom ach 26 S (Ryc. 2) [35],

CHREBP -  BIAŁKO WIĄŻĄCE SEKWENCJĘ 
ODPOWIEDZI NA CUKRY

ChREBP to interesujący przykład czynnika transkryp- 
cyjnego, który pośredniczy w zależnej od glukozy i PUFA 
regulacji ekspresji genów glikolitycznych i lipogennych w 
wątrobie [36], Należy on, podobnie jak SREBP, do rodziny 
czynników transkrypcyjnych helisa-pętla-helisa-suw ak 
leucynowy i występuje w  wątrobie i tkance tłuszczowej. Se
kwencję rozpoznaw aną przez ChREBP, tzw. element odpo
wiedzi na cukry zlokalizowano w rejonach prom otorowych 
genów kodujących kinazę pirogronianową typu L, FAS, 
ACC i białka S14.

Zgodnie z modelem zaproponow anym  przez Kawaguchi 
i wsp. [37], białko to występuje w  cytoplazmie w warunkach 
niskiego stężenia glukozy i ulega translokacji do jądra pod 
czas aktywacji metabolizmu glukozy, co pozwala wiązać 
się z sekwencją elementu odpowiedzi na cukry. Aktywacja 
ChREBP jest regulowana poprzez proces fosforylacji/defos- 
forylacji i zależy od aktywności kinazy białkowej A, kinazy 
białkowej zależnej od AMP (AMPK, ang. AM P activated pro
tein kinase) oraz białkowej fosfatazy 2A. Zmniejszenie fosfo
rylacji seryny w pozycji 196, zlokalizowanej blisko sygnału 
lokalizacji jądrowej, aktywuje translokację ChREBP do jądra 
komórkowego. Następnie, zachodząca już na terenie jądra 
defosforylacja Ser-568 i Thr-666 w arunkuje wiązanie tego 
czynnika z DNA. Wydaje się, że białkowa fosfataza 2A, 
która jest aktywowana przez ksylulozo-5-fosforan katalizu
je zarów no cytoplazmatyczną, jak i jądrową defosforylację 
ChREBP [38],

Badania demonstrujące zmniejszoną aktywność wiąza
nia DNA przez ChREBP w ekstraktach jądrowych pocho
dzących z wątroby szczurów karmionych dietą wysoko- 
tłuszczową wykazały, że PUFA mogą wpływać na ekspresję 
genu tego białka lub też na proces jego translokacji [37,39], 
Dentin i wsp. [36] w doświadczeniach przeprow adzonych 
zarów no in vitro jak i in vivo, wykazali, że kwasy linolowy, 
EPA i DHA hamują aktywność ChREBP poprzez przyspie
szenie rozpadu mRNA oraz zaburzenie procesu translokacji. 
Natomiast, w przypadku kwasów nasyconych (stearynian) 
i jednonienasyconych (oleinian) nie obserwowano żadne
go działania. Podobną regulację ilości mRNA przez PUFA, 
wykazano dla opisanego wyżej SREBP-lc. Jednak pomimo 
identyfikacji potencjalnego elementu destabilizującego w 
regionie 3' nie ulegającego translacji (region bogaty w A-U), 
mechanizm, w wyniku którego PUFA przyśpieszają degra
dację mRNA obu genów, pozostaje niejasny.

Zaham owanie translokacji ChREBP z cytoplazmy do 
jądra zależne od PUFA jest związane z ham owaniem  me
tabolizmu glukozy. PUFA hamują bowiem ekspresję genu 
kodującego glukokinazę (kluczowy enzym procesu gliko
lizy) oraz aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosfora- 
nowej [36]. Prowadzi to do spadku ilości dwóch ważnych 
metabolitów: glukozo-6-fosforanu i ksylulozo-5-fosforanu, 
a tym  sam ym  uniemożliwia translokację ChREBP do jądra.
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Nadekspresja konstytutywnie występującej w jądrze formy 
ChREBP w hepatocytach całkowicie znosi hamujący wpływ 
PUFA na ekspresję genu kinazy pirogronianowej L [40], 
natomiast transkrypcję FAS redukuje jedynie częściowo, 
co świadczy o istotnym udziale SREBP-lc w  regulacji eks
presji tego genu [36], Tak więc stymulacja i supresja genów 
kodujących kinazę pirogronianową L i FAS przez glukozę i 
PUFA odpowiednio, zależy od skoordynowanego działania 
ChREBP i SREBP-lc [36].

Inny, zaproponow any przez Kawaguchi i wsp. [37] m e
chanizm wyjaśniający hamujący w pływ  PUFA na funkcje 
ChREBP, wskazuje na aktywację kinazy AMPK jako k lu 
czowego elem entu w tym  procesie. Model ten budzi jed
nakże pew ne kontrowersje. Kawaguchi i wsp. [37] zaob
serwowali w hodowli hepatocytów, że nasycone kwasy 
tłuszczowe o krótkich, średnich i długich łańcuchach akty
wują kinazę AMPK, która to fosforylując resztę seryny w 
pozycji 568, pow odow ała zmniejszenie zdolności w iązania 
ChREBP z docelową sekwencją. Jednak wcześniej opisano, 
że jedynie PUFA są w stanie ham ować ekspresję genów 
glikolitycznych i lipogennych [5,41]. Ponadto, sama zdol
ność kwasów tłuszczowych do aktyw ow ania AMPK budzi 
pew ne kontrowersje. Chociaż Suchankowa i wsp. [42] po 
kazali, że PUFA są zdolne do m odulow ania stopnia fosfo
rylacji AMPK w  w ątrobie szczurów, to badania D obrzyń i 
wsp. [43] przeprow adzone na tkankach mysich, wykazały, 
że PUFA nie aktywują tej kinazy. D odatkow o przeciwko 
tem u m odelow i przem awiają dośw iadczenia na m yszach 
AMPKcrR/' i AM PKa2_/~. W ykazano w nich, że pom im o 
braku aktywności AMPK, zdolność PUFA do zaburzania 
procesu translokacji ChREBP z cytoplazm y do jądra hepa
tocytów jest niezm ieniona [36].

N F kB -  C Z Y N N IK  JĄ D R O W Y  kB

NFkB jest czynnikiem transkrypcyjnym odgrywającym 
ważną rolę w stanach zapalnych regulując ekspresję ge
nów kodujących różne cytokiny (interleukina 1, interleuki- 
na 2), chemokiny (interleukina 8, czynnik chemotaktyczny 
monocytów), cząsteczki adhezyjne (ICAM, VCAM), czy 
indukowalne enzymy efektorowe takie jak syntaza tlenku 
azotu czy cyklooksygenaza 2 [44], Białko to w  formie nie
aktywnej tworzy w cytoplazmie heterodimer z inhibitorem 
I-kB. W odpowiedzi na bodziec pozakom órkowy inhibitor 
jest fosforylowany przez kinazę I-kK, c o  jest sygnałem do 
jego ubikwitylacji, a następnie degradacji. Odłączenie I-kB 
aktywuje NFkB i umożliwia jego translokację z cytoplazmy 
do jądra komórkowego, gdzie wiążąc się z DNA aktywuje 
odpowiednie geny [9].

Proces translokacji N FkB do jądra kom órkow ego może 
być regulow any zarów no pozytyw nie jak i negatyw nie 
przez różne PUFA. Badania przeprow adzone  na ho d o w 
lach m onocytów  człowieka wykazały, że EPA blokuje 
aktyw ność N F kB poprzez zm niejszenie degradacji inhi
bitora I-kK [45]. Zostało to dodatkow o potw ierdzone w 
dośw iadczeniu  na m yszach transgenicznych, które były 
zdolne do endogennej biosyntezy PUFA n-3 z n-6. Myszy 
te były chronione przed  p rzew lekłym  procesem  zapalnym  
błony śluzowej odbytu  i jelita grubego dzięki zmniejszonej 
aktyw ności N F kB indukow anej przez kw asy tłuszczow e
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[46], Ponadto  ostanie doniesienia porów nujące przeciw 
zapalne właściwości EPA i DHA w m akrofagach THP-1 
pokazują, że EPA jest silniejszym inhibitorem  N F k B  niż 
DHA. N atom iast arachidonian  i powstający z niego kwas 
epoksyeikozatrienow y, nie blokują aktywności i translo 
kacji tego czynnika. Co ciekawe 5-lipoksygenaza, enzym  
biorący udział w  syntezie leukotrienów  i kw asu 5-hy- 
d roksyeikozatetraenow ego z arachidonianu, ulega trans
lokacji do jądra  kom órkow ego w asocjacji z N F k B  [44].

TRATWY LIPIDOWE

Tratwy lipidowe to heterogenne regiony błony kom ór
kowej bogate w cholesterol i sfingolipidy, które wybiórczo 
wbudow ują białka i determinują oddziaływania białko- 
białko i białko-lipid [47], Oprócz w arunkow ania struktury 
kaweoli czy regulacji procesów endocytozy i transcytozy, 
tratwy funkcjonują jako swoiste platformy dla różnych ście
żek sygnałowych. Zaobserwowano, że wiele białek zaanga
żowanych w procesie przekazywania sygnałów, takich jak 
białka G, białka z kotwicą GPI, kinazy z rodziny Src, kawe- 
olina i Gap43, lokalizuje się w  obrębie tych sfingolipidowo- 
cholesterolowych m ikrodom en [5], Zmiany w strukturze 
tratw lipidowych są jednym  z mechanizmów, poprzez które 
lipidy wpływają na ekspresję genów.

Po pierwsze mirystylacja i palmitylacja kinaz Lek i Fyn 
z rodziny Src warunkuje ich zakotwiczenie w omawianych 
strukturach. Prawdopodobnie obecność grup acylowych 
umożliwia asocjację tych białek ze sfingolipidami tratw [5]. 
Po drugie badania przeprow adzone in vitro i in vivo poka
zują, że DHA może m odulować poziom fosfatydyloseryny 
w tratwach [48]. Kwas ten promuje akumulację tego fosfo- 
lipidu służąc jako preferowany substrat do jego biosyntezy. 
Zgromadzenie fosfatydyloseryny po stronie cytoplazma- 
tycznej m ikrodom en ułatwia translokację i aktywację se- 
rynowo-treoninowej kinazy Akt, która następnie, urucha
miając kaskady sygnałowe prow adzi do ekspresji genów 
antyapoptycznych. Ciekawe wyniki uzyskano traktując 
komórki Jurkat (linia nowotworowa limfocytów T) kwasem 
arachidonowym i EPA [49], Zaobserwowano w nich spadek 
ilości kinaz Lek i Fyn z rodziny Src w tratwach lipidowych, 
który doprowadził do redukcji kaskady sygnałowej zależ
nej od wapnia i szlaku kinaz MAP. Sugerowano, że efekt 
ten może być wynikiem acylacji kinaz kwasami nienasyco
nymi co uniemożliwiło oddziaływanie z tratwami [5], Osta
nie badania pokazały, że EPA zmienia skład mikrodomen 
poprzez zwiększenie zawartości nienasyconych kwasów 
tłuszczowych [49].

Dodatkowo, coraz więcej informacji pojawia się na te
mat kluczowej roli ceramidów w determinacji struktury i 
właściwości tratw lipidowych [47]. Promieniowanie UV, 
promieniowanie gamma czy stymulacja komórek poprzez 
immunoreceptory prowadzi do aktywacji kwaśnej sfingo- 
mielinazy, która w obrębie tratw  hydrolizuje sfingomielinę 
do ceramidu. Następnie, ze względu na ich silnie hydrofo
bowy charakter, związki te asocjują ze sobą, tworząc odręb
ne ceramidowe domeny. Ich funkcją jest stabilizacja struk
tury tratw oraz grupowanie receptorów, które umożliwia 
im asocjację z białkami sygnałowymi. Tak więc, domeny te 
ułatwiają i nasilają procesy sygnałowe [47].
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BIOAKTYWNE LIPIDY

Kwasy tłuszczowe są prekursoram i szerokiej gamy bio
aktyw nych lipidów [50], W wyniku działania fosfolipazy A2 
dochodzi do uwolnienia z błon komórkowych wieloniena- 
syconych kwasów tłuszczowych, które stają się substrata- 
mi w  syntezie eikosanoidów. Związki te oprócz pełnienia 
funkcji aktywatorów PPAR, wiążą się z receptorami sprzę
żonym i z białkami G, prowadząc do w zrostu w ew nątrzko
m órkowego stężenia jonów w apnia i cAMP. To z kolei u ru 
chamia kolejne kaskady sygnałowe (w tym  kaskadę kinaz 
MAP) prow adząc do zmian w ekspresji genów uczestniczą
cych w  procesie zapalnym  [4].

Fosfatydyloinozytol jest prekursorem  dwóch ważnych 
cząsteczek sygnałowych: inozytolotrisfosforanu oraz dia- 
cyloglicerolu. Inozytolotrisfosforan oddziałując z kanałami 
w apniow ym i zlokalizowanymi w  błonie siateczki śródpla- 
zmatycznej uwalnia jony wapnia, co z kolei aktywuje róż
norodne szlaki sygnałowe. Natomiast diacyloglicerol akty
wuje kinazę białkową C, która fosforylując docelowe białka, 
w  tym  czynniki transkypcyjne, prow adzi do określonych 
zm ian w  procesach kom órkowych [4]. Ponadto aktywatora
mi tej kinazy są także kwasy tłuszczowe, fosfatydyloseryna, 
fosfatydyloinozytol i lizofosfolipidy [5].

Ceram idy nie tylko wpływają na strukturę tratw lipido
wych, ale również pełnią funkcję istotnych cząsteczek sy
gnałowych w regulacji cyklu komórkowego, różnicowania i 
apoptozy [51]. W odpowiedzi na różnorodne czynniki stre
sowe takie jak promieniowanie UV, szok cieplny, infekcje 
w irusow e czy ligandy śmierci, dochodzi do zwiększenia 
poziom u ceramidów, w wyniku hydrolizy sfingomieliny 
lub syntezy de novo z L-seryny i palmitoilo-CoA. Wykazano, 
że związki te aktywują całą gamę białek sygnałowych takich 
jak kinaza białkowa C^, kinaza fosforylująca N-końcowy re
gion białka c-Jun, kinaza I-kK, kinaza c-Raf-1, kinazy z ro
dziny Src, fosfolipaza A2, małe białka G Ras i Rac oraz fosfa
tazy serynowo-treoninowe 1 i 2A indukow ane ceramidem, 
prow adząc do zaham owania podziałów i indukcji śmierci 
kom órki [52], Liczne badania pokazują, że ceramidy hamują 
insulinozależną translokację GLUT 4 z cytoplazmy do błony 
komórkowej, prowadząc do insulinooporności a w konse
kwencji do rozwoju pełnoobjawowej cukrzycy [53]. Ten ha-
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białka G

R y c i n a  3.  Schem at ilustrujący udział długołańcuchow ych kw asów  tłuszczowych 
w  regulacji różnych procesów kom órkow ych, w  w yniku modulacji w zoru  eks
presji genów . PPAR — receptory aktyw ow ane przez czynniki proliferacji perok- 
sysom ów ; SREBP — białko wiążące sterolowy elem ent regulatorow y; PKC — ki
naza bia łkow a C; H N F-4a — czynnik jądrow y 4a; LXRa- w ątrobow y receptor 
X a; NFłcb — jądrow y czynnik k B; COX — cyklooksygenaza; LOX — lipooksy- 
genaza.

Metabolizm
lipidy, cholesterol, 
białka, węglowodany

PPA R  

N F kB 
COX, LOX

P P A R
S R E B P
PKC

H N F -4 a
LX Ra

tłuszczowe

Stan zapalny
cząsteczki adhezyjne, 
cytokiny zapalne, 
eikosanoidy

P PA R  

NFkB 
COX, LOX

mujący efekt wynika z inaktywacji kinazy Akt, która odgry
wa kluczową rolę w szlaku insulinowym. Aktywna forma 
kinazy Akt jest ufosforylowana w pozycji Thr-308 i Ser-473. 
Ceramidy aktywując fosfatazę 2A prow adzą do defosfory- 
lacji tych miejsc na kinazie Akt. Jednocześnie kinaza białko
wa fosforylując resztę Thr-34 zlokalizowaną w domenie 
PH blokuje translokację kinazy Akt do błony komórkowej, 
co jest niezbędne do jej aktywacji. Dodatkowo w zależnej od 
ceramidów indukcji insulinooporności, biorą udział kinazy 
JNK i I-kK, które aktywując czynniki transkrypcyjne c-Jun i 
NFkB, indukują ekspresję genów proapoptycznych prow a
dząc do śmierci komórek p-trzustki [53]. Warto wspomnieć, 
że oprócz ceramidów także inne sfingolipidy tj. fosforan 
sfingozyny, glukozyloceramid, dihydroceram id czy lizos- 
fingomielina, są związkami biologicznie czynnymi [51],

PODSUMOWANIE

W w yniku szeroko zakrojonych badań, prow adzonych 
od w ielu lat, stało się jasne, że kw asy tłuszczowe to nie 
tylko bogate źródło energii i składników  budulcowych, 
ale także aktyw ne biologicznie związki regulujące różno 
rodne funkcje komórki poprzez zm ianę ekspresji genów. 
Jak przedstaw iono w obecnej pracy, regulacja ta jest bar
dzo złożona i ciągle w wielu płaszczyznach słabo pozna
na. W pływ  jaki wywierają kwasy tłuszczowe zależy od 
długości ich łańcucha węglowego, stopnia utlenienia i 
formy metabolicznej. Mogą one bezpośrednio regulować 
ekspresję genów wpływając na aktyw ność receptorów ją
drow ych takich jak PPAR, LXR i H N F-4a czy czynników 
transkrypcyjnych SREBP, ChREBP i NFkB, lub działać w 
sposób pośredni, poprzez generow anie szerokiej puli bio
aktyw nych lipidów oraz aktywację różnorodnych kaskad 
sygnałowych. Długołańcuchowe kw asy tłuszczowe regu 
lują transkrypcję genów zaangażow anych w takie procesy 
jak w ew nątrzkom órkow y metabolizm cukrów i lipidów, 
stan zapalny oraz w zrost i różnicowanie komórek (Ryc. 3). 
Wiele badań wskazuje na to, że niepraw idłow ości w  m eta
bolizmie kwasów tłuszczowych są jedną z głównych przy 
czyn w ystępow ania niektórych now otw orów  oraz chorób 
metabolicznych takich jak cukrzyca typu  2, nadciśnienie 
tętnicze, niedokrw ienna choroba serca. Poznanie szczegó
łowego m echanizm u regulacji ekspresji genów przez kw a
sy tłuszczowe budzi nadzieję na stw orzenie nowych stra
tegii terapeutycznych pozwalających na skuteczną walkę i 
zapobieganie w /w  chorobom.
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ABSTRACT
Besides of their role as important energy source and membrane component, long chain fatty acids also act as bioactive lipids involved in the 
regulation of such processes like cell proliferation and differentiation, protein acylation and sorting, inflammation, activation of enzymes 
and membrane receptors, and regulation of intracellular metabolism. One of the mechanisms by which fatty acids affect so many various 
biological processes is regulation of the gene transcription. Depending on the number of double bonds and carbon chain length, fatty acids 
may inhibit or activate expression of defined genes through either direct regulation of activity of nuclear receptors including PPAR, LXR and 
HNF-4a or transcription factors mainly SREBP, ChREBP and NFkB; or indirectly, through physicochemical changes in membrane properties 
and activation of signal transduction pathways. In this paper we review the current understanding of the mechanisms by which fatty acids 
regulate gene expression and discuss their role in the pathogenesis of metabolic disorders.
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Struktura i funkcjonowanie  
rybosomu eukariotycznego

STRESZCZENIE

Proces b iosyntezy b iałka jest bardzo skom plikow any  i do dziś n ie  jest w  pełn i poznany. 
N ajlepiej poznano m echanizm  translacji zachodzący w organizm ach prokariotycznych. 

Ze w zględu na m niejsze rozm iary oraz m niej skom plikow aną  budow ę rybosom ów  prokario 
tycznych 70S badan ia  na tym  uk ładz ie  są bardziej zaaw ansow ane. R ybosom y eukariotyczne 
80S są bardziej złożone i stw arzają więcej trudności w  trakcie badań. Dotychczas określono 
m orfologię rybosom u 80S i uzyskuje  się coraz więcej inform acji o m echanizm ie funkcjono 
w ania. N adal w ie lk im  w yzw aniem  pozostaje zbadan ie  oddzia ływ ań rybosom u z czynnikam i 
biorącym i u d z ia ł w  b iosyntezie b iałka oraz określen ie  dynam icznych zm ian tych oddzia ły 
w ań  podczas poszczególnych e tapów  translacji. Z m iany stru k tu raln e  rybosom u m ają zasad 
nicze znaczenie funkcjonalne i regulatorow e podczas b iosyntezy b iałka . Są one isto tne dla 
całego k o m pleksu  zagadnień  ekspresji genu. Jedynie dzięki dalszym  badaniom  nad  s tru k tu 
rą i funkcjonow an iem  rybosom ów  m ożem y zbliżyć się do poznania  specyfiki m echanizm u 
dzia łan ia  rybosom ów  eukariotycznych. W  artykule  tym  przedstaw iam y obecnie panujące 
poglądy  na tem at struk tu ry  oraz funkcjonow ania  rybosom ów  eukariotycznych.

WPROWADZENIE

Rybosomy są makrokomplesami białkowo-nukleinowymi, których zasadni
czą funkcją jest odszyfrowanie informacji genetycznej zakodowanej w  mRNA 
oraz synteza polipeptydów. Rybosomy występują w  cytoplazmie komórek 
wszystkich organizmów żywych zarówno prokariotycznych, jak i eukariotycz
nych, a także w organellach półautonomicznych — chloroplastach i mitochon- 
driach. Struktura i funkcja rybosomów była intensywnie badana w ciągu ostat
nich kilkudziesięciu lat, czego ukoronowaniem  jest przedstawienie kryształów 
podjednostek 50S [1] i 30S [2], rybosomu prokariotycznego 70S z rozdzielczością 
2.4-5.5 A [3-6], a także struktury rybosomu eukariotycznego, w zasadniczym 
stopniu ustalonej techniką mikroskopii krioelektronowej przy rozdzielczości 
12-25 A [7-11].

Każdy rybosom jest zbudow any z dwóch różnej wielkości podjednostek, na 
które składają się rybosomalne kwasy nukleinowe (rRNA) oraz białka. Stwier
dzono, że u bakterii 2 /3  masy rybosomu stanowią rRNA, a 1 /3  — białka [1]. 
Podjednostka 50S rybosomu E. coli zawiera dwie cząsteczki RNA, 23S rRNA i 5S 
rRNA oraz 33 białka, natomiast podjednostka 30S zbudow ana jest z 16S rRNA 
i 21 różnych białek [4]. W rybosomach eukariotycznych 80S istnieje dodatkowa 
cząsteczka — 5.8S rRNA oraz 20-30 dodatkowych białek, natomiast rRNA są 
znacznie dłuższe dzięki obecności tzw. sekwencji wstawionych (ES, ang. expan
sion segments). Pomimo tych różnic, obserwuje się wysoką zgodność regionów 
odpowiadających wspólnem u rdzeniowi rybosomów 70S i 80S.

STRUKTURA RYBOSOMU EUKARIOTYCZNEGO

Mimo iż rybosomy 80S są bardziej skomplikowane zarówno pod względem 
strukturalnym  jak i funkcjonalnym od prokariotycznych, poznano struktury 
rybosom ów cytoplazmatycznych kilku organizmów eukariotycznych: drożdży 
(Sacharomyces cerevisiae) [11], szczura (Rattus noruegicus) [8], królika (Oryctolagus 
cuniculus) [7], świdrowca Trypanosoma cruzi [9], grzyba Thermomyces lanugino- 
sus [12], glonu Chlamydomonas reinhardtii [13] oraz rybosomów izolowanych z 
linii kom órkowych HeLa [14] (Rye. 1A-B). Struktury te rozwiązano metodą mi
kroskopii krioelektronowej, przy rozdzielczości od 35 A do 12 A. Mikroskopia 
krioelektronowa (cryo-EM, ang. cryo-electron microscopy) jest atrakcyjną metodą 
badania struktury rybosomów ze względu na mniejszą ilość homogennego m a
teriału niezbędnego do analizy w  porów naniu z ilością potrzebną do uzyskania 
kryształu. N a podstawie m ap uzyskanych dzięki mikroskopii krioelektronowej 
stworzony został niepełny model rybosomalnych podjednostek eukariotycznych 
40S (kod 1S1H) i 60S (1S1I) [15,16], Za pomocą metod biochemicznych uzyskano
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Rycina 1. S truktura  rybosom u prokariotycznego 70S i eukariotycznego 80S z cząsteczką tRNA przyłączoną w miejscu P. A — struk tu ra  rybosom u 70S £. coli [26], kolo
rem  żó łtym  oznaczono podjednostkę 30S, niebieskim  — podjednostkę 50S; B — struk tu ra  rybosom u 80S S. cermisiae [11], kolorem  żółtym  oznaczono podjednostkę 40S, 
n iebieskim  — podjednostkę 60S; C — struk tura  podjednostki 30S E. coli [26]; D — struk tu ra  podjednostki 40S S. cereuisiae [11]; E — struk tu ra  podjednostki 50S E. coli [26]; 
F — stru k tu ra  podjednostki 60S S. cerevisiae [11].

informacje na temat dynamicznych zmian konformacji i 
m echanizm u funkcjonowania rybosomów eukariotycznych 
[17-24],

STRUKTURA MAŁEJ PODJEDNOSTKI 
RYBOSOMU EUKARIOTYCZNEGO

W obrębie małej podjednostki 40S (Ryc. ID) w yróżn io 
no w ierzchołek (ang. head), k tóry połączony jest z p o d s ta 
w ą (ang. body) przez przew ężenie (ang. neck) w pobliżu 
p la tfo rm y (ang. platform). Po prawej stronie podstaw y 
znajduje się niewielkie ram ię (ang. shoulder), pozostające 
w b lisk im  kontakcie z w ierzchołkiem  podjednostki, tw o 
rząc szczelinę m iędzy tym i elem entam i. N ad ram ieniem

obserw ow any jest dziób (ang. beak). U dołu  podstaw y 
znajduje się stopa (ang. foot) w yraźnie rozdzielona na 
dw ie części: p raw ą i lewą [11]. Z tego w zględu w pod- 
jednostce 40S nie obserw ow ano dodatkow o wystającej 
helisy RNA, nazwanej ostrogą (ang. spur), występującej 
w  lewej dolnej części podstaw y podjednostki 30S (Ryc. 
1C) [2,25],

Poza wspólnym  rdzeniem  strukturalnym, który jest za
chowany w  ewolucji zarówno u pro-, jak i eukariota, za
uważyć m ożna interesujące różnice między podjednostką 
40S a 30S. Zmiany są bardzo w ażne pod względem funkcjo
nalnym  i dotyczą zarówno rRNA, jak i białek.
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Rycina 2. Struktura II-rzędowa 18 rRNA Glycine max ([56], num er X02623). 
Z aznaczono poszczególne helisy (liczby 1-45) oraz sekwencje w staw ione (ES2- 
ES12).

rRN A  małej podjednostk i rybosom alnej

18S rRNA organizm ów  eukariotycznych jest dłuższy niż 
16S rRNA Prokaryota o kilkaset nukleotydów . Dla przy 
kładu, 16S rRNA E. coli ma długość 1542 nt [26], 18S rRNA 
S. cereoisiae — 1798 nt [11], a 18S rRNA T. cruzi — 2315 nt 
[9]. Jest to związane z obecnością dodatkow ych sekwencji 
rRNA w podjednostkach 40S, zwanych sekwencjami w sta 
w ionym i (ES, Ryc. 2). Największa sekwencja wstawiona, 
ES6, którą znalezioną we wszystkich rybosom ach eukario
tycznych, występuje w helisie h21, po zewnętrznej stronie 
podstaw y podjednostki. Długość ES6 jest zróżnicow ana u 
różnych organizm ów  i wynosi od 170 do 504 nt. ES6 ma 
kształt dwóch nieregularnych helis (Ryc. 2). Mniejsza z 
nich jest równoległa do h21. Dłuższa skierow ana jest do 
dołu podjednostki i tworzy w raz z ES3 lewą stopę, charak
terystyczną wyłącznie dla organizm ów  eukariotycznych 
(por. Ryc. 1). Sekwencja w staw iona ES3 ma 120 nukleoty
dów  długości i zlokalizowana jest w  h9 [7,9,14], natom iast 
ES2 (około 20 nt) w ystępuje w miejscu połączenia helis h7 
i h8. W 18S rRNA T. cruzi wykazano obecność sekwencji 
wstawionej ES7 (147 nt) w h26 [9]. ES7, w  połączeniu z 
fragm entem  ES6, tworzy u T. cruzi strukturę  nazw aną 
wieżyczką (ang. turret) po bocznej stronie małej podjed
nostki. Wieżyczka jest zakończona ostrą spiralą nazw a
ną iglicą (ang. spire) i bierze udział w tw orzeniu kontak
tu RNA-RNA z podjednostką 60S. W helisach h39 i h41 
stw ierdzono w ystępow anie krótkich (około 20 nt) sekw en
cji w staw ionych ES9 i ES10 [7,9], których obecność w pływ a 
na struk turę  wierzchołka podjednostki 40S. W obrębie h44 
w ystępuje sekwencja wstaw iona ES12, co ma swoje od 

zwierciedlenie w  długości h44, wynoszącej 103 nt u E. coli, 
113 nt u T. cruzi oraz 129 nt u S. cerevisiae.

Największe różnice strukturalne pomiędzy 30S i 40S w i
doczne są w trzech regionach podjednostki: w obrębie ra 
mienia, dziobu oraz podstawy (Ryc. 1 C-D). W uform ow a
niu ramienia biorą udział helisy h l6  i hl7. W podjednostce 
30S h l6  jest bardziej zwinięta, a h l7  biegnie równolegle w 
stosunku do długiej osi podjednostki ku dołowi podstaw y
[1,26]. W podjednostce S. cerevisiae i u ssaków h l6  jest ob
rócona w kierunku boku podjednostki i wystaje ponad po 
wierzchnię rybosomu [11], a h l7  jest krótsza i mniej więcej 
w  połowie następuje jej ostry zwrot. Te różnice między pod- 
jednostkami 30S i 40S w obrębie ramienia mogą odgrywać 
w ażną rolę w  odm iennym  mechanizmie inicjacji translacji 
u organizmów pro- i eukariotycznych [27]. Zasadnicze róż
nice między małą podjednostką prokariotyczną i eukario 
tyczną stanowi również pozycja i kształt dziobu, który jest 
uformowany przez h33 (Ryc. 1 C-D). Helisa h33 jest dłuższa 
w 18S rRNA niż w  16S rRNA, przez co cały dziób jest w y 
dłużony [11], Różnice pomiędzy 30S i 40S widoczne są rów 
nież w ulokowaniu dolnej części podstawy. W przypadku 
eukariotycznych rybosomów jest ona przesunięta w  stronę 
ramienia.

Białka małej podjednostk i rybosom alnej

W małej podjednostce rybosomu drożdżowego znalezio
no trzydzieści dwa białka (S0-S31) [11], z czego piętnaście 
posiada swoje homologi w rybosomie bakteryjnym. Poza 
białkami, które posiadają swoje prokariotyczne odpow ied 
niki, w  strukturze rybosomu S. cerevisiae zidentyfikowa
no osiem regionów, w  których występują dodatkowe, nie 
scharakteryzowane dotychczas białka. Większość z nich 
położona jest po zewnętrznej stronie podjednostki (Ryc. 3). 
Dwa zgrupowania białek umieszczone są w rejonie w ierz
chołka oraz wchodzą w skład dzioba (oznaczone jako 1 i 
2 na Ryc. 3). Kolejne klastry białek znajdują się: w  górnej 
części platformy, w rejonie otaczającym białko S14 (ozna
czony jako 3 na Ryc. 3), w rejonie otaczającym białko S0A 
w miejscu, gdzie w rybosomach prokariotycznych znajduje 
się białko S I6 (oznaczony jako 4 na Ryc. 3) oraz po stronie 
oddziaływania podjednostek, na dole prawej i lewej stopy 
(oznaczone jako 5 i 6 na Ryc. 3). Klaster białek zlokalizowa
ny w obrębie lewej stopy ma podobną pozycję jak proka
riotyczne białko S20, dla którego nie znaleziono hom ologu 
eukariotycznego.

Ostatnio zidentyfikowano dodatkowe białko w ystępują
ce jedynie na rybosomie eukariotycznym, nazwane RACK1 
(ang. receptor for activated C kitiase) [12]. Jest ono obecne we 
wszystkich poznanych dotąd strukturach cryo-EM ryboso
mów eukariotycznych i służy jako rusztowanie dla szerokiej 
gamy kinaz i receptorów związanych z błonami kom órko
wymi. Przypuszcza się, że pełni funkcję podczas regulacji 
inicjacji translacji.

Rola, jaką odgrywają białka rybosomalne małej podjed
nostki została poznana jedynie dla kilku cząsteczek (Tabe
la 1). Wiadomo, że niektóre z nich pełnią funkcje podczas 
składania podjednostek, natomiast ich udział w  funkcjo
nowaniu dojrzałego rybosomu nie jest znany. Przypuszcza
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Rycina 3. Położenie białek w  małej podjednostce rybosom u drożdży  [11]. A — w idok od strony od 
działyw ania podjednostek; B — w idok od strony zewnętrznej. Białka hom ologiczne z białkam i Pro- 
karyota oznaczono nazw am i (S0A-S29b). Białka, dla których nie znane są hom ologi prokariotyczne 
oznaczono kolorem  tu rkusow ym  i cyfram i 1-6.

ES30

ES31

ES41

Rycina 4. Struktura II-rzędowa 26S rRNA Oryza sativa ([56], num er M16845). Zaznaczono poszczegól
ne helisy (liczby 1-101) oraz sekwencje w staw ione (ES3-ES39).

się, że białka te odgrywają rolę w utrzym yw aniu stabilno
ści rybosomu [28]. Białko S0 bierze udział w przyłączaniu 
czynnika inicjacyjnego translacji eIF3 do małej podjednostki 
rybosomalnej; białka S2, S9 i S28 są ważne dla u trzym yw a
nia dokładności i wierności procesu translacji; natomiast 
białka SIO, S26, S3, S0, S15 i S2 bezpośrednio uczestniczą

Duża podjednostka składa się z czterech 
podstaw ow ych elementów (Ryc. 1E-F): pod 
stawy (ang. body), stanowiącej dolną część 
podjednostki oraz trzech wypukłości w  gór
nej części, opisywanych jako: (1) wypukłość 
centralna (ang. central protuberance), (2) boczna 
wypukłość białka LI (ang. LI protuberance) i (3) 
boczna wypukłość zwana kciukiem (ang. stalk) 
lub słupkiem białek P. Słupek kw aśnych bia
łek P jest odpowiednikiem  wypukłości L7/L12 
znajdowanej u organizmów prokariotycznych, 
a jego nazw a pochodzi od stwierdzonej in vivo 
fosforylacyjnej modyfikacji w  obrębie C-końca 
znajdujących się tam białek [20]. W dolnej czę
ści 60S po jej zewnętrznej stronie istnieje jedy
ny niesfałdowany fragment podjednostki. Jest 
to tzw. płaska powierzchnia rybosom u (FRS, 
ang. fiat ribosomal surface), która praktycznie 
nie istnieje w rybosomie prokariotycznym, a 
która służy do dokowania w  siateczce śród- 
plazmatycznej [8],

rRN A  dużej podjednostk i rybosom alnej

Na część rybonukleinow ą dużej pod jed 
nostki 60S S. cerevisiae składają się: 25S rRNA 
(3392 nt), 5S rRNA (121 nt) oraz 5.8S rRNA 
(158 nt), który jest hom ologiczny do części 
5' prokario tycznego 23S rRNA [11,29]. D łu 
gość rRNA dużej podjednostk i rybosom u 
jest uw arunkow ana  obecnością charak te 
rystycznych tylko dla Eukaryota sekwencji 
w staw ionych (Ryc. 4). W obrębie helis H9, 
H18 i H19 zauw ażono 60 dodatkow ych  nu- 
kleotydów  (sekwencje w staw ione ES3, ES4 i 
ES5). Kilka sekwencji w staw ionych tw orzy 
w ypukłość pod  słupkiem  białek P (por. Ryc. 
1E-F). Są to: ES7 w helisie H25 o długości od 
400 do 760 nt; ES15 o długości około 100 nt 
w  helisie H45 oraz dw ie mniejsze sekwencje 
w staw ione, ES9 i ES12, ulokow ane z tyłu cen

tralnej w ypukłości. ES9 w helisie H34 ma długość około 
30-50 nt. ES12 w ystępuje w  H38, ma 90 nukleo tydów  d łu 
gości w  p rzypadku  rybosom ów  szczura [8], a jej apikalna 
pętla oddziału je z białkiem  w iążącym  5S RNA (L15) w 
obrębie sekwencji specyficznej w  tym  białku jedynie dla

Eukaryota [11]. 
D uże dodatkow e 
sekwencje obser
w ow ano w heli
sach: H63 (ES27, 
około 560 nt), H98 
(ES39 -  ok. 200 
dodatkow ych  nt) 
oraz H79 (ES31 

około 65 nt).

Tabela 1. Rybosomalne białka małej podjednostki o znanych funkcjach [79,80].

Białko rybosom alne Proponow ana funkcja

SI niespecyficzne wiązanie mRNA

S3, S4, S5 tw orzenie części tunelu  wejścia mRNA, możliwe działanie jako helikaza mRNA

S4 utrzymywanie wierności translacji

S7, S i l wiązanie mRNA i tRNA w  rybosom alnym  miejscu E

S9, S13 oddziaływania z tRNA w  miejscu P

S12 odczytyw anie drugiej i trzeciej pozycji kodonu tRNA w  miejscu A

w transporcie 18S rRNA podczas procesu jego 
dojrzewania.

STRUKTURA DUŻEJ PODJEDNOSTKI 
RYBOSOMU EUKARIOTYCZNEGO

254 www.postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


5S rRNA

Rycina 5. Struktura 5S rRNA dużej podjednostki rybosomalnej H. marismortui [30]: A — struk tu ra  III-rzędowa 5S rRNA w  krysztale podjednostki 50S w raz z oddziałują
cymi białkami; B — struk tu ra  II-rzędowa 5S rRNA; zaznaczono poszczególne helisy oraz pętle.

Mniejsze sekwencje w staw ione, długości około 30-50 nu- 
kleotydów, zidentyfikow ano w obrębie hełis: H52 (ES19), 
H54 (ES20 i ES26), H59 (ES24), H78 (ES30) oraz H101 
(ES41) [10,11,14].

Najmniejszym kom ponentem  rRNA dużej podjednostki, 
obecnym we wszystkich rybosomach, jest 5S rRNA (Ryc. 5). 
Jest to cząsteczka o długości około 120 nukleotydów i masie 
ok. 40 kDa [30]. W przypadku bakterii cząsteczka 5S rRNA 
wraz z białkami L5, L18 i L25 tworzy centralną wypukłość 
dużej podjednostki rybosomalnej. Funkcje, które pełni czą
steczka 5S rRNA w rybosomie zarówno pro-, jak i eukario
tycznym, pozostaje nadal niewyjaśniona [31,32], jednakże 
sugeruje się, że w  rybosomach 70S może ona działać jako 
przekaźnik sygnału pomiędzy centrum peptydylotransfera- 
zowym rybosomu a domeną II L-rRNA, odpowiedzialną za 
proces transportu [33], Inne proponow ane funkcje 5S rRNA 
miałyby polegać na utrzym yw aniu stabilności dużej pod 
jednostki rybosomalnej [34] oraz, poprzez oddziaływania 
5S rRNA z helisami H42, H39 i H89, w pływ aniu na struktu 
rę miejsc wiązania czynników elongacyjnych w 60S [35].

Struktura 5S rRNA jest wysoce zachowawcza u wszyst
kich znanych organizmów [36-39], Składa się na nią pięć re
gionów dwuniciowych: (helisy H  I — H V), dwie apikalne 
pętle (C, E), dwie pętle wew nętrzne (B, D) oraz region za
wiasowy (A) [30]. Najbardziej znaczące różnice między 5S 
rRNA pochodzącym z Eubakterii i Archebakterii lub Euka- 
ryota występują w obrębie pętli wewnętrznej E. W przypad 
ku Eubakterii obie nici tworzące pętle są tej samej długości. 
Natomiast u Eukaryota i Archebakterii w obrębie nici od 
strony 5' występuje dodatkowy nukleotyd. Taka asymetria 
prow adzi do jednonukleotydowgo wybrzuszenia. Helisa H 
II 5S rRNA stanowi miejsce wiązania białek rybosomalnych 
i czynnika tranksrypcyjnego III A (TFIIIA).

Białka dużej podjednostk i rybosom alnej

W strukturze dużej podjednostki rybosomalnej 60S S. ce- 
revisiae znaleziono 45 białek, z czego 28 posiada swoje ho- 
mologi w organizmach prokariotycznych, a 19 jest zacho
wanych ewolucyjnie we wszystkich trzech królestwach or
ganizmów żywych (Ryc. 6). Poza białkami, które posiadają
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A

6 L19 c L43
5

Rycina 6. Położenie białek w  dużej podjednostce rybosom u drożdżow ego [11], A — w idok od  strony oddziaływ ania podjednostek; B — w idok od  strony  zewnętrznej. 
Białka hom ologiczne z białkami Prokaryota oznaczono nazw am i (L1-L43). Białka, dla których nie znane są hom ologi prokariotyczne oznaczono kolorem  żółtym  i cyframi 
1 - 1 2 .

swoje prokariotyczne odpowiedniki, w  strukturze ryboso
mu S. cereuisiae zidentyfikowano dwanaście regionów za
wierających dodatkowe, niescharakteryzowane dotychczas 
białka [11]. Duże zgrupow anie białek wchodzące w skład 
rozciągniętego słupka zostało zidentyfikowane jako kom 
pleks P 0 /P 1 /P 2  (oznaczone jako 12 na Ryc. 6), odpow ied
nik bakteryjnego kompleksu L10(L7/L12)4 [19,20,40-42], Co 
interesujące, słupek białek P posiada boczny płat, który ulo
kowany jest w bliskiej odległości od N-końcowej domeny 
białka L12. Dokładnie w  tej pozycji występują w rybosomie 
eukariotycznym oddziaływania z czynnikiem elongacyj- 
nym  eEF2. Oddziaływania takie nigdy nie były obserwo
w ane w przypadku kompleksu 70S/EF-G E. coli (czynnik 
elongacyjny EF-G spełnia taką samą funkcję u Prokaryota, 
jak czynnik elongacyjny eEF2 u Eukaryota).

Po zewnętrznej stronie podjednostki 60S również zidenty
fikowano dodatkowe grupy nieznanych białek. Znajdują się 
one w bliskim sąsiedztwie białek L9 i LI6 (oznaczone jako 1 
na Ryc. 6), poniżej białka L18 (oznaczone jako 7 na Ryc. 6) oraz 
poniżej L21 (oznaczone jako 8 na Ryc. 6). Natomiast po stro
nie oddziaływania podjednostek niescharakteryzowane białka 
eukariotyczne występują w  następujących regionach: poniżej 
białka L2 (oznaczone jako 2 na Ryc. 6), w niedalekiej odległości 
od L8, poniżej LI (oznaczone jako 3 na Ryc. 6), poniżej LII w 
pobliżu L42 (oznaczone jako 9 na Ryc. 6) oraz powyżej białka

L 10 (oznaczone jako 11 na Ryc. 6). Ponadto, w obrębie podsta
wy podjednostki 60S, w  regionie otaczającym białko L19, znaj
dują się dwa dodatkowe klastry białek charakterystycznych 
tylko dla Eukaryota (oznaczone jako 5 i 6 na Ryc. 6)

Ostatnio zidentyfikowano nowe białko występujące je
dynie w dużej podjednostce rybosomów eukariotycznych, 
nazwane PS1D [43], Wykazano, że białko to powszechnie 
występuje w  rybosomach ssaczych, jednak nie obserwowano 
homologicznego białka w przypadku S. cereuisiae czy Caeno- 
rhabditis elegans. Na tej podstawie wnioskuje się, że ryboso- 
malne białko PS1D jest charakterystyczne jedynie dla wyż
szych organizmów eukariotycznych.

Podobnie jak w przypadku małej podjednostki ryboso- 
malnej, dokładną rolę białek poznano jedynie w  kilku przy
padkach (Tabela 2). Białka LI oraz L16/L27 pełnią funkcję 
w  uwalnianiu i w iązaniu cząsteczki tRNA do rybosomu
[28]. Białka L4 i L22 biorą udział w  tworzeniu ścian tunelu 
wejścia mRNA. Ponadto, sugeruje się oddziaływanie L22 
z nowo utw orzonym  łańcuchem peptydow ym  i regulację 
syntezy poszczególnych białek, a także w pływ L9 na stabil
ność cząsteczki tRNA oraz translokację mRNA.

ODDZIAŁYWANIA POMIĘDZY PODJEDNOSTKAMI 
RYBOSOMU EUKARIOTYCZNEGO

Dla praw idło
wego działania ry 
bosomu, niezbęd
na jest kom unika
cja między małą i 
dużą podjednost- 
ką. Dla przykładu, 
sygnały z centrum 
dekodującego m a
łej podjednostki do 
centrum  peptydy- 
lo tra n s f  er a z o w e 
go dużej podjed
nostki mogą być

Tabela 2. Rybosomalne białka dużej podjednostki o znanych funkcjach [79,80].

Białko rybosomalne Proponowana funkcja

L5 oddziaływ anie z tRNA w miejscu P oraz 5S rRNA

L9 w pływ  na efektywność biosyntezy białka

L II sugerow any udział w  procesie translokacji

L16 (LlOe) praw idłow e um iejscowienie dom eny akceptorowej tRNA w  miejscu A oraz P; 
oddziaływ anie z czynnikiem  odzyskującym  rybosom u (RRF, ang. ribosotne recycling factor)

L4/L22 regulacja translacji poprzez oddziaływ anie z now o zsyntetyzow anym  polipeptydem

L23/L24 obecne w  tunelu  wyjścia polipeptydu

L27 oddziaływ anie z dom eną akceptorow ą tRNA w  miejscu P oraz z RRF

L29 ulokow ane w  sąsiedztw ie tunelu wyjścia polipeptydu; sugeruje się udział w  
tw orzeniu miejsca w iązania cząsteczki SRP (SRP, ang. signal recognition particie)
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przekazywane przez Ugandy, które oddziałują z obydwo
m a regionami (np. poprzez cząsteczki tRNA) lub poprzez 
specyficzne oddziaływania między podjednostkami, zwane 
mostkami. Zarówno w rybosomach pro-, jak i eukariotycz
nych istnieją trzy rodzaje tego typu oddziaływań: RNA- 
RNA, RNA-białko oraz białko-białko. Tak w rybosomach 
70S T. thermophilus [3], jak i 80S S. cerevisiae [11] zaobserwo
wano, że kontakty RNA-RNA z reguły obejmują oddziały
wania małych bruzd dwóch helis RNA, jednak zauważono 
również występowanie oddziaływań między dużym i bruz
dami, pętlami oraz szkieletem dwóch cząsteczek RNA.

W strukturze rybosomu S. cerevisiae uwidoczniono 
wszystkie mostki, które mają swoje bakteryjne odpow ied
niki (B1-B7) oraz nowe mostki charakterystyczne dla rybo
somów eukariotycznych (eB8-eBl) [11]. Większość z tych 
mostków, to oddziaływania między rRNA małej i dużej 
podjednostki, jednak znaleziono też oddziaływania RNA- 
białko oraz jeden mostek białko-białko.

Dwa mostki, B la i Bib, łączą w ierzchołek podjednostki 
40S z centralną w ypukłością 60S [11], W p rzy p ad k u  B la 
w ystępuje różnica m iędzy elem entam i tw orzącym i ten 
mostek u Pro- i Eukaryota. W rybosom ie 70S białkow ym  
kom ponentem  tego m ostka jest S13, natom iast w 80S — 
białko S19. Różnica ta ma swoje uzasadnienie, gdyż biał
ko S13 w ystępuje w innej pozycji w  rybosom ach pro- i eu 
kariotycznych. M ostek B ib to jedyny m ostek u tw orzony 
w yłącznie przez oddziaływ anie  białek rybosom alnych. 
Są to białka: S18 małej podjednostki i L II  dużej pod jed 
nostki.

Większość m ostków  łączących 60S z podstaw ą i p la tfor
mą podjednostki 40S leży w przybliżeniu  w zd łuż  trzech 
równoległych linii [11], Mostki leżące na linii najbliżej 
ram ienia 40S lub słupka białek P 60S, to: B2a, B3, B5a, 
B5b, eB10 i e B ll  (Ryc. 7). Mostki B2a, B3 i B5b utw orzone 
są przez oddziaływ ania  m iędzy małym i b ruzdam i helisy 
h44 18S rRNA a helisami, odpow iednio: H69, H71 i H62 
25S rRNA. Mostek B5a pow stał dzięki oddziaływ aniom  
pom iędzy h44 18S rRNA i białkiem L23 podjednostki 60S. 
Nieco poniżej znajduje się m ostek B7 (oddziaływ ania h44

18S rRNA z białkiem L24 podjednostki 60S). Mostek B7 
w rybosom ie 70S (gdzie nazw ano go m ostkiem  B6) jest 
tw orzony przez białko L19 ze w zględu na fakt, że białko 
L24 nie posiada hom ologu w 70S [3].

Kierując się w dół hipotetycznej linii łączącej mostki, 
znajdujem y mostki eB10 i e B ll  (Ryc. 7), które są najsilniej
szymi oddziaływ aniam i w rybosom ie S. cerevisiae. eB10, 
u tw orzony jest przez oddziaływ anie  RNA-RNA pom ię
dzy h l l  18S rRNA i H65 25S rRNA. Sugeruje się rów nież 
udział nieznanego u Prokaryota białka w tw orzeniu  tego 
m ostka, co tłum aczyłoby dlaczego oddziaływ anie to jest 
obserw ow ane tylko u organizm ów  eukariotycznych [11]. 
e B ll  jest u tw orzony przez oddziaływ ania  m iędzy h9 18S 
rRNA i sekwencją w staw ioną ES 41 w helisie H101 25S 
rRNA. Również w tym  m ostku bierze udział białko spe
cyficzne tylko dla Eukaryota [11].

Mostki B2b, B2c oraz B4 leżą w zdłuż środkowej linii w y
znaczającej ułożenie mostków w rybosomie 80S (Ryc. 7). 
W tworzeniu mostka B2b biorą udział helisy h24 oraz h45 
18S rRNA a także H68 25S rRNA. Mostek B2c jest tworzony 
przez helisę h27 18S rRNA oraz H62 25S rRNA. B4 został 
wcześniej zidentyfikowany u T. thermophilus [3], jako kon
takt RNA-białko między S13 małej podjednostki oraz H34 
23S rRNA. W przypadku S. cerevisiae mostek ten jest rów 
nież tworzony przez S13 i H34, jednak wydaje się angażo
wać również dodatkowe oddziaływania H34 z helisami hlO 
i h l l  18S rRNA [11].

Trzecia linia wyznaczająca położenie m ostków zawiera 
B2d, B2e oraz eB9 (Ryc. 7). B2d jest tworzony w wyniku 
oddziaływ ań h23 18S rRNA w części platformy 40S z małą 
bruzdą H68 25S rRNA. B2e został wcześniej zidentyfiko
w any w rybosom ach E. coli [26], jako mostek B8. B2e jest 
kontaktem  typu RNA-białko, którego częścią białkową jest 
L2 [11,26], a w p rzypadku drożdży — również L43. Kom
ponentem  pochodzącym  z podjednostki 40S są helisy h22 
i h23 18S rRNA [11]. N atom iast mostek eB9 jest tworzony 
przez elementy nieobecne w rybosomie 70S. Sugeruje się, 
że jest to białko specyficzne dla podjednostki 60S Eukary
ota oraz sekwencja w staw iona w 18S rRNA [11].

Po najbardziej zewnętrznej 
stronie pow ierzchni oddziały 
w ania podjednostek  znajdują się 
dw a kolejne mostki, B6 oraz eB8 
(Ryc. 7). B6 jest kontaktem  m ię
dzy h l4  18S rRNA i białkiem L23 
60S [10,11]. N atom iast m ostek eB8 
jest u lokow any nieco poniżej w y 
pukłości LI i tw orzony jest przez 
oddziaływ ania  m iędzy białkiem 
specyficznym dla eukariotycznej 
40S i sekwencją w staw ioną w  he 
lisie H79 25S rRNA. Ze w zględu 
na to, że H79 ułożona jest w ar
stw ow o nad  helisą H76 tworzącą 
w ypukłość LI, mostek eB8 może 
odgryw ać w ażną rolę w zm ianach 
konform acyjnych w obrębie w y 
pukłości LI [10,11].

A B

Rycina 7. Umiejscowienie m ostków  m iędzy podjednostkam i 40S i 60S w  rybosom ie 80S S. cerevisiae [11], M ała pod- 
jednostka 40S (A) oraz duża podjednostka 60S (B) ukazane zostały od strony oddziaływ ania podjednostek. M ostki 
między podjednostkam i oznaczono kolorem  czerw onym . M ostki występujące u Prokaryota oznaczono B1-B7, do 
datkow e m ostki występujące jedynie u Eukaryota oznaczono eB8-eBll.
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INICJACJA PROCESU BIOSYNTEZY BIAŁKA

Inicjacja procesu translacji jest z łożonym  procesem, 
w k tórym  cząsteczka inicjatorowego tRNA oraz podjed- 
nostki rybosom alne 40S i 60S są składane p rzy  udziale 
czynników  inicjatorowych (elFs, ang. eukaryotic initiation 
factors) w  rybosom  80S. W biosyntezie białka organizm ów  
prokario tycznych biorą udział trzy czynniki inicjatorowe: 
IF1, IF2 i IF3, natom iast u organizm ów  eukariotycznych 
w yróżnia  się ich aż 11 [44], Proces b iosyntezy białka 
rozpoczyna selekcja inicjatorowego tRNA z puli elonga- 
cyjnych cząsteczek tRNA przez eIF2. N astępnie  ma miej
sce u tw orzenie  kom pleksu potrójnego e IF 2 /G T P /M et- 
tRNAi, który przyłącza się do małej podjednostki przy 
udziale  e lF lA  oraz eIF3 [44], Czynnik eIF3 oddziałuje 
bezpośrednio  z 40S poprzez jedną z d w u n astu  podjedno 
stek — eIF3j [45] i stym uluje tw orzenie kom pleksu preini- 
cjatorowego 43S [46].

43S łączy się z mRNA, najczęściej poprzez w stępne roz
poznanie struktury czapeczki (m7G ang. cap, ) na końcu 
5' mRNA przez kompleks wiążący się z czapeczką (ang. 
cap-binding complex), eIF4F [47], eIF4F składa się z białka 
wiążącego czapeczkę (eIF4E), helikazy RNA zależnej od 
ATP (eIF4A) oraz dużego białka modulatorowego, eIF4G. 
Czynnik eIF4G służy jako „rusztowanie", którego N-koniec 
oddziałuje z PABP (ang. PolyA Binding Protein), białkiem 
mającym powinowactwo do poliadenylowego odcinka na 
końcu 3' mRNA, co powoduje zbliżenie obu końców mRNA 
i utworzenie struktury pseudokolistej. eIF4G oddziałuje 
również z czynnikiem eIF3, który z kolei wiąże się z pod- 
jednostką 40S [44],

N astępnie  ma miejsce proces zw any skanow aniem  
rybosom alnym  (ang. ribosomal scanning), w którym  kom 
pleks 43S przesuw a się w zd łuż  mRNA w poszukiw aniu  
kodonu inicjatorowego (najczęściej jest nim  pierw szy 
tryplet AUG). M echanizm  skanow ania nie jest w  pełni 
poznany. W iadom o, że podczas tego procesu może do 
chodzić do rozplatania  s tru k tu r  d rugorzędow ych  typu 
spinki do w łosów  (ang. hairpin) w regionie 5' mRNA nie 
ulegającym translacji (UTR, ang. untranslated region), któ 
rych energia sw obodna jest n iższa od w artości -50 do -60 
kcal/m ol. Proces ten jest zależny od ATP, jednak  nie w ia
dom o, czy hydroliza ATP jest n iezbędna do ruchu  p o d 
jednostki 40S czy też do rozplatania  s truk tu ry  mRNA. 
N ajnow sze doniesienia w skazują, że w procesie skano
w ania biorą udział eIF4F oraz elF l [48].

Po rozpoznaniu kodonu inicjatorowego, następuje utw o
rzenie wiązania typu Watson-Crick z kom plem entarnym  
antykodonem  cząsteczki inicjatorowego tRNA. W ten spo
sób powstaje kompleks preinicjatorowy 48S. Zasadniczą 
rolę podczas selekcji kodonu inicjatorowego odgrywają 
elFl, eIF2 oraz eIF5 [49], Czynnik eIF5 stymuluje hydrolizę 
GTP związanego z eIF2 [50]. Następnie kompleks GDP/eIF2 
i pozostałe czynniki z kompleksu 48S ulegają oddysocjowa- 
niu i następuje przyłączanie podjednostki 60S przy udziale 
eIF5B [51]. W rezultacie utw orzony zostaje rybosom 80S z 
cząsteczką Met-tRNAi przyłączoną w miejscu P.

FUNKCJA RYBOSOMU W BIOSYNTEZIE BIAŁKA
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Podczas inicjacji translacji, niezbędna jest pula samo
dzielnie występujących podjednostek 40S i 60S, aby um oż
liwić związanie czynników inicjatorowych. Dlatego też po 
każdym  cyklu biosyntezy białka rybosomy 80S ulegają dy- 
socjacji do podjednostek i są chronione przed ponow nym  
niespecyficznym zasocjowaniem. Sugeruje się udział eIF3 
oraz elFl w tych procesach [52],

ELONGACJA PROCESU BIOSYNTEZY BIAŁKA

Elongacja procesu biosyntezy białka w  ogólnym zarysie 
zachodzi w ten sam sposób u organizm ów  prokariotycz
nych jak i eukariotycznych. Zarówno w  rybosomach 70S
[3,26], jak i 80S [10,11] uwidoczniono trzy zasadnicze miej
sca wiązania cząsteczek tRNA podczas biosyntezy białka: 
miejsce A — wiązania aminoacylo-tRNA (AA-tRNA), miej
sce P — wiązania peptydylo-tRNA (P-tRNA) oraz miejsce 
E, tzw. miejsce wyjścia (ang. exit site), wiążące deacylowany 
tRNA (D-tRNA). Dzięki dow odom  potwierdzającym istnie
nie dodatkowych miejsc wiązania, A /P  oraz P /E  [53], oraz 
więcej niż jednego miejsca E [54], zaproponow ano istnienie 
kilku (siedmiu lub więcej) miejsc w iązania tRNA w rybo- 
somie prokariotycznym. Dziś przyjmujemy, że najbardziej 
praw dopodobnym  modelem elongacji biosyntezy białka 
jest model hybrydowy (ang. hybrid-site model, [55]) (Ryc. 8), 
który został udow odniony w komórkach prokariotycznych, 
jednak ze względu na wysokie podobieństwo strukturalne 
funkcjonalnych części rybosomów 70S i 80S [56], przyjmuje 
się, że model ten obowiązuje również komórki eukariotycz
ne. W głównych założeniach modelu hybrydow ego w rybo- 
somie podczas elongacji istnieją stany pośrednie, w  których 
dw a końce tRNA mogą znajdować się w  różnych miejscach 
podjednostek. Oznacza to, że tRNA może równocześnie zaj
mować, na przykład, miejsce A w małej podjednostce i miej
sce P dużej podjednostki, tj. antykodon tRNA oddziałuje z 
kodonem  mRNA w miejscu A małej podjednostki, podczas 
gdy koniec akceptorowy tRNA znajduje się miejscu P dużej 
podjednostki [57], Taki stan może powstać w skutek prze
chylenia się cząsteczek tRNA lub ruchu dużej podjednostki 
względem  małej.

W trakcie elongacji łańcucha polipeptydowego w rybo- 
somie mają miejsce trzy główne procesy: (i) rozpoznanie 
mRNA — tRNA poprzez oddziaływanie kodon — antyko
don; (ii) utworzenie w iązania peptydowego; (iii) przesunię
cie tRNA i mRNA w zdłuż rybosomu (translokacja).

R ozpoznanie m R N A  — A A -tRN A  poprzez  
oddzia ływ anie  k o d o n -a n ty k o d o n

Pierwszym etapem elongacji jest zajęcie miejsca A w ry- 
bosomie przez aminoacylo-tRNA. Jest to proces zależny od 
obecności czynnika elongacyjnego eEFl i GTP (Ryc. 8A, 
[59], Czynnik eEFl (podobnie jak jego prokariotyczny odpo
wiednik, EF-Tu) składa się z trzech domen [59], Domena I, 
nazywana też domeną G, odpowiedzialna jest za wiązanie 
GTP lub GDP. U organizmów eukariotycznych stwierdzono, 
że domena G posiada duże sekwencje wstawione w  porów
naniu do czynnika EF-Tu, jednak żadna z nich nie wpływa 
zasadniczo na funkcjonowanie eEFl. eEFl tworzy kompleks 
potrójny z GTP i AA-tRNA, ochraniając przed hydrolizą
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Rycina 8. Translokacja tRNA podczas elongacji b iosyntezy białka [55]: 1 — Schemat przedstaw iający głów ne etapy cyklu translokacji (A-G) w edług m odelu  hybrydowego. 
Rybosom jest p rzedstaw iony jako kw adra t i podzielony na podjednostki oraz na  miejsca A, P i E. tRNA przedstaw iono jako linie pionowe. PT oznacza transfer reszty pep- 
tydylowej; 2 — Trójw ym iarow y obraz głównych etapów  cyklu translokacji w edług m odelu  hybrydow ego (A-G jak w  1). Zaznaczono cząsteczki tRNA i EF. W naw iasach 
podano  eukariotyczne odpow iedniki prokariotycznych czynników  elongacyjnych.

wiązanie estrowe i dostarczając AA-tRNA do rybosomalne- 
go miejsca A /T  (Ryc. 8B). Miejsce T określa położenie nowo 
związanego AA-tRNA, kiedy ten jest jeszcze utrzymywany 
przez czynnik EF-Tu (eEFl u Eukaryota) [55].

Rozpoznanie komplementarnego kodonu mRNA przez 
antykodon AA-tRNA zachodzi w  centrum  dekodującym 
małej podjednostki rybosomu. U Prokaryota wykazano, że 
ten etap przebiega przez wiele stanów pośrednich [60] i pro 
w adzi do przesunięcia cząsteczki AA-tRNA w miejsce A /  A 
rybosom u (Ryc. 8C). Utworzenie odpowiedniego duplek
su kodon-antykodon powoduje zmiany konformacji zasad 
A1492, A1493 oraz G530 w  16S rRNA rybosom ów prokario
tycznych [61] oraz 18S rRNA rybosomów eukariotycznych 
[17]. Stwierdzono, że tworzenie stabilnego kompleksu jest 
preferowane, kiedy w  pozycji 37 antykodonu cząsteczki 
tRNA znajduje się reszta purynow a [62],

Postępy Biochemii 54 (3) 2008

Oddziaływanie kodon-antykodon jest sygnałem akty
wującym centrum GTPazowe znajdujące się w  dużej pod 
jednostce rybosomu. Następujące wówczas lokalne zmiany 
strukturalne w centrum  dekodującym powodują globalne 
zmiany małej podjednostki, która zmienia konformację z 
otwartej na zamkniętą [63]. Hydroliza GTP prowadzi do 
powstania GDP i nieorganicznego fosforanu Pi w  miejscu 
aktywnym  czynnika eEFl. Uwolnienie AA-tRNA z kom
pleksu eEFl/ GDP najprawdopodobniej ma miejsce podczas 
zmiany konformacji czynnika eEFl. Wiadomo, że u Proka
ryota do uwolnienia GDP, Pi i AA-tRNA wymagana jest re
orientacja w obrębie dom eny I i II czynnika EF-Tu [64].

Po hydrolizie GTP cząsteczka AA-tRNA ulega przesu
nięciu o ok. 70 A od miejsca wiązania z czynnikiem eEFl 
do centrum  peptydylotransferazowego rybosomu (PTC,
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ang. peptidyltrcinspherase center). Akomodacja AA-tRNA o 
odpowiednim  antykodonie (komplementarnym do kodo- 
nu mRNA) w PTC przebiega w  sposób szybki i efektywny. 
Natomiast AA-tRNA o antykodonie podobnym  (częściowo 
komplementarnym) są odrzucane z PTC ze względu na 
niską stabilność wiązania z mRNA. Proces ten nazywa się 
selekcją korekcyjną. Po przesunięciu cząsteczki AA-tRNA 
do miejsca P może dochodzić do przyłączania kolejnej czą
steczki AA-tRNA do miejsca A. W ten sposób w rybosomie 
znajdują się substraty do syntezy wiązania peptydowego.

U tw orzenie  w iązania  pep ty d o w eg o  w  rybosom ie

Utworzenie wiązania peptydowego ma miejsce w cen
trum  peptydylotransferazowym rybosomu (PTC). Na pod 
stawie badań struktury atomowej dużej podjednostki rybo
somalnej H. mnrismortui stwierdzono, że miejsce aktywne 
rybosomu jest zbudow ane wyłącznie z rRNA — tworzą je 
nukleotydy centralnej pętli domeny V 23S rRNA otoczonej 
przez helisy H73, H74, H89, H90 i H93 (patrz Ryc. 4) [1,4-6]. 
W tych obszarach dużej podjednostki występują zachowa
ne sekwencje rRNA zarówno w rybosomach pro-, jak i eu 
kariotycznych [56], co świadczy o ich zasadniczej funkcji w 
procesie translacji i o tym, że proces ten przebiega w  ten sam 
sposób w rybosomach 70S i 80S. Pomimo że w pobliżu PTC 
znajduje się kilka rybosomalnych białek (L2, L3, L4 i LlOe), 
żadne z nich nie znajduje się w  bezpośrednim  sąsiedztwie 
centrum aktywnego, aby mogło katalizować syntezę w ią
zania peptydowego. Pełnią one raczej funkcję stabilizującą, 
utrzymując odpowiednią strukturę trzeciorzędową rRNA.

Utworzenie wiązania peptydow ego to wynik reakcji mię
dzy grupą a-am inową AA-tRNA, znajdującego się w miej
scu A, a grupą karboksylową peptydylo-tRNA (P-tRNA) 
w miejscu P. To niezwykle precyzyjne zagadnienie zostało 
omówione w naszym wcześniejszym artykule [66], Substra
ty do utworzenia wiązania peptydowego przyjmują odpo
wiednią orientację dzięki specyficznym oddziaływaniom  
między tRNA a rRNA i białkami rybosomalnymi. Zostały 
one dokładnie opisane dla rybosomów prokariotycznych 
[67]. Usytuowanie cząsteczki P-tRNA w miejscu P jest sta
bilizowane głównie poprzez oddziaływanie nukleotydów 
C74 i C75 tRNA z resztami zasad G2253 i G2252 23S rRNA. 
Zasadnicze znaczenie mają również oddziaływania między 
A76 tRNA i A2450-C2501 23S rRNA [68], Natomiast czą
steczka AA-tRNA zawdzięcza odpowiednie położenie w 
miejscu A przede wszystkim oddziaływaniom  nukleotydu 
C75 z G2553 23S rRNA oraz A76 z U2506-G2583 [68],

P rzesunięcie tRN A  i m R N A  w zd łu ż  
rybosom u (translokacja)

Po utworzeniu wiązania peptydowego w rybosomie 
znajdują się produkty tej reakcji, czyli deacylowany tRNA 
w miejscu P oraz peptydylo-tRNA w ydłużony o jeden ami
nokwas w miejscu A (Ryc. 8E). Rybosomalne miejsce A musi 
zostać zwolnione, aby mogła związać się kolejna cząsteczka 
aminoacylo-tRNA. Następuje wówczas przesunięcie tRNA i 
mRNA wzdłuż rybosomu, proces zwany translokacją [55].

W pierwszym etapie translokacji, następującym sponta
nicznie po syntezie wiązania peptydowego, końce akcepto
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rowe D-tRNA i P-tRNA przesuwają się w zdłuż dużej pod
jednostki rybosomalnej z miejsc A i P do miejsc P i E. P-tRNA 
znajduje się w  hybrydowym stanie A /P , czyli jego część an- 
tykodonowa jest w miejscu A małej podjednostki, podczas 
gdy koniec akceptorowy związany jest z miejscem P dużej 
podjednostki. D-tRNA w tym samym momencie znajduje się 
w stanie P /E , co oznacza, że jego część antykodonowa zlo
kalizowana jest w małej podjednostce w  miejscu P, a koniec 
akceptorowy w dużej podjednostce w miejscu E (Ryc. 8F).

W drugim  etapie translokacji, zależnym od  czynnika 
elongacyjnego eEF2 (EF-G u Prokaryota), części antyko- 
donow e obu cząsteczek tRNA przesuwają się względem 
małej podjednostki z miejsc P i A do miejsc, odpowiednio, 
E i P (Ryc. 8G). D-tRNA zajmuje w rybosomie miejsce E 
(stan E/E), natomiast P-tRNA zajmuje miejsce P  (stan P /P ). 
Kompleks eEF2/GDP ulega uwolnieniu z rybosomu, któ
ry jest gotowy na ponowny cykl elongacyjny. Wykazano, 
że w  przypadku rybosomów 70S, deacylowany tRNA jest 
uw alniany z miejsca E po przyłączeniu kolejnego komplek
su potrójnego EF-Tu/GTP/AA-tRNA do miejsca A [69], 
Przypuszczalnie w rybosomach eukariotycznych ma miej
sce taki sam proces.

Translokacja cząsteczek tRNA w dużej podjednostce za
chodzi wskutek różnego powinowactwa określonych miejsc 
rybosomu do poszczególnych stanów chemicznych końca 
akceptorowego tRNA [55], Miejsce A w dużej podjednost
ce rybosomalnej jest specyficzne dla grupy aminoacylowej, 
miejsce P — dla grupy peptydylowej, natomiast miejsce E 
dla wolnego, deacylowanego końca 3' cząsteczki tRNA. Taka 
specyficzność sprawia, że po utworzeniu wiązania peptydo
wego, kiedy w miejscu A znajduje się P-tRNA, wykazuje on 
wysokie powinowactwo do miejsca P i dlatego ze względów 
energetycznych faworyzowane jest jego przesunięcie. Podob
ne zjawisko ma miejsce w  przypadku miejsca P, w którym 
po utworzeniu wiązania peptydowego znajduje się D-tRNA 
wykazujący wysokie powinowactwo do miejsca E.

Przemieszczenie cząsteczek tRNA w ewnątrz małej pod 
jednostki jest procesem bardziej skomplikowanym ponie
waż musi być skoordynowane z przesuw aniem  się cząstecz
ki mRNA. W ymaga obecności czynnika elongacyjnego eEF2 
oraz energii w postaci GTP. Mechanizm molekularny kata
litycznej aktywności eukariotycznego czynnika eEF2 pozo
staje nadal niewyjaśniony [16]. Zaobserwowano jednak, że 
struktura czynnika prokariotycznego EF-G w kompleksie 
z GDP przypom ina kształtem kompleks EF-Tu/G TP/A A - 
tRNA, dlatego też zaproponowano, że przyłączanie EF-G do 
rybosom u następuje na zasadzie podobieństwa struktural
nego do kompleksu potrójnego. Zjawisko takie nosi nazwę 
m imikry molekularnej. Mniej informacji jest dostępnych na 
temat eukariotycznego czynnika eEF2, jednak zarów no jego 
struktura krystaliczna [70], jak i model wiązania do ryboso
mu rozwiązany metodą mikroskopii krioelektronowej [71], 
wskazują na wiele podobieństw w stosunku do EF-G. Czyn
nik eEF2 jest dużo większy od odpowiednika bakteryjnego 
i jego struktura mniej przypom ina helisę antykodonową 
cząsteczki tRNA. Ta obserwacja stawia zatem znak zapy
tania przy koncepcji mimikry molekularnej, wysuniętej na 
podstaw ie podobieństwa czynnika prokariotycznego do 
kom pleksu potrójnego [16].
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Sygnałem do terminacji procesu biosyntezy białka i 
uwolnienia now o utworzonego łańcucha polipeptydowego 
jest wystąpienie kodonu STOP w miejscu A rybosomu [72]. 
Proces terminacji jest uniwersalny i zachodzi w centrum 
peptydylotransferazowym  rybosomu (PTC). Uwolnienie 
peptydu z P-tRNA jest bezpośrednio wspom agane przez 
białka nazywane czynnikami uwalniającymi (RF, ang. rele- 
asefactors) oraz GTP. U Prokaryota i Eukaryota istnieją dwie 
klasy czynników uwalniających [73], Klasa I rozpoznaje ko- 
don STOP w mRNA i katalizuje hydrolizę P-tRNA. Czynniki 
uwalniające klasy II nie są specyficzne względem  kodonów 
mRNA i wspomagają uwalnianie z rybosom u czynników 
RF1 w procesie zależnym od GTP. Czynniki uwalniające 
zostały scharakteryzowane po raz pierwszy u Prokaryota, 
gdzie dwa podobne białka — RF1 i RF2, funkcjonują jako 
czynniki klasy I, natomiast strukturalnie niespokrewniony 
RF3 należy do klasy II. Obydwa czynniki klasy I rozpoznają 
kodon UAA; U AG jest rozpoznawany wyłącznie przez RF1; 
a UGA przez RF2. U Eukaryota występują czynniki: eRFl 
(rozpoznaje wszystkie trzy kodony STOP) oraz eRF3.

Mechanizm molekularny uwalniania polipeptydu przez 
czynniki uwalniające nie jest do końca poznany. Postuluje się 
dw a modele terminacji translacji: zależny od RF oraz zależ
ny od samego rybosomu. Pierwszy z nich jest oparty na zja
wisku mimikry molekularnej. Dzięki strukturze krystalicz
nej ludzkiego eRFl, wykazano podobieństwo strukturalne 
dom en I, II i III do, odpowiednio, pętli antykodonowej, ra 
mienia akceptorowego oraz ramienia DFC cząsteczki tRNA 
[72], eRFl ma w tym  przypadku za zadanie koordynowanie 
i odpowiednie usytuowanie cząsteczki w ody w centrum 
PTC w tej samej pozycji, co grupa am inowa cząsteczki AA- 
tRNA. W w yniku ataku nukleofilowego cząsteczki wody na 
wiązanie estrowe P-tRNA w miejscu P uwolniony zostaje 
łańcuch polipeptydow y z P-tRNA. Zachowana w ewolucji 
sekwencja czynników uwalniających klasy I, GGQ (glicyna- 
glicyna-glutamina), znajduje się w  takiej pozycji, że sugeru
je się jej bezpośredni udział w terminacji [72],

Inne modele terminacji translacji, które bardziej skupiają 
się na samym rybosomie, przedstawiają reakcję uwalniania 
peptydu jako zmodyfikowaną wersję reakcji transferu pep
tydu, podczas której reszta polipeptydowa jest przenoszona 
na cząsteczkę w ody zamiast na grupę aminową AA-tRNA. 
W takim przypadku RF odgrywa rolę modulatora, zmienia
jącego aktywność centrum PTC. Zgodnie z wynikami naj
nowszych badań nad rybosomami prokariotycznymi, ryboza 
nukleotydu A2602 (numeracja w edług E. coli) jest krytyczna 
dla wiązania RF1 oraz dla odpowiedniej orientacji RF w PTC, 
a także może być bezpośrednio związana z katalizą hydro
lizy P-tRNA [74,75], Wiązanie czynnika RF1 w odpowiedzi 
na występowanie kodonu STOP w rybosomalnym miejscu 
A powoduje zmianę konformacyjną nukleotydu A2602. Ta 
reorientacja powoduje umiejscowienie A2602 w pozycji, w 
której reaktywne grupy tego nukleotydu mogłyby potencjal
nie aktywować cząsteczkę wody. Następnie miałby miejsce 
atak nukleofilowy wody na karbonylowy węgiel wiązania 
estrowego P-tRNA. Ze względu na wysoką zachowawczość 
nukleotydu w  pozycji 2602 [56], przypuszcza się, że podobny 
proces ma miejsce również w rybosomach eukariotycznych.

TERMINACJA PROCESU BIOSYNTEZY BIAŁKA
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W ostatnim etapie terminacji translacji biorą udział czyn
nik elongacyjny EF2 oraz czynnik odzyskujący rybosomu 
(RRF, ang. ribosome-recycling factor). Powodują one oddyso- 
cjowanie rybosomu i uwolnienie dużej podjednostki oraz 
kompleksu mała podjednostka/m RN A /tRN A  [76], Na pod
stawie struktury RRF zaproponowano mechanizm jego dzia
łania [77]. Najbardziej charakterystyczną cechą tego czynnika 
jest podobieństwo strukturalne do cząsteczki tRNA. Zapro
ponowano, że RRF wiąże się do rybosomalnego miejsca A, 
co powoduje znaczące zmiany konformacyjne rybosomu. 
Nakładające się na siebie miejsca wiązania RRF, EF-G i tRNA 
w miejscu P rybosomów prokariotycznych sugerują, że wią
zanie EF-G powoduje przeniesienie RRF i D-tRNA z miejsc 
A i P do, odpowiednio, P i E. Deacylowany tRNA nie może 
być związany z miejscem E w sposób stabilny, gdy miejsce 
P nie jest obsadzone przez cząsteczkę P-tRNA [78], dlatego 
następuje dysocjacja rybosomu na podjednostki z wykorzy
staniem energii pochodzącej z hydrolizy GTP przy udziale 
EF-G. Prawdopodobnie proces taki ma również miejsce w 
rybosomach eukariotycznych. W wyniku tego procesu rybo- 
som jest gotowy na kolejny cykl biosyntezy białka.

UWAGI KOŃCOWE

Pomimo wielu lat badań, nadal większość wiedzy na temat 
struktury i sposobu funkcjonowania rybosomu eukariotyczne
go opiera się na podobieństwach do rybosomu prokariotycz- 
nego. Jest to spowodowane znacznie bardziej skomplikowaną 
budową rybosomu eukariotycznego. Duża liczba zasocjowa- 
nych białek powoduje problemy z pozyskaniem odpowied
niego preparatu do badań strukturalnych i funkcjonalnych. 
Najważniejszym wyzwaniem na następne lata wydaje się być 
rozwiązanie struktury krystalicznej rybosomu eukariotycz
nego. Na tej podstawie możliwe byłoby dokładne określenie 
oddziaływań pomiędzy poszczególnymi elementami tego zło
żonego makrokompleksu. Tylko w ten sposób możliwe będzie 
poznanie mechanizmów towarzyszących biosyntezie białka.
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ABSTRACT
The protein biosynthesis is a complicated process and not fully understood yet. According to smaller size and less complicated structure, un
derstanding of prokaryotic 70S ribosomes is much more advanced. Eucaryotic 80S ribosomes are more complex and generate more difficulties 
in research. The morphology of 80S ribosome has been pretty well resolved and w e know a lot about mechanism of functioning. Determina
tion of the interactions between the ribosomes and the factors taking part in protein biosynthesis is still a great challenge. Dynamic changes 
of these interactions during particular steps of elongation cycle are quite difficult to understand. Conformational changes of the ribosome are 
of great functional and regulatory importance during protein biosynthesis. They are essential for the whole gene expression process. Only 
further research of the structure and function of the ribosome w ill lead us to knowledge about specificity of the mechanism of their action. In 
this article w e present current opinions concerning structure and function of the eukaryotic ribosomes.
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STRESZCZENIE

W  szlakach sygnalizacyjnych TGF¡3, oprócz receptorów  i ich ligandów  oraz w ew nątrzko 
m órkow ych b iałek  efektorow ych, uczestniczą b ia łka  w iążące ligandy, k tó re  n ie  pełn ią  

funkcji k lasycznych receptorów . B iałka te nie są bezpośredn im i p rzekaźn ikam i sygnału  do 
w nętrza  kom órki, ale poprzez sw oje oddziaływ anie  z czynnikam i z rodziny  TGF(3 oraz re 
ceptoram i TGF/? typu  I i II w pływ ają  na  aktyw ność szlaku. Z identyfikow ano trzy b iałka 
charakteryzujące się tak im i w łaściw ościam i, tj. betag likan  (TGF/? RIII), en dog linę  (CD105) 
oraz antygen CD109, które określa  się w spólnym  term inem  receptory pom ocnicze TGF/? lub  
receptory TGF/? typu  III. Ich podstaw ow ą funkcją  jest m odulow anie  dostępności ligandów  
dla receptorów  TGF¡3 typu  I i II. U dział receptorów  pom ocniczych w przekazyw an iu  sygnału  
TGF/? został najlep ie j poznany  w  p rzypadku  czynnika TGF/? w ystępującego w  trzech izfor- 
m ach — TGF/?1, TGF/? 2 i TGF/? 3. K ażdy z receptorów  pom ocniczych charak teryzu je  się inną  
specyficznością w iązan ia  izoform  TGF/? oraz charakterem  odpow iedzi kom órkow ej. Szlak 
TGF/? jest jak  do tąd  jedynym  kom órkow ym  szlakiem  sygnalizacyjnym , dla k tórego opisano 
w ystępow anie  receptorów  pom ocniczych.

WPROWADZENIE

Czynniki z rodziny transformującego czynnika wzrostu ¡3 (TGF(3, ang. trans- 
forming growth factor [3) regulują proliferację i różnicowanie szeregu typów  ko
mórek. Są one inhibitorami proliferacji komórek nabłonka, śródbłonka, komórek 
krwiotwórczych i odgrywają istotną rolę w  takich procesach biologicznych, jak 
embriogeneza, angiogeneza, kostnienie, gojenie się ran czy synteza białek macie
rzy zewnątrzkomórkowej oraz jej przebudow a [1-3], Liczne badania wskazują, 
że czynniki TGF/? m odulują apoptozę oraz odgrywają plejotropową rolę w pro 
cesie nowotworzenia [2,4-7],

Do czynników rodziny TGF/?, obejmującej około kilkudziesięciu różnych 
białek, należą izoformy czynnika TGF/?, aktywiny i inhibiny, białka morfoge- 
netyczne kości (BMP, ang. bone morphogenetic proteins) czy czynniki wzrostu i 
różnicowania (GDF, ang. growth and differentiation factors) [1,3,8]. Wszystkie one 
oddziałują za pośrednictwem  receptorów błonowych o aktywności kinazy se- 
rynowo-treoninowej (klasa 3.3 wg klasyfikacji Międzynarodowej Unii Farma
kologicznej — IUPHAR, ang. International Union of Pharmacology [9]). Receptory 
czynników rodziny TGF[3 dzieli się na dwie podstaw ow e grupy, tj. receptory 
TGF[3 typu I oraz receptory TGF/? typu II. Cechą odróżniającą receptory TGF/? 
typu I od receptorów TGF/? typu II jest obecność w sekwencji tych pierwszych 30- 
aminokwasowego regionu bogatego w powtórzenia reszt glicyny i seryny (ang. 
GS region). Zlokalizowany jest on powyżej dom eny katalitycznej i pełni funkcję 
regulatorową. W komórkach człowieka wyróżnia się 7 receptorów TGF/? typu I, 
które określa się jako Alk (ang. actiuin receptor-like kinase) oraz odpowiadającym 
danem u receptorowi num erem  od 1 do 7. W przypadku receptorów TGF/? typu 
II opisano dotychczas 5 białek pełniących tę funkcję, tj. receptor czynnika TGF/? 
(TGF/? RII), dw a receptory aktywin, białek BMP i GDF (Act RII, Act RIIB, ang. 
actwin receptor), receptor białek BMP i GDF (BMP RII) oraz receptor M IS/AM H 
(MIS RII/A M H  RII, ang. Mullerian inhibiting substance receptor/anti-Mullerian hor
mon receptor). Wyniki badań sugerują dw a sposoby wiązania się ligandów z re
ceptorami TGF/? typu I i II. Mogą się one przyłączać do receptora TGF/? typu II, a 
utworzony kompleks łączy się z receptorem typu I lub mogą się one przyłączać 
jednocześnie do obu typów  receptorów. Określone czynniki z rodziny TGF/? 
mogą wiązać się z więcej niż jednym  z receptorów TGF[3 typu II, który z kolei 
może oddziaływać z różnym i receptorami TGF/? typu I (Ryc. 1) [8,10,11].

W przekazywaniu sygnału TGF/? w ew nątrz komórki uczestniczą białka efek
torowe Smad. Ich nazw a w yw odzi się od dwóch homologów białek szlaku 
TGF/?, tj. białka Sma (ang. similar to mothers against) zidentyfikowanego u Caeno- 
rhabditis elegans oraz białka M ad (ang. mothers against decapentaplegic) opisanego 
dla Drosophila. W śród białek Smad wyróżniane są trzy kategorie. Do pierwszej
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należą białka receptorowe Smad, tj. R-Smad (ang. receptor- 
regulated Smad). Od strony C-końca zawierają one motyw 
sekwencyjny dwóch reszt seryny oddzielonych od siebie 
jednym  dowolnym aminokwasem, który ulega fosforyla
cji wskutek aktywności enzymatycznej receptorów TGF/?. 
Antagonistami tego procesu są białka inhibitorowe Smad, 
tj. I-Smad (ang. inhibitor Smad). Do trzeciej kategorii nale
ży pośredniczące Smad, tj. Co-Smad (ang. common-mediator 
Smad). Uczestniczy ono w tworzeniu kompleksów z ufosfo- 
rylowanymi R-Smad, które ulegają przeniesieniu do jądra 
komórkowego, gdzie oddziałują z szeregiem czynników 
transkrypcyjnych, aktywatorów i represorów regulujących 
funkcje docelowych genów (Ryc. 1) [11-14], Transdukcja sy
gnału TGF/? może zachodzić także poprzez szlaki niezależne 
od białek Smad, w  tym kinaz MAPK (ang. mitogen-activated 
protein kinase) [12,14,15].

W sygnalizacji indukowanej przez czynniki z rodziny 
TGF/?, oprócz receptorów TGF/? typu I i II, uczestniczą biał
ka określane jako receptory pomocnicze TGF/? (ang. acces
sory receptor/auxiliary receptor), nazywane także receptora
mi TGF/? typu III. Dotychczas zidentyfikowano trzy białka 
zaliczane do tej grupy, tj. betagłikan (TGF/? RUI), endogli- 
nę (CD105, ang. cluster of differentiation 105) oraz antygen 
powierzchniowy CD109 (ang. cluster of differentiation 109) 
[16-20], Termin receptor pomocniczy nie jest pojęciem sys
tematycznym, gdyż białka te nie pełnią wszystkich funkcji 
przypisanych receptorom. Choć są one białkami transbłono- 
wym i lub są zakotwiczone w błonie komórkowej za pośred
nictwem glikolipidów, a ich domena zew nątrzkom órkowa 
jest silnie rozbudow ana i zdolna do wiązania ligandów, to 
nie mają one wewnątrzkomórkowej domeny funkcjonalnej, 
tj. wykazującej aktywność enzymatyczną lub zdolnej do od 
działywania z białkami o takich właściwościach. Pomimo że 
receptory pomocnicze TGF/? nie są bezpośrednimi przekaź
nikami sygnału, wpływają one na aktywność szlaku sygna

lizacyjnego. Mogą one prezentować czynniki TGF/? recepto
rom TGF/? typu I i II, bądź też ograniczać ich oddziaływanie 
z tymi receptorami [21,22],

Dane literaturowe wskazują na istotny udział receptorów 
pomocniczych w przekazywaniu sygnału przez czynnik 
TGF/? występujący w  trzech izoformach — TGF/?1, TGF/?2, 
TGF/?3. Przekazywanie sygnału przez czynnik TGF/? za
początkowuje jego uwolnienie z kompleksu latentnego w 
postaci aktywnego dim eru zdolnego do wiązania się z di- 
merem receptorów TGF/? RII. Czynnik TGF/? syntezowany 
jest w formie pre-probiałka, z którego najpierw usuwany 
jest peptyd sygnałowy, a następnie dojrzała forma odpo
wiadająca 112 aminowasom od strony C-końca. Pozostaje 
ona jednak nadal związana niekowalencyjnie z N-końco- 
wym  fragmentem probiałka określanym jako białko LAP 
(ang. latency-associated peptide). Czynnik TGF/? związany z 
białkiem LAP tworzy dimery określane jako mały kompleks 
latentny (SLC, ang. small latent complex), który w  połączeniu 
z białkiem LTBP (ang. latent TGFf binding protein) tworzy 
tzw. duży kompleks latenty (LLC, ang. large latent complex). 
Białko LTBP, oddziałując z białkami macierzy zewnątrzko- 
mórkowej, w arunkuje magazynowanie TGF/? do czasu ak
tywacji [23,24].

Do kompleksu złożonego z dimeru TGF/? i dimeru recep
torów TGF/? RII przyłącza się dimer receptorów TGF/? typu 
I, które in vivo nie są zdolne do samodzielnego wiązania 
ligandów. Funkcję receptora TGF/? typu I pełni najczęściej 
białko Alk5, w  przypadku którego zamiennie stosuje się 
skrót TGF/? RI. W transdukcji sygnału czynnika TGF/? mogą 
uczestniczyć również receptory A lki i Alk2. Po utworzeniu 
się kompleksu sygnalizacyjnego receptory TGF/? RII, będące 
konstytutywnie aktywnymi kinazami, aktywują receptory 
typu I, przyłączając reszty fosforanowe w regionie boga
tym w reszty glicyny i seryny [25]. W wyniku fosforylacji
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zmienia się konformacja receptorów TGF/ł typu I, co um oż
liwia oddziaływanie z białkami R-Smad i, w  konsekwen
cji, ich fosforylację. W transdukcji sygnału, indukowanej 
przez czynnik TGF/?, w  której pośredniczy receptor TGF/? 
RI (Alk5), funkcję R-Smad pełnią białka Smad2 i Smad3, 
zaś w  przypadku transdukcji sygnału przez receptory Alki 
lub Alk2 fosforylacji ulegają białka Sm adl, Smad5, bądź 
Smad8. Ufosforylowane białka R-Smad tworzą heterome- 
ryczne kompleksy z monomerem białka Co-Smad, tj. Smad4 
(Ryc. 2) [26,27].

Sygnalizacja TGF/ł jest jak dotąd jedyną, dla której opisa
no występowanie i scharakteryzowano znaczenie recepto
rów pomocniczych. Pojęcie to stosuje się także w odniesie
niu do białek powierzchniowych uczestniczących w akty
wacji komórek odpowiedzi immunologicznej.

WŁAŚCIWOŚCI STRUKTURALNE 
RECEPTORÓW POMOCNICZYCH TGF/?

BETAGLIKAN

Betaglikan był pierwszym poznanym  receptorem po
mocniczym uczestniczącym w sygnalizacji TGF/? [16,17]. 
Gen kodujący betaglikan, obejmujący 203 669 pz, zlokalizo
wany jest na chromosomie Ip33-p32 i zawiera 17 eksonów, 
a jego produkt białkowy zbudow any jest z 850 reszt ami- 
nokwasowych [h t t p : / / w w w .ncbi.n lm .nih .gov/G enbank/, 
h ttp :/ /w w w .e x p a sy .o rg /sp ro t/], Betaglikan jest transbło- 
nowym  proteoglikanem występującym w formie mono

merów. W jego strukturze wyróżnia się dw a miejsca O-gli- 
kozylacji modyfikowane przez reszty siarczanu heparanu 
i siarczanu chondroityny oraz pięć miejsc N-glikozylacji. 
Masa cząsteczkowa betaglikanu związanego z resztami gli- 
kozaminoglikanów wynosi od 250 do 350 kDa [17,19,28,29], 
C-połowa regionu zewnątrzkomórkowego betaglikanu cha
rakteryzuje się obecnością m otywu ZP charakterystyczne
go dla powierzchniowych glikoprotein osłonki przejrzystej 
(zona pellucida). Obejmuje ona sekwencję o długości około 
260 reszt aminokwasowych i zawiera osiem zachowanych 
ewolucyjnie reszt cysteiny tworzących wiązania disiarczko- 
we [30].

ENDOGLINA

Endoglina, znana także pod nazwą antygen CDI 05, zo
stała zidentyfikowana na podstawie podobieństwa struk
turalnego do betaglikanu (Ryc. 3). Odcinki C-końcowe obu 
białek obejmujące ich dom eny cytoplazmatyczne oraz do
meny transbłonowe charakteryzują się wysoką identycz
nością sekwencji szacowaną na 63%, oraz podobieństwem 
wynoszącym  71% [18,31]. Endoglina kodow ana jest przez 
gen o długości 39 691 pz, zlokalizowany na chromosomie 
9q33-q34.1 i złożony z 15 eksonów [h t tp : / / www.ncbi.nlm . 
n ih .g o v /G enbank/].

Endoglina, będąca transbłonową glikoproteiną, występu
je w  dwóch izoformach różniących się długością sekwencji 
dom eny cytoplazmatycznej. Forma dłuższa, tj. L-endoglina 

(658 aa), zawiera dom enę w ew nątrz
komórkową o długości 47 reszt ami
nokwasowych, zaś form a krótsza, tj. 
S-endoglina (625 aa) — o długości 14 
reszt aminokwasowych. W struktu
rze I-rzędowej endogliny obecnych 
jest pięć potencjalnych miejsc N-gli- 
kozylacji oraz rejon bogaty w reszty 
seryny i treoniny, które mogą ulegać 
fosforylacji. Endoglina in vivo tworzy 
hom odim ery o masie cząsteczkowej 
180 kDa, składające się z dwóch pod 
jednostek 95 kDa połączonych ze sobą 
wiązaniem disiarczkowym [32-34],

W domenie zewnątrzkomórko- 
wej endogliny obecny jest motyw 
RGD charakterystyczny dla białek 
macierzy zewnątrzkomórkowej i za
angażowany w adhezję komórkową 
[33], Jednakże brak m otyw u RGD w 
szczurzym ortologu endogliny może 
sugerować, że nie jest on istotny lub 
nawet niezbędny dla pełnionych 
przez to białko funkcji [35],

Analogicznie do betaglikanu, en
doglina w części zewnątrzkom órko
wej zawiera motyw ZP, który zloka
lizowany jest pom iędzy resztą lizyny 
w pozycji 362 a resztą asparaginianu 
w pozycji 561. W domenie zewnątrz
komórkowej m onom eru endogliny,

Rycina 2. Przekazyw anie sygnału TGF/ł zależne od białek Smad. D im er konsty tu tyw nie aktyw nego receptora 
TGF/ł RII w iąże dim er czynnika TGF/ł; po przyłączeniu hom odim eru  jednego z dw óch receptorów  TGF/ł typu  l, tj. 
TGF/ł RI (Alk5) lub A lki, dom ena katalityczna TGF/ł RII fosforyluje receptory TGF/ł typu  I; zaktyw ow any receptor 
TGF/ł typu  I przyłącza i fosforyluje białka R-Smad, których funkcję w  p rzypadku  TGF/ł RI pełnią Sm ad2 i Smad3, 
zaś A lk i — Sm adl, Smad5 i Smad8; ufosforylowane białka R-Smad łączą się z białkiem Co-Smad, tj. Smad4, a 
pow stały heterom eryczny kom pleks ulega przeniesieniu do jądra  kom órkow ego, gdzie oddziałuje z szeregiem  
czynników transkrypcyjnych, aktyw atorów  lub represorów  transkrypcji (na podstaw ie [8,10-12]).
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ze względu na jej strukturę przestrzenną, wyróżnia się trzy 
regiony, tj. sierocy (Glu26-Ile359), ZP-N (Gln360-Ser457) i 
ZP-C (Pro458-Gly586). Struktura IV-rzędowa dim eru endo- 
gliny przypom ina kopułę, w  której regiony ZP-N podjedno- 
stek, każda o kształcie odwróconej litery U, wzajemnie się 
krzyżują [34],

CD109

Antygen CDI 09 nie jest strukturalnie spokrewniony z 
betaglikanem czy endogliną. W przeciwieństwie do nich, 
nie jest on białkiem transbłonowym, lecz jest zakotwiczony 
w  błonie komórkowej przez glikozylofosfatydyloinozytol 
(GPI, ang. glicosylphosphatidylinositol), który przyłącza się 
do reszty alaniny 1420. Ta modyfikacja nowo zsyntetyzo- 
wanego białka zawierającego 1445 reszt aminokwasowych 
wym aga usunięcia C-końcowego hydrofobowego peptydu 
stanowiącego sygnał przyłączenia kotwicy GPI. Antygen 
CD109, podobnie jak inne białka zakotwiczone w błonie ko
mórkowej przez GPI, jest wrażliwy na działanie fosfolipa- 
zy C specyficznej względem  fosfatydyloinozytolu (PI-PLC, 
ang. phosphatidylinositol-specific phospholipase C) [19,36,37].

Gen kodujący białko CD109 o długości 128 962 pz znaj
duje się na chromosomie 6ql3 i składa się z 33 eksonów, a 
sekwencja kodująca ma długość 4 338 nukleotydów [h ttp :/ /  
w w w .ncbi.n lm .nih .gov/G enbank/], Finnson i wsp. [20] 
wykazali tkankowo-specyficzne w ystępowanie krótszego 
transkryptu genu CD109 pozbawionego fragmentu o d łu 

gości 51 nukleotydów (region 3652 — 3702 sekwencji kodu 
jącej). Delecja ta skutkuje skróceniem produktu białkowego 
o fragment o długości 17 reszt aminokwasowych, lecz nie 
w pływ a na zmianę ramki odczytu dalszej sekwencji białka 
w  kierunku C-końca. Taką formę białka CD109 określa się 
jako CD109S.

Białko CD109 jest monomeryczną glikoproteiną zawie
rającą 8 potencjalnych miejsc N-glikozylacji [h t tp : / /w w w . 
expasy .org /spro t/]. Identyfikowane są formy białka CD109 
o masach cząsteczkowych około 170 — 180 kDa, 150 i 120 
kDa. Przypuszcza się, że forma o masie cząsteczkowej 150 
kDa powstaje w wyniku degradacji formy 170 — 180 kDa 
[38-40], Inna hipoteza tłumacząca występowanie form anty
genu CD109 o masach cząsteczkowych 180 i 150 kDa mówi
0 alternatywnym  składaniu eksonów kodujących N-końco- 
wy odcinek białka w  obrębie eksonów poniżej pierwszego 
[41]. Ponadto, białko CD109 wykazuje wrażliwość na dzia
łanie proteazy zależnej od jonów w apnia (CDP, ang. calcium 
dependent protease), pod w pływ em  której może powstawać 
forma o masie cząsteczkowej 120 kDa [39],

Na podstawie podobieństwa sekwencji, w  tym obecności 
m otywu PYGCGEQ odpowiedzialnego za tworzenie wiąza
nia tioestrowego, antygen C D I09 zalicza się do rodziny bia
łek AMCOM (ang. a2-macroglobulin/complement gene fnmily), 
w  której skład wchodzą, między innymi, a2-makroglobulina
1 jej ortologi (ssaków, homara, raka), składowe układu do
pełniacza (C3, C4, C5), białko pasma ciążowego (PZP, ang.

Rycina 3. Porów nanie form  prekursorow ych betaglikanu i endogliny oraz antygenu CD109 i «2-makroglobuliny (na podstaw ie danych z bazy Swiss-Prot/TrEMBL: 
h ttp :/ /w w w .e x p a s y .o rg /sp ro t/ ; porów nania sekwencji dokonano za pom ocą program u Vector NTI 10.3.0).
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pregnancy zone protein), ludzkie białko KIAA1283, szczurzy 
dl-inhibitor III, ptasia owostatyna czy białko ZK337.1 Ca- 
enorhabditis elegans. Stopień pokrewieństwa sekwencji biał
ka C D I09 w odniesieniu do pozostałych białek z tej rodziny 
wynosi w  przybliżeniu 30%. Regiony białka CD109 istotne z 
punktu widzenia jego struktury i funkcji wydają się być w y
soce zachowane ewolucyjnie, a samo białko jest praw dopo
dobnie najstarszym pod względem  ewolucyjnym spośród 
ludzkich białek z rodziny AMCOM (Ryc. 3) [20,36,41].

UDZIAŁ RECEPTORÓW POMOCNICZYCH 
TGF/? W SYGNALIZACJI KOMÓRKOWEJ

BETAGLIKAN

Betaglikan ma zdolność bezpośredniego wiązania 
wszystkich trzech izoform czynnika TGF/? występujących w 
komórkach człowieka. Ponieważ izoforma TGF/?2, w  odróż
nieniu od dwóch pozostałych izoform, tj. TGF/?1 i TGF/?3, ma 
bardzo słabe powinowactwo do receptorów TGF/? RI i TGF/? 
RII, przypuszcza się, że betaglikan pośredniczy głównie w 
sygnalizacji komórkowej indukowanej przez tę izoformę, 
prezentując ją receptorom. W komórkach nie wykazujących 
ekspresji betaglikanu praktycznie nie obserwuje się efektu 
stymulacji czynnikiem TGF/?2, przy jednoczesnym braku 
zaburzenia funkcji inhibitorów proliferacji i migracji komó
rek, którą pełnią dwie pozostałe izoformy TGF/? [8,42]. Wy
jątek stanowią komórki, w których stwierdzono ekspresję 
alternatywnego produktu  składania genu TGF/? RII okre
ślanego jako TGF/? RIIB. Ten wariant receptora TGF/? RII 
w miejscu kodonu dla reszty waliny 32 zawiera insercję o 
długości 75 nukleotydów, która kodow ana jest przez ekson 
1A. Dodatkowy 26 aminokwasowy fragment występujący 
w sekwencji receptora TGF/? RIIB, zawierający potencjalne 
miejsce N-glikozylacji oraz dwie reszty cysteiny, praw do
podobnie odpowiada za wiązanie i transdukcję sygnału izo
formy TGF/?2 [43].

W dom enie zew nątrzkom órkow ej betaglikanu w yróż 
nia się dw a niezależne miejsca wiążące izoform y TGF/?. 
Jedno z nich znajduje się w jej N-końcowej części, w  regio

nie o pokrew ieństw ie do endogliny, zaś drugie w  obrębie 
m otyw u ZP. Choć oba miejsca wiążące betaglikanu cha
rakteryzują  się podobnym  pow inow actw em  do izoform 
TGF/?, tj. w yższym  wobec TGF/?2 i niższym  wobec TGF/?1 
czy TGF/?3, to jedynie poprzez miejsce w regionie o se
kwencji pokrewnej do endogliny (bliżej N-końca) czyn
nik TGF/?2 może być p rezentow any receptorom  TGF/? RII. 
Zdolność do w iązania ligandów  nie wydaje się być cechą 
m otyw u ZP. W ykazano bowiem , że w w iązaniu  izoform 
TGF/? uczestniczą reszty am inokw asow e, które nie pełnią 
istotnej funkcji w tw orzeniu  struk tu ry  przestrzennej cha
rakterystycznej dla tego m otyw u. Pozostaje to w  zgodzie 
ze stosunkow o dużą  zm iennością sekwencji m otyw u ZP 
w białkach, w  których stw ierdzono jego w ystępow anie. 
Potw ierdzają to rów nież analizy oddziaływ ania  betagli
kanu z innym i czynnikam i z rodziny  TGF/?. Betaglikan 
m oże w iązać inhibinę A i oddziaływ ać z receptoram i spe
cyficznymi dla inhibin, tj. Act RII, Act RIIB oraz BMP RII. 
W ykazano, że za w iązanie TGF/? i inhibiny A odpow ia 
dają różne reszty am inokw asow e w obrębie m otyw u ZP 
betaglikanu [8,21,44].

Chociaż betaglikan pozbaw iony dom eny cytopla- 
zm atycznej jest zdolny do w iązania wszystkich trzech 
izoform  TGF/? i tw orzenia kom pleksu z TGF/? RII, to do 
m ena ta w ydaje się być n iezbędna dla dalszego p rzeka
zyw ania  sygnału. M odel sygnalizacji TGF/? z udziałem  
betaglikanu zakłada, że betaglikan prezentuje aktyw ny 
dim er czynników  TGF/? aktyw nem u, tj. konsty tutyw nie 
ufosforylow anem u dim erow i TGF/? RII. Do utw orzonego 
kom pleksu przyłącza się d im er TGF/? RI, który ulega ak 
tywacji w skutek  fosforylacji p rzez dom enę katalityczną 
TGF/? RII. O statnim  etapem , który praw dopodobn ie  jest 
n iezbędny dla uruchom ienia  szlaku białek R-Smad, jest 
oddysocjow anie betaglikanu od kom pleksu sygnalizacyj
nego receptorów , co m ożliw e staje się po ufosforylowaniu 
dom eny cytoplazm atycznej tego receptora pomocniczego 
przez TGF/? RII (Ryc. 4) [45],

Badania nad stechiometrią i kinetyką tworzenia się kom
pleksu TGF/? RII z betaglikanem wykazały, że monomer be-

Rycina 4. Udział betaglikanu w przekazyw aniu  sygnału TGF/?. Betaglikan tw orzy kom pleks z receptorem  TGF/? RII i pośredniczy w  przyłączaniu się do niego czynników 
TGF/?; do pow stałego kom pleksu przyłącza się receptor TGF/? RI; dom ena katalityczna TGF/? RII fosforyluje TGF/? RI, a także betaglikan w  ich dom enach cytoplazm atycz- 
nych; fosforylacja betaglikanu skutkuje jego oddysocjow aniem  i aktywacją białek R-Smad (na podstaw ie  [45]).
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taglikanu jest zdolny do wiązania się z dw om a dimerami 
czynnika TGF/? i łączenia się z dwoma dimerami TGF/? RII. 
Do utworzonego kompleksu sygnalizacyjnego przypusz
czalnie przyłączają się następnie dw a dimery TGF/? RI. Po
wyższe dane pozwalają sugerować, że betaglikan, oprócz 
prezentowania ligandów, przyczynia się do wzmocnienia 
sygnalizacji TGF/? [46,47].

Zw iązany z błoną kom órkow ą betaglikan może ule 
gać proteolizie, w  w yniku której uw aln iany  jest fragm ent 
dom eny zew nątrzkom órkow ej określany jako forma 
rozpuszczalna betaglikanu. Zachowuje ona zdolność do 
w iązania izoform  TGF/?, co może ograniczać dostępność 
ligandów  dla receptora TGF/? RII w  w yniku  ich depono 
w ania w m acierzy zew nątrzkom órkow ej. Badania ko
mórek now otw orow ych w ydają się po tw ierdzać udział 
rozpuszczalnej form y betaglikanu w ham ow aniu  sygnali
zacji TGF/?. W prow adzenie  rekom binow anej postaci roz 
puszczalnej form y betaglikanu do kom órek now otw oro 
w ych prosta ty  istotnie ograniczało w zrost i angiogenezę 
oraz ham ow ało  aktyw ność m etaloproteinazy 9 macierzy 
zew nątrzkom órkow ej (ang. martix metalloproteinase 9), 
której syntezę w now otw orach  prostaty  indukują  czyn
niki TGF/? [48-50],

Eickelberg i w sp. [28] prezentują odm ienny pogląd w 
kwestii negatyw nej regulacji sygnalizacji TGF/? przez be
taglikan. U w ażają oni, że to nie obecność rozpuszczalnej 
formy betaglikanu w macierzy zew nątrzkom órkow ej, ale 
stopień glikozylacji przez reszty g likozam inoglikanów  
zw iązanego z błoną kom órkow ą białka jest kluczow y w 
ham ow aniu  sygnalizacji TGF/?. Uważają oni, że m odyfi
kacja ta w  niektórych typach kom órek m oże być czynni
kiem przestrzennie  ograniczającym  tw orzenie kom plek 
sów betaglikanu z receptoram i TGF/? RI i TGF/? RII.

Fosforylacja dom eny cytoplazm atycznej betaglika
nu przez konsty tu tyw nie  aktyw ny receptor TGF/? RII 
um ożliw ia oddysocjow anie betaglikanu i uruchom ienie 
szlaku TGF/? lub zw iązanie się kom pleksu tych recepto 
rów  z /?-arestyną. Rodzina /?-arestyn charakteryzuje się 
zdolnością do w iązania się z aktyw nym i receptoram i 7- 
transb łonow ym i (7TM, ang. 7-transmembrane receptorś), 
określanym i też jako receptory sprzężone z białkam i G 
(GPCR, ang. G-protein coupled receptorś) i desensytyzacji 
sygnału. Receptory 7TM w kom pleksie z /?-arestyną mają 
zablokow ane miejsce w iązania białek G. O ddziaływ anie  
z /?-arestynami p row adzi więc do zaham ow ania  szlaków 
sygnałow ych białek G, a także do internalizacji recepto 
rów  i ich w łączania w  przekazyw anie sygnału poprzez 
inne szlaki, w  tym  kinaz MAPK. Flam ow anie sygnalizacji 
przez /?-arestyny opisane dla receptorów  7TM obserwuje 
się także dla szlaku TGF/?. O ddziaływ anie  z /?-arestyną 
może skutkow ać internalizacją kom pleksu TGF/? R H /be- 
taglikan i desensytyzacją sygnalizacji TGF/? zależnej od 
białek Smad [51-53]. Betaglikan w sposób niezależny od 
czynnika TGF/? uczestniczy w aktywacji jednego ze szla
ków MAPK, tj. szlaku białka p38. D okładna rola betagli
kanu w fosforylacji tej kinazy nie jest jeszcze poznana. 
P raw dopodobnie  kluczow ą funkcję w  aktywacji szlaku 
białka p38 zależnej od betaglikanu pełni jego dom ena cy- 
top lazm atyczna [54],
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E N D O G L IN A

W przeciwieństwie do betaglikanu, endoglina nie w yka
zuje zdolności do bezpośredniego wiązania izoform czyn
nika TGF/? bez udziału specyficznych dla niego receptorów. 
Endoglina tworzy kompleksy zarówno z receptorami TGF/? 
RI, jak i TGF/? RII niezależnie od obecności ligandów. Wyso
kie powinowactwo endogliny wobec izoformy TGF/?1 oraz 
um iarkowane wobec izoformy TGF/?3 wynika z przyłączania 
się tego receptora pomocniczego do czynników związanych 
przez receptor TGF/? RII i jest bezpośrednią konsekwencją 
specyficzności tego receptora względem  poszczególnych 
izoform TGF/?. Podobnie jak betaglikan, także endoglina nie 
jest receptorem pomocniczym wyłącznie izoform czynnika 
TGF/?. Białko to może współdziałać z kompleksami sygna
lizacyjnymi innych ligandów z rodziny TGF/?, oddziałują
cych z właściwymi dla siebie receptorami I lub II typu, w 
tym aktywiny A i czynnika BMP7 związanych z receptorem 
Act RII lub Act RIIB czy czynnika BMP2 związanego z re
ceptorem Alk3 lub Alk6 [55].

Endoglina wiąże się z receptorami TGF/? RI i TGF/? RII 
zarówno poprzez domenę cytoplazmatyczną, jak i domenę 
zewnątrzkomórkową. Dla oddziaływania endogliny z re
ceptorem TGF/? RI, w przeciwieństwie do TGF/? RII, istotny 
jest stan fosforylacji jego domeny cytoplazmatycznej. Endo
glina przyłączyć może się wyłącznie do receptora TGF/? RI 
pozostającego w konformacji nieaktywnej, czyli gdy jego 
region regulatorowy bogaty w  reszty glicyny i seryny pozo
staje nieufosforylowany. Zarówno TGF/? RI, jak i TGF/? RII 
wykazują zdolność do fosforylacji domeny cytoplazmatycz
nej endogliny. Fosforylacja endogliny skutkuje obniżeniem 
poziomu konstytutywnej fosforylacji receptora TGF/? RII. 
Domena cytoplazmatyczna endogliny po ufosforylowaniu 
przez TGF/? RI oddysocjowuje od domeny katalitycznej tego 
receptora, co praw dopodobnie ma miejsce w  obecności li- 
gandu (Ryc. 5). Konsekwencją oddziaływań TGF/? RI i TGF/? 
RII z endogliną jest wzrost poziomu ufosforylowanej for
my białka Smad2. Nie stwierdzono natomiast, by endoglina 
wpływała na poziom aktywacji drugiego z białek R-Smad 
specyficznych dla receptora TGF/? RI, tj. białka Smad3, co 
wskazuje na udział tego receptora pomocniczego w m odu
lowaniu sygnalizacji TGF/? [22],

Endoglina, podobnie jak betaglikan, może oddziaływać z 
/?-arestyną, co prow adzi do jej internalizacji. Kluczową rolę 
w tworzeniu kompleksów endogliny z /?-arestyną odgrywa 
fosforylacja reszty treoniny 650 tego receptora pomocnicze
go. Fosforylacja endogliny umożliwiająca jej internalizację 
jest wynikiem aktywności kinazowej receptorów TGF/? RII 
i Alki. Endoglina, tworząc kompleks z /?-arestyną, ham u
je, stym ulowaną przez czynnik TGF/?1, aktywację szlaku 
MAPK/ERK (ang. extracellular signal-regulated kinase), a 
pośrednio ma także w pływ  na subkomórkową lokalizację 
ufosforylowanej formy ERK [56,57].

C D 109

Antygen CD109 wykazuje wysokie powinowactwo do 
izoformy TGF/?1, nieco słabsze do izoformy TGF/?3 oraz 
prawie zupełny brak oddziaływania z izoformą TGF/?2 
[19,42,58-60]. Wiązanie TGF/?1 z formami antygenu CD109
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Rycina 5. Udział endogliny w  transdukcji sygnału TGF/). Endoglina przyłącza się zarów no do receptora TGF/? RII, jak i TGF/? RI, oddziałując z dom eną zew nątrzkom órko- 
wą oraz dom eną cytoplazm atyczną każdego z receptorów; w iązanie endogliny z TGF/? RII jest niezależne od jego aktywacji, natom iast w  przypadku TGF/? RI m a miejsce 
w yłącznie, gdy receptor ten znajduje się w  konformacji nieaktywnej; TGF/? RII w kom pleksie z endogliną fosforyluje TGF/? RI; receptory TGF/? RII i TGF/? RI mają zdolność 
do fosforylacji endogliny; ufosforylowanie endogliny przez TGF/? RI prow adzi do oddysocjow ania jej dom eny cytoplazm atycznej (na podstaw ie [22]).

o masach cząsteczkowych 180 i 150 kDa zachodzi w  szero
kim spektrum  pH  i nie jest zakłócane po uwolnieniu tego 
białka z powierzchni komórki w wyniku działania PI-PLC. 
Pozwala to sugerować, że antygen CD109 jest m odulatorem  
dostępności izoform czynnika TGF/? dla receptorów uczest
niczących w przekazywaniu sygnału przez tę cytokinę 
[37,58].

Podobnie jak antygen CD109, także inne białka z rodziny 
AMCOM, w tym a2-makroglobulina, oddziałują z czynni
kiem TGF/?. Powinowactwo n2-makroglobuliny do izoformy 
TGF/?1 jest wyższe w porów naniu z TGF/?2, analogicznie jak 
ma to miejsce w przypadku antygenu CD109. a2-makroglo- 
bulina występuje w osoczu, gdzie praw dopodobnie pełni 
funkcję rezerw uaru i przenośnika czynnika TGF/?. Wiązanie 
czynnika TGF/? przez to białko hamuje stymulację recepto
rów TGF/?, lecz jest procesem w pełni odwracalnym. Za wią
zanie izoformy TGF/?1 przez fl2-makroglobulinę odpow iada 
region między 718 a 733 resztą aminokwasową bogaty w 
reszty hydrofobowe. Ten 16-aminokwasowy fragment znaj
duje się w  pobliżu regionu wykazującego powinowactwo do 
enzymów proteolitycznych, określanego bait region („region 
przynęty"). Region ten pokrywa się z miejscem wiążącym 
czynnik wzrostu pochodzenia płytkowego BB (PDGF-BB, 
ang. platelet-derived growth factor BB) oraz czynnik w zrostu 
nerwów /? (NGF-/?, ang. nerve growth factor-f) [61-63].
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Porównanie sekwencji antygenu CD109 i a2-makro- 
globuliny wskazuje na istnienie szeregu regionów o w y
sokim stopniu podobieństwa. Opisane przez Webb i wsp. 
[62] miejsce wiążące czynnik TGF/?1 w strukturze n2-makro- 
globuliny występuje w  jednym  z takich regionów. Motyw 
sekwencyjny a2-makroglobuliny, o długości 16 am inokw a
sów, odpowiedzialny za przyłączanie TGF/?1 nie jest w 
pełni identyczny z odpowiadającym mu regionem białka 
CD109, jednakże sekwencje po stronie N-końca cechują się 
identycznością, a po stronie C-końca wysokim stopniem po
dobieństwa [http: /  /  w w w .expasy.org/ sp ro t/ ].

Białko CD109 ma zdolność nie tylko oddziaływania z 
izoformami TGF/?, ale i tworzenia heterokompleksów z 
receptorami TGF/? RI i TGF/? RII o masie cząsteczkowej w 
zakresie 200-300 kDa. Wiązanie się TGF/? RI i TGF/? RII z 
antygenem CD109 jest niezależne od obecności czynnika 
TGF/?. O ddziaływanie CD109 z receptorem TGF/? RII nie 
powoduje zmiany poziomu jego autofosforylacji. Ponad
to, gdy receptor CD109 nie oddziałuje z izoformami TGF/?, 
dochodzi do jego wiązania z innym receptorem pomocni
czym, tj. betaglikanem. Oddziaływanie antygenu CD109 z 
izoformą TGF/?1 nie powoduje zasadniczego zmniejszenia 
poziom u tego białka na powierzchni komórki, co odróżnia 
go od TGF/? RI, TGF/? RII czy betaglikanu. Oddziaływanie 
CD109 z czynnikiem TGF/? w istotny sposób wpływa na
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hamowanie fosforylacji białek efektorowych ich szlaku sy
gnalizacyjnego, tj. białek R-Smad. Pozwala to przypuszczać, 
że receptor CD109, poprzez wiązanie izoform TGF/ł, może 
ograniczać ich dostępność dla receptorów TGF/1 RI i TGF/1 
RII [20,58,59,64].

BIOLOGICZNE FUNKCJE RECEPTORÓW 
POMOCNICZYCH TGF/?

BETAGLIKAN

Syntezę betaglikanu obserwuje się w  różnych typach 
komórek. W ysoki w skaźnik  letalności em brionów  mysich 
o fenotypie betaglikarG ' sugeruje, że ekspresja genu ko 
dującego to białko jest n iezbędna dla p raw id łow ego p rze 
biegu em briogenezy. Najistotniejsze defekty w  p raw id ło 
w ym  różnicow aniu  się kom órek i rozw oju tkanek zaob
serw ow ano w  sercu i wątrobie, stw ierdzając jednocześnie 
zaburzenia hem atopoezy, k tóra w okresie rozw oju em 
brionalnego ma miejsce p rzede w szystk im  w wątrobie. 
Betaglikan w ydaje się być n iezbędny dla praw idłow ego 
wykształcenia się p rzegrody  serca w w yniku  przem ia 
ny kom órek epitelialnych w m ezenchym atyczne [65,66]. 
Jego podw yższoną syntezę stw ierdzono także w  procesie 
różnicow ania się kom órek mięśni szkieletowych [67], O b
niżenie poziom u betaglikanu zidentyfikow ano w now o
tworach, m iędzy innym i, nerek, piersi, jajników, błony 
śluzowej trzonu  macicy. Konsekwencją jest zaburzenie 
praw idłow ej sygnalizacji stym ulow anej p rzez czynniki z 
rodziny  TGF/?, co prow adzić  może do niekontrolow anej 
proliferacji kom órek oraz nabyw ania przez nie fenotypu 
złośliwego [50,68-70].

ENDOGLINA

Znaczenie endogliny udokum entow ane  zostało w 
rozwoju em brionalnym  i waskulogenezie. N ajw yższą 
syntezę tego białka stw ierdza się w  kom órkach śród- 
błonka naczyń krw ionośnych, co w iąże się bezpośrednio  
z jego udziałem  w angiogenezie oraz procesach od niej 
zależnych [71-75]. Mutacje genu kodującego endoglinę 
są przyczyną w rodzonej naczyniakow atości krw otocz
nej, zwanej też zespołem  Rendu-O slera-W ebera typu  I 
(HHT1, ang. hereditary hemorrhagic telangiectasia type I). 
Jest to schorzenie autosom alne dom inujące, które obja
wia się dysplazją naczyń krw ionośnych, głów nie naczyń 
w łosow atych [34,76]. Zw iększoną syntezę endogliny  ob
serw uje się w śródbłonku naczyń now otw orów  takich 
narządów , jak jelito grube, mózg, płuca, prostata, piersi 
czy szyjka macicy. Jest to najpraw dopodobniej zw iąza 
ne z pow staw aniem  naczyń krw ionośnych, które u m oż
liwią rozwój i funkcjonow anie proliferujących kom órek 
now otw orow ych, a także stanow ią potencjalną drogę ich 
p rzerzu tow ania . Ocena poziom u endogliny w  wycinkach 
zm ian  patologicznych może mieć znaczenie d iagnostycz
ne i prognostyczne, podobnie jak badanie poziom u tego 
białka w  surowicy, który jest podw yższony  u pacjentów 
ze zd iagnozow aną chorobą now otw orow ą. Postuluje 
się w ykorzystan ie  przeciwciał skierow anych przeciw ko 
endoglinie w scyntygrafii now otw orów  oraz terapiach 
ukierunkow anych  na blokow anie tw orzenia  się naczyń 
krw ionośnych [77,78],
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CD109

Dotychczasowe doniesienia na temat ekspresji antyge
nu CD109 wskazują na występowanie tego białkach w ko
m órkach mioeptelialnych gruczołu mlekowego, ślinianek i 
gruczołów łzowych oraz w komórkach podstawnych pro 
staty. Jednocześnie stwierdzono brak syntezy CD109 w in
nych komórkach budujących te gruczoły, w tym komórkach 
przewodowych, pęcherzykowych czy wydzielniczych [79]. 
Brak produkcji antygenu C D I09 wykazano także w przy
padku limfocytów czy płytek krwi. Jednakże aktywacja lim- 
foblastów T fitohemaglutyniną w  obecności interleukiny 2, 
podobnie jak aktywacja płytek krwi trombiną, prowadzi do 
syntezy tego białka. Obecność białka C D I09 stwierdzono 
również na powierzchni limfocytów izolowanych z krwi 
osób chorych na białaczkę [38],

Wysoki poziom antygenu CD109 zarówno na poziomie 
mRNA, jak i białka obserwuje się w  rakach płaskonabłonko- 
wych w  przeciwieństwie do większości gruczolakoraków. 
Szczególne znaczenie wydaje się mieć wysoki poziom biał
ka CD109 w raku płaskonabłonkowym płuc. Niska lub brak 
syntezy tego antygenu nie tylko w gruczolakoraku płuc, ale 
także raku drobnokom órkowym  oraz wielkokomórkowym 
płuc sugeruje, że może on być rozpatrywany jako potencjal
ny m arker now otw orów  tego narządu [79-82],
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ABSTRACT
TGF/! signalling pathways apart from receptors, their ligands and intracellular effectors consist of proteins capable to bind ligands which are not 
classical receptors. They do not transmit the signal directly into the cell but by their interaction with TGF/! family factors and TGF/! type I and 
II receptors can influence TGF/! cascade activity. There are three proteins characterised by such features i.e., betaglycan (TGF/! RIII), endoglin 
(CD105) and antigen CD109 which are commonly called as TGF/! accessory/auxiliary receptors or TGF/! type III receptors. Their key function is 
to modulate accessibility of ligands to TGF/! type I and II receptors. The role of TGF/! accessory receptors has been well documented for signal 
transduction via TGF/! isoforms — TGF/il, TGF/?2 and TGF/13. Each TGF/? accessory receptor has different TGF/! isoforms binding specificity and 
cellular response character. TGF/! cascade is the only known cellular signalling pathway for which accessory receptors are identified until now.
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Słowa kluczowe: kinaza kreatynow a, izoenzy
my, dimer, oktam er, m itochondrialna kinaza 
kreatynowa, apoptoza

Wykaz skrótów: AK — kinaza argininowa, 
AMPK — kinaza zależna od AMP, ANT — 
translokaza nukleotydów  adeninow ych, CK
— kinaza kreatynowa, CL — kardiolipina, CP
— fosfokreatyna, Cr — kreatyna, GK — kina
za glikocyaminowa, HK — heksokinaza, IMP
— inozyno-5'm onofosforan, LK — kinaza lom- 
brycynowa, Mt-CK — m itochondrialna form a 
CK, TK — kinaza taurocyam inowa, TSAC — 
analogowy kom pleks przejściowy o składzie: 
4 mM ADP, 5 mM MgCl2, 20 mM Cr, 50 mM 
KNOv VDAC — jonoselektywna poryna w 
błonie zewnętrznej m itochondriów

STRESZCZENIE

Kinaza kreatynowa (CK, EC 2.7.3.2) jest enzymem kluczowym w bioenergetyce komór
ki, odgrywającym ważną rolę w  homeostazie komórkowego ATP. Intensywne badania 

nad mitochondrialnymi formami CK przyczyniły się do stworzenia modelu funkcjonowania  
systemu CK/CP zwanego „czółenkiem fosfokreatynowym". Model ten obejmuje nie tylko 
funkcję buforującą stężenia ATP i ADP, ale równocześnie funkcję przestrzennego transpor
tu energii, łączącą procesy wykorzystania ATP z procesami jego syntezy, do których nale
żą glikoliza i fosforylacja oksydacyjna. Ważną rolę w  transporcie energii odgrywa przede 
wszystkim Mt-CK, która pełni funkcję mostu pomiędzy błonami mitochondrialnymi i funk
cjonalnie oddziałuje z poryną VDAC oraz ANT w  bliskim sąsiedztwie kardiolipin. Takie 
powiązanie stwarza strukturalne podstawy do związku Mt-CK z transportem ATP do prze
strzeni międzybłonowej mitochondriów przez ANT, a fosfokreatyny do cytoplazmy przez 
porynę VDAC. Aktywna forma Mt-CK w postaci oktameru stymuluje fosforylację oksyda
cyjną oraz efektywnie hamuje tworzenie mitochondrialnego megakanału. Jakakolwiek de
stabilizacja tej struktury może spowodować aktywację łańcucha reakcji, które kończą się 
śmiercią komórki.

WPROWADZENIE -  SYSTEMY FOSFAGENOWE

Wszystkie procesy zaangażowane we wzrost i metabolizm komórki w ym a
gają nakładu energii. Podstaw ow ym  źródłem energii w żywej komórce jest 
adenozynotrifosforan (ATP), chociaż jego stężenie w  komórce jest raczej niskie. 
Wynosi ono od 2 do 5 mM i pozwala np. na skurcz mięśnia jedynie przez parę 
sekund. Związkiem, który zdecydowanie przewyższa stężenie ATP w komórce 
jest fosfokreatyna (CP), której stężenie w mięśniu szkieletowym osiąga od 20 
do 35 mM. W tkankach i komórkach o wysokim zapotrzebowaniu energetycz
nym, takich jak: mięsień szkieletowy, mięsień sercowy, mózg, komórki fotore- 
ceptorowe, komórki organu elektrycznego u ryb oraz plemniki, zaobserwowano 
wysokie stężenia fosfagenów [1,2]. CP jest jednym z ośmiu fosfagenów wystę
pujących w  świecie zwierząt. Każdy z nich posiada charakterystyczną grupę 
guanidynow ą i w łasny enzym, tzw. kinazę fosfagenową. Fosfageny to związki 
bogatoenergetyczne, które wraz z kinazami fosfagenowymi tworzą systemy fos- 
fagenowe. W ystępowanie danego systemu jest uzależnione od filogenetycznego 
pochodzenia organizmów w grupie tkankowców [3].

Podczas aktywacji komórki nie odnotowano znaczącej zmiany stężenia ATP, 
ponieważ ATP ulega regeneracji z wysokich zasobów CP w  wyniku odwracal
nej reakcji katalizowanej przez kinazę kreatynową (CK). Za pośrednictwem CK 
grupa fosforanowa z CP przenoszona jest na ADP, czego konsekwencją jest od 
budow a komórkowego ATP (Ryc. 1).

Oprócz w ym ienionego wcześniej fosforanu kreatyny (CP), u zw ierząt m oż
na wyróżnić jeszcze: fosforan argininy (AP), fosforan talasminy (ThP), fosforan 
glikocyaminy (GP), fosforan taurocyam iny (TP), fosforan hypotaurocyam iny 
(HTP), fosforan lom brycyny (LP) oraz fosforan ofeliny (OP). System kinaza 
kreatynow a/fosfokreatyna (CK/ CP) długo uw ażany był za system w ystępują 
cy jedynie u kręgowców, jednak aktywność CK stw ierdzono również w  wielu 
tkankach wyższych i niższych bezkręgowców, a także u wszystkich niższych 
strunowców. System ten niespodziew anie występuje również u gąbek, które 
stanowią początek linii tkankowców, co dowodzi, że system C K /C P  powstał 
bardzo wcześnie w  ewolucji [3,4]. System kinaza argininow a/fosfoarginina 
(AK/AP) jest d rugim  szeroko rozpow szechnionym  systemem w świecie zw ie
rząt. Występuje wyłącznie u  staw onogów  i mięczaków. W tych samych tkan 
kach u w ielu organizm ów  m ożna spotkać dużą różnorodność w ystępow ania 
system ów fosfagenowych. U grup, takich jak niższe strunowce i w tórouste 
bezkręgowce, często w ystępują dw a główne systemy: C K /C P oraz A K /A P, a 
w grupie pierścienic m ożna spotkać naw et siedem różnych systemów fosfage
nowych. Zjawisko to zw ane jest fenomenem plurifosfagenowym, a współist-

274 w w w.postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

mailto:gkasia@biotech.ug.gda.pl
http://www.postepybiochemii.pl


Rycina 1. Reakcja katalizowana przez kinazę kreatynow ą (CK). CK katalizu
je odw racalną reakcję przenoszenia grupy fosforanowej, regenerując ATP lub 
odbudow ując zapasy kom órkow e CP. Dlatego jest ona jednym  z kluczowych 
enzym ów w  bioenergetyce komórki, odgryw ającym  w ażną rolę w hom eostazie 
kom órkow ego ATP.

nienie różnych systemów fosfagenowych w jednej tkance i 
jej fizjologiczne następstw a nadal są obiektem badań. Bez
kręgowce i niższe strunowce nie są zdolne do biosyntezy 
kreatyny (Cr). Mimo to, ich tkanki zawierają wysokie stę
żenia CP oraz CK. U tych organizm ów Cr pochodzi p raw 
dopodobnie z egzogennych źródeł, jednak m echanizm jej 
zdobyw ania i transportu  jest nadal zagadką. U kręgow 
ców natomiast, nie odnotow ano żadnego innego systemu 
poza C K /C P  [3]. Szereg wcześniejszych badań  wskazuje, 
że fosfageny występują wszędzie tam, gdzie mają miejsce 
intensywne procesy zależne od ATP. Dlatego też kinazy 
fosfagenowe są enzym am i kluczowymi w  bioenergetyce 
komórki i odgrywają w ażną rolę w homeostazie kom ór
kowego ATP [1].

IZOENZYMY KINAZY KREATYNOWEJ

W rodzinie genów CK u wyższych kręgowców zidenty
fikowano cztery niezależne geny jądrowe, z których każdy 
koduje inną podjednostkę CK, a ich ekspresja zachodzi w 
różnych tkankach oraz miejscach komórki charakterystycz
nych dla każdego produktu  genu [5,6], Te cztery geny ko
dują białka dwóch form cytoplazmatycznych: M-CK (forma 
mięśniowa, M — ang. muscle) i B-CK (forma mózgowa, B 
— ang. brain) oraz dwóch form mitochondrialnych: sMt-CK 
(s — ang. sarcomeric, forma charakterystyczna dla mięśni) i 
uMt-CK (u — ang. ubiquitous forma charakterystyczna dla 
pozostałych tkanek, tzw. „wszędobylska"). In vivo podjed
nostki M-CK i B-CK tworzą trzy izoenzymy o strukturze

Rycina 2. A — struktura  dim eru  CK przypom inająca kształtem  banan (ang. ba- 
nana-shaped) PDB ID: 1I0E [57]; B — struktura  oktam eru m itochondrialnego CK 
kształtem  przypom inająca sześcian (ang. cube-like) złożona z 8 identycznych m o
nom erów  PDB ID: 1QK1 [58].

dim eru (Ryc. 2A) i masie cząsteczkowej od 80 000 do 86 000 
Da. Są to dw a homodimery: MM-CK i BB-CK oraz jeden he- 
terodim er MB-CK, który wykryto w  sercu oraz w rozwijają
cych się komórkach mięśni szkieletowych, w  których forma 
BB-CK poprzez heterodimer MB-CK przechodzi w formę 
MM-CK [1],

Formy mitochondrialne Mt-CK, w przeciwieństwie do 
form cytoplazmatycznych, mogą tworzyć struktury okta- 
meryczne (Ryc. 2B) zbudowane z 8 identycznych podjed- 
nostek o masie około 43 000 Da [2], Formy mitochondrialne 
różnią się nie tylko sekwencją aminokwasową, ale także 
właściwościami biochemicznymi i biofizycznymi, a szcze
gólnie właściwościami wiązania do błon mitochondrialnych 
[7], Identyfikacja mitochondrialnych form CK dała zupełnie 
inny pogląd na funkcjonowanie systemu CK / CP. Ustalono, 
że ATP z fosforylacji oksydacyjnej ulega przemianie do CP, 
który łatwo dyfunduje do cytosolu. Intensywne badania 
nad Mt-CK przyczyniły się do stworzenia nowego modelu 
funkcjonowania systemu CK/CP, zwanego „cyrkulacją CP" 
(ang. CP circuit) lub „czółenkiem fosfokreatynowym" (ang. 
CP shuttle). Model ten obejmuje nie tylko funkcję buforującą 
energię, ale równocześnie funkcję przestrzennego transpor
tu energii, łączącą procesy wykorzystania ATP z procesami 
jego syntezy ATP [1],

„CZÓŁENKO FOSFOKREATYNOWE"
-  GŁÓWNE FUNKCJE SYSTEMU CK/CP

Tkankowo-specyficzna, subkomórkowa lokalizacja i 
funkcja izoenzymów CK w tkankach i komórkach o wyso
kim zapotrzebowaniu energetycznym, a równocześnie mo
lekularna struktura mitochondrialnej formy CK, wskazują 
na niezwykle ważną fizjologiczną rolę systemu CK /C P w 
bioenergetyce komórki. Pierwszą funkcją systemu CK/CP, 
ogólnie zaakceptowaną i najczęściej cytowaną, jest funkcja 
buforująca stężenia ATP i ADP w komórce. Zgodnie z tym 
m odelem  CP i kreatyna (Cr) jedynie zastępowały ścieżki 
dyfuzji ATP i ADP, sugerując „model dyfuzji ułatwionej", 
zaproponow any przez Meyer i współpracowników [8], Jed
nak model ten nie obejmował podziału wewnątrzkom órko
wego izoenzymów CK, jak również funkcjonalnego związ
ku izoenzymów CK z glikolizą, fosforylacją oksydacyjną 
oraz komórkowymi ATP-azami.

Dalsze badania wskazywały na drugą ważną funkcję tego 
systemu, a mianowicie — funkcję transportu energii, zwaną 
także funkcją przestrzennego bufora energii. Uwzględniała 
ona, nie tylko funkcję buforującą, ale również związek cyto
plazmatycznych izoenzymów CK z glikolizą i z komórko
w ym i ATP-azami, a form mitochondrialnych CK z fosfory
lacją oksydacyjną. W modelu tym, CP pełni funkcję nośnika 
energii, który łączy miejsca syntezy ATP z miejscami jego 
w ykorzystania poprzez izoenzymy CK zlokalizowane w 
odpow iednich częściach komórki. W 1992 roku Wallimann 
i współpracownicy [1] zaproponowali model funkcjonowa
nia systemu CK/CP, zwany „czółenkiem fosfokreatyno
w ym ", łączący wszystkie ważne jego funkcje.

Model „czółenka fosfokreatynowego" przedstaw ia ry 
cina 3. Mt-CK w postaci oktam eru zlokalizowana jest w 
przestrzeni międzybłonowej m itochondriów i oddziałuje
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z dw om a białkami transbłonowymi: translokazą nukleoty- 
dów  adeninow ych (ANT) w  błonie wewnętrznej i poryną 
VDAC w błonie zewnętrznej. W takim kompleksie białko
w ym  Mt-CK katalizuje reakcję przenoszenia grupy fosfo
ranowej z ATP pochodzącego z fosforylacji oksydacyjnej 
na Cr. W ten sposób powstaje CP, która transportow ana 
jest przez porynę VDAC do cytoplazmy. W cytoplazmie 
natom iast formy CK w postaci d im eru mogą być funkcjo
nalnie związane z glikolizą (CKg), wykorzystując ATP z 
fosforylacji substratowej do produkcji CP, która transpor
towana jest do miejsc bogatych w ATP-azy. Formy (CKa) 
występują w  sąsiedztwie ATP-az miozynowej, wapniowej, 
sodowo-potasowej lub w plem nikach — dyneinowej. Tam 
głównie uczestniczą w regeneracji ATP. Formy cytopla- 
zmatyczne (CKc), tzw. wolne, są rozpuszczone w  cytosolu; 
ich zadaniem  jest u trzym anie w  rów now adze stężeń CP i 
Cr oraz ATP i ADP.

O dkąd zaczęto brać pod uw agę funkcję transporto 
wą systemu CK /CP, pojawiły się rozw ażania na temat 
korzyści dyfuzji CP i Cr. Są one lepszymi cząsteczkami 
transportującymi energię od ATP i ADP dlatego, że są 
mniejsze i mają niższy ładunek ujemny od nukleotydów  
adeninowych. Potwierdzono, że zasięg dyfuzji CP i Cr jest 
znacznie większy od ATP i ADP (57 i 37 pm), a ADP, z 
zasięgiem wynoszącym  tylko 1.8 pm, jest najbardziej ogra
niczoną dyfuzyjnie cząsteczką ze wszystkich wyżej w y 
mienionych. Jednak mała dyfuzyjność nukleotydów  ade
ninowych nadal wystarcza do transportu  energii w  bardzo 
małych lub strukturalnie wyspecjalizowanych komórkach. 
Przykładem są mięśnie skrzydeł owadów, które zdol
ne są do ekstremalnie wysokiej produkcji energii, mimo 
braku m itochondrialnych form kinaz fosfagenowych. W 
tych wyspecjalizowanych mięśniach gęsto upakow ane 
m itochondria są ściśle połączone z miofibrylami, w  taki 
sposób, że odległość między mitochondriam i a miofibry
lami jest bardzo mała. Funkcja transportow a okazała się 
szczególnie ważna w komórkach o wysokiej polaryzacji, 
takich jak komórki fotoreceptorowe i plemniki, gdzie ogra
niczenia dyfuzyjne nukleotydów  adeninow ych mogą być 
ominięte dzięki systemowi izoenzymów CK [1]. W takich 
komórkach miejsca syntezy ATP (mitochondria zaw iera
jące Mt-CK) są oddalone od miejsc jego wykorzystania na 
ok. 50 pm  w komórkach fotoreceptorowych, a naw et 100 
pm  w plemnikach [9]. Badania ewolucyjne nad budow ą 
plemników wskazują, że aktywność CK jest od 10 do 100 
razy wyższa w plemnikach o prymitywnej budowie, niż 
w  plemnikach o zaawansowanej budowie. Te pierwsze są 
charakterystyczne dla zapłodnienia zew nętrznego i zależ
ne głównie od metabolizm u tlenowego. Charakteryzują się 
długą witką i m itochondriam i znajdującymi się głównie w 
główce plemnika. W tych kom órkach dystans pom iędzy 
syntezą ATP a jego w ykorzystaniem  przez m ikrotubule 
axonemy, pełniące funkcję ATP-azy dyneinowej, jest duży. 
Ponieważ dyfuzja nukleotydów  adeninow ych w tych ko
m órkach jest szczególnie ograniczona, a CP i Cr wydają się 
znacznie lepszymi cząsteczkami transportow ym i, system 
C K /C P  w plemnikach ma duże znaczenie [1,10].

Komórki fotoreceptorowe, podobnie jak plemniki, w y
kazują silną polaryzację. Synteza ATP odbywa się w  seg
mencie wewnętrznym, podczas gdy wiele reakcji odpo

wiedzialnych za fototransdukcję odbywa się w segmencie 
zewnętrznym. Segmenty oddzielone są od siebie na dość 
znaczną odległość, a dodatkowo wąski kanał łączący seg
menty redukuje dyfuzję. Obecność form mitochondrialnych 
i cytoplazmatycznych oraz stosunkowo wysoki poziom 
CP wskazuje, że system C K /C P zaangażowany jest rów 
nież w  bioenergetykę widzenia [1,11]. Dodatkowo, Mt-CK 
w siatkówce ulega dość późno ekspresji podczas rozwoju 
embrionalnego kurczaka i może być dobrym markerem 
różnicowania się komórek fotoreceptorowych [12]. System 
C K /C P  daje więc możliwość ominięcia ograniczeń dyfuzji 
nukleotydów  adeninowych, szczególnie w  komórkach o

Rycina 3. „Czółenko fosfokreatynowe" w  tkankach o wysokim  zapotrzebow aniu 
energetycznym  na podstaw ie schem atu z publikacji [1], O ktam er Mt-CK w  kom 
pleksie z  VDAC i ANT katalizuje reakcję przenoszenia g rupy fosforanowej z ATP 
pochodzącego z fosforylacji oksydacyjnej na Cr. Powstała w  ten sposób CP trans
portow ana  jest do  cytoplazm y. W cytoplazm ie form y CK w postaci d im eru m ogą 
być zw iązane z glikolizą (CKg), wykorzystując ATP z fosforylacji substratowej do 
produkcji CP, k tóra transportow ana jest do miejsc bogatych w  ATP-azy. Formy 
(CKa) w ystępują w sąsiedztwie ATP-az, miozynowej, wapniowej, sodowo-pota
sowej lub w  plem nikach — dyneinowej. Tam głównie uczestniczą w regeneracji 
ATP. Formy cytoplazm atyczne (CKc), tzw. wolne, są rozpuszczone w cytosolu; 
ich zadan iem  jest utrzym anie w  rów now adze stężeń CP i Cr oraz ATP i ADP. BW 
— błona w ew nętrzna, BZ — błona zew nętrzna.
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wysokiej polaryzacji, wykorzystując CP i Cr jako nośniki 
energii pomiędzy mitochondriami a miejscami bogatymi w 
ATP-azy.

Stężenie CP i Cr, aktywność całkowita CK oraz lokali
zacja i proporcje izoenzymów CK ściśle zależą od rodzaju 
tkanki i jej fizjologicznego zapotrzebow ania oraz gatunku. 
W mięśniach glikolitycznych, odpow iedzialnych za szyb
kie skurcze, przew aża funkcja buforująca system u CK/CP. 
Zaobserw ow ano tam  bardzo wysokie zasoby CP oraz w y 
jątkowo wysoką ekspresję genu cytoplazmatycznej formy 
CK (CKg), znajdującej się w bliskim sąsiedztwie enzym ów 
odpow iedzialnych za glikolizę. W mięśniach oksydacyj
nych, o wolnych skurczach oraz mięśniu sercowym, prze
waża funkcja transportow a systemu C K /C P. Odzwiercie
dla to niższy poziom CP oraz CKc, a stosunkowo wyższy 
Mt-CK, funkcjonalnie związanej z fosforylacją oksydacyj
ną. W mięśniu sercowym wartość Mt-CK oszacowano na 
ponad 30% aktywności całkowitej CK. Dla porównania, w 
mięśniach glikolitycznych wartość Mt-CK stanowi tylko 
4%. Ekspresja genów danych form CK zależy od metabo
licznych potrzeb komórki, od rodzaju i organizacji tkanki. 
W zw iązku z tym, w  pewnych tkankach preferowana bę
dzie funkcja transportow a, a w innych funkcja buforują
ca system u C K / CP. Dlatego w mięśniach oksydacyjnych, 
mięśniu sercowym, jak również w plem nikach i kom ór
kach fotoreceptorowych funkcja transportow a systemu 
jest w yraźnie uzasadniona [1,13].

Kolejną bardzo ważną funkcją systemu C K / CP jest za
bezpieczenie przed wzrostem stężenia w ewnątrzkom ór
kowego ADP, i w konsekwencji, zapobieganie inaktywacji 
komórkowych ATP-az oraz utracie nukleotydów adenino- 
wych. W mięśniu zaobserwowano 5-10% MM-CK związa
nej z prążkiem M w miofibrylach. Wysoki poziom CK re
guluje również reakcję kinazy adenyłanowej. Efektem tego 
jest utrzym anie odpowiednich zasobów nukleotydów ade- 
ninowych w komórce. Podczas regeneracji ATP, CK jako 
substraty wykorzystuje produkty komórkowych ATP-az, 
czyli ADP i jony H +. W ten sposób CK zapobiega lokalnemu 
zakwaszeniu w pobliżu komórkowych ATP-az oraz w zro
stowi stężenia ADP. W przeciwnym razie, po serii przemian 
enzymatycznych, nastąpiłby spadek nukleotydów adenino- 
wych, co jest niebezpieczne dla komórki. ADP ulega wtedy 
przemianie do ATP i AMP za pośrednictwem kinazy ade
ny łanowej, następnie z AMP powstaje IMP i amoniak przy 
udziale dezaminazy AMP, a IMP, tak jak AMP, ulega defos- 
forylacji przez 5'-nukleotydazę. W wyniku tych przemian 
powstaje adenozyna i inozyna, które łatwo przechodzą 
przez błony. Dlatego enzymatyczna reakcja CK podczas 
aktywacji komórki zabezpiecza przed wzrostem wolnego 
ADP, które w przeciwnym razie mogłoby hamować pro
cesy zależne od ATP i, dodatkowo, spowodowałoby utratę 
nukleotydów  adeninowych poprzez aktywację kinazy ade
ny łanowej, dezaminazy AMP oraz 5 'nukleotydazy [1].

Jednak podczas długotrwałej i wyczerpującej pracy mię
śni obserwowany wzrost AMP jest przyczyną aktywacji ki
nazy zależnej od AMP (AMPK). Aktywność AMPK rośnie 
w  w yniku metabolicznego stresu wywołanego ekstremal
nym  zapotrzebowaniem komórek mięśniowych na ATP. 
AMPK hamuje wiele szlaków biosyntezy, inaktywując en
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zymy poprzez ich fosforylację, a jednocześnie stymuluje 
wiele procesów katabolicznych, przykładowo — utlenianie 
kwasów tłuszczowych oraz transport glukozy [14]. Ponti- 
cos i współpracownicy [15] zaproponowali nowy model 
regulacji AMPK, w którym aktywacja AMPK następuje nie 
tylko w  wyniku spadku stosunku ATP/AM P, ale także w 
w yniku spadku stosunku C P/C r. Wykazali również, że 
AMPK może hamować aktywność mięśniowej formy MM- 
CK poprzez jej fosforylację. Wzajemne oddziaływanie tych 
dwóch kinaz wydaje się prawdopodobne. Jednakże system 
zaproponowany przez Ponticos i współpracowników nie 
został powszechnie zaakceptowany. W późniejszych bada
niach zakwestionowano hamujący wpływ CP na aktywność 
AMPK oraz silne i bezpośrednie oddziaływanie AMPK z 
CK [16,17]. Kwestia związku AMPK i CK nadal wymaga 
wyjaśnienia. Mimo to, nie można wykluczyć zjawiska fos
forylacji CK przez AMPK [15,17].

Model „czółenka fosfokreatynowego" reprezentuje w aż
ny z fizjologicznego punktu widzenia system. CK związana 
z retikulum sarkoplazmatycznym jest niezbędna do efek
tywnego działania pom p jonowych, a szczególnie pompy 
wapniowej. Prawdopodobnie, rola CK w homeostazie jo
nów wapniowych w aktywnych komórkach jest jedną z klu
czowych funkcji systemu C K /C P [18]. Dowiedziono tego, 
badając transgeniczną mysz z wyłączoną ekspresją genów 
form MM-CK i Mt-CK. Jej mięśnie wykazywały problemy z 
pracą i gospodarką wapniową. Zakłócona równowaga jono
wa, przede wszystkim jonów wapnia, może prowadzić do 
chronicznego jego wzrostu w cytosolu [19].

Wyżej wymienione funkcje oraz model „czółenka fosfo
kreatynowego" przy udziale izoenzymów CK spełnia w y
magania wysoce zorganizowanego systemu buforującego 
i transportującego energię. Równocześnie spełnia funkcję 
systemu regulującego i kontrolującego stosunek A TP/ ADP 
w komórce. W cytoplazmie CK pośrednio zwiększa wydaj
ność hydrolizy ATP przez utrzymanie wysokiego lokalnego 
stosunku [ATP]/[ADP] w sąsiedztwie komórkowych ATP- 
az. Z kolei współdziałanie Mt-CK, ANT i VDAC znacznie 
poprawia wydajność mitochondrialnej wymiany energii. 
Energia swobodna z hydrolizy ATP jest bezpośrednio „kon
serwowana" w postaci CP, która nie jest już substratem dla 
ANT. Translokaza ANT, wy sycona ADP, gotowa jest do na
stępnej reakcji wymiany ATP z ADP. Wszystko to prowadzi 
do stymulacji fosforylacji oksydacyjnej przez utrzymanie 
relatywnie niskiego stosunku [ATP]/[ADP] w macierzy mi
tochondrialnej [1].

STRUKTURA MOLEKULARNA Mt-CK

Bogatoenergetyczny fosforan w postaci CP po raz pierw
szy został odkryty w 1928 roku w mięśniach i początkowo 
uw ażany był za bezpośrednie źródło energii dla pracy mię
śni [20], Jednak w 1934 roku Lohman odkrył enzym — ki- 
nazę kreatynową i wykazał, że grupa fosforanowa z CP 
przenoszona jest na ADP, w wyniku czego następuje rege
neracja ATP [21]. ATP został potem uznany za uniwersalne 
źródło energii we wszystkich żywych organizmach [22]. Po 
raz pierwszy CK oczyścił w  1954 roku Kuby i współpracow
nicy. Od tej pory, przez wiele lat, CK uważana była jedynie 
za enzym spełniający funkcję buforującą poziom ATP w ko
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mórce [23]. Odkrycie form mitochondrialnych i wykazanie 
funkcjonalnego związku Mt-CK, ANT i poryny VDAC dało 
nowy pogląd na funkcjonowanie systemu CP/CK. Otrzy
mane ostatnio krystaliczne struktury Mt-CK oraz BB-CK 
w promieniach Rentgena rzucają nowe światło na ważne 
funkcjonalne aspekty systemu C K /C P zaangażowanego w 
przepływ energii. Szczegółowa analiza strukturalno-funk- 
cjonalna pozwoliła na uzupełnienie wiedzy dotyczącej mo
lekularnej fizjologii enzymów, ich miejsc katalitycznych i 
mechanizmów wiązania substratów, równowagi ok tam er/ 
dimer, a także oddziaływań z błonami mitochondrialny
mi i znajdującymi się w niej białkami — poryną VDAC i 
ANT. Pierwsze próby krystalizacji form cytoplazmatycz- 
nych sięgają już lat 50. XX wieku, mimo to satysfakcjonującą 
strukturę krystaliczną otrzymano dopiero w 1996 roku w 
laboratorium Wallimanna, wykorzystując Mt-CK z mięśni 
kurczaka [24],

Monomer Mt-CK zbudow any jest z małej N-końcowej 
domeny (domena I) i drugiej, większej C-końcowej dom e
ny (domena II) z miejscem wiązania ATP zlokalizowanym 
w szczelinie pomiędzy dwiema domenami [25], Strukturę 
oktameru utrzymują liczne oddziaływania jego monom e
rów. Oktamery są całkiem stabilne, a dysocjacja do dime- 
rów po rozcieńczeniu trwa zwykle od kilku godzin do kilku 
tygodni. Proces dysocjacji może być przyspieszony przez 
dodanie odpowiednich substratów tworzących analogowy 
kompleks przejściowy TSAC (ang. Transition State Analo
gue Complex), który redukuje czas dysocjacji do m inut [26], 
Dimery wszystkich izoenzymów CK są bardzo stabilne. 
Z tych informacji nasuw a się wniosek, że oktamer tworzą 
bloki dimerów oparte na wielu oddziaływaniach pomiędzy 
monomerami w takich warunkach, w  których oddziały
wania monomer-monomer tworzące dimer są ważniejsze i 
silniejsze, niż oddziaływania utrzymujące razem dimery w 
strukturze oktameru. Udowodniono udział Trp 206 w stabi
lizacji dimerów, który położony jest w rejonie kontaktowym 
monomer-monomer. Natomiast Trp 264 zlokalizowany po
między dimerami odpowiedzialny jest za oddziaływania 
dimer-dimer, czego dow odem  jest duży spadek fluorescen- 
cji tego tryptofanu w wyniku dysocjacji oktameru do dime
rów z udziałem substratów TSAC. Z kolei Trp 223 i Cys 278 
odgrywają kluczowe role w  miejscu aktyw nym  dla aktyw 
ności enzymu [25,27],

MOTYWY WIĄŻĄCE Mt-CK DO BŁON 
MITOCHONDRIALNYCH

Chociaż związek Mt-CK, ANT i poryny został wykazany 
na funkcjonalnym poziomie [1], długo nie uzyskiwano bez
pośrednich dow odów  na strukturalne oddziaływania tych 
trzech elementów in vivo. Wkrótce zaobserwowano specy
ficzne, fizyczne oddziaływanie poryny i Mt-CK regulowane 
przez jony wapnia. Wskazywało to na fizjologiczną regula
cję formowania tego kompleksu [28], Natomiast nie odnoto
wano żadnych bezpośrednich oddziaływań z ANT, chociaż 
wiadomo o dużym  powinowactwie zarówno ANT, jak Mt- 
CK do kardiolipin (CL), znajdujących się w wewnętrznej bło
nie mitochondrialnej [7], Przez długi czas nie było wiadomo 
dokładnie, która część struktury oktameru zaangażowana 
jest w oddziaływanie z CL w wewnętrznej błonie mitochon
drialnej. Długo uważano, że strukturą tą jest N-koniec, ze

w zględu na obecność aminokwasów o ładunku dodatnim  
i silnie zachowany w ewolucji ciąg sekwencji, charaktery
styczny dla wszystkich mitochondrialnych form CK. Jednak 
badania krystalograficzne wykazały, że N-koniec schowany 
jest w ew nątrz oktameru, co wyklucza jego oddziaływanie z 
błonami (Ryc. 4) [29]. Dodatkowo, heptapeptyd na N-koń- 
cu pełni raczej ważną funkcję w  formowaniu i stabilizacji 
oktamerycznej cząsteczki [30]. Oddziaływania dimer-dimer 
mogą mieć duże znaczenie w  przejściach dimer-oktamer in 
vivo, co może regulować formowanie miejsc kontaktowych, 
a także fosforylację oksydacyjną. Khuchua i w spółpracow ni
cy w  1998 roku wykazali, używając Mt-CK z mięśni myszy, 
że substytucja na N-końcu aminokwasów o ładunku dodat
nim  na aminokwasy obojętne wyraźnie zakłóca rów now agę 
oktamer-dimer w  kierunku tworzenia dimeru [31].

Wcześniej tylko przypuszczano, że domeną oddziału 
jącą z błoną wewnętrzną jest ruchomy C-koniec oktam eru 
[25]. Dopiero Schlattner i współpracownicy w 2004 roku 
udowodnili, że C-koniec oktameru, a szczególnie trzy 
reszty lizyny, determinują silne powinowactwo oktameru 
do kardiolipin [32], Model rozmieszczenia Mt-CK, poryny 
VDAC i translokazy ANT przedstawia rycina 4. Kardiolipi- 
ny pełnią funkcję łącznika w formowaniu funkcjonalnego 
kompleksu pomiędzy Mt-CK i ANT, a struktura oktam eru 
jest w ażnym  czynnikiem determinującym jego powstanie. 
C-koniec jest sekwencją spełniającą wszystkie kryteria, w 
której akumulacja 6 lub 7 zasadowych aminokwasów na
daje temu fragmentowi ładunek dodatni i równocześnie 
jest dobrze wyeksponowana na powierzchniach wiążących 
struktury oktameru (Ryc. 4). Sekwencja ta praw dopodobnie 
bierze udział w  wiązaniu do błon mitochondrialnych, gdzie 
głównie elektrostatyczne oddziaływania przeważają nad 
hydrofobowymi. W tym modelu Mt-CK pełni funkcję mo
stu pomiędzy błonami mitochondrialnymi, funkcjonalnie 
oddziałując z ANT i poryną VDAC w bliskim sąsiedztwie 
kardiolipin/fosfolipidów. Dodatkowo, zaobserwowano, że 
miejsca kontaktowe bogate są w poryny VDAC, ANT oraz,

ADP ADP

Rycina 4. Przedstaw ienie topologii Mt-CK i ANT, gdzie C-koniec oktam eru Mt- 
CK i A NT położone są w bliskim  sąsiedztw ie p rzez związanie do  w spólnych kar
diolip in  w  w ewnętrznej błonie m itochondrialnej [32]. N a rysunku  schematycznie 
zaznaczono główny m otyw  w iążący w  Mt-CK (C-koniec) oraz sekwencję N-koń- 
ca u k ry tą  w ew nątrz  s truktury  oktam eru [29].
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co najważniejsze, w oktamer Mt-CK. Takie powiązanie 
stwarza strukturalne podstawy do związku funkcjonalnego 
Mt-CK z transportem  ATP do przestrzeni międzybłonowej 
mitochondriów przez ANT, a CP do cytoplazmy przez po
ry nę VDAC [25,29,32],

Mt-CK U BEZKRĘGOWCÓW

Badania sugerują, że w strukturze genomowej rodziny ge
nów CK nastąpiły dwie specyficzne duplikacje genu. Pierw
sza duplikacja dała początek genom mitochondrialnym i 
cytoplazmatycznym, która miała miejsce przed dyw ergen
cją pierwo- i wtóroustych. Wynika z tego, że oktameryzacja 
przypuszczalnie nie jest zaawansowaną cechą. W wyniku 
drugiej duplikacji powstały dwie formy cytoplazmatyczne, 
M-CK i B-CK, oraz dwie formy mitochondrialne, sMt-CK i 
uMt-CK [33,34]. Obecnie kwestia ewolucji genów CK, d u 
plikacji i dywergencji jest nadal weryfikowana. Najnowsza 
analiza drzew  filogenetycznych i struktury genomu wska
zuje, że praw dopodobnie mitochondrialno-podobny gen 
CK jest wspólnym  przodkiem  dla izoenzymów CK, a także 
enzymów należących do innych systemów fosfagenowych. 
Dotyczy to zarówno form mitochondrialnych (Mt-CK, Mt- 
LK, Mt-TK), jak i form cytoplazmatycznych (CK, LK, TK, 
AK, GK). Konkluzja, że Mt-CK kręgowców i bezkręgowców 
ma to samo pochodzenie jest jak najbardziej praw dopodob
na oraz to, że Mt-CK jest genem wyjściowym również dla 
enzymów mitochondrialnych i cytoplazmatycznych pier
ścienic (Mt-LK, Mt-TK, LK, TK, AK, GK). Jednak to, czy gen 
Mt-CK jest również przodkiem cytoplazmatycznych form 
CK, które powstałyby wtórnie w ewolucji nadal jest spekula
cją wymagającą wyjaśnienia [35], To, że struktura oktameru 
jest raczej prym itywną cechą rodziny tego enzym u potwier
dza fakt występowania tej formy u wieloszczeta Chaetopte- 
rus variopdatus, należącego do grupy pierwoustych. Elling- 
ton i współpracownicy (1998) po raz pierwszy odnotowali 
obecność Mt-CK w formie oktameru u niższych bezkręgow
ców [36]. Wcześniej forma ta została opisana u kręgowców 
i w plemnikach szkarłupni, których przedstawiciele należą 
do wtóroustych, a linie ich rozeszły się 670 milionów lat 
temu z głównej linii pierwoustych. Udowodniono, że sys
tem C K /C P  jest niezbędny do ruchu plemników, szczegól
nie o prymitywnej budowie, gdzie polaryzacja komórki jest 
wysoka [37], Późniejsze badania wykazały, że Mt-CK szkar
łupni rzeczywiście tworzy struktury oktameryczne, ale w 
porów naniu z Mt-CK kręgowców jest niezwykle stabilny i 
nie dysocjuje do dimerów podczas formowania kompleksu 
TSAC [38], W plemnikach wieloszczeta również zlokalizo
wano formę mitochondrialną CK tworzącą struktury okta
meryczne [36]. Na podstawie sekwencji aminokwasowej 
wykazano wiele podobieństw do Mt-CK kręgowców do
tyczących motywów wiązania do błon mitochondrialnych 
oraz obecności zachowanej w ewolucji reszty tryptofanu, 
ważnej w  stabilizacji dimeru, obecnej we wszystkich dime- 
rycznych i oktamerycznych kinazach guanidynowych [34], 
Mimo wysokiego stopnia podobieństwa sekwencji ami
nokwasowej (około 71% z Mt-CK kręgowców), u Mt-CK z 
Chaetopterus nie zidentyfikowano trzech reszt zasadowych 
am inokwasów biorących udział w bezpośrednim łączeniu 
z kardiolipinami w błonie mitochondrialnej. C-koniec raczej 
podobny jest do kinaz cytoplazmatycznych M-CK i B-CK, 
które znane są ze słabego oddziaływania z kardiolipinami
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[29]. Prawdopodobnie oktamery bezkręgowców nie są w 
stanie stworzyć funkcjonalnego kompleksu w sposób, jaki 
tworzą ten kompleks oktamery kręgowców. Pojawiają się 
spekulacje, że wiązanie Mt-CK do kardiolipin i stworzenie 
metabolicznego i funkcjonalnego związku z ANT pojawiło 
się później w  ewolucji kręgowców, podczas gdy Mt-CK bez
kręgowców okazjonalnie wiązało się do błon na zasadzie 
hydrofobowych oddziaływań [32]. Podobnie, na N-koń- 
cu nie zlokalizowano charakterystycznego heptapeptydu, 
obecnego w Mt-CK u kurczaka, odpowiedzialnego za od
działywania dimer-dimer [34], Oktamer wieloszczeta, tak 
jak oktamer szkarłupni, jest równie stabilny i bardzo słabo 
dysocjuje do dimerów w obecności TSAC w porównaniu do 
oktameru kręgowców [36,39]. Może to wskazywać na od 
mienny mechanizm łączenia dimerów w oktamer.

Warto również wspomnieć, że w plemnikach prawie za
wsze występuje system CK/CP, mimo że w tkankach soma
tycznych tych samych osobników może występować inny 
system fosfagenowy (jeden z ośmiu) [40], Fakt ten, a także 
obecność izoenzymów CK w wysoce spolaryzowanych ko
mórkach plemnikowych prymitywnego typu, wskazuje na 
wczesną rolę systemu CK / CP w  transporcie energii [3].

Mt-CK JAKO REGULATOR KOMPLEKSU VDAC-ANT

Podstawą molekularną megakanału mitochondrialne- 
go PTP (ang. Permeation Transiton Pore) jest poryna VDAC 
zlokalizowana w błonie zewnętrznej mitochondriów oraz 
ANT w błonie wewnętrznej. W obrębie kompleksu VDAC- 
ANT zlokalizowano także cyklofilinę D połączoną z ANT 
od strony macierzy mitochondrialnej, a także wiele innych 
białek i enzymów regulujących przepuszczalność tego ka
nału, takich jak: heksokinaza (HK), mitochondrialna kinaza 
kreatynowa (Mt-CK) oraz białka z rodziny Bcl-2 (Bax i t-Bid 
działające pro-apoptotycznie) [41].

Zaobserw ow ano dwie główne role m itochondrialnego 
kom pleksu białkow o-lipidow ego VDAC-ANT. Pierwsza, 
regulująca gospodarkę energetyczną komórki w m om en
cie, gdy w skład kom pleksu w chodzi HK lub Mt-CK oraz 
druga, indukująca śmierć kom órki w momencie, gdy 
kom pleks zm ienia się w nieselektyw ny megakanał. Może 
to spow odow ać załam anie m itochondrialnego potencjału 
b łonowego i aktywację łańcucha reakcji, które kończą się 
śmiercią komórki. G łów nym  spraw cą tego zjawiska jest 
stres oksydacyjny oraz wzrastający poziom  jonów w ap 
nia [42],

Kardiolipiny są istotnym składnikiem wewnętrznej 
błony mitochondrialnej. Odgrywają ważną rolę w inicjacji 
procesu apoptozy jako specyficzne miejsca wiązania ANT, 
cytochromu c i pro-apoptotycznych białek, takich jak Bax 
czy t-Bid. W iadomo także, że miejsca kontaktowe (styku 
dwóch błon mitochondrialnych) bogate są w ten specyficz
ny dla błony wewnętrznej fosfolipid, porynę VDAC i w y
żej wym ienione białka. Kardiolipiny, w edług modelu Van 
Venetie'a i Verkleijego [43], w  w yniku działania jonów 
w apnia mogą tworzyć odwrócone micele lub inne jedno
w arstw ow e struktury  błony lipidowej. To może wyjaśnić 
dlaczego kardiolipiny z błony wewnętrznej m itochon
driów mogą przejść na powierzchnię mitochondriów, a cy-
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tochrom c może być uw olniony przez białko Bax, wiążące 
się do kardiolipin w obrębie poryny VDAC, bez tworzenia 
specjalnych porów. Białko pro-apoptotyczne Bax w spół
zawodniczy również z HK o miejsce w iązania w  obrębie 
VDAC. W momencie obecności jonów w apnia i braku 
ADP, ANT zmienia konformację z translokazy nukleoty- 
dów  adeninowych na funkcję uniwersalnego przenośnika, 
a Bax, łącząc się do kardiolipin przy VDAC, uw alnia cy- 
tochrom c do cytosolu. Obecność HK związanej z VDAC 
uniemożliwia dostęp Bax do cytochromu c oraz ogranicza 
otwarcie m egakanału [42-45].

N atyw na form a oktam eru Mt-CK w ykazuje w ysokie 
pow inow actw o do kardiolip in  oraz poryny  VDAC. Di- 
m ery pochodzące z dysocjacji oktam eru tracą te w łaści
wości. Tylko natyw na cząsteczka oktam eru jest w stanie 
stworzyć funkcjonalny kom pleks białkow o-lipidow y, 
odgrywający rolę nie tylko w gospodarce energetycznej 
komórki, ale także w  procesie program ow anej śmierci 
kom órki [45], Zaobserw ow ano, że obecność ok tam eru  
Mt-CK, podobnie jak HK, ochrania otwarcie kanału mi- 
tochondrialnego oraz ogranicza proces apoptozy. Okta- 
mer Mt-CK zlokalizow any w miejscach kontaktow ych 
uniem ożliw ia bezpośredni zw iązek VDAC z ANT oraz 
jakiekolwiek aranżacje odw róconych micel i innych jed 
now arstw ow ych s truk tu r błony lipidowej (Ryc. 5) [42], 
Dysocjacja oktam eru CK zw iększa możliwość bezpośred 
niego kontaktu  VDAC-ANT, a pod w pływ em  w zrastają 
cego poziom u jonów w apnia  kom pleks ten może tw orzyć 
niespecyficzny m egakanał. P row adzi to do zakłócenia mi- 
tochondrialnego potencjału błonow ego i w konsekwencji 
— apoptozy. W kom órkach z nadprodukcją  ANT zaob 
serw ow ano w zrost apoptozy. Równoległa nadprodukcja  
Mt-CK zniosła efekt w zrostu  apoptozy. Z tego wynika, że 
Mt-CK może pełnić funkcję regulatora  przepuszczalności 
kanału m itochondrialnego. Jako oktam er redukuje  szan 
se bezpośredniego kontaktu  VDAC-ANT. Jednak szansa 
otwarcia w zrasta  w p rzypadku  naprodukcji ANT lub 
dysocjacji oktam eru [46]. W obecności HK i Mt-CK, ANT 
funkcjonuje tylko jako translokaza ATP i ADP, a cały b iał
kow o-lipidow y kom pleks błonow y zaangażow any jest w 
regulację fosforylacji oksydacyjnej i transport energii. 
Zaangażow anie Mt-CK w regulację przepuszczalności 
m itochondrialnego kanału zadem onstrow ano, izolując

m itochondria  transgenicznej myszy, wykazujące syntezę 
Mt-CK w wątrobie. Eksperym enty te pokazują, że Mt- 
CK w kom pleksie z ANT i w obecności substra tów  jest 
w stanie opóźnić lub naw et zapobiec otwarciu kana łu  in 
dukow anego  przez jony w apnia  [47], Dokładniej mówiąc, 
to nie sam a obecność Mt-CK jest inhibitorem  p rz e p u sz 
czalności, ale jej aktyw ność enzym atyczna i specyficzna 
lokalizacja w całym białkow o-lipidow ym  kom pleksie mi- 
tochondrialnym . Tylko Mt-CK w raz z substra tam i reak 
cji, czyli Cr i ATP, jest zdolna utrzym ać wysokie stężenie 
ADP w macierzy mitochondrialnej, co efektywnie ham uje 
otwarcie porów , a ANT działa głównie jako translokaza 
ADP i ATP [48], Reakcja enzym atyczna Mt-CK s ty m u lu 
je fosforylację oksydacyjną, co redukuje m itochondrialny  
potencjał błonow y oraz form ow anie reak tyw nych  form 
tlenu ROS przez aktywację kom pleksu syntazy ATP. D la
tego Mt-CK poprzez aktyw ność i funkcjonalny zw iązek  z 
ANT może zapobiegać tw orzeniu  ROS [49], N iektóre  d o 
niesienia wskazują rów nież na strukturalno-stabilizującą 
rolę Mt-CK w miejscach kontaktow ych. Ekspresja genu 
kodującego Mt-CK w kom órkach w ątroby transgenicz
nej m yszy wzm acnia odporność błon na działanie de te r 
gentu  lizującego poprzez w zrost miejsc kontak tow ych w 
m itochondriach [50]. W konsekwencji Mt-CK, poprzez  
oddzia ływ ania  z błonam i m itochondrialnym i, zw iększa 
stabilność całej błonowej architektury  m itochondriów .

W m itochondrium  około 90% aktywności CK stanow i 
m itochondrialny  oktamer. W arunki in vivo, takie jak w y 
sokie stężenie Mt-CK i tem peratu ra  w przestrzeni mię- 
dzybłonow ej faw oryzują s truk tu rę  oktam eru. W wielu 
stanach patologicznych zaobserw ow ano w zrost stężenia 
m itochondrialnych d im erów  [51], a także destabilizację, 
inaktywację i dysocjację oktam erów  podczas stresu  oksy
dacyjnego [52]. Ze w zględu  na lokalizację m itochondrial- 
ną w ykazano, że Mt-CK jest jednym  z głównych celów 
ataku reaktyw nych form tlenu (ROS) i azotu (RNS), które 
w yw ołują inaktywację lub dimeryzację oktam erycznej 
cząsteczki (Ryc. 5). Jest to m ożliwe przez modyfikację o d 
pow iednich  am inokw asów  w chodzących w skład miejsca 
ak tyw nego oktam eru (cysteina 278) lub odpow iedz ia l
nych za oddziaływ ania  d im e r /d im e r  (tryptofan 264). 
Zaobserw ow ano rów nież modyfikację cysteiny 358 na 
C-końcu, co praw dopodobn ie  zw iązane jest ze spadkiem

ADP macierz ADP

Rycina 5. Struktura kom pleksu VDAC-ANT w obecności m itochondrialnego oktam eru Mt-CK. O ktam er Mt-CK, zlokalizowany w  miejscach styku dw óch blon m ito
chondrialnych, uniem ożliw ia bezpośredni związek VDAC z ANT oraz jakiekolwiek aranżacje odw róconych micel i innych jednow arstw ow ych struktur błony lipidowej 
[42]. Destabilizacja s truktury  oktam eru Mt-CK przez ROS lub RNS zwiększa możliwość bezpośredniego kontaktu VDAC-ANT. Pod w pływ em  w arunków  stresow ych i 
wzrastającego poziom u jonów w apnia kom pleks YDAC-ANT m oże tworzyć niespecyficzny m egakanał, biorąc udział w  procesie apoptozy kom órki [48].
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pow inow actw a m otyw u wiążącego do błon m itochon
drialnych [48],

W ątroba jest idealnym  obiektem badań  nad funkcją 
izoenzym ów  CK ze w zględu  na brak w niej ekspresji ge
nów  CK. Stanowi idealną kontrolę dla transgenicznych 
zwierząt, najczęściej myszy. W w ielu  p rzypadkach  u 
transgenicznych zw ierząt z ekspresją genu Mt-CK zaob
serw ow ano większą wydajność fosforylacji oksydacyjnej, 
obniżony poziom  nekrozy i apoptozy, przyspieszoną re 
generację kom órek i ogólnie lepszą przeżyw alność tych 
organizm ów  podczas różnych sytuacji stresow ych [53].

CHOROBY ZWIĄZANE Z ZABURZONYM 
FUNKCJONOWANIEM SYSTEMU CK/CP

Patogeneza wielu neurozw yrodnien iow ych chorób, ta 
kich jak choroba Alzheimera, Parkinsona, H unting ton 'a  
i ALS (ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis — stw ardnienie  
zanikow e boczne), zw iązana jest z dysfunkcją mitochon- 
driów, która następuje w skutek mutacji w  jądrow ym  lub 
m itochondrialnym  DNA. Mutacje te p row adzą  do po 
w stania  ROS i RNS, pogorszenia stanu energetycznego 
kom órek, a w  końcow ym  efekcie — naw et do nekrozy i 
apoptozy. W rażliwość izoenzym ów  CK na ROS u d o k u 
m entow ano w rozdziale powyżej. Inaktywacja CK oraz 
destabilizacja oktam eru Mt-CK może w pływ ać na po 
w ażne zaburzenia  w gospodarce energetycznej kom órek 
oraz na regulację m egakanału  m itochondrialnego. Dość 
znaczny spadek aktyw ności izoenzym ów  CK oraz ich in- 
aktywację przez ROS i RNS zaobserw ow ano w m ózgu u 
pacjentów z chorobą Alzheim era oraz w ALS [48,54].

System C K /C P  jest rów nież n iezbędny do p raw id ło 
wego funkcjonowania serca. Stężenie Mt-CK w sercu 
osiąga najwyższą w artość ze w szystkich pozostałych tka 
nek. Skutkiem stresu, niedokrw ienia  (ischemia) i innych 
kardiom iopatii jest inaktywacja izoenzym ów  CK zarów 
no cytoplazm atycznych, jak i m itochondrialnych, co za 
burza  hom eostazę jonów w apniow ych oraz gospodarkę 
energetyczną przez u tra tę  funkcjonalnego zw iązku Mt- 
CK, ANT i fosforylacji oksydacyjnej. Często też w takich 
kom órkach obserwuje się wysoki stopień  apoptozy  [48],

Ekspresja genu Mt-CK regulow ana jest w pow iązaniu  
z m etabolicznym  stanem  energetycznym  komórki. Na- 
dekspresja genu Mt-CK prow adzi do pow stania  krysz
tałków, zw anych MIBs „m itochondrialnym i ciałkami in- 
kluzyjnym i" (ang. Mitochondrial Inclusion Bodies). Mt-CK 
jest jednym  z głów nych białek ulegających n a d p ro d u k 
cji w kom órkach m ięśniowych w stanach chorobowych. 
Obecnie identyfikacja MIBs w tkankach m ięśniow ych pa 
cjentów jest po tw ierdzeniem  stanu patologicznego tych 
kom órek. W przeciw ieństw ie do funkcjonalnego i s tru k 
tu ralnego  uszkodzenia  Mt-CK, w w yniku  oksydacyjnej 
modyfikacji przez ROS i RNS, m echanizm  nadprodukcji 
tego izoenzym u może rekom pensow ać niski stan ener
getyczny komórki. N adprodukcję  Mt-CK zaobserw ow a
no w wielu m itochondrialnych cytopatiach, takich jak 
MELAS, MERF lub CPEO oraz w złośliwych kom órkach 
now otw orow ych. Nadekspresja genów  Mt-CK w kom ór
kach now otw orow ych m oże być w ynikiem  metabolicznej

adaptacji do szybkich podziałów  w w arunkach  niedobo
ru tlenu i glukozy. Podw yższony poziom  Mt-CK nie tyl
ko pom aga w u trzym aniu  wysokiego stanu energetycz
nego, ale także chroni kom órki p rzed  stresem i apoptozą. 
W tym  w ypadku  kreatyna jako lek pow inna potencjalnie 
zwiększyć odporność kom órek rakowych. Jednak w szyst
kie badania  in vitro, jak i in vivo potw ierdzają, że kreatyna 
raczej w yraźnie hamuje, a nie stym uluje w zrost kom órek 
rakow ych. Ochronną rolę kreatyny odnotow ano również 
w w ielu  chorobach neurom ięśniow ych i neurodegenera- 
cyjnych, jako znakom ity dodatek  do terapii, łagodzący 
objawy wyżej w ym ienionych chorób [48,55]. Komórki 
skóry, keratynocyty, także pozytyw nie reagują na kre 
a tynę, która praw dopodobnie  opóźnia procesy starzenia 
oraz chroni kom órki przed  niszczącym działaniem  stresu 
oksydacyjnego i p rom ieniow ania UV [56].

ZAKOŃCZENIE

Kinaza kreatynowa jest kluczowym enzymem kontro
lującym gospodarkę energetyczną komórki. Szczególnie 
w ażną rolę odgrywa w  tkankach o wysokim zapotrzebowa
niu energetycznym, a także w dużych, wysoce spolaryzo
w anych komórkach, takich jak komórki fotoreceptorowe i 
plemniki. W cytoplazmie u większości kręgowców izoen- 
zym y CK występują w  postaci dimeru, a w mitochondriach 
mogą tworzyć struktury oktameryczne. Ze względu na spe
cyficzną lokalizację mitochondrialnych i cytoplazmatycz
nych izoenzymów CK oraz szybszą dyfuzję CP i Cr w  po
rów naniu do ATP i ADP, CK / CP system efektywnie łączy 
miejsca syntezy ATP z miejscami jego wykorzystywania. 
Pozwala to na utrzymanie wysokiego lokalnego stosunku 
[ATP] /  [ADP] w sąsiedztwie komórkowych ATP-az, a z d ru 
giej strony — relatywnie niskiego stosunku [ATP]/[ADP] w 
macierzy mitochondrialnej, co stymuluje fosforylację oksy
dacyjną. Mt-CK zlokalizowana w miejscach kontaktowych 
błon mitochondrialnych funkcjonalnie oddziałuje z poryną 
VDAC oraz ANT. Czynnikiem warunkującym tworzenie 
tego białkowo-lipidowego kompleksu jest struktura okta
meru, która wykazuje silne powinowactwo do kardiolipin.

O ktam er Mt-CK może być także w ażnym  składnikiem 
regulującym  otwarcie n ieselektyw nego m egakanału m i
tochondrialnego, biorąc w ten sposób udział w  procesie 
apop tozy  komórki. Obecność oktam eru Mt-CK w raz z 
substra tam i jego reakcji, czyli Cr i ATP, efektywnie hamuje 
o tw arcie m itochondrialnego m egakanału  indukow anego 
p rzez  wzrastający poziom  w apnia. Utrata jakiejkolwiek z 
m itochondrialnych funkcji i produkcja ROS oraz RNS są 
przyczyną szeregu chorób nerw ow om ięśniow ych, neu- 
rodegeneracyjnych i innych dolegliwości związanych z 
w iekiem . Fenotyp tych chorób często charakteryzuje się 
s łabym  stanem  energetycznym  komórek, podw yższonym  
stężeniem  jonów w apnia oraz zw iększoną apoptozą. In
aktywacja izoenzym ów  CK oraz destabilizacja s tru k tu 
ry Mt-CK zakłóca praw id łow e funkcjonowanie system u 
C K /C P  i znosi funkcję ochronną Mt-CK w tw orzeniu 
m egakanału  m itochondrialnego. Zaburzenia zw iązane z 
funkcjonow aniem  izoenzym ów  CK mają coraz większe 
znaczenie w medycynie. Dlatego coraz częściej w ykorzy 
stuje się Cr i jej analogi, jako środki pomocnicze w lecze
n iu  wyżej w ym ienionych chorób.
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Creatine kinase isoenzym es — characterization and functions in cell
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ABSTRACT
Creatine kinase (CK, EC 2.7.3.2J is a key enzyme of cellular bioenergetics. The tissue-specific distribution, subcellular localization and func
tion of CK isoenzymes in tissues and cells with high energy requirements, as w ell as the molecular structure of mitochondrial CK, point to 
an important physiological role of CK system for cellular energetics. The extensive studies about properties of mitochondrial creatine kinase 
isoforms gave a new perspective to create a functional model of CK isoforms action called "phosphocreatine shuttle". In this model the CK 
isoforms together with easily diffusible compounds like creatine and phosphocreatine, maintain a cellular energy buffer and intracellular 
energy transport system, where the "high-energy" phosphate is transferred between site of ATP synthesis and site of ATP utilization. Mt-CK 
octamer is able to bridge two mitochondrial membranes and interacts functionally with porin VDAC and ANT in cardiolipin vicinity. Mt-CK 
w ith its substrates also activates oxidative phosphorylation and effectively inhibits formation of mitochondrial permeability transition pore. 
Any destabilization of octamer structure would induce an apoptosis process.

Postępy Biochemii 54 (3) 2008 283
http://rcin.org.pl

mailto:gkasia@biotech.ug.gda.pl


Rola transporterów ABC w  nerkowym  
wydalaniu organicznych anionów i leków

Agnieszka Piwkowska

Zespół Kliniczno-Badawczy M olekularnej i 
Komórkowej Nefrologii w  G dańsku, Instytut 
M edycyny Doświadczalnej i Klinicznej im. M. 
M ossakowskiego PAN

'Zespół Kliniczno-Badawczy M olekularnej 
i Komórkowej Nefrologii PAN, Akadem ia 
Medyczna, ul. Dębinki 7, 80-211 Gdańsk; tel.: 
(058) 349 27 83, e-mail: apiwkowska@ cmdik. 
pan.pl

A rtykuł otrzym ano 26 października 2007 r. 
A rtykuł zaakceptow ano 7 kw ietnia 2008 r.

Słowa kluczowe: glikoproteina P, MRP, trans
portery ABC, dom eny PDZ, kwas m oczowy

Wykaz skrótów: ABC — kaseta wiążąca 
ATP; GSH — zredukow any glutation; MDR
— krzyżow a oporność wielolekowa, także 
oporność w ielolekowa typu MDR zw iązana z 
nadekspresją genu mdrl kodującego glikopro- 
teinę P; MRP — białko MRP, także oporność 
wielolekowa typu MRP zw iązana z nade
kspresją genu MRP, kodującego białko MRP; 
NBD — dom ena w iążąca nukleotydy; OCT
— transporter organicznych kationów; OAT
— transporter organicznych anionów; PAH
— para-am inohippuran; P-gp — glikoproteina 
P; TMD — dom ena transbłonow a
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STRESZCZENIE

Transportery ABC należą do dużej rodziny białek transbłonowych odpowiedzialnych za 
aktywny, transbłonowy transport organicznych jonów. Odgrywają one bardzo ważną 

rolę w  nerkowej reabsorbcji i sekrecji ksenobiotyków. Obecnie scharakteryzowano jedena
ście transporterów odpowiedzialnych za aktywny eksport leków z komórki. Dziewięć z nich 
zlokalizowano w nerkach. Różnią się one między sobą lokalizacją, poziomem ekspresji i 
spektrum substratowym. Poniższe opracowanie opisuje dotychczasowy stan w iedzy na te
mat roli nadrodziny białek błonowych ABC w  nerkach, z uwzględnieniem  ich funkcji regu
latorowych w  tym narządzie.

WPROWADZENIE

Nerki odgrywają bardzo ważną rolę w  wydzielaniu i wydalaniu z moczem 
wielu hydrofobowych ksenobiotyków, toksyn i endogennych związków. Za ten 
proces odpowiedzialny jest system wielu różnych transporterów zlokalizowa
nych w  błonach plazmatycznych komórek cewek nerkowych. Nośniki te do w y
dzielania związków, wykorzystują energię pochodzącą z hydrolizy ATP lub z 
transbłonowego gradientu stężenia jonów sodu. Marshall i Vickers w  1923 roku 
po raz pierwszy stwierdzili obecność tego zjawiska w cewkach proksymalnych 
[1], Wykazali oni, że organiczny anion fenolosulfoftaleina akumuluje się w  ko
mórkach cewek proksymalnych w dużo wyższych stężeniach w porów naniu z 
innymi tkankami. Ponadto, stwierdzili, że ilość tego barwnika w ydalana z m o
czem była większa od tej, jaką obserwowali w przesączu kłębuszkowym. Na tej 
podstawie doszli do wniosku, że fenolosulfoftaleina musi ulegać wydzieleniu w 
komórkach cewek proksymalnych i że mechanizm ten jest istotny do zrozum ie
nia farmakologicznego i toksycznego działania leków. Znaczenie tego transpor
tu stało się jasne dopiero w trakcie II Wojny Światowej, kiedy to po raz pierwszy 
zastosowano penicylinę. Okazało się, że od m omentu jej podania bardzo szybko 
ulegała ona nerkowem u wydalaniu. Skłoniło to Beyera i współpracowników do 
znalezienia takiego organicznego anionu, który mógłby konkurować z penicyli
ną w jej cewkowym wydzielaniu. Miało to zapobiegać szybkiej utracie antybio
tyku z organizmu i przedłużyć jego okres półtrwania w organizmie. W 1951 roku 
zsyntetyzowano pochodną kwasu benzoesowego (probenecid), która posiadała 
oczekiwane właściwości. Dzisiaj wiadomo, że jest to inhibitor transporterów 
organicznych anionów (OAT i MRP) [2], Ostatnio probenecid jest stosowany 
również jako ochrona przed nefrotoksycznym działaniem leków przeciwwiru- 
sowych (adefowir, cidofowir, tenofowir). Wśród pacjentów, którym podaw any 
jest cidofowir, stwierdzono jego działanie nefrotoksyczne związane z dużą aku
mulacją tego leku w komórkach cewek nerkowych, która jest wynikiem wydzie
lania poprzez transportery OAT. Zastosowanie kombinacji obu ksenobiotyków 
prowadzi do zmniejszenia nefrotoksycznego działania samego cidofowiru [3],

Te kilka przykładów ilustruje, jak ważną rolę odgrywa system transporte
rów organicznych w farmakologii i toksykologii. Ich podstawowa funkcja po
lega na aktywnym eksporcie endogennych i egzogennych substancji oraz ich 
metabolitów z komórek. Ważne jest zatem poznanie możliwych oddziaływań 
stosowanych ksenobiotyków, co ma bardzo istotne znaczenie w racjonalnej tera
pii. Dlatego też już od ponad stu lat system transporterów organicznych odpo
wiedzialnych za aktywne wydzielanie jest jednym z głównych tematów badań 
w  fizjologii nerek.

W nerkach najlepiej poznany i scharakteryzowany jest transport jonów orga
nicznych w  cewkach proksymalnych. W tej części nefronu zlokalizowanych jest 
najwięcej różnych białek transportujących. Jest to podstawowe miejsce wydzie
lania ksenobiotyków, co w konsekwencji może prowadzić do akumulacji dużych 
ilości tych związków w komórkach cewek proksymalnych, w  wyniku czego 
może dochodzić do zaburzeń funkcji i uszkodzenia miąższu nerkowego. Odkry-
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to wiele białek należących do rodziny transporterów orga
nicznych anionów (OAT), kationów (OCT) i transporterów 
anionowych polipeptydów (oatp). Cewkowa reabsorpcja 
peptydów zachodzi również przy udziale kotransporterów 
PEPT1 i PEPT2. Coraz więcej badań wskazuje również na 
ważną rolę, jaką odgrywają w tym procesie białka należące 
do rodziny transporterów ABC [4] (Ryc. 1). Transportery te 
zakotwiczone w błonie plazmatycznej usuwają ksenobioty- 
ki z komórek na zewnątrz, wykorzystując do odkomórko- 
wego transportu jednej cząsteczki związku energię pocho
dzącą z hydrolizy dwóch cząsteczek ATP. Nadprodukcja 
tych białek w komórkach jest odpowiedzialna za wykształ
cenie się mechanizmów oporności wielolekowej (MDR, ang. 
MultiDrug Resistance). Zjawisko to występuje powszechnie 
w  komórkach nowotworowych i jest jednym z powodów 
nieskuteczności chemoterapii [5,6],

RODZINA TRANSPORTERÓW ABC

Transportery ABC (ang. ATP-Binding Casette) są dużą 
nadrodziną białek transbłonowych, do której należą mię
dzy innymi glikoproteiny P (P-gp) [7], białka MRP [8,9,10] 
i BCRP [11] odpowiedzialne głównie za oporność wielole- 
kową (MDR) oraz inne białka pełniące funkcję receptora 
(SUR) [12] lub kanałów jonowych (CFTR) [13]. W yodręb
niono również kilku przedstawicieli tej rodziny; którzy nie 
zużywają energii uwolnionej w  wyniku hydrolizy ATP na 
transport przez błonę. Są to białka zaangażowane w  orga
nizację chromatyny (SMC) [14], napraw ę DNA i telomerów 
(Rad50) [15] oraz odpowiedzialne za przemieszczanie się 
mRNA poprzez pory jądrowe (Elflp) [16]. Podstawową fi
zjologiczną funkcją białek ABC jest transport z komórki pro
duktów  przemiany materii oraz ochrona przed substancja
mi toksycznymi. Dlatego też wysoką ekspresję genów tych 
transporterów (P-gp, BCRP i MRP) obserwuje się w jelitach, 
wątrobie czy nerce. Stwierdzono również obecność tych 
białek w narządach bardzo wrażliwych na obecność toksyn, 
tj. w mózgu i łożysku. Obecnie scharakteryzowanych jest 
jedenaście transporterów odpowiedzialnych za aktywny

eksport leków z komórki. Dziewięć z nich zlokalizowano w 
nerkach (Tab. 1) [4,17-19],

GLIKOPROTEINA P

Glikoproteina P jest pierwszym, odkrytym w 1976 roku, i 
najlepiej poznanym  białkiem z rodziny transporterów ABC 
odpowiedzialnym m.in. za oporność wielolekową [20]. Fi
zjologiczną rolą tego białka jest wydalanie substancji tok
sycznych z komórki (toksyny, ksenobiotyki) oraz transport 
różnych endogennych substancji, takich jak: lipidy (sfingo- 
mielina, fosfatydylocholina) [21], steroidy (testosteron, kor- 
tykosteron) [22], sterole [23], itp. Rola P-gp nie została dotąd 
w pełni poznana, wiadomo jednak, że bierze ona udział w 
transporcie substancji lipofilowych o masie molowej poni
żej 1300 g /  mol, dodatnio naładowanych w fizjologicznym 
zakresie wartości pH i o określonej strukturze [24],

Glikoproteina P jest białkiem o masie 170 kDa ulega
jącym fosforylacji i glikozylacji. P-gp zaw iera 1280 reszt 
am inokw asow ych, w  większości hydrofobow ych, osa
dzonych w błonie cytoplazm atycznej w formie d w u n a 
stu  transbłonow ych dom en (TM1-12), które rozdzielają 
się na dw a hom ologiczne regiony, po sześć dom en każdy 
TMD1 i 2 (ang. Transmembrane Domaiń) (Ryc. 2) [25]. H e
lisy obu dom en TMD są miejscem w iązania dla ligandu i 
odpow iadają  za specyficzność substratow ą P-gp. Główne 
miejsce w iązania ligandu znajduje się w  pobliżu dom en 
TM6 i TM12. W ykazano rów nież na przykładzie dibro- 
m obim anu (substrat P-gp), że reaguje on dodatkow o z 
resztam i cysteiny rozm ieszczonym i w dom enach TM 4, 
5, 10 i 11 [26]. Po stronie cytoplazm atycznej błony znaj
dują się dw ie dom eny odpow iedzialne za w iązanie i hy 
drolizę ATP (NBD, ang. Nucleotide Binding Domaiń) [25]. 
Domena NBD posiada złożoną struk turę  przestrzenną, w 
skład której w chodzą sekwencje charakterystyczne dla 
całej rodziny tych białek [27], Są to miejsca kluczowe dla 
w iązania ATP: m otyw  W alkera A lub B, region podpisu  
(ang. Signature Region) oraz pętle D, H, i Q, które sprzę
gają w iązanie i hydrolizę ATP w obrębie dom eny NBD 

ze zm ianam i konform acyjnym i w obrę
bie helis transbłonow ych (TMD). Ogólnie 
przyjmuje się, że oddziaływ anie ATP w 
obrębie dom en NBD jest kluczowe dla 
aktyw ności białek ABC oraz że hydroliza 
dw óch cząsteczek ATP jest sprzężona z 
przeniesieniem  różnych substancji przez 
te transportery . Na podstaw ie aktualnych 
danych o struk tu rze  przestrzennej tego 
białka, sądzi się, że cykl katalityczny gli
koproteiny P jest czteroetapow y (Ryc. 3) 
[27].

Etap 1 — Białko w formie niezwiązanej 
(otwarta forma dimera NBD) z nukleoty- 
dami charakteryzuje się wysokim powino
wactwem w stosunku do ligandu. Związa
nie substratu do domeny TMD powoduje 
zmiany konformacyjne w obrębie domeny 
NBD, przez co zwiększa się powinowac
two w stosunku do ATP.Kycina 1. Schemat transportu  organicznych jonow w cewkach proksym alnych nerek; UA — organiczne 

aniony, OC — organiczne kationy, DK — jony dikarboksylanowe.
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Tabela 1. Rozmieszczenie transporterów  ABC w  nerkach.

I Białko (symbol genu) Gatunek Rozmieszczenie w  nerce Błonowa lokalizacja 1

MDR1 (ABCB1) człowiek, mysz, szczur
kanaliki proksym alne, część w stępująca 
pętli Henlego, cewka zbiorcza, m ezangium

błona lum inalna

BCRP (ABCG2) człowiek kanaliki proksym alne błona lum inalna

MRP1 (ABCC1) człowiek, m ysz
pętla Henlego, cewka zbiorcza, 
kłębuszki nerkowe

błona bazolateralna

MRP2 (ABCC2) człowiek, mysz, szczur kanaliki proksym alne błona lum inalna

MRP3 (ABCC3) człowiek, szczur
kanaliki proksym alne, część w stępująca 
pętli Henlego, kanaliki dystalne

błona bazolateralna

MRP4 (ABCC4) człowiek, szczur kanaliki proksym alne błona lum inalna

MRP5 (ABCC5) człowiek kanaliki nefronu błona bazolateralna

MRP6 (ABCC6) człowiek kanaliki proksym alne, kanaliki dystalne błona bazolateralna

MRP7 (.ABCC10) człowiek
stw ierdzono obecność białka w  
nerkach, nie znana lokalizacja

?

MRP8 (ABCC11) ? ? ?

MRP9 (.ABCC12) 7 ? ?

Etap 2 — Związanie dwóch cząsteczek ATP z m otywem 
Walkera A i B indukuje powstanie tzw. zamkniętej formy 
dimeru NBD. Prowadzi to do bardzo dużych zmian kon- 
formacyjnych w obrębie dom en TMD, wystarczających do 
przeniesienia ligandu na zewnątrz komórki.

Etap 3 — Po przeniesieniu ligandu następuje hydroliza 
ATP do ADP i P., co powoduje destabilizację i rozłączenie 
formy zamkniętej dimeru NBD. W przypadku białek ABC, 
takich jak P-gp, dysocjacja obu cząsteczek ATP jest koniecz
na do przejścia całego cyklu katalitycznego. W iadomo rów 
nież, że ich hydroliza nie zachodzi jednocześnie. Wykaza
no, że w białku tym dwie kieszenie wiążące ATP są ułożo
ne niesymetrycznie, ale nie wyjaśniono jeszcze, czy jest to 
przyczyna niejednoczesnej hydrolizy nukleotydów.

Etap 4 — Uwolnienie ADP i P. prowadzi do zamknięcia 
cyklu katalitycznego. Przywrócona zostaje forma otwarta 
dimeru o wysokim powinowactwie do substratu. Uwalnia
nie P. zachodzi szybko i odpow iada za zmiany konforma- 
cyjne białka, przywracające powinowactwo do ligandu.

Na podstawie rozmieszczenia przestrzennego domen 
transbłonowych TM, zaproponowano strukturę białka, któ
ra byłaby odpowiedzialna za wiązanie substratu. Stwier

dzono, że jest 
to centralnie 
u m i e s z c z o 
ny w białku 
duży  otw ór o 
kształcie stoż
ka, ulegający 
zw ężeniu  po 
stronie cyto- 
p lazm atycznej. 
P r z y p u s z c z a  
się, że central
ny region, od 
p o w ie d z i a ln y  
za w iązanie się 
ligandu w tym 
stożku, posiada 
średnicę w  za
kresie od 9 do 
25 A. Najwięk
sza średnica 

wynosi w  przybliżeniu 50 A i jest to miejsce o słabym po
winowactwie do substratów, w którym zachodzi uw alnia
nie ich na zewnątrz komórki. Nie wiadom o natomiast, jakie 
miejsca wiążące substrat są odpowiedzialne za wiązanie i 
transport różnych grup związków [26],

Fizjologiczna rola, jaką odgrywa glikoproteina P w  ner
kach jest jeszcze słabo poznana. Dotychczas wiadom o, że 
występuje ona licznie w błonach luminalnych komórek 
cewki proksymalnej, części wstępującej pętli Henlego i cew
kach zbiorczych, gdzie pełni funkcje wydalnicze, aktywnie 
transportując różne hydrofobowe ksenobiotyki z krwi do 
moczu [28]. I tak na przykład stwierdzono, że digoksyna, 
ważny glikozyd nasercowy, ulega sekrecji w  cewkach prok- 
symalnych w wyniku oddziaływania z P-gp. Zastosowanie 
kombinacji digoksyny z chinidyną powoduje spadek  nerko
wego wydalania glikozydu o 29%. Podobny efekt uzyskuje 
się przez zastosowanie kombinacji digoksyny z werapam i- 
lem (inhibitor P-gp) lub innych inhibitorów P-gp, takich jak 
introkonazol i ritonawir [29].

Innym lekiem, który ulega bardzo szybkiemu wydalaniu 
z moczem jest sandostatin (cykliczny oktapeptyd). O dpo 
wiedzialna za ten proces jest właśnie glikoproteina P oraz 
białko MRP2, które również występuje w  błonie luminalnej 

cewek proksymalnych [30]. Ponadto, obecność P- 
gp w komórkach nabłonkowych nerek odgryw a 
kluczową rolę w  ich ochronie przed właściwo
ściami toksycznymi cyklosporyny A, która jest 
substratem tego białka. Skojarzone podaw anie 
cyklosporyny z rapamycyną, przy zapobiega
niu odrzucania przeszczepów nerek, znacznie 
zwiększa nefrotoksyczne działanie cyklospory
ny. Rapamycyna jest silnym inhibitorem P-gp, co 
prowadzi do nagromadzania się cyklosporyny 
w komórkach [31]. Podobną zależność zaobser
w owano pomiędzy rapamycyną a klarytromy- 
cyną (antybiotykiem m akrolidow ym  stosowa
nym  w infekcjach dróg oddechowych, będącym 
substratem P-gp), stosowanymi u pacjentów po 
transplantacji nerek. Zastosowanie kombinacjii x y e i i i a  z . . G n _ n c i i i c u  p i z - c r u s i d  w  icijcjG v s u u M u i y  g i m u p i u i c i n v  i  .
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Rycina 3. Cykl katalityczny glikoproteiny P.

obu leków prow adzi do bardzo szybkiego wzrostu stężenia 
rapamycyny w e krwi czego efektem jest ostra niewydolność 
nerek [32],

Pochodna fluorochinolonów, puzofloksacyna, jest rów 
nież wydzielana do moczu poprzez glikoproteinę P. W yka
zano, że cyklosporyna A znacznie zwiększa stężenie tego 
związku w osoczu poprzez zmniejszenie jego cewkowego 
wydzielania. Sparfloksacyna, inna pochodna fluorochinolo
nów, następny substrat P-gp, również znacznie zmniejsza 
nerkowe oczyszczanie puzofloksacyny, co wskazuje, że oba 
leki oddziaływują z tym samym transporterem  [33].

Innym i substra tam i glikoproteiny P są glibenklam id i 
jego pochodne. Leki te stosow ane są w  leczeniu cukrzycy 
typu  II. Działają one poprzez receptory sulfonylomoczni- 
ka (SUR), które — jak już wcześniej w spom niano  — na 
leżą do rodziny  białek ABC. Ich kom órkow a akumulacja 
u trzym uje się na niskim  poziom ie i w zrasta  znacznie 
tylko w obecności innych substra tów  P-gp (winblastyna, 
cyklosporyna A). Efektu tego nie obserwuje się w  kom ór
kach, w których nie w ykryto  glikoproteiny P [34], Pow yż
sze dane na tem at udzia łu  glikoproteiny P w biodostęp- 
ności i rozm ieszczeniu leków wskazują, że transporter 
ten odgryw a w ażną rolę w  skuteczności terapii z zastoso 
w aniem  zw iązków  będących jej substratam i. Ponadto za 
uw ażono, że w  przewlekłej niew ydolności nerek w ydzie 
lanie niektórych leków jest dram atycznie  zaham ow ane. 
Zw iązane to jest ze zm niejszeniem  się ilości glikoproteiny 
P i jej mRNA w  tym  narządzie. Zatem  istnieje ścisły zw ią 
zek pom iędzy  zaburzeniam i funkcji nerek  a aktywnością 
tego transportera  [35].

Obecność glikoproteiny P stwierdzono również w komór
kach mezangialnych [36] kłębuszków nerkowych. W obecno
ści substratów P-gp (adriamycyny, cyklosporyny A, winbla- 
styny i werapamilu) obserwowano zahamowanie eksportu 
rodaminy 123 na zewnątrz komórki. Wynika z tego, że — po
dobnie jak w cewkach — ważną fizjologiczną rolą P-gp w 
mezangium jest ochrona komórek przed toksynami. P-gp jest 
również odpowiedzialna za transport czynnika aktywującego 
płytki krwi (PAF), który jest produkowany w  mezangium i 
wpływa na hemodynamikę kłębuszka [28].

Inną fizjologiczną rolą białek z rodziny ABC jest ich 
udział w  uwalnianiu ATP z komórek [39,40], Stwierdzono, 
że w  obecności glikoproteiny P znacznie wzrasta ilość ze- 
wnątrzkomórkowego ATP i wzrost ten jest proporcjonalny 
do wzrostu poziomu transportera. Wykazano także, że inhi
bitory P-gp, takie jak cyklosporyna A i werapamil, zmniej
szają uwalnianie ATP średnio o 60%. Przypuszcza się, że 
transport substratów przez glikoproteinę P i uwalnianie 
ATP biegną dwiema niezależnymi drogami. Zatem P-gp, w 
tym przypadku, nie spełnia funkcji kanału dla ATP, posiada 
natomiast właściwości regulujące dla innej drogi transportu 
(kanał, transporter) tego nukleotydu [40],

TRANSPORTERY MRP

W 1992 roku zostało odkryte kolejne białko z rodziny 
transporterów ABC — MRP1 (ang. Multidrug Resistance As
sociated Protein) [9], Obecnie znanych jest już dziewięć ana
logów tego transportera (MRPl-^9) [41], Zbudowane są one 
z dwóch dom en NBD (obszary odpowiedzialne za przyłą
czanie ATP) i dwóch lub trzech domen TMD, w większości 
przypadków  zawierających sześć transbłonowych a-helis. 
Ze względu na budowę białka MRP zostały podzielone 
na dwie grupy: I. MRP1-K3, MRP6, MRP7 — składają się z 
dwóch domen NBD i trzech domen TMD (białka pięciodo- 
menowe); II. MRP4, MRP5, ABCC11, ABC12 — składają się 
z dwóch domen NBD i dwóch domen TMD (białka cztero- 
domenowe).

BIAŁKO MRP1

Gen MRPj kodujący białko MRP1 po raz pierwszy został 
wyizolowany z komórek H69AR — drobnokomórkowego 
raka płuca człowieka [9]. Substratami dla tego transpor
tera są aniony organiczne, kwas glukuronowy, koniugaty 
związków ze zredukow anym  glutationem (GSH), takie jak 
leukotrieny cysteino we C4 (LTCJ i 2,4-dinitrofenylo-S-glu- 
tation (DNP-SG) oraz koniugaty z kwasem glukuronowym, 
np. 17p-estradiol-17-((3-D-glukoronid) (E,17(3G) [42,43], Po
nadto, substratami są również jony metali ciężkich (arsen, 
ołów), które są transportowane w formie kompleksów ze 
zredukow anym  glutationem [44,45]. MRP1, podobnie jak 
P-gp, jest energozależną glikoproteiną odpowiedzialną za
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oporność na antracykliny, etopozyd czy alkaloidy barwin
ka. W przypadku antracyklin i alkaloidów barwinka trans
port odbywa się na drodze kotransportu z GSH [46], eto
pozyd natomiast transportowany jest w  formie koniugatu z 
kwasem glukuronowym  [47],

Obecność białka MRP1 stwierdzono w błonie bazolate- 
ralnej komórek pętli Henlego i cewkach zbiorczych nefro- 
nu oraz w kłębuszkach nerkowych [28,48]. Stwierdzono, 
że białko MRP1 w cewkach zbiorczych jest odpowiedzial
ne za ochronę dystalnej części nefronu przed akumulacją 
toksycznych związków. Wykazano, że u myszy pozbawio
nych w nerkach genu MRP;, poddanych chemoterapii np. 
etopozydem, dochodzi do rozwinięcia się poliurii i nabytej 
nerkopochodnej cukrzycy. Sądzi się, że brak białka MRP1 
w nerkach prowadzi do zniszczenia lub zaburzeń funkcji 
receptorów dla wazopresyny zlokalizowanych w błonie ba- 
zolateralnej cewek zbiorczych, co może prowadzić do ogra
niczenia reabsorbcji w ody [41]. Dalszy segment kanalików 
zbiorczych jest również w ażnym  miejscem oddziaływania 
kortykosteroidów. Prawdopodobnie MRP1 bierze udział w 
transporcie również i tych związków [48].

BIAŁKO MRP2

Kolejne białko, MRP2, o nazwie cMOAT (ang. canalicular 
Multispecific Organie Anion Transporter), wykazuje 48% homo- 
logii z MRP1 [49], Wykazano różnice pomiędzy tymi trans
porterami w  kinetyce transportu leukotrienu C4 w formie 
S-koniugatów z glutationem (wartość Km dla białka MRP2 
jest dziesięć razy wyższa niż dla MRP1). Nie stwierdzono 
natomiast różnic w  spektrum substratowym i nie znaleziono 
selektywnych inhibitorów [41]. MRP2 transportuje związki 
w formie koniugatów z GSH, kwasem glukuronowym  lub 
różne organiczne aniony, np. metotreksat. Posiada zdolność 
do transportowania małych molekuł (cisplatyna, arsenian) 
w  formie kompleksów z glutationem [8],

Transporter MRP2 występuje w  luminalnej błonie komó
rek nabłonkowych cewek proksymalnych. Jest odpowiedzial
ny, podobnie jak MRP1, za oporność wielolekową na wiele 
chemoterapeutyków. Leki przeciwwirusowe, np. inhibitory 
proteazy HIV, są również aktywnie eksportowanych z krwi 
do moczu za pomocą tego transportera [41,48]. MRP2 i jego 
homolog MRP4 biorą udział w  wydzielaniu para-aminohip- 
puranu (PAH) [50]. Stwierdzono, że wiele inhibitorów MRP2 
również hamuje MRP4, np. probenecid. Można jednak, w  od
różnieniu do MRP1, znaleźć selektywne inhibitory dla białek 
MRP2 i MRP4. I tak np. sulfinpyrazon stymuluje aktywność 
transportera MRP2, a hamuje MRP4 [50], Wykazano również, 
że w  ostrej niewydolności nerek zwiększa się poziom mRNA i 
białka MRP2. Ta specyficzna nadprodukcja transportera może 
być odpowiedzią organizmu na wzrastający poziom różnych 
toksyn, który towarzyszy zaburzeniom funkcji nerek [48].

Zidentyfikowano nową drogę sygnałową wpływającą na 
aktywność MRP2, która jest regulowana przez naczynioak- 
tywny hormon, endotelinę-1 (ET-1) [51]. Podczas krótkiego 
oddziaływania endoteliny na cewki proksymalne obserwuje 
się zahamowanie aktywności białka MRP2. Peptyd ten, łącząc 
się z receptorem ETB, aktywuje go, prowadząc następnie do 
aktywacji endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS) i syntezy

tlenku azotu, co w konsekwencji prowadzi do aktywacji cykla- 
zy guanylowej. Powstający z niej cGMP aktywuje kinazę biał
kową C (PKC). PKC, poprzez fosforylację domen PDZ białka 
MRP2, hamuje jego aktywność. Ten szlak sygnałowy jest akty
wowany przez nefrotoksyczne związki, takie jak aminogliko- 
zydy (gentamycyna, amikacyna), sole metali ciężkich (CdCl2, 
HgCl2) i środki radiokontrastowe, które wywołują Ca2+ zależ
ne uwalnianie endoteliny z cewek. Stwierdzono ponadto, że 
wydłużenie czasu ekspozycji związków nefrotoksycznych i 
endoteliny (do 24 godzin) na cewki proksymalne prowadzi do 
wzrostu ilości białka MRP2. Prawdopodobnie ten kompensa
cyjny mechanizm ma na celu ochronę nerek przed nagroma
dzaniem się substancji toksycznych, które mogą doprowadzić 
do ich niewydolności [41]. Również krótki czas inkubacji (30 
minut) z gentamycyną uruchamia długotrwałe mechanizmy 
chroniące nerki przed toksynami [52], Wykazano także, że ak
tywność glikoproteiny P w cewkach proksymalnych jest rów
nież kontrolowana przez ET-1 [53],

BIAŁKO MRP3

Białko MRP3 wykazuje 58% homologii z MRP1. W ystę
puje w  basolateralnej błonie komórek kanalików proksy
malnych, części wstępującej pętli Henlego i w  kanalikach 
dystalnych [4,41], Podobnie jak białko MRP1, jest odpo 
wiedzialne za transport substancji z komórek do krwi. W 
odróżnieniu od białek MRP1 i MRP2, białko MRP3 w ykazu 
je niskie powinowactwo do anionowych koniugatów i nie 
w ym aga do transportu obecności glutationu. Wykazano, że 
białko to odpowiedzialne jest w nerkach również za eksport 
leków przeciwnowotworowych, m.in. etopozydu, winkry- 
styny, taksolu, antracyklin [54],

BIAŁKO MRP4

Białko MRP4 jest zlokalizowane w  różnych tkankach, 
przy czym wysoki poziom jego ekspresji stwierdzono m.in. 
właśnie w  nerkach. Transporter ten występuje w lum inal
nej błonie komórek cewek proksymalnych i jest on odpo
wiedzialny za transport cyklicznych nukleotydów (cAMP 
i cGMP) na tym odcinku nefronu [55,56]. Stwierdzono, że 
w cewkach proksymalnych wewnątrzkomórkowe stężenie 
cGMP jest około 20 razy mniejsze od stężenia cAMP. Ba
dania in vitro wykazały, że przy wysokim stężeniu cAMP 
(250 pM) następuje zahamowanie o 60% transportu cGMP 
[55].

W ydaje się, że w nerkach cewki proksym alne są g łów 
nym  miejscem w ydzielania cAMP do płynu kanalikow e
go, gdzie, przy udziale ektoenzym ów  hydrolizujących, 
ulega przem ianie do adenozyny, która poprzez  swoje 
receptory  w pływ a na funkcje nerek. W ynika z tego, że 
białko MRP4, poprzez regulację transportu  cAMP, może 
w pływ ać na w ew nątrzkom órkow e sygnałowanie. N ato 
m iast w  p rzypadku  transportu  cGMP, którego stężenie w 
osoczu jest bardzo niskie, nie zauw ażono zm ian stężenia 
tego nuk leo tydu  w w yniku  jego w ydalania  przez MRP4
[55].

Białko MRP4 jest także odpow iedzialne za eksport 
analogów  nukleotydów , takich jak 9-(2-fosfonylometok- 
syetylo)adenina (PMEA) czy tiopuryny  (6-m erkaptopu-
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ryna i tioguanina). Substratam i są rów nież m etotreksat, 
kwas foliowy i p rostag landyny [41]. O statnio do listy 
substra tów  tego białka dodano  dw a w ażne nerkowe, or
ganiczne aniony: kwas m oczowy [57] i para-am inohip- 
p u ran  [50], PAH jest klasycznym  substratem  używ anym  
do charakterystyki transportu  organicznych anionów  w 
cewkach proksym alnych. Transportery  po stronie baso- 
lateralnej błony dla PAH są już dzisiaj dobrze poznane 
(OAC1 i OAC3), natom iast wciąż mało w iadom o na te 
m at apikalnego transportu  dla tego anionu. MRP4 zosta 
ło zakwalifikowane jako now y transporter PAH i obecnie 
uw aża się, że może on odgryw ać w ażną rolę w eliminacji 
tego anionu do moczu. Stw ierdzono, że w  korowej części 
nerek poziom  MRP4 jest około pięciokrotnie w yższy niż 
innego białka z tej rodziny  (MRP2), które rów nież jest od 
pow iedzialne za eksport PAH. Ponadto  pow inow actw o 
PAH do MRP4 (Km = 160 pM) jest dużo  w yższe w po rów 
naniu  z MRP2 (Km = 5 mM) [50], W p rzypadku  kw asu 
moczowego stw ierdzono, że anion ten oddziałuje z miej
scem wiążącym  białka MRP4 i na zasadzie pozytyw nego 
w spółdziałania  w pływ a, poprzez allosteryczne odziały- 
wania dw óch miejsc transportujących, na transport in
nych substratów : m etotreksatu , cAMP i cGMP [57],

Coraz więcej danych w skazuje również, że i ten trans 
porter odgryw a w ażną rolę w w ydalan iu  różnych leków. 
Jest odpow iedzialny  za nerkow e w ydalanie  leków prze- 
ciw w irusow ych, takich jak adefow ir i tenofow ir (acy
kliczne nukleotydy), w niewielkim  stopniu  może rów nież 
w pływ ać na ekskrecję cidofiru. [58]. Białko MRP4 bierze 
też udział w  cew kow ym  w ydzielaniu  antybiotyków  z 
g rupy  cefalosporyn. W ykazano, że u m yszy knock-out 
pozbaw ionych genu Mrp4 w zrasta  w  osoczu około d w u 
krotnie stężenie epocyliny i cefazoliny, co wskazuje, że 
białko to bierze udział w nerkow ym  oczyszczaniu z tych 
leków [59]. Również hydrohloro tiazyna i furesam id są w 
kanalikach proksym alnych w ydalane  do moczu za po 
średnictw em  białka MRP4 oraz jeszcze jednego, do dz i
siaj nie z identyfikow anego transportera  [60].

SYSTEM TRANSPORTU KWASU MOCZOWEGO

W fizjologicznych warunkach kwas moczowy ulega fil
tracji przez kłębuszki nerkowe, a następnie jest niemal cał
kowicie reabsorbowany z moczu. Poziom kwasu moczo
wego w osoczu (20(H500 gM) jest utrzym yw any poprzez 
system transporterów zlokalizowanych w cewkach proksy
malnych. Do dzisiaj zlokalizowano w cewkach następujące 
białka, które mogą być odpowiedzialne za transport tego 
anionu u ssaków: URAT1, OAT1, OAT3, NPT1 (OATvl), 
U AT i ostatnio MRP4 (Ryc. 4) [61].

hURATl jest zlokalizowany w błonie luminalnej komórek 
cewek proksymalnych człowieka i jest głównym transporte
rem  odpowiedzialnym za reabsorbcję kwasu moczowego. 
Jest to wymiennik kwasu moczowego na inne aniony orga
niczne, np. mleczan, pirazynian (PZA, metabolit pyrazina- 
midu, lek zmniejszający wydalanie moczanu). Nie znana jest 
natomiast droga transportu kwasu moczowego przez błonę 
bazolateralną do krwi. Wiadomo jednak, że w błonie tej 
zlokalizowane są dw a transportery organicznych anionów: 
OAT1 i OAT3, które są odpowiedzialne za transport kwasu 
moczowego. Są to wymienniki kwasu moczowego na jony 
dikarboksylanowe (glutaran, a-ketoglutaran, bursztynian). 
Biorąc pod uwagę gradient elektrochemiczny dikarboksy- 
lanów, utrzym yw any przez dwa symportery (SLC13A2 — 
błona apikalna i SLC13A3 — błona bazolateralna; sprzęgają 
transport 3 cząsteczek N a+ i dikarboksylanu) i antyporter 
(SLC26A1; wymiennik jonów sodu na dikarboksylany lub 
siarczany) w  cewkach proksymalnych nerek, uważa się, że 
transport kwasu moczowego przez wymienniki OAT od
bywa się odkomórkowo. Zatem są one odpowiedzialne za 
wydzielanie tego anionu [61].

W błonie luminalnej zidentyfikowano trzy transportery 
mogące uczestniczyć w wydalaniu kwasu moczowego do 
moczu. Są to: OATvl, UAT i MRP4. OATvl został ziden
tyfikowany w nerkach świńskich [62], Stwierdzono, że jest 
to transporter regulowany napięciem błonowym, odpowie
dzialny m.in. za wydzielanie PAH. U człowieka jednak do 

dzisiaj nie zidentyfikowano analogu tego biał
ka. Stwierdzono jedynie obecność transportera 
NPT1, który wykazuje 60% homologii z tym 
białkiem. NPT1 (SLC17A1) jest odpowiedzial
ny za wydalanie nerkowe kwasu moczowego 
u świń i królików, u których poziom kwasu 
moczowego we krwi jest regulowany głównie 
poprzez wydzielanie [63]. U człowieka nie jest 
jednoznacznie stwierdzone, czy transporter ten 
bierze udział w  wydalaniu moczanu. Innym 
kandydatem  do luminalnego eksportu tego 
anionu jest UAT — kanał/transporter określa
ny jako galaktyna 9, którego aktywność jest re
gulowana przez cukry i adenozynę [64], Białko 
to na zewnątrz komórki posiada dwa p-galakto- 
zydowe miejsca wiążące i miejsce wiążące ade
nozynę, natomiast po stronie cytoplazmatycz- 
nej zlokalizowano miejsce wiążące dla kwasu 
moczowego. Wykazano, że przyłączenie lakto
zy lub glukozy do miejsc (3-galaktozydowych 
białka powoduje otwarcie kanału i wydzielenie 
kwasu moczowego. Stymulacja kanału przez

błona luminalna błona postawno-boczna

Rycina 4. Schemat transportu  kw asu moczowego w  cewkach proksym alnych nerek człowieka; •  
— kw as m oczowy, DK — jony dikarboksylanowe, M — mleczan, PZA — pirazynian.
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laktozę następuje przy 200 razy mniejszym stężeniu (100 
gM) w porównaniu z glukozą. Ponieważ występuje zwią
zek pomiędzy wzrostem stężenia cukru w osoczu a zabu
rzeniem homeostazy moczanu, wynika z tego, że UAT może 
być odpowiedzialny za zwiększone wydalanie tego anionu, 
prowadzące to hiperurykemii w cukrzycy [65].

Ostatnio coraz więcej danych wskazuje również na dużą 
rolę transportera MRP4 w  eksporcie ATP-zależnym od 
kwasu moczowego [57], Transporter ten charakteryzuje się 
niskim powinowactwem do kwasu moczowego, dzięki cze
mu może być utrzym ywane duże stężenie tego anionu w 
komórce. Do dzisiaj nie w iadomo czy inne białka z rodziny 
ABC mogą brać udział w  tym procesie. W iadomo jedynie, 
że kwas moczowy nie jest substratem białka MRP2, które 
również jest zlokalizowane w błonie luminalnej. Przypusz
cza się, że MRP5 i MRP8 mogą być zaangażowane w eks
port moczanu, mają one bowiem bardzo zbliżone spektrum 
substratowe do MRP4. Pokazano, że w  komórkach HEK293, 
w których stwierdzono endogenną ekspresję MRP5, zacho
dzi transport odkomórkowy kwasu moczowego, który jest 
ham owany przez PMEA (9-(2-fosfonylometoksyetylo) ade
nina; substrat MRP5 i MRP8) [57].

Ponieważ białko MRP4 jest odpow iedzialne za trans
port cyklicznych nukleotydów , zbadano jak wpływają one 
na transport kwasu moczowego. W ykazano, że cAMP i 
cGMP są w  sposób ciągły transportow ane razem  z kw a
sem m oczowym aż to osiągnięcia stanu saturacji. Wysokie 
stężenia obu nukleotydów  rów nież nie wpływają na szyb
kość transportu  kwasu moczowego. Odwrotnie, wysokie 
stężenia moczanu mogą regulować właściwości transpor
tujące białka. Uznano, że MRP4 posiada dw a niezależne 
miejsca wiążące, działające na zasadzie pozytyw nego 
współdziałania, jedno dla cGMP, a drugie dla kwasu m o
czowego oraz miejsce alleosteryczne wspólne dla obydw u 
substratów. Kwas moczowy, wypierając cGMP z miejsca 
allosterycznego, jest w stanie — na zasadzie pozytyw ne
go współdziałania — pobudzać transport tego nukleoty- 
du, jak i innych substratów (cAMP, metotreksat). cAMP 
posiada miejsce wiążące praw dopodobnie  w  tym sam ym  
miejscu co cGMP, co wyjaśniałoby dlaczego cAMP jest in
hibitorem cGMP [55]. Cykliczny GMP jest również inhibi
torem metotreksatu, co wskazuje, że związki te również 
mają to samo miejsce w iązania [57],

BIAŁKO MRP5

Podobnie jak MRP4, transporter MRP5 odpowiedzialny 
jest za transport cyklicznych nukleotydów. Wykazuje on 
małe powinowactwo do cAMP, a duże do cGMP. W przy
padku transportera MRP4 występuje odw rotna zależność, 
tzn. duże jest powinowactwo do cAMP, a małe do cGMP
[56]. Różnice w kinetyce eksportu nukleotydów obu bia
łek świadczą o ich właściwościach regulatorowych w we
wnątrzkomórkowej dystrybucji obu cyklicznych nukleoty
dów. Wykazano również, że mimo dużego powinowactwa 
cyklicznych nukleotydów do tych białek są one słabymi 
inhibitorami w stosunku do innych substratów tych trans
porterów. Transporter MRP5 wykazuje podobne spektrum  
substratowe do białka MRP4. Białko MRP5 zlokalizowane 
jest w  basolateralnej błonie komórek kanalików nefronu.

Jednak do dzisiaj nie stwierdzono, gdzie dokładnie w zdłuż 
nefronu jest ono zlokalizowane [18,41].

BIAŁKO MRP6

Kolejne białko, MRP6, zostało zlokalizowane w bazola- 
teralnej błonie komórek cewek proksymalnych i, w  mniej
szym stopniu, w  cewkach dystalnych [18,41]. Transporter 
ten odpowiedzialny jest m.in. za transport niskocząsteczko- 
wych peptydów  zaangażowanych w sygnalizację kom ór
kową. MRP6, podobnie jak poprzednie transportery, pełni 
ochronną funkcję przed toksynami w nerkach. Spektrum 
substratowe tego białka jest jednak dużo węższe w  porów 
naniu z poprzednim i białkami. Wykazano, że substratami 
tego transportera są: etopozyd, tenipozyd i antracykliny. 
[66].

BIAŁKO MRP7-9

Białko MRP7 (ABCC10) nie zostało jeszcze w  pełni scha
rakteryzowane, w iadomo jednak, że bierze ono udział w 
transporcie anionowych koniugatów E47(3G i — w niewiel
kim stopniu — koniugatów leukotrienów cysteinowych 
(LTCJ [67], Stwierdzono jego obecność w nerkach, jednak 
do dzisiaj nie ma żadnych danych dotyczących rozmiesz
czenia w  nefronie [41]. Białko to jest również odpow iedzial
ne za lekooporność w  stosunku do taksolu, w inkrystyny i 
winblastyny [68]. Ostatnio odkrytymi białkami są MRP8 
(ABCC11) [69] i MRP9 (ABCC12) [70]. Do dzisiaj nie stwier
dzono jednoznacznie, czy w ogóle są one zaangażowane w 
transport nerkowy [41].

DOMENY REGULATOROWE PDZ

Ostatnio wykazano, że wiele transporterów, w  tym białka 
MRP, zlokalizowanych w  błonie apikalnej komórek nabłon
kowych, posiada sekwencję aminokwasów zlokalizowaną 
na końcu C białka, nazwaną motywem PDZ [71]. Ta cha
rakterystyczna sekwencja oddziaływuje z białkami adapte
rowymi, które zawierają domeny PDZ składające się z oko
ło 90 aminokwasów. Uważa się, że oddziaływanie domen 
PDZ jest regulowane przez fosforylację lub przez wiązanie 
ligandów. W białkach tych zlokalizowano również obecność 
innych domen, np. SH3 (homolog Src), MAGUK (domena 
kinazy guanylowej) i inne. Obecność tylu różnych dom en 
wskazuje, że białka te są zdolne do generowania dużych 
białkowych kompleksów [71]. W cewkach proksymalnych 
nerek zlokalizowano cztery takie białka: NHERF1 (EBP50) 
[72], NHERF2 (E3KARP) [72], PDZK1 i PDZK2 [73], Sądzi 
się, że poprzez oddziaływanie z transporterami błonowymi 
białka te wpływają na ich błonową lokalizację, ekspresję ich 
genów i aktywność [71].

Stwierdzono, że białko MRP2 posiada na C końcu sekwen
cję charakterystyczną dla m otywu PDZ: X(Ser/Thr)XlP (X 
— dowolny aminokwas, W — hydrofobowy aminokwas), 
która oddziałuje z białkiem PDZK1 zlokalizowanym rów 
nież w błonie luminalnej. W celu określenia funkcji tych 
oddziaływań, poprzez modyfikację genu białka MRP2, usu 
nięto z końca C tego białka trzy aminokwasy wchodzące w 
skład tego motywu. Przyczyniło się to do zmiany lokaliza
cji tego transportera w błonie komórek spolaryzowanych.
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Wynika z tego, że przy braku tego m otyw u przeważa inny 
motyw sygnałowy (dotąd nie zlokalizowany), który ukie
runkowuje to białko w stronę błony bazolateralnej. Nie 
w iadomo jaki jest wpływ  białka PDZK1 na rozmieszczenie 
tego transportera, przypuszcza się jednak, że może ono brać 
udział w  stabilizacji MRP2 w błonie luminalnej [74], Stwier
dzono, że transportery ABC zlokalizowane w błonie baso- 
lateralnej (MRP1, MRP3, MRP5, MRP6) nie posiadają m oty
w u  PDZ w odróżnieniu do transporterów błony apikalnej 
(MRP2, MRP4 i P-gp), co wskazuje na to, że motyw PDZ 
odgrywa ważną rolę w  rozmieszczeniu błonowym białek w 
komórkach spolaryzowanych.

Jak już wcześniej wspomniano, kinaza białkowa C przez 
fosforylację w pływ a na aktywność transportera MRP2 [74], 
Stwierdzono, że miejscem fosforylacji PKC jest seryna w 
pozycji 1542 w  obrębie m otywu PDZ (STKF), co powoduje 
wzrost powinowactwa dom en białka PDZK1 do tego trans
portera. Wynika z tego, że adapter ten poprzez zwiększo
ne oddziaływanie z transporterem może regulować jego 
aktywność. Oddziaływanie dom en PDZ białka PDZK1 
w ykazano z wieloma innymi transporterami: URAT1, 
NPT1, OAT4, PEPT1. Niektóre z tych białek, jak np. MRP2, 
oddziaływują tylko z jedną domeną PDZK1 (PDZ1), inne 
natomiast mogą oddziaływać z kilkoma, np. URAT1 (wy
kazuje duże powinowactwo do domeny PDZ1 i niskie do 
PDZ2 i PDZ4). Fizjologiczne znaczenie wielu oddziaływań 
z transporterami nie zostało jeszcze wyjaśnione, wydaje się 
jednak, że poprzez białka adapterowe mogą być przenoszo
ne sygnały pomiędzy transporterami, które w  ten sposób 
mogą regulować transport transbłonowy poszczególnych 
substancji [71].

Wykazano również, że białka PDZ mogą się łączyć mię
dzy sobą, tworząc homo- i heterodimery. Tworzą one w ten 
sposób kompleksy białkowe z dużą ilością dom en PDZ, 
mogących oddziaływać z motywami PDZ transporterów 
błonowych i praw dopodobnie biorą udział w  stabilizacji 
s truktury błony apikalnej komórek nabłonkowych cewek 
proksymalnych [74].

PODSUMOWANIE

W opracowaniu tym została zebrana aktualna wiedza na 
temat fizjologicznej roli transporterów z rodziny ABC oraz 
ich w pływ u na transport nerkowy wielu stosowanych w kli
nice leków. Na podstawie powyższego przeglądu literatury 
można stwierdzić, że do dzisiaj specyficzna rola białek ABC w 
dystrybucji organicznych jonów w nerkach jest jeszcze bardzo 
słabo poznana, a wiedza na ten temat nieusystematyzowana. 
Najwięcej literatury dotyczy funkcji, jakie pełnią te transpor
tery w cewkach proksymalnych. Nie ma natomiast prawie 
żadnych doniesień dotyczących rozmieszczenia i funkcji, jakie 
pełnią te białka w kłębuszkach nerkowych. Mało poznane są 
również mechanizmy regulatorowe wpływające na transport 
poszczególnych transporterów. Ostatnio wykazane oddziały
wania pomiędzy białkami adapterowymi PDZ a transportera
mi błonowymi wskazują na ścisłą zależność pomiędzy całym 
systemem transportującym. Nie wiadomo natomiast w  jaki 
sposób zachodzi ta regulacja. Rozwiązanie tego zagadnienia 
jest dzisiaj jednym z priorytetów, ponieważ wiele stosowa-

nych leków, poprzez oddziaływania z transporterami, może
prowadzić do zaburzeń funkcji i ostrej niewydolności nerek.
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A B S T R A C T

The ATP-binding cassette (ABC) transporters are a large superfamily of integral membrane proteins that actively transport organic ions across 
biological membranes. These transporters play important role in the reabsorptive and excretory capacity of the kidney. Nine structurally 
and functionally related members (MRP1-7, P-gp, BCRP) have been identified, which differ from each other by their localization, expression 
levels, and substrate specificity. This review discusses current knowledge on the renal characteristics of ABC transporters, with specific focus 
on their regulation.
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STRESZCZENIE

P ep ty d y  z ro d z in y  a n g io te n sy n  k o jarzo n e  są g łó w n ie  z system em  sercow o-naczyn io - 
w ym  i h o m eostazą  w o d n o -m in era ln ą . W  o sta tn ich  latach  stw ie rd zo n o  ró w n ież , że 

k lu czo w y  p e p ty d  system u  ren in a -an g io ten sy n a  (Ang II), p oprzez  dw a k lasy czn e  recep 
to ry  b łonow e: A T I i AT2, zaan g ażo w an y  jes t w  regu lację  kom órkow ego  w zro stu , p ro li 
ferację , ró żn ico w an ie  i m ig rac ję  k o m órek , apop tozę , p rocesy zap a ln e, an g io g en ezę  oraz 
ek sp resję  genów . W  w ie lu  ko m ó rk ach  n o w otw orow ych  p o tw ierd zo n o  w y s tęp o w an ie  
zm ian  w  poszczegó lnych  e lem en tach  RAS, co m oże sugerow ać zaan g ażo w an ie  tego u k ła 
du  w kancerogenezę. N in ie jsz a  praca sk u p ia  się  na  ro li tkan k o w y ch  RAS w  procesie  
n o w o tw o rzen ia  oraz p o ten c ja ln y ch  m ożliw ośc iach  te rap eu ty czn y ch  w y n ik a jący ch  z m a
n ip u lo w an ia  tym że u k ład em . W  o sta tn ich  latach  sta ło  się  oczyw iste, że u k ła d  re n in a -a n 
g io ten sy n a  (RAS) m a d a lek o  szersze  znaczen ie  n iż  s tan d ard o w a  rola w  reg u lac ji sy s te 
m u se rcow o-naczyniow ego  i w  hom eo staz ie  w o d n o -e lek tro lito w e j. B adania  p ro w ad zo n e  
w  ciągu k ilk u  o sta tn ich  lat, p rzy czy n iły  się  do w y k azan ia  obecności tk an k o w y ch  RAS, 
k tó re  m ogą w sp ó łd z ia łać  m ięd zy  in n y m i z h o rm o n am i, czyn n ik am i p o zap a ln y m i lu b  
czy n n ik am i w zro stu . O d k ry to  k o le jn e  p ep ty d y  e fek to ro w e  u k ła d u  RAS, enzym y p ro w a 
dzące do ich p o w staw an ia , a tak że  specyficzne d la n ich  recep tory . P o tw ie rd zo n o  is tn ie n ie  
o d d z ia ły w ań  m iędzy  p e p ty d a m i u k ła d u  ren in a -an g io ten sy n a , jak  rów n ież  w y k ry to  now e 
b io log iczne  fu n k c je  ju ż  w cześn ie j zn an y ch  e lem en tów  RAS [1]. B adan ia  p o tw ie rd z iły , 
zaan g ażo w an ie  RAS w liczne  fizjo log iczne i p a to log iczne  procesy , tak ie  jak: p ro life ra 
cja k om órek , ich  m igracja, an g io g en eza , procesy zap a ln e  czy apoptoza. S u g eru je  to, że 
n iep raw id ło w e  fu n k c jo n o w an ie  u k ła d u  re n in a -an g io ten sy n a  m oże p rzyczyniać  się  do 
różnych  zm ian  p a to log icznych , w  tym  transfo rm acji now otw orow ej [2-4]. W  n in ie jsze j 
pracy p rzed s taw im y  now e in fo rm ac je  dotyczące b u d o w y  i fu n k c jo n o w an ia  lo k a ln y ch  
RAS. P oddam y a n a liz ie  śc ieżk i sy g nałow e an g io ten sy n  oraz ich k lasycznych  recep to rów , 
k tó re  m og łyby  brać u d z ia ł w  k an cerogenez ie .

BUDOWA LOKALNEGO SYSTEMU RENINA -  ANGIOTENSYNA (RAS)

PEPTYDY I PEPTYD AZY

Syntezę czynnych zw iązków  w RAS zapoczątkow uje proteolityczne p rze 
kształcenie angio tensynogenu do angiotensyny I przez reninę. Poza reniną, 
która jest p roteazą kw asu asparaginow ego, istnieją dw ie kategorie tkanko 
wych enzym ów  ren inopodobnych  (izorenin). Pierwsza kategoria obejmuje 
katepsyny (G, D i E), które są lizosom ow ym i proteazam i serynow ym i, po 
zwalającymi na lokalną lizę angiotensynogenu do Ang I. D ruga natom iast 
jest reprezentow ana przez cytozolową proteazę serynow ą — toninę, która 
pozw ala na bezpośrednią  syntezę Ang II z angiotensynogenu [5], Inna droga 
pow staw ania Ang II jest zależna od enzym u ACE (ang. angiotensin converting 
enzyme), k tóry poprzez  odcięcie d ipep tydu  His-Leu od końca C angiotensyny 
I, przekształca ją w kluczow y peptyd  układu  RA. A ngiotensyna II może u le 
gać kolejnym przekształceniom  do Ang III, Ang IV i do krótszych pep tydów  
w w yniku działania am inopeptydaz: A, N i B (APA, APB, APN) [5,6],

A lternatywna droga m etabolizowania Ang I zachodzi przy udziale enzym u 
ACE2. Mimo podobieństw a strukturalnego do ACE (homologia 42%) ak tyw 
ność katalityczna tych dw óch enzym ów jest odmienna. Enzym ACE jest di- 
karboksylazą, podczas gdy ACE2 jest karboksylazą i ma zdolność odłączania 
tylko jednej reszty aminokwasowej od końca C Ang I, prow adząc do pow sta 
nia angiotensyny (1-9). Ang (1-9) nie może być substratem  dla ACE2 i ulegać 
przekształceniu do Ang II, może natom iast być m etabolizowana przez enzym  
ACE do Ang (1-7), Ang (1-5), Ang (1-4) [7,8]. Ponadto, odkrycie ACE2 p raw 
dopodobnie ujawniło głów ny szlak syntezy Ang (1-7). Aktywność katalityczna 
tego enzym u w  w ytw arzaniu  Ang (1-7) z Ang II jest 10-krotnie większa niż en- 
dopeptydazy prolinowej (PEP) i aż 600-krotnie większa niż karboksypeptyda- 
zy prolinowej (angiotensynaza C — AC). Należy jednak podkreślić, że wysoki 
poziom  ACE2 u ludzi jest ograniczony do nerek, jąder i serca [9] (Ryc. 1). N ie
w ątpliw ie aktywność uk ładu  RA zależy od rów now agi jaka w inna zachodzić 
między syntezą a m etabolizm em  Ang II (Ryc. 1). N iepraw idłow e proporcje
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Rycina 1. Schemat lokalnego RAS z uw zględnieniem  aktyw nych p eptydów  efek- 
torowych, d róg ich m etabolizow ania oraz zaangażow anych w  ten proces amino- 
p e p ty d a z .

między tymi procesami mogą przyczyniać się do zmian 
patologicznych w strukturze i funkcji poszczególnych na 
rządów  na drodze regulacji ekspresji genów, syntezy czyn
ników w zrostu czy procesów odpow iedzi zapalnej.

RECEPTORY ANGIOTENSYNOWE

W najbardziej znanych efektach działania Ang II, in 
vitro, pośredniczą dw a klasyczne receptory ATI i AT2, 
które zostały sklonow ane i farm akologicznie scharakte
ryzow ane. Receptory te należą do klasy receptorów  zw ią 
zanych z białkami G i są zbudow ane z siedm iu dom en 
zlokalizow anych błonowo. W iadom o, że receptory ATI 
po zw iązaniu  z ligandem  są internalizow ane, natom iast 
receptory AT2 nie ulegają endocytozie, dzięki czemu p o 
zostają dłużej dostępne w błonie plazm atycznej [10,11], 
Receptor AT2 obecny jest głównie w tkankach płodowych.

N atom iast we w czesnym  okresie now orodkow ym  nastę 
puje szybkie zmniejszenie się jego liczby do niewielkiego 
poziom u lub naw et jego całkowity zanik. Dominującym 
receptorem  staje się w ówczas ATI [10,12], Należy jednak 
podkreślić, że gęstość receptorów  ATI i AT2 w poszcze
gólnych narządach  i tkankach może ulegać modyfikacji, 
przede w szystkim  pod w pływ em  Ang II, jak rów nież 
w ielu innych czynników, np. adrenaliny czy insuliny.

Hom ologia sekwencyjna m iędzy receptoram i ATI i 
AT2 jest niska i wynosi 32-34%. Receptory Ang II mogą 
być rozróżniane za pom ocą ham ujących je specyficznych 
peptydow ych i n iepeptydow ych antagonistów . Receptor 
ATI jest wybiórczo ham ow any przez difenyloimidazole, 
takie jak np. lozartan, podczas gdy te trahydroim idazo- 
lopirydyny ham ują receptor AT2. Farm akologia innych 
typów  receptorów: AT3 i AT4 oraz receptora dla Ang 1-7 
nie została dotychczas w  pełni scharakteryzow ana, dlate
go receptory te nie są włączone do klasycznych recepto
rów  angiotensynow ych ssaków [10-12] (Ryc. 2).

Receptor ATI najczęściej zw iązany jest z proliferacją 
komórek. Działanie receptora AT2 jest przeciw staw ne i 
polega głównie na ham ow aniu  w zrostu  kom órek oraz in 
dukcji apoptozy. Istnieją jednak pośrednie dow ody, po 
chodzące z badań  in vitro, sugerujące, że Ang II w pew 
nych w arunkach  może stym ulow ać wzrost, działając po 
przez receptor AT2. W yniki eksperym entalne dow odzą, 
że działanie receptora AT2 jest niejednoznaczne. W stęp
ne badania pozwalają przypuszczać, że przeciw w zrosto- 
we działanie receptora AT2 jest uzależnione od poziom u 
jego syntezy w stosunku  do receptora ATI [12], Albo
w iem  w pływ  receptorów  ATI i AT2 może wynikać nie 
tylko z aktywacji odm iennych szlaków sygnałowych, ale 
rów nież z heterodim eryzacji AT1/AT2, która pow oduje 
zm ianę konformacji i zablokow anie receptora ATI [13- 
15]. Liczba receptorów  angiotensynow ych oraz krzyżowe 
relacje m iędzy nimi niew ątpliw ie m odulują fizjologiczne 
efekty angiotensyn na komórkę. Zm iany w poziom ie syn 
tezy tych receptorów  w pływ ają więc na funkcjonowanie 
uk ładu  renina-angiotensyna i mogą przyczyniać się do 
w ystępow ania w  nim  niepraw idłow ości.

losartan

irbesartan

kandesartan

PD 123177 
PD 123319 

CGP 42112

ANG 1-7

Rycina 2. Schemat przedstawiający możliwość oddziaływ ań  Ang II, III, IV i 1-7 z różnym i typam i receptorów dla angiotensyn, z uw zględnieniem  inhibitorów stosow a
nych dla klasycznych receptorów — ATI i AT2.
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EKSPRESJA GENU KODUJĄCEGO RAS W 
TKANKACH NOWOTWOROWYCH CZŁOWIEKA

RECEPTORY ANGIOTENSYNOWE ATI I AT2

Na podstawie badań immunocytochemicznych i RT-PCR, 
zaobserwowano, że gen kodujący receptor ATI ulega eks
presji, często wzmożonej, w  wielu nowotworach człowieka, 
w  tym: płaskokomórkowym raku skóry, raku trzustki, raku 
krtani. Obecność ATI stwierdzono także w nowotworach 
będących istotnym problemem epidemiologicznym: raku 
prostaty, raku piersi, czy raku płuc [2,3],

W przypadku  łagodnej hyperplazji piersi obserw ow a
na jest ciągła syneza genu kodującego receptor ATI, k tó 
ra zanika dopiero w kom órkach inw azyjnych raka piersi. 
N atom iast w  raku  gruczołu krokow ego stw ierdzono w yż 
szy poziom  ekspresji genu receptora ATI w porów naniu  
z siłą jego w yrazu  w zdrowej prostacie człowieka [17]. 
Jednak inne badanie w ykazuje, że w  stad ium  łagodnej hy 
perplazji prostaty  (BPH) efektywność w iązania receptora 
ATI zostaje zredukow ana. M ożliwe jednak, że obniżenie 
wrażliwości ATI w BPH jest spow odow ane przez bardzo 
wysoki poziom  angiotensyny II w  tkance. Jak już wcze
śniej w spom niano, receptory ATI są in ternalizow ane po 
zw iązaniu  z ligandem , co w iąże się z ich czasową nie
dostępnością. N adm iar ligandu  może pow odow ać więc 
w zględne obniżenie ilości receptorów  ATI [18].

W kom órkach  now otw orow ych  szyjki macicy [19] 
i jajników [21] człowieka, poziom  ATI jest zw iązany  z 
inw azyjnością guza. N atom iast w  łagodnym  torbielako- 
g ruczolaku jajnika ekspresja ATI jest praw ie  nieobecna, 
ale dram atycznie  w zrasta  w m om encie przekroczenia  
granicy uzłośliw ienia  i inwazyjności. S tw ierdzono, że 
ATI jest obecny w 85% raków  jajnika i gen ulega ciągłej 
ekspresji w 55% p rzy p ad k ó w  [2], Ponadto , poziom  ATI 
w ykazuje, w wielu p rzypadkach , pozy tyw ny  zw iązek z 
poziom em  VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) i 
w yższą zaw artością  m ikronaczyń  w tkankach  n o w o tw o 
row ych [2,3], Z kolei poziom  drug iego  głów nego recep 
tora dla angio tensyn  — AT2 jest n iższy w praw id łow ych  
tkankach, ale w zrasta  w  hyperplazji i inw azyjnym  raku  
piersi [21,22], W zrost ekspresji genu receptora  AT2 zo 
stał rów nież  zaobserw ow any  w guzach endokrynnych  
trzustk i oraz w raku  jelita grubego, podczas gdy w raku  
nerki stosunek  receptora  ATI do AT2 w ynosił 60:40% 
[2,3]. U w zględniając fakt, że działanie  AT2 jest głównie 
p roapopto tyczne , jego nadm ierna  p rodukcja  w in w a 
zyjnym  raku  su tka m oże stanow ić m echanizm  obronny, 
mający na celu indukcję program ow anej śmierci w ko 
m órkach now otw orow ych. Badania p rzep ro w ad zo n e  na 
m odelach zw ierzęcych i izo low anych kom órkach  w y k a 
zały, że zastosow anie  an tagon is tów  receptora  ATI może 
zm niejszać w ielkość guzów  trzustk i, nerki, jajnika, p ro 
staty oraz ham ow ać rozwój m ięsaków , w łókniakom ięsa- 
ków oraz raka płuc [4,16,17]. Z nane są rów nież  p ierw sze  
w yniki badań  klinicznych, testujące w pływ  np. kande- 
sa rtanu  na ho rm onoopornego  raka prostaty . Połow a z 
23 badanych  pacjentów  w ykazała  obniżenie w artości 
PSA (ang. prostatę specific antygen) po trak tow an iu  ARB 
(ang. angiotensin II receptor blockers). Tylko u jednego z
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pacjentów  zaobserw ow ano  sku tek  uboczny  w postaci 
nadciśn ien ia  tętniczego [23],

INNE ELEMENTY RAS

W zm ożoną syntezę angio tensynogenu obserw ujem y w 
glejakach, a jego nadprodukcja  jest często obserw ow ana 
w endokrynnych  guzach trzustki [2], Ponadto, w yższa 
ekspresja genu ACE została zauw ażona w guzach naczyń, 
a także raku żołądka, zarów no w stad ium  w czesnym , jak 
i w  obecności p rzerzu tów  [24], Różnice w ekspresji genu 
ACE w tkankach mogą być zw iązane z w ystępow aniem  
polim orfizm ów  w obrębie wyżej w spom nianego  genu. U 
człowieka stw ierdzono np. w ystępow anie  trzech genoty 
pów  D /D , I /I ,  I /D , wynikające z obecności (I) lub braku 
(D) 287 pary  zasad tego genu w chrom osom ie 17q23. Ge
no typ  DD charakteryzuje się zw iększoną o blisko 100% 
aktyw nością ACE w porów nan iu  do genotypu  I / I .  Poli
m orfizm  I /D  jest co p raw da  tylko jednym  z wielu pozna
nych miejsc polimorficznych genu ACE, jednakże wyja
śnia blisko ponad  27% zm ienności aktyw ności enzym u 
przekształcającego [3,25]. O statnie doniesienia wskazują, 
że polim orfizm  ACE może być jednym  z isto tnych czyn
ników  w pow staw aniu  oraz rozw oju raka endom etrium  
czy raka prostaty  [26,27], Badania przesiew ow e w ykaza 
ły rów nież, że kobiety z w rodzoną niską ekspresją genu 
ACE mają 50% mniejsze ryzyko w ystąp ien ia  now otw oru  
piersi [28], Pośrednie dow ody sugerują, że drugi z enzy
m ów  przekształcających — ACE2, może być zaangażo 
w any w pow staw anie  raka jajnika [29], Lever i wsp. jako 
pierw si zasugerow ali ochronną rolę inhibitorów  ACE 
(ACEi) w  walce z now otw oram i. S tw ierdzili oni zm niej
szoną zachorow alność na raka piersi i płuc u pacjentów 
p o d daw anych  d ługoterm inow em u leczeniu kaptopry- 
lem, lizynoprylem  i enadopry lem  [30], Jednakże inne 
badania  epidem iologiczne nie potw ierdziły  tej tendencji, 
w skazując na brak zależności m iędzy stosow aniem  ACEi 
a kancerogenezą [31,32]. Być może różnice w ynikały z 
faktu krótszego czasu traktow ania inhibitoram i, jak rów 
nież bardziej zaaw ansow anego w ieku pacjentów. Obec
nie wiele badań  wskazuje, że ACEi mają w łaściwości ha 
mujące zarów no w stosunku do now otw orów  in vitro, jak 
i in vivo. P rzypisuje się im zdolność osłabiania proliferacji 
wielu linii kom órek now otw orow ych, jak rów nież ha 
m ow ania  angiogenezy oraz w zrostu  guzów  w m odelach 
zw ierzęcych [2,3].

Jak w idać z pow yższych badań, w  wielu now otw orach 
człowieka potw ierdzono zm iany w funkcjonow aniu  po 
szczególnych elem entów  układy RAS w porów nan iu  z 
tkankam i praw idłow ym i. Co więcej, antagoniści ACE i 
receptora ATI, będący lekami o udow odnionej skutecz
ności w  leczeniu nadciśnienia tętniczego i n iew ydolności 
serca, coraz częściej rozpatryw ani są jako potencjalne leki 
przeciw now otw orow e. M echanizm  zw iązany  z korzyst
nym  w pływ em  ACEi i ARB na w alkę z now otw oram i nie 
został do końca poznany. N ajpraw dopodobniej w iąże się 
on z zaham ow aniem  tych ścieżek sygnalizacyjnych ukła 
du  renina-angiotensyna, które sprzyjają proliferacji oraz 
migracji komórek, czy też w zm agają progresję guzów  no 
w otw orow ych.
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ŚCIEŻKI SYGNALIZACYJNE RAS,
POWIĄZANE Z KANCEROGENEZĄ

PROLIFERACJA KOMÓREK I APOPTOZA

Choroby nowotworowe oparte są zwykle na patologicz
nym  procesie, w  którym prawidłowe komórki przestają 
podlegać norm alnym  mechanizmom kontrolującym ich 
wzrost i różnicowanie. Badania in vitro i in vivo dostarcza
ją w iarygodnych dowodów, że Ang II w pływ a na wzrost 
komórkowy i apoptozę. W zależności od rodzaju komórek 
i obecności innych czynników wzrostowych Ang II, zw y
kle poprzez receptor ATI, może indukować proliferację 
lub też ham ować cykl komórkowy w fazie G l. Nadmierne 
pobudzenie ekspresji genów kodujących inhibitory CDK 
(ang. cyclin-dependent kinases), takich jak p27Kipl, prowadzi 
do przerostu komórki. W prawdzie aktywacja AT2 również 
prow adzi do zaham owania cyklu komórkowego w fazie 
G l, ale proces ten w  efekcie indukuje apoptozę lub różni
cowanie się komórek. Należy jednak podkreślić, że relacje 
między klasycznymi receptorami angiotensynowymi w re
gulacji cyklu komórkowego nie są do końca jasne i klarow
ne. Znane są bowiem przypadki indukcji apoptozy poprzez 
receptor ATI, jak również w pewnych w arunkach Ang II 
może stymulować wzrost, działając poprzez receptor AT2 
[33] (Ryc. 3).

Mechanizmy proliferacyjnego i proapoptotycznego 
działania angiotensyn najprawdopodobniej związane są z 
aktywacją śródkom órkowych kaskad białkowych kinaz ty- 
rozynowych. W śród nich wyróżniamy kinazy tyrozynowe 
receptorowe: EGFR (ang. epidermal growth factor receptor), 
PDGFR (ang. platelet-derived growth factor receptor) i IGFR 
(ang. insulin-like growth factor receptor) oraz niereceptorowe,

ANG II

apoptoza

proliferacja

Rycina 3. W pływ  A ng  II na cykl kom órkow y biorąc pod  uw agę typ receptora 
uczestniczącego w  przekazyw aniu  sygnału.

czyli cytoplazmatyczne: PLC-y (ang. phospholipase Cy), ro
dzina kinaz Src, rodzina JAK (ang. Janus kinase), FAK (ang. 
focal adhesion kinase), zależne od Ca2+ kinazy tyrozynowe 
(np. Pyk2 — ang. proline-rich tyrosine kinase 2), pl30Cas (ang. 
Crk associated substrate), PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinas- 
es) [6,10-12]. Obie grupy działają jako katalizatory reakcji 
przeniesienia reszty fosforanowej z ATP na grupę hydrok
sylową reszt tyrozynowych w sekwencji docelowych bia
łek komórkowych. Nadm ierna indukcja kontrolowanych 
przez nie dróg sygnałowych związana jest ze wzrostem i 
rozwojem oraz inwazyjnością licznych procesów now o
tworowych [34]. Przykładowo, w komórkach raka piersi i 
prostaty stwierdzono, że ATI pośredniczy w transaktywacji 
EGFR, w  efekcie prowadząc do fosforylacji drogi M APK/ 
ERK (ang. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal- 
regulated kinases) i wzrostu komórek. Odnotowano również, 
że aktywacja drogi PI3K/Akt odgrywa istotną rolę w an- 
tyapoptotycznym efekcie Ang II (przez receptor ATI) cho
ciażby w raku jelita czy w komórkach nabłoniaka kosmów- 
kowego złośliwego [2].

Liczne badania potwierdzają, że receptor ATI indukuje 
procesy wzrostu komórek przez aktywację drogi sygnaliza
cyjnej powiązanej z ERK. Dystrybucja ścieżki ERK wiąże się 
ściśle z procesami nowotworowymi, szczególnie poprzez 
białka Ras, c-Raf czy receptory, takie jak HER2 (ang. human 
epidermal growth factor receptor 2). Stymulacja E R K I/2 jest 
również powiązana ze wzrostem ekspresji takich genów jak 
c-fos, c-myc i c-jun, syntezą DNA, komórkowym wzrostem, 
reorganizacją cytoszkieletu [12], Receptor AT2 natomiast 
promuje apoptozę poprzez stymulację MKP-1 (ang. MAP  
kinase phopshatase-1), co wiąże się z defosforylacją i zahamo
waniem MAPK i Bcl-2. Białko Bcl-2 należy do grupy białek 
antyapoptotycznych, jego nadprodukcja może powodować 
oporność nowotworów na chemio- i radioterapię przez ha
mowanie apoptozy w komórkach guza [11,12].

PROCES ZAPALNY I STRES OKSYDACYJNY

Często powtarzające się lub przewlekłe procesy zapalne 
zaliczane są do czynników ryzyka, wpływających na pod 
wyższoną skłonność osób do zachorowania na niektóre 
typy nowotworów [35], np. raka płuc, okrężnicy, macicy 
czy prostaty. W prozapalnych właściwościach Ang II po
średniczy receptor ATI. W monocytach człowieka induku
je on migrację poprzez aktywację kinaz Src, ERK1/2 i p38 
oraz fosforylację Pyk2 i paksyliny [3,36]. Aktywacja recep
tora ATI pobudza również neutrofile na drodze fosforylacji 
kinaz MAPK (np. E R K I/2, p38) oraz na drodze aktywacji 
ROS (reaktywne formy tlenu) i N FkB (ang. nuclearfactor-kap- 
pa B) [3,37], W efekcie następuje wzmożone uwalnianie wie
lu cytokin i chemokin (np. IL-6, IL-8, MPC-1, TNF-a (ang. 
tumor necrosis factor a) oraz czynników adhezyjnych (selek- 
tyny np.: P-, E-, L-selektyna, podrodzina immunoglobulin, 
np.: ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule 1), VCAM- 
1 (ang. vascular cell adhesion molecule 1), integryny np. p.,-, 
c^-integryna), będących mediatorami procesu zapalnego 
[38,39], Badania pokazują, że Ang II uznawana jest za w aż
ny czynnik wpływający na aktywność oksydazy NAD(P)FI 
i w efekcie — produkcję H ,0 2 i 0 2, funkcjonujących jako 
międzykomórkowe i wewnątrzkomórkowe wtórne prze
kaźniki. Wiadomo, że ROS modyfikują działalność kinaz
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tyrozyowych (np. Src, Ras, JAK2, Pyk2, PI3K, EGFR) oraz 
MAPK (np. p38, JNK, ERK5), oraz nasilają aktywację czyn
ników transkrypcyjnych, w tym czynnika NFkB, AP-1 (ang. 
activating protein 1), HIF-1 (ang. hypoxia-inducible factor 1), 
jak również produkcję wielu molekuł prozapalnych i czyn
ników wzrostu [12,39,40], Zwiększona produkcja reaktyw
nych form tlenu, przekraczająca wydolność fizjologicznych 
układów przeciwutleniaczy, prow adzi do wystąpienia stre
su oksydacyjnego. Badania kliniczne potwierdzają wzrost 
markerów stresu oksydacyjnego, m.in. metabolitów oksy
dacyjnego uszkodzenia DNA, produktów  utleniania lipi
dów i prostaglandyn, obniżenia stężenia grup tiolowych w 
białkach u pacjentów z rozpoznaną chorobą nowotworową
[41]. Dlatego reaktywne formy tlenu uznaw ane są za istotne 
czynniki rozwoju nowotworów.

ANGIOGENEZA

Angiogeneza (neowaskularyzaeja, naczyniotworzenie) 
jest wieloetapowym procesem tworzenia nowych naczyń 
włosowatych na bazie istniejących naczyń krwionośnych. 
Towarzyszy ona zarówno zjawiskom fizjologicznym, jak i 
patologicznym. Badania doświadczalne dowodzą, że roz
wój guza zwykle związany jest z wytworzeniem nowej sieci 
naczyń krwionośnych, umożliwiającej dostarczanie m u sub
stancji odżywczych, czynników wzrostu i tlenu. Ostatnie 
badania donoszą, że Ang II zaangażowana jest w  indukcję 
angiogenezy poprzez aktywację różnorodnych czynników 
wzrostu, takich jak: VEGF, PDGF, TGF-p (ang. transforming 
growth factor ¡3), IGF-1, bFGF (ang. basic fibroblast growth fac
tor) [2,39],

Proangiogenny efekt ATI wynika przeważnie z w pły
w u na ekspresję genu VEGF, najsilniejszego i najbardziej 
swoistego czynnika wzrostu komórek śródbłonka naczyń 
pochodzących z tętnic, żył i naczyń limfatycznych. Naczy- 
niowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu wpływa na neowa- 
skularyzację na drodze bezpośredniej, poprzez pobudze
nie namnażania i migracji EC (komórki śródbłonka) przy 
jednoczesnym ham owaniu ich apoptozy oraz pośredniej 
— poprzez formowanie macierzy zewnątrzkomórkowej
[42]. Badania potwierdzają pozytywną zależność między 
poziomem receptora ATI a ekspresją VEGF i wyższą zaw ar
tością mikronaczyń w  tkankach raka jajnika. W raku trzonu 
macicy detekcja ATI i Ang II jest również skorelowana z 
wysokim poziomem VEGF i z gorszymi danymi progno
stycznymi dla pacjentów [2]. Co ciekawe, w  badanich in vi
tro stwierdzono, że agoniści GPCRs (ang. G protein-coupled 
receptors), tacy jak Ang II, zdecydowanie silniej indukują 
syntezę HIF-1 niż wywołuje to sam proces niedotlenienia 
narządów. Wynika to z faktu, że Ang II łącząc się do re
ceptora ATI, wywołuje wzrost poziomu reaktywnych form 
tlenu poprzez aktywację oksydazy NAD(P)H. Z kolei ROS, 
poprzez indukcję HIF-la, wywołuje silny wzrost poziomu 
syntezy VEGF [43,44],

Badania in vivo również wskazują na powiązanie układu 
Ang II-ATI z procesem angiogenezy w rozwoju nowotwo
rów. Mianowicie u myszy ATI-nuli zaobserwowano w yraź
ną redukcję syntezy VEGF w porównaniu z typem  dzikim. 
Dodatkowo stwierdzono, że oddziaływanie układu Ang 
II-AT1 skojarzone jest z infiltracją makrofagów w okolice
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guza, czego rezultatem jest wzrost tkankowego poziom u 
VEGF. Można zatem założyć, że receptor ATI może brać 
udział w  tworzeniu nowych naczyń guza w  powiązaniu z 
procesem zapalnym [45], Należy jednak podkreślić, że Ang 
II najprawdopodobniej może również ham ować wzrost ko
mórek śródbłonka, gdy jej m ediatorem jest drugi receptor 
efektorowy, AT2. Stwierdzono bowiem, że pobudzenie re
ceptora AT2 hamuje fosforylację przy udziale kinazy Akt i 
syntezę NO [46], Uruchamianie, poprzez receptory angio- 
tensynowe, torów sygnalizacyjnych PI3K /A kt i eN O S/N O  
(śródbłonkową syntazę tlenku azotu, ang. endothelial NO  
synthase) jest niewątpliwie kluczowe dla angiogenezy indu 
kowanej przez VEGF.

PODSUMOWANIE

Odkrycia dokonane w  ciągu ostatnich lat spowodowały 
duży postęp w  poznaniu budow y i funkcji układu renina- 
angiotensyna. Zlokalizowano lokalne, tkankowe RAS dzia
łające jednocześnie z układem osoczowym. Okazało się, że 
angiotensyny, w tym  Ang II, mogą działać nie tylko w spo
sób endokrynny, ale również autokrynny czy parakrynny. 
Ustalono, że droga sygnalizacji Ang II-AT1 odgrywa istot
ną rolę nie tylko w patogenezie nadciśnienia tętniczego, ale 
również w progresji wielu typów  nowotworów. Stwier
dzono zaangażowanie lokalnych RAS, m iędzy innymi, we 
wzrost guzów, inwazyjność, metastazę oraz angiogenezę. 
Ponieważ antagoniści ACE i ATI już od wielu lat wyko
rzystywani są jako leki na nadciśnienie tętnicze, pojawiło 
się pytanie czy manipulowanie systemem renina-angio- 
tensyna może stać się nową strategią leczenia przeciwno- 
wotworowego. Zdania na ten temat są podzielone. Wyniki 
eksperymentów prowadzonych in vitro, jaki i in vivo nie dają 
jasnej odpowiedzi w tej kwestii. Przeprowadzone badania 
epidemiologiczne również nie są jednoznaczne. Przyczyn 
w  rozbieżnych wynikach należy szukać zapewne w różno
rodności stosowanych blokerów dla ACE (np. kaptopryl, 
lizynopryl, enalapryl) i ATI (np. lozartan, kandesartan), 
różnego zakresu stosowanych dawek inhibitorów i odm ien
nych czasów inkubacji [47] oraz, wreszcie, w  heterogenno- 
ści samych komórek nowotworowych. Czas pokaże na ile 
potw ierdzą się optymistyczne lub sceptyczne opinie o m oż
liwości zastosowania blokerów ACE [48,49], ATI [50,51], 
czy enzym ów degradujących Ang II (np. APA, A-LAP) [52] 
jako potencjalnych terapeutyków przeciwnowotworowych 
[2,3,35,53],
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Procesy transportu zwrotnego cholesterolu  
i ich rola w  regresji miażdżycy

STRESZCZENIE

M iażdżyca jest procesem dynamicznym, wykazującym , przynajmniej okresowo, ten
dencję do cofania się. Chociaż istn ienie  zjawiska regresji m iażdżycy zostało ud o 

kum entowane zarówno na modelach zwierzęcych, jak i u ludzi, m echanizm y regresji są 
niezbyt dobrze poznane i często hipotetyczne. Regresja polega na zm niejszaniu w ie lk o 
ści płytki miażdżycowej poprzez usuw anie  z niej l ip idów  drogą transportu zwrotnego  
cholesterolu i, być może, poprzez takie mechanizm y, jak: migracja makrofagów i kom ó
rek piankowatych z blaszki m iażdżycowej, zaham owanie procesu zapalnego w ścianie  
tętnic, regeneracja śródbłonka. Artykuł przedstawia aktualne poglądy na temat regresji 
m iażdżycy, zwłaszcza warunkującego ją procesu transportu zwrotnego cholesterolu.

WPROWADZENIE

Zjawisko regresji m iażdżycy w ydaje się być niedoceniane przez w sp ó ł
czesnych badaczy. W przeciw ieństw ie do m echanizm ów  tw orzenia, regresja 
blaszki m iażdżycowej nie jest p rzedm iotem  in tensyw nych badań. Regresja 
zachodzi, gdy przew agę uzyskują m echanizm y prow adzące do usuw ania  
elem entów  płytki m iażdżycowej (cholesterolu, m akrofagów , kom órek p ian 
kow atych, limfocytów) i odnow ienia  śródbłonka.

„Pseudoregresja" może prow adzić  do niepraw idłow ej interpretacji ob ra 
zu angiograficznego. Może być ona rezu lta tem  kilku procesów. G łów nym  
jej m echanizm em  jest poszerzenie tętnicy (łac. ectasia), innym i — relaksa
cja skurczu tętnicy, rozpuszczenie zakrzepu  przyściennego lub obecnego 
w ścianie tętnicy. Poszerzenie tętnicy może być zw iązane ze starzeniem  się 
organizm u albo zjawiskiem  kom pensacji średnicy św iatła naczynia objętego 
m iażdżycą [1]. Kompensacyjne poszerzenie św iatła tętnicy zachodzi za ró w 
no we wczesnej blaszce miażdżycowej, jak i w zaaw ansow anej. W blaszce 
wczesnej polega na dodatniej p rzebudow ie  ściany naczynia i poszerzeniu tej 
części ściany tętnicy, która nie jest objęta m iażdżycą. W blaszce zaaw ansow a
nej polega na ścieńczeniu w arstw y środkowej ściany tętnicy w części objętej 
m iażdżycą [2].

Zjawisko regresji m iażdżycy jest w arunkow ane  przez transport zw rotny  
cholesterolu. Inne m echanizm y regresji są mniej poznane lub pozostają w 
sferze hipotez. Istnienie procesu regresji m iażdżycy zostało u d o k u m en to 
w ane w wielu badaniach na m odelach zwierzęcych, w  których indukow ano  
rozwój m iażdżycy poprzez bogatocholesterolow ą dietę lub m etodam i inży 
nierii genetycznej, np. p rzez usunięcie genu apopro teiny  E [3], a następnie  
obserw ow ano ustępow anie  zm ian m iażdżycow ych pod w pływ em  zm ian  
dietetycznych lub pod w pływ em  terapii, w  tym  genetycznych [3-5]. D onie
sień o regresji m iażdżycy u ludzi jest mniej. Najczęściej donoszono o niej w 
badaniach, w  których agresyw nie obniżano poziom  cholesterolu we krwi, a 
regresję oceniano angiograficznie [6-11] lub za pom ocą badania  u ltrasonogra- 
ficznego [12,13]. Interesujące jest to, że progresja i regresja zm ian m iażdżyco
wych była obserw ow ana zarów no w grupach  intensyw nie leczonych, jak i w 
grupach  kontrolnych [14]. Obecne strategie terapeutyczne w leczeniu m iaż 
dżycy polegają głównie na zm niejszeniu transportu  cholesterolu do ściany 
tętnic poprzez  obniżanie poziom u frakcji LDL (ang. Iow density lipoprotein, 
lipopro teina o niskiej gęstości) cholesterolu we krwi [15]. Jednakże, naw et 
przy  znacznym  obniżeniu poziom u LDL, śmiertelność z przyczyn sercowo- 
naczyniow ych nadal pozostaje istotna [16]. Poznanie m echanizm ów  regresji 
m iażdżycy daje nadzieję na now e interwencje terapeutyczne, polegające na 
w zm acnian iu  procesów usuw ania elem entów  zm ian m iażdżycowych.
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Wykaz skrótów: ABCA1 (ang. ATP binding 
cassette transporter A l)  — błonowe białko trans
portujące; apo (A-I, apoA-IM , A-II, A-IV, B, E)
— apoproteina (A-I, A-I Milano, A-II, A-IV, B, 
E); CETP (ang. cholesterol ester transfer protein)
— białko osocza transportujące estry choleste
rolu; HDL (ang. high density lipoprotein) — li
poproteina o wysokiej gęstości; LDL (ang. loio 
density lipoprotein) — lipoproteina o niskiej gę
stości; VLDL (ang. very low density lipoprotein)
— lipoproteina o bardzo niskiej gęstości
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MORFOLOGIA BLASZEK MIAŻDŻYCOWYCH 
ULEGAJĄCYCH REGRESJI

Płytka miażdżycowa ma gładką powierzchnię, wyraźne 
odgraniczenie oraz wklęsły środek w stosunku do brzegu; 
zmiany są uważane za histologiczne cechy regresji [17]. In
nymi cechami regresji są: zmniejszenie ilości cholesterolu w 
ścianie tętnicy, zarówno poza-, jak i w ewnątrzkom órkowe
go, zmniejszenie liczby komórek piankowatych oraz zwięk
szenie ilości komórek mięśni gładkich i włókien kolageno
wych typu IV [18]. Wykazano, że procesy regresji zachodzą 
w każdym  stadium  zaawansowania miażdżycy. We wcze
snej blaszce miażdżycowej regresja prowadzi do całkowite
go jej ustąpienia. W blaszce zaawansowanej, w niewielkim 
stopniu ulegającej resorpcji, wyrazem  regresji jest zwiększo
ny poziom kolagenu typu IV w obrębie zmiany oraz odno
wienie komórek śródbłonka na jej powierzchni [19].

TRANSPORT ZWROTNY CHOLESTEROLU

Cholesterol syntetyzowany lub grom adzony w tkankach 
obwodowych jest z nich usuw any w procesie tzw. transpor
tu zwrotnego cholesterolu. Polega on na przekazywaniu 
cholesterolu z błon komórkowych na akceptory choleste
rolu obecne w przestrzeni pozakomórkowej, a następnie, 
drogą naczyń chłonnych i krwionośnych, doprow adzeniu 
go do wątroby i wydzieleniu do żółci (Ryc. 1).

Głównym akceptorem cholesterolu w przestrzeni po
zakomórkowej jest apoproteina A-I (apoA-I), wolna, bądź

stanowiąca część HDL (ang. high density lipoprotein, lipo- 
proteina o wysokiej gęstości). Znaczenie mają również apo
proteina A-II (apoA-II), apoA-IV oraz apoproteina E (apoE) 
[20,21], Apoproteiny obecne w przestrzeni pozakomórkowej 
pochodzą z osocza, przy czym apoE w  blaszce miażdżyco
wej częściowo jest syntetyzowana de novo przez makrofagi i 
komórki piankowate [20,21],

HDL, syntetyzowana w wątrobie i jelicie i wydzielana w 
formie dyskoidalnej, nazywanej „nascent HDL", zawiera je
dynie fosfolipidy i apoA-I. Nascent HDL wnika z osocza do 
ściany tętnicy i łączy się z nowymi cząsteczkami choleste
rolu z komórek na drodze trzech mechanizmów: w  następ
stwie oddziaływań zawartych w HDL fosfolipidów z recep
torem scavenger BI (SR-B1) na błonie komórkowej [22], na 
drodze dyfuzji biernej lub transportu biernego. Cholesterol 
i fosfolipidy są również przekazywanie w olnym  apoprote- 
inom, przede wszystkim apoA-I, ale również apoE.

ApoA-I jest syntetyzowana i wydzielana przez kom ór
ki jelita i wątroby. W osoczu wolna od cholesterolu apoA-I 
może być uwalniana z cząsteczki HDL przez białko osoczo- 
we transportujące estry cholesterolu CETP (ang. cholesterol 
ester transfer protein), w  trakcie przekazywania przez CETP 
cholesterolu z HDL do lipoprotein zawierających apoli- 
poproteinę B (apoB), takich jak LDL i VLDL (ang. very low 
density lipoprotein, lipoproteina o bardzo niskiej gęstości) 
[23]. Dzięki małemu rozmiarowi cząsteczki wolna apoA-I 
wchodzi do przestrzeni podśródbłonkowej ściany tętnicy, 
a następnie, łącząc się z fosfolipidami błony komórkowej i 

tworząc kompleks białko-fosfolipidy, łą
czy się z cholesterolem [24] i staje się czę
ścią cząsteczki nascent HDL [25], Proces 
przekazywania cholesterolu z błony ko
mórkowej na apoA-I zachodzi za pom o
cą aktywnego transportu  z udziałem  bło
nowego białka transportującego ABCA1 
(ang. ATP binding cassette transporter A l),  
przy czym dla aktywności ABCA1 obec
ność apoA-I jest obligatoryjna [22,26], 
Opisano również łączenie się wolnych 
cząsteczek apoA-I z fosfolipidami i wol
nym  cholesterolem w procesie zwanym  
mikrosolubilizacją [27], Przekazywa
nie cholesterolu z udziałem  błonowego 
białka transportującego ABCA1 jest naj
prawdopodobniej główną drogą usuw a
nia cholesterolu z m akrofagów [26,28], 
Wykazano także, że wolna apoA-I usu 
wa cholesterol z makrofagów efektyw
niej niż cząsteczka HDL [24,29],

Z przestrzeni pozakomórkowej chole
sterol drogą chłonki dostaje się do krwi. 
Wolny cholesterol w  nascent HDL jest 
estryfikowany przez obecną w osoczu 
acylotransferazę lecytynowo-choleste- 
rolową (LCAT, ang. lecithin:cholesterol 
acyltransferase), która jest aktywowana 
przez apoA-I. Prowadzi to do przejścia 
hydrofobowych estrów do rdzenia czą
steczki HDL, co przekształca tym samymRycina 1. Schemat procesu transportu  zw rotnego cholesterolu.
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dyskoidalną nascent HDL w sferyczną, dojrzałą AI-HDL
[30]. Estry cholesterolu z HDL są następnie usuw ane przez 
wątrobę z udziałem receptora scavenger klasy B typu 1 (SR- 
BI) na komórkach wątroby, będącego receptorem dla HDL, 
lub też są przekazywane przez CETP do LDL i VLDL, a na 
stępnie usuw ane przez wątrobę z udziałem wątrobowego 
receptora dla LDL. W wątrobie cholesterol jest wydzielany 
do krwi jako element nowo syntetyzowanych lipoprotein, 
albo jest usuw any do żółci jako wolny cholesterol lub kwas 
żółciowy [30].

ROLA MAKROFAGÓW W TRANSPORCIE 
ZWROTNYM CHOLESTEROLU

Makrofagowy transport zwrotny cholesterolu (ang. ma
crophage cholesterol efflux) [26] dotyczy przede wszystkim 
tych płytek miażdżycowych, do których dotarcie lipopro
tein jest utrudnione. Cholesterol jest usuw any z makrofa- 
gów i z komórek piankowatych z udziałem  białka ABCA1 
i przekazywany na apoA-I. Proces usuw ania cholesterolu 
z makrofagów i komórek piankowatych może zachodzić 
również, choć w mniejszym stopniu, przy braku obecno
ści osoczowego akceptora [31]. O dbyw a się to dzięki apoE, 
syntetyzowanej przez makrofagi i komórki piankowate. 
ApoE łączy się z cholesterolem pozakom órkowym  lub cho
lesterolem błony komórkowej makrofaga i transportuje go 
do wątroby [32], Ponieważ ilość apoE oraz innych apoprote
in w  płytce miażdżycowej jest ograniczona, pozostała część 
cholesterolu jest usuw ana i grom adzona w postaci wielo
w arstwowych lipidowych liposomów i pęcherzykowatych 
lipoprotein, posiadających białko wielkości 22,000 Da. Rola 
tych cząsteczek w procesie aterogenezy nie została jednak 
jeszcze dokładnie określona [31,32].

REGULACJA TRANSPORTU 
ZWROTNEGO CHOLESTEROLU

Na modelach zwierzęcych wielokrotnie wykazano, że 
rozwój m iażdżycy wiąże się z niskim poziomem lub zmniej
szoną aktywnością wielu molekuł biorących udział w  pro 
cesie usuwania cholesterolu z komórek. Jak dotąd jednak 
bardzo mało wiadomo o regulacji tego procesu.

ZNACZENIE HDL

W procesie transportu zwrotnego cholesterolu szczegól
ne znaczenie nadano frakcji HDL. Na m odelu zwierzęcym 
wykazano, że iniekcje HDL nie tylko hamują progresję miaż
dżycy, ale również prow adzą do jej regresji [33]. Jednakże, 
w badaniach, w których starano się określić wskaźnik na
silenia transportu zwrotnego cholesterolu, stwierdzono, że 
poziom frakcji HDL cholesterolu nie w pływ a na nasilenie 
tego procesu [34], Coraz większe znaczenie dla przedw - 
miażdżycowego działania HDL przypisuje się innym, tzw. 
pozalipidowym, właściwościom tej lipoproteiny [30].

ZNACZENIE APOA-I

Transport zwrotny cholesterolu jest również w arunko
wany przez apoA-I. W genetycznie w rodzonym  defekcie 
apoA-I stwierdza się niskie poziomy HDL oraz wcześnie 
rozwijającą się i szybko postępującą miażdżycę [35], Bada

nia nad transgenicznymi myszami i królikami dowiodły, że 
nadekspresją genu kodującego apoA-I przeciwdziała po
w stawaniu płytki miażdżycowej, a w rozwiniętej m iażdży
cy prow adzi do zahamowania jej progresji. Dożylne iniekcje 
apoA-I lub somatyczny transfer genów apoA-I do wątroby, 
jelita czy mięśni zwierząt powodowały regresję istniejących 
zm ian miażdżycowych [4], Jednakże, chociaż iniekcja apoA- 
I w pływ a na pierwszy etap transportu zwrotnego choleste
rolu i zmniejsza ilość cholesterolu w komórkach piankowa
tych, a tym samym powoduje usuwanie cholesterolu z pły
tek miażdżycowych [26], nie można zapominać, że proces 
ten nie dotyczy jedynie komórek piankowatych w ścianach 
tętnic. Problem ten unaoczniono w związku z badaniem, w 
którym  oceniano wpływ iniekcji kompleksu apoA-I z fos
folipidami na ostatni etap transportu zwrotnego choleste
rolu, tzn. na zwiększenie wydalania cholesterolu do żółci. 
Badanie wykazało, że po podaniu apoA-I z fosfolipidami, w 
porów naniu do dużego wzrostu wydalania steroli do żółci, 
poziom frakcji HDL (który świadczy o zwiększonym usu 
waniu cholesterolu z komórek), w praw dzie zwiększył się, 
ale nieznacznie. Fakt przekazywania cholesterolu z HDL na 
LDL/VLDL z udziałem CETP, a następnie oddawanie cho
lesterolu w  wątrobie po połączeniu LDL z receptorem dla 
LDL, mógłby tłumaczyć wzrost wydalania steroli do żółci 
bez towarzyszącego wysokiego wzrostu poziomu HDL. 
Jednakże stwierdzono, że iniekcja wzbogaconej w  choleste
rol frakcji LDL+HDL powoduje zwiększenie m agazynowa
nia w  wątrobie estrów cholesterolu oraz wzrost wydziela
nia przez wątrobę VLDL, a nie wzrost wydzielania chole
sterolu do żółci [36], Wysunięto przypuszczenie, że podanie 
apoA-I spowodowało zwiększenie usuwania cholesterolu 
ze wszystkich komórek, również z wątroby. W większości 
komórek nie występuje nagromadzenie estrów cholesterolu, 
więc zwiększone oddaw anie cholesterolu apoA-I mogłoby 
skutkować zwiększoną syntezą cholesterolu w  komórkach, 
również w wątrobie, i to mogło spowodować zwiększenie 
wydalania cholesterolu do żółci [37,38].

W transporcie zwrotnym  cholesterolu jeszcze silniejsze 
działanie niż apoA-I ma jej naturalnie występujący wariant 
— apolipoproteina A-I Milano (apoA-IN]). W wariancie tym 
występuje zamiana jednej reszty aminokwasowej (argininy 
na cysteinę), co powoduje, że apoA-IN] tworzy homodime- 
ry (apoA-IM/apoA -IM) lub heterodimery z apoproteiną-II 
(apoA-IM/apo-II). Wykazano, że chociaż u osób z warian
tem apoA-IM stwierdza się niskie poziomy HDL i wysoki 
poziom trójglicerydów, ryzyko rozwoju miażdżycy jest 
mniejsze. Na modelu zwierzęcym oraz u ludzi wykaza
no również, że iniekcje apoA-IM powodują regresję zmian 
miażdżycowych [39].

ZNACZENIE CETP

Znaczenie CETP w transporcie zwrotnym  cholesterolu i 
ochronie przed miażdżycą jest niejasne. Z uwagi na wyższy 
poziom HDL u osób z deficytem CETP duże nadzieje zaczę
to wiązać z inhibitorami CETP, jako lekami powodującymi 
regresję miażdżycy [40]. Jednakże, w badaniach oceniają
cych efektywność torcetrapibu, inhibitora CETP (trzy pro
spektywne, random izowane badania kliniczne: RADIAN- 
CE, RADIANCE 2 oraz ILLUMINATE) nie wykazano cofa
nia się zmian m iażdżycowych pod wpływem  leku, pomimo
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znacznego zwiększenia przez niego poziomu HDL i, w 
mniejszym stopniu, obniżenia poziomu LDL. W badaniach 
tych stwierdzono również, że torcetrapib powoduje istotne 
podwyższenie wartości ciśnienia tętniczego oraz zwiększo
ną śmiertelność z pow odu zdarzeń sercowo-naczyniowych. 
To spowodowało, że dalsze badania nad torcetrapibem zo
stały wstrzymane [41-43]

STAN METABOLICZNY ORGANIZMU

Transport zwrotny cholesterolu jest w dużym  stopniu 
warunkow any ogólnym stanem organizmu. Zarówno ilość 
poszczególnych lipoprotein, jak i stosunek apoprotein two
rzonych de novo przez komórki i wydzielanych do przestrze
ni pozakomórkowej do apoprotein pochodzących z osocza 
nie są stałe i zmieniają się zależnie od stanu metabolicznego 
organizmu [44,45]. Stosowanie diety niskokalorycznej w y
daje się „przestawiać" metabolizm na taki, który zwiększa 
transport cholesterolu z komórek do wątroby [46]. Podob
ny wpływ na metabolizm ma wysiłek fizyczny [47], Nato
miast dieta z ograniczeniem spożywania tłuszczów zwie
rzęcych, jeżeli nie wiąże się jednocześnie z ograniczeniem 
kalorycznym, wydaje się nie mieć znaczenia, gdyż wątroba 
i tak syntetyzuje trzy do pięciu razy więcej cholesterolu niż 
ilość dostarczana do organizmu z pożywieniem. Co więcej, 
produkcja cholesterolu zwiększa się podczas ograniczenia 
podaży cholesterolu w  diecie. To wyjaśnia, dlaczego dieta 
uboga w cholesterol (jeżeli jednocześnie nie jest niskokalo- 
ryczna) obniża poziom cholesterolu o nie więcej niż kilka 
procent [48],

NASILENIE PROCESU ZAPALNEGO

Na natężenie procesu usuwania cholesterolu ze zmiany 
miażdżycowej wpływa również nasilenie procesu zapalne
go w  jej obrębie. W ykazano np., że wydzielany w procesie 
zapalnym interferon y (IFNy) zmniejsza ekspresję genu 
białka transportującego ABCA1 [49], zmniejszając tym sa
mym  usuwanie cholesterolu z makrofagów. Wykazano 
również, że proces zapalny w obrębie blaszki miażdżycowej 
aktywuje w niej metaloproteinazy, które wiążą i rozkładają 
apoproteiny apoA-I [50] i apoE [51]. To tłumaczy dużą ilość 
apoprotein w obrębie blaszki miażdżycowej. Zmniejszenie 
syntezy aktywności metaloproteinaz umożliwia swobod
niejsze wychodzenie apoprotein ze ściany tętnic, a tym sa
mym  efektywniejsze usuwanie cholesterolu z komórek [3],

MIGRACJA MAKROFAGÓW 
Z PŁYTEK MIAŻDŻYCOWYCH

W blaszkach miażdżycowych ulegających regresji zmniej
sza się nie tylko ilość lipidów, ale również komórek pianko- 
watych. Komórki piankowate opuszczają ścianę naczynia 
i wędrują naczyniami chłonnymi do węzłów chłonnych 
[52-54], usuwając przy tym cholesterol z komórek i prze
kazując go na HDL [55]. Na m odelu ściany naczyniowej in 
vivo oraz in vitro stwierdzono, że kwas lizofofatydowy (ang. 
lysophosphatidic acid) oraz czynnik aktywujący płytki (PAF, 
ang. platelet-activating factor), których duże ilości stwierdza 
się w  płytce miażdżycowej, blokują przekształcenie mono- 
cytów w komórki migracyjne, sprzyjając ich pozostawa
niu podśródbłonkowemu, a tym samym sprzyjają progre
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sji miażdżycy [53]. Badania in vivo wykazały, że migracja 
makrofagów z płytek miażdżycowych wiąże się z regresją 
miażdżycy, natomiast jej ograniczenie nasila proces miaż
dżycowy [53,54]. Interwencje, których celem byłoby zwięk
szenie migracji makrofagów ze ściany tętnicy, mogłyby stać 
się nowymi narzędziami terapeutycznymi w leczeniu miaż
dżycy. W zaawansowanej blaszce miażdżycowej makrofagi 
fagocytują nie tylko zmodyfikowane LDL, ale również ele
menty ściany komórkowej. Wędrując do węzłów chłonnych 
[55], prezentują antygeny płytki miażdżycowej limfocytom 
B [56]. Aktywacja komórek odpornościowych wobec blaszki 
miażdżycowej teoretycznie może prowadzić do zmniejsze
nia zmiany miażdżycowej, ale, z drugiej strony, nasilona, 
może prowadzić do wytworzenia tętniaka tętnicy [57],

Migracja makrofagów oraz transport z płytek m iażdży
cowych lipoprotein bogatych w cholesterol może odbywać 
się drogą naczyń chłonnych przydanki [21]. Wzrost gęstości 
naczyń limfatycznych zaopatrujących ścianę tętnic może 
wiązać się ze wzrostem transportu cholesterolu ze ściany 
naczyń. Stąd hipoteza, że im większa liczba naczyń limfa
tycznych w ścianie tętnicy, a przez to efektywniej zacho
dzące procesy „oczyszczania", tym większa ochrona przed 
rozwojem miażdżycy. Przypuszcza się, że przyspieszona 
miażdżyca tętnic wieńcowych po allogenicznej transplanta
cji serca wynika nie tylko z reakcji układu immunologiczne
go biorcy w stosunku do ściany tętnic dawcy, ale również z 
upośledzenia drenażu limfatycznego tych naczyń. Co wię
cej, tak często występująca miażdżyca naczyń wieńcowych 
u człowieka może wynikać z genetycznie nieadekwatnie 
rozwiniętego układu limfatycznego nasierdzia oraz z pio
nizacji i wiążącego się z nią czynnika grawitacyjnego, upo 
śledzającego odpływ limfy z serca. Analogicznie, fakt rzad
ko występującej miażdżycy w obrębie tętnicy piersiowej 
wewnętrznej tłumaczy się bliskością splotu limfatycznego 
[58], Z drugiej strony, rozwój miażdżycy może stymulować 
limfangiogenezę w obrębie ściany tętnic (badania własne). 
Pozostaje nierozwiązaną kwestia, czy zachodzący w ścianie 
tętnicy objętej procesem miażdżycowym proces limfangio- 
genezy jest czynnikiem sprzyjającym regresji.

STRATEGIA WIELOCZYNNIKOWEGO WZMACNIANIA 
MECHANIZMÓW REGRESJI MIAŻDŻYCY

Płytki miażdżycowe nie są prostym nagromadzeniem 
lipidów i komórek piankowatych w ścianie tętnicy. Proces 
miażdżycowy jest przewlekłym procesem zapalnym, w któ
rym utrata funkcji śródbłonka, proliferacja komórek mięśni 
gładkich, aktywacja komórek odpornościowych, procesy 
angiogenezy i limfangiogenezy odgrywają równie ważną 
rolę w  patogenezie choroby. Właściwości przeciwmiażdży- 
cowe HDL oraz apoE wynikają z wpływu tych cząsteczek 
na wiele ogniw patogenetycznych miażdżycy.

Wykazano, że oprócz udziału HDL w transporcie zw rot
nym  cholesterolu, działanie przeciwmiażdżycowe tej lipo- 
proteiny dotyczy również wszystkich etapów powstawania 
i rozwoju blaszki miażdżycowej. Różne składniki cząsteczki 
HDL, tj.: apoproteiny, enzymy, fosfolipidy, wykazują w ła
ściwości przeciwutleniające, przeciwzapalne, przeciwagre- 
gacyjne, przeciwkrzepliwe, profibrynolityczne, hamujące 
apoptozę oraz chroniące śródbłonek [30,59]. Ochronę ściany
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tętnic przez apoE początkowo wiązano jedynie z jej w pły 
wem na zwiększanie usuwania wysoce aterogennych rem- 
nantów lipoprotein przez wątrobę i w końcowym efekcie 
— obniżanie poziom lipidów we krwi [60]. Działanie prze- 
ciwmiażdżycowe apoE wynika jednak również z jej udziału 
w początkowym etapie transportu zwrotnego cholesterolu, 
z właściwości przeciwutleniających oraz przeciwzapalnych. 
Wykazano ponadto, że apoE hamuje proliferację limfo
cytów T oraz komórek mięśni gładkich naczynia, których 
udział w progresji miażdżycy został dobrze udokum ento 
wany [32,61], Myszy pozbawione możliwości syntezy apoE 
rozwijają ciężką miażdżycę tętnic, a podanie takim myszom 
apoE, bądź genetyczny transfer genu dla apoE, wywołuje 
regresję istniejących już, zaawansowanych zmian [3,5],

Aktywność przeciwmiażdżycowa statyn również wynika 
z ich wielokierunkowego działania. Po pierwsze, intensyw
ne obniżanie poziomu cholesterolu we krwi sprzyja regresji 
blaszek miażdżycowych. Ponadto, z uwagi na to, że staty- 
ny zmniejszają syntezę kwasu mewalonowego, obniżają we 
krwi poziom nie tylko produktu  końcowego — choleste
rolu, ale również powstających w pośredniej syntezie izo- 
prenoidów, które regulują wiele sygnalizacyjnych szlaków 
w komórce, m.in. tych, które decydują o podziale i aktyw 
ności komórek. Dzięki temu statyny normalizują funkcję 
śródbłonka, m.in. przez zwiększenie syntezy i zmniejszenie 
degradacji NO, zmniejszenie proliferacji komórek mięśni 
gładkich, aktywności płytek krwi oraz działanie przeciwza
palne [62,63],

Duże nadzieje na efektywniejsze leczenie miażdżycy 
budzą badania nad receptorami jądrowym i PPAR (ang. pe
roxisome proliferator activator receptor), które regulują w or
ganizmie metabolizm glukozy i lipidów, cykl komórkowy i 
procesy zapalne. Każdy z trzech rodzajów tych receptorów: 
PPARa, PPARy i PPAR5, wydaje się być ważny jako po
tencjalny cel terapeutyczny leczenia miażdżycy. Jednak w 
chwili obecnej największe nadzieje terapeutyczne wiąże się 
z receptorami PPARy, których aktywacja powoduje zwięk
szenie wrażliwości komórek obwodowych na insulinę, a 
tym samym zmniejsza powikłania cukrzycy t .2 i nietoleran
cji glukozy oraz obniża ciśnienie tętnicze [64], Agonistami 
PPARy są, stosowane w  leczeniu cukrzycy, tiazolidinedio- 
ny (TZD). Wykazano, że pobudzenie receptorów PPARy 
wiąże się z zaham owaniem  wzrostu i migracji komórek 
śródbłonka, mięśni gładkich i m onocytów /m akrofagów  w 
ścianie tętnicy, co wiąże się z działaniem przeciwmiażdży- 
cowym [65]. Oprócz tego, w badaniach na zwierzętach w y
kazano, że agoniści receptorów PPARy wykazują również 
wiele innych właściwości kluczowych dla zahamowania 
procesu aterogenezy. PPARy zmniejszają syntezę czynnika 
wzrostu śródbłonka (VEGF, ang. vascular endothelial growth 
factor), co prow adzi do zahamowania procesu angiogenezy
[66]. Nie tylko zmniejszają migrację monocytów do ściany 
tętnicy, ale również zmniejszają syntezę czynników adhe- 
zyjnych VCAM, co zmniejsza przyleganie monocytów do 
śródbłonka [67], Zmniejszają wydzielanie przez makrofagi 
interleukiny (IL)-l, IL-6, czynnika martwicy nowotworów 
a  (TNFa, ang. tumor necrosis factor a), co zmniejsza nasilenie 
procesów zapalnych w płytce miażdżycowej [68], Zwięk
szają na powierzchni makrofagów i komórek piankowatych 
poziom receptora CD36, co prowadzi do zwiększenia fago-

cytowania utlenionej LDL [69], Aktywują jądrowy receptor 
LXRa, co zwiększa aktywność ABCA1 na błonie komórko
wej makrofagów, prowadząc tym samym do nasilenia pro
cesu transportu zwrotnego cholesterolu [70]. Właściwości 
agonistów PPAR powodują, że agoniści tych receptorów 
mogą stać się ważnymi lekami w leczeniu miażdżycy, nie 
tylko u pacjentów z zespołem metabolicznym i cukrzycą. 
Potrzebne są jednak dalsze badania tych receptorów, rów 
nież dotyczące efektów niepożądanych ich aktywacji.

INDYWIDUALIZACJA LECZENIA MIAŻDŻYCY

Strategia stosowania leków przeciwmiażdżycowych 
działających plejotropowo, wiążąca się z występowaniem 
wielu działań niepożądanych, w  dużej mierze wynika ze 
słabego poznania mechanizmów powstawania i regresji 
miażdżycy. Ilość lipidów w ścianie tętnicy jest w arunkow a
na przewagą wnikania lipidów do ściany, bądź przewagą 
ich z niej usuwania. Koncepcja wzmacniania procesu trans
portu zwrotnego cholesterolu, a tym  samym zmniejszania 
ilości cholesterolu w płytkach miażdżycowych, stanowi 
atrakcyjną strategię terapeutyczną w leczeniu miażdżycy.

Nadzieję budzą również badania nad uwarunkowaniem  
genetycznym miażdżycy. Jak dotąd podłoże genetyczne 
miażdżycy zostało poznane w  niewielkim zakresie. Spowo
dowane jest to trudnością w identyfikacji dużej liczby ge
nów warunkujących tę chorobę [71]. Molekularne metody 
pozwalają obecnie zidentyfikować geny odpowiedzialne za 
występowanie miażdżycy uwarunkowanej mutacjami rzad 
ko wstępującymi, dziedziczonymi według praw Mendla 
(m.in. rodzinnej hipercholesterolaemii, choroby Tangier- 
skiej, hiperhomocysteinemii). Prowadzone są jednak bada
nia na modelach zwierzęcych, które pozwalają określać m u 
tacje genetyczne prowadzące do chorób uwarunkowanych 
wielogenowo [72,73]. Stanowią one wstęp do badań nad 
genomem człowieka, którego poznanie dałoby możliwość 
stosowania indywidualizowanej i celowanej terapii, zapo
biegającej tworzeniu płytek miażdżycowych, a w rozwinię
tej chorobie — stymulowania procesu regresji miażdżycy.
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ABSTRACT
Atherosclerosis represents dynamic process with periodic tendency to reverse. Although animal experiments and human studies have pro
vided considerable evidence of atherosclerosis regression, our understanding of this phenomenon remains still incomplete. Atherosclerosis 
regression depends on removal of cholesterol deposits from atherosclerotic plague in the process of reverse cholesterol transport and possibly 
other mechanisms including migration of macrophages and foam cells, inhibition of inflammation and endothelial regeneration. Our paper 
reviews available data on the process of atherosclerosis regression with special attention to the reverse cholesterol transport.
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STRESZCZENIE

Mikro RNA to cząsteczki kwasu rybonukleinowego o długości 21-24 nt, zaangażowa
ne w  regulację ekspresji genów na poziomie matrycowego RNA. Dojrzałe cząsteczki 

miRNA, wchodzące w  skład kompleksu RISC, uczestniczą w ukierunkowanej degradacji 
cząsteczek matrycowego RNA lub są odpowiedzialne za blokowanie translacji. U roślin 
ukierunkowana degradacja cząsteczek mRNA w szlaku zależnym od miRNA jest procesem 
powszechnym, zachodzącym częściej niż blokowanie translacji. Transkrypty genów MIR,  

tzw. pri-miRNA, podlegają złożonemu procesowi dojrzewania, podczas którego z cząsteczek 
prekursorowych uwalniane są dojrzałe miRNA. W proces dojrzewania miRNA u roślin za
angażowane są białka DCLI, HYLI, SE, HENI oraz HASTY. W pracy analizujemy udział 
tych białek w biogenezie roślinnych miRNA.

WPROWADZENIE

Roślinne mikro RNA (miRNA) to małe (długości 21-24 nt), niekodujące czą
steczki RNA zaangażowane w regulację ekspresji genów na poziomie mRNA, 
głównie poprzez selektywne rozpoznawanie transkryptów i wyznaczanie miej
sca ich cięcia przez białko AGOl [1]. Wiadomo jednak, że miRNA u roślin mogą 
również brać udział w ham owaniu translacji [2,3]. Cząsteczki miRNA i mRNA 
stanowiące cel ich działania tworzą skomplikowaną sieć regulatorową: określo
ny miRNA może regulować poziom transkryptów grupy genów kodujących 
białka i odwrotnie — miRNA należące do różnych rodzin mogą wspólnie kon
trolować poziom transkryptu danego genu [4-7], Dodatkowo, niektóre roślinne 
miRNA regulują poziom mRNA kodujących kluczowe białka zaangażowane w 
biogenezę oraz funkcjonowanie miRNA — w ten sposób zwrotnie kontrolują 
poziom miRNA i pośrednio wpływają na efekty ich działania [8-10],

Skoordynowane działanie miRNA warunkuje harmonijny wzrost i rozwój ro 
ślin — w pływa na prawidłowe różnicowanie się tkanek i powstawanie organów 
(liści, korzeni, łodyg, kwiatów), a także stanowi kontrolę przejścia rośliny z fazy 
rozwoju wegetatywnego w generatywny [2,3,11-18]. Ponadto, roślinne miRNA 
biorą udział w regulacji metabolizmu, przekazywaniu sygnałów i odpowiedzi 
na działanie różnorodnych czynników stresowych (m.in. zasolenia, niedoboru 
soli mineralnych, ataku patogenów) [19-22], W ten sposób miRNA biorą udział 
w realizacji złożonego planu budow y wielokomórkowego organizmu roślinnego 
i jego oddziaływań ze środowiskiem. Znaczący wpływ na efektywność systemu 
zarządzania transkryptom em  ma regulacja ekspresji genów MIR oraz działanie 
białek zaangażowanych w dojrzewanie i transport miRNA.

ORGANIZACJA I EKSPRESJA ROŚLINNYCH GENÓW miRNA (MIR)

Udział miRNA w regulacji kluczowych procesów zachodzących w roślinie 
w ymaga ścisłej kontroli ich powstawania. Ze względu na odmienne funkcje po
szczególnych miRNA, ekspresja kodujących je genów zachodzi w sposób cza
sowo- i tkankowo-specyficzny, podlega kontroli fitohormonalnej i / lu b  jest za
leżna od w arunków  środowiska [13,19,20,23]. Przykładowo, miRNA z rodziny 
miR156/157 występują na wysokim poziomie w siewkach, natomiast w tkan
kach dojrzałych roślin są syntetyzowane w stosunkowo niewielkiej ilości [24]. Z 
kolei geny miRNA z rodziny miR172 ulegają najsilniejszej ekspresji w dojrzałych 
łodygach, liściach łodygowych i kwiatostanach, podczas gdy ich ekspresja w po
czątkowych stadiach rozwoju rośliny jest znikoma. Nierzadko specyfika ekspre
sji genów miRNA dotyczy nie tylko różnych organów, ale określonych tkanek, 
czy wręcz poszczególnych typów komórek, a jej analiza wymaga zastosowania 
technik o wysokiej rozdzielczości przestrzennej, np. hybrydyzacji in situ [25]. 
Przestrzenne i czasowe zróżnicowanie występowania określonych miRNA jest 
ściśle skorelowane z obecnością transkryptów stanowiących cel ich działania.
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Rycina 1. A. Budowa genu MIR162a A. thaliana (At5g08185). Pola szare reprezentują egzony, czarne — introny, a białe pole w obrębie 
trzeciego intronu odpow iada fragm entow i DNA kodującem u dojrzałą cząsteczkę miRNA. B. A lternatyw ne formy splicingowe (1-4) trans
kryptów  genu At5g08185. Funkcja transkryptów  1-3 nie jest znana. Jedynie w formie 4 zachow any zostaje intron zawierający sekwenq'ę 
miR162a. W liściach rozetkow ych A. thaliana transkryp t 4 jest najczęściej, a transkrypt 3 najrzadziej w ystępującą formą [wg 26].

U roślin sekwencje kodujące miRNA stanowią najczęściej 
niezależne jednostki transkrypcyjne. N ietypowy przykład 
stanowi jeden z dwóch znanych genów MIR162 A. thaliana 
— MlR162a [26] (Ryc. 1). W tym przypadku o powstaniu 
dojrzałego miRNA decyduje alternatywny splicing nie- 
kodującego RNA (npcRNA; ang. non protein coding RNA). 
Prekursorem miR162a, stanowiącym substrat dla endory- 
bonukleazy DCLI, jest tylko jeden spośród czterech w a
riantów splicingowych tego RNA. W ariant ten pomiędzy 3 
i 4 egzonem zawiera intron, w którym zlokalizowana jest 
sekwencja dojrzałego miRNA. W tym przypadku splicing 
pierwotnego transkryptu wyklucza, a brak splicingu um oż
liwia powstanie dojrzałej cząsteczki miRNA.

Niekiedy geny roślinnych miRNA są zorganizowane w 
zespoły i mogą wspólnie ulegać transkrypcji, w wyniku 
której powstaje policistronowy prekursor [9,27,28]. Ponad
to, nieliczne geny miRNA są zlokalizowane w obrębie loci 
kodujących białka (najczęściej w intronach, ale również w 
egzonach — zarówno w orientacji sens, jak i antysens) [29]. 
Jedynie u mchów miRNA pochodzące z loci kodujących 
białka stanowią większość dotąd poznanych cząsteczek [9].

Badania przeprow adzone na komórkach HeLa wykaza
ły, iż większość genów kodujących miRNA jest transkrybo- 
wana przez polimerazę RNA II [30]. Najprawdopodobniej 
roślinne geny miRNA nie różnią się pod tym względem  od 
genów miRNA zwierząt. Pośrednio świadczy o tym fakt, 
iż dotychczas scharakteryzowane pierwotne transkryp- 
ty (pri-miRNA) zawierają na końcu 5' strukturę kap, a na 
końcu 3'- ogon poli(A) [29], Znane są geny miRNA człowie
ka, których transkrypcja przebiega z udziałem  polimerazy 
RNA III [31]. Dotyczy to licznej rodziny miRNA tworzących 
zespół i zlokalizowanych w rejonie bogatym w sekwencje 
powtórzone zdefiniowane jako elementy rodziny Alu. Jak 
dotąd brak podobnych doniesień dotyczących genomów ro
ślinnych, nie można jednak wykluczyć, iż również u roślin 
część transkryptów genów miRNA powstaje przy udziale 
polimerazy RNA III.

Analiza sekwencji genów miRNA pozwoliła ustalić 
m otywy charakterystyczne dla regionów promotorowych 
[29,32-39], Sekwencje promotorów genów miRNA A. thalia
na oraz O. sativa zawierają kasetę TATA. W regionach pro
motorowych genów miRNA A. thaliana, O. sativa, C. elegans 
oraz człowieka wykazano również obecność ciągów CT, po-

dobnych do tych, 
które obserwowane 
są u roślin, ssaków 
oraz u D. melanoga- 
ster w promotorach 
genów kodujących 
białka. W przypad
ku genów miRNA 
u A. thaliana trakty 
te położone są w 
odległości około 

100 pz od miejsc 
startu transkrypcji. 
Ze strukturalnego 
punktu widzenia, 

sekwencje zbudow ane z dipirymidynowych powtórzeń CT 
mogą tworzyć w DNA rejony odmienne od B-DNA i z tego 
pow odu mają znaczenie w procesie inicjacji transkrypcji.

F p t_ 1 5 6 a  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
P p t_ 1 5 6 b  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
P p t_ 1 5 6 c  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
3m o_156a  : - CGAC AGAAGAGAGUGAGC AC : 2 0
Snno_156b : CUG AC AG A AG AU AG AG AGC AC : 21
Smo_ 1.5 6c : TJUGAC AG A AG A A AG AG AGC AC : 21
Sino_15 6d : UIJG AC AG A AG AC AGGG AGC AC : 21
F 't a _ 1 5 6 a  : ------- C AG A AG AUAG AG AGC AC AU C : 2 0
F 'ta_ 1 5  6b : --------CAGA AG AU AG AG AGC AC A AC : 2 0
S b i_ 1 5 6 a  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
S b i_ 1 5 6 b  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
S b i_ 1 5 6 c  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
S b i_ 1 5 6 d  : - UGAC AGAAGAGAGAGAGC AC A --  : 21
S b i_ 1 5 6 e  : - UGACAGAAGAGAGCGAGCAC  : 20
P t c _ 1 5 6 a  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
P tc _ 1 5 6 b  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
P t c _ 1 5 6 c  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
P t c _ 1 5 6 d  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
F tc _ 1 5 6 e  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
P t c _ 1 5 6 f  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
P t c _ 1 5 6 g  : TJUGAC AGA AG AUAG AGAGC AC : 21
Ptc__156h : TJUGAC AG A AG AU AG AG AGC AC : 21
P t c _ 1 5 6 i  : UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC  : 21
P tc _ 1 5  6 j  : TJUGAC AGAAGAUAGAGAGC AC : 21
P tc _ 1 5 6 k  : -UGACAGAAGAGAGGGAGCAC  : 20
P t h _ 1 5 6 a  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
P t.h _ 1 5 6 b  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC : 2 0
P th _ 1 5 6 c  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
P th _ 1 5 6 d  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
P th _ 1 5 6 e  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
A th _ 1 5 6 f  : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC  : 20
A th _ 1 5 6 g  : - C GAC AGAAGAGAGUGAGC AC : 20
A th  1 5 6h : - UGAC AGAAGAAAGAGAGC AC : 20

Rycina 2. Porównanie sekwencji dojrzałych cząsteczek miRNA z rodziny 156 
w ybranych przedstawicieli różnych g rup  system atycznych roślin (Ppt — Physco- 
mitrella patens, Smo — Selaginella moellendorffii, Pta — Pinus taeda, Sbi — Sorghum 
bicolor, Ptc — Populus trichocarpa, A th — Arabidopsis thaliana). Rodzina miRNA 156 
wykazuje dużą  ewolucyjną zachowawczość. Po prawej stronie podano długość 
dojrzałej cząsteczki miRNA (nt).
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Niektóre geny MIR posiadają więcej niż jedno miejsce ini
cjacji transkrypcji [29]. Ponadto, geny MIR  nierzadko zawie
rają introny, a ich transkrypty mogą ulegać alternatywnem u 
splicingowi poprzez wycięcie egzonu, zachowanie intronu 
i / lu b  wybór alternatywnego miejsca splicingowego (Sza- 
rzyńska, Sobkowiak, Jarmołowski, Szweykowska-Kulińska, 
dane nie opublikowane). W dodatku w transkryptach ge
nów MIR często obecnych jest kilka alternatywnych sygna
łów poliadenylacji. Z tych względów w wyniku transkrypcji 
genów MIR powstaje całe spektrum  pri-miRNA, różniących 
się długością i / lu b  sekwencją. Różnorodność puli pierwot
nych prekursorów określonego miRNA jest dodatkowo 
potęgowana przez dużą liczbę członków poszczególnych 
rodzin genów miRNA (nawet do 32). Niemniej jednak, w 
wyniku dojrzewania prekursorów na drodze kilkuetapowe- 
go ich „przycinania" powstają takie same (lub wykazujące 
niewielkie różnice w długości i / lu b  sekwencji) cząsteczki 
miRNA (Ryc. 2).

W 2002 roku opublikowano pracę opisującą po raz pierw 
szy roślinne miRNA na przykładzie A. thaliana [40]. Od tego 
czasu zidentyfikowano ponad 1000 cząsteczek miRNA w y 
stępujących u kilkudziesięciu gatunków roślin (w tym 184 
u A. thaliana) i wciąż poznawane są nowe [4,9,28,41,42]. 
Część rodzin roślinnych miRNA scharakteryzowanych 
u A. thaliana występuje również u innych roślin okryto
nasiennych (jedno- i dwuliściennych) oraz u nagonasien- 
nych; funkcjonalne cząsteczki niektórych miRNA wykryto 
także u niższych roślin lądowych: mszaków, paprotników 
i widłakowych (Ryc. 2). Wykazano ponadto, że zachowa
ne w ewolucji roślinne miRNA (np. miR156/157, miRlóO,

miR159/319, miR168, miR165/166, miR170/171, miR172) są 
zaangażowane w rozcinanie transkryptów homologicznych 
do tych, które stanowią cel działania miRNA u A. thaliana, 
co pozwala sądzić, że regulacja ekspresji genów z ich udzia
łem zachodziła już u ostatniego wspólnego przodka roślin 
naczyniowych [24,41], Niemniej jednak znane są również 
miRNA specyficzne dla poszczególnych grup (rodzin bądź 
nawet gatunków) roślin, można więc przypuszczać, że ko
dujące je geny pojawiły się w toku ewolucji stosunkowo nie
dawno. Przynajmniej część z tych genów powstała poprzez 
duplikację i inwersję sekwencji kodującej białko, dzięki 
czemu ich transkrypt może przyjmować charakterystyczną 
dla prekursorów miRNA strukturę spinki [7,43]. Niektóre z 
miRNA o takim rodowodzie są zaangażowane w regulację 
ekspresji rodziny genów, z której się wywodzą, nie jest to 
jednak zasadą.

LOKALIZACJA KOMÓRKOWA BIAŁEK 
ZAANGAŻOWANYCH W DOJRZEWANIE 
CZĄSTECZEK miRNA

W procesie dojrzewania miRNA u roślin wyróżnia się 
etap jądrowy oraz cytoplazmatyczny (Ryc. 3). Transkrypty 
genów miRNA tworzą strukturę typu spinka do włosów, 
zawierającą krótką pętlę oraz odcinek dwuniciowy, w  któ
rym często występują niesparowania. W jądrze komórko
w ym  dochodzi do rozcięcia pri-miRNA przez endonukle- 
azę DCLI, w wyniku czego powstają skrócone cząsteczki 
prekursorowe, tzw. pre-miRNA. Wiadomo, że w  reakcji tej 
bierze również udział białko HYLI (najprawdopodobniej 
we współpracy z białkiem SE). Cząsteczki pre-miRNA sta
nowią substraty w kolejnej reakcji cięcia katalizowanej przez

endonukleazę DCL- 
1. W jej wvniku z 
cząsteczki pre-miR
NA uwalniany jest 
dwuniciowy frag
ment RNA zawiera
jący sekwencję miR
NA oraz sekwencję 
do niej komplemen
tarną, określaną jako 
miRNA*. Dupleks 
m i R N A  /  m i R N A *  
jest następnie specy
ficznie metylowany 
przez metylotransfe- 
razę HEN I. W kolej
nym etapie następu
je jego rozplecenie i 
transport cząsteczki 
miRNA z udziałem 
eksportyny HASTY 
z jądra do  cytopla- 
zmy [69]. Dojrzały 
miRNA powstaje za
zwyczaj tylko z jed
nego ramienia czą
steczki prekursoro- 
wej. Znane S4 jednak 
i takie prekursory, w 
przypadku których

Rycina 3. Szlak biogenezy miRNA u roślin oraz dw a m ożliwe m echanizm y regulacji ekspresji genów  na poziom ie mRNA w  szlaku 
zależnym  od dojrzałych cząsteczek miRNA.
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dojrzałe cząsteczki miRNA mogą powstawać z każdego z 
ramion (np. miR172b A. thaliana) [4],

Powyższy model biogenezy roślinnych miRNA jest 
zgodny z wynikam i obserwacji m ikroskopowych fuzyj- 
nych białek fluorescencyjnych. Białko DCLI występuje 
w jądrze kom órkow ym  w pobliżu jąderka [44]. Ponadto, 
część cząsteczek DCLI jest rozproszona w nukleoplazmie. 
HYLI również ulega akumulacji przede w szystkim  w ją
drze kom órkow ym  [45]. Niewielką frakcję białka HYLI 
zaobserw ow ano także w cytoplazmie. Białko SE, podobnie 
jak DCLI oraz HYLI, jest zlokalizowane w obrębie jądra 
kom órkowego [44-46]. W spom niane białka znajdują się 
w jądrze kom órkow ym  w tzw. ciałkach D (ang. nuclear 
dicing bodies) — kom pleksach białkowych uznaw anych za 
miejsce dojrzewania cząsteczek miRNA. Ciałka D, typo 
we dla kom órek roślinnych, tworzą w jądrze kom órko
w ym  struk tury  podobne do ciałek Cajala. Eksperymenty 
oparte na m etodzie BiFC wykazały, iż białka DCLI, HYLI 
oraz SE oddziałują ze sobą w ciałkach D. Ponadto, w  ciał
kach D w ykazano również obecność prekursorów  miRNA 
[44,47,48], W dalszej części artykułu opisano dośw iadcze
nia, w których udow odniono bezpośrednie oddziaływ ania 
białek DCL1-HYL1 oraz HYL1-SE.

DOJRZEWANIE CZĄSTECZEK miRNA

BIAŁKO DCLI

Transkrypty genów miRNA podlegają złożonem u pro 
cesowi dojrzewania, podczas którego z cząsteczki pre- 
kursorowej zostaje uwolniona dojrzała forma miRNA. W 
m etabolizm niskocząsteczkowych RNA u ssaków zaanga
żowana jest endorybonukleaza Dicer. U roślin występują 
cztery paralogi tego białka: DCLI, DCL2, DCL3 i DCL4. 
Białka te pełnią różne funkcje i w ystępują w różnych kom- 
partm entach komórkowych. Białko DCLI występuje w ją
drze kom órkow ym  i jest zaangażow ane w  biogenezę miR
NA. Endorybonukleaza DCL2 jest zlokalizowana w cyto
plazmie i rozcina w irusow e oraz transgeniczne prekursory 
si-RNA. DCL3 jest białkiem jądrowym ; tnie zasocjowane 
z heterochrom atyną cząsteczki prekursorow e siRNA, tzw. 
ha-siRNA. N atom iast białko DCL4, także zlokalizowane 
w jądrze kom órkow ym , uczestniczy w szlaku biogenezy 
krótkich interferujących RNA, działających in trans, tzw. 
ta-siRNA [49-51],

Białko DCLI zbudow ane jest z 1909 reszt aminokwaso- 
wych i zawiera kilka dom en funkcjonalnych: dwie domeny 
NLS, dom enę o aktywności helikazy, domenę o nieznanej 
funkcji DUF (ang. domain of unknown functioń), zachowaną 
w  ewolucji dom enę PAZ (występującą w białkach P iw i/ 
A rgonaute/Zw ille  u D. melanogaster i A. thaliana), dw uczę
ściową dom enę o aktywności RNazy III oraz dwie domeny 
dsRBD. Białko to jest zaangażowane w uwalnianie cząstecz
ki pre-miRNA z pierwotnego prekursora, tzw. pri-miRNA 
(Ryc. 3). Rozcinanie pri-miRNA przez endorybonukleazę 
DCLI następuje u podstawy struktury spinki do włosów i 
prow adzi do powstania cząsteczki pre-miRNA. Cząsteczki 
pre-miRNA posiadają strukturę spinki do włosów; na koń
cu 5' zawierają resztę kwasu fosforanowego, natomiast na 
końcu 3' występują dw a niesparowane nukleotydy z wolną 
grupą hydroksylow ą (jest to cecha charakterystyczna dla

produktów  powstających w wyniku działania RNaz klasy 
III). Białko DCLI najprawdopodobniej uczestniczy rów 
nież w wycięciu dupleksu miRNA/miRNA* z cząsteczki 
pre-miRNA. Na tym etapie dojrzewania miRNA rozcięcie 
endonukleolityczne prekursora wyznacza końce sekwencji 
dojrzałego miRNA. Również w tym przypadku produkty 
reakcji posiadają na końcu 5' resztę kwasu fosforanowego, a 
na końcu 3' znajduje się niesparowany dinukleotyd z wolną 
grupą hydroksylową.

Szczegółowy przebieg dojrzewania roślinnych cząste
czek miRNA poznano, analizując biogenezę miRNA 163 A. 
thaliana [52], Proces ten obejmuje trzy reakcje katalizowane 
przez endorybonukleazę DCLI. Pierwsza reakcja prowadzi 
do uwolnienia z cząsteczki pri-miRNA tzw. długiego pre- 
miRNA (343 nt). Cięcie zachodzi w  rejonie dwuniciowym 
struktury spinki do włosów, w miejscu oddalonym o kilka
naście nukleotydów od punktu wyznaczającego koniec 3' 
nici miRNA i koniec 5' nici miRNA*. W kolejnym etapie bio
genezy miRNA 163 cząsteczka długiego pre-miRNA zostaje 
przycięta do postaci tzw. krótkiego pre-miRNA o długości 
301 nt. W tej reakcji białko DCLI nacina cząsteczkę prekur
sora w  miejscach wyznaczających koniec 3' nici miRNA oraz 
koniec 5' nici miRNA*. Trzecia reakcja katalizowana przez 
endonukleazę prowadzi do uwolnienia dupleksu m iRN A / 
miRNA* oraz fragmentu RNA o strukturze spinki do wło
sów o długości 253 nt, który ulega degradacji (Ryc. 4).

Najprawdopodobniej sposób działania DCLI decyduje 
o długości dojrzałych cząsteczek miRNA. Obserwacja ta 
jest zgodna z wcześniej opisanym mechanizmem działania 
białka Dicer w procesie biogenezy miRNA u zwierząt [52], 
Rybonukleaza Dicer ma podobną budowę jak białko DCLI. 
Model reakcji katalizowanej przez Dicer zakłada, że 21 nt 
fragment RNA jest odmierzany jako odległość pomiędzy 
domeną PAZ a miejscem aktywnym  białka utworzonym  
przez pseudodimeryzację domen wykazujących aktywność 
RNazy III [53,54], Badania przeprowadzone na mutancie in- 
sercyjnym T-DNA dcll-9 A. thaliana z uszkodzoną drugą do
meną dsRBD (insercja T-DNA wprowadzająca kodon stop 
w 19 egzonie genu kodującego białko DCLI) wykazały, iż 
w przypadku białka DCLI również ta domena jest zaanga
żowana w precyzyjne wyznaczanie miejsca cięcia prekurso- 
rowych cząsteczek miRNA [52], Uszkodzenie białka DCLI 
spowodowane insercją T-DNA w rejonie kodującym drugą 
domenę dsRBD uniemożliwia przebieg pełnego cyklu ży
ciowego rośliny — homozygotyczny m utant dcll-9 jest le- 
talny w stadium zarodka. Mutacja dcll-9 dziedziczona jest 
w sposób recesywny.

Rycina 4. Dojrzewanie cząsteczki mikro RNA na przykładzie miR163. 4a) pri- 
miRNA, 4b) długi pre-miRNA, 4c) krótki pre-miRNA, 4d) dupleks m iR N A /m iR - 
NA*. Szczegółowy opis znajduje się w  tekście.
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Działanie endonukleazy DCLI ma kluczowe znaczenie 
dla rozwoju rośliny. W mutancie dcll-7 A. thaliana, charak
teryzującym się substytucją pro lina/seryna w domenie o 
aktywności helikazy, poziom dojrzałych cząsteczek miRNA 
jest znacznie obniżony w stosunku do roślin typu dzikiego, 
co prowadzi do szeregu zmian fenotypowych. Mutacja dcll- 
7 dziedziczona jest w sposób recesywny. Homozygotyczny 
m utant dcll-7 charakteryzuje się obniżoną płodnością [55- 
58],

BIAŁKO HYLI

Niektóre białka wiążące dwuniciowe fragmenty kwasu 
rybonukleinowego oddziałują z enzymami należącymi do 
RNaz klasy III. Wykazano, iż oddziaływania pomiędzy 
HYLI a DCLI odgrywają istotną rolę w  procesie dojrze
wania cząsteczek miRNA [59,60], Białko HYLI A. thaliana 
(419 aa) zawiera dwie dom eny dsRBD (ang. double-stranded 
RNA Binding Domain), zlokalizowane przy N-końcu łańcu
cha polipeptydowego. Każda z nich zbudow ana jest z około 
70 reszt aminokwasowych i przyjmuje strukturę a-(3-(3-p-a, 
charakterystyczną dla tego typu domen. Ponadto, w środ
kowej części białka HYLI znajduje się sygnał lokalizacji 
jądrowej (NLS), a rejon C- końcowy tworzy 6 niemal iden
tycznych 28-aminokwasowych fragmentów. [61].

Mutacje unieczynniające gen HYLI wywołują efekty 
plejotropowe, polegające na zmianie wielu na pozór nie 
związanych ze sobą cech fenotypowych [61]. Liście m u 
tanta hyll są mniejsze i mają charakterystyczny hypona- 
styczny kształt. M utant hj//2 charakteryzuje się również 
nadwrażliwością na działanie kwasu abscysynowego 
— ABA. Nasiona roślin typu dzikiego poddane działaniu 
ABA o stężeniu 0.5 pM kiełkują wolniej niż nasiona w pró 
bie kontrolnej, natom iast kiełkowanie nasion m utanta hyll 
traktowanych ABA o tym sam ym  stężeniu jest niemal cał
kowicie zaham owane. W ykazano również, iż m utant hyll 
charakteryzuje się obniżoną wrażliwością na działanie 
auksyn. U roślin typu dzikiego w zrost korzeni jest ham o
wany przez kwas indolilooctowy (IAA) o stężeniu 1 pM, 
natom iast u m utanta hyll podobny efekt obserwowany jest 
dopiero przy stężeniu horm onu wynoszącym  5 pM. M u
tacja w genie HYLI powoduje również zmienioną w rażli
wość na działanie inhibitorów transportu  auksyn, obniżo
ną wrażliwość na działanie cytokinin, mniejszą płodność, 
opóźnienie czasu kwitnienia i zaburzenia reakcji grawi- 
tropowej korzeni. Ponadto, w m utantach hyll obserwuje 
się obniżony poziom cząsteczek pre-miRNA i dojrzałych 
miRNA oraz akumulację pri-miRNA, jak również cząste
czek mRNA, których poziom jest regulow any z udziałem  
miRNA [62,63], Białko HYLI jest zaangażow ane w w yzna
czanie miejsca cięcia pri-miRNA przez endorybonukle- 
azę DCLI [60]. W mutancie hyll, podobnie jak w hetero- 
zygotycznych m utantach dcll-9, „docinanie" pri-miRNA 
do formy pre-miRNA zachodzi w sposób nieprecyzyjny. 
O ddziaływ ania HYL1-DCL1 są kluczowe dla dokładnego 
i wydajnego rozcinania pri-miRNA, przy czym koniecz
nym  warunkiem  ich w ystępow ania jest obecność w białku 
DCLI dwóch funkcjonalnych dom en dsRBD, gdyż białko 
HYLI nie ulega immunoprecypitacji wspólnie z DCLI po 
chodzącym z ekstraktu z m utantów  dcll-9.

W ykazano doświadczalnie, iż w przypadku białka HYLI 
obecność domen dsRBD jest niezbędna, ale i wystarczająca 
do prawidłowego przebiegu procesu biogenezy miRNA A. 
thaliana [62], Do genomu m utanta hyll, drogą transformacji 
z udziałem Agrobacterium tumefaciens, w prow adzono kasetę 
ekspresyjną kodującą N-końcowy fragment białka HYLI, 
zawierający dwie domeny dsRBD (białko HYL1D12). U 
transformowanych roślin zaobserwowano pow rót do fe
notypu dzikiego: prawidłowy kształt liści, obniżony po
ziom mRNA genów REV  (ang. REVOLUTA) oraz ARF17 
(ang. AU X IN  RESPONSE FACTOR 17) przy jednoczesnym 
wzroście akumulacji cząsteczek miRNA165 i miRNA160 
regulujących poziom tych mRNA. Wykazano tym samym, 
iż prawidłowy rozwój rośliny nie wymaga białka HYLI o 
pełnej długości. Obserwacje te są zgodne z wynikami badań 
przeprow adzonych na komórkach epidermalnych Allium 
cepa, w edług których białko fuzyjne HYL1D12-GFP ulega 
transportowi do jądra komórkowego, pomimo iż nie zawie
ra w  swej sekwencji sygnału lokalizacji jądrowej. Praw do
podobnie jest to możliwe dzięki oddziaływaniom N-koń- 
cowego fragmentu białka HYLI z białkami DCLI oraz SE, 
które zawierają sekwencję aminokwasową odpowiedzialną 
za lokalizację jądrową. W ten sposób pewna frakcja białka 
HYL1D12 jest transportowana poprzez kompleks poru ją
drowego (NPC) do jądra komórkowego, gdzie uczestniczy 
w procesie biogenezy cząsteczek miRNA.

BIAŁKO SE

W biogenezę cząsteczek miRNA u A. thaliana zaangażo
wane jest również białko SERRATE. Białko to, zbudowane 
z 720 reszt aminokwasowych, kodowane jest przez gen 
AT2G27100 położony na chromosomie 2 A. thaliana. O tw ar
ta ram ka odczytu (ORF, ang. Open Reading Frame) o długo
ści 3770 pz zawiera 12 egzonów. Mutacja recesywna se-1, 
spow odow ana delecją sekwencji 7 nt (5'-CAAGATC-3') w 
jednym  z egzonów genu kodującego białko SE, powoduje 
częściową utratę aktywności SE i prowadzi m.in. do zabu
rzenia procesu embriogenezy (podobnie jak u m utanta short 
integument 1-2 (sinl-2)), nadwrażliwości na działanie na 
ABA (tak jak w przypadku mutanta hyll), nieprawidłowo
ści w funkcjonowaniu merystemu wierzchołkowego oraz 
zmian w liczbie i kształcie liści [64], U mutantów insercyj- 
nych se-2 oraz se-3 (insercja T-DNA odpowiednio w 10 oraz 
1 egzonie genu kodującego białko SE) zaobserwowano po
nadto poważne zaburzenia w budowie anatomicznej liści, 
co jest związane z występującą u tych roślin podwyższoną 
ekspresją genu PHABULOSA (PHB) przy jednocześnie ob
niżonym poziomie cząsteczek miR165 oraz miR166. Hom o
zygotyczny m utant insercyjny se-4 jest letalny w stadium 
zarodkowym.

Analiza ekspresji genów z wykorzystaniem techniki mi- 
kromacierzy, przeprowadzona na mutancie se-1, wykazała 
zmiany w poziomie ekspresji 303 genów [64]. Zaobserwowa
no wzrost ekspresji 135 genów natomiast w przypadku po
zostałych 168 genów poziom ekspresji uległ obniżeniu w po
równaniu z roślinami typu dzikiego. Poziom transkryptów 
20 spośród 135 genów o podwyższonej ekspresji regulowany 
jest w  sposób zależny od działania cząsteczek miRNA oraz 
ta-siRNA. Należą do nich m.in.: gen PHV, zaangażowany w
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rozwój i morfogenezę liści, gen ATHB15, należący do rodziny 
HD ZIP III, geny aktywatorów transkrypcji GRF1 (AtGRFl) 
oraz GRF3 (AtGRF3), geny kodujące czynniki odpowiedzi na 
zmiany poziomu auksyn: ARF3/ETTIN oraz ARF4. W eks
perymentach wykorzystujących metodę hybrydyzacji typu 
Northern biot wykazano, iż poziom dojrzałych cząsteczek 
miR156, miR165, miR167, miR163, miR164, miR168, miR171 
oraz miR319 (mir-JAW) w mutantach se jest obniżony w po
równaniu z roślinami typu dzikiego.

Akumulacja cząsteczek pri-miRNA, przy jednocześnie 
obniżonym poziomie dojrzałych miRNA, wskazuje, iż biał
ko SE jest zaangażowane w proces dojrzewania cząsteczek 
miRNA na etapie uwalniania cząsteczek pre-miRNA z pier
wotnego prekursora pri-miRNA [46,64], Potwierdzają to 
wyniki uzyskane przy wykorzystaniu drożdżowego syste
m u dw uhybrydowego. Zgodnie z nimi białko SE oddziałuje 
z białkiem HYLI, przy czym niezbędne jest pełnej długości 
białko SE oraz N-końcowy fragment białka HYLI zawiera
jący obie domeny dsRBD [64], Wiadomo wprawdzie, że m u
tacja se prowadzi także do nieznacznego obniżenia pozio
mu niektórych endogennych cząsteczek siRNA (np. 1003), 
jednakże efekt ten nie jest tak silny jak w przypadku zmian 
poziomu miRNA. W kontekście oddziaływań SE z białkiem 
HYLI — cząsteczką specyficzną dla szlaku biogenezy miR
NA — wydaje się, że główna funkcja SE (jakkolwiek dotąd 
nie poznana) związana jest z powstawaniem  miRNA oraz 
zależnych od nich ta-siRNA.

BIAŁKO HENI -  METYLACJA CZĄSTECZEK miRNA

W procesie dojrzewania miRNA u roślin dupleksy miR- 
NA /m iRN A * ulegają metylacji z udziałem metylotrans- 
ferazy HENI (etap ten nie występuje w  szlaku biogenezy 
cząsteczek miRNA w komórkach zwierząt). HENI doko
nuje transferu grupy metylowej z S-adenozylometioniny 
(SAM) w  pozycję 2 'OH rybozy ostatniego rybonukleotydu 
na końcu 3' cząsteczek RNA [65,66]. Substratami w reakcji 
katalizowanej przez metylotransferazę H ENI są dupleksy 
miRNA/miRNA* zawierające na końcach 3' dw a niesparo- 
wane (wystające) rybonukleotydy. Ponadto, wykazano w 
warunkach in vitro, iż długość substratu znacząco wpływa 
na przebieg procesu metylacji. Białko HENI posiada zdol
ność do metylowania substratów o długości 21-24 nt; czą
steczki RNA o długości spoza tego przedziału nie podlegają 
metylacji [65,66]. Proces metylacji jest wysoce specyficzny, 
albowiem metylotransferaza HENI nie metyluje jednoni- 
ciowych cząsteczek miRNA, jednoniciowych cząsteczek 
miRNA*, cząsteczek pre-miRNA, jak również dsDNA o 
długości i sekwencji identycznej jak jej właściwy substrat 
— miRNA/miRNA*. Wykazano, iż metylacja końców 3' 
RNA chroni cząsteczki miRNA oraz siRNA przed aktyw 
nością enzymatyczną o charakterze terminalnej transferazy 
bądź, polimerazy RNA, powodującą dodaw anie do 3' koń
ców cząsteczek RNA dodatkowych reszt U. Wyniki ekspe
rym entów  na mutancie henl wskazują, iż obecność dodat
kowych reszt U w niemetylowanych cząsteczkach miRNA 
prow adzi do ich degradacji. W m utantach henl obserwuje 
się zatem  obniżony poziom dojrzałych cząsteczek miRNA; 
ponadto cząsteczki te posiadają heterogenne końce 3'. Me
tylacja końców 3' miRNA uniemożliwia również ich udział 
jako starterów w reakcji syntezy dsRNA na matrycy docelo

wego mRNA przez RNA zależną RNA polimerazę (RdRP)
[67]. Dokładny mechanizm oddziaływania białka HENI z 
substratami RNA nie został poznany. Jedyne informacje na 
temat budow y domenowej pochodzą z analiz bioinforma- 
tycznych [68].

BIAŁKO HASTY -  TRANSPORT miRNA 
Z JĄDRA DO CYTOPLAZMY

Badania metodą hybrydyzacji typu Northern wykazały, 
że u roślin dojrzałe (jednoniciowe) miRNA są obecne w ją
drze komórkowym, choć większość z nich gromadzi się w 
obrębie cytoplazmy [69], Jednocześnie u roślin typu dzikie
go nie wykazano obecności nici miRNA*, a w komórkach 
roślin charakteryzujących się nadprodukcją miRNA zarów
no w jądrze komórkowym, jak w i cytoplazmie wykryto je
dynie nieznaczne ilości cząsteczek miRNA*. Oznacza to, iż 
funkcjonalne cząsteczki miRNA powstają w  przeważającej 
mierze już w  jądrze komórkowym i są eksportowane do cy
toplazmy w postaci jednoniciowej. Jedynie niewielka część 
cząsteczek miRNA jest transportowana z jądra do cytopla
zmy w postaci dwuniciowej lub też transport nici miRNA* 
zachodzi w  sposób niezależny od eksportu funkcjonalnych 
nici miRNA.

Transport roślinnych miRNA z jądra komórkowego do 
cytoplazmy zachodzi z udziałem białka HASTY. Należy 
ono do rodziny B-importyn — transporterów nukleopla- 
zmatycznych. U zwierząt podobną funkcję w biogenezie 
miRNA pełni Eksportyna 5, z tą jednak różnicą, że białko to 
transportuje miRNA w postaci prekursorów i dodatkowo 
jest zaangażowane w eksport cząsteczek tRNA i siRNA. [69, 
70]. Tworzenie kompleksu HASTY-RNA oraz jego ukierun
kowany transport przez pory jądrowe są zależne od działa
nia GTPazy RANI [69,71]. Mutacja w  genie HST, uniemoż
liwiająca oddziaływanie białka HASTY z RANI prowadzi 
do obniżenia poziomu dojrzałych miRNA zarówno w ją
drze komórkowym, jak i w cytoplazmie [69]. Można więc 
przypuszczać, iż HASTY bierze udział nie tylko w ekspor
cie cząsteczek miRNA z jądra komórkowego, ale również 
w ich dojrzewaniu (np. poprzez stabilizację jednoniciowych 
form). Należy jednak podkreślić, że brak funkcjonalnego 
białka HASTY nie eliminuje całkowicie dojrzałych miRNA 
z frakcji jądrowej czy cytoplazmatycznej, a jedynie zmniej
sza udział tych cząsteczek w obu pulach RNA. Ponadto, 
stopień obniżenia poziomu miRNA jest zróżnicowany w 
zależności od rodziny miRNA i analizowanych tkanek. Po
zwala to sądzić, że u roślin istnieją alternatywne, niezależne 
od działania HASTY, szlaki transportu miRNA z jądra do 
cytoplazmy.

miRNA U ROŚLIN I ZWIERZĄT 
-  PODOBIEŃSTWA I RÓŻNICE

Najprawdopodobniej miRNA funkcjonowały już u ostat
niego wspólnego przodka roślin i zwierząt [1]. Niemniej 
jednak w przebiegu procesu dojrzewania prekursorów 
miRNA u przedstawicieli obu królestw zaznacza się szereg 
różnic, mogących wynikać z późniejszych zmian zachodzą
cych niezależnie w każdej z tych dwóch linii ewolucyjnych. 
Przede wszystkim powstawanie roślinnych miRNA zacho
dzi w całości w obrębie jądra komórkowego, podczas gdy
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dojrzewanie miRNA u zwierząt rozpoczyna się w jądrze ko
mórkowym, następnie pre-miRNA są eksportowane przez 
pory otoczki jądrowej do cytoplazmy, gdzie mają miejsce 
dalsze etapy biogenezy.

Roślinne pre-miRNA są zwykle dłuższe niż prekursory 
miRNA u zwierząt [42]. Przycinanie transkryptów miRNA 
u roślin jest katalizowane przez endorybonukleazę DCLI, 
która (przynajmniej na pierwszym etapie działania) od
działuje z wiążącym dwuniciowe cząsteczki RNA białkiem 
HYLI oraz z białkiem SE. Natomiast u zwierząt dojrzewa
nie miRNA zachodzi z udziałem dwóch nukleaz: jądro
wego białka Drosha oraz zlokalizowanego w cytoplazmie 
białka Dicer. Obie endorybonukleazy oddziałują ze spe
cyficznymi dla komórek zwierzęcych białkami wiążącymi 
dsRNA: partnerem Drosha jest Pasha (u D. melanogaster i C. 
elegans) lub DGCR8 (u ssaków), natomiast Dicer D .melano
gaster tworzy kompleks z białkiem Loquacious [72]. Proces 
metylacji końca 3' dojrzałych miRNA zachodzący z udzia
łem metylotransferazy HENI jest charakterystyczny tylko 
dla roślin [1],

Z kolei obecność tzw. mirtronów, czyli intronów kodują
cych pre-miRNA jest najprawdopodobniej specyficzna dla 
zwierząt [73], Brak również doniesień na temat funkcjono
wania u roślin miRNA wywodzących się z transpozono- 
wych odwróconych sekwencji powtórzonych. Geny miRNA 
tworzone przez elementy transpozonowe zlokalizowane w 
rejonie aktywnym transkrypcyjnie wykryto dotychczas je
dynie w genomie człowieka, szympansa i makaka [74]. Co 
więcej, jak dotąd nie zidentyfikowano żadnej rodziny miR
NA wspólnej dla roślin i zwierząt, choć miRNA w obrębie 
każdego z tych królestw wykazują wysoką zachowawczość 
[24,29,75]. Brak podobieństwa sekwencji dojrzałych miRNA 
występujących u obu grup eukariontów może wynikać z 
odmiennych sekwencji mRNA, które stanowią cel ich dzia
łania. Interesujący jest również fakt, iż dotychczas nie w yka
zano obecności sekwencji kodujących miRNA w genomach 
wirusów roślinnych, choć w przypadku wirusów kręgow
ców scharakteryzowano łącznie ponad 100 takich loci [4],

Różnice pomiędzy miRNA funkcjonującymi u roślin i 
zwierząt dotyczą także mechanizmu ich działania. Więk
szość roślinnych miRNA jest zaangażowanych w rozcinanie 
docelowego transkryptu. Ponadto wykazano, iż część ro
ślinnych miRNA uczestniczy w procesie biogenezy krótkich 
interferujących RNA działających in trans (ta-siRNA) [76]. 
Z kolei u zwierząt główny mechanizm regulacji ekspresji 
genów z udziałem miRNA polega na ham owaniu syntezy 
białka. Stopień komplementarności roślinnych miRNA i ich 
docelowych mRNA jest wyższy niż w  przypadku miRNA 
zwierząt. Wiadomo, że przynajmniej niektóre pre-miRNA 
u zwierząt ulegają redagowaniu (A—>1), co może wpływać 
na siłę oddziaływania miRNA z transkryptem stanowią
cym cel działania, bądź alternatywny wybór docelowego 
mRNA; jak dotąd nie zaobserwowano takiego zjawiska u 
roślin [77].

PODSUMOWANIE

Wysoki stopień złożoności eukariontów, zwłaszcza zwie
rząt i roślin wyższych, wynika w dużej mierze z poddania

genów działaniu licznych mechanizmów regulatorowych 
(wpływających na formę ostatecznych produktów  ekspresji 
oraz czas, miejsce, warunki i poziom ich powstawania) [78], 
Odkrycia ostatnich lat wyraźnie pokazują, iż niezmiernie 
w ażną rolę w regulacji ekspresji informacji genetycznej od 
grywają małe cząsteczki RNA.

Pod względem ogólnej struktury genów i przebiegu 
transkrypcji, geny MIR  przypominają geny kodujące biał
ka. Jednakże transkrypty genów MIR nie zawierają d łu 
giej otwartej ramki odczytu, a peptydy potencjalnie przez 
nie kodowane nie wykazują znaczącego podobieństwa do 
znanych białek. Trudno zatem wytłumaczyć znaczenie d łu 
gich sekwencji oskrzydlających miRNA w cząsteczce pre- 
kursorowej oraz ich dużej heterogenności. Intrygujące jest 
również funkcjonowanie w  genomach roślinnych kilku, 
kilkunastu, czy nawet kilkudziesięciu genów MIR, których 
ekspresja prowadzi do powstania wysoce jednorodnej puli 
dojrzałych cząsteczek miRNA. Na podstawie wyników do
tychczasowych badań można przypuszczać, iż miRNA bar
dzo podobne lub nawet identyczne pod względem sekwen
cji nukleotydowej mogą pełnić w roślinie odrębne funkcje 
[17], Z tego względu niezwykle ważna dla prawidłowego 
rozwoju rośliny jest precyzyjna regulacja ekspresji genów 
miRNA w różnych organach, na poszczególnych etapach 
wzrostu rośliny oraz w zależności od w arunków  środowi
ska.
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ABSTRACT
Micro RNAs are 21-24 nt long RNA molecules involved in the regulation of gene expression on mRNA level. Mature miRNA molecules as
sociated with the RNA — induced silencing complex (RISC) guide specifically mRNA cleavage or inhibit the translation. In plants selective 
mRNA degradation in miRNA-dependent pathway is a widespread mechanism that occurs more frequently than translation inhibition. miR
NA precursors, known as pri-miRNA, are processed in several steps to produce mature miRNA molecules. There are several plant proteins 
involved in miRNA processing: DCLI, HYLI, SE, HENI and HASTY. The role of these proteins is discussed.
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Pozacytoplazmatyczny system kontroli jakości 
u bakterii Escherichia coli — rola proteaz i 
czynników wspomagających zwijanie białek

STRESZCZENIE

Prawidłowe funkcjonowanie pozacytoplazmatycznych białek wymaga ich właściwego  
zwinięcia po procesie przeniesienia i ulokowania ich w odpowiednim  miejscu w obrębie 

struktur ściany komórkowej. Proces ten jest kontrolowany przez czynniki wspomagające 
zwijanie i proteazy, stanowiące razem system kontroli jakości. Ich skoordynowane działa
nie zapewnia właściwe funkcjonowanie komórki w  warunkach fizjologicznych i umożliwia  
przeżycie w  warunkach stresowych dla bakterii. W obecnej pracy przedstawiamy zwięzłą 
charakterystykę funkcjonowania pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jakości białek  
ze szczególnym uwzględnieniem  roli proteolizy w  zachowaniu komórkowej homeostazy.

WPROWADZENIE

Proces zwijania białek nie zachodzi spontanicznie w żywych organizmach, 
lecz jest katalizowany enzymatycznie przez grupę białek określanych łącznie 
jako czynniki wspomagające zwijanie (ang . folding factors). Do tej grupy należą 
białka opiekuńcze (ang. chaperoneś), izomerazy peptydyloprolinowe (PPI-azy) 
oraz oksydoreduktazy disiarczkowe [1], Ponadto, w zwijaniu niektórych bia
łek błony zewnętrznej mogą uczestniczyć cząsteczki lipopolisacharydu (LPS). 
W warunkach fizjologicznych te czynniki prow adzą do osiągnięcia przez białko 
prawidłowej struktury, a błędy występują relatywnie rzadko. Nieprawidłowo 
zwinięte białka mogą się jednak pojawić w komórce w wyniku następujących 
zjawisk: (1) spontanicznych lub indukow anych mutacji, które wpływają na 
zwijanie się polipeptydów; (2) działania na komórkę czynników wywołujących 
stres (np. podwyższenia temperatury, zmian osmolarności środowiska, zmian 
pH, czynników redoks); (3) nadmiernej ekspresji zrekombinowanych genów [2], 
Obecność białek o błędnej strukturze jest często bardzo szkodliwa dla komórki. 
W związku z tym organizmy wytworzyły mechanizmy zapobiegające wystąpie
niu toksycznych efektów wysokiego poziomu nieprawidłowo zwiniętych bia
łek. Jednym z nich jest odkładanie tego typu białek w formie ciał inkluzyjnych, 
które, jako element nierozpuszczalny, nie wpływają znacząco na zakłócenia me
tabolizmu komórki. Przede wszystkim jednak pojawienie się białek o błędnej 
strukturze jest sygnałem do syntezy białek stresowych, których zadaniem jest 
przywrócenie prawidłowej struktury (białka opiekuńcze) lub usunięcie nieod
wracalnie uszkodzonych białek na drodze proteolizy [2,3],

W cytoplazmie bakterii Escherichia coli, modelowej bakterii gramujemnej, kon
trola jakości zwijanych polipeptydów jest przeprow adzana przede wszystkim 
przez białka opiekuńcze oraz proteazy należące do grupy białek stresowych, 
określanych jako białka szoku termicznego, Hsp (ang. heat shock proteins). Głów
ni przedstawiciele tej rodziny białek, białka opiekuńcze DnaK (Hsp70) i GroEL 
(HspóO) oraz proteazy Lon i ClpAP, funkcjonują w oparciu o energię uzyskiwa
ną z hydrolizy ATP. Działanie cytoplazmatycznych białek H sp zostało obszernie 
omówione w pracy przeglądowej [4],

Bakteryjne osłony komórkowe składają się u bakterii gramujemnych z bło
ny wewnętrznej (cytoplazmatycznej), periplazmy wraz z mureiną oraz błony 
zewnętrznej. Ponadto, na zewnątrz ściany komórkowej znajdują się składniki 
adhezyjne i inwazyjne, pozwalające w  sposób specyficzny kolonizować określo
ne nisze ekologiczne. Jest to obszar pierwszego kontaktu komórki z otaczającym 
środowiskiem i z tego względu stanowi pierwszą barierę ochronną, broniącą 
bakterię przed czynnikami stresowymi. Z drugiej strony przestrzeń peripla- 
zmatyczna, w odróżnieniu od cytoplazmatycznej, jest szczególnie narażona na 
działanie czynników środowiska, ze w zględu na relatywnie małą selektywność 
porowatej błony zewnętrznej. Dlatego też pozacytoplazmatyczna kontrola ja
kości białek jest niezmiernie istotnym procesem zapewniającym prawidłowe 
funkcjonowanie komórki i przetrwanie w arunków  niekorzystnych dla bakterii. 
Równocześnie periplazma jest przedziałem komórkowym znacznie różniącym
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się od cytoplazmy. Podstawowe różnice obejmują: (1) brak 
ATP, (2) wyższy potencjał utleniający w stosunku do cyto
plazmy, (3) ograniczoną ruchliwość białek [5]. W związku z 
tym w periplazmie zostały wykształcone odrębne systemy 
zwijania białek i kontroli jakości, dopasowane do specyficz
nych w arunków  panujących w tym obszarze.

PERIPLAZMATYCZNE CZYNNIKI 
WSPOMAGAJĄCE FAŁDOWANIE

Polipeptydy, które zostały przetransportowane przez bło
nę cytoplazmatyczną, muszą uzyskać praw idłow ą struktu 
rę, odpowiednie modyfikacje potranslacyjne i ewentualnie 
utworzyć odpowiednie struktury czwartorzędowe. Po usu 

nięciu peptydu  sygnałowego 
polipeptyd staje się substra- 
tem czynników w spom aga
jących zwijanie (Ryc. 1). Do 
tej grupy u bakterii Esche
richia coli należą: (1) oksy- 
doreduktazy disiarczkowe, 
odpowiedzialne za w pro 
wadzanie prawidłowych 
mostków disiarczkowych 
w białkach (DsbA, DsbC, 
DsbG), (2) izomerazy pep- 
tydyloprolinowe (PPI-azy), 
przeprowadzające izomery
zację cis-trans wiązań pep- 
tydowych poprzedzających 
reszty proliny (SurA, PpiA, 
PpiD, FkpA) oraz (3) białka 
o charakterze opiekuńczym 
(Skp, superrodzina PapD) 
[1]. Oksydoreduktazy di
siarczkowe zostały uprzed 
nio obszernie omówione [6], 
w związku z tym  ten aspekt 
zwijania pozacytoplazma- 
tycznych białek nie będzie w 
obecnej pracy poruszany.

IZOMERAZY
PEPTYDYLOPROLINOWE

Wiązania peptydow e po
przedzające w polipeptydzie 
resztę proliny (X-Pro; X-do- 
wolna reszta aminokwaso- 
wa) mogą występować jako 
izomery cis lub trans. Jed
nakże w natyw nym  białku 
wszystkie wiązania X-Pro 
muszą przybrać prawidłową 
formę izomeryczną. Proces 
ten przeprowadzają enzy
my określane jako izomera
zy peptydyloprolinowe cis/ 
trans (inne nazwy: PPI-azy, 
rotamerazy). Wszystkie zna
ne PPI-azy m ożna podzielić 
na trzy klasy: (1) cyklofiliny 
(białka wrażliwe na cyklo- 
sporyny lub białka hom o
logiczne do znanych PPI-az 
wrażliwych na cyklospory- 
ny); (2) FKBP (białka w ią
żące lek immunosupresyjny 
FK506); (3) parw uliny (biał
ka homologiczne do PPI-azy
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Rycina 1. Funkcjonowanie pozacytoplazm atycznego system u kontroli jakości [1,34,67]. Prekursory białek eksportow anych z 
cytoplazm y są transportow ane w poprzek błony wewnętrznej (BW) dzięki działaniu błonow ego kom pleksu transportujące
go białka (KTB). W przestrzeni periplazm atycznej stają się one substratam i dla czynników  wspom agających zwijanie, które 
zapobiegają agregacji i niespecyficznym oddziaływ aniom  rozw iniętych polipeptydów  (białka o aktywności opiekuńczej, np. 
Skp, SurA), w prow adzają praw idłow e mostki disiarczkowe (DsbA, DsbC) i przeprow adzają izomeryzację cis/trans w iązań 
X-Pro (PPI-azy). W przypadku  białek błony zewnętrznej (OMP) oraz podjednostek struk tu r adhezyjnych typu „chaperone- 
usher" (PSA) czynniki te pośredniczą także w  transporcie przez periplazm ę do błony zew nętrznej (BZ), utrzym ując poli
peptydy w  odpow iedniej s trukturze, a następnie przekazują je białkom odpow iedzialnym  za ich odpow iednie docelowe 
umiejscowienie w  błonie zewnętrznej (system wprow adzający do błony zewnętrznej — SWBZ) lub  dołączenie ich do rosnące
go polim eru s truktury  adhezyjnej (zew nątrzbłonowe białko kanałotwórcze — ZBK). Białka, k tóre nie uzyskały prawidłowej 
s truktury  m ogą zostać zdegradow ane przez proteazy (P). Szczegóły opisano w tekście. Pozostałe skróty: BO — białko opie
kuńcze specyficzne w zględem  PSA, ??— znaki zapytania oznaczają, że udział danego białka w  przedstaw ionym  procesie nie 
został w  pełni udokum entow any.
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z cytoplazmy E. coli) [7], W periplazmie E. coli zidentyfiko
wano cztery PPI-azy: SurA, FkpA, PpiA i PpiD. Poza swoją 
katalityczną aktywnością, część z tych białek wykazuje ce
chy białek opiekuńczych i wspom aga proces zwijania poli- 
peptydów , zwłaszcza białek błony zewnętrznej (OMP) [1].

Białko SurA

SurA jest białkiem należącym do klasy parwulin, wyka
zującym aktywność PPI-azy i opiekuńczą. Bakterie pozba
wione genu sur A  odznaczają się obniżonym poziomem pra
widłowo zwiniętych białek błony zewnętrznej, takich jak: 
LamB, OmpA, O m pC i OmpF, co wskazuje na udział SurA 
w  zwijaniu i oligomeryzacji białek OMP [8,9], Jednakże nie 
zaobserw ow ano żadnego pozytywnego w pływ u na zwija
nie rozpuszczalnych periplazmatycznych białek, np. białka 
wiążącego maltozę lub litycznej transglikozylazy [8], co su
gerowałoby specyficzność SurA względem OMP. Ostatnio 
został zidentyfikowany motyw rozpoznaw any przez SurA: 
Ar-X-Ar (Ar-aromatyczna reszta aminokwasowa) [10]. Tego 
typu sekwencja występuje o wiele częściej w  białkach OMP 
niż w  białkach rozpuszczalnych. Dzięki temu powinowac
two SurA do rozwiniętego białka OmpG, zawierającego 13 
m otyw ów  Ar-X-Ar, i OmpF (7 motywów Ar-X-Ar), jest o 
rząd wielkości wyższe niż względem nienatywnych białek 
rozpuszczalnych; białka natywne nie wiążą się z SurA [11], 
Specyficzność w zględem  m otywu Ar-X-Ar może też tłum a
czyć brak w pływ u SurA na zwijanie białek błony zewnętrz
nej innego typu: TolC i autotransportera AIDA. Te białka 
różnią się znacznie budow ą od poryn i Om pA i zawierają 
jedynie jeden lub dw a motywy Ar-X-Ar [1].

W zwijaniu białek OMP najprawdopodobniej główny 
udział ma aktywność opiekuńcza SurA. W układzie in vitro 
aktywność PPI-azy nie jest wysoka [9], Bakterie zawierające 
zm utow aną formę SurA, pozbawioną aktywności PPI-azy, 
lub naw et SurA z prawie całkowicie usuniętymi dom ena
mi PPI-azowymi, nie wykazują istotnych defektów w bio- 
genezie białek OMP. Aktywności PPI-azowa i opiekuńcza 
są zlokalizowane w odrębnych rejonach białka. Aktywność 
opiekuńcza przypisana jest dwóm  krańcowym  domenom: 
N i C-końcowym, pomiędzy którymi znajdują się dwie 100- 
am inokw asow e dom eny PPI-azowe [12]. Analiza struktu
ry krystalicznej wykazała, że cząsteczka SurA przyjmuje 
kształt niesymetrycznego dzwonka, w  którym I domena 
PPI-azowa oraz dom eny N i C-końcowe tworzą rdzeń, nato
miast II dom ena PPI-azowa jest eksponowana na zewnątrz 
(„trzonek dzwonka") (Ryc. 2A). Rdzeń zawiera podłużne 
zagłębienie o wymiarze dobrze dostosowanym  do wiązania 
w ydłużonych polipeptydów [13].

Białko PpiA

PpiA (RotA) była pierwszą PPI-azą zidentyfikowaną w 
periplazm ie E. coli. Jest homologiem cyklofiliny, niewrażli
w ym  na działanie cyklosporyny A [14]. Do chwili obecnej 
nie w ykazano udziału PpiA w zwijaniu białek ściany ko
mórkowej. W przeciwieństwie do fenotypów obserwowa
nych u bakterii pozbawionych jednego z genów poprzednio 
om aw ianych PPI-az, mutacje w genie ppiA nie wpływają na 
poziom  białek periplazmatycznych ani błonowych. Także

kinetyka zwijania tych białek nie ulega zaburzeniu w m u
tantach ppiA [15]. Najprawdopodobniej funkcja pełniona 
przez PpiA jest łatwo zastępowana przez inne periplazma- 
tyczne PPI-azy.

Białko PpiD

PpiD jest to białko należące do klasy parwulin. Gen ppiD 
został zidentyfikowany jako wielokopijny supresor mutacji 
typu nuli w genie surA. Nadprodukcja PpiD znosi plejotro- 
powe efekty braku SurA. Komórki pozbawione funkcjo
nalnego genu ppiD wykazują zwiększoną wrażliwość na 
hydrofobowe antybiotyki i detergenty (np. SDS), a także 
zawierają obniżony poziom białek OMP (OmpF, OmpC, 
O m pA i LamB). Usunięcie obu genów, ppiA i surA, jest dla 
komórki letalne, podczas gdy podwójne mutacje fkpA ppiD, 
skp ppiD oraz ppiA ppiD są przez bakterie tolerowane [16]. 
Wskazuje to, że PpiA i SurA pełnią funkcje wzajemnie się 
zastępujące (ang. redundant function). Do chwili obecnej nie 
wykazano jednak bezpośredniego udziału PpiD w zwijaniu

+ + +

Rycina 2. Periplazm atyczne czynniki w spom agające zwijanie — schematy budo 
wy. Rysunki w ykonano w  oparciu o dane zaw arte w pikach p db  lm 5y  (A), lq6u, 
lq 6 h  (B), lsg2 , lu 2 m  (C) zaw artych  w  bazie danych NCBI (w w w .ncb i.n ih /gov). 
W schemacie budow y białka Skp (C) literami A, B, C oznaczono poszczególne 
podjednostki budujące trimer.
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białek. Nie jest też wiadomo, czy PpiD posiada aktywność 
opiekuńczą, niezależną od aktywności izomerazy.

Białko FkpA

Jest to kolejne periplazmatyczne białko zaangażowane w 
zwijanie polipeptydów. FkpA nie jest niezbędne do prze
życia bakterii, jednakże komórki £. coli fkp odznaczają się 
zwiększoną przepuszczalnością błony zewnętrznej wzglę
dem antybiotyków i detergentów [17]. FkpA wykazuje 
dwie niezależne aktywności: opiekuńczą i PPI-azową, zlo
kalizowane w odrębnych rejonach polipeptydu. W formie 
natywnej białko to jest homodim erem  w kształcie litery V, 
w którym N-końcowe domeny o aktywności opiekuńczej 
tworzą złącze, a PPI-azowe domeny C-końcowe są ekspo
nowane na zewnątrz (Ryc. 2B). Zagłębienie utworzone po
między podjednostkami stanowi najprawdopodobniej miej
sce wiązania substratu [18]. W przeciwieństwie do Sur A, 
FkpA przejawia aktywność opiekuńczą względem  białek 
rozpuszczalnych i, jak dotąd, nie wykazano jego udziału w 
biogenezie OMP. Aktywność ta jest niezależna od funkcji 
PPI-azy, gdyż FkpA wpływa pozytywnie na zwijanie sub
stratów nie zawierających w formie natywnej ds-prolin [19]. 
Także delecja C-końcowej domeny PPI-azowej nie pozba
wia FkpA aktywności opiekuńczej [18,20], FkpA wydajnie 
przeciwdziała agregacji nadprodukow anych w  periplazmie 
zm utowanych białek lub białek zrekombinowanych [20,21], 
Oddziaływanie pomiędzy FkpA a substratami jest najpraw 
dopodobniej przejściowe, gdyż nie wyizolowano stabilnych 
kompleksów FkpA-substrat [21]. Z przeprowadzonych do
świadczeń wynika, że FkpA funkcjonuje we wczesnych eta
pach zwijania periplazmatycznych białek [21,22],

PERIPLAZMATYCZNE BIAŁKA OPIEKUŃCZE

W periplazmie bakterii gramujemnych nie zostały ziden
tyfikowane klasyczne białka opiekuńcze, takie jak DnaK lub 
GroEL. Ze względu na brak ATP w  periplazmie, pozacy- 
toplazmatyczne białka opiekuńcze muszą funkcjonować w 
oparciu o inny mechanizm niż ich cytoplazmatyczne od 
powiedniki, w  przypadku których hydroliza ATP napędza 
cykle wiązania i uwalniania substratów. Do chwili obecnej 
poznano szereg periplazmatycznych białek zaangażowa
nych w proces zwijania i oligomeryzacji polipeptydów. 
Wśród nich wyróżniamy białka opiekuńcze specyficzne 
względem podjednostek budulcowych powierzchniowych 
adhezyn typu „chaperone-usher" (np. PapD, FimC, DraB) 
[23], białka opiekuńcze funkcjonujące w niskim pH  (HdeA 
i HdeB) [24,25] oraz białko wykazujące ogólną aktywność 
opiekuńczą: Skp [1], Ponadto, stwierdzono aktywność opie
kuńczą u innych białek biorących udział w  biogenezie pe
riplazmatycznych białek. Należy tu wymienić omawiane 
uprzednio PPI-azy SurA i FkpA, a także oksydoreduktazy 
DsbC i DsbG i proteazę HtrA, której charakterystykę przed
stawimy w dalszej części pracy [2].

Białko Skp

Skp (białko 17 kDa) jest to najlepiej scharakteryzowane 
periplazmatyczne białko opiekuńcze. Jego obecność nie jest 
niezbędna do przeżycia komórki, jednakże w mutantach
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skp występuje obniżony poziom prawidłowo zwiniętych 
białek OMP [26]. Bakterie pozbawione dodatkow o genu 
htrA, kodującego proteazę, wykazują żywotność jedynie w 
tem peraturach poniżej 37°C i gromadzą w periplazmie nie- 
natyw ne OMP [27], Szereg badań w układzie in vivo i in vitro 
wskazuje na istotną rolę Skp we wczesnych etapach szlaku 
zwijania białek błony zewnętrznej (Ryc. 1). N ajpraw dopo
dobniej białko to oddziałuje z OMP zaraz po ich transporcie, 
o czym świadczy możliwość usieciowania Skp z białkami 
OmpA, LamB i PhoE po periplazmatycznej stronie błony 
wewnętrznej [27,28], Skp w układzie in vitro tworzy stabil
ne kompleksy z OmpA, dzięki czemu utrzymuje to białko 
w  formie rozpuszczalnej i przeciwdziała jego agregacji lub 
przedwczesnemu, błędnemu zwijaniu. W procesie zwijania 
Skp może współdziałać z innym czynnikiem wspom agają
cym fałdow anie— lipopolisacharydem (LPS). W obecności 
LPS-u kompleks Skp-OmpA zostaje przekształcony w  formę 
gotową do zwijania, z której OmpA jest w stanie wniknąć 
do pęcherzyków fosfolipidowych [29], Wynik ten sugeruje 
udział Skp także w  późnych etapach biogenezy OMP, jed
nakże brak jest danych in vivo potwierdzających tę hipotezę. 
Bakterie pozbawione genu skp wykazują jedynie nieznaczne 
obniżenie poziomu prawidłowo zwiniętych białek OMP w 
błonie zewnętrznej [26], w  związku z tym  wykazanie udzia 
łu Skp w etapach biogenezy OMP, związanych z ich oli- 
gomeryzacją i wnikaniem do błony zewnętrznej, wym aga 
przeprow adzenia dalszych badań. Skp oddziałuje także z 
białkami rozpuszczalnymi. Między innymi wydajnie prze
ciwdziała agregacji lizozymu i fragmentów jednołańcucho- 
wych przeciwciał [30,31].

Budowa Skp odpowiada jego biochemicznym w łasno
ściom. Jest to białko rozpuszczalne występujące w formie 
trimeru. Jego struktura przypom ina „meduzę" z trzema 
helikalnymi „ramionami" wystającymi z części rdzeniowej 
o strukturze p-baryłki (Ryc. 2C). Ramiona tworzą komorę, 
która praw dopodobnie zawiera miejsce wiązania substratu. 
Rozkład ładunku w cząsteczce Skp nie jest równomierny: 
w g obliczeń domena rdzeniowa posiada w ypadkow y ładu 
nek ujemny, podczas gdy ramiona, a zwłaszcza ich końce i 
rejony zewnętrzne, odznaczają się pozytywnym  ładunkiem. 
Wnętrze komory zawiera rejony o charakterze hydrofobo
wym  [31,32], Dipolowy charakter trimeru pozwala mu uzy 
skać prawidłową orientację i przyłączyć się do ujemnie na
ładowanej powierzchni błony wewnętrznej, a także ułatwia 
dostarczenie substratu do błony zewnętrznej. „Ramiona" 
trimeru nie kontaktują się ze sobą i są dość giętkie, dzięki 
czemu substraty o różnych rozmiarach mogą się zmieścić 
wew nątrz komory [1],

Białka opiekuńcze specyficzne w zg lędem  białek s tru k 
tu r  adhezyjnych  typu  „chaperone-usher" (superrodz ina

PapD)

Organelle adhezyjne są białkowymi strukturam i w yeks
ponowanym i poza powierzchnię bakterii. Są one homopoli- 
merami, złożonymi z jednego typu podjednostki białkowej 
(np. fimbrie Dr, antygen FI) lub heteropolimerami zbudo 
w anym i z kilku różnych typów podjednostek białkowych 
(pile typu 1, pile P). Podjednostki nie są zdolne do spon 
tanicznego zwijania się i nie mogą same uzyskać struktury 
zdolnej do tworzenia polimeru; do tego procesu wymagają
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obecności specjalnego białka opiekuńczego, należącego do 
superrodziny PapD, selektywnego względem podjednostek 
struktur adhezyjnych. Bezpośrednio po przeniesieniu do 
periplazmy podjednostka tworzy rozpuszczalny kompleks 
z białkiem opiekuńczym (Ryc. 1). Dzięki temu nie dochodzi 
do agregacji, proteolizy lub niespecyficznej asocjacji pod 
jednostek. W kompleksie z białkiem opiekuńczym podjed
nostka uzyskuje strukturę gotową do tworzenia polimeru 
[23,33]. Badania struktury krystalicznej kompleksów pod- 
jednostka-białko opiekuńcze oraz podjednostka-podjed- 
nostka wykazały, że podjednostki adhezyn typu „chape- 
rone-usher": pile, fimbrie i układy amorficzne posiadają 
strukturę immunoglobulinopodobną (ang. immunoglobulin- 
likefold), w  której brakuje jednej nici (3. W kompleksie białko 
opiekuńcze-podjednostka ten brak jest uzupełniany przez 
segment pochodzący od białka opiekuńczego, określany 
jako nić donorowa (Ryc. 1). W funkcjonalnym układzie ad 
hezyn funkcję nici donorowej pełni wydłużony odcinek N- 
końcowy przyległej podjednostki [34], Białko opiekuńcze 
dostarcza podjednostkę do miejsca tworzenia polimeru i w 
kontakcie z zewnątrzbłonowym białkiem kanałotwórczym 
(ang. usher) dochodzi do uwolnienia podjednostki. Zewną- 
trzbłonowe białko kanałotwórcze umożliwia składanie po
limeru i pośredniczy w przeniesieniu podjednostek na po
wierzchnię komórki [35], Podczas tworzenia polimeru w y
dłużony odcinek N-końcowy przybywającej podjednostki 
zastępuje nić donorową białka opiekuńczego, uzupełniając 
strukturę immunoglobulinopodobną w  ostatniej podjedno- 
stce rosnącego polimeru. Opisany proces nosi nazwę me
chanizmu wymiany nici donora, jest termodynamicznie 
korzystny i najprawdopodobniej stanowi siłę napędzającą 
proces tworzenia polimeru [23],

Białka opiekuńcze funkcjonujące w niskim  pH

Bakterie enteropatogenne w trakcie przemieszczania 
się w układzie pokarm owym  ssaków m uszą przetrwać w 
środowisku soków żołądkowych o wartościach pH w za
kresie 1-3. W związku z tym wykształciły one mechanizmy 
umożliwiające im przeżycie nawet kilku godzin w  tych nie
sprzyjających warunkach. Polegają one na wprow adzeniu 
zmian metabolicznych, prowadzących do alkalizacji pe
riplazmy i cytoplazmy oraz na indukcji białek pełniących 
funkcje opiekuńcze. W periplazmie zidentyfikowano dwa 
białka o charakterze opiekuńczym, H deA  i HdeB, funkcjo
nujące w zakresie pH  odpowiadającym zakwaszeniu soku 
żołądkowego. Oba białka są wym agane do zapewnienia 
ochrony komórki bakteryjnej w niskim pH, a bakterie po
zbawione genu hdeA lub hdeB wykazują znaczne obniżenie 
przeżywalności w pH poniżej 3. Funkcja HdeA i HdeB po
lega najprawdopodobniej na zapobieganiu agregacji białek 
w periplazmie w tych warunkach stresowych, ale efektyw
ność ich działania w tym procesie zależy od konkretnych 
wartości pH  środowiska. W pH 2 HdeA jest głównym biał
kiem opiekuńczym zaangażowanym w utrzym ywanie pe- 
riplazmatycznych białek w formie rozpuszczalnej; w tych 
w arunkach HdeB jest znacznie mniej wydajne. W pH 3 
HdeB funkcjonuje bardziej efektywnie niż HdeA. Jednakże 
w przypadku niektórych substratów do skutecznej ochrony 
jest wymagane współdziałanie obu białek Hde. Po alkaliza
cji otoczenia HdeA i HdeB uwalniają substraty, które mogą

Postępy Biochemii 54 (3) 2008

być następnie przejęte przez białka opiekuńcze lub proteazy 
funkcjonujące w fizjologicznym zakresie pH. W warunkach 
fizjologicznych HdeA i HdeB nie wykazują aktywności opie
kuńczej. Białka Hde odznaczają się wysoce uporządkowaną 
strukturą, a ich hydrofobowość powierzchniowa jest nie
wielka. Wskutek zakwaszenia środowiska do wartości pH 
poniżej 3 białka zmieniają strukturę na nieuporządkowaną, 
a ich hydrofobowość powierzchniowa znacznie wzrasta. 
Dopiero w tej formie uzyskują zdolność do wiązania sub
stratów. Ponadto, w środowisku o odczynie zbliżonym do 
neutralnego oba białka występują w  formie dimeru. W w y
niku obniżenia pH  dochodzi do monomeryzacji. W pH  3 
proces ten jest już zakończony w  przypadku HdeB, podczas 
gdy monomeryzacja HdeA jest jeszcze niekompletna. Fakt 
ten może częściowo wyjaśniać lepsze funkcjonowanie HdeB 
niż HdeA w pH  3 [24,25],

SYSTEMY ODPOWIEDZI NA STRES 
POZACYTOPLAZMATYCZNY

W sytuacji, gdy w periplazmie pojawi się nadmierna ilość 
błędnie zwiniętych białek, dochodzi do indukcji odpowie
dzi na stres. U Escherichia coli zidentyfikowano trzy systemy 
odpowiedzi stresowej, zaangażowane w ochronę i adapta
cję struktur ściany komórkowej w warunkach stresogen- 
nych: Cpx, oE oraz BaeSR [36] (Ryc. 3). W przeciwieństwie 
do stresu cytoplazmatycznego, gdzie detekcja stresu i od 
powiedź zachodzą w tym samym przedziale komórkowym, 
stres pozacytoplazmatyczny wym aga przekazania sygnału 
w  poprzek błony cytoplazmatycznej. W wyniku działania 
kaskad przekazujących sygnał dochodzi do wzmożonej eks
presji grupy genów, których produkty są białkami w spom a
gającymi fałdowanie lub proteazami, a także genów, któ
rych produkty są zaangażowane w metabolizm lipidów i 
lipopolisacharydów. Każdy z wymienionych systemów jest 
indukowany w odpowiedzi na inny zestaw sygnałów. Ra
zem umożliwiają one prawidłową biogenezę struktur ścia
ny komórkowej poprzez przeciwdziałanie zakłóceniom w 
zwijaniu periplazmatycznych białek [2].

SYSTEM CPX

Jest to typowy dw uskładnikowy system przekazywania 
sygnału, składający się z sensora (CpxA) i regulatora od 
powiedzi (CpxR) (Ryc. 3). CpxA jest kinazą histydynową 
zlokalizowaną w błonie wewnętrznej. Składa się z domeny 
periplazmatycznej oraz sygnałowej domeny cytoplazma
tycznej, oddzielonych od siebie dwiema transbłonowymi 
helisami. Po odebraniu sygnału stresowego CpxA ulega 
autofosforylacji, a następnie przenosi resztę fosforanową na 
resztę asparaginianu w N-końcowej domenie CpxR. Ufos- 
forylowany CpxR aktywuje transkrypcję genów, których 
produktam i są białka zaangażowane w fizjologię ściany 
komórkowej. Należą do nich: (1) izomerazy peptydylopro- 
linowe PpiA, PpiD, (2) oksydoreduktaza DsbA, (3) proteaza 
HtrA, (4) białko opiekuńcze Skp. Szlak Cpx jest aktywowa
ny przez podwyższenie pH, wzrost ciśnienia osmotycznego 
środowiska, jony miedzi, zmieniony skład błony w ewnętrz
nej i nadprodukcję pewnych białek ściany komórkowej (np. 
lipoproteiny błony zewnętrznej NlpE lub podjednostek pi- 
lin PapE lub PapG) lub w wyniku zaburzeń w biogenezie 
pili (np. mutacja genu papD) [37]. Działanie tego systemu
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Rycina 3. Systemy odpow iedzi na stres pozacytoplazm atyczny [1,7,36,44]. Czynniki stresowe oddziałujące na struktury  ścia
ny komórkowej indukują trzy różne systemy odpow iedzi: CpxAR, cte oraz BaeSR. W obrębie tych system ów  m ożna w yróż
nić błonowe białko sensorowe, przekazujące sygnał z periplazm y (CpxA, RseA, BaeS), oraz odpow iedn ie  cytoplazm atycz- 
ne białko regulacyjne (CpxR, o E lub BaeR), odpow iedzialne za w zm ożenie ekspresji określonej g rupy  genów. Każdy z tych 
system ów jest indukow any przez różne typy w arunków  stresowych i reaguje na określony zestaw  sygnałów  z periplazmy. 
W przypadku  system u BaeSR czynnik aktywujący kinazę BaeS nie jest znany. W zrost poziom u białek lub w zrost wartości 
czynników fizycznych został oznaczony ukośną pogrubioną strzałką. Szczegółowe opisy m echanizm ów  działania zostały 
um ieszczone w tekście. O znaczenia skrótów: BZ — błona zew nętrzna, BW — błona w ew nętrzna, RNApol — rdzeń polimerazy 
RNA, P — reszta fosforanowa.

jest dodatkowo regulowane przez CpxP, małe periplazma- 
tyczne białko. W warunkach fizjologicznych CpxP hamuje 
działanie systemu Cpx poprzez oddziaływanie z peripla- 
zmatyczną sensorową domeną CpxA. W warunkach streso
wych dochodzi do uwolnienia CpxA, najprawdopodobniej 
wskutek hydrolizy CpxP przez proteazę HtrA. CpxP nie jest 
czynnikiem niezbędnym do przekazywania sygnału, gdyż 
zarówno przy braku CpxP, jak i przy jego nadprodukcji,

może zachodzić indukcja 
szlaku Cpx. W związku z 
tym proponow ana funkcja 
inhibitora CpxP polega na 
zabezpieczeniu dom eny sen
sorowej CpxA przed przed 
wczesną aktywacją przy 
niskim poziomie sygnałów 
stresowych [38].

SYSTEM oE

Jest to system  odpow ie 
dzi na stres pozacytopla 
zm atyczny zależny od al
ternatywnej podjednostki o 
polim erazy RNA (oE), in d u 
kow any p rzede w szystkim  
przez szok term iczny, za 
kłócenia w  zwijaniu białek 
błony zew nętrznej, a także 
przez etanol. W kom órkach 
pozbaw ionych białek zaan 
gażow anych w biogenezę 
OMP (SurA, Skp, FkpA) 
lub nadproduku jących  
OMP (zwłaszcza LamB 
lub OmpF), obserw uje się 
w zrost ekspresji regulonu  
oE [1]. W w arunkach  fizjolo
gicznych aktyw ność oE jest 
negatyw nie regulow ana 
przez czynnik anty-sigm a, 
białko błony w ew nętrznej 
RseA oraz przez białko pe- 
riplazm atyczne RseB. W 
momencie pojawienia się 
sygnału (błędnie zw inięte 
OMP) RseA ulega deg ra 
dacji przez proteazę DegS 
oraz proteazę RseP (YaeL, 
EcfE), co skutkuje uw o l
nieniem  oE. U m ożliw ia to 
połączenie się z rdzeniem  
polim erazy RNA i k ierow a
nie transkrypcją w łasnego 
regulonu. Proteaza DegS 
uw ażana jest za sensor 
„wyczuwający" obecność 
błędnie zw iniętych OMP. 
Jest to transbłonow e biał
ko, zbudow ane z N-koń-

_________________________  cowej dom eny błonowej,
centralnej dom eny p ro te 

olitycznej i C-końcowej dom eny PDZ eksponow anej do 
perip lazm y. W w arunkach  fizjologicznych aktyw ność 
proteolityczna tego białka jest ham ow ana przez dom eny 
PDZ, najpraw dopodobniej w skutek bezpośredniego o d 
działyw ania m iędzy dom eną proteolityczną a PDZ. Do
m eny PDZ rozpoznają także i wiążą pep tydy  zawierające 
C-końcowe sekwencje am inokw asow e Y-X-F. W skutek 
tego oddziaływ ania  dochodzi do zm ian s truk tu ra lnych  w
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rejonie centrum  katalitycznego, p row adzących  do ak ty 
wacji proteazy [39], M otyw Y-X-F jest charakterystyczny 
dla końca C poryn błony zew nętrznej i w  praw idłow o 
zw iniętych OMP jest n iedostępny, gdyż stanow i część 
s truk tu ry  (3-baryłki, zanurzonej w dw uw arstw ie  lip ido
wej. Pojawienie się w yeksponow anych  sekwencji Y-X-F 
św iadczy więc o zaburzeniach w biogenezie białek OMP, 
co stanow i sygnał do indukcji system u oE. A ktyw na pro- 
teaza DegS przecina RseA, które jest następnie  traw ione 
przez RseP, co prow adzi do uw olnienia z błony kom plek 
su oE-cytoplazm atyczna dom ena RseA. Do uw olnienia oE 
dochodzi po całkowitym  straw ieniu  cytoplazm atycznego 
fragm entu  RseA przez cy toplazm atyczną proteazę, np. 
ClpXP [1,40]. D odatkow ym  elem entem  regulującym  in
dukcję system u oE jest białko RseB. O ddziałuje ono z pe- 
rip lazm atyczną dom eną RseA i w ten  sposób ham uje de 
gradację RseA zarów no przez DegS, jak i p rzez RseP [41], 
D okładna rola, jaką odgryw a RseB w aktywacji system u 
oE, nie została jeszcze poznana. Z m utow ane bakterie E. 
coli rseB w ykazują jedynie nieznaczny w zrost ekspresji 
genów, które są zależne od oE. Ponadto, m echanizm  p ro 
w adzący  do uw olnienia RseA od oddziaływ ania z RseB 
nie został wyjaśniony. P rzeprow adzone badania  suge
rują, że ani w zrost tem peratu ry  do 50°C, ani obecność 
b łędnie zw iniętych białek w perip lazm ie nie zapobiega 
w iązan iu  RseB do RseA. Być może pojawienie się innych 
cząsteczek, np. perip lazm atycznych lipidów , lipoprotein 
lub zm odyfikow anego lipolisacharydu jest sygnałem  re 
gulującym  aktywność RseB [41], Regulon oE obejmuje co 
najmniej 40 genów, których p roduk ty  są, m iędzy innymi, 
białkam i zaangażow anym i w zwijanie białek ściany ko 
mórkowej (FkpA, DsbC, Skp, SurA) i biogenezę lipolisa
charydu  (HtrM, LpxD, LpxA), proteazam i (HtrA, RseP), 
b iałkam i sensorow ym i (MdoG, CutC) i regula torow y
mi (RseA, RseB) oraz regulatoram i transkrypcji (o32, oE) 
[42,43]. Trzeba jednakże zaznaczyć, że fizjologiczna rola 
w ielu genów regulonu oE nie została jeszcze poznana.

SYSTEM BaeSR

Jest to najpóźniej odkryty  i najmniej poznany system  
odpow iedzi na stres pozacytoplazm atyczny. W jego 
skład w chodzą dw a błonowe białka: kinaza histydynow a 
BaeS i regulator odpow iedzi BaeR. System ten zapew nia 
bakteriom  zw iększoną odporność na pew ne typy tok 
sycznych zw iązków , takich jak: nowobiocyna, an tybio 
tyki laktam owe, a także indol, poprzez  indukcję syntezy 
przynajm niej dw óch typów  pom p usuw ających z kom ór
ki trucizny [36]. System BaeSR bezpośrednio  reguluje 
ekspresję trzech regulonów: arcD, mdtABCD-baeSR oraz 
spy. ArcD i MdtABC należą do rodziny  białek transpo r
tujących (ang. multidrug transporters), odgrwającej głów 
ną rolę w zapew nianiu  bakteriom  gram ujem nym  o d p o r
ności na szeroki zakres szkodliw ych substancji. Funkcja 
białka Spy, indukow anego  podczas sferoplastyzacji, jest 
n ieznana. Ponadto, nadprodukcja  białka BaeR pow oduje 
aktywację około 50 innych genów, jednakże ich p roduk ty  
nie są bezpośrednio zaangażow ane w perip lazm atyczny 
system  kontroli jakości białek [44],

Każdy z om aw ianych system ów  odpow iedzi stresowej 
pełni w  periplazm ie odrębną funkcję i zasadniczo jest in 
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dukow any przez inny rodzaj sygnału stresowego. Funk
cjonowanie tych szlaków nakłada się jedynie w  niew iel
kim  stopniu i p raw dopodobn ie  służy lepszej ochronie 
bakterii p rzed  skutkam i pojawiającego się stresu.

PROTEOLIZA JAKO ELEMENT 
SYSTEMU KONTROLI JAKOŚCI

Białka, które ulegają przeniesieniu do przestrzeni peri- 
plazmatycznej, muszą szybko uzyskać prawidłową struktu
rę lub związać się z białkami opiekuńczymi. W przeciwnym 
razie mogą związać się z niewłaściwymi partnerami (co czę
sto jest toksyczne dla komórki) lub ulec agregacji. Procesom 
tym  przeciwdziałają enzymy proteolityczne (Ryc. 1). Podob
nie jak periplazmatyczne białka opiekuńcze, proteazy funk
cjonują w  oparciu o mechanizmy niezależne od hydrolizy 
ATP i są różne od cytoplazmatycznych proteaz, takich jak 
Lon lub Cip, które wymagają energii zmagazynowanej w 
ATP do swojego działania. W periplazmie zidentyfikowano 
ponad 10 proteaz, w śród których wiodącą rolę w usuw aniu 
błędnie zwiniętych białek odgrywa HtrA. Dokładna charak
terystyka białka HtrA została przedstawiona w pracy prze
glądowej [45], w związku z tym w obecnej pracy skupimy 
się jedynie na udziale HtrA w  periplazmatycznym systemie 
kontroli jakości.

PROTEAZA HtrA

HtrA (DegP, Do) jest proteazą serynową zlokalizowaną 
po periplazmatycznej stronie błony wewnętrznej [46]. Jest 
to białko indukowane w w arunkach stresowych, obejmu
jących szok termiczny [47], stres utleniający [48], stres re
dukujący [49] oraz inne czynniki powodujące pow staw a
nie błędnie zwiniętych białek w osłonach komórkowych. 
Główną funkcją HtrA jest usuwanie nieodwracalnie uszko
dzonych białek. W m utantach htrA dochodzi do stabilizacji 
białek fuzyjnych lub zrekombinowanych, eksportowanych 
do periplazmy [50]. Ponadto, nadprodukcja pewnych zm u
towanych białek (np. OmpF niezdolnego do insercji do bło
ny zewnętrznej) jest letalna w  komórkach pozbawionych 
HtrA [51]. Komórki bakteryjne E. coli htrA poddane szokowi 
termicznemu zawierają znacznie wyższy poziom zagrego
wanych termicznie białek w porównaniu ze szczepem nie- 
zmutowanym. Ponadto, brak HtrA znacznie wydłuża czas 
usuwania agregatów białkowych po powrocie bakterii do 
w arunków  fizjologicznych. W szczepie niezm utowanym  
zagregowane białka są usuw ane w ciągu 10 minut, podczas 
gdy w E. coli htrA agregaty pozostają nawet po 30-minuto- 
w ym  okresie inkubacji [52],

HtrA jest endoproteazą, hydrolizującą przede wszystkim 
wiązania peptydowe następujące po resztach hydrofobowych 
aminokwasów Val lub Ile [53]. Reszty te najczęściej są zloka
lizowane w hydrofobowym rdzeniu zwiniętego białka. W 
związku z tym polipeptyd może stać się substratem dla HtrA 
dopiero po częściowym rozwinięciu. Proteaza HtrA zbudo
wana jest z N-końcowej domeny proteolitycznej i dwóch C- 
końcowych domen PDZ. HtrA rozpoznaje swoje substraty 
najprawdopodobniej za pomocą domeny PDZ1 [54],

Ostatnio opublikow ane w yniki badań  wskazują, że 
H trA  oprócz aktyw ności proteolitycznej posiada także
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aktywność opiekuńczą. W ykazano, że w niskich tem 
peraturach (28°C i poniżej) H trA  może uczestniczyć w 
zwijaniu periplazm atycznej a-am ylazy MalS. W wyższej 
tem pera turze  (37°C i powyżej) przew aża aktyw ność p ro 
teolityczna HtrA, a zwijanie MalS jest zależne od oksy- 
doreduktazy  DsbA [55]. Z aproponow ano  tem peraturoza- 
leżny m echanizm  przełączania aktyw ności opiekuńczej i 
proteolitycznej. W niskich tem peratu rach  aktyw ność p ro 
teolityczna H trA  jest bardzo niska, natom iast obecna jest 
aktywność opiekuńcza i białko to może uczestniczyć w 
zwijaniu polipeptydów . W tem peratu rach  powyżej 37°C 
dom inuje aktywność proteolityczna i H trA  degraduje 
białka o niepraw idłow ej s truk tu rze  [56], Brak aktywności 
proteolitycznej w niskich tem peratu rach  m ożna w y tłu 
maczyć w oparciu o analizę s truk tu ry  krystalicznej HtrA. 
Okazuje się, że dostęp do centrum  katalitycznego jest w 
tych w arunkach ograniczony przez trzy oddziałujące ze 
sobą pętle, ponadto  dziura  oksyanionu jest n iekom plet
na. U aktyw nienie proteazy w ym aga więc zm ian s tru k tu 
ralnych, w yw oływ anych najpraw dopodobniej w zrostem  
tem peratury  [57], Aktywność opiekuńcza H trA  jest nie
zależna od jego aktywności proteolitycznej. Pozbawienie 
H trA  aktywności proteolitycznej w skutek  mutacji w  cen
trum  katalitycznym  (HtrAS210A) nie ma w pływ u  na jego 
zdolność do zwijania MalS in vivo i in vitro [55], W iązanie 
substra tu  w  p rzypadku  aktywności opiekuńczej odbyw a 
się w innym  rejonie białka niż w  p rzypadku  aktywności 
proteolitycznej i nie w ym aga obecności dom en PDZ. Biał
ko H trA  pozbaw ione obu dom en PDZ nadal w ykazuje 
aktywność opiekuńczą [54],

Zdolność HtrA do aktywnego zwijania białek została w y
kazana in vivo jak dotąd jedynie wobec MalS (jedyny fizjolo
giczny subs trat dla HtrA jako białka opiekuńczego). Więcej jest 
doniesień opisujących inną funkcję opiekuńczą HtrA — zapo
bieganie agregaqi białek o nieprawidłowej strukturze. Wysoki 
poziom proteolitycznie nieaktywnego HtrAS210A zapewnia 
przeżywalność bakteriom nadprodukującym zmutowane biał
ka Omp (OmpC, OmpF). HtrA nie zwiększa jednak efektyw
ności zwijania białek OMP, lecz zapobiega toksyczności tych 
białek poprzez ich wiązanie (51,58]. Uzyskane ostatnio wyniki 
wskazują, że HtrA może wykazywać aktywność opiekuńczą 
także w warunkach szoku termicznego. Wysoki poziom Htr A- 
S210A znosi fenotyp temperaturowrażliwości mutanta htr A i 
równocześnie skutecznie zapobiega tworzeniu agregatów 
białek zdenaturowanych termicznie [59], W związku z tym 
wydaje się, że rola HtrA w ochronie bakterii przed skutkami 
szoku termicznego może polegać nie tylko na degradowaniu 
zdenaturowanych białek, lecz także na eliminowaniu poli
peptydów, wykazujących tendencję do agregacji, poprzez ich 
wiązanie. Dzięki temu nie dochodzi do nasilenia się procesu 
agregacji do poziomu szkodliwego dla komórki.

INNE PROTEAZY

Pozostałe proteazy perip lazm atyczne i błonowe są 
znacznie mniej poznane i ich fizjologiczne funkcje nie 
zostały w pełni określone. Potencjalnie zaangażow ane w 
kontrolę jakości mogą być białka Prc, Ptr i OmpT, gdyż 
proteoliza zrekom binow anych białek jest znacznie obni
żona w szczepie htr A prc ptr ompT w  stosunku  do szczepu 
niosącego mutację jedynie w genie htr A  [60].
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Proteaza Tsp

Tsp (ang. taił specific protease) (Prc) jest to endoproteaza se
lektywna względem białek eksponujących niepolarne odcin
ki C-końcowe, a zwłaszcza sekwencję: A (lub L)-A (lubY)-A. 
Tego typu sekwencje nie występują naturalnie w  białkach, 
mogą natomiast być do nich dołączone w wyniku działania 
systemu znakującego te polipeptydy, które są produktami 
translacji uszkodzonych mRNA. W tym systemie do końca 
C nieprawidłowego białka są dołączane peptydy zawiera
jące sekwencję A ANDENY AL A A [61], Dojrzałe białko Tsp 
jest polipeptydem składającym się z 660 reszt am inokwa
sowych (75 kDa). W formie natywnej jest ono monomerem 
[62], Centrum katalityczne zawiera Ser430, odpowiedzialną 
za nukleofilowy atak na wiązanie peptydowe, oraz Lys45- i 
Asp+41. Najprawdopodobniej Tsp przeprowadza hydrolizę 
wiązania peptydowego w  oparciu o mechanizm analogiczny 
do opisanego dla LexA i peptydaz sygnałowych typu I [63]. 
Reszty amino kwasowe 217-301 tworzą domenę PDZ, która 
jest odpowiedzialna za wiązanie się z C-końcowymi reszta
mi aminokwasowymi substratu. Ponieważ domena PDZ nie 
kontaktuje się bezpośrednio z centrum katalitycznym, zapro
ponowano dwuetapowy mechanizm proteolizy: (1) substrat 
jest najpierw wiązany przez domenę PDZ, (2) trawienie na
stępuje dopiero wtedy, gdy wiązanie peptydowe substratu 
jest odpowiednio dostępne dla centrum aktywnego [64],

Tsp jest proteazą istotną dla prawidłowego funkcjono
wania komórki bakteryjnej, zwłaszcza w  warunkach streso
wych. Bakterie zm utowane w genie prc nie tworzą kolonii 
na pożywce bogatej w  sól (stres osmotyczny) w  42°C i w 
tych warunkach filamentują. Wykazują ponadto osłabioną 
odpowiedź na stres termiczny i wyciekanie białek z peri- 
plazmy. Tsp jest także wym agane do dojrzewania białka 
wiążącego penicylinę (PB3), polegającego na usuw aniu 11- 
aminokwasowego odcinka z końca C białka [64],

Proteaza Ptr

Ptr (Pi, proteaza III) jest metaloproteazą, wykazującą 
aktywność względem niewielkich polipeptydów (np. insu
liny, glukagonu, fragmentów (3-galaktozydazy). Wyniki ba
dań wskazują, że Prc rozpoznaje także większe białka o nie
naturalnej strukturze, gdyż jest zdolne do degradacji białka 
fuzyjnego (białkoA-p-laktamaza) w układzie in vivo. Usu
nięcie genu ptr nie powoduje wyraźnych zaburzeń wzrostu 
bakterii; funkcja pełniona przez tę proteazę może być więc 
łatwo przejmowana przez inne białko [5].

P ro teaza O m pT

Jest to proteaza błony zewnętrznej, specyficzna w zglę
dem  wiązań peptydow ych łączących dwie reszty am ino
kwasów zasadow ych (np. R-R, R-K). Dokładna funkcja bio
logiczna OmpT nie została poznana, są jednak doniesienia 
wskazujące, że dostęp do centrum  katalitycznego OmpT 
znajduje się od strony pozakom órkowej błony zewnętrznej 
[65]. W związku z tym udział Om pT w periplazmatycz- 
nym systemie kontroli jakości jest dyskusyjny. Uważa się 
raczej, że OmpT jest elem entem  mechanizm u adaptacyjne
go bakterii podczas patogenezy oraz pełni funkcje obronne
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poprzez degradację przeciwbakteryjnych peptydów  (np. 
protaminy) [66].

UWAGI KOŃCOWE

Prawidłowo funkcjonujący pozacytoplazmatyczny system 
kontroli jakości zapewnia bakteriom przeżywalność w stale 
zmieniających się warunkach zewnętrznych, zapewnia zdoby
wanie różnorodnych środowisk, umożliwia wirulencję i wy
tworzenie biofilmu. Mimo tak istotnej roli system ten jest ciągle 
stosunkowo mało poznany. Nadal nie są znane źródła energii 
napędzające reakqe zwijania białek ściany komórkowej lub re
akcje rozwijania białek z agregatów. Dokładne poznanie funk- 
qonowania elementów tego systemu może dopomóc w zro
zumieniu mechanizmów patogenezy i ułatwić opracowanie 
skuteczniejszych sposobów walki ze szkodliwymi bakteriami.
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The extracytoplasmic protein quality control in bacterium  
Escherichia coli; the role of proteases and the folding factors 
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ABSTRACT
The proper functioning of extracytoplasmic proteins requires their correct folding after translocation and reaching a proper destination within  
the cellular envelope. This process is supervised by the folding factors and proteases, which comprise the protein quality control system. The 
coordinated action of its components maintains the proper functioning of the cell under physiological conditions and enables the survival of 
bacteria under stress conditions. In the present work we provide the concise characteristics of the protein quality control system w ithin the 
cellular envelope with the particular emphasize on the role of proteolysis in maintaining the cellular homeostasis.

326 w w w . postepybiochem ii. pi

http://rcin.org.pl

mailto:glonek@biotech.ug.gda.pl


Kilkuletnie starania o pozyskanie środków finansowych z funduszy strukturalnych UE w okre
sie 2004-2006 zakończyły się wielkim sukcesem Centrum Zaawansowanych Technologii 
„Biotechnologii, Informatyki Stosowanej i Medycyny - Kampus Ochota". W ramach pro
jektu Wyposażenie Laboratorium Obrazowania Biologicznego i Medycznego, koordynow
anego przez Instytut Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego, a realizowanego wspól
nie z Akademią Medyczną i Uniwersytetem Warszawskim, zrealizowane zostaną inwestycje 
aparaturowe o wartości ponad 15 milionów złotych. Jest to największy tego typu projekt reali
zowany w ramach SPO WKP 1.4 w Polsce.
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W ramach projektu zostanie m.in. zakupi
ony nowoczesny mikroskop konfokalny 
wyposażony w unikatową technikę STED 
(ang. stimulated emission-depletion) 

(Leica), pozwalającą na obserwacje z 
rozdzielczością 90 nm, tzn. 2.5 raza lepszą 
niż tzw. limit Abbego - wartość od ponad 
100 lat uznawana za nieprzekraczalną. 
Ten przełomowy wynalazek jest dziełem 
niemieckiego naukowca, Prof. Stefana 
Helia, pioniera mikroskopii „superro- 
zdzielczej". Urządzenie, które zosta
nie zakupione przez Instytut Biologii 
Doświadczalnej PAN, jest jednym z 
pierwszych na świecie. Mikroskop będzie 
przystosowany do prowadzenia badań 
przyżyciowych, obrazowania grubych 
preparatów (> 200 pm) oraz badań z zas
tosowaniem technik FRET i FRAP.

W ramach projektu zostaną również zakupione:

zestaw do badań metodą Tomografii Rezonansu Magnetycznego: pierwszy w Polsce system MRI 
wykorzystujący 32-kanałową technologię RF
mikroskop elektronowy transmisyjny z systemem umożliwiającym obrazowanie rozkładu pier
wiastków w preparacie biologicznym
stanowisko umożliwiające archiwizację danych obrazowych w formie cyfrowej oraz zaawansowane 
przetwarzanie informacji wizualnej w rozproszonym systemie gridowym
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