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KILKA SŁÓW OD REDAKTORA

Szanowni Państwo,

Drugi numer „Postępów Biochemii" w tym roku przynosi jak zwykle artykuły z różnych dziedzin, ale na szczególną uwagę zasługuje 
coraz częstsze pojawianie się na łamach naszego kwartalnika prac przeglądowych poświęconych biochemii i biologii molekularnej roślin. 
W tym numerze z tej dziedziny polecam szczególnej Państwa uwadze „Szlaki przekazywania sygnału w reakcji roślin na zranienie" Jadwigi 
Szczegielniak oraz „Kinazy receptorowe roślin" Anny Jakubowskiej, Macieja O strowskiego i Stanisława Kowalczyka. Z prawdziwą przyjem­
nością witam  pojawienie się nowych twarzy w dziale FORUM MŁODYCH BIOCHEMIKÓW, Małgorzaty Beręsewicz, autorki pracy „Białka 
kotwiczące i ich udział w przekazywaniu sygnałów w  zagęszczeniach postsynaptycznych w  ośrodkowym układzie nerwowym" i Takao Ishi- 
kawy, który zapoznaje nas z „Nowymi aspektami badań nad prionem [PS/+] w  drożdżach Saccharomyces cerevisiae". Sądzę też, że z przyjem­
nością przeczytacie Państwo niezmiernie ciekawy artykuł przeglądowy „Białka RasGRP — czynniki aktywujące Ras", autorstwa Mateusza 
Szamałka i Wandy Baer-Dubowskiej oraz pracę z pogranicza dziedzin, „Występowanie oraz funkcja tokochromanoli u roślin, zwierząt i u 
człowieka", której autorami są Renata Szymańska i Jerzy Kruk.

W tym numerze przedstawiamy także nową propozycje dla autorów: przygotowanie cyklu artykułów, którego autorzy pochodzą z jednego 
ośrodka badawczego lub współpracujących ze sobą placówek naukowych, poświęconych jednemu zagadnieniu. Dziś seria pięciu artykułów 
przedstawia rodzinę homologicznych białek wiążących jony wapnia, występujących w  organizmach eukariotycznych, rodzinę aneksyn. Za­
praszamy autorów z innych ośrodków badawczych do podjęcia tej nowej inicjatywy redakcji. Propozycje prosimy kierować na adres poczty 
elektronicznej redaktora naczelnego.

Życząc miłej lektury, jak zwykle ponawiam moją gorącą prośbę o kierowanie Państwa opinii i uwag, które pomagają redakcji w  codzien­
nej pracy nad udoskonalaniem naszego czasopisma, na adres poczty elektronicznej s.pikula@nencki.gov.pl. Dziękuję za uwagę i zapraszam 
do częstego odwiedzania naszej strony internetowej pod adresem w w w.postepybiochem ii.pl.
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90 lat Katedry i Zakładu Biochemii I Wydziału Lekarskiego 
Akademii Medycznej w Warszawie

Profesor dr hab. Anna Barańczyk- 
Kuźma
K ierow nik Katedry i Zakładu Bio­
chem ii, I W ydział Lekarski, Aka­
dem ia M edyczna w  W arszawie  
ul. Banacha 1, 02-097 Warszawa 
e-mail: akuzma@ amwaw.edu.pl

W 2006 roku minęło 90 lat od po­
wstania Katedry i Zakładu Biochemii 
będącej obecnie jednostką I Wydziału 
Lekarskiego Akademii Medycznej w 
Warszawie. Historia Zakładu Bio­
chemii rozpoczyna się w 1916 roku, 
kiedy to na Wydziale Lekarskim Uni­
wersytetu Warszawskiego powołano 
Katedrę i Zakład Chemii Fizjologicz­
nej. Mieszczący się przy Krakowskim 
Przedmieściu 26/28 Zakład został 
zorganizowany przez wybitnego pol­
skiego biochemika — prof. Jakuba Ka­
rola Parnasa (Fot. 1), który przez trzy
lata był jego pierw- _____________
szym kierownikiem.

W początkowym 
okresie prof. Parnas 
wraz z asystentem 
Stanisławem Przy- 
łęckim prowadzili 
wykłady z chemii fi­
zjologicznej dla stu ­
dentów  Wydziału Le­
karskiego, a następnie 
także dla studentów 
W ydziałów Farmacji i 
Weterynarii. W latach 
1919-1927 Zakładem 
kierował prof. Stani­
sław Bądzyński, któ­
ry prow adził wykłady z biochemii i 
chemii farmaceutycznej z elementami 
fizjologii. Pracownikami Zakładu byli 
Stanisław Przyłęcki, Janina Opieńska 
i W acław Giedroyć. Od 1928 do 1939 
roku kierownikiem Zakładu Che­
mii Fizjologicznej był prof. Stanisław 
Przyłęcki, który poza zagadnieniami 
biochemicznymi wykładał również 
wirusologię i chemię analityczną. Do 
w ybuchu drugiej wojny światowej w 
Zakładzie pracowało już 17 osób.

W czasie okupacji nauczanie bio­
chemii odbywało się na tajnym uni­
wersytecie, a skrypt przygotowany 
przez prof. Przyłęckiego został po 
wojnie w ydany jako pierw ­
szy podręcznik z bioche­
mii, z którego przez wiele 
lat korzystali studenci me­
dycyny. Na tajnym uniw er­
sytecie oprócz prof. Przy­
łęckiego wykładali także 
W łodzimierz Niemierko,
Antoni Dmochowski, Jó­
zef Heller (późniejszy kie­
rownik Zakładu) i Ludwik 
Hirszfeld.

W lutym 1945 roku na
Uniwersytecie Warszaw- _______
skim uruchomiono dwa 
pierwsze kursy medycyny. Wykłady 
z chemii fizjologicznej dla studentów

_________  Wydziału Lekarskiego
prowadził Włodzimierz 
Niemierko — po raz pierw­
szy zorganizowano także 
ćwiczenia laboratoryjne. 
W 1946 roku kierownictwo 
Zakładu Chemii Fizjolo­
gicznej objął prof. Piotr 
Wierzchowski (później szy 
kierownik Za­
kładu Chemii 
AM).

Fotografia 3. Prof. Irena Mochnacka

Fotografia 1. Prof. Jakub Karol Parnas.

W roku 
1949 u tw o­
rzono Akade-

------------ mię Lekarską,
którą w 1950 

roku przem ianowano na 
Akademię Medyczną, a 
stanowisko kierownika 
Zakładu Chemii Fizjolo­
gicznej miał objąć Ernest 
Sym, jednak zanim objął 
tę funkcję zginął w  w y­
padku samochodowym.
Od 1951 roku przez po­
nad 10 lat kierownikiem Zakładu był 
prof. Józef Heller (współpracujący 
wcześniej we Lwowie z prof. Parna­

sem), który pełnił tę funkcję do czasu 
objęciu stanowiska dyrektora Insty­
tu tu  Biochemii i Biofizyki Polskiej 
Akademii Nauk. Prof. Józef Heller 
______________ (Fot. 2) odegrał w aż­

ną rolę w  organizo­
w aniu środowiska 
naukowego biochemii 
polskiej i tw orzeniu 
instytucji naukowych. 
Między innymi był 
współtwórcą u tw o ­
rzonego w 1957 roku 
Instytutu Biochemii 
i Biofizyki PAN (a 
także przez ponad  10 
lat jego dyrektorem), 
założycielem i p ierw ­
szym redaktorem  

wydaw anego do dziś 
kwartalnika „Postępy 

Biochemii", członkiem-założycielem 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz­
nego, Polskiego Towarzystwa Fizjo­
logicznego, Europejskiego Tow arzy­
stwa Endokrynologii Porównawczej, 
członkiem Deutsche Akademie der 
Naturforscher und Arzte „Leopoldi- 
na", a także członkiem komitetów re­
dakcyjnych czasopism Life Sciences i 
Molecular and Cellular Biochemistry.

Po prof. Hellerze kie­
rownikiem Zakładu Che­
mii Fizjologicznej została 
jego w ychowanka prof. 
Irena Mochnacka (Fot. 3),

przez 14 lat (od 1962 do 
1975 roku) aż do przej­
ścia na emeryturę. Prof. 
Mochnacka, którą w ie­
lu lekarzy-absolwentów 
Warszawskiej Akademii 
Medycznej wciąż pa ­
mięta, była absolwentką 
Wydziału Lekarskiego 
Uniwersytetu Jana Ka­
zimierza we Lwowie, 
gdzie uzyskała też sto­

pień doktora medycyny. H abilitowa­
ła się w  1950 roku na Wydziale Lekar-
skim Akademii Medycznej we W ro­

Postępy Biochemii 53 (2) 2007 99
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cławiu, skąd w 1953 roku przeniosła 
się do Zakładu Chemii Fizjologicznej 
Akademii Medycznej w  Warszawie. 
Po roku uzyskała tytułu profeso­
ra nadzwyczajnego. Na wykładach 
prof. Mochnackiej, podczas których 
Profesor własnoręcznie pisała na ta­
blicy wzorami omawiane przemiany 
biochemiczne, sala na Krakowskim 
Przedmieściu była zawsze wypełnio­
na. Były to jedne z najlepszych wykła­
dów, a zdanie egzaminu z biochemii 
u prof. Mochnackiej było ogromnym, 
pełnym w rażeń sukcesem.

Prof. Irena M ochnacka wiele cza­
su poświęcała pracy redakcyjnej w 
głów nym  polskim  czasopiśm ie bio­
chem icznym  „Acta Biochimica Po­
lonica" pełniąc funkcję 
sekretarza, a następnie 
redaktora  naczelne­
go. Czasopism o to do 
dziś ma znaczną rangę 
w śród  biochem ików 
(IF 1,863).

W roku 1970, w  wy­
niku zmian organizacyj­
nych w Akademii Me­
dycznej związanych z 
tworzeniem instytutów, 
nazwę Zakładu Chemii 
Fizjologicznej zmienio­
no na Zakład Biochemii 
i włączono do Instytutu Biofarmacji 
Wydziału Farmaceutycznego. Zakład 
Biochemii przeniesiono z terenu Uni­
wersytetu Warszawskiego na Krakow­
skim Przedmieściu do nowo w ybudo­
wanego gmachu Akademii Medycznej 
przy ulicy Banacha 1.

W roku 1975 kierownikiem Za­
kładu Biochemii została doc. Teresa 
Szymczyk-W asiluk (Fot. 4), wieloletni 
pracownik Zakładu. Prof. Szymczyk- 
Wasiluk jako jedna z pierwszych w 
Akademii Medycznej w prow adziła 
egzaminy i spraw dziany testowe, 
najpierw dla studentów  O ddziału 
Stomatologii, a następnie dla s tuden ­
tów W ydziału Lekarskiego. Zespół 
dydaktyczny, pod kierunkiem  prof. 
Szymczyk-Wasiluk, opracował sze­
reg skryptów  ułatwiających studen ­
tom przyswajanie w iedzy bioche­
micznej.

W 1993 roku, w w yniku kolejnych 
zmian w strukturze organizacyjnej 
Uczelni i rozw iązaniu części insty tu ­

tów, Zakład Biochemii powrócił do 
macierzystego W ydziału Lekarskiego 
i został przem ianow any na Katedrę i 
Zakład Biochemii I W ydziału Lekar­
skiego Akademii Medycznej 
w  W arszawie. W roku 1999 
prof. Szymczyk-W asiluk 
przeszła na em eryturę i w 
w yniku konkursu ja zosta­
łam kierownikiem Katedry i 
Zakładu Biochemii.

Pracując w Zakładzie 
Biochemii już jako student­
ka Akademii Medycznej (w 
ramach koła naukowego), 
a następnie na kolejnych 
stanowiskach naukowo- 
dydaktycznych, uzyskałam 

wszystkie stopnie 
naukowe (Fot. 5).
Obecnie w  Zakładzie wraz 
ze m ną pracuje 18 osób 
(Fot. 6), które poza pracą 
naukow ą zajmują się na­
uczaniem biochemii. Uczy­
my studentów  I Wydz. 
Lekarskiego, studentów  
O ddziału Lekarsko-Den- 
tystycznego oraz studen­
tów W ydziału Nauki o 
Zdrowiu (Oddziałów Pie­
lęgniarstwa, Położnictwa, 
Ratownictwa Medycznego, 
Dietetyki). Prowadzim y 

także dw a odrębne kursy biochemii 
w języku angielskim, dla studentów 
zagranicznych studiujących medycy­
nę na II Wydziale Lekarskim AM w 
ramach tzw. English Divisions (kurs 
dw u semestralny dla studentów  II 
roku medycyny i jedno semestralny

dla studentów  I roku). Uczymy na 
studiach dziennych, wieczorowych 
i uzupełniających (tzw. pomosto­
wych). W roku akademickim 2005/06 

prowadziliśm y zajęcia (wy­
kłady, seminaria, ćwiczenia 
laboratoryjne) z biochemii 
dla ponad 1200 studentów, 
realizując ponad 4500 godzin 
dydaktycznych. Od kilku lat 
nasi studenci biorą udział w 
Ogólnopolskim Konkursie 
W iedzy Biochemicznej Stu­
dentów Akademii Medycz­
nych „SUPERHELISA". W 
minionym roku akademic­
kim 3-osobowy zespół naszej 
Uczelni zajął zaszczytne II- 
miejsce, a w  bieżącym roku 
akademickim (w maju) my 
będziemy organizowali ko­

lejny, już IV Konkurs.

Od 2002 roku w naszym Zakła­
dzie prowadzona jest bardzo aktywna 
wymiana studentów i doktorantów 
w ramach kierowanego przeze mnie 
programu CEEPUS (Central European 
Exchange Program for University Stu­
dies). CEEPUS jest partnerem progra­
mu medycznego STUDY OF MEDICAL 
CHEMISTRY koordynatorem którego 
jest Uniwersytet w Zagrzebiu. Głów­
ną formą działalności programu jest 
wymiana pracowników naukowych i 
studentów w celu realizacji wspólnych 
projektów badawczych, wykonywania 
części badań do prac magisterskich i 
doktorskich. Corocznie młodzi pracow­
nicy naszego Zakładu oraz studenci 
pracujący w  kole naukowym wyjeżdża­
ją do Chorwacji czynnie uczestnicząc

Fotografia 6. Zespół naukowy kierowany przez prof. Annę Barańczyk-Kuźmę.

100 www.postepybiochem ii.pl

Fotografia 5. Prof. dr hab. 
Anna Barańczyk-Kuźma.

Fotografia 4. Prof. Teresa Szymczyk- 
Wasiluk.
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w szkole letniej, a także my gościmy u 
siebie profesorów i studentów z uczelni 
partnerskich — ci ostatni, podczas po­
bytów trwających od 1 do 3 miesięcy, 
włączają się do prowadzonych przez 
nas badań. Poza studentami programu 
CEEPUS przyjmujemy także studentów 
przyjeżdżających w  ramach programu 
SOCRATES-ERASMUS, którego dzia­
łalność koordynuję (jako uczelniany 
koordynator) od roku 1998.

Badania naukowe prowadzone w 
Zakładzie dotyczą procesów biotrans- 
formacji w  ośrodkowym układzie ner­
wowym w warunkach fizjologicznych i 
patologicznych (choroby neurodegene- 
racyjne, zatrucia narkotykami, lekami 
psychotropowymi), enzymatycznych

i nieenzyma tycznych układów anty- 
oksydacyjnych w tkankach prawidło­
wych i zmienionych nowotworowo, 
biochemicznych i molekularnych mar­
kerów diagnozowania i monitorowa­
nia procesu nowotworowego, gene­
tycznych i epigenetycznych mechani­
zmów mutagenezy i kancerogenezy 
chemicznej. Badania prowadzone są na 
tkankach ludzkich (z operacji, autopsji), 
szczurzych i mysich (w tym zwierząt 
transgenicznych) oraz na hodowlach 
komórkowych (fibroblasty płuc cho­
mika chińskiego V79, limfocyty ludz­
kie transfekowane wirusem Epsteina- 
Barra). W ramach międzynarodowego 
projektu badawczego zamawianego we 
współpracy z Kliniką Neurologii AM w

Warszawie i Kliniką Neurologii w Ulm 
(Niemcy) założyliśmy stale powiększa­
ny, jedyny w  Polsce bank transfekowa- 
nych limfocytów pacjentów z choroba­
mi neurodegeneracyjnymi (ALS, MSA, 
PSP). Zebrany materiał posłuży do 
badań nad patogenezą tych nieuleczal­
nych obecnie chorób.

Zarówno praca naukowa (aktualnie 
7 asystentów ma otwarte przewody 
doktorskie i prace w  trakcie opraco­
wywania wyników) jak i dydaktyczna 
dostarczają pracownikom Katedry i Za­
kładu Biochemii wiele satysfakcji, tym 
bardziej, że są one bardzo dobrze oce­
niane przez władze Uczelni (liczne na­
grody naukowe i dydaktyczne), a także 
przez studentów (wyniki ankiet).

Do wszystkich członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
KOLEŻANKI, KOLEDZY, SZANOWNI PAŃSTWO,

Polskie Towarzystwo Biochemiczne liczy już sobie prawie 50 lat (powstało w  1958 roku) i tyleż lat ma jego Sta­
tut, który nie był zmieniany od powstania Towarzystwa. Od pewnego czasu w ypow iadane są opinie, iż statut ten 
wym aga zmian i aktualizacji. Takie głosy między innymi dało się słyszeć na ostatnim W alnym Zebraniu PTBioch w 
Lublinie w 2005 roku. W związku z tym, przy Zarządzie Głównym Towarzystwa powołano Komisję Statutową, która 
zaproponowała zmiany w Statucie. Projekt nowego Statutu zamieszczono na stronie internetowej naszego Towarzy­
stwa (www.ptbioch.edu.pl) pod 'linkiem' 'zmiany Statutu'. Apeluję do wszystkich Państwa o zapoznanie się z tym 
projektem i przesłanie swoich uwag lub komentarzy na mój adres (dzugajan@ biol.uni.w roc.pl) do końca sierpnia 
2007 roku. Dla ułatwienia streszczam poniżej dwie najważniejsze zmiany:

1. Członkiem zwyczajnym Towarzystwa może zostać każdy, kto 'jest zainteresowany biochemią lub naukami po­
krewnym i', a nie — jak dotychczas — tylko osoby mające dorobek naukow y w zakresie biochemii lub nauk pokrew­
nych (paragraf 11). Jednocześnie w prow adza się zapis, na mocy którego członkostwo jest ściśle związane z opłace­
niem składki; inaczej mówiąc, ustaje automatycznie z chwilą upływ u terminu, za który składka została opłacona. 
W edług dotychczas obowiązującego statutu Zarząd Główny może skreślić członków zalegających ze składkami dwa 
lata lub dłużej dopiero po dw ukrotnym  upomnieniu.

2. Dotychczasowe Walne Zebranie członków, będące najwyższą w ładzą Towarzystwa, projektuje się zastąpić Ze­
braniem  Delegatów wybieranych przez Oddziały proporcjonalnie do ich liczebności (paragraf 13). Chodzi o to, że 
od wielu już lat w Walnych Zebraniach, odbywających się co trzy lata, bierze udział tylko niewielka liczba członków 
(kilkadziesiąt osób na ponad tysiąc ogółu członków). Uważamy, że instytucja Zebrania Delegatów mogłaby być cia­
łem bardziej reprezentatywnym.

Przedstawiając Państwu te propozycje, gorąco zachęcam wszystkich członków Polskiego Towarzystwa Bioche­
micznego do przesyłania na mój adres, pocztą elektroniczną lub tradycyjną, swoich opinii o nowym  projekcie Statutu 
w  terminie do końca sierpnia br. Projekt, po zapoznaniu się z Państwa głosami, zostanie jeszcze raz przedyskutowany 
przez Komisję Statutową, a następnie przez Zarząd Główny Towarzystwa, po czym zostanie poddany koresponden­
cyjnemu powszechnemu głosowaniu przez ogół członków Towarzystwa. Zarówno projekt jak i tryb jego głosowania 
zamierzamy oczywiście skonsultować z prawnikiem oraz Radą Towarzystw N aukowych przy Polskiej Akademii 
Nauk. Oczekując Państwa wypowiedzi, łączę moje wyrazy szacunku

Przewodniczący Komisji Statutowej
Prof. Andrzej Dżugaj
Zakład Fizjologii Zwierząt IZ UWr.
ul. Z. C ybulskiego 30, 50-205 Wrocław
tel. (48-71) 328-82-46; e-mail: dzugajan@biol.uni.wroc.pl
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W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

Prezes Polskiej A kadem ii Nauk, 
prof. Michał Kleiber, zapowiada  
położenie większego nacisku na ba­
dania w  kluczowych dziedzinach i 
wspieranie karier młodych naukow­
ców. Jego zdaniem  konieczne też będą 
zmiany w strukturach niektórych jed­
nostek badawczych i w  administracji 
PAN. Prof. Kleiber został wybrany 
na prezesa PAN 11 grudnia 2006 r., 
a swoją funkcję zaczął pełnić w 2007 
roku. W edług nowego prezesa PAN, 
polska nauka potrzebuje, w  dziedzi­
nie badań poznawczych, większej 
specjalizacji, ponieważ uczeni w  
naszym kraju nie mogą osiągać suk­
cesów w e wszystkich istniejących 
dziedzinach nauki. Aby specjalizacja 
ta przyniosła jak największe korzyści, 
trzeba — jego zdaniem  — skoncentro­
wać się na dziedzinach, które obecnie 
są najważniejsze dla Polski oraz na 
tych, które najszybciej się rozwijają 
i pogłębiają naszą wiedzę o świecie. 
W edług Prezesa PAN do takich dzie­
dzin należą: nowoczesne — biologia 
molekularna oraz nauka o materia­
łach, biotechnologia i wszystko to co 
się wiąże z rozwojem społeczeństwa 
informacyjnego, czyli informatyka i 
telekomunikacja. Strategiczną dzie­
dziną jest też oczywiście energetyka. 
Jak zaznacza prof. Kleiber, ważne są 
także badania socjologiczne, bowiem 
obecnie zachodzące procesy, takie jak 
mieszanie się kultur lub starzenie się 
społeczeństw, będą wymagały reakcji 
ze strony rządów wielu państw, także 
Polski, a do tego niezbędne są teore­
tyczne podstawy. Dla Polski szcze­
gólnie ważne są dziedziny związane 
z naszą kulturą i tożsamością naro­
dową. Polscy uczeni m uszą np. stale 
badać język polski i historię naszego 
kraju.

Prof. Kleiber planuje utworzenie 
w najbliższych miesiącach Centrum  
Badawczego w ramach PAN, któ­
rego zadaniem  ma być zarządzanie 
działalnością jednostek badawczych 
Akademii i określanie dziedzin nauki, 
w których badania będą dla PAN klu ­
czowe. W jego skład mają wejść człon­
kowie PAN, a także przedstawiciele 
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa 
Wyższego, które finansuje działal­
ność poszczególnych jednostek PAN.

Pierwszym zadaniem  nowo powoła­
nego organu Akademii ma być oce­
na placówek wchodzących w  skład 
PAN, w edług kryteriów ostrzejszych 
niż stosowane przez MNiSW w oce­
nie jednostek badawczych. Jednym z 
kryteriów, w edług których będzie to 
można ocenić, jest m.in. zdolność da­
nej placówki do generowania „mi­
strzów", czyli uczonych wybitnych w 
swojej dziedzinie. Instytut musi po­
siadać też zdolność do współpracy z 
wiodącymi ośrodkami z innych kra­
jów i umiejętność tworzenia szans 
rozwoju dla młodych naukowców. 
To ostatnie jest szczególnie ważne, 
ponieważ w Polsce, podobnie jak w 
innych krajach europejskich, w pla­
cówkach badawczych zatrudnionych 
jest zbyt mało młodych, zdolnych 
naukowców. Prof. Kleiber uważa, że 
nauki nie sposób uprawiać bez mło­
dzieży. Rozwój nauki jest dynamicz­
ny dzięki wykorzystaniu potencjału 
młodych ludzi, charakteryzujących 
się odwagą i brakiem uprzedzeń w 
podejściu do zagadnień. Aby w spo­
móc kariery m łodych ludzi i jedno­
cześnie pozwolić jednostkom nauko­
w ym  wybierać tych najzdolniejszych, 
PAN musi, w edług nowego prezesa, 
nawiązać ściślejszą współpracę z 
uczelniami. Chodzi zwłaszcza o pro ­
wadzenie studiów  doktoranckich. Z 
jednej strony pozwoli to uniwersy­
tetom pozyskać kadrę w ykładow ­
ców, których potrzeba coraz więcej. 
Z drugiej strony — instytuty będą 
mogły włączyć doktorantów w swo­
je prace badawcze i wyłonić spośród 
nich swoich przyszłych pracowni­
ków. Niektóre instytuty, zdaniem 
prof. Kleibera, powinny stawać się 
współwłasnością PAN-u i uczelni. 
W przyszłości mogą nawet zostać 
przez uczelnie wchłonięte. W obrębie 
samej Akademii nowy prezes chce 
integrować niektóre jednostki. Cho­
dzi o to, aby słabsze i mniejsze insty­
tuty mogły zostać włączone w skład 
większych, by dzięki temu korzystać 
z lepszej infrastruktury i możliwości 
współpracy międzynarodowej, co 
podniesie jakość prowadzonych tam 
badań. Pewne jednostki może czekać 
likwidacja pełna lub częściowa, z tym, 
że nie nastąpi to nagle, raczej stopnio­
wo (wg PAP — Nauki w  Polsce).

W ypowiedzi podsekretarza sta­
nu  w  MNiSW, prof. Krzysztofa Ku- 
rzydłowskiego, Prezesa Fundacji na 
Rzecz Nauki Polskiej — prof. Macieja 
Żylicza oraz prof. Michała Kleibera 
podczas spotkania informacyjnego, 
dotyczącego program ów  Europejskiej 
Rady Badań (ERC) oraz możliwości 
pozyskania finansowania na  projek­
ty 7. Program u Ramowego, potw ier­
dziły politykę Prezesa P A N -u  wobec 
m łodych naukowców, przedstaw ioną 
zaraz po podjęciu przez N iego nowej 
funkcji kilka miesięcy wcześniej. Re­
sort nauki poprze wszelkie inicjatywy 
umożliwiające m łodym  polskim na­
ukowcom karierę w  sektorze badań 
i rozwoju oraz zachęci wybitnych 
uczonych z całej Europy do pracy w 
Polsce. Prezes Fundacji na Rzecz N a­
uki Polskiej, prof. Maciej Żylicz, pod­
kreślił, iż należy wykorzystać maksy­
malnie potencjał Europejskiej Rady 
Badań, bowiem jest to szansa, aby 
młodzi naukowcy chcieli realizować 
swoje granty w Polsce i tutaj lokowali 
laboratoria badawcze. W Polsce pra­
cuje wielu młodych naukow ców  (w 
tym ponad 30 tys. słuchaczy studiów 
doktoranckich). W edług prof. Kurzy- 
dłowskiego jest to ważny atu t przy po­
dejmowaniu działań umożliwiających 
tej grupie rozwijanie kariery w kraju, 
nie tylko na polskich uczelniach, ale 
też w innych jednostkach związanych 
z pracami badawczo-rozwojowymi. 
Ilość placówek badawczych m oż­
na zwiększyć, wykorzystując środki 
pozyskiwane z różnych programów 
operacyjnych Unii Europejskiej. Zade­
klarował nagradzanie i promowanie 
instytucji, które wspierają i przyciąga­
ją młodych naukowców do Polski.

Na całość badań w ramach 7. Pro­
gramu Ramowego Komisja Europej­
ska przeznaczyła 54,5 m ld euro (ok. 
osiem mld euro rocznie). Jest to 40 
proc. więcej niż w poprzednim, 6.PR. 
Nowością jest też przywiązanie szcze­
gólnej uwagi w spieraniu miodych 
naukowców oraz w prowadzenie 
program u IDEE, którego celem jest 
finansowanie badań innowacyjnych 
i przełomowych. Na jego realizację 
ERC przeznacza 14 proc. ogólnego 
budżetu  7.PR, czyli ponad jeden mld 
euro rocznie. Ważny jest fakt, że uzy-
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j  skany grant badawczy można prze­
nosić do innego miejsca pracy, ponie­
waż środki przyznaw ane są osobie, a 
nie instytucji. W edług prof. Kleibera 
ta zaleta powoduje, że warto zabie­
gać o zainteresowanie naukowców i 
stwarzać im jak najlepsze w arunki do 
pracy badawczej. O granty w ramach 
7.PR ubiegać się mogą obywatele ze 
wszystkich kontynentów. W arun­
kiem ograniczającym jest wymóg, aby 
miejscem ich pracy docelowej było la­
boratorium na terenie UE.

W 7.PR istnieją dwa typy grantów
— dla m łodych naukowców (1/3 ca­
łego budżetu 7.PR) i dla pozostałych 
uczonych (2/3 budżetu). Każdego 
roku dla każdej z tych grup realizo­
wany będzie jeden konkurs. 45 proc. 
dostępnych środków przypadnie na 
badania z dziedziny nauk ścisłych, 
40 proc. — na nauki o życiu, a pozo­
stałe 15 proc. — na nauki społeczne i 
humanistyczne. Jedna osoba będzie 
mogła realizować maksymalnie jeden 
projekt.

O grant dla młodych naukowców
może ubiegać się osoba, która chce 
pracować na terenie UE, jest samo­
dzielna merytorycznie i uzyskała sto­
pień doktora 2-9 lat wcześniej. ERC 
przyzna im ok. 200 grantów rocznie 
(każdy na pięć lat), za łączną kwotę 
ponad 300 min euro. Z danych sza­
cunkowych wynika, że Polsce może 
zostać od kilkunastu do 20 grantów. 
Ideą systemu konkursów jest nie 
masowość finansowania nauki, ale 
wspieranie badań najwybitniejszych. 
Szczegółowe informacje na temat 7.PR 
i w arunków  ubiegania się o granty 
badawcze można znaleźć na stronie 
internetowej: h ttp ://e rc .eu ropa .eu

Europejska Rada Naukowa (ERC) 
rozpoczęła działalność w lutym 2007 
r. w  Berlinie. W jej skład wchodzi 22 
członków, przedstawicieli państw 
członkowskich i stowarzyszonych. 
Jest w śród nich wielu noblistów i 
laureatów innych prestiżowych na­
gród. Ośmiu reprezentuje nauki ści­
słe i technologiczne, siedmiu nauki o 
życiu, a pięciu nauki humanistyczne 
i społeczne. Przewodniczącym Rady 
jest grecki uczony — Fotis Kalatos, a 
jedynym zasiadającym w niej Pola­
kiem — prof. Michał Kleiber, prezes 
Polskiej Akademii Nauk. ERB ma być 
niezależnym  ciałem eksperckim dba­

jącym o to, aby rozwój badań w Euro­
pie przebiegał zgodnie z wymogami 
naukowej doskonałości (PAP — N a­
uka w Polsce, kwiecień 2007).

Prozdrowotne walory polskich 
produktów pasiecznych przedsta­
wiają naukowcy z Zakładu Bioche­
mii Akademii Rolniczej w  Krakowie: 
prof. Henryk Kołoczek i adiunkci 
dr Paweł Kaszycki oraz Adam Świ­
derski. Są to wyniki kompleksowych 
badań nad wartością odżywczą i 
leczniczą miodu, pyłku pszczelego 
kwiatowego oraz pierzgi, prow adzo­
ne w  Zakładzie Biochemii Akademii 
Rolniczej w  Krakowie we współpra­
cy ze Zrzeszeniem Pszczelarzy „Api- 
pol", realizowane od 2005 roku przy 
wsparciu finansowym budżetu pań­
stwa i Komisji Europejskiej. W trzech 
kolejnych minirozdziałach, badacze 
wykazują, że zarówno bogate w prze- 
ciwutleniacze miody, jak i pyłek oraz 
pierzga są źródłem aktywnych biolo­
gicznie substancji i powinny służyć 
do produkcji nowoczesnych prepara­
tów, stosowanych w diecie człowieka 
zgodnie z zasadami tzw. żywienia te­
rapeutycznego.

Analizy prowadzono z zastoso­
waniem specjalistycznej aparatury i 
nowoczesnych metod badawczych: 
chromatografii wysoko- (HPLC) i 
średniociśnieniowej (FPLC), technik 
elektroforetycznych, spektroskopii 
UV/VIS oraz chromatografii gazowej 
sprzęgniętej ze spektrometrią mas 
(GC/MS). Metodę elektronowego re­
zonansu paramagnetycznego (EPR, 
w unikatowej wersji pomiarowej tzw. 
L-band EPR) wykorzystano do okre­
ślenia własności przeciwutleniających 
aktywnych biologicznie związków, 
poprzez bezpośrednie obserwacje 
zdolności zmiatania stabilnych wol­
nych rodników.

Badania przeciwutleniaczy w pol­
skich miodach nektarowych. Znacz­
ną część swych zdrowotnych wła­
sności m iód zawdzięcza obecności 
przeciwutleniaczy — substancji prze­
ciwdziałających szkodliwym wolno- 
rodnikow ym  reakcjom utleniania. W 
badaniach ogólnych własności prze­
ciwutleniających analizowano, w w a­
runkach in vitro, zdolności do zm iata­
nia wolnych rodników przez polskie 
nektarowe miody odmianowe: aka­
cjowy, gryczany, lipowy, rzepakowy,

wielokwiatowy i wrzosowy. Szcze­
gólnie wysokie aktywności wykazano 
dla miodu gryczanego i wrzosowego 
(Ryc. 1). W iadomo jest, że wiele spo-

Rycina 1. Aktywności antyoksydacyjne odmiano­
wych miodów polskich. Od lewej: miód rzepako­
wy, lipowy, akacjowy, wielokwiatowy, wrzosowy, 
gryczany.

śród związków fenolowych, takich 
jak: kwercetyna, kempferol, apige- 
nina z grupy flawonoidów, czy też 
kwasów fenylopropenowych: kawo­
wego, chlorogenowego i ferulowego, 
przejawia silne aktywności przeciw- 
utleniające. Stosując analizy HPLC, w 
badanych m iodach oznaczano prze- 
ciwutleniacze fenolowe. Wymienione 
miody — gryczany i wrzosowy, a tak­
że lipowy, wyróżniały się pod wzglę­
dem  wysokiej zawartości kwasu chlo­
rogenowego i ferulowego (Ryc. 2).

Rycina 2. Antyoksydanty fenolowe w polskich 
miodach nektarowych.

Obecnie trwają prace nad identy­
fikacją szeregu innych przeciwutle­
niaczy we frakcjach wydzielonych 
z poszczególnych odm ian miodów. 
W toku badań stwierdzono bowiem, 
że działanie przeciwutleniające w y­
kazują również inne obecne w  mio­
dach substancje o różnej polarności, 
rozpuszczalności i właściwościach 
chemicznych. Dotyczy to, m.in. frak­
cji białkowej. Białka to ważne i biolo­
gicznie aktywne składniki miodów, 
odpowiedzialne m.in. za cenne w ła­
ściwości przeciwbakteryjne, enzym a­
tyczne i przeciwzapalne. Miód gry­
czany wyróżniał się szczególnie dużą
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zawartością białka oraz aktywnością 
przeciwutleniającą tej frakcji. W ana­
lizach elektroforetycznych wykazano 
dużą — w porównaniu z pozostały­
mi miodami — ilość białek niskoczą- 
steczkowych, być może z grupy cyto- 
chromów, które mogą przyczyniać się 
do szczególnej aktywności przeciwu- 
tleniającej tego miodu. Ta interesująca 
frakcja białkowa jest również obecnie 
badana przez nasz Zespół.

Polskie miody słyną z wysokiej ja­
kości i mnogości odmian. Ich wartość 
lecznicza i walory dietetyczne zależą 
głównie od gatunku rośliny, z której 
pszczoły zebrały nektar. Miody szcze­
gólnie bogate w  przeciwutleniacze 
mogą być pomocne w profilaktyce 
chorób nowotworowych i krążenia, a 
także przydatne w ham ow aniu wol- 
norodnikowych procesów starzenia.

Badania przeciwutleniaczy umożli­
wią w  przyszłości pełniejszą standary­
zację m iodów pod względem  cennych 
dla człowieka związków czynnych 
biologicznie oraz pozwolą wskazać 
miody o szczególnie wartościowych 
cechach prozdrowotnych. Przyczynią 
się też zatem do zwiększenia konku­
rencyjności miodów polskich na ryn­
kach Unii Europejskiej i całego świata 
(autorzy: Paweł Kaszycki, Henryk 
Kołoczek).

Pyłek pszczeli kwiatowy i pierzga 
— wartościowe składniki naturalnej 
diety ukierunkowanej terapeutycz­
nie. Pyłek pszczeli kwiatowy (Ryc. 3)

Rycina 3. Mikroskopowy obraz pyłku pszczelego 
kwiatowego (pow. ok. 100x).

jest mieszaniną obnóży pyłkowych o 
składzie, zabarwieniu oraz zawarto­
ści substancji aktywnych, zależnych 
od rodzaju pożytku pszczelego (czy­
li dostępnego dla pszczół pokarmu). 
Jest to produkt niezwykle odżywczy, 
stanowiący cenny materiał energe­

tyczny (bogaty skład węglowodanów, 
białek i lipidów) i źródło błonnika po­
karmowego. Szerokie zastosowanie w 
medycynie ludowej i klasycznej wią­
że się z wysoką zawartością czynnych 
biologicznie związków: glikozydów, 
fenoli, karotenoidów, tokoferoli, fito- 
steroli, jak również: aminokwasów, 
makro- i mikroelementów oraz w i­
tamin i enzymów. Pszczoły, dodając 
wydzielinę gruczołów ślinowych do 
pyłku, przetwarzają go w zapas po­
karm owy — pierzgę, która jest trwal­
sza i lepiej przyswajalna w wyniku 
przem ian biochemicznych podczas 
beztlenowej fermentacji mlekowej.

W Zakładzie Biochemii AR w 
Krakowie analizow ano skład, w ła­
sności i w artość odżyw czą pyłku 
pszczelego i pierzgi, określając ich 
przydatność jako dodatków  w spo ­
m agających leczenie. Badano pyłek 
odm ianow y (pożytek rzepakow y) 
oraz dw ie próby pyłku mieszanego, 
pozyskanego z k ilkunastu  g a tun ­
ków  roślin, różniące się proporcjam i 
poszczególnych składników  (próby 
te zaw ierały m.in. pyłek zebrany z: 
jabłoni, śliwy, rzepaku , koniczyny, 
ostrożenia, m niszka oraz pięciorni­
ka). Pierzgę natu ra lną  porów nyw a­
no natom iast z p repara tem  o trzym a­
nym  w laboratorium  (tzw. pierzga 
in vitro), w ytw orzonym  w edług  
specjalnie opracow anej technologii 
kontrolow anej fermentacji.

W badaniach wszystkich prób 
charakteryzowano frakcje wzbogaco­
ne w różnorodne czynne substancje 
(m.in. cukry, białka, witaminy, gliko­
zydy, fenole i flawonoidy, karoteno- 
idy, kwasy tłuszczowe, fitosterole), 
uzyskane w wyniku ekstrakcji roz­
puszczalnikami o różnej polarności. 
W ykazano między innymi wysokie, 
porównywalne z w zorcowymi wycią­
gami z herbaty zielonej, aktywności 
przeciwutleniające (Ryc. 4), istotnie 
podnoszące prozdrow otną wartość 
preparatów.

W ykonane badania potwierdziły, 
że pyłek pszczeli i pierzga są źró­
dłem unikatowego zestawu biolo­
gicznie aktywnych substancji, łatwo 
przyswajalnych i występujących w 
szczególnie korzystnych proporcjach. 
Produkty te mogą zatem  służyć jako 
dodatki do diety, jak również być nie­
zwykle cennym surowcem farmaceu-

Rycina 4. Aktywność antyoksydacyjna pyłków, 
pierzgi i zielonej herbaty.

tycznym (autorzy: Paweł Kaszycki, 
Henryk Kołoczek).

Ziołomiód brokułowy — natural­
ny przeciwnowotworowy produkt 
leczniczy. Ziołomiody, obok innych 
produktów  pasiecznych, mogą być 
cennymi składnikami diety prozdro ­
wotnej. W Zakładzie Biochemii AR 
w Krakowie, we współpracy z Przed­
siębiorstwem Pszczelarskim „Apipol 
— Kraków", prow adzono badania 
nad opracowaniem  biotechnologii 
produkcji ziołomiodu wzbogaconego 
w sulforafan — aktywny biologicz­
nie składnik pochodzący z brokułów  
(Ryc. 5).

Rycina 5. Wzór chemiczny sulforafanu.

Soki w arzyw  z grupy roślin krzy­
żowych są szczególnie bogate w glu- 
kozynolany — związki glikozydowe, 
zawierające w  cząsteczce atom siarki. 
Produkty metabolicznych przemian 
glukozynolanów, jak np. glukorafa- 
niny, wykazują działanie lecznicze, 
przeciwdziałając rozwojowi nowo­
tworów. Hydroliza glukozynolanów 
z udziałem enzym u mirozynazy (tio- 
glukozydaza, EC 3.2.3.1) prowadzi 
do powstania biologicznie czynnych 
pochodnych izotiocyjanianowych. 
W przypadku glukorafaniny jednym 
z produktów  jest sulforafan. Postu­
lowane chemoprotekcyjne działanie 
sulforafanu jest wynikiem indukcji 
enzymów uczestniczących w  szlakach 
metabolizmu kancerogenów.

Ziołomiody są naturalnym i pro ­
duktam i spożywczymi, powstały­
mi w  wyniku przetworzenia przez 
pszczoły wziątków, będących w y­

□  zielona herbata □  pyłek mieszany 

■  pyłek mieszany 2 @ pyłek rzepakowy 

O pierzga in vitro Q pierzga
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ciągami roślinnymi w  syropie sacha- 
rozowym. Zazwyczaj tzw. wziątek 
pszczeli to pożytek przynoszony do 
ula przez pszczoły; w  tym przypad ­
ku podaje się pszczołom surowiec w 
postaci wcześniej przygotowanych 
ekstraktów.

Prace badawcze obejmowały opty­
malizację enzymatycznej hydrolizy 
glukorafaniny w soku z brokułów, 
opracowanie w arunków  ekstrakcji 
sulforafanu, przygotowanie wziątku 
i wreszcie — efektywny transfer sul­
forafanu do ziołomiodu. Pszczoły, 
traktując uzyskaną pożywkę broku- 
łową jako wziątek, w prow adzały go 
do wola i wzbogacały w szereg wła­
snych czynników (enzymy, horm o­
ny), po czym produkt zagęszczały do 
konsystencji m iodu i pokrywały w ar­
stwą wosku. Zastosowana receptura 
ekstrakcji sulforafanu gwarantowała 
jego aktywność i trwałość chemiczną, 
a podawane dawki były fizjologicznie 
bezpieczne, to znaczy nie stwarzały 
jakiegokolwiek zagrożenia pojawie­
nia się objawów nadm iaru związków 
siarki. O trzym any ziołomiód (Ryc. 6) 
był pełnowartościowym produktem  
spożywczym, zawierającym sulfora- 
fan w stężeniu warunkującym jego 
aktywność biologiczną (1.2 pM) (au­
torzy: Henryk Kołoczek, Paweł Ka­
szycki, Adam Świderski).

Rycina 6. Brokuł (Brassica oleracea var. cymosa). Z 
lewej — próbka ziołomiodu brokułowego.

Uszkodzenia D NA mają wpływ  
na powstawanie nowotworów. Pol­
scy naukowcy wykazali, że zaburze­
nie współdziałania dwóch enzymów 
odpowiedzialnych za napraw ę DNA 
jest istotne w  procesie rozwoju no­
wotworu. Badania nad rolą stresu 
oksydacyjnego w mutagenezie i ra- 
kowaceniu komórek płuc prowadził 
prof. Jarosław Kuśmierek, kierow­
nik Zakładu Biologii Molekularnej 
Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN

w Warszawie. Profesora wyróżniono 
Nagrodą Wydziału Nauk Biologicz­
nych PAN. Wyniki badań, uzyskane 
we współpracy z zespołami prof. Bar­
bary Tudek z Instytutu Biochemii i 
Biofizyki i prof. Ryszarda Olińskiego 
z Collegium Medicum w Bydgoszczy, 
zostały opublikowane w prestiżowym 
amerykańskim piśmie „Journal of the 
National Cancer Institute". W w yw ia­
dzie dla PAP-u prof. Kuśmierek sze­
roko przedstawił tezy badań i wyniki 
prac. W każdym  żywym  organizmie 
tlenowym, jako uboczny produkt 
metabolizmu, powstają niezwykle 
aktywne cząsteczki — reaktywne for­
my tlenu (RFT). Należą do nich wolne 
rodniki tlenowe, odpowiadające m.in. 
za procesy starzenia się organizmu, 
liczne choroby i powstawanie zmian 
nowotworowych. Każda komórka po ­
siada też system obrony przeciw RFT. 
Składają się na niego związki prze- 
ciwutleniające (antyoksydanty) oraz 
specjalistyczne enzymy naprawcze. 
W spraw nym  organizmie istnieje stan 
równowagi pomiędzy powstawaniem  
reaktywnych form tlenu a działaniem 
systemów ochronnych. Czasami rów ­
nowaga ta może ulec przesunięciu w 
stronę wzmożonej produkcji RFT i 
dochodzi wówczas do powstania tzw. 
stresu oksydacyjnego — przyczyny 
poważnych zaburzeń w metabolizmie 
komórkowym. Reaktywne formy tle­
nu wchodzą wówczas w reakcje che­
miczne ze składnikami komórki, nisz­
cząc białka, błony komórkowe i DNA. 
Uszkodzenia DNA prow adzą nato­
miast do mutacji, a te leżą u podłoża 
procesów nowotworowych. Rodniki 
tlenowe chętnie łączą się z podstaw o­
wymi składnikami nici DNA - zasada­
mi azotowymi. Dochodzi wówczas do 
uszkodzenia zasad. Jednym z ich pro ­
duktów  jest 8-oksoguanina (8-oksoG), 
powstała w  wyniku przemiany w gu- 
aninie (G). 8-oksoguanina ma wysoce 
m utagenny charakter. Sprzyja po ­
wstaw aniu błędów podczas procesu 
podziału komórki i tworzenia potom ­
nej nici DNA. Jeżeli błędy te nie zosta­
ną skorygowane przez specjalistycz­
ne enzymy naprawcze, dochodzi do 
mutacji, które z kolei są główną przy ­
czyną nowotworów. Szacuje się, że w 
ludzkim  DNA na każdy milion zasad 
występuje ok. dziesięciu 8-oksoG, co 
oznacza, że przeciętna komórka za­
wiera ok. 104 reszt 8-oksoG. Uszko­
dzenia oksydacyjne DNA podlegają

intensywnej naprawie przez szereg 
wyspecjalizowanych enzymów. Klu­
czowe są dw a enzymy: hOGGl (8- 
oksoguanino-glikozylaza) i hM THl 
(8-okso-dGTPaza). Rolą hO G G l jest 
wycinanie 8-oksoG obecnej w  DNA, 
natomiast hM THl eliminuje uszko­
dzone prekursory DNA zawierające 
8-oksoG i tym samym nie dopuszcza 
do w budow yw ania 8-oksoG do nowo 
powstającej nici DNA. Wykazanie 
kluczowej roli hM TH l w utrzym a­
niu integralności struktury DNA w 
komórkach ludzkich było najważniej­
szym wynikiem badań zespołu prof. 
Kuśmierka i grup współpracujących. 
W pracy eksperymentalnej porów na­
no w pływ  aktywności tych enzymów 
na poziom 8-oksoG w DNA tkanki 
now otw oru płuca i tkanki zdrowej. 
Okazało się, że w  tej pierwszej aktyw­
ność hOGGl jest zmniejszona, nato­
miast hM TH l zwiększona.

Różnica ta może być spow odow a­
na odmienną regulacją tworzenia tych 
enzymów w komórkach zdrowych 
i zmienionych nowotworowo lub 
późniejszych oddziaływań z innymi 
składnikami szlaków napraw y DNA. 
Istnieje także możliwość, że zmiana 
aktywności jest wynikiem modyfi­
kacji ich struktury przez produkty 
stresu oksydacyjnego, czyli właśnie 
reaktywne formy tlenu. Niektóre z 
tych możliwości badane są nadal w 
pracowniach IBB PAN w W arsza­
wie oraz w  CM AM w Bydgoszczy. 
Naukowcy mają nadzieję, iż poznając 
czynniki wpływające na aktywność 
hOGGl i hM TH l, być może uda się 
im zaprojektować jakieś substancje, 
które zwiększą ich aktywność, a przez 
to obniżą poziom uszkodzeń oksyda­
cyjnych. Jak na razie zalecana jest die­
ta bogata w przeciwutleniacze (dużo 
jarzyn i owoców), zobojętniająca re­
aktywne formy tlenu, a tym samym 
ograniczająca prawdopodobieństwo 
uszkodzeń DNA i powstawania m u ­
tacji inicjujących proces nowotworo- 
wy (wg PAP — N auka w Polsce).

M odelowanie energetyki komór­
ki mięśnia szkieletowego i serca. Dr 
hab. Bernard Korzeniewski z Zakła­
du  Biofizyki Wydziału Biotechnologii 
Uniwersytetu Jagiellońskiego i prof. 
Jerzy Żołądź z krakowskiej Akademii 
W ychowania Fizycznego otrzymali 
nagrodę zespołową II W ydziału Pol­
skiej Akademii N auk za cykl prac do­
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tyczący „teoretycznych badań regula­
cji procesu fosforylacji oksydacyjnej i 
glikozy w mięśniu szkieletowym oraz 
sercu". Naukowcy opracowali model 
kom puterowy umożliwiający zrozu­
mienie złożonych procesów energe­
tycznych, zachodzących w tych orga­
nach, np. w czasie treningu. Poniżej 
przedstawiam  omówienie tez i w yni­
ków nagrodzonych badań, autorstwa 
dr hab. Bernarda Korzeniewskiego.

Sama znajomość schematu prze­
biegu jakiegoś szlaku metaboliczne­
go lub zespołu takich szlaków (czyli 
składających się nań metabolitów, en­
zymów i reakcji biochemicznych) nie 
wystarczy do pełnego, ilościowego 
zrozumienia jego regulacji. Regulacja 
ta ma szczególne znaczenie w  przy­
padku zewnętrznego zaburzenia roz­
ważanego układu biochemicznego. 
Jednym z najważniejszych układów 
biochemicznych w komórce zwierzę­
cej jest zespół szlaków metabolicznych 
prowadzących do produkcji energii w 
postaci ATP w wyniku utleniania sub­
stratów takich jak cukry lub tłuszcze. 
W warunkach fizjologicznych w ko­
mórkach ssaków głównym procesem 
dostarczającym ATP jest fosforylacja 
oksydacyjna w mitochondriach. Regu­
lacja tego szlaku metabolicznego ma 
szczególne znaczenie w takich tkan­
kach jak: mięsień szkieletowy, gdzie 
zmiany w zapotrzebowaniu na ATP 
są największe, oraz mięsień sercowy, 
gdzie musi być zachowana możliwie 
duża homeostaza ze względu na klu­
czową rolę serca dla funkcjonowania 
organizmu. Najczęstszym (i mającym 
największe znaczenie fizjologiczne) 
zaburzeniem układu fosforylacji oksy­
dacyjnej w mięśniu jest przejście od 
spoczynku do intensywnego wysiłku 
w  mięśniu szkieletowym (kiedy zapo­
trzebowanie na ATP może wzrosnąć 
ponad 100-krotnie) oraz zwiększenie 
intensywności pracy wykonywanej 
przez serce. Zwiększone zużycie ATP 
związane jest ze spotęgowaniem pra­
cy mechanicznej oraz transportu jo­
nów wapnia w  komórce mięśniowej.

Zbudowany przez Korzeniewskie­
go i współpracowników (Mazat, Żo- 
łądź, Noma, Matsuoka, Liguziński) 
model układu energetycznego, a w 
szczególności fosforylacji oksydacyj­
nej, w komórkach mięśnia szkiele­
towego i serca jest kom puterowym  
modelem dynamicznym (to znaczy

uwzględniającym zachowanie się 
układu w czasie). Każda reakcja enzy­
matyczna, proces lub blok metabolicz­
ny uwzględniony explicite w modelu, 
opisany jest przy pomocy równania 
kinetycznego wyrażającego zależność 
szybkości danej reakcji od stężeń sub­
stratów, produktów  i zewnętrznych 
aktyw atorów /  inhibitorów. Szybkości 
zmian stężeń metabolitów wyrażone 
są z kolei jako układ rów nań różnicz­
kowych. Model został wszechstronnie 
przetestowany poprzez porównanie 
wyników symulacji kom puterowych 
z danym i eksperymentalnymi.

Jednym z najważniejszych w yni­
ków teoretycznych osiągniętych przy 
pomocy modelu było zaproponow a­
nie nowego mechanizmu regulacji 
fosforylacji oksydacyjnej w  mięśniu 
szkieletowym i sercu. Od dziesiątków 
lat wiadomo, że na poziomie mole­
kularnym  skurcz mięśnia, czyli prze­
suwanie się wobec siebie (napędza­
ne przez hydrolizę ATP) filamentów 
aktyny i miozyny, spow odow any jest 
uwolnieniem jonów wapnia z cystern 
siateczki sarkoplazmatycznej do cy- 
toplazmy. Nieco później odkryto, że 
jony te aktywują także trzy enzymy 
cyklu Krebsa. Otóż symulacje kom ­
puterow e pokazały, że jedynie bezpo­
średnia aktywacja wielu (lub nawet 
wszystkich) kompleksów fosforylacji 
oksydacyjnej jest w  stanie wyjaśnić 
szeroką gamę danych doświadczal­
nych zgromadzonych w  literaturze, 
a w szczególności w zględną stałość 
stężeń metabolitów przy wzroście 
intensywności pracy i hydrolizy ATP 
— jest to tak zwany "parallel-activa- 
tion mechanism" lub "each-step-ac- 
tivation mechanism". Model jest w 
stanie opisać także zachowanie się 
fosforylacji oksydacyjnej przy innych 
zaburzeniach tego układu, na przy­
kład podczas niskiego stężenia tlenu 
(hypoksja), spowodowanego ograni­
czonym dopływem  krwi (ischemia).

Oczywiście dokładne, ilościowe 
poznanie funkcjonowania układu w 
ramach nauk podstawowych stano­
wi konieczny etap poprzedzający ja­
kiekolwiek zastosowania praktyczne. 
Model fosforylacji oksydacyjnej w  mi­
tochondriach komórek mięśniowych 
został już użyty do teoretycznego ba­
dania genezy chorób mitochondrial- 
nych. Jego potencjalne możliwości są 
jednak znacznie większe. Byłby on

przydatny zarówno w  medycynie, na 
przykład przy zapobieganiu zawałom 
serca oraz łagodzeniu ich skutków, w 
fizjologii wysiłku fizycznego, przy 
planowaniu odpowiednich metod tre­
ningu mającego polepszyć osiągnięcia 
sportowe, a także przy rehabilitacji po 
urazach.

Nagroda Kartezjusza w  dzie­
dzinie badań. Na początku marca 
b.r., podczas ceremonii w  Brukseli, 
trzy projekty badawcze finansowa­
ne przez Komisję Europejską zostały 
uhonorow ane nagrodą Kartezjusza w 
dziedzinie badań, o łącznej wysokości 
1 miliona euro. W jednym  z nich, do­
tyczącym stereoskopowych systemów 
wysokich energii, uczestniczą polscy 
naukowcy — prof. Michał Ostrowski 
z Uniwersytetu Jagiellońskiego oraz 
dr Bronisław Rudak z Centrum Astro­
nomicznego im. M. Kopernika PAN 
w  Warszawie. W skład zespołu wcho­
dzą ponadto profesorowie/doktorzy: 
Tomasz Bulik, Jarosław Dyks, Rafał 
Moderski i Marek Sikora z CAMK 
oraz Łukasz Stawarz z UJ.

System Stereoskopowy Wysokich 
Energii (High Energy Stereoscopic 
System, HESS) to zespół czterech 
teleskopów, który zrewolucjonizo­
wał dotychczasowe metody obser­
wacji astronomicznej i przyczynił 
się do poszerzenia wiedzy o Drodze 
Mlecznej i Wszechświecie. Umożli­
wia przestrzenną obserwację lawiny 
cząstek i pozwala określać energię 
oraz kierunek kosmicznych promieni 
gam m a (fotonów o energiach 100 mld 
razy większych niż światło widzial- 
ne).Wsparcie techniczne działaniom 
całego polskiego zespołu zapewnia 
Centrum  Badań Kosmicznych PAN 
w Warszawie. Europejskie obserwa­
torium  HESS ulokowane jest w Na­
mibii.

W dwóch innych nagrodzonych 
projektach nie ma Polaków. W ra­
mach projektu Hydrosol opracowano 
m etodę uzyskiwania wodoru poprzez 
rozkład w ody z wykorzystaniem 
energii słonecznej, co mogłoby przy­
czynić się do przyjaznej środowisku 
produkcji w odoru na potrzeby pozy­
skania energii. Trzeci projekt, APOP- 
TOSIS, znacznie przyczynił się do na­
szego zrozumienia zaprogramowanej 
śmierci komórki, umożliwiając osią­
ganie dalszych postępów w leczeniu
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nowotworów i AIDS. Nagrody w rę­
czono podczas ceremonii w Brukseli, 
w  obecności niemieckiej minister ds. 
edukacji i badań, dr Annette Schawan 
i europejskiego komisarza ds. badań 
naukowych i rozwoju, dr Janeza Poto- 
ćnika. Ceremonia ta zbiegła się w cza­
sie z uroczystościami z okazji 50-lecia 

badań naukowych w UE.

Do finału zakwalifikowano rów ­
nież pięć innych projektów: NEMABS 
(uzyskanie jasnego obrazu cząsteczek 
poprzez ich barwienie); QGATES 
(stosowanie mechaniki kwantowej w 
przetwarzaniu informacji); T AMR AM 
(pamięć operacyjna wykorzystująca 
technologię zapisu magnetycznego); 
DYNAQPRIM (dynamika białek w ją­
drze komórki) oraz GLOBALIFE (dro­
gi życiowe w procesie globalizacji).

Unijna nagroda Kartezjusza w
dziedzinie badań jest przyznawana 
zespołom naukowców od 2000 roku 
za wybitne osiągnięcia naukowe lub 
techniczne odniesione dzięki między­
narodow ym  badaniom we wszystkich 
dziedzinach naukowych, łącznie z na­
ukami społecznymi, hum anistyczny­
mi i ekonomicznymi. Nagrodę przy­
znaje jury, któremu przewodniczy 
pani Claudie Haignere, była minister 
Francji ds. UE i astronautka Europej­
skiej Agencji Kosmicznej. Jury skła­
da się z 22 wybitnych naukowców z 
11 państw członkowskich UE oraz z: 
Brazylii, Maroka, Rosji i Turcji, zajmu­
jących się szerokim wachlarzem dzie­
dzin naukowych.

Tegoroczni laureaci zostali wybrani 
spośród 13 nominowanych, których z 

kolei wybrano spośród 66 zgłoszeń. 
Od 2004 roku nagroda przyznawana 
jest także w dziedzinie popularyzacji 
nauki. Jej zadaniem  jest prom ow a­
nie badań europejskich, stymulowa­
nie wzrostu zainteresowania społe­
czeństw wynikami naukowym i oraz 
zachęcanie młodych ludzi do kariery 
naukowej (wg PAP — Nauki w Polsce 
i w itryny Obserwatorium Astrono­
micznego UJ).

W num erze 2. „Postępów Bioche­
mii" z 2007 roku informowałam o w y­
różnieniu prof. Haliny Abramczyk — 
kierującej dotychczas Laboratorium 
Laserowej Spektroskopii Molekular­
nej (LLSM) M iędzyresortowego Insty­

tu tu  Techniki Radiacyjnej Politechniki 
Łódzkiej — prestiżowym grantem UE, 
czyli Katedrą Marii Curie w w iodą­
cym centrum  laserowym w Europie, 
tj. w  Max Born Institute for Nonlinear 
Optics and Short Pulse Spectroscopy 
(MBI) w Berlinie. Instytutowi temu 
Unia Europejska powierzyła koordy­
nowanie prac konsorcjum laserowego 
LASERLAB EUROPA, składającego 
się z 17 europejskich centrów lasero­
wych w dziewięciu krajach. Poniżej 
rozszerzam informację o dotychcza­
sowych osiągnięciach macierzystego 
Zakładu Pani Profesor.

Laboratorium Laserowej Spek­
troskopii Molekularnej Politechniki 
Łódzkiej kontynuuje obiecujące bada­
nia nad nowoczesną techniką diagno­
styczną metodą światła rozproszone­
go Ramana. Chodzi o wykrywanie 
wczesnych zmian nowotworowych 
in vivo, w  tkankach człowieka. Bada­
nia realizowane są we współpracy z 
Oddziałem  Chirurgii Onkologicznej 
Wojewódzkiego Szpitala Specjali­
stycznego im. M. Kopernika w Łodzi, 
I Szpitalem Miejskim im. dr E. Son- 
nenberga w Łodzi oraz z Publicznym 
Ośrodkiem Zdrowia w Andrespolu 
pod Łodzią. Badania tego typu nale­
żą do najbardziej „gorących" i obie­
cujących technik diagnostycznych i 
zabiegowych. Zmierzają one bowiem 
ku zastąpieniu inwazyjnej analizy 
histopatologicznej zmienionej choro­
bowo tkanki metodą nieinwazyjną, a 
polegającą na badaniu tkanki in situ 
w czasie realnym, tj. w  trakcie ru tyno­
wego badania lekarskiego. Można to 
osiągnąć za pomocą technik optycz­
nych, takich właśnie jak spektrosko­
pia Ramana, wykorzystując optykę 
światłowodową sprzężoną ze spek­
trometrem i detektorem.

Laboratorium Laserowej Spek­
troskopii Molekularnej Politechniki 
Łódzkiej dysponuje unikatowymi w 
kraju układam i laserowymi, w szcze­
gólności fem tosekundowym  układem 
laserowym i układem  laserowym do 
pom iarów światła rozproszonego m e­
todą Ramana. Tym samym zalicza się 
do bardzo wąskiej grupy najnowocze­
śniejszych laboratoriów laserowych 
w Polsce. Współpracuje z laboratoria­
mi zagranicznymi Francji, Niemiec i 
USA, a jako placówka wchodząca w 
skład Międzyuczelnianego Labora­
torium Środowiskowego, udostęp ­

nia łódzkim chemikom nowoczesną 
i unikatową aparaturę badawczą. 
Choć projekty badawcze dotyczące 
zastosowania spektroskopii Ramana 
w  diagnostyce medycznej in vivo nie 
są jeszcze na świecie skomercjalizo­
w ane to trwa w tej dziedzinie wyścig. 
W Massachusetts Institute of Tech­
nology kończą się prace nad etapem 
ustalenia optymalnej konfiguracji 
układu eksperymentalnego, mające 
na celu użycie techniki Ramana jako 
metody optycznego rozpoznawania 
w  diagnostyce nowotworów tkanek 
człowieka in vivo. Firma Intel (naj­
większy światowy producent pro­
cesorów komputerowych) oraz Fred 
H utchinson Cancer Research Center 
(z dw om a laureatami nagród Nobla 
w  swoim zespole) ogłosiły w  paź­
dzierniku 2003 roku, że rozpoczynają 
prace nad budow ą diagnostycznego 
spektrom etru Ramana, zwanego IN­
TEL RAMAN BIOANALYZER, zaś 
w kwietniu 2004 — Palo Alto Rese­
arch Center (Stanford University) we 
współpracy z firmą Xerox i Scipps 
Research Institute, prezentując szybki 
cytometr monitorujący zmiany now o­
tworowe w rutynow ym  badaniu krwi 
ludzkiej, zapowiedziały projekt, z któ­
rym  wiąże się nadchodzący przełom 
w diagnostyce medycznej now otw o­
rów ( wg PAP — N auka w Polsce).

Akalkulia, zaburzenie zdolności 
procesów liczenia, powstałe w sku­
tek uszkodzenia mózgu, jest przed­
miotem zainteresowań badawczych 
Marty Gryko-Sobańskiej, psychologa 
z Uniwersytetu Warszawskiego (dok­
torantka Wydziału Psychologii UW). 
Z tym zagadnieniem wiąże się pyta­
nie czy można żyć bez liczb. Akalku­
lia występuje w 16-28 proc. przypad ­
ków przy uszkodzeniach lewej półku­
li mózgu. Ponieważ jednak za procesy 
związane z liczeniem odpowiadają 
obydwie półkule, akalkulia może w y­
stąpić też przy uszkodzeniach prawej 
półkuli. Zaburzenia zdolności liczenia 
mogą poważnie utrudnić codzienne 
funkcjonowanie pacjentów, którzy 
stają się uzależnieni od pomocy in­
nych osób przy wykonywaniu takich 
czynności jak: szacowanie czasu, po­
sługiwanie się telefonem, płacenie 
rachunków czy robienie zakupów. 
Akalkulia jest zaburzeniem wystę­
pującym u osób dorosłych. Dysfunk­
cja systemu poznawczego dojrzałego 
mózgu pojawia się jako wynik cho­
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roby, np. udaru  lub mechaniczne­
go urazu. Akalkulia może być także 
objawem wtórnym  wobec zaburzeń 
innych funkcji poznawczych. Bywa, 
że współwystępuje z zaburzeniami 
mowy, a także pamięci oraz orientacji 
w  przestrzeni i schemacie własnego 
ciała. Najczęstszymi skutkami akal- 
kulii są zaburzenia dwóch podstaw o­
wych zdolności liczenia. Jest to nie­
możność wykonania prostych działań 
arytmetycznych i przekodowania jed­
nej postaci liczb na drugą — na przy­
kład czytanie lub zapis słowny liczb 
arabskich. Akalkulia może pojawić 
się zupełnie niezależnie. Najczęstszy­
mi jej oznakami są wówczas trudno­
ści w  w ykonywaniu prostych działań 
arytmetycznych. System poznawczy 
może ulec tylko wybiórczemu uszko­
dzeniu. Możliwe są przypadki, kiedy 
pacjent potrafi dodawać i mnożyć, ale 
ma problem z dzieleniem i odejmo­
waniem. Może też rozumieć liczby 
zapisane w postaci cyfr arabskich, ale 
nie potrafi ich napisać w takiej formie. 
Spotyka się również pacjentów, którzy 
nie rozpoznają znaczenia niektórych 
znaków arytmetycznych, jak + czy x, 
w związku z czym nie wykonują pi­
semnie takich działań, choć ze słuchu 
rozwiązują je poprawnie. Akalkulię 
może zdiagnozować neuropsycholog, 
i mimo braku narzędzi do diagnozy 
w Polsce, doświadczony specjalista 
może ułożyć testy zezwalające na 
zdiagnozowanie zaburzenia. Dok­
torantka razem z promotorką swojej 
pracy doktorskiej, prof. Emilią Łojek, 
pracuje nad takim testem. Posiłkując 
się wstępną wersją testu, naukowcy 
przebadali już około 100 osób. Za nie­
zbędne elementy testów do diagnozy 
akalkulii specjalistka uważa proste 
działania arytmetyczne, np. „4 x 8" 
czy „6 + 3", a także zadania polega­
jące np. na przeczytaniu na głos liczb 
zapisanych za pomocą cyfr czy zapi­
saniu liczb, które dyktujem y pacjen­
towi. Dokładna diagnoza akalkulii 
musi jednak objąć także inne zada ­
nia, np. zliczanie elem entów zbioru, 
szacowanie, porów nyw anie wielko­
ści liczb, obliczenia w zeszycie, zada ­
nia tekstowe. Terapia akalkulii może 
przywracać utraconą zdolność lub 
wypracować umiejętności zastępcze, 
które przejmą zadania zaburzonej 
funkcji. W Polsce nie ma ośrodków 
rehabilitacji zaburzeń liczenia (wg 
PAP — Nauka w Polsce).

Nowe sposoby walki z otyło­
ścią. W Krakowie, w  drugiej deka­
dzie stycznia 2007 roku, lekarze z III 
Katedry i Kliniki Chirurgii Ogólnej 
Collegium M edicum UJ, kierowanej 
przez prof. Romana Hermana, pięciu 
pacjentom z ciężką otyłością, wszcze­
pili pod skórę z tyłu głowy, specjalne 
elektrody. Teraz naw et przy pustym  
żołądku do m ózgu przekazywana jest 
informacja, że są syci. Był to pierw ­
szy tego typu zabieg wykonany na 
świecie. Naukowcy spodziewają się, 
że procedura taka stanie się skutecz­
ną bronią przeciwko patologicznemu 
łaknieniu, a tym  sam ym  przeciw oty­
łości. Elektrody zostały wszczepio­
ne na stałe; zasilanie włączają sami 
pacjenci po przebudzeniu. Nie czują 
nienormalnego apetytu i powoli tracą 
nadm ierną masę ciała. Metodę „oszu­
kiwania głodu" wymyślił dr Jacek So- 
bocki. Dotychczas w  skrajnych przy­
padkach ciężkiej otyłości pacjentom 
proponow ano operacyjne zmniejsze­
nie objętości żołądka, ale to w realiach 
szczupłego funduszu na ochronę 
zdrowia Polski jest rzadko stosowane 
(jedna osoba na sto potrzebujących; 
w g PAP — Nauka w  Polsce).

Kobiety z zespołem Turnera (ZT) 
są znacznie bardziej zagrożone cho­
robami układu krążenia i innymi 
chorobami cywilizacyjnymi. O dkry­
cie to jest w spólnym  sukcesem lekarzy 
z Akademii Medycznej w Warszawie, 
Śląskiej Akademii Medycznej w  Kato­
wicach oraz Akademii Medycznej w 
Gdańsku.

Zespół Turnera jest uw arunkow a­
ną genetycznie chorobą, występującą 
wyłącznie u kobiet. Powoduje ją m u ­
tacja w chromosomie X. Chore osoby 
charakteryzują się: niskim wzrostem, 
krępą budow ą ciała, otyłością oraz 
licznymi wadam i układu kostnego 
(szpotawością kolan i łokci, skróce­
niem czwartej kości śródręcza i śród­
stopia, wadam i nadgarstka i klatki 
piersiowej). Mają: nisko osadzone 
uszy, nadm iar skóry na karku, płe- 
twiastą szyję, przebarwienia skóry 
oraz szeroko rozstawione brodawki 
sutkowe. Często cierpią z powodu: 
obrzęków stóp, zaburzeń widzenia, 
w ad układu moczowego, układu krą­
żenia oraz serca. U pacjentek n ierzad­
ko dochodzi też do zaburzeń psycho­
logicznych. Najważniejszym elemen­

tem choroby są jednak zaburzenia 
układu rozrodczego (bezpłodność), 
słabo zaznaczone cechy żeńskie, nie­
dorozwój zewnętrznych i w ew nętrz­
nych cech płciowych.

Leczenie ciężkiej choroby polega 
na codziennym podaw aniu horm onu 
w zrostu i estrogenów, dla stymulacji 
procesu wzrostu oraz rozwoju żeń­
skich cech płciowych. W edług d r hab. 
med. Małgorzaty Kozłowskiej-Woj- 
ciechowskiej z Katedry Farmakogno- 
zji i Molekularnych Podstaw Fitotera- 
pii AM w Warszawie — współautorki 
przedstawianych badań — skuteczne­
go leku nie ma. Kuracja horm onalna 
nie zawsze przynosi oczekiwane efek­
ty i nie likwiduje wszystkich zagro­
żeń. Zespół Turnera rozpoznaw any 
jest u jednej na 2-2,5 tys. urodzonych 
dziewczynek. W Polsce rodzi się oko­
ło 100 chorych dziewczynek. Ogólna 
liczba chorych wynosi w  naszym  kra­
ju prawie 10 tys.

Naukowcy postanowili spraw ­
dzić, czy osoby dotknięte tym  scho­
rzeniem, ze względu na jego charak­
ter, są bardziej niż reszta populacji 
zagrożone rozwojem innych chorób 
cywilizacyjnych i metabolicznych. W 
zespole Tunera niedobór horm onów 
sprzyja chorobom układu krążenia i 
powstawaniu otyłości. W badaniach 
przeprow adzonych na chorych kobie­
tach w wieku 25 lat i grupie kontrol­
nej (młode i zdrowe kobiety, około 24 
lat) stwierdzono, że u kobiet z ZT jest 
znacznie wyższa wartości indeksu 
masy ciała (BMI) i współczynnika oty­
łości (WHR; stosunek talii do bioder), 
w  porów naniu ze zdrowym i kobieta­
mi. Stwierdzono też, że osoby chore 
mają znacznie podwyższone rozkur­
czowe ciśnienie krwi oraz wyższy po­
ziom glukozy i cholesterolu lipopro­
tein o niskiej gęstości (promiażdżyco- 
wy) we krwi z równoległym niższym 
stężeniem cholesterolu lipoprotein o 
wysokiej gęstości (antymiażdżycowy) 
niż u przedstawicielek grupy kontro­
lnej.

Naukowcy uważają więc, że kobie­
ty z zespołem Turnera stanowią grupę 
podwyższonego ryzyka i są znacznie 
bardziej zagrożone chorobami układu 
sercowo-naczyniowego (chorobą nie­
dokrwienną serca, nadciśnieniem tęt­
niczym, zmianami miażdżycowymi) 
oraz cukrzycą typu 2. W opinii bada­
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czy jest to spowodowane pow ażny­
mi zaburzeniami w funkcjonowaniu 
gruczołów płciowych, powodujący­
mi wydzielanie niedostatecznej ilości 
hormonów. Autorzy badań uważają, 
że chore kobiety wymagają szczegól­
nej opieki już od najmłodszych lat. 
Powinny znajdować się pod stałym 
nadzorem  medycznym i wobec cho­
rych w inna być stosowana profilakty­
ka oparta przede w szystkim na odpo­
wiedniej diecie, zapobiegającej otyło­
ści. Osoby chore mają zmniejszone za­
potrzebowanie energetyczne dlatego 
tak łatwo rozwija się u nich nadwaga 
i otyłość. U kobiet z zespołem Turne­
ra należy farmakologicznie przeciw­
działać nadciśnieniu i hiperglikemii 
(wg PAP — Nauka w Polsce).

Drzewa zdradzają tajemnice kli­
matyczne. Badania prowadzone z w y­
korzystaniem metod dendrochronolo- 
gicznych, polegających na odczytywa­
niu informacji o warunkach klimatycz­
nych z rocznych przyrostów drzew, 
pozwalają na odtwarzanie informacji 
o pogodzie sprzed kilkuset, a nawet 
kilku tysięcy lat - zatem o warunkach 
klimatycznych, jakie panowały setki 
lat wcześniej. Pomiary instrumentalne 
nie pozwalają na uzyskanie tak daleko 
wstecznych informacji. Metody den- 
drochronologiczne pozwalają także 
na dokładne określenie daty ścięcia 
drzewa. W Polsce tego typu badania 
prowadzi między innymi dr Anna 
Cedro, geograf i klimatolog z Zakładu 
Klimatologii i Meteorologii Morskiej 
Uniwersytetu Szczecińskiego. Pani dr 
Anna Cedro, posiłkując się badania­
mi dendrochronologicznymi sosny 
(lata 1779-2002) i daglezji zielonej (lata 
1894-2002) na Pomorzu Zachodnim, 
zrekonstruowała okresy z przewagą 
długich i mroźnych zim oraz ciepłych 
miesięcy zimowych dla ostatnich 220 
lat. Na podstawie chronologii dębo­
wej określiła okresy suszy i wysokich 
opadów  w okresie letnim dla ostatnich 
430 lat (lata 1568-2002). Wyniki badań 
przewyższają te uzyskane metodami 
instrumentalnymi o ponad 300 lat. 
Drzewa, zarówno iglaste, jak i liściaste, 
wykształcają przyrost co roku. Przyro­
sty (słoje) są szczególnym zapisem ży­
cia i rozwoju drzewa od momentu wy- 
kiełkowania aż do chwili obumarcia 
czy pobrania próbek. Przyrost jest wy­
tworem tkanki twórczej (kambium), 
znajdującej się między drewnem a 
łykiem. Szerokość przyrostu rocznego

zawiera dane klimatyczne (dotyczące 
temperatury i opadów) i środowisko­
we. Szerokość słojów zmienia się co 
roku. Zależy to od wielu czynników 
(genetyczne, środowiskowe, oddzia­
ływanie człowieka), ale najważniejsze 
są parametry klimatyczne: temperatu­
ra powietrza i opady atmosferyczne. 
Drzewo iglaste wykształci tym węższy 
przyrost w  nadchodzącym sezonie 
w e g e t a c y j ­
nym, im zima 
jest bardziej 
mroźna i dłu ­
ga. Dęby nie 
są wrażliwe 
na w arun­
ki zimowe, 
chyba że są 
one skrajnie 
eks trem alne .
Wrażliwe są 
natomiast na 
opady w se­
zonie letnim.
Im więcej opa­
dów, większa 
w i l g o t n o ś ć  
i niższa temperatura, tym dęby w y­
kształcają szersze przyrosty. Susze w 
powiązaniu z wysokimi temperatu­
rami lata (od maja do lipca) pow odu­
ją, że ten przyrost jest bardzo wąski i 
drzewo ma kiepską kondycje zdro­
wotną. Powiązanie przyrostu drzew z 
latami, w jakich powstały, pozwala na 
rekonstrukcje w arunków klimatycz­
nych, jakie miały miejsce poza okre­
sem pomiarów meteorologicznych. 
Najważniejsze przy prze­
prowadzaniu takich ba­
dań jest znalezienie jak 
najdłuższych ciągów 
dendrochronologicznych.
Możliwe jest to dzięki 
badaniu jak najstarszych 
drzew, a to z kolei wią­
że się z żywotnością po­
szczególnych gatunków.
Pomiar szerokości przyro­
stu rocznego, najczęściej z 
dokładnością do 0,01 mm 
i na podstawie kilkuna­
stu drzew, które do siebie 
pasują pod względem sta­
tystycznym i graficznym, 
składa się na chronologię 
dla danego siedliska. Ta chronologia 
jest podstawą dalszych analiz dendro- 
klimatologicznych (wg PAP — Nauka 
w  Polsce).

Prof. dr hab. Władysław Gałasiń- 
ski — doktor honoris causa AM w  
Białymstoku. 15 grudnia 2006 roku 
odbyła się w  Akademii Medycznej w 
Białymstoku uroczystość nadania ty­
tułu doktora honoris causa Akademii 
Medycznej w  Białymstoku Panu Prof. 
dr hab. W ładysławowi Gałasińskie- 
mu (Fot. 1). Promotorem nadania tego 
tytułu był prof. Jerzy Pałka, dziekan 

W ydziału Far­
m aceutycznego. 
R e c e n z e n t a m i  
byli Profesoro­
wie: Przemysław 
Szafrański, Ma­
riusz Żydowo 
oraz Antoni Ga- 
bryelewicz.

Prof. W. Ga- 
łasiński jest 
jednym  z naj­
w y b itn ie js z y c h  
polskich bioche- 
m i k ó w - f a r m a -  
ceutów, organi­

zatorem  i pierw szym  dziekanem  Wy­
działu Farmaceutycznego w AMB, 
człowiekiem o nieskazitelnej posta­
wie moralnej i etycznej, stanowiącej 
w zór nauczyciela akademickiego. 
Prof. Gałasiński jest od 1992 roku na 
em eryturze, a jednak wciąż obecny 
w  życiu Zakładu Chemii Medycznej; 
bierze udział w pracach naukowych, 
wspiera radą i pomocą. Jesteśmy z 
Pana Profesora bardzo dum ni, (tekst 
prof. Jerzy Pałka).

Więcej o Uhono­
rowanym  Profesorze 
warto przeczytać w 
czasopiśmie AM w 
Białymstoku pt. „Me­
dyk Białostocki" , nr 
1/ 2007.

Prof. Mieczysław  
Chorąży doktorem 
honoris causa Śląskiej 
Akademii Medycznej
(Fot. 2). Wybitny uczo­
ny w  zakresie biologii 
nowotworów, twórca 
jednej z najlepszych 
w  Polsce placówek 

onkologicznych - Instytutu Onkolo­
gii w  Gliwicach, prof. Mieczysław 
Chorąży, został w piątek 2 marca b.r. 
wyróżniony tytułem doktora honoris

Fotografia 1. Prof. Jerzy Pałka -  dziekan Wydziału Farmacji AM 
wręcza akt doctora honoris causa prof. Władysławowi Gałasiń- 
skiemu (po lewej).
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Fotografia 2. Prof. Mieczysław Chorąży.
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causa Śląskiej Akademii Medycznej w 
Katowicach.

Prof. Chorąży jest 50. doktorem 
honoris causa tej uczelni. Wcześniej 
Akademia wyróżniła m.in. prof. Kor­
nela Gibińskiego, nestora internistów 
Polskich, i prof. Zbigniewa Religę.

Promotor postępowania, prof. 
Marcin Kamiński, podkreślił, że prof. 
Chorąży nigdy nie był pokorny, jest 
natomiast „człowiekiem wyrastają­
cym ponad poziomy". Rektor A kade­
mii, prof. Ewa Małecka-Tendera, po­
wiedziała o uczonym, że „to człowiek 
wielkiego formatu". Podczas uroczy­
stości prof. Chorąży wygłosił wykład 
pt. „Geny i genetyka — dylematy i 
wyzwania".

Prof. Mieczysław Chorąży, absol­
went Akademii Medycznej w  War­
szawie, członek rzeczywisty PAN i 
czynny PAU, został obdarzony godno­
ścią Członka Honorowego Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego. Przez 
32 lata kierował Zakładem Biologii 
Nowotworów w Centrum Onkologii 
w Gliwicach, kształtując zespół ba­
dawczy zauważony przez krajowe i 
światowe ośrodki onkologii doświad­
czalnej. Do najważniejszych osiągnięć 
naukowych prof. Chorążego i jego 
zespołu należy: zbadanie niektórych 
elementów regulujących funkcje ge­
nów komórek eukariotycznych oraz 
aktywności transkrypcyjnej wątroby 
szczura, wykrycie dotąd nieznanych 
dziedzicznych mechanizmów powo­
dujących zachorowania na nowotwo­
ry, zwłaszcza raka płuc, oraz odkrycie 
funkcjonowania mechanizmów DNA 
w komórkach zwierzęcych. Profesor 
jest jednym z pionierów badań nad 
mutagenezą środowiskową oraz epi­
demiologią molekularną i pozostaje 
autorytetem w tym zakresie. Wniósł 
znaczący wkład w badania nad uszko­
dzeniami DNA i chromosomów u 
mieszkańców skupisk przemysłowych 
i komunalnych na Śląsku. Rozwinął 
współpracę z ośrodkami badawczymi 
w Europie i Stanach Zjednoczonych. 
Wyróżniony uczony jest także człon­
kiem Rady Naukowej Instytutu Im­
munologii i Terapii Doświadczalnej 
PAN we Wrocławiu. Godność dokto­
ra honoris causa nadała Mu wcześniej 
Akademia Medyczna w Białymstoku. 
Profesor Chorąży jest autorem wielu 
publikacji, m.in. w  „Naturę" i innych

prestiżowych czasopismach nauko­
wych świata. Czynnie angażuje się w 
działalność zmierzającą do podnie­
sienia w  społeczeństwie, a zwłaszcza 
wśród młodzieży, wiedzy o chorobach 
nowotworowych i zapobieganiu im. 
Zainicjował i prowadzi od 9 lat pro­
gram stypendialny dla młodych na­
ukowców z byłych republik Związku 
Radzieckiego, finansowany przez Na­
tional Cáncer Institute, NIH w Stanach 
Zjednoczonych i przez Narodowy Ko­
mitet UNESCO (wg PAP -  Nauka w 
Polsce oraz witryny PAN, 03.2007).

Dr Mikołaj Olejniczak (Fot. 3) 
został laureatem subsydium  badaw ­
czego w  programie „Powroty" („Ho- 
ming") Fundacji na Rzecz Nauki Pol­
skiej, przyznanego po raz pierwszy w 
tym  roku. Jest uczonym  specjalizują­
cym się w badaniach 
nad kwasami rybonu­
kleinowymi (RN A).
W swojej pracy dok­
torskiej, wykonanej 
pod kierunkiem prof.
Ryszarda Adamiaka 
w  Instytucie Chemii 
Bioorganicznej PAN 
w Poznaniu, zajmo­
wał się badaniami nad 
strukturą oraz oddzia­
ływaniami, w których 
uczestniczy TAR RN A 
wirusów  HIV. Wyniki jego prac zo­
stały opublikowane m iędzy innymi w 
czasopismach: Nucleic Acids Research 
oraz Journal of Biological Chemistry. 
W czasie stażu podoktorskiego, któ­
ry odbył w  laboratorium prof. Olke 
Uhlenbecka na University of Colora­
do w Boulder oraz na Northwestern 
University w Evanston w USA, zaj­
mował się badaniami nad mechani­
zmem translacji. W badaniach tych 
wykazał, że aktywność tRNA w pro­
cesie translacji zależy od tożsamości 
specyficznej pary nukleotydów poło­
żonej w  pętli antykodonowej. Zmie­
niając nukleotydy wchodzące w skład 
tej pary, można modulować stabil­
ność oddziaływania tRNA z ryboso- 
mem  oraz kinetykę translacji. Wyni­
ki te wyjaśniły w  jaki sposób bardzo 
różnorodne cząsteczki tRNA mogą 
funkcjonować jako równie dobre sub- 
straty w  syntezie białka na rybosomie. 
Badania te mają znaczenie dla zrozu­
mienia mechanizmu translacji, a także 
dla badań nad w prow adzaniem  nie­
typowych aminokwasów do białek.

Wyniki zostały opublikowane m.in. 
w czasopismach: Nature Structural and 
Molecular Biology oraz Journal ofMole- 
cular Biology. Po powrocie do kraju, w 
2006 roku, rozpoczął badania nad me­
chanizmem kontroli translacji przez 
niekodujące RNA bakterii. Poza sub­
sydium  „Homing" otrzymał też na 
ten cel finansowanie z Ministerstwa 
Nauki i Szkolnictwa Wyższego.

Laboratorium analiz farmaceutycz­
nych powstaje aktualnie w  strukturze 
Wydziału Farmaceutycznego AM w 
Białymstoku z zasobów finansowych 
Uczelni i środków pomocniczych UE 
w ramach programu INTERREG III A. 
Planowany termin uruchomienia labo­
ratorium to druga połowa 2007 roku. 
Laboratorium będzie nastawione na 
dokonywanie oceny jakościowo-ilo- 

ściowej leków i prepa­
ratów leczniczych oraz 
substancji toksycznych 
w preparatach leczni­
czych, żywności oraz w 
materiale biologicznym. 
Istnienie nowoczesnej 
jednostki badawczo- 
diagnostycznej pozwoli 
zwiększyć możliwości 
dydaktyczne i naukowe 
Wydziału oraz rozwinąć 
współpracę międzyna­
rodową w zakresie w y­

soko zaawansowanych technologii. 
Konsekwencją rozwoju tej dyscypliny 
naukowej na Wydziale Farmaceutycz­
nym  AM w Białymstoku była konfe­
rencja na temat „Analiza farmaceu­
tyczna i diagnostyka laboratoryjna a 
zdrowie człowieka", zrealizowana w 
dniach 11-13 maja, 2007. Konferencję 
umieszczono w kalendarzu obchodów 
jubileuszu XXX-lecia Wydziału Farma­
ceutycznego AM w Białymstoku.

Nowoczesny spektrometr magne­
tycznego rezonansu jądrowego, Bru- 
ker Avance II Plus 700 MHz, drugi tej 
klasy w Polsce, wzbogacił Pracownię 
Magnetycznego Rezonansu Jądrowe­
go Instytutu Chemii Organicznej na 
W ydziale Chemicznym Politechniki 
Łódzkiej. Spektrometr przeznaczo­
ny jest przede wszystkim do badań 
chemicznych i biochemicznych, w 
tym także do wykonywania prac dy­
plomowych i doktorskich. Wcześniej 
zainstalowano taki spektrometr na 
Wydziale Chemii Uniwersytetu W ar­
szawskiego.
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Fotografia 3. Dr Mikołaj Olejniczak.
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Metoda rezonansu magnetycznego 
nie zmienia struktury związków che­
micznych ani nie niszczy żywych ko­
mórek. Poza chemią i biochemią znaj­
duje zastosowanie jako technika obra­
zowania (MRI) w diagnostyce 
medycznej w  badaniach stanu 
narządów wewnętrznych. Biochemia

Przyrząd posiada wie­
le unikatowych rozwiązań 
technicznych. Jest wyposażo­
ny w cztery sondy o różnym 
przeznaczeniu, które zapew­
niają bardzo wysoką, dotąd 
nieosiągalną w kraju, czułość 
pomiarów, umożliwiającą 
analizowanie niewielkich 
ilości związków (masa rzędu 
kilkuset nanogramów) oraz ogromną 
rozdzielczość sygnałów. Te techniczne 
zalety sprawiają, iż spektrometr będzie 
zastosowany przy realizacji badań pro­
wadzonych w  Centrum Zaawansowa­
nych Technologii BioTechMed, mię­
dzy innymi do badania strukturalnych 
i przesiewowych modyfikowanych 
kwasów nukleinowych i peptydów 
jako potencjalnych leków, w  biotech­
nologii przemysłowej oraz biotechno­
logii roślin leczniczych stosowanych

Jeremy M  B«rg 

John L  Tymocih« 

Lubert Strycr

w fitoterapii, olejków eterycznych 
jako antyseptyków i farmaceutyków, 
do sprawdzania trwałości substancji 
czynnych w lekach i kosmetykach oraz 
oceny czystości leków. Spektroskop 
sfinansowano z Funduszu Nauki i 

Technologii Polskiej (6 min 
zł) (wg PAP — Nauka w 
Polsce).

Serwis — ibuk.pl zo­
stał uruchomiony przez 
W ydawnictwo Nauko­
we w  polskim Internecie. 
Umożliwia on korzystanie 
z elektronicznych wersji 
wybranych publikacji Wy­
dawnictwa Naukowego 
PWN. Dzięki serwisowi 
ibuk.pl możliwe jest legal­

ne przeglądanie pełnej, elektronicznej 
wersji książek oraz drukowanie w y­
branych fragmentów. Dzięki niskim 
cenom, książki oferowane przez PWN 
dostępne są praktycznie dla szerokich 
kręgów czytelników.

PWN wydał najpopularniejszy 
podręcznik biochemii na świecie.
Nowe (2007 rok) polskie tłumaczenie 
podręcznika pt. Biochemia autorstwa: 
Jeremy'ego Berga, Luberta Stryera i

John'a Tymoczko, zostało oparte na 
piątym wydaniu amerykańskim. Wg 
Wydawcy podręcznik różni się od po­
przedniego, czwartego wydania. Jego 
motywem przewodnim jest ewolucyj­
ne i porównawcze podejście do przed­
stawianych zagadnień. Czytelnik do­
wiaduje się o wspólnym ewolucyjnym 
pochodzeniu wielu makrocząsteczek, 
przede wszystkim białek wchodzących 
w  skład licznych rodzin białkowych 
oraz o ewoluqi i powiązaniach szlaków 
metabolicznych. Motyw ewolucyjny 
przewija się przez cały podręcznik, a 
został on szczególnie podkreślony w 
dwóch nowych rozdziałach, dotyczą­
cych ewolucji biochemicznej i filogene­
zy molekularnej, opartej na przyrówny­
waniu sekwencji aminokwasów białek 
i nukleotydowych DNA. Podręcznik 
składa się z 4 części: molekularny wzór 
życia, przekazywanie i magazyno­
wanie energii, synteza cząsteczek ży­
cia, odpowiedź na zmiany warunków 
środowiska, i zawiera 34 rozdziały. 
Przekładu na język polski dokonali: 
Z. Szweykowska-Kulińska, A. Jarmo- 
łowski, H. Augustyniak, M. Dabert, J. 
Deckert, A. Goździcka-Józefiak, L. Hry­
niewiecka, W. Jarmuszkiewicz, U. Kar­
wowska i H. Kmita.

HATTERERIA

czyli

Krótka rozprawa z histerią 

między hatterią a latimerią

(Bernard Korzeniewski) 

Czy pampasem, czy też prerią, 

Szła hatteria z latimerią. 

Powiedziała latimeria:

Bardzo jest gorąca preria.

Duszność wdziera się w me głębie 

i zasycha mi w pragębie.

Jest już ze mnie, tak to bywa, 

Skamieniałość ledwo żyioa.

Na to jej hatteria rzecze:

Moja droga, tam coś ciecze —

Jakaś wodna to arteria.

Odpowiada latimeria:

Chłodu mi nadzieja świta,

Widać, żeś nie iv ciemię bita.

Bita w ciemię?! Rzeczy nowe!

Ja mam oko ciemieniowe!

Któż by obraz w nim odzyskał? 

Ciemieniowy okulista?

Latimeria jej wyznała:

Ciemieniowo ociemniała 

Jestem. Zamiast myśleć szynką, 

Posługuję się szyszynką.

Tu hatteria ją prostuje:

Chyba masz mnie za szczeżuję! 

Po co duby pleść smalone,

Lepiej poszłabyś na stronę 

Poewoluować trochę,

Zamiast tłuc o ścianę grochem. 

Zyskasz u mnie pewne względy 

Mając już trzonowe zęby. 

Latimeria: Na mą głowę!

Dość, że płetioy mam trzonowe! 

Ryba ze mnie nieco tłusta,

Ale całkiem wtórousta!

Lecz dwudyszna! W  świecie tym 

Czterodyszność wiedzie prym. 

Albo Diesel. Więc do głowy, 

Pójdź po olej napędowy.

Tego ci nie puszczę płazem, 

Gadzie jeden, mą obrazę 

Tak odeprę -  to za mało 

Posiąść czworonożne ciało 

Troje oczu, z tyłu ogon,

Jeśliś ślepą jest odnogą 

Ewolucji. Z takim wzrokiem, 

Marne Twoje są widoki.

Ty zaś jakoś ciężko dyszysz 

W  tej ekologicznej niszy,

Zaś tioój tępy wyraz pyska,

Coś mający z obeliska 

Sprawił, że zachodzę w głowę, 

Jak cię puścił dobór płciowy!?

Co do zaś odnogi bocznej 

Ewolucji, to nie spocznę 

Póki nie naświetlę wątku,

Że z takich jak Ty początków 

Powstał płaz pełen skaz,

Potem gad pełen wad,

Wreszcie ssak pełen zachwytu,

Że doczołgał się do szczytu 

(Jest to blaga pospolita -  

Spójrz na monstrum, co to czyta). 

Latimeria odpowiada:

Cos' przydługa Twa tyrada,

Lecz katalog niedostatków 

Mych potomków, który gładko 

Tu przytaczasz, nie wystarczy,

By plusami się obarczyć.

Jaj składanie w zimnym piasku, 

Wyłażenie z jam o brzasku,

Wszyscy krewni już nieżywi,

Jako towarzystwo — kiwi 

Niezbyt lotny na umyśle,

Pożywienie jarskie ściśle,

Nie stanowią wrót do chwały.

Mój zaś sukces jest niemały,

Bo potomków moich plemię 

Całą zamieszkuje Ziemię.

Tu hatteria rzeknie z jadem 

(Chociaż jest niegroźnym gadem): 

Ta korona ezoolucji,

Co zawdzięcza Twojej chuci 

Byt swój, rzeknę nie bez wstrętu, 

Miernego autoramentu 

Być się mieni. Zjada wszystko,

W  rynsztok zmienia środowisko, 

Wciąż się mnoży jak króliki,

Bez umiaru i logiki,

Robi wojny, HIV namnaża,

W  końcu, że się tak wyrażę,

Pisze o nas, co smutniejsze,

Nieco idiotyczne wiersze.

Na rzecz jedną Cię uczulę —

Do myślenia te półkule 

Są, co z przodu są, nie z tyłu.

Racz więc zatem moja miła,

Miast się w słońcu prerii prażyć, 

Zamknąć swą szlachetną pra-rzyć. 

Tak to stepem oraz prerią 

Szła hatteria z latimerią.

Autor wiersza HATTERERIA, dr 
hab. Bernard Korzeniewski, jest bioche­
mikiem i biofizykiem w Zakładzie Biofi­
zyki Wydziału Biotechnologii Uniwersy­
tetu Jagiellońskiego. W pracy naukowej 
zajmuje się modelowaniem energetyki 
komórki mięśnia szkieletowego i serca, 
o czym napisano powyżej.

pod redakcją 
Teresy W esołow skiej
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Słowa kluczowe: białko uwalniające nukle- 
otydy guanylow e z białka Ras (RasGRP), 
czynnik w ym iany nukleotydów  guanylo- 
w ych (GEF), białko Ras, białko Rap, estry 
forbolu, diacyloglicerol

Wykaz skrótów: BCR (ang. B celi receptor) 
— receptor lim focytów B; CalDAG-GEF 
(ang. calcium- and diacylglycerol-regulated gu­
anine nucleotide exchange factor) — czynnik 
w ym iany nukleotydów  guanylow ych regu­
low any jonam i w apnia i diacyloglicerolem; 
DAG (ang. diacylglycerol) — diacyloglicerol; 
DGK (ang. diacyloglycerol kinase) — kina- 
za diacyloglicerolu; EGFR (ang. epidermal 
growth factor receptor) — receptor naskórko­
wego czynnika w zrostu; GEF (ang. guanine 
nucleotide exchange factor) — czynnik w y­
m iany nukleotydów  guanylow ych; MAPK 
(ang. mitogen activated protein kinase) — kina- 
za białkowa aktyw ow ana m itogenam i; PLC 
(ang. phospholipase C) — fosfolipaza C; PKC 
(ang. Protein Kinase Q  — kinaza białkowa 
C; RasGRP (ang. Ras guanyl-nucleotide relea­
sing protein) — białko uwalniające nukleoty- 
dy guanylow e z białka Ras; SCR (ang. struc­
turally conserved regions) — regiony, których 
struktura jest zachow ana w ewolucji; TCR 
(ang. T celi receptor) — receptor limfocytów 
T; TPA (ang. 12-Ó-tetradecanoylphorbol-13- 
acetate) — 13-octan 12-O-tetradekanoilofor- 
bolu

STRESZCZENIE

Charakterystyczną cechą białek G, do których należą monomeryczne białka Ras, jest 
regulacja ich działania przez nukleotydy guanylowe: GTP — „włączający" i GDP — 

„wyłączający" system informacji. Aktywność białek G, wynikająca z rodzaju związanego  
nukleotydu guanylowego, kontrolowana jest przez czynniki wym iany nukleotydów guany­
lowych (GEFs) oraz przez białka wyzwalające aktywność GTPazową białek G (GAPs), któ­
re odpowiednio aktywują i inaktywują małe białka G. Obok opisanych wcześniej i dobrze 
zdefiniowanych czynników GEF aktywujących Ras, w  ostatnich latach opisano nową klasę 
tych czynników, białka RasGRP. Białka RasGRP posiadają domenę C l, umożliwiającą wią­
zanie diacyloglicerolu i jego analogów, np. estrów forbolu. Przyłączenie ligandu prowadzi 
do aktywacji RasGRP, a w  konsekwencji do aktywacji białek Ras i Rap poprzez pobudzenie  
wymiany wiązanych przez nie nukleotydów guanylowych. Sygnał przekazywany przez Ras­
GRP ulega wyciszeniu w  wyniku fosforylacji diacyloglicerolu w reakcji katalizowanej przez 
kinazę diacyloglicerolu (DGK). Lokalizacja czynników RasGRP na skrzyżowaniu kaskad 
sygnalizacyjnych, jak również szeroki wzór ekspresji tkankowej, pociąga za sobą ich udział 
w  istotnych zdarzeniach w funkcjonowaniu komórki. Odgrywają one ważną rolę m.in. w  
dojrzewaniu i funkcjonowaniu limfocytów T i B, agregacji płytek krwi i regulacji czynności 
komórek tucznych. W artykule opisano strukturę i funkcje białek RasGRP oraz ich udział w  
transformacji nowotworowej.

WPROWADZENIE

Białka G stanowią nadrodzinę homologicznych białek, które, odgrywając 
rolę pośredników przenoszących sygnał, regulują szeroki zakres procesów za­
chodzących w komórce. Cechą charakterystyczną tych białek jest regulacja ich 
działania przez nukleotydy guanylowe: GTP — „włączający" i GDP — „wyłą­
czający" system informacji. W przeciwieństwie do pozostałych białek tej nadro- 
dziny, tzw. małe białka G, do których należy Ras, nie tworzą struktur oligome- 
rycznych. Ponadto, w  odróżnieniu od tripeptydowych białek G aktywowanych 
przez połączenie z receptorami posiadającymi siedem dom en transbłonowych 
(7TM), małe białka G aktywowane są głównie przez czynniki wzrostu, działają­
ce na receptory o jednej domenie transbłonowej i zawierające w  swej cząsteczce 
kinazę tyrozynową. Na podstawie homologii sekwencji ogromną rodzinę m a­
łych białek G dzieli się na podrodziny: Ras, Rho, Arf, Rab i Ran [1], Dotychczas 
najdokładniej z nich zbadane — białka Ras są kluczowymi elementami dróg 
sygnałowych kontrolujących proliferację i różnicowanie komórkowe. U ssaków 
do podrodziny białek Ras zalicza się także białka Rap, które wykazują w ~50% 
podobne m otywy strukturalne, jak u transformujących białek Ras i podobnie jak 
te ostatnie kontrolują wzrost i różnicowanie komórek. Ponadto, białka Rap są 
związane ze specyficznym dla fagocytów systemem enzymatycznym, generują­
cym wolne rodniki tlenowe [2].

Aktywność wszystkich monomerycznych białek G, wynikająca z rodzaju 
związanego nukleotydu guanylowego, kontrolowana jest przez czynniki wy­
miany nukleotydów guanylowych (GEFs) oraz białka wyzwalające aktywność 
GTPazową białek G (GAPs), które odpowiednio aktywują i inaktywują małe 
białka G. Ponadto, w regulacji niektórych małych białek G uczestniczy trzecia 
klasa czynników — białka GDI, hamujące odłączenie nukleotydu guanylowego 
od białka G.

Czynniki wymiany nukleotydów guanylowych (GEFs), specyficzne wzglę­
dem Ras, zwykle posiadają tę samą domenę katalityczną i prawdopodobnie 
uwalniają GDP z Ras na drodze identycznego mechanizmu. Różnią się nato­
miast domenami regulacyjnymi i ekspresją tkankową. Obok opisanych wcze­
śniej i dobrze zdefiniowanych czynników GEF aktywujących białka Ras: Sosl 
i Sos2 oraz RasGRF-1 i RasGRF-2, w  ostatnich latach opisano nową klasę tych 
czynników, białka RasGRP. Swoją aktywność wykazują one także wobec bia­
łek Rap [3]. Charakterystyczną cechą białek RasGRP jest domena C l, wiążąca
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diacyloglicerol (DAG) i jego analogi oraz motywy wiążące 
jony wapnia. Z tego pow odu określane są także jako czyn­
niki CalDAG-GEF. Białka te, poprzez obecność domeny Cl, 
wykazują podobieństwo do kinazy białkowej C (PKC) i tym 
samym mogą stanowić alternatywną wobec niej drogę prze­
kazywania sygnału inicjowanego przez związanie DAG lub 
estrów forbolu. Co więcej, w odniesieniu do niektórych Ras- 
GRP stwierdzono współdziałanie tych dwóch białek, m o­
gące mieć istotne znaczenie w  regulacji drogi sygnałowej 
Ras, szczególnie w komórkach związanych z odpowiedzią 
immunologiczną [4],

KLASYFIKACJA I STRUKTURA BIAŁEK RASGRP

Do tej pory opisano 4 rodzaje białek rodziny RasGRP. 
Różnią się one strukturą, lokalizacją i zdolnością do akty­
wowania specyficznych form Ras i / lu b  Rap.

Wykryte pierwotnie w m ózgu białko RasGRPl (CalDAG- 
GEF II) o masie -90 kDa, zbudow ane z 797 reszt aminokwa- 
sowych, jest produktem  genu zlokalizowanego u człowieka 
na chromosomie 15 (15ql5) [5]. Ekspresja genu zlokalizo­
wanego na chromosomie 11 ( l lq l3 )  prow adzi natomiast do 
syntezy dwóch białek: 671-aminokwasowego RasGRP2 o 
masie -75  kDa [6] oraz pozbawionej 62-aminokwasowego 
N-końcowego odcinka izoformy CalDAG-GEF I o masie 
-69 kDa [7], Białko RasGRP3 (CalDAG-GEF III) o masie -78 
kDa i długości 690 reszt aminokwasowych jest produktem  
genu zlokalizowanego na chromosomie 2 (2p25.1-2p24.1)
[8]. Czynnik RasGRP4 powstaje z kolei w  wyniku ekspre­
sji genu zlokalizowanego u człowieka na chromosomie 19 
(19ql3). Białko to, o masie -75  kDa, składa się z 673 reszt 
aminokwasowych [9,10].

Białka rodziny RasGRP wykazują zbliżoną budow ę do ­
menową (Rye. 1, Tabela 1). Jak przedstawiono na rycinie 1, 
można w niej wyróżnić dwie zasadnicze części: katalitycz­
ną i regulatorową. Pierwszą tworzą domeny REM (ang. Ras 
exchange motif) oraz GEF (CDC25), drugą — domena C l oraz 
para m otywów dłoni EF [5-8,10], RasGRP2 posiada dodat­
kowo 62-aminokwasowy odcinek przy końcu aminowym,

R asGR Pl

RasGRP2

CalDAG-GEF I 

RasGRP3

RasGRP4

Rycina 1. Budowa domenowa białek RasGRP. W strukturze wszystkich czynni­
ków RasGRP wyróżnić można domeny: REM, GEF, Cl oraz parę motywów dłoni 
EF. CalDAG-GEF I jest odmianą RasGRP2, pozbawioną N-końcowego odcinka 
potranslacyjnej modyfikacji przez mirystylację/palmitylację.

w obrębie którego znajdują się miejsca ulegające modyfika­
cji kowalencyjnej na drodze mirystylacji i palmitylacji. O d­
cinek ten odróżnia RasGRP2 od izoformy CalDAG-GEF I, 
pozbawionej tego m otyw u [6].

Domena GEF, oznaczana także jako domena homologicz­
na do CDC25 ze względu na jej pokrewieństwo z aktywa­
torem Ras z Saccharomyces cerevisale [5], zajmuje centralne 
miejsce w sekwencji aminokwasowej białek RasGRP. Ten 
zbudow any z około 230 reszt region warunkuje aktywność 
czynników GEF poprzez zdolność wymiany nukleotydów 
guanylowych w białkach Ras i Rap. Domena GEF białek 
RasGRP jest wysoce homologiczna z regionami GEF in­
nych białek o takiej aktywności i wykazuje blisko 50%-owe 
podobieństwo do Sosl i RasGRFl [5]. Także poszczególne 
białka rodziny RasGRP, w porów naniu z innymi znanymi 
czynnikami GEF, charakteryzują się znaczną homologią do­
meny GEF [9], będącej zarazem najbardziej zachowanym w 
ewolucji regionem tych białek [10], W obrębie regionu GEF 
zidentyfikowano ponadto trzy kasety SCR (ang. structurally 
conserved regions), sekwencje o najsilniej zaznaczonym po­
dobieństwie RasGRP do innych czynników GEF [5-7,11], W 
miejscu 271. aminokwasu białka RasGRPl, odpowiadające­
mu pierwszej pozycji kasety SCR-2 białek rodziny Sos, znaj­
duje się reszta argininy. Zamiana tej reszty aminokwasowej 
na inną sprawia, że białko RasGRPl staje się nieaktywne. 
Wskazuje to na jej kluczowe znaczenie dla funkcji RasGRPl 
[11].

Po N-końcowej stronie domeny GEF znajduje się, zbu­
dowany z około 115 reszt aminokwasowych, motyw REM. 
Jego delecja unieczynnia białko Ras GRP1, wskazując na 
współudział m otyw u REM w katalizie [11]. Ten region, ty­
powy dla białek reagujących z Ras i uwalniających nukle- 
otydy guanylowe, występuje także w białkach z rodziny 
Sos, przy czym środkowy odcinek REM białka RasGRPl 
różni się od nich obecnością dodatkowej sekwencji pięciu 
reszt aminokwasowych [5,11].

Składająca się z około 50 reszt aminokwasowych do­
mena C l zlokalizowana jest w C-końcowej części białek 
RasGRP. Strukturalnie przypom ina bogaty w reszty cyste­
rnowe motyw palca cynkowego o schematycznej budowie 
HX12CX2CX13/14CX2CX4HX2CX7C (H -  His, C -  Cys, X -  
dowolna reszta). Dwie reszty histydynowe i pięć reszt cy­
sternowych bierze udział w  wiązaniu dwóch jonów cynku. 
Sekwencja domeny C l tworzy arkusz p, złożony z trzech 
przeciwrównoległych łańcuchów oraz a  helisy [12-15]. Do­
mena C l posiada zdolność wiązania DAG i jego analogów, 
takich jak estry forbolu i tym samym odgrywa kluczową 
rolę w aktywacji białka RasGRP. Związanie ligandu w y­
maga obecności anionowych fosfolipidów jako kofaktorów 
[3,11,16],

Region domeny C l białek RasGRP wykazuje duże podo­
bieństwo strukturalne i zbliżone powinowactwo do ligan- 
dów z domeną C l PKC, chimeryn i białek Munc-13 [12-14], 
Białka te różnią się jednak wymaganiami dotyczącymi ko­
faktorów. W przypadku PKC przypuszcza się, że za jego 
wiązanie odpow iada domena C2 w klasycznych izoformach 
kinazy (PKCa, p, y) lub region podobny do C2, czy motyw 
E w nowych izoformach tego enzymu (PKCÓ, £, 0). Żadna
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Tabela 1. Budowa domenowa białek RasGRP*.

Białko
Lokalizacja dom en 

REM

w  sekwencji aminokwasow ej 

GEF region dłoni EF C l

RasGRPl 54-175 201-430 474-527 542-591

RasGRP2 69-183 212-445 492-543 561-610

CalDAG-GEF I 7-121 150-383 430-481 499-548

RasGRP3 8-120 148-378 425-476 495-544

RasGRP4 55-149 (171) 197-426 470-526 (?) 541-590

*wedlug NCBI Reference Sequences

z tych struktur nie występuje w  RasGRP, co zdaje się być 
przyczyną mniejszej zależności RasGRP od fosfolipidowe- 
go kofaktora w porównaniu z PKC [16]. Wykazano jednak 
pozytywny w pływ zasadowych reszt aminokwasowych, 
obdarzonych dodatnim  ładunkiem, na siłę wiązania estrów 
forbolu przez domenę C l białek RasGRPl i -3 w obecno­
ści ujemnie naładowanej fosfatydyloseryny jako kofaktora
[17]-

Pomiędzy domeną GEF a C l znajduje się ok. 53-ami- 
nokwasowy region, zawierający parę m otywów dłoni EF. 
Zbudowane z ok. 22 (EF1) i 14 (EF2) reszt aminokwasowych 
domeny zdolne są do wiązania jonów wapnia, przy czym 
większe powinowactwo wykazuje domena EF2 [5]. Znaj­
dujący się pomiędzy pętlami wiążącymi jony Ca2+, odcinek 
złożony z 15 aminokwasów odróżnia tę domenę białek Ras­
GRP od typowych par EF, rozdzielonych sekwencją 20-30 
reszt aminokwasowych, występujących w wielu innych 
białkach [5]. Białko RasGRP4 posiada ponadto trzy dodat­
kowe reszty proliny w sąsiedztwie drugiego m otywu EF
[9], Wyniki dotychczasowych badań nie dają jednoznacznej 
odpowiedzi na pytanie o w pływ związania jonów Ca2+ na 
aktywność białek RasGRP. Chociaż pojawiają się sugestie, 
że obecność motywów dłoni EF jest zbędna dla funkcjono­
wania tych białek [11], to wykazano możliwość aktywacji 
RasGRP przez jonofory wapniowe [7,18,19]. Możliwa jest 
zatem różnorodna rola jonów Ca2+ w regulacji aktywności 
białek RasGRP. Wyklucza się natomiast w pływ Ca2+ na wią­
zanie ligandów przez domenę C l [16].

MECHANIZM DZIAŁANIA

AKTYWACJA

Aktywacja białek RasGRP jest następstw em  związania 
ligandu przez dom enę C l. Skuteczność wiązania jest uza­
leżniona od rodzaju kw asu tłuszczowego w pozycji sn-2 
DAG [20] oraz obecności anionowych fosfolipidów w roli 
kofaktora [3,16]. Ponieważ DAG jest tzw. m ediatorem  d ru ­
giego rzędu, aktywność RasGRP in vivo jest uzależniona od 
fosfolipazy C (PLC), enzym u generującego DAG, znajdu­
jącej się z kolei pod kontrolą nadrzędnych układów  prze­
kazywania sygnału [21], Obecnie znanych jest 12 izoform 
PLC, podzielonych na 5 klas w  zależności od mechanizm u 
aktywacji:

• PLCp, regulowana przez receptory sprzężone z białkiem 
G (GPCR ang. G protein coupled receptor) za pośrednictwem 
podjednostek G a, a także G(3y,

• PLCy, regulowana przez receptory o wewnętrznej ak­
tywności kinazy tyrozynowej (RTK), np. EGFR, PGDFR, 
TCR, BCR, za pośrednictwem fosforylacji,
• PLC5, regulowana przez Ca2+,
• PLCe, regulowana przez GPCR za pośrednictwem pod ­
jednostek G a12/13 (z udziałem  Rho), G as (z udziałem  cyklazy 
adenylanowej i Rap), G(3y oraz receptory o aktywności ki­
nazy tyrozynowej RTK (z udziałem  Ras),
• PLCę.

Istnienie tak wielu rodzajów PLC podlegających zróżni­
cowanej kontroli powoduje, że za powstanie sygnału akty­
wującego RasGRP może odpowiadać wiele czynników.

Naśladując endogenny DAG, zdolność aktywacji Ras­
GRP posiadają także estry forbolu [12-14], Związki te, do 
których należy m.in. octan 12-O-tetradekanoiloforbolu 
(TPA), wykorzystywane są w  celu wywołania fazy prom o­
cji w procesie wieloetapowej indukcji kancerogenezy [22]. 
Aktywacja białek RasGRP przez estry forbolu przebiega 
praw dopodobnie poprzez ulokowanie cząsteczki związku 
w szczelinie pomiędzy arkuszami p domeny C l i utworze­
nie hydrofobowej powierzchni z w yeksponowanym  łańcu­
chem acylowym, zaangażowanym  w kotwiczeniu białka w 
błonie lipidowej [12].

Obok aktywacji przez związanie ligandu, w odniesieniu 
do RasGRP3 wykazano także możliwość aktywacji tego biał­
ka na drodze fosforylacji, zachodzącej za pośrednictwem 
PKC [4,23,24]. Jako potencjalne miejsca fosforylacji wskaza­
no zachowane w ewolucji reszty aminokwasowe: Thr-133, 
Ser-139, Ser-167, leżące w obrębie domeny katalitycznej 
oraz resztę Ser-601. Fosforylacja RasGRP3 korelowała z ak­
tywacją Ras. W jednym  z badań wykazano także możliwość 
fosforylacji RasGRP3 przez kinazę c-Src, pośredniczącą w 
transmisji sygnału od EGFR [25]. Obserwacje te wskazują 
na udział zarówno RasGRP, jak i PKC w precyzyjnej regu­
lacji dróg sygnałowych zależnych od Ras oraz w ystępowa­
nie złożonego powiązania (ang. cross-talk) między białkami 
wiążącymi DAG i estry forbolu.

PRZEMIESZCZANIE

Przemieszczenie białek RasGRP w obrębie komórki jest 
kolejnym procesem związanym  z przyłączeniem ligandu. 
Translokacja RasGRPl i RasGRP3 następuje wraz z ich akty­
wacją i koreluje ze zmianami aktywności szlaków sygnało­
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wych kontrolowanych przez te białka [3,11,26-31]. Elemen­
tem strukturalnym  białek, odpowiedzialnym  za ten proces, 
jest domena C l [11,32]. Związanie przez nią ligandu pro­
w adzi do migracji białek w kierunku błony plazmatycznej, 
a także do w ew nątrzkom órkowych struktur błonowych: 
aparatu Golgiego, siateczki śródplazmatycznej i przestrzeni 
okołojądrowej. Aparat Golgiego wskazywany jest przy tym 
jako szczególne miejsce lokalizacji i działania RasGRPl i 
RasGRP3 [3,26,27,30,32]. Przemieszczanie tych białek w  kie­
runku wewnątrzkom órkowych struktur błonowych może 
wynikać z większego powinowactwa ich domeny C l do 
cząsteczek DAG podstawionych resztami nasyconych kw a­
sów tłuszczowych (np. DOG, 1,2-dioctanoyl-sn-glycerol) 
obecnych w błonach wewnętrznych [3,33]. Dla RasGRP3 
zaobserwowano ponadto w pływ stężenia aktywatora na 
miejsce lokalizacji białka: mniejsze stężenie TPA wywołuje 
migrację w kierunku błony komórkowej, większe do błon 
wewnętrznych [3]. Rozmieszczenie RasGRP3 w komórce 
jest także wynikiem oddziaływania białka z lekkim łańcu­
chem dyneiny [34], Przemieszczanie do frakcji błonowej za­
obserwowano również dla RasGRP4 [9],

Dane na temat przemieszczania białka RasGRP2/Cal- 
DAG-GEF I nie są jednoznaczne. Izoforma RasGRP2 za­
w iera w  N-końcowym odcinku miejsce potranslacyjnej 
modyfikacji przez mirystylację/palmitylację, warunkującą 
lokalizację białka przy błonie plazmatycznej. Z kolei izo­
forma CalDAG-GEF I, pozbawiona tej sekwencji, pozostaje 
w cytosolu [6,12,27]. Obserwowany brak przemieszczenia 
białka RasGRP2 w kierunku w ew nątrzkom órkowych struk­
tur błonowych tłumaczony jest obecnością powierzchniowo 
eksponowanej seryny w 506. pozycji, w obrębie dom eny Cl. 
Białka RasGRPl i RasGRP3 zawierają w tym miejscu resztę 
tyrozynową. Różnice w  subkomórkowym rozmieszczeniu 
czynników RasGRP, mogą więc wynikać z różnic w  struk­
turze domeny C l [32], Dodatkowo, dla RasGRP2 zaobser­
wowano zjawisko przemieszczania związane z czynnością 
cytoszkieletu — oddziaływanie i wspólną lokalizację białka 
z aktyną F [35].

Przemieszczanie białek RasGRP w kierunku struktur 
błonowych komórki najprawdopodobniej związana jest z 
lokalizacją głównego efektora tych czynników GEF — biał­
ka Ras, które, dzięki farnezylacji, występuje właśnie w  tych 
regionach.

INAKTYWACJA

Hamowanie aktywności białek RasGRP odbywa się na 
drodze pośredniej z udziałem  kinaz diacyloglicerolu (DGK). 
Dotychczas poznano 9 izoform tego enzym u (a-i), sklasyfi­
kowanych w 5 podtypów  (I-V) [36], DGK katalizuje reakcję 
fosforylacji DAG do kwasu fosfatydowego (PA), będącego 
także przekaźnikiem sygnałów. Prowadzi to do zmniejsze­
nia stężenia DAG i, w  konsekwencji, obniżenia aktywności 
białek zależnych od DAG (m.in. RasGRP), a tym samym do 
zaham owania aktywacji dalszych etapów kaskady sygna­
lizacyjnej. Estry forbolu nie są substratami DGK i hamują 
ich działanie. Do wykazanych zależności między DGK a 
RasGRP należą: korelacja ekspresji DGKa i ^ z obniżeniem 
aktywności ścieżki sygnalizacyjnej receptor-Ras, kontrolo­
wanej przez RasGRP [29,37-39], migracja DGKa i RasGRP
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w kierunku błony ze zbliżoną kinetyką [29] oraz asocjacja 
i podobne rozmieszczenie wewnątrzkom órkowe DGK^ 
i RasGRP [38], Zaskakującą obserwacją dotyczącą DGKi 
jest jej zdolność do aktywowania elementów kaskady Ras, 
m.in. białka ERK [40]. DGKi tworzy kompleks z RasGRP3, 
oddziaływującym z R apl, co prow adzi do inaktywacji tych 
białek przy niezmienionej aktywności Ras. W konsekwencji 
zapobiega to powstawaniu bezproduktywnego kompleksu 
Rapl-Raf-1 i nasila aktywność kaskady R as/Raf-l/ERK . Po­
twierdzeniem powyższego zjawiska może być zmniejszona 
ilość guzów nowotworowych wywołanych mutacjami Ras 
u myszy pozbawionych genu kodującego DGKi [40].

NASTĘPSTWA AKTYWACJI BIAŁEK RASGRP

Bezpośrednim następstwem działania białek RasGRP jest 
pobudzenie wym iany GDP na GTP w małych białkach G, 
co prowadzi do ich aktywacji [12-14,27], Różne rodzaje Ras­
GRP aktywują określone formy Ras i/ lu b  Rap [12,27]. Białko 
RasGRPl aktywuje przede wszystkim H-Ras, a także białka 
R-Ras, TC21 i M-Ras należące do podrodziny Ras [7,8,41], 
Głównym celem oddziaływania RasGRP2 i CalDAG-GEF I 
są białka Rapl i Rap2 [6,41], przy czym dłuższa izoforma 
RasGRP2 może również aktywować N-Ras i K-Ras [6], a 
krótsza CalDAG-GEF I także R-Ras i TC21 [8,41]. Natomiast 
RasGRP3 działa zarówno na H-Ras i białka Rap oraz na R- 
Ras, TC21 i M-Ras [8,41]. Mniej przebadane pod względem 
specyficzności substratowej, RasGRP4 funkcjonuje podob­
nie do RasGRPl, aktywując tylko białka Ras [9],

Aktywacja białka Ras p row adzi do uruchom ienia sze­
regu szlaków sygnałow ych zaangażow anych w prolife­
rację i różnicow anie kom órek [1,42,43], Jedną z najlepiej 
poznanych ścieżek przekazyw ania sygnału zależnych 
od Ras jest kaskada kinaz serynow o-treoninow ych MAP 
(MAPK). D rugą kaskadą sygnalizacyjną zw iązaną z ak ­
tywnością Ras jest ścieżka PI-3K/ Akt, odgryw ająca w aż­
ną rolę w  kontroli przeżycia komórki. Aktywacja PI-3K 
i, wynikająca z niej, synteza fosfatydyloinozytoli p row a­
dzi do uruchom ienia kinaz PDK-1 i -2 aktywujących Akt, 
czego efektem jest m.in. ham ow anie apoptozy. Trzecią 
ścieżką sygnalizacyjną pozostającą pod w pływ em  Ras 
jest kaskada RalGEF/Ral. Aktywacja czynników  GEF dla 
Rai (np. RalGDS) p row adzi do uruchom ienia RalBP, słu ­
żącego jako czynnik GAP dla białek Rho (CDC42 i Rac) 
zaangażow anych w rearanżacje cytoszkieletu. Działanie 
Ras pow iązane jest także, poprzez cyklinę D l, z kontro ­
lą cyklu kom órkow ego [43]. A ktyw ow ane przez n iektó­
re czynniki RasGRP białko R ap l może działać poprzez 
kaskadę B-Raf/M EK /ERK  lub niektóre czynniki RalGEF
[42]. W skazuje się także na rolę w iążącego R apl białka 
RapL w zjawisku adhezji zależnym  od integryn. N iektó ­
rzy autorzy  sugerują ponadto  możliwość antagonistycz- 
nego działania R apl w zględem  Ras [2,42].

TKANKOWE ROZMIESZCZENIE I 
FUNKCJA BIAŁEK RASGRP

Funkcja białek RasGRP nierozerwalnie wiąże się z miej­
scem ich ekspresji oraz charakterystycznym położeniem w 
sieci sygnalizacyjnej (Ryc. 2). Ekspresja białek RasGRP jest 
wysoka w m ózgu i układzie krwiotwórczym [11,26,43,44].
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Rycina 2. Miejsce RasGRP w komórkowej sieci sygnalizacyjnej. Związanie ligandu (L) przez receptory sprzężone z białkiem G (GPCR) i receptory o wewnętrznej ak­
tywności kinazy tyrozynowej (RTK) prowadzi do pobudzenia PLC-(3 i -y. Powstający DAG aktywuje białka RasGRP i w konsekwencji Ras oraz Rap, które wraz z PKC 
uczestniczą w dalszym rozprzestrzenianiu sygnału.

Transkrypty RasGRP wykrywano także w innych narzą­
dach. Przy zróżnicowanym wzorze ekspresji tkankowej, 
szczególnym miejscem w ystępowania białek RasGRP są ko­
mórki krwi, w  których silnie zaznacza się powiązanie roli 
białka i funkcji komórki.

RASGRP1

Białko RasGRPl w ystępuje w wielu liniach kom órek 
T człowieka i myszy, gdzie pośredniczy w p rzekazyw a­
niu sygnału m iędzy PLC-yl a ścieżką R as-E R K l/2  w o d ­
pow iedzi na pobudzenie  receptora limfocytów T (TCR) 
[45,46]. W pływ  kaskady TCR- PLC -yl-D A G  na ak tyw ­
ność ERK1/2, jak wskazują w yniki badań  Puente  i wsp.
[47], może być dw ufazow y: RasGRPl odgryw a istotną 
rolę zwłaszcza we wczesnej fazie aktywacji ERK1/2, 
podczas gdy faza późniejsza zależna jest od PKC. U czest­
nictwo RasGRPl w procesie sygnalizacji zw iązanym  z 
czynnością TCR ma znaczenie dla podstaw ow ych  funk ­
cji limfocytów T — odgryw a istotną rolę w  rozw oju tych 
kom órek i regulacji odpow iedzi au to im m unologicznych
[48]. W ykazano, że ulegające ekspresji w grasicy Ras­
GRPl [11], w ym agane jest w późnej fazie różnicow ania 
tym ocytów  — w procesie pozytyw nej selekcji — przy 
przejściu kom órek ze s tad ium  DP (podwójnie dodatnich) 
do SP (pojedynczo dodatnich), zw iązanym  z ekspresją 
pow ierzchniow ych cząsteczek CD4 lub CD8 [49], Ś w iad ­
czy o tym, zaobserw ow ane u m yszy pozbaw ionych genu 
kodującego RasGRPl, obniżenie liczby tym ocytów  oraz 
zaburzenie ich różnicow ania, prow adzące do znacznej 
redukcji liczby dojrzałych, pojedynczo dodatn ich  (SP) 
kom órek T. Mutacja ham ow ała także aktywację R as/ER K  
w odpow iedzi na ester forbolu, TPA i proliferację kom ó­
rek w  odpow iedzi na pobudzenie  TCR [50]. Białko nie ma 
natom iast znaczenia dla procesu negatyw nej selekcji ty ­
m ocytów [49],
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Obok kaskady sygnalizacyjnej TCR, wykazano także 
powiązanie czynnika RasGRPl z receptorem limfocytów B 
(BCR) [51]. W komórkach DT40 białko RasGRPl łączy kaska­
dy V av/R acl i Ras, uczestnicząc w przekazywaniu sygnału 
płynącego od BCR [52], Z kolei ekspresja RasGRPl w ko­
mórkach WEHI-231 prow adzi do apoptozy następującej w 
wyniku pobudzenia BCR. Proces wiąże się ze zwiększeniem 
poziomu inhibitora IkBci i, w konsekwencji, zmniejszeniem 
aktywności czynnika transkrypcyjnego N F-kB [53].

RasGRPl ulega ponadto ekspresji w  mysich keratyno- 
cytach, gdzie wykazano jego udział w aktywacji kaskady 
Ras/ERK w odpowiedzi na TPA [26], Ulegające ekspresji w 
komórkach nerwowych m ózgu [5,8] białko RasGRPl, może 
uczestniczyć w regulacji aktywności Ras w odpowiedzi na 
zmiany wewnątrzkomórkowego stężenia DAG, a tym sa­
m ym  odgrywać rolę w  procesach kontrolowanych przez 
Ras w układzie nerwowym  [54-57], W ystępowanie białka 
RasGRPl stwierdzono także w nerce [8], śledzionie i szpiku 
[11].

RASGRP2/  CALDAG-GEF I

Funkcja białka CalDAG-GEF I, krótszej izoformy Ras- 
GRP2, związana jest z białkiem R apl, postrzeganym jako 
centralny regulator adhezji zależnej od integryn [27], Znaj­
duje to swoje odbicie w funkcjonowaniu megakariocytów 
[58] i wywodzących się z nich płytek krwi [59], w  których 
ekspresji ulega izoforma CalDAG-GEF I. Białko to uczestni­
czy w  procesie agregacji płytek, związanym z aktywacją ka­
skady R apl-R apL-integryna a ]|b(3r  U myszy pozbawionych 
genu kodującego ten czynnik GEF obserwuje się znaczne 
zaburzenia agregacji płytek i, wynikające z tego, w ydłuże­
nie czasu krzepnięcia krwi [59], Zaobserwowano ponadto, 
że ekspresja CalDAG-GEF I w  megakariocytach prowadzi
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za pośrednictwem  R aplb  do zwiększonego wiązania fibry- 
nogenu przez integrynę a |lbP3 w odpowiedzi na łączne po­
budzanie ADP, epinefryną i peptydem  AYPGFK [58].

Białko CalDAG-GEF I odgrywa także rolę w  funkcjono­
waniu limfocytów. W ykazano ekspresję tego białka w  ko­
mórkach Jurkat, w  których z udziałem PLC-yl pośredniczy 
w aktywacji R apl przez TCR. Rapl, poprzez białko efek- 
torowe RapL, reguluje aktywność leukocytarnej integryny 
LFA-1 i jej wiązanie z im m unoglobulinopodobną cząsteczką 
adhezji międzykomórkowej ICAM-1. Oddziaływanie LFA- 
1/IC A M -l ma zasadnicze znaczenie dla oddziaływania lim­
focytów T z komórkami prezentującymi antygen-1 [60].

Gen CalDAG-GEF I zidentyfikowano jako proonkogen 
w ostrej białaczce szpikowej. Jego ekspresja w komórkach 
szpiku wiąże się z aktywacją Rapl i może promować ich 
proliferację oraz zwiększać adhezję [18]. Udział CalDAG- 
GEF I wykazano także w innych zjawiskach niż adhezja. W 
komórkach PC12D czynnik ten aktywuje kaskadę sygna­
lizacyjną R apl/B -R af/ER K  w odpowiedzi na pobudzanie 
m uskarynowego receptora acetylocholiny [61]. Zaobser­
wow any proces wskazuje na udział czynników RasGRP w 
sprzęganiu receptorów białek G z kaskadą MAPK. Białko 
CalDAG-GEF I, ulegające ekspresji w  neuronach mózgu, 
może odpow iadać za regulację aktywności czynnika Rapl, 
związaną ze zmianami w ew nątrzkom órkowego poziomu 
DAG w tej tkance [55]. Czynnik CalDAG-GEF I wykryto 
ponadto w sercu, płucach, śledzionie, wątrobie, nerce [18], 
W organach tych ekspresji ulega także izoforma RasGRP2, 
którą zidentyfikowano również w mięśniach szkieletowych, 
łożysku i trzustce [6].

RASGRP3

Analogicznie do udziału RasGRPl w  kaskadzie sygna­
lizacyjnej TCR, białko RasGRP3, ulegające ekspresji w 
limfocytach B, pośredniczy w transdukcji sygnału między 
PLC-y2 a Ras w odpowiedzi na pobudzenie receptora BCR 
w komórkach DT40 (subpopulacja limfocytów B) [28]. Ras- 
GRP3 w komórkach B odpowiada za utrzymanie podstaw o­
wej aktywności Ras w niepobudzanych komórkach, a także, 
wraz z RasGRPl, za aktywację Ras i proliferację komórek 
w w yniku pobudzenia BCR [51]. U myszy pozbawionych 
genu kodującego RasGRP3 nie zaobserwowano zaburzeń 
rozwoju limfocytów B, jednakże wykazano hipogamma- 
globulinemię. Co ciekawe, w badaniach McLeod i wsp. [62] 
prow adzonych jeszcze przed odkryciem pierwszego czyn­
nika RasGRP, w komórkach WEHI-231 zaobserwowano 
aktywację R apl, wywołaną pobudzeniem  BCR i zależną od 
PLC-y i DAG. Badania prowadzone na komórkach PC12 
w ykazały również udział RasGRP3 w procesie egzocytozy 
indukowanej estrami forbolu, lecz niezależnej od PKC [44].

Interesującym odkryciem, ze względu na powiązania 
szlaków przekazywania sygnału, wydaje się być zjawisko 
aktywacji PLC-e w wyniku pobudzenia receptora naskór­
kowego czynnika wzrostu (EGFR). RasGRP3 odgryw a w  tej 
wielostopniowej sygnalizacyjnej sieci kluczową rolę: EGFR 
poprzez PLC-yl i c-Src może aktywować RasGRP3, co za 
pośrednictw em  Rap2B prow adzi do aktywacji PLC-e [25],

Badania Robertsa i wsp. [63] wykazały udział białka 
RasGRP3 w procesie angiogenezy. Gen kodujący RasGRP3 
ulega, regulowanej przez naczyniowy śródbłonkowy czyn­
nik w zrostu (VEGF), ekspresji w  tworzących się naczyniach 
krwionośnych zarodka. U osobników dorosłych jego eks­
presję obserwuje się np. w trakcie ciąży oraz w angiogene- 
zie towarzyszącej nowotworom. Syntezę białka RasGRP3 
stw ierdzono także w mózgu, nerce, wątrobie, mięśniach 
szkieletowych, sercu, płucach, śledzionie, łożysku oraz 
w  tkankach wewnątrzwydzielniczych — przysadce, gru ­
czołach nadnerczowych, jądrach i wyspach trzustkowych 
[3,8,44].

RASGRP4

Dotychczas poznane funkcje białka RasGRP4 wiążą się 
przede wszystkim z czynnością komórek tucznych [64], choć 
zostało ono wykryte również w wątrobie, mięśniach szkie­
letowych, sercu, płucach, śledzionie i łożysku [9]. Ulegający 
w  komórkach tucznych ekspresji gen kodujący białko Ras- 
GRP4, wywołuje wzmożoną syntezę syntazy prostaglandy- 
ny PGD^ i, w konsekwencji, produkcję PGD2, towarzyszącą 
astmie i zmianom zapalnym  [19]. W komórkach tucznych 
pacjentów z astmą zidentyfikowano ponadto nieprawidło­
we w arianty transkrypcyjne RasGRP4 [10], Wariant pierw ­
szy posiada 117-nukleotydową insercję i koduje nieaktyw­
ne 170-aminokwasowe białko. W ariant drugi, w  związku z 
delecją odcinka złożonego z 42-nukleotydów, koduje biał­
ko uboższe o 14-aminokwasowy odcinek łączący domeny 
zaangażowane w interakcje z białkiem Ras. Oba warianty 
powstały w w yniku nieprawidłowego usunięcia 5. intronu. 
W ariant drugi obecny jest także u pacjentów z mastocytozą. 
W komórkach HMC-1, pochodzących od pacjentów z bia­
łaczką wywodzącą się z komórek tucznych, wykryto także 
w ariant trzeci RasGRP4, kodujący nieaktywną formę białka, 
powstały przez nieprawidłowe usunięcie intronu 3. i 5. [10], 
Inny nieprawidłowy transkrypt RasGRP4, pozbawiony 22- 
nukleotydowej sekwencji w wyniku jego różnicowego cię­
cia i składania w  środku 15. eksonu, zidentyfikowano w ko­
mórkach tucznych myszy C3H/HeJ, charakteryzujących się 
obniżoną wrażliwością dróg oddechowych na metacholinę. 
Kodowane przez ten wariant białko, złożone z 578 am ino­
kwasów, pozbawione jest domeny C l i dlatego nie jest po­
datne na działanie DAG i estrów forbolu [65].

Niezależnie od powyższych obserwacji, RasGRP4 wyizo­
lowano i zidentyfikowano jako czynnik transformujący, ule­
gający ekspresji w  leukocytach pacjentów z ostrą białaczką 
szpikową. Mimo występującej mutacji punktowej (E620K) 
nie zaobserwowano różnic w  aktywacji Ras i przemieszcze­
niu w  kierunku błony w porów naniu z „normalnym" Ras- 
GRP4 [9],

BIAŁKA RASGRP A TRANSFORMACJA NOWOTWOROWA

Niezależnie od wielu różnorodnych funkcji pełnionych 
przez białka RasGRP w prawidłowych komórkach, czynni­
ki te mogą wywoływać także transformację nowotworową. 
Z podw yższoną ekspresją RasGRPl i RasGRP3 wiązano 
transformację komórek Ratl A i NIH 3T3 oraz różnicowanie 
neuronalne komórek PC12 [8,11], a w przypadku RasGRPl
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także transformację fibroblastów [5]. RasGRP2 przypisywa­
no przyspieszony wzrost komórek NIH 3T3 [6], natomiast 
izoforma CalDAG-GEF I wywoływała transformację komó­
rek Swiss 3T3 [18]. RasGRP4 może powodować transfor­
mację komórek szpiku i Ratl [9]. Interesującym spostrze­
żeniem, wynikającym z powyższych badań, jest różnica 
aktywności transformującej białek RasGRP, korelująca ze 
zdolnością do aktywacji kaskady Ras-ERK l/2. RasGRPl i 
RasGRP3 działające na Ras wykazują silniejszą aktywność 
transformującą niż RasGRP2, którego głównymi efektorami 
są białka Rap. Z kolei zdolność wywoływania transformacji 
przez RasGRP3 jest obniżona w porównaniu z RasGRPl, co 
wynikać może z antagonistycznej zależności między białka­
mi Ras i Rapl, aktywowanym i przez RasGRP3 [8].

Zdolność wywołania transformacji wydaje się mieć 
szczególne znaczenie w zrozumieniu niektórych aspektów 
kancerogenezy. Ten wieloetapowy proces jest wynikiem 
zakłócenia homeostazy komórkowej wskutek onkogennych 
mutacji i mechanizmów epigenetycznych. Analog DAG, 
ester forbolu TPA, stosowany jest jako klasyczny promotor 
w modelu skórnej kancerogenezy u myszy [22]. Jego wielo­
krotne nakładanie na skórę grzbietową myszy prowadzi do 
klonalnego rozrostu zainicjowanych w wyniki mutacji, np. 
w  genie H-Ras, keratynocytów. Chociaż estry forbolu są pro ­
totypami promotorów raka skóry w tym modelu dośw iad­
czalnym, mechanizm ich oddziaływania z drogą sygnało­
wą Ras nie jest wyjaśniony. Dotychczas, za główne białka 
wiążące estry forbolu, a jednocześnie mediatory w ywoły­
wanych przez nie efektów, uznaw ano kinazy białkowe C. 
Badania z zastosowaniem myszy transgenicznych w yka­
zały, że izoformy PKC mogą w różny sposób oddziaływać 
na proces promocji nowotworów wywołany działaniem 
TPA. Nadekspresja PKC8 w naskórku indukuje oporność 
na promocyjne działanie TPA [66], natomiast PKCe, który 
wydaje się być onkogenem w wielu typach komórek, pow o­
duje zmniejszenie ilości brodawczaków (łagodne guzy), ale 
zwiększa ich zmianę w złośliwe formy rakowe [67-69]. Wy­
kazanie nadekspresji RasGRPl w mysich keratynocytach, 
zwiększającej się pod w pływem  TPA równolegle ze w zro­
stem poziomu aktywnej formy Ras, dostarczyło dowodu, 
że RasGRPl jest dodatkow ym  celem oddziaływania estrów 
forbolu, który może uczestniczyć w promocji guzów w na­
skórku myszy. Estry forbolu promują rozwój nowotworów 
poprzez pobudzenie wzrostu populacji keratynocytów ze 
zmutowaną, w wyniku działania kancerogenu, formą Ras.

W jaki sposób RasGRPl współdziała ze zm utowanym i 
formami Ras, które na ogół nie są podatne na czynniki w y­
miany w zainicjowanych komórkach, nie jest jeszcze wyja­
śnione. Być może RasGRPl uczestniczą w przekazywaniu 
sygnału pochodzącego od TPA tylko w populacji praw idło­
wych keratynocytów, otaczających zainicjowane komórki.

Ta sugestia może wynikać z faktu, że pewne efekty od ­
działywania estrów forbolu na proliferację zainicjowanych 
kancerogenem komórek przypisuje się ham owaniu w zro­
stu otaczających je prawidłowych keratynocytów [70]. Dal­
sze badania, z zastosowaniem np. myszy transgenicznych 
pozbawionych RasGRPl, powinny przyczynić się do w y­
jaśnienia roli RasGRPl w zachodzącej pod w pływ em  TPA 
promocji nowotworów.

PODSUMOWANIE

Białka RasGRP, aktywowane związaniem cząsteczki 
DAG czynniki o aktywności GEF wobec białek G z rodziny 
Ras, łączą przebieg ważnych dla funkcjonowania kom ór­
ki kaskad sygnalizacyjnych. Chociaż dokładne znaczenie 
czynników RasGRP w wielu tkankach nadal pozostaje nie­
znane, analiza mechanizmów przekazywania sygnałów, 
jak również badania funkcji i aktywności transformującej 
tych białek w niektórych liniach komórkowych sugeruje, 
iż mogą one odgrywać ważną rolę w procesach przekazy­
wania sygnałów pochodzących z różnych układów  recep­
torowych do jądra komórkowego. Zdolność generowania 
odpowiedzi w  w yniku związania estrów forbolu stwarza 
również konieczność zrewidowania roli PKC jako główne­
go białka wiążącego te związki, zwłaszcza w odniesieniu do 
procesu wieloetapowej kancerogenezy. Ponadto, niezbędne 
dla dalszego poznania białek RasGRP wydają się być po­
szukiwania związków selektywnie aktywujących tę klasę 
czynników.
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ABSTRACT
The Ras proteins, members of small GTP-binding protein family, are regulated through the exchange of GTP/GDP nucleotide. The activity 
of the Ras proteins is controlled by guanine nucleotide exchange factors (GEFs) and GTP-ase activating proteins (GAPs), which activate and 
inactivate G proteins respectively. Beside other, w ell known Ras-activating GEFs, the new class of such factors was recently described. 
RasGRP family, known also as CalDAG-GEF, consists of four members. C l domain, allows them to bind diacylglycerol as well as DAG-ana- 
logs like phorbol esters. Binding of the ligand leads to activation of RasGRPs and in consequence to the activation of Ras and Rap proteins by 
the exchange of bounded guanine nucleotides. The signal transmitted by RasGRP is terminated as a result of DAG phosphorylation catalyzed 
by diacylglycerol kinase (DGK). Location of RasGRP proteins on the crossing of signaling cascades and broad tissue expression pattern invo­
lve them in many events essential for the cell function. RasGRP proteins play roles in such phenomena as: T cells maturation and functioning, 
B cells response, platelet aggregation, mast cells activity regulation, transformation and many other.
In this review, structure and function of RasGRP proteins, as well as their role in neoplastic transformation are described.
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Szlaki przekazywania sygnału w 
reakcji roślin na zranienie

STRESZCZENIE

Wyniki badań ostatnich lat przyczyniły się do znacznego postępu w  poznaniu i zrozu­
mieniu szlaków przekazywania sygnałów zranienia u roślin. Szczególną rolę w  w y­

jaśnieniu tych procesów odegrała charakterystyka mutantów wykazujących zaburzenia w  
biosyntezie i percepcji kwasu jasmonowego oraz mutanta z zaburzoną funkcją peptydu — 
systeminy. Rośliny reagują na zranienie zarówno w  miejscu zranienia (odpowiedź lokalna), 
jak i w  miejscach odległych od niego (odpowiedź systemowa). W odpowiedzi systemowej 
główną rolę odgrywają jasmonidy, syntetyzowane w  szlaku oktadekainowym, a wśród nich 
najlepiej poznany — kwas jasmonowy. Jasmonidy jako „długodystansowe" cząsteczki sy­
gnałowe przenoszą informację o zranieniu do odległych, niezranionych miejsc i wywołują 
odpowiedź obronną. Systemina, odkryta u niektórych roślin psiankowatych, działa nato­
miast w  miejscu zranienia, gdzie zwiększa poziom kwasu jasmonowego. Zidentyfikowano 
i częściowo scharakteryzowano szlaki zależne i niezależne od kwasu jasmonowego. Szlaki 
zależne od kwasu jasmonowego pełnią funkcję w  odpowiedzi systemowej, natomiast szla­
ki niezależne od tego kwasu, indukowane w miejscu zranienia, pełnią funkcję naprawczą 
miejsc zranionych, dodatkowo chronią przed atakiem patogenu.

WPROWADZENIE

Osiadły tryb życia wymusił u roślin wykształcenie wyrafinowanych mecha­
nizm ów obronnych przed zranieniem mechanicznym (np. wiatr, deszcz, grad) 
oraz zranieniem wywołanym  atakiem drapieżników, głównie owadów i ich 
larw. Po zranieniu rośliny uruchamiają złożoną kaskadę reakcji prowadzących 
do aktywacji mechanizmów obronnych, nie tylko w miejscu zranienia (odpo­
w iedź lokalna), ale i w całej roślinie (odpowiedź systemowa). Reakcja rośliny 
ujawnia się już po kilku minutach od zranienia i obejmuje tworzenie cząsteczek 
sygnałowych, ich percepcję i przemieszczanie oraz aktywację genów obrony. 
Geny obrony kodują białka pełniące funkcje w szlakach przekazywania sy­
gnałów, naprawie uszkodzonych tkanek oraz produkcji białek i komponentów 
odstraszających roślinożerców, ograniczających ich żerowanie i rozwój. W szla­
kach sygnałowych zranienia ważną rolę odgrywają: jasmonidy, systemina, oli- 
gogalakturonidy (OGA), kwas abscysynowy (ABA) i etylen. Częściowo zostały 
poznane szlaki sygnałowe zranienia zależne i niezależne od kwasu jasmono­
wego (JA). W szlakach tych uczestniczą procesy odwracalnej fosforylacji, w tór­
ne przekaźniki sygnału (jony wapnia i kwas fosfatydowy), tlenek azotu (NO) i 
reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) [1]. O złożoności tych 
mechanizmów może świadczyć fakt, że spośród 8200 genów rzodkiewnika po­
spolitego (Arabidopsis thaliana), ekspresja około 8% z nich była zmieniona pod 
w pływ em  zranienia [2], Badania ekspresji tych genów dostarczyły informacji 
dotyczących oddziaływań pomiędzy zranieniem a stresami abiotycznymi, hor­
monami roślinnymi i atakiem patogenów. Wykazano, że po zranieniu wzrasta 
poziom transkryptu genów kodujących białka, które odgrywają rolę w odpo­
wiedzi roślin na patogen, stres osmotyczny i wysoką temperaturę. Zranienie in­
dukuje również transkrypcję genów związanych ze szlakami etylenu, JA i ABA, 
natomiast hamuje ekspresję genów indukowanych przez auksyny. Jednymi z 
genów odpowiedzi roślin na zranienie są geny kodujące inhibitory proteaz PI 
(ang. proteinase inhibitors), które zakłócając aktywność enzymów trawiennych w 
przewodzie pokarm ow ym  roślinożerców, hamują ich wzrost i rozmnażanie [3]. 
Dlatego też, geny PI są genami markerowymi w badaniach szlaków sygnało­
wych i mechanizmów obronnych wywołanych przez zranienie. Należą do ge­
nów  tzw. odpowiedzi systemowej, której funkcją jest obrona rośliny przed dal­
szym atakiem roślinożercy. Natomiast zasadniczą funkcją genów odpowiedzi 
lokalnej jest napraw a zniszczonych tkanek, ochrona przed utratą wody i przed 
inwazją patogenów.

O ile odpowiedzi obronne roślin na mechaniczne zranienie zostały dosyć 
dobrze poznane, to całkiem niedawno zaczęto dostrzegać i doceniać unikalny 
charakter odpowiedzi obronnych przeciwko roślinożercom. Aktywowanie tych
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odpowiedzi jest efektem nie tylko zranienia mechaniczne­
go, które zawsze towarzyszy atakowi roślinożercy, ale także 
elicitorów zawartych w ślinie roślinożercy. Najlepiej pozna­
ną odpowiedzią fizjologiczną roślin na atak roślinożercy 
jest synteza de novo lotnych związków organicznych VOC 
(ang. volatile organie compounds), które następnie są uw al­
niane do atmosfery i pełnią rolę przynęt (atraktantów) dla 
naturalnych wrogów roślinożerców oraz „odstraszaczy" 
(repelentów). U wielu gatunków roślin, w tym kukurydzy, 
bawełny i tytoniu, wykazano, że żerujące owady indukują 
emisję VOC [4]. Coraz więcej danych wskazuje na istniejące 
różnice pomiędzy mechanizmami obronnymi wywołanymi 
mechanicznym zranieniem a zranieniem spow odow anym  
atakiem roślinożercy. Badania z zastosowaniem mikroma- 
cierzy cDNA ujawniły, że profil transkrypcji genów induko­
wanych przez zranienie mechaniczne jest znacznie bardziej 
podobny do profilu stresu wodnego niż do profilu uzyska­
nego w wyniku uszkodzeń spowodowanych atakiem rośli­
nożercy [5],

CZĄSTECZKI SYGNAŁOWE PEŁNIĄCE ROLĘ W  
SZLAKACH PRZEKAZYWANIA SYGNAŁU ZRANIENIA

W reakcji roślin  na zran ien ie  uczestn iczy w iele czą­
steczek regulatorow ych, k tóre pośredn io  lub b ezpośred ­
nio regulują także szlak b iosyntezy JA (Rye. 1). Do nich 
zalicza się: system inę, jasm onidy  (JA i jego pochodne), 
OGA, elicitory zaw arte  w  ślinie ow adów  FAC (ang .fa tty  
acid-amino acid conjugates), NO, ROS oraz ety len  i ABA 
[1,6].

SYSTEMINA

Systemina jest 18-aminokwasowym peptydem  bogatym 
w prolinę, wytworzonym  z prekursorowego 200-amino- 
kwasowego białka, zwanego prosysteminą [7], Systeminę 
zidentyfikowano początkowo w  liściach pomidora, a na­
stępnie u ziemniaka, papryki i wilczej jagody. Natomiast u 
tytoniu odkryto peptydy przypominające budow ą i funkcją 
systeminę. Są to dwa 18-aminokwasowe glikopeptydy bo­
gate w hydroksyprolinę, zwane TobHypSys I i II. Peptydy 
te, podobnie jak systemina, pochodzą z większego, prekur-

Etylen (+/-)

OGA (+/-) I ABA (+)

\  *  S

Systemina (+) ------ ►  B io sy n teza  JA <------  ROS (+)

FAC (+)
/ *

NO (+/-)

▼

eon

Rycina 1. Regulacja biosyntezy JA przez cząsteczki sygnałowe wytwarzane w 
reakcji na zranienie. Wiele cząsteczek sygnałowych uczestniczących w szlakach 
odpowiedzi roślin na zranienie, reguluje szlak biosyntezy JA. W zależności od 
gatunku rośliny cząsteczki te mogą indukować (+) lub hamować (-) biosyntezę JA 
lub późniejsze wydarzenia w szlaku sygnałowym. Sam JA również reguluje syn­
tezę lub działanie tych cząsteczek. Niezbędnym elementem szlaku JA jest białko 
COI1. Na podstawie pracy [9],

sorowego białka i bardzo silnie indukują ekspresję genów 
PI, co wskazuje na ich rolę w  szlaku przekazywania sygnału 
zranienia [8]. Podobne peptydy odkryto również u  pomi­
dora. Są to trzy 20-, 18- i 16-aminokwasowe glikopeptydy 
bogate w hydroksy prolinę, zwane TomHypSys I, II i III [8]. 
Brak jest homologu systeminy u Arabidopsis thaliana. Począt­
kowo wiele danych sugerowało, że systemina pełni funkcję 
cząsteczki sygnałowej „długodystansowej" i jest odpow ie­
dzialna za wywołanie odpowiedzi systemowej. W ykazano 
np., że u m utantów  pom idora o podw yższonym  poziomie 
prosysteminy zachodzi konstytutywna ekspresja genów od­
powiedzi na zranienie, jak gdyby roślina była perm anentnie 
raniona [7], Natomiast u roślin z wyciszonym genem  pro­
systeminy, obserwowano zmniejszoną ekspresję genów PI 
w  odpowiedzi systemowej, jak również obniżoną odpor­
ność na szkodniki [7]. Ponadto, wykazano, że systemina jest 
cząsteczką mobilną i może przemieszczać się przez floem. 
W edług najnowszych danych systemina odgryw a rolę przy 
produkcji i amplifikacji cząsteczki sygnałowej (JA) w  miej­
scu zranienia, ale sama nie jest transportowana na duże od­
ległości.

Zranienie, atak roślinożercy

|  PLD

LA 18:3

| LOX

2?B
<0 13-HPOT
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>»
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£
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Q. ▼
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Rycina 2. Schemat szlaku oktadekainowego u roślin. Używane skróty związków 
i enzymów uczestniczących w szlaku biosyntezy JA: PLD — fosfolipaza D; LA
— kwas linolenowy: LOX — lipoksygenaza; 13-HPOT — kwas 13-hydroperoksy- 
linolenowy; AOS — syntaza tlenku allenu; AOC — cyklaza tlenku allenu; OPDA
— kwas 12-ketofitodienowy; OPR3 — reduktaza OPDA; OPC8:0 — kwas 3-okso- 
2(2'(Z)-pentenylo)-cyklopentano-l-oktanowy; JA — kwas jasmonowy; MeJA
— metylowa pochodna JA; JA-lle — koniugat JA z izoleucyną; JA-ACC — koniu- 
gat JA z prekursorem etylenu, kwasem 1-aminocyklopropano-l-karboksylowym; 
cJA — cis-jasmon;. Na rysunku nie przedstawiono enzymów katalizujących 
P-oksydację OPC8:0: ACX — oksydaza acylo-CoA, MFP — wielofunkcjonalne 
białka i KAT — tiolaza 3-ketoacylo-CoA. Szczegółowe informacje o szlaku sygna­
łowym jasmonidów dostępne są na stronie internetowej http:/  /  stke.sciencemag. 
org/cgi/cm/stkecm;CMP_7361. Na podstawie prac [1,11].
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JASMONIDY

Jasmonidy mają strukturę cyklopentanu i pochodzą z 
utlenionych wielonienasyconych kwasów tłuszczowych. Są 
produkow ane, w dobrze poznanym u roślin, szlaku oktade- 
kainowym  [9] (Ryc. 2). Terminem jasmonidy określa się nie 
tylko JA i jego ester metylowy (MeJA), ale również aktyw ­
ne biologicznie, spokrewnione z JA związki, włączając jego 
prekursory i koniugaty. Jasmonidy regulują procesy w zro­
stu i rozwoju, starzenia się roślin oraz reakcje obronne na 
stresy. N a początku lat 90-tych po raz pierwszy wykazano, 
że indukcja ekspresji genów PI przez JA i MeJA jest częścią 
odpowiedzi obronnej rośliny zaatakowanej przez owady 
roślinożerne [10]. Wiele późniejszych prac potwierdziło rolę 
jasmonidów w regulacji odpowiedzi obronnych przeciwko 
atakom roślinożerców i infekcjom przez niektóre patogeny. 
JA i jego pochodne odgrywają również rolę w  odpowiedzi 
obronnej na mechaniczne zranienie, które zawsze tow arzy­
szy atakom roślinożerców.

Ze w zględu na swoje plejotropowe działanie, JA indu ­
kuje ekspresję genów zw iązanych z wieloma procesami fi­
zjologicznymi. Oprócz wspom nianych wcześniej genów PI, 
JA indukuje ekspresję genów kodujących białka antybak- 
teryjne: defensynę (PDF1.2) i tioninę (THI2.1) — enzym y 
biorące udział w  biosyntezie w tórnych metabolitów, np. 
alkaloidów, terpenoidów, flawonoidów, antrachinonów  
i glukozynolanów. Metabolity te pełnią funkcje obronne 
przeciwko bakteriom i zwierzętom  roślinożernym. MeJA 
indukuje transkrypcję genów związanych z pow staw a­
niem  ROS i program ow aną śmiercią komórki oraz genów 
szlaku biosyntezy JA/M eJA, np. LOX2, AOS, OPR3, JMT 
i AOC  [11]. JA/M eJA indukuje również ekspresję genów 
zw iązanych np. z metabolizmem cukrów i am inokw asów  
oraz procesami starzenia się [11]. Biosynteza i metabolizm 
JA ma miejsce w trzech przedziałach komórki. Rozpoczy­
na się uw olnieniem  LA z błon chloroplastów. W chloro­
plastach zlokalizowane są enzymy: LOX, AOS i AOC 
syntetyzujące OPDA — prekursor JA. Następnie OPDA 
transportow any jest do peroksysomów, gdzie znajdują się 
enzym y przekształcające OPDA w JA: reduktaza OPDA 
oraz enzym y katalizujące [ł-oksydację OPC8:0. W peroksy- 
som ach syntetyzow any jest JA, który następnie transpor­
tow any jest do cytosolu. O ile znany jest transporter OPDA 
z chloroplastów do peroksysom ów (białko CTS), to jak do ­
tychczas, nie poznano m olekularnego m echanizm u trans­
portu  JA [12]. W cytosolu JA ulega różnym  modyfikacjom. 
Pochodne JA mogą pow staw ać przez metylację, glikozyla- 
cję, hydroksylację, dekarboksylację i koniugację z am ino­
kwasam i. N ajprawdopodobniej, metabolity JA, wpływając 
na transport i stabilność JA, regulują szlaki sygnałowe za­
leżne od JA. W ykazano, że MeJA oraz koniugat JA z resz­
tą izoleucyny (JA-Ile), podobnie jak sam JA, są cząstecz­
kami aktyw nym i biologicznie [3]. U m utanta Arabidopsis 
jarl (ang. jasmonate resistant!) z niefunkcjonalnym genem 
JAR1 (JAR1 katalizuje koniugację JA z Ile) nie obserwuje 
się efektu ham ow ania w zrostu korzeni przez MeJA, ale ob­
serwuje się efekt ham ow ania przez JA-Ile. Świadczy to o 
tym, że JA-Ile odgryw a rolę w niektórych odpow iedziach 
zależnych od szlaku JA [13]. Metylacja JA katalizow ana 
jest przez metylotransferazę karboksylową — JMT (ang. 
jasmonic acid carboxyl methyltransferase). Transgeniczne ro­

śliny Arabidopsis, o podw yższonym  poziomie JMT, w yka­
zują w zrost ekspresji genów indukow anych przez JA oraz 
wzrost odporności na patogen pochodzący z grzybów [3]. 
N atom iast dekarboksylowana pochodna JA — cJA w pły ­
wa na zachowanie się owadów, odstrasza pew ne gatunki 
roślinożerców, jak również wabi ich drapieżników  [10].

Analiza m utanta opr3 (ang. 12-OPDA reductase3), synte­
tyzującego OPDA, ale nie JA, wykazała, że OPDA funkcjo­
nuje u Arabidopsis jako samodzielna cząsteczka sygnałowa, 
niezależnie od JA i COI1 [14]. Potwierdziła to analiza genów 
indukowanych przez JA, MeJA i OPDA. Spośród 21 500 
genów Arabidopsis, przebadanych za pomocą mikromacie- 
rzy, wiele jest regulowanych przez w ymienione jasmonidy. 
Natomiast pewna pula genów jest regulowana specyficznie 
tylko przez OPDA, a 50% spośród genów indukowanych 
przez OPDA, indukow ana jest przez zranienie. Natomiast 
analiza m utanta pom idora acxl (ang. acyl-CoA oxidase!), któ­
ry ma fenotyp podobny do m utanta Arabidopsis opr3, w yka­
zała brak funkcji OPDA, jako niezależnej cząsteczki sygna­
łowej w  odpowiedzi na zranienie [15].

Szlak oktadekainowy u roślin jest zaskakująco podobny 
do systemu immunologicznego u ssaków, w którym główną 
rolę odrywają cyklopentanowe kwasy tłuszczowe (prosta- 
glandyny). Strukturalnie podobne do JA, prostaglandyny 
odgrywają rolę regulatorową w różnych procesach fizjolo­
gicznych, włączając odpow iedź immunologiczną. U zwie­
rząt szlak syntezy prostaglandyn rozpoczyna się uw alnia­
niem kwasu arachidonowego (20:4) z błon komórkowych, 
podobnie jak u roślin biosynteza jasmonidów rozpoczyna 
się uwalnianiem LA (Ryc. 3).

OLIGOGALAKTURONIDY

Oligogalakturonidy (OGA), uwalniane z uszkodzonych 
ścian komórkowych, indukują u pom idora ekspresję genów 
PI. Niewykluczone, że OGA mogą być produkow ane tak­
że endogennie, ponieważ po zranieniu lub potraktowaniu 
roślin systeminą zaobserwowano indukcję ekspresji genu 
poligalakturonazy, która uczestniczy w syntezie OGA [6],

Rośliny Zwierzęta

Rycina 3. Porównanie struktury kwasu jasmonowego pochodzącego z kwasu li- 
nolenowego i prostaglandyn pochodzących z kwasu arachidonowego.
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Uważa się, że OGA, ze względu na małą ruchliwość, pełnią 
funkcję w odpowiedzi lokalnej rośliny na zranienie. Jednak­
że, biorąc pod uwagę fakt, że systemina indukuje aktyw­
ność poligalakturonazy w liściach nie zranionych [6], nie 
wyklucza się również istnienia odpowiedzi systemowych, 
zależnych od OGA.

TLENEK AZOTU I REAKTYWNE FORMY TLENU

Istnieje wiele dow odów  wskazujących na udział tlenku 
azotu (NO) w zależnej od JA odpowiedzi roślin na zranie­
nie. Zranienie oraz JA indukują syntezę NO u buraka cukro­
wego i Arabidopsis [1,16]. Egzogenny NO u Arabidopsis indu ­
kuje transkrypcje genów szlaku biosyntezy JA, ale nie ma to 
w pływ u na wzrost stężenia JA [16]. Natomiast u psianko­
watych NO hamuje, indukow aną przez zranienie, syntezę 
H 20 2 i ekspresję genów indukowanych przez JA [17].

Zranione rośliny produkują przejściowo reaktywne for­
my tlenu (ROS) — zaobserwowano wzrost stężenia H 20 2 
zarówno w tkankach zranionych, jak i nie zranionych [17]. 
H 20 2 jest również wytw arzany w liściach traktowanych 
systeminą, co sugeruje udział H 20 2 w szlaku sygnałowym 
zależnym od systeminy i JA. Uważa się, że H 20 2 pełni funk­
cję wtórnego przekaźnika sygnałów w indukcji ekspresji ge­
nów u pom idora w odpowiedzi na zranienie [17]. Niestety, 
wzajemne korelacje pomiędzy szlakiem NO, ROS a szlaka­
mi sygnałowymi w reakcji na zranienie, jak dotychczas, są 
niewyjaśnione.

LOTNE ZWIĄZKI ORGANICZNE

Wyizolowane ze śliny ow ada koniugaty kwasów tłusz­
czowych z aminokwasami FAC wykazują właściwości eli- 
citora. FAC indukują odpowiedzi obronne przeciwko ro- 
ślinożercom. Kwasy tłuszczowe wchodzące w skład FAC 
pochodzą z roślin, natomiast reszty aminokwasowe po­
chodzą z organizmu ow ada [18]. Pierwszym scharaktery­
zowanym  owadzim  elicitorem była wolicytyna (N-(17-hy- 
droksy-linolenolyl)-L-glutamina). Zastosowanie w miejscu 
zranienia wolicytyny lub innych FAC wywołuje systemowe 
uwalnianie lotnych związków organicznych (VOC), które 
są odpowiedzialne za tzw. odpowiedzi obronne pośrednie 
przeciwko roślinożercom, polegające między innymi na 
wabieniu ich naturalnych wrogów. W skład VOC wchodzą 
lotne związki organiczne, biosyntetyzowane w szlakach np. 
terpenów, izoprenoidów i szlaku szikimowym. Oprócz in­
dukcji odpowiedzi obronnych pośrednich, FAC wywołują 
bezpośrednie odpowiedzi obronne. Powodują gwałtowny 
wzrost stężenia JA (ang. JA burst) i indukują odpowiedzi 
obronne zależne od JA [4], FAC wzmacniają również wy­
dzielanie GLV (ang. green leaf volatiles) [4], GLV są, innymi 
od VOC, organicznymi związkami lotnymi. Są 6-węglowy- 
mi alkoholami i aldehydami pochodzącymi z degradacji 18- 
węglowych kwasów tłuszczowych (kwas linolowy i linole- 
nowy) w  szlaku sygnałowym lipoksygenazy. Natychmiast 
po zranieniu lub ataku roślinożerców wzrasta przejściowo 
w miejscu zranienia emisja GLV. Natomiast VOC emitowa­
ne są w  miejscach nie zranionych kilka godzin po ataku ro­
ślinożerny [19]. GLV, podobnie jak VOC, pełnią funkcję w 
odstraszaniu roślinożerców, przywabianiu ich naturalnych 
wrogów, jak również obniżają płodność mszyc [4]. Orga­

niczne związki lotne, opisane w  pracach przeglądowych 
[4,20], odgrywają skomplikowane role w oddziaływaniach 
pomiędzy roślinami i ich roślinożercami. Oprócz FAC ze śli­
ny owadów zostały wyizolowane enzymy o właściwościach 
elicitorów. Należą do nich np. oksydaza glukozy, (3-gluko- 
zydaza i alkaliczna fosfataza [21]. Złożone oddziaływania 
pomiędzy roślinami a ich szkodnikami są nie do końca po­
znane. Wykazano np., że oksydaza glukozy, w przeciwień­
stwie do FAC, może być również inhibitorem pewnych od ­
powiedzi obronnych roślin przeciwko roślinożercom [22],

SZLAKI SYGNAŁOWE W REAKCJI NA ZRANIENIE

ROLA KWASU JASMONOWEGO JAKO CZĄSTECZKI 
SYGNAŁOWEJ „DŁUGODYSTANSOWEJ"
W ODPOWIEDZI SYSTEMOWEJ

Do poznania i zrozumienia szlaków przekazywania sy­
gnałów w reakcji na zranienie w znacznym stopniu przy­
czyniło się wyselekcjonowanie i scharakteryzowanie m u ­
tantów szlaku zranienia u Solanaceae i Arabidopsis thaliana. 
M utanty szlaku zranienia można sklasyfikować jako m u­
tanty, u których jest: 1) zahamowana biosynteza JA; 2) zabu­
rzona percepcja JA oraz 3) zaburzone funkcjonowanie sys­
teminy. M utanty te charakteryzują się brakiem odpowiedzi 
systemowej na zranienie oraz zmniejszoną odpornością na 
szkodniki [23]. Szczególnie utrata przez m utanty odporno­
ści na szkodniki i patogeny świadczy o tym, że geny zwią­
zane z biosyntezą i percepcją JA oraz systemina są niezbęd­
ne dla rośliny, aby mogła bronić się przed szkodnikami [10]. 
Wyniki wielu badań wskazywały, że JA może pełnić funkcję 
sygnału „długodystansowego" (ang. long-distance signal) w 
wywołaniu odpowiedzi systemowej w reakcji na zranienie. 
Zaobserwowano np. wzrost transkryptu genów PI (mar­
kery zranienia) zarówno w liściach traktowanych JA, jak i 
nie traktowanych [10]. Podobne wyniki uzyskano, traktując 
liście koronatyną, toksyną produkow aną przez Pseudomo­
nas syringae, która budow ą i działaniem naśladuje JA [24], 
Koronatyna indukowała ekspresję genów PI w liściach nie 
traktowanych, w sposób zależny od COI1, ale niezależny 
od JA. Wyniki te świadczyły o transporcie koronatyny do 
nietraktowanych liści, ponieważ rośliny nie produkują ko­
ronatyny, oraz sugerowały, że podobnie może być trans­
portowany JA. Badania z zastosowaniem JA znakowanego 
14C wykazały, że JA transportowany jest przez floem [10]. 
Zaobserwowano wzrost stężenia tego hormonu w liściach 
niezranionych, jednakże wzrost ten nigdy nie przekraczał 
10% w zrostu stężenia w liściach zranionych [3],

Jednakże, przełomem w poznaniu roli JA w szlaku prze­
kazywania sygnału zranienia były badania, przeprow adzo­
ne przez grupę Gregga Howe'a, z zastosowaniem klasycznej 
techniki szczepień (ang. grafting experiments) [25,26]. Szcze­
piono typ dziki pom idora z mutantam i szlaku zranienia w 
różnych kombinacjach (Ryc. 4). Doświadczenia przepro­
wadzone z mutantami: jail (niewrażliwy na JA), acxl (nie 
produkujący JA) i 35S-Prosys (o podwyższonym poziomie 
prosysteminy) wykazały, że biosynteza JA w liściach zra­
nionych jest niezbędna do przekazywania sygnału o zranie­
niu i wywoływaniu odpowiedzi systemowej w liściach nie 
zranionych, jak również, że biosynteza de novo JA w liściach 
nie zranionych nie jest konieczna do wywołania odpow ie­
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dzi systemowej, natomiast jest wym agana percepcja JA. 
Wyniki tych badań wskazują, że odpow iedź systemowa na 
zranienie zależy od biosyntezy JA w miejscu zranienia i od 
percepcji JA w miejscu niezranionym.

Rolę JA jako „długodystansowej" cząsteczki sygnałowej, 
przekazującej informacje o zranieniu do odległych, niezra- 
nionych miejsc, potwierdza lokalizacja enzymów biosynte­
zy JA w wiązkach przewodzących (Ryc. 5A). W komórkach 
towarzyszących i rurkach sitowych wiązek przewodzących 
zlokalizowano enzymy biosyntezy JA: LOX, AOS, AOC i 
enzymy katalizujące [3-oksydację OPC8:0 [1], Podczas, gdy 
białko AOC zlokalizowano zarówno w komórkach tow arzy­
szących, jak i w rurkach sitowych, to mRNA AOC wykryto 
tylko w komórkach towarzyszących. Najprawdopodobniej 
enzym AOC jest syntetyzowany tylko w komórkach to­
warzyszących, a następnie transportowany przez plazmo- 
desmy do rurek sitowych. Natomiast JA zlokalizowano w 
wiązkach przewodzących babki zwyczajnej (Plantago major) 
[1] oraz w nerwie głównym liścia pom idora (gdzie również 
zlokalizowano OPDA) [27], co było kolejnym potw ierdze­
niem roli JA jako mobilnej cząsteczki sygnałowej. Co więcej, 
warunkiem wystąpienia odpowiedzi systemowej w reakcji 
na zranienie jest nieuszkodzony floem [1],

ROLA SYSTEMINY W ODPOWIEDZI 
SYSTEMOWEJ NA ZRANIENIE

Do wyjaśnienia roli systeminy w szlaku przekazywania 
sygnału zranienia przyczyniły się prace z m utantem  pom i­
dora sprl (ang. suppresed in prosystemin-mediated responsesl) 
[9,25]. Mutant ten jest niewrażliwy na systeminę i nieznana 
jest mutacja odpowiedzialna za jego fenotyp. P raw dopodob­
nie, białko SPR1 występuje na szlaku pomiędzy receptorem 
systeminy a występującym później szlakiem biosyntezy JA. 
U m utanta sprl obserwuje się brak wzrostu stężenia JA w

odpowiedzi na egzogenną systeminę oraz znacznie zredu­
kowany poziom JA w odpowiedzi na zranienie. M utant sprl 
swoim fenotypem przypom ina m utanta z wyciszonym ge­
nem prosysteminy, u którego poziom ekspresji genów PI, w 
reakcji na zranienie, jest obniżony głównie w odpowiedzi 
systemowej. Cechy m utanta sprl wskazywały, że systemina 
jest ważnym  elementem szlaku przekazywania sygnału zra­
nienia związanego z odpowiedzią systemową. Sugerowała 
to także lokalizacja transkryptu prosysteminy w wiązkach 
przewodzących nerw u głównego, nerwów bocznych liścia, 
w ogonkach liściowych i łodydze [28]. Badania immuno- 
chemiczne i hybrydyzacja in situ potwierdziły lokalizację 
prosysteminy w komórkach miękiszowych wiązek prze­
wodzących floemu oraz wykazały, że ekspresja transkryptu 
prosysteminy w tych tkankach wzrasta w  odpowiedzi na 
zranienie i traktowanie JA [29], Jednak dopiero badania na 
szczepionych roślinach z m utantem  sprl wykazały, że sys­
temina pełni funkcję w miejscu zranienia w  produkcji i am- 
plifikacji JA (Ryc. 4). Jest to zgodne z wynikami badań na 
szczepionych roślinach z wykorzystaniem m utantów bio­
syntezy JA, które wskazują, że odpowiedź na zranienie, w 
liściach zranionych i niezranionych, zależy od produkcji JA 
w liściach zranionych (Ryc. 4).

Wyniki badań wskazują, że systemina i JA w  szlaku sy­
gnałowym w reakcji na zranienie oddziałują wzajemnie na 
siebie poprzez dodatnie sprzężenie zwrotne. Po zranieniu 
systemina indukuje biosyntezę JA poprzez aktywację enzy­
mów szlaku oktadekainowego. Jest to możliwe, ponieważ 
w niezranionych liściach pomidora istnieje niska, konstytu­
tywna ekspresja genów biosyntezy JA, dzięki której rośliny 
w odpowiedzi na zranienie mogą efektywnie syntetyzować 
JA [27,28], Oprócz aktywacji enzymów, systemina indukuje 
ekspresję ich genów, np. genu AOC [27], W konsekwencji, 
wytwarzany JA indukuje z kolei ekspresję genów: prosyste­

miny, receptora systeminy oraz enzymów 
uczestniczących w jego biosyntezie [28,30], 
W tak działającym dodatnim sprzężeniu 
zw rotnym  pomiędzy systeminą a biosyn­
tezą JA, produkow any jest i akumulowa- 
ny JA (Ryc. 5B). To sprzężenie zwrotne jest 
istotne do akumulacji JA i jego działania w 
odpowiedzi na długotrwałe zranienie po­
w odow ane przez roślinożerców. W pro ­
cesie tym także odgrywają rolę substraty 
biosyntezy JA; np. w ciągu pierwszej go­
dziny po zranieniu, przejściowy wzrost

Rycina 4. Schemat doświadczeń z zastosowaniem szcze­
pień roślin pomidora do badań roli systeminy i JA w 
odpowiedzi systemowej wywołanej przez zranienie. 
Szczepiono rośliny pomidora mające różne genotypy: 
DZ — typ dziki pomidora; jail — mutant z niefunkcjo­
nalnym genem COI1, niewrażliwy na JA; acxl — mutant 
z niefunkcjonalnym genem ACX, brak biosyntezy JA; 
sprl — mutant niewrażliwy na systeminę; PS — mutant 
35S-Prosys o podwyższonym poziomie prosysteminy. 
W doświadczeniach A, B, i C raniono liście podkładki 
(zaznaczono poziomymi liniami), po 8 godz. badano po­
ziom ekspresji genów PI zarówno w liściach zranionych 
(podkładki), jak i niezranionych (zrazu). Poziom ekspre­
sji genów PI na rysunku oznaczono kolorami: brak lub 
niską ekspresję — kolorem białym; wysoką ekspresję 
— kolorem zielonym; pośrednią ekspresję w zranionych 
liściach mutanta sprl — kolorem jasnozielonym. Na pod­
stawie prac [3,9].
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stężenia JA zależy od indukcji syntezy LA, ponieważ u ro­
ślin o podw yższonym  poziomie enzymów biosyntezy JA, 
AOS lub AOC, dopiero po zranieniu i uwolnieniu z błon LA 
wzrasta stężenie JA [27,31].

SZLAKI ZALEŻNE OD KWASU JASMONOWEGO

Na Ryc. 6 przedstawiono hipotetyczny model szlaków 
uczestniczących w przekazywaniu sygnału zranienia. Do 
tej pory nie wiadomo, co jest początkowym sygnałem zra­
nienia, który uruchamia całą kaskadę w ydarzeń prow adzą­
cych do indukcji odpowiedzi obronnych. Wyniki badań na 
mutancie A rabidopsis cevl (ang. constitutive expression ofvspl 
(vegetative storage proteins)), charakteryzującym się konsty­
tutyw ną lub wzmożoną odpowiedzią na JA, wskazują na 
udział ściany komórkowej we wczesnej odpowiedzi roślin 
na stresy ponieważ zidentyfikowany gen cevl koduje syn- 
tazę celulozy [32]. Jednymi z najwcześniejszych w ydarzeń 
zachodzących w komórce po zranieniu lub zastosowaniu 
elicitorów zranienia są: depolaryzacja błony komórkowej, 
aktywacja ATPazy protonowej, alkalizacja środowiska ze- 
wnątrzkomórkowego, wzrost stężenia Ca2+ w cytoplazmie, 
aktywacja kinaz białkowych, produkcja ROS oraz aktywa­
cja szlaku oktadekainowego [7], Obecnie uw aża się, że szlak 
oktadekainowy pełni centralną funkcję w szlaku przekazy­
wania sygnału zranienia we wszystkich roślinach zarówno 
jedno-, jak i dwuliściennych, włączając drzewa [10]. W edług 
obecnego stanu wiedzy istnieje przynajmniej kilka szlaków 
sygnałowych w reakcji na zranienie. Najlepiej poznanym  
jest szlak zależny od JA, który u pom idora aktywowany

jest przez OGA i systeminę. W komórkach miękiszu łyko­
wego systemina powstająca z prosysteminy uw alniana jest 
do apoplastu. Następnie wiąże się do swojego receptora 
SR160 znajdującego się w błonie komórek towarzyszących 
łyka [30,33] (Ryc. 5 i 6) i aktywuje szlak oktadekainowy. Nie 
jest znany początkowy etap tego szlaku, aczkolwiek wiele 
danych wskazuje na udział lipaz w  uw alnianiu z błon LA 
— prekursora JA. Zaobserwowano wzrost aktywności fos- 
folipazy A (PLA) w liściach pomidora w odpowiedzi na 
zranienie, systeminę lub OGA [34]. Wiele dow odów  wska­
zuje, że w przewodzeniu sygnału zranienia u Arabidopsis i 
pomidora uczestniczy również fosfolipaza D (PLD). PLD, 
katalizując reakcję w ytwarzania wtórnego przekaźnika sy­
gnałów, kwasu fosfatydowego (PA), może wpływać sty- 
mulująco na hydrolizę lipidów przez inne lipazy [35]. U 
m utantów  Arabidopsis z wyciszonym genem PLD, po zra­
nieniu, ham owana jest synteza PA, JA oraz ekspresja genów 
indukowanych przez JA np. AtLOX2, który koduje kluczo­
wy enzym szlaku biosyntezy JA [36], Ekspresja pozostałych 
genów szlaku biosyntezy JA pozostaje niezmieniona w tym 
mutancie. Świadczy to o tym, że PLD funkcjonuje w  szlaku 
wcześniej od AtLOX2. Wyniki wielu badań genetycznych 
wykazały, że szlak zależny od JA pełni kluczową funkcję w 
obronie rośliny przed roślinożercami i niektórymi patoge­
nami bakteryjnymi [10].

REGULACJA ODPOWIEDZI NA JA POPRZEZ 
KOMPLEKS LIGAZY E3 TYPU SCFcon I 
KOMPLEKS SYGNAŁOWY COP9 (CSN)

Wszystkie znane do tej pory odpo­
wiedzi zależne od JA u Arabidopsis i po­
midora wymagają białka COI1 [23,37], 
które w  szlaku sygnałowym w reakcji 
na zranienie funkcjonuje później od 
szlaku biosyntezy JA (Ryc. 5, 6). Gene­
tyczna analiza m utanta coil (ang. coro- 
natine insensitivel), niewrażliwego na 
MeJA i koronatynę, umożliwiła ziden­
tyfikowanie genu kodującego białko 
COI1 [38]. COll koduje białko posia­
dające na N-końcu kasetę F i sekwen­
cje bogate w powtórzenia leucynowe 
LRR (ang. leucine-rich repeats). Badania 
wykazały, że u Arabidopsis CO ll jest 
częścią wielopodjednostkowego kom ­
pleksu funkcjonującego jako ligaza 
ubikwitynowa E3. CO ll oddziałuje z 
białkami kuliny (ATCUL1), RBX1 i biał­
kami ASK1 i ASK2 (SKPl-like), tw o­
rząc kompleks ligazy E3 typu SCFcon 
(ang. Skp-Cullin-F-box protein) [39,40].

Rycina 5. Lokalizacja prosysteminy i enzymów bio­
syntezy JA w wiązkach przewodzących (naczynio­
wych) liści pomidora (A). Na rysunku zaznaczono: 
prosysteminę, systeminę, receptor systeminy (SR160) 
oraz związki i enzymy szlaku octadekainowego 
(FAD-co3, LOX, AOS, AOC, OPDA, OPR3), transpor­
ter OPDA z chloroplastów do peroksysomów zwany 
CTS/PXA1, mutacje blokujące odpowiedzi obronne 
rośliny na zranienie (sprl, spr2, jail, acxl) oraz pla- 
zmodesmy — połączenia między komórkami. Rola 
systeminy w amplifikacji JA w miejscu zranienia 
(B). Szczegóły opisano w tekście. Na podstawie prac
[13]-
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SCFcon wspólnie z enzymem aktywującym (El), enzymem 
koniugującym (E2) poprzez domenę LRR w COI1 przenosi 
ubikwitynę na substrat, który jest degradow any przez pro- 
teosom 26S [41]. We wszystkich organizmach eukariotycz­
nych białka z kasetą F wraz z innymi białkami kompleksu 
ligazy E3 przyłączają wybiórczo białka regulatorowe prze­
znaczone do degradacji zależnej od ubikwityny [41].

M utant pom idora ja il (ang. jasmonic acid-insensitivel) 
w ykazuje fenotyp podobny do m utan ta  Arabidopsis coil 
— jest n iew rażliw y na MeJA i koronatynę oraz jest po ­
datny na w irulentny szczep Pseudomonas syringae [23,24]. 
Za fenotyp m utan ta  ja il odpow iedzialna jest mutacja w 
genie LeCOIl, który koduje białko identyczne w  78% 
z COI1 Arabidopsis i w 57% z hom ologicznym  białkiem  
ryżu [23]. Biorąc pod uw agę podobieństw o w fenotypach 
m utan tów  Arabidopsis coil i pom idora ja il, n a jp raw dopo ­
dobniej COI1 pełni podobną funkcję w  szlaku JA w obu 
organizm ach. Istnienie ortologu genu COI1 w roślinach

jednoliściennych sugeruje, że szlak zranienia zależny od 
JA, jest ewolucyjnie zachow any w e w szystkich roślinach 
wyższych.

Z kom pleksem  ligazy E3 typu  SCFcon oddziałuje kom ­
pleks sygnałow y COP9 (określany akronim em  CSN). CSN 
jest jądrow ym , w ielopodjednostkow ym , zachow anym  w 
ewolucji kom pleksem  białkowym . Po raz pierw szy został 
zidentyfikow any jako represor ekspresji genów regulow a­
nych przez światło. CSN odgryw a rolę w fotomorfogene- 
zie, odpow iedzi na auksyny i regulacji degradacji białek 
zależnej od ubikw ityny. M utanty Arabidopsis pozbaw ione 
funkcji CSN charakteryzują się fenotypem  podobnym  do 
uprzedn io  opisanego m utan ta  coil, m iędzy innym i b ra ­
kiem  ekspresji genów  indukow anych  przez JA. Induk ­
cja ekspresji genów  zależnych od szlaku JA /CO I1 jest 
rów nież zależna od funkcji CSN. W ykazano, że zarów no 
COI1, jak i CSN odgryw ają rolę w regulacji większości 
szlaków kom órkow ych zależnych od JA [40,41],

Solanaceae

Zranienie, atak roślinożercy

Systemina

4

OGA

4

Arabidosis

Zranienie, atak roślinożercy

nieznany sygnał

1

OGA

4

) |—  jai1/COI1

JA

Geny obrony Geny obrony
np. JR1, JR2, JR3, VSP np. RNS1

Rycina 6. Porównanie szlaków przekazywania sygnału zranienia u Solanaceae i Arabidopsis thaliana. U Solanaceae w zranionych liściach peptyd systemina i/lu b  OGA 
aktywują szlak biosyntezy JA, wzrasta stężenie JA i etylenu. JA i etylen wzajemnie indukują swoją syntezę oraz ich działanie jest konieczne do indukcji ekspresji genów 
obronny (np. Pini — inhibitor proteaz u pomidora). JA jest transportowany z miejsca zranienia do odległych, niezranionych miejsc i tam wywołuje odpowiedź systemową 
zarówno u Solanaceae, jak i Arabidopsis. U Solanaceae istnieje kilka szlaków sygnałowych, w których indukowane są specyficzne geny. I tak np. w szlaku niezależnym od JA, 
systeminy i etylenu, w odpowiedzi lokalnej, indukowana jest ekspresja genu Twil (glukozylotransferaza). Natomiast w szlaku zależnym od systeminy i JA, indukowana 
jest ekspresja genu Pini (inhibitor proteaz u pomidora, inny niż Pin2) zarówno w odpowiedzi lokalnej, jak i systemowej, przy czym indukqa ta jest hamowana przez etylen 
w odpowiedzi lokalnej. W szlaku zależnym od JA występuje białko COI1, które kieruje białka regulatorowe tego szlaku do proteolizy zależnej od ubikwityny (także u 
Arabidopsis). Aktywowana jest również w sposób niezależny od systeminy i JA kinaza WIPK. Sama WIPK indukuje szlak biosyntezy JA. U Arabidopsis istnieją co najmniej 
dwa szlaki sygnałowe, które, wzajemnie na siebie oddziałując, determinują odpowiedź lokalną i systemową^ Jeden z tych szlaków aktywowany przez OGA w miejscu 
zranienia (w odpowiedzi lokalnej) indukuje ekspresję genów WR3, CK i PG1P1.2, w sposób niezależny od JA i etylenu. W szlaku OGA produkowany jest etylen, niezależ­
nie od JA. Etylen, u Arabidopsis blokuje w odpowiedzi lokalnej ekspresję genów zależnych od JA. Ekspresja genów zależnych od JA, np. JR1, ]R2 i VSP, jest indukowana 
głównie w tkankach niezranionych (w odpowiedzi systemowej). Ekspresja genu JR3 indukowana jest w szlaku zależnym od OGA (w odpowiedzi lokalnej) i zależnym 
od JA (w odpowiedzi systemowej). Ekspresja genów PDF1.2 i ERF1 indukowana jest jednocześnie przez JA i etylen. Natomiast ekspresja genu RN SI kodującego RNazę 
jest indukowana niezależnie od OGA i JA w miejscu zranienia, jak i w miejscach niezranionych, najprawdopodobniej w sposób zależny od OPDA. Geny aktywowane w 
różnych szlakach sygnałowych zranienia: WR3 (nieznana funkcja), CK (kinaza choliny) i PGIP1 (białko hamujące aktywność poligalakturonazy), VSP (białko zapasowe 
organów wegetatywnych), JR1 i JR2 (nieznana funkcja), JR3 (aminohydrolaza), PDF1.2 (defensyna) i ERF1 (czynnik transkrypcyjny). Inne informacje znajdują się w tekście. 
Na podstawie prac [6,9,45].
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Rycina 7. Kompleks ligazy ubikwitynowej E3 typu SCFCCM1 i kompleks sygnało­
wy COP9 (CSN) działają wspólnie, regulując szlak sygnałowy JA. Substratami 
SCFcon i CSN są białka: deacetylaza histonu (RPDb3), syntaza lumazyny i mała 
podjednostka RUBISKO (nie pokazana na rysunku).

Obecnie znane są trzy białka, które są potencjalnymi sub­
stratami kompleksu ligazy E3 typu SCFC011 (Ryc. 7). Dwa z 
nich — deacetylaza histonu (RPD3b) oraz mała podjednost­
ka RUBISKO oddziałują w  systemie dw uhybrydow ym  z 
COI1 [39], Acetylacja i deacetylacja histonów jest ważnym  
mechanizmem regulatorowym  transkrypcji genów u euka- 
riotów [42]. Uważa się, że acetylacja histonów, katalizowa­
na przez acetylotransferazę histonu, indukuje transkrypcję 
poprzez umożliwienie dostępu maszynerii transkrypcyjnej 
do (określonego odcinka) chromatyny, natomiast deace­
tylacja (katalizowana przez deacetylazę histonu) hamuje 
transkrypcję. Degradacja RPD3b w sposób zależny od COI1, 
byłaby więc mechanizmem aktywującym transkrypcję za­
leżną od JA. Poprzez poszukiwania supresorów m utantów  
coil odkryto m utanta cosl (ang. coil suppressorl), który przy ­
wraca m utantowi coil pewne cechy fenotypu dzikiego, np. 
wrażliwość na JA i występowanie odpowiedzi obronnych 
w reakcji na zranienie. W mutancie cosl odpowiedzialna za 
fenotyp jest mutacja w  genie kodującym syntazę lum azy­
ny, kluczowy enzym szlaku ryboflawin, który jest trzecim 
potencjalnym substratem kompleksu ligazy E3 typu SCFcon
[43]. Obecnie nie w iadom o jaką rolę odgrywa szlak rybofla­
win w szlaku sygnałowym zależnym od JA.

SZLAKI NIEZALEŻNE OD KWASU JASMONOWEGO

Badania szlaków sygnałowych w reakcji na zranienie 
na mutantach pomidora i rzodkiewnika wykazały, oprócz 
szlaków zależnych od JA, istnienie szlaków niezależnych 
od tego fitohormonu [3,10,44,45]. Identyfikacja coraz w ięk­
szej liczby genów indukowanych przez zranienie w sposób 
niezależny od JA, potwierdza istnienie długodystansowych 
szlaków zranienia, niezależnych od JA [3,10,44,45]. Szlaki te 
są uruchamiane bardzo szybko zarówno w miejscu zranie­
nia, jak i w miejscach niezranionych. Przypuszcza się, że w 
tych szlakach pełni funkcję sygnał elektryczny bądź hydrau ­
liczny, który powstaje w odpowiedzi na pewnego rodzaju
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zranienia [10,46]. W szlakach niezależnych od JA, pełnią 
funkcję kinazy MAPK (ang. mitogen activated protein kinase). 
Aktywację jednej z nich, kinazy WIPK (ang. wound- induced 
protein kinase) i akumulację jej transkryptu obserwuje się kil­
ka m inut po zranieniu zarówno w odpowiedzi lokalnej, jak 
i systemowej [47], Akumulacja mRNA WIPK jest niezależ­
na od systeminy i JA [25], natomiast sama WIPK indukuje 
szlak biosyntezy JA [36]. Równie szybko aktyw ow ana jest 
po zranieniu kinaza MBPK (ang. myelin basic protein kinase), 
należąca, podobnie jak WIPK, do rodziny kinaz MAPK. Wy­
kazano, że w  tak szybkiej aktywacji MBPK w odpowiedzi 
systemowej odgrywają rolę nieznane cząsteczki sygnałowe 
przenoszone w ksylemie [1].

Znaczenie fizjologiczne szlaku zranienia niezależnego od 
JA pozostaje wciąż słabo poznane. Wiele genów indukow a­
nych w tym szlaku bierze udział w odpowiedzi lokalnej na 
zranienie, np. gen kodujący peroksydazę, która uczestniczy 
w naprawie uszkodzonych tkanek naczyniowych u tytoniu
[48]. U Arabidopsis, w  odpowiedzi lokalnej wywołanej przez 
OGA, indukowane są geny, których białka także odgrywają 
rolę w naprawianiu uszkodzonych miejsc oraz pełnią funk­
cję obronną przed inwazją patogenu. Ekspresja tych genów 
jest regulowana poprzez oddziaływania pomiędzy szlakiem 
zależnym i niezależnym od JA [6,10,45],

ROLA KWASU ABSCYSYNOWEGO, ETYLENU 
I KWASU SALICYLOWEGO W SZLAKACH 
SYGNAŁOWYCH W REAKCJI NA ZRANIENIE

Oprócz JA, istotną rolę w szlakach przekazywania sygna­
łu zranienia odgrywają AB A, etylen i kwas salicylowy (SA). 
W zranionych tkankach, oprócz w zrostu stężenia JA, ma 
miejsce szybki wzrost stężenia etylenu oraz wzrost pozio­
m u transkryptu genów biosyntezy etylenu [45], W ykazano 
wzajemne oddziaływania JA i etylenu w szlakach przeka­
zywania sygnałów i wywoływaniu odpowiedzi obronnych 
w reakcji na zranienie. Te oddziaływania mają charakter 
synergiczny lub antagonistyczny w  zależności od rośliny, a 
także od innych czynników, np. od szkodnika. Wyniki wie­
lu badań wykazały współdziałanie etylenu i JA w indukcji 
odpowiedzi obronnych w reakcji na zranienie u roślin psian­
kowatych, a także u kukurydzy i fasoli limeńskiej [45].

U Arabidopsis aktyw ow ane są przynajmniej dw a o d ­
dzielne szlaki przekazyw ania sygnału zranienia, które 
wzajemnie oddziałują na siebie (ang. cross-talk). To w za­
jemne oddziaływ anie determ inuje odpow iedź lokalną i 
systemową. Rolę regulatora tych oddziaływ ań odgryw a 
etylen. W odpow iedzi lokalnej (w miejscu zranienia) e ty ­
len jest w ytw arzany w szlaku zależnym  od OGA i hamuje 
szlak zależny od JA. N atom iast w odpow iedzi systemowej 
etylen nie jest produkow any i szlak zależny od JA jest w 
pełni aktyw ny [45] (Ryc. 6). Z drugiej strony, etylen in d u ­
kuje ekspresję genu biosyntezy JA — AOS  u Arabidopsis, 
podobnie zresztą, jak i u pom idora [36]. N ajpraw dopo­
dobniej etylen reguluje szlak zranienia zależny od JA na 
dwóch poziomach. A ntagonistyczny efekt JA i etylenu na 
ekspresję genów obrony ma w pływ  na odporność rośliny 
na roślinożercę. Np. odporność Arabidopsis na Spodopte- 
ra littoralis wzrasta u m utanta niewrażliwego na etylen i 
jest obniżona po traktow aniu  roślin etefonem, związkiem  
uwalniającym etylen [45],
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Składnikami integrującymi szlaki sygnałowe JA i etylenu 
są czyrniki transkrypcyjne; np. transkrypt ERF1 jest indu ­
kowana zarówno przez JA, jak i etylen lub poprzez dzia­
łanie obydwóch horm onów [49], ERF1 indukuje ekspresję 
genów odpowiedzi na patogen, a hamuje ekspresję genów 
odpowiedzi na zranienie. Natomiast czynnik transkrypcyj- 
ny AtMYC2 odwrotnie — hamuje ekspresję genów odpo­
w iedzi na patogen, a indukuje ekspresję genów odpowiedzi 
na zrarienie [50].

Rola ABA w szlakach sygnałowych w reakcji na zranie­
nie jest jeszcze bardziej kontrowersyjna. Zaobserwowano 
w zrost stężenia ABA w pobliżu zranionych miejsc, ale nie 
jest wiadomo, który etap biosyntezy ABA jest aktyw ow a­
ny przez zranienie [6]. Uważa się, że u pom idora ABA nie 
pełni funkcji początkowej cząsteczki sygnałowej zranienia, 
aczkolwiek u m utantów  pomidora i ziemniaka z zaburzoną 
funkcją ABA brak jest indukcji ekspresji genów PI w  odpo­
wiedzi na zranienie i systeminę [45], Utrata funkcji ABA 
wydaje się zakłócać szlak sygnałowy zranienia poprzez blo­
kow ane  syntezy JA [6],

Kwas salicylowy jest inhibitorem odpow iedzi obron­
nych zależnych od JA. W zranionych roślinach dzikich 
SA nie jest syntetyzow any i nie pełni bezpośredniej roli w 
szlakach sygnałowych w reakcji na zranienie. SA akum u- 
lowany jest w odpow iedzi na infekcję patogenu i indukuje 
ekspresję genów kodujących białka PR (ang. pathogenesis 
related proteins). Wzajemne oddziaływ ania szlaków sy­
gnałowych JA i SA regulują mechanizmy obronne prze­
ciwko oatogenom i roślinożercom, w których istotną rolę 
odgrywa białko NPR1. Białko to oddziałuje z czynnikami 
transkrypcyjnymi z rodziny TGA i indukuje w  sposób za­
leżny cd SA ekspresję genów kodujących białka PR, nato ­
m iast hamuje szlak sygnałowy JA [51]. Innym elementem 
wzajemnych oddziaływ ań pom iędzy JA a SA jest czynnik 
transkrypcyjny WRKY70, który podobnie jak NPR1 jest 
aktywatorem  genów odpow iedzi na SA i jednocześnie re- 
presorem genów odpow iedzi na JA [44], W regulacji od ­
działywań pom iędzy JA a SA zaangażow ana jest również 
kinaza MPK4 należąca do kinaz M APK, która hamując bio­
syntezę SA, jednocześnie indukuje ekspresję genów odpo ­
wiedzi na JA [44],

RÓŻNICE W SZLAKACH ZRANIENIA 
POMIĘDZY ROŚLINAMI PSIANKOWATYMI 
A ARABIDOPSIS THALIANA

Pomimo wielu podobieństw  w szlakach przekazyw ania 
sygnału zranienia istnieją ew identne różnice pom iędzy ro­
ślinami psiankow atym i a Arabidopsis thaliana. U pom idora 
JA i etylen wzajemnie aktywują swoją syntezę, natom iast 
u Arabidopsis etylen indukuje syntezę JA, ale JA nie in d u ­
kuje syntezy etylenu [36]. U Arabidopsis brak jest genu ko­
dującego prosysteminę, a traktowanie roślin system iną nie 
wywołuje ekspresji genów indukow anych przez zranienie. 
Natom iast fakt, że w tytoniu istnieją inne peptydy pełnią­
ce rolę w  szlaku zranienia, sugeruje możliwość istnienia 
również u Arabidopsis funkcjonalnych homologów syste- 
miny [8]. U pom idora, OGA oraz chitosan (oligosacharyd 
pochodzenia grzybowego) indukują syntezę JA i etylenu 
oraz ekspresję genów Pin2 (inhibitory proteaz u pom idora)
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[6], U Arabidopsis chitosan indukuje syntezę etylenu, ale nie 
JA [6], Nie w iadom o jaki w pływ  mają OGA na syntezę JA 
u Arabidopsis. Istnieją sugestie, że OGA mogą regulować 
syntezę JA, gdyż indukują ekspresję genu AOS, kodujące­
go enzym  szlaku biosyntezy JA [52]. Jednakże, nieznane są 
wzajemne oddziaływ ania OGA i JA w odpow iedzi lokal­
nej u Arabidopsis. OGA pełnią funkcję w  szlakach zranie­
nia związanych z odpow iedzią lokalną, natom iast JA jest 
cząsteczką sygnałową „długodystansow ą" i odgryw a rolę 
w  odległych od zranienia miejscach, gdzie OGA nie w y­
stępują. W szlakach sygnałowych w reakcji na zranienie 
pom iędzy roślinami psiankow atym i a Arabidopsis thaliana 
istnieją inne różnice. U Arabidopsis OPDA pełni funkcję 
cząsteczki sygnałowej, niezależnej od JA/COI1 [14], nato­
miast u pom idora OPDA nie pełni tej funkcji [14], Zarów ­
no m utanty pom idora, jak i Arabidopsis, niewrażliwe na 
JA lub niesyntetyzujące JA, wykazują wadliw e odpow ie­
dzi obronne na zranienie. Jednakże, m utanty  Arabidopsis 
są męskosterylne [37,53], podczas gdy m utanty pom idora 
— m ęskopłodne [10].

ROLA ODWRACALNEJ FOSFORYLACJI W 
PRZEKAZYWANIU SYGNAŁU ZRANIENIA

U wszystkich organizmów eukariotycznych powszech­
nie występującym mechanizmem regulatorowym szlaków 
sygnałowych jest odwracalna fosforylacja białek. U tytoniu, 
kinazy MAPK: SIPK (ang. SA- induced protein kinase) i w spo­
m niana wcześniej WIPK pełnią funkcję w szlakach przeka­
zywania sygnału zranienia. U tytoniu z wyciszonym genem 
WIPK, zranienie hamuje biosyntezę JA i MeJA oraz pow o­
duje wzrost poziomu SA i transkryptów białek PR1, nato­
miast u tytoniu dzikiego — zranienie powoduje akumulację 
JA i MeJA [54], Równie szybko po zranieniu aktywowana 
jest u Arabidopsis MAPK, zwana AtMPK4 [55]. U m utan­
ta mpk4 z wyciszonym genem ATMPK4 nie obserwuje się 
w zrostu poziomu transkryptu genów PDF1.2 i THI2.1, in­
dukow anych przez JA. Sugeruje to, że AtMPK4 funkcjonuje 
w szlaku zależnym od JA, który reguluje ekspresję genów 
PDF1.2 i THI2.1 [56]. Indukcja poziomu transkryptu kinazy 
MAPK u pomidora zachodzi pod wpływem  awirulentnych 
szczepów bakterii Xanthomonas campestris, elicitora grzybo­
wego i zranienia, natomiast JA i etylen nie wpływają na po­
ziom transkyptu tej kinazy [57], W 30 minucie po zranieniu 
wzrasta również poziom transkryptów genów dwóch kinaz 
MAPK u ryżu: OsMSRMK2 [58] i OsBWMPKl [59], Ponadto, 
w  odpowiedzi na zranienie uczestniczą receptorowe kinazy 
białkowe, o czym świadczy podwyższony poziom mRNA 
kodującego receptory błonowe o aktywnościach kinaz se- 
rynowo-treoninowych. Przykładem jest transkrypt PnLPK 
(ang. Populus nigra lecitin-like protein kinase) u topoli [60] oraz 
transkrypt PERKI (ang. proline extensin-like receptor kinasel) 
[61], W szlakach sygnałowych, wywoływanych przez stres 
biotyczny i abiotyczny, uczestniczą również kinazy zależne 
od wapnia, CDPK (ang. calcium-dependent protein kinases). 
CDPK są kinazami typowymi dla roślin (występują także 
u niektórych pierwotniaków). U Arabidopsis istnieją 34 izo- 
formy CDPK [62], CDPK uczestniczą w szlakach przeka­
zywania sygnału zranienia i w odpowiedziach obronnych 
przeciwko roślinożercom [63], Np. w zranionych liściach 
pom idora wzrasta poziom transkryptu kinazy LeCDPKl 
[64], U tytoniu, transkrypt kinazy NtCDPKl, oprócz zranie­
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nia jest indukowany przez MeJA, elicitor grzybowy, chito- 
san i NaCl [65]. U ziemniaka, JA hamuje aktywność CDPK 
i ekspresję transkryptu tej kinazy [66]. Natomiast w  zranio­
nych liściach kukurydzy aktywowana jest izoforma CDPK, 
nazw ana Zm C PK ll, a ekspresja genu Zm CPKll wzrasta 
zarówno w liściach zranionych, jak i niezranionych, co su ­
geruje rolę tej kinazy w odpowiedzi lokalnej i systemowej 
rośliny na ten stres [67],

Ponadto, u Arabidopsis odwracalna fosforylacja białek re­
guluje szlak sygnałowy w reakcji na zranienie zarówno za­
leżny, jak i niezależny od JA. Kinaza białkowa wrażliwa na 
staurosporynę hamuje szlak zależny od JA, a indukuje szlak 
niezależny od JA, natomiast fosfataza białkowa odwrotnie 
— indukuje szlak zależny od JA, a hamuje szlak niezależ­
ny od JA [68]. Także u Arabidopsis, odwracalna fosforylacja 
w pływ a na ekspresję genu desaturazy plastydowej kwasów 
tłuszczowych co-3 (FAD7), przekształcającej kwas linolowy 
w kwas linolenowy, prekursor biosyntezy JA [54], Procesy 
odwracalnej fosforylacji są również powszechnym mecha­
nizmem regulującym czynniki transkrypcyjne w odpow ie­
dzi na różne sygnały [69,70], Przykładem indukcji ekspresji 
genów przez JA poprzez procesy fosforylacji jest indukcja 
ekspresji genu STR. Ekspresja genu STR jest regulowana 
przez czynnik transkrypcyjny ORCA3, którego gen należy 
do genów wczesnej odpowiedzi na JA. W szlaku zależnym 
od JA czynnik transkrypcyjny ORCA3 z Catharanthus roseus 
najprawdopodobniej jest aktywowany przez fosforylację, 
po czym wiąże się do sekwencji regulatorowej cis JERE w 
promotorze genu STR i indukuje jego ekspresję [11].

PODSUMOWANIE

Pomimo znacznego postępu w poznaniu szlaków prze­
kazywania sygnału zranienia, wciąż jest wiele niejasnych i 
niezrozumiałych mechanizmów przekazywania sygnałów. 
Jak dotychczas, nic nie w iadom o o najwcześniejszych w y­
darzeniach, które łączą zranienie z produkcją początko­
wych cząsteczek sygnałowych, takich jak systemina i OGA. 
Nieznane są również w ewnątrzkom órkowe i m iędzyko­
mórkowe mechanizmy transportu JA. Ostatnio wykazano, 
że białka LTP (ang. lipid transfer proteins) mogą być zaanga­
żowane w transport JA, ponieważ JA wiąże się z białkami 
LTP i kompleks ten wpływa na wzrost odporności tytoniu 
na Phytophthora parasitica (71). Dalszych wyjaśnień wym aga 
również regulacja biosyntezy i metabolizmu JA w odpow ie­
dzi na zranienie oraz jak inne cząsteczki sygnałowe takie, 
jak ROS, NO, fitohormony, elicitory pochodzące od rośli­
nożerny, oddziałują ze szlakami sygnałowymi w reakcji na 
zranienia. Dalszych badań wymagają szlaki przekazywania 
sygnałów przez zranienie (zależne i niezależne od JA) oraz 
szlaki biosyntezy metabolitów wtórnych aktywowanych 
przez zranienie.
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ABSTRACT
A significant advancement in our knowledge and understanding of wound-signaling pathways in plants has been made recently. Essential 
role in the explanation of these processes came from the genetic screens and analysis of mutants which are defective in either jasmonic acid 
(JA) biosynthesis, JA perception or systemin function. Plants equally react to wound in the tissues directly damaged (local response) as well 
as in the non-wounded areas (systemic response). Jasmonides and in particular the most studied JA, produced by the octadecanoid pathway, 
are responsible for the systemic response. Jasmonides functioning as long-distance signal particles transmit the information about wound  
to distant, non-wounded tissues where defense response is invoked. Peptyd — systemin, identified in some Solanaceous species, acts locally 
to the wounded area to elicit the production of JA. Jasmonic acid-dependent and -independent wound signal transduction pathways have 
been identified and partially characterized. JA-dependent wound signaling pathways are responsible for the activation of systemic responses, 
whereas JA-independent wound signaling pathways, activated close to wound side, have a role in reparation of damaged tissue and in defense  
against pathogens.
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Kinazy receptorowe roślin

STRESZCZENIE

Prowadzone w ostatnich latach analizy genom ów roślinnych wykazały obecność licznych 
genów kodujących kinazy receptorowe, tzw. RLK. Są to białka transbłonowe, struktural­

nie podobne do występujących u zwierząt kinaz tyrozynowych i serynowo/treoninowych, o 
zróżnicowanej budowie domeny zewnątrzkomórkowej. Różnice w  części zewnątrzkomór- 
kowej, wiążącej różne cząsteczki sygnałowe, są podstawą klasyfikacji RLK roślin na ponad 
20 klas. Ogromna większość RLK nie została jeszcze scharakteryzowana, jednak dzięki bliż­
szemu poznaniu kilku białek receptorowych wiadomo, że funkcjonują one w  różnorodnych 
procesach biologicznych obejmujących wzrost i rozwój roślin, samoniezgodność, wiązanie 
hormonów i oddziaływanie roślin z mikroorganizmami. Mimo że wiedza na temat funkcji 
kinaz receptorowych roślin szybko poszerza się, to nadal w iele pytań pozostaje bez odpowie­
dzi. G łównymi wyzwaniami w  dalszych badaniach są: identyfikacja ligandów aktywujących 
RLK oraz charakterystyka elementów szlaków sygnałowych działających poniżej receptora.

WPROWADZENIE

Komórki organizmów żywych mają zdolność odbioru i odpowiedzi na sy­
gnały pochodzące ze środowiska oraz od innych komórek. Odbiór sygnału 
umożliwiają białka receptorowe, które, wiążąc określony ligand, uruchamiają 
kaskadę zdarzeń, prowadzącą do wywołania swoistej odpowiedzi komórkowej. 
U zwierząt największą rodzinę receptorów zlokalizowanych w błonie kom ór­
kowej stanowią receptory o siedmiu helisach transbłonowych (receptory 7TM), 
współdziałające z białkami G, tzw. GPCR (ang. G-protein-coupled receptor). Ge­
nom  człowieka zawiera co najmniej 800 genów kodujących GPCR, a ponadto 17 
genów Ga, 5 genów i co najmniej 12 genów G heterotrimerycznych białek G 
[1]. Genom Arabidopsis thaliana zawiera tylko jeden gen GCR1, kodujący białko 
w 20% identyczne z GPCR Dictyostelium discoideum, które wydaje się, że bierze 
udział w sygnalizacji kwasu abscysynowego [2], Również liczba genów kodują­
cych poszczególne podjednostki białek G u roślin jest niewielka, bowiem geno­
my A. thaliana i ryżu mają po jednym genie Ga jednym  genie Gf) i po dwa geny 
G( [1], Mimo że w piśmiennictwie naukow ym  m ożna znaleźć szereg danych po­
średnio sugerujących funkcjonowanie w roślinach białek GPCR i heterotrime­
rycznych białek G [3], to jednak bez wątpienia w odbiorze większości sygnałów 
uczestniczą specyficzne białka błonowe, które wypełniają swoje funkcje recep­
torowe poprzez aktywację domeny wewnątrzkomórkowej, wykazującej aktyw ­
ność kinazy białkowej. Z tego względu określa się je mianem receptorowych 
kinaz białkowych.

Kinazy receptorowe stanowią liczną rodzinę białek transbłonowych rozpo­
znających różnorodne sygnały zewnątrzkomórkowe. Posiadają one charakte­
rystyczną strukturę, która obejmuje N-końcową dom enę zewnątrzkomórkową, 
C-końcową cytoplazmatyczną domenę kinazową oraz pojedynczy hydrofobo­
wy fragment transbłonowy, łączący obie domeny [4], Rozpoznanie i związa­
nie ligandu przez domenę zewnątrzkomórkową prow adzi do autofosforylacji 
dom eny kinazowej, fosforylacji białka substratowego i przekazania sygnału do 
wnętrza komórki. Większość receptorowych kinaz białkowych zwierząt to ki­
nazy tyrozynowe, tzw. RTK (ang. receptor tyrosine kinases) wykazujące zdolność 
do autofosforylacji reszt tyrozynowych, choć znane są także przykłady recep­
torów zawierających motywy charakterystyczne dla kinaz sery n o w o / treonino- 
wych [4], Kinazy receptorowe roślin obejmują dwie odm ienne grupy białek. Do 
pierwszej grupy należą receptory etylenu i cytokinin homologiczne z kinaza­
mi histydynowymi bakterii i drożdży, funkcjonującymi w tzw. dwuskładniko­
wych układach przekazywania sygnału [5]. Drugą grupę kinaz receptorowych 
stanowią białka posiadające cechy strukturalne podobne do receptorowych ki­
naz tyrozynowych zwierząt, ale różniące się od nich specyficznością domeny 
katalitycznej, która wykazuje aktywność kinazy sery now o/treoninow ej [6]. Jak 
dotąd, nie zidentyfikowano u roślin typowej receptorowej kinazy tyrozynowej,
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a jedynie w  kilku przypadkach stwierdzono podwójną spe­
cyficzność kinazową, polegającą na zdolności fosforylacji 
reszt seryny/treoniny i tyrozyny [7]. U roślin brakuje tak­
że małych białek G z rodziny Ras, które u zwierząt współ­
działają z kinazami tyrozynowymi. Na obecnym etapie 
badań, za kinazy receptorowe można definitywnie uznać 
tylko nieliczne białka, ponieważ dla większości z nich nie 
są poznane ligandy. Ze względu na to, że sklasyfikowano 
je jako receptory na podstawie strukturalnych podobieństw 
do RTK zwierząt, zostały one określone wspólnym  mianem 
„receptor-like kinases" (RLK).

Spośród licznej rodziny RLK roślin poznano funkcje za­
ledwie kilkunastu białek receptorowych, a ligandy są zi­
dentyfikowane jedynie dla kilku z nich. Jednak nawet tak 
skromne rezultaty wskazują na udział tych receptorów w 
różnorodnych procesach sygnałowych, które ogólnie m oż­
na podzielić na dwie kategorie: kontrola w zrostu i rozwoju 
oraz oddziaływania z patogenami i symbiontami. Przykła­
dami kinaz receptorowych z pierwszej kategorii są: BRI1 
— funkcjonująca w percepcji brasinosteroidów, CLV1 — 
kontrolująca rozwój merystemu wierzchołkowego, kinazy 
SERK — funkcjonujące w  embriogenezie czy SRK — uczest­
nicząca w mechanizmie samoniezgodności sporofitowej. 
Do drugiej kategorii należą np.: FLS2 — wiążąca flagellinę, 
Xa21 i SR160 — indukujące reakcje obronne przeciw pato­
genom oraz SYMRK i NORK, które biorą udział w  symbio- 
tycznych oddziaływaniach bakterii i roślin [4,6,8,9],

KLASYFIKACJA KINAZ RECEPTOROWYCH 
ROŚLIN NA PODSTAWIE BUDOWY 
DOMENY ZEWNĄTRZKOMÓRKOWEJ

Od czasu, kiedy Walker i Zhang [10] zidentyfikowali w 
tkankach kukurydzy pierwszą roślinną RLK, sklonowano 
geny receptorowych kinaz sery now o/treoninow ych u po­
nad 20 gatunków roślin [6]. Na podstawie analizy geno­
mów A. thaliana oraz ryżu (Oryza sativa) geny kodujące RLK 
zalicza się do monofiletycznej rodziny RLK/Pelle, która jest 
jedną z największych rodzin, liczącą u A. thaliana co najmniej 
610, a u ryżu ponad 1100 członków [11]. Kryterium przyna­
leżności do rodziny RLK/Pelle jest obecność w  cytoplazma- 
tycznej domenie kinazowej, zachowanej w  ewolucji, struk­
tury motywu homologicznego z kinazą Pelle Drosophila me- 
lanogaster o specyficzności serynowo/treoninowej. Rodzina 
RLK/Pelle, sklasyfikowana u A. thaliana na 44 podrodziny 
na podstawie filogenezy dom en kinazowych i struktury 
dom en zewnątrzkomórkowych, obejmuje poza błonowymi 
kinazami receptorowymi także, mniej liczne, cytoplazma- 
tyczne kinazy podobne do receptorów [6], Uderzająca jest 
ogromna przewaga liczebna RLK roślin w porównaniu z 
receptorowymi kinazami białkowymi zidentyfikowanymi 
u zwierząt i ludzi [11,12]. Genom A. thaliana zawiera 417 ge­
nów kodujących RLK, natomiast Caenorhabditis elegans ma 
43, Drosophila melanogaster 25, a genom człowieka 70 genów
[8], Ta zaskakująca ekspansja kinaz receptorowych roślin 
może odzwierciedlać fakt, że rośliny, poza sygnałami we­
wnątrzkomórkowymi, muszą odbierać różnorodne bodźce 
środowiskowe wpływające na wzrost i rozwój rośliny. Nie­
wykluczone, że jest to także rodzaj kompensacji braku re­
ceptorów 7TM współdziałających z białkami G.

W przeciwieństwie do cytoplazmatycznych dom en ki­
nazowych, które są w wysokim stopniu homologiczne, do­
meny zewnątrzkomórkowe RLK wykazują duże zróżnico­
wanie. W obrębie tych dom en występują charakterystyczne 
motywy białkowe, które są podstawą podziału receptoro­
wych kinaz serynow o/treoninow ych roślin na ponad 20 
klas [6,8,9]. M otywy te są odpowiedzialne za oddziaływania 
z różnorodnym i cząsteczkami sygnałowymi: peptydam i, 
białkami, glikoproteinami i cukrowcami będącymi skład­
nikami ścian komórkowych roślin i mikroorganizmów. 
Zupełnie wyjątkowe miejsce w tej klasyfikacji zajmuje m o­
tyw wiążący steroidy roślinne. Niektóre motywy, np. LRR 
(ang. leucine-ńch repeat), EGF (ang. epidermal growth factor), 
TNFR (ang. tumor necrosis factor receptor), LysM (ang. łysin 
motif) czy PAN (ang. plasminogen/apple/nematode protein do- 
main) są spotykane w białkach mikroorganizmów, roślin i 
zwierząt. Z kolei m otyw lektyny L lub DUF26 (ang. domain 
of unknown function 26) występuje tylko w białkach roślin
[9]. Ogromna różnorodność kinaz receptorowych w części 
wiążącej ligand (Ryc. 1) umożliwia kom órkom  odbiór wielu 
sygnałów pochodzących zarówno ze środowiska, jak i od 
innych komórek, co znajduje swoje odbicie w  zróżnicowa­
niu funkcjonalnym RLK.

Największą i najlepiej poznaną klasą RLK są białka za­
wierające w domenie receptorowej motyw bogaty w leucynę 
(LRR), które u A. thaliana stanowią ponad połowę receptoro­
wych kinaz serynow o/treoninow ych [13,14]. M otyw LRR, 
odpowiedzialny za oddziaływania typu białko-białko, jest 
spotykany w  wielu białkach pełniących różnorodne funk­
cje, od białek bakterii po białka człowieka, jednak żadne z 
poznanych białek zwierząt z motywem LRR nie jest recep­
torową kinazą białkową [6]. Specyficzny dla kinaz recepto­
rowych roślin motyw LRR składa się z 23-25 reszt amino- 
kwasowych zawierających zachowane w ewolucji reszty

Rycina 1. Wybrane przykłady RLK roślin - struktura domen zewnątrzkomórko­
wych. 1 -  BRI1, CLV1, ER, FLS2, Xa21, NORK/SYMRK; 2 -  CHRK1; 3 -  WAK1; 
4 -  SRK; 5 -  CR4; 6 -  NFR1/LYK3, NFR5/SYM10; 7 -  LecRKl; 8 -  PERK.
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leucyny [14]. Liczba tandem ow o ułożonych powtórzeń LRR 
jest zmienna (np. u A. thaliana 1-32), a w  niektórych biał­
kach występują między nimi sekwencje dodatkowe tworzą­
ce tzw. „wstawki", które mogą mieć kluczowe znaczenie 
dla wiązania ligandów. Na podstawie różnic w domenie 
zewnątrzkomórkowej kinazy LRR dzieli się na 13 oddziel­
nych podrodzin (LRR I-XIII) [6], Fenotypy m utantów  poka­
zują, że kinazy receptorowe z motywem LRR funkcjonują w 
różnych procesach biologicznych związanych ze wzrostem 
i rozwojem roślin oraz w  reakcjach obronnych. Stosunko­
wo dobrze poznanym i przykładami takich receptorów są, 
wspomniane już, CLV1, kompleks BRI1/BAK1, Xa21 czy 
FLS2. Ostatnie badania genetyczne i biochemiczne pozw o­
liły w kilku przypadkach na identyfikację ligandów oraz 
poznanie mechanizmów rozpoznania ligandu i aktywacji 
receptorów, jak również identyfikacji dalszych elementów 
szlaków sygnałowych [13,14].

Drugą pod względem  liczebności klasę RLK stanowią 
kinazy receptorowe zawierające w domenie zewnątrzko­
mórkowej motyw lektynowy [6]. Zidentyfikowano 3 typy 
motywów lektynowych charakterystycznych dla kinaz re­
ceptorowych z tej grupy. Pierwszy reprezentują L-lektyny 
typowe dla roślin z rodziny motylkowatych (Fabaceae), któ­
re mogą wiązać fukozę, galaktozo-N-acetylo-galaktozami- 
nę oraz chitobiozę i inne cukry złożone. Pokrewieństwo z 
lektynami roślin motylkowatych sugeruje, że receptory z tej 
klasy mogą wiązać elicitory oligosacharydowe pochodzące z 
uszkodzonych podczas infekcji ścian komórkowych zarów ­
no gospodarza, jak i patogenu. Drugi typ to m otyw B-lekty- 
nowy, nazywany też aglutyninowym, o strukturze podob­
nej do przeciwciał powodujących aglutynację, specyficznie 
wiążący a-D-mannozę. Występuje on w około 40 kinazach 
receptorowych zawierających tzw. domenę S, między inny­
mi w kinazie SRK uczestniczącej w mechanizmie samonie- 
zgodności oraz w pierwszej wyizolowanej z roślin kinazie 
receptorowej, Zm PK l z kukurydzy [9]. Znane są także kina­
zy receptorowe zawierające w domenie zewnątrzkom órko­
wej motyw lektynowy typu C. Motyw ten zidentyfikowano 
w białkach pośredniczących we wrodzonej odpowiedzi im­
munologicznej u  ssaków, jednak żadne z tych białek nie jest 
kinazą receptorową [6]. C-lektyny rozpoznają i wiążą reszty 
cukrowcowe występujące na powierzchni obcych komórek. 
Sugeruje to udział RLKs z tym motywem w rozpoznaniu 
patogenów i aktyw ow aniu reakcji obronnych rośliny.

Oprócz m otywu lektynowego, w niektórych RLK w y­
stępują inne m otywy wiążące składniki cukrowcowe po­
chodzące ze ścian komórkowych bakterii i grzybów, np. 
m otyw LysM zidentyfikowany w kinazach NFR1/LYK3 i 
NFR5/SYM10 funkcjonujących w symbiozie, spotykany w 
niektórych eukariotycznych chitynazach i wielu białkach 
bakteryjnych wiążących peptydoglikany lub chitynę. Znany 
jest też motyw podobny do chitynazy w receptorowej kina­
zie CHRK1 czy dom ena taum atynowa wykazująca in vitro 
aktywność chitynazową, pośrednicząca w oddziaływaniach 
roślin z grzybami [6].

Mniej liczną klasę, około 40 przedstawicieli u A. thaliana, 
stanowią kinazy receptorowe zawierające domenę S hom o­
logiczną z białkiem SLG (ang. S-locus glycoprotein) [9], Do 
tej grupy należą między innymi: kinaza SRK Brassica olera-

cea, uczestnicząca w samoniezgodności sporofitowej oraz 
pierwsza poznana kinaza RLK, w spom niana wcześniej, 
ZmPKl z kukurydzy. Domena S jest bogata w  reszty cyste­
iny i dodatkowo zawiera powtórzenia EGF, motyw agluty- 
ninowy zdolny do wiązania a-m annozy oraz motyw PAN, 
który pośredniczy w oddziaływaniach typu białko-białko i 
białko-węglowodany [9].

Kolejną klasę kinaz receptorowych roślin stanowią biał­
ka, które w domenie zewnątrzkomórkowej mają powtórze­
nia EGF [6]. Jest to, jak dotąd, jedyny motyw wspólny dla 
kinaz receptorowych roślin i zwierząt. Motyw ten w ystępu­
je w kinazach WAK (ang. wali associated kinase), które w yka­
zują zdolność do wiązania składników ścian komórkowych 
roślin [9]. Kinazy WAK posiadają ponadto w domenie ze­
wnętrznej inny charakterystyczny fragment, mianowicie, 
bogatą w prolinę, sekwencję podobną do ekstensyn, struk­
turalnego składnika ścian komórkowych [6],

Interesującą grupą RLK roślin jest mała rodzina kinaz 
podobnych do zidentyfikowanej u kukurydzy CRINKLY4, 
która uczestniczy w różnicowaniu komórek epidermalnych 
liścia [9], Receptory z tej grupy posiadają w domenie ze­
wnątrzkomórkowej dw a charakterystyczne motywy. Jeden 
to bogaty w  cysteinę obszar pokrewny z występującym u 
ssaków motywem TNFR wiążącym ligand [6], drugi jest po­
dobny do motywu RCC1 (ang. regulator of chromosome con- 
densation 1) obecnego w GTPazie aktywującej wiele białek 
eukariontów [15]. Tworzy ją siedmiokrotnie powtórzona 
39-aminokwasowa sekwencja o charakterystycznej struktu­
rze śmigła, przypuszczalnie uczestnicząca w oddziaływa­
niach typu białko-białko.

Wśród licznej rodziny receptorowych kinaz sery n ow o/ 
treoninowych znajdują się też białka z innymi, p raw dopo­
dobnie specyficznymi tylko dla roślin motywami, ale o nie­
znanych jeszcze funkcjach, np. u A. thaliana zidentyfikowa­
no co najmniej 42 RLK z bogatą w powtórzenia cysteino we 
domeną DUF26 [8] oraz, liczącą 15 członków, rodzinę kinaz 
PERK zawierających motyw bogaty w reszty proliny [9],

FUNKCJE POZNANYCH KINAZ 
RECEPTOROWYCH ROŚLIN

KINAZY RECEPTOROWE Z POWTÓRZENIAMI 
BOGATYMI W RESZTY LEUCYNY (LRR)

Kompleks BRI1/BAKI — receptor brasinosteroidów

Zidentyfikowana przed dziesięcioma laty kinaza BRI1 
jest obecnie jedną z najlepiej poznanych receptorowych 
kinaz białkowych roślin. Kinaza BRI1 razem z inną kinazą 
BAKI tworzy kompleks receptorowy wiążący brasinostero- 
idy (Br), naturalne substancje roślinne przypominające bu ­
dową chemiczną horm ony steroidowe zwierząt. Osiągnię­
cia w poznawaniu obu kinaz białkowych oraz identyfiko­
waniu niektórych ogniw łańcucha przekazywania sygnału 
podsum ow ano ostatnio w kilku pracach przeglądowych 
opublikowanych w czasopismach o zasięgu ogólnoświato­
wym  [16-18].

Gen BRI1 (ang. brassinosteroid insensitive 1) zidentyfiko­
wano analizując m utanta A. thaliana niewrażliwego na 24-
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epibrasinolid [16,19]. Koduje on kinazę receptorową, która 
w domenie zewnątrzkomórkowej ma 24 powtórzenia boga­
te w  leucynę z 70-aminokwasową „wstawką", wiążącą fito- 
hormony, położoną między 21 a 22 powtórzeniem [20]. W 
domenie wewnątrzkomórkowej BRI1 ma krótki fragment 
przybłonowy, 12 subdom en charakterystycznych dla ki­
naz serynow o/treoninow ych oraz krótkie przedłużenie C- 
końcowe [16]. Homologami genu BRll w  A. thaliana są trzy 
inne geny BRL1-3 (ang. BRIl-like receptor kinase), spośród 
których BRL1 i BRL3 kodują kinazy białkowe z 23 powtó­
rzeniami LRR oraz 65-aminokwasową „wstawką" wiążącą 
Br [21]. Ortologi BRll zidentyfikowano w genomie grochu, 
ryżu i jęczmienia [18]. W pom idorze gen tBRIl koduje ki­
nazę białkową identyczną z poznanym  wcześniej białkiem 
SR160 funkcjonującym jako receptor systeminy, peptydu 
sygnałowego informującego organizm o zranieniach [22], 
Tak więc w pomidorze białko tBRIl/SR160 jest kinazą biał­
kową o podwójnej funkcji receptorowej [23].

Koreceptorem BRll jest kinaza BAKI (ang. BRll-associa- 
ted receptor kinase 1) z pięcioma powtórzeniami LRR [24], 
BAKI oddziałuje z BRll in vivo oraz in vitro, bierze udział 
we wzajemnej transfosforylacji, a jak pokazały ostatnie 
badania, odgrywa także ważną rolę w pęcherzykowym 
transporcie kompleksu receptorowego do endosomów [25]. 
Wyniki najnowszych badań potwierdziły fosforylację kilku 
reszt serynowych i treoninowych w regionie przybłonowym 
BRll, w  tzw. pętli aktywacyjnej, a także w przedłużeniu C- 
końcowym [26,27]. Fosforylacja reszty treoniny w regionie 
przybłonowym hamuje aktywność katalityczną, fosforyla­
cja reszt aminokwasowych w pętli aktywacyjnej warunkuje 
aktywność BRll, natomiast fosforylacja w przedłużeniu C- 
końcowym przypuszczalnie znosi autoham owanie aktyw­
ności kinazowej [26,27]. Wiązaniu Br towarzyszy fosforyla­
cja czterech reszt seryny i treoniny w BAKI [26].

Potencjalnymi białkami substratowymi fosforylowanymi 
przez kompleks receptorowy są TRIP1 i TTL. Białko TRIP1 
(ang. TGF(3 Receptor Interacting Protein 1) jest homologiem 
białka ssaków oddziałującego z receptorem TGF-p, nato­
miast TTL (ang. transthyretin-like protein) jest podobne do 
białka uczestniczącego w transporcie horm onów tarczycy 
[16]. Udział obu tych białek w szlaku przekazywania sygna­
łu Br nie został jeszcze ostatecznie potwierdzony. Elemen­
tem szlaku sygnałowego nie budzącym wątpliwości jest cy- 
toplazmatyczna kinaza białkowa BIN2 (ang. brassinosteroid- 
insensitive 2) (Ryc. 2) podobna do kinaz GSK3 ssaków lub 
kinazy SHAGGY z D. melanogaster [28]. Nie sprawdziły się 
przypuszczenia zakładające, że BIN2 fizycznie oddziałuje z 
kompleksem BRll/BA K I jako białko substratowe recepto­
ra, natomiast szereg faktów sugeruje, że jej aktywność może 
być regulowana przez kinazę kazeinową CK2 [16]. Sub- 
stratami dla BIN2 są czynniki transkrypcyjne BZR1 (ang. 
brassinazole-resistant 1) i BES1 (ang. bril-EMS-suppressor 1), 
a przypuszczalnie także białka BEH1-4 (ang. BES1/BZR1 
homolog 1-4) [17]. Ufosforylowane białka BZR1/BES1 mogą 
być defosforylowane przez, zlokalizowaną w jądrze, fosfa­
tazę białkową BSU1 (ang. bril SUPPRESOR 1) [29],

Dotychczasowe wyniki badań sugerują, że w  warunkach 
braku Br aktywna kinaza BIN2 fosforyluje BZR1 i BES1, 
kierując je w  ten sposób do ubikwitylacji i proteolitycznej

Rycina 2. Kompleks BRll/BAKI i funkcjonowanie szlaku sygnałowego Br (szcze­
góły w tekście).

degradacji w proteasomach (Ryc. 2) [30], Aktywacja kom ­
pleksu BRll/BA K I w wyniku związania Br urucham ia 
mechanizm, który hamuje kinazę białkową BIN2 lu b /o raz  
aktywuje fosfatazę BSU1. Związanie Br przez kompleks re­
ceptorowy prowadzi więc do w zrostu poziomu nieufosfo- 
rylowanych, niepodatnych na ubikwitylację białek BZR1/ 
BES1, które przechodząc do jądra regulują ekspresję genów. 
Białko BES1 oddziałuje z białkiem BIM1 (ang. BESl-inte- 
racting Myc-like) zawierającym motyw bHLH i wiąże się do 
specyficznej sekwencji promotorowej genów regulowanych 
przez Br w tym m. in. genu SAUR-AC1 (ang. small auxin up 
RNA), którego funkcja wiązana jest ze wzrostem wydłuże- 
niowym [31]. BZR1 jest białkiem represorowym  genu CPD 
(ang. CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS AND  
DWARFISM!) kodującego jeden z enzym ów szlaku biosyn­
tezy brasinosteroidów [32].

Kinaza CLAVATA1 — element mechanizmu regulującego 
funkcjonowanie merystemu wierzchołkowego pędu

Kinazę CLAVATA1 (CLV1) poznano u jednego z m utan ­
tów A. thaliana z  charakterystycznym wybujałym rozrostem 
centralnej części merystemu wierzchołkowego (Ryc. 3B) 
[22], Gen CLV1 koduje polipeptyd, zawierający w części 
N-końcowej 21 fragmentów LRR z 15 motywami N-X-S/T, 
które są potencjalnymi miejscami glikozylacji. Ekspresja 
CLV1 zachodzi wyłącznie w merystemie wierzchołkowym 
i w  zasadzie ogranicza się tylko do warstwy L3 regionu 
centralnego (RC) (Ryc. 3A). W tym samym miejscu ziden­
tyfikowano transkrypty genu CLV2 kodującego białko typu 
RLP (ang. receptor-like protein) z dom eną zewnątrzkomórko- 
wą, utworzoną przez 21 m otywów LRR, krótką sekwencją 
transbłonową i tylko 27-aminokwasowym fragmentem cy- 
toplazmatycznym [22], Wyniki nielicznych badań sugerują, 
że CLV2 współtworzy heterodimeryczny receptor CLV1/ 
CLV2, współuczestnicząc w ten sposób w rozpoznaniu li-
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Rycina 3. Szlak sygnałowy CLAVATA. A -  ekspresja genów CLV i WUS w merystemie wierzchołkowym 
pędu; B -  fenotypy mutantów clv i ious; C -  funkcjonowanie szlaku CLAVATA i pętla regulacyjna CLV/ 
WUS (opracowano na podstawie [22, 37]; szczegóły w tekście).

gandu. Inne doniesienia sugerują, że CLV2 odgryw a pewną 
rolę w  ochranianiu lub stabilizowaniu kinazy CLV1.

Ligandem dla kinazy CLV1 jest produkt genu CLV3, któ­
rego transkrypty mRNA identyfikowane są tylko w apikal- 
nych komórkach warstw  LI i L2 regionu centralnego (Ryc. 
3A). CLV3 jest złożonym z 96 reszt aminokwasowych biał­
kiem wydzielniczym, zawierającym na N-końcu odpow ied­
nią sekwencję sygnałową [33]. Wiązanie CLV3 do kom plek­
su receptorowego CLV1/CLV2 potwierdzono technikami 
immunostrącania, stosując przeciwciała przeciwko CLV3 
[34], Strącający się wielobiałkowy kompleks o masie czą­
steczkowej 450 kDa, oprócz CLV1, zawierał jeszcze fosfa­
tazę białkową KAPP (ang. kinase-associated protein phospha- 
tase) oraz białko Rop podobne do Rho-GTPazy. Obecność 
tych białek w izolowanym kompleksie daje podstaw y do 
przypuszczeń, że szlak sygnałowy CLV3-»CLV1/CLV2 ak­
tywuje zależną od białka Rop kaskadę kinaz MAP [22,35]. 
Oddziałująca z kompleksem fosfataza białkowa KAPP funk­
cjonuje in vivo jako negatywny regulator, który inaktywuje 
szlak sygnałowy na skutek defosforylacji CLV1.

Wyniki najnowszych badań genetycznych i immunocy- 
tochemicznych potwierdziły już jednoznacznie ligandową 
funkcję polipeptydu CLV3, który, syntetyzowany w ko­
mórkach apikalnych merystemu, migruje apoplastem  w 
kierunku bocznym oraz w  dół, do głębszych w arstw  kom ó­
rek rdzenia [36], Niemal od początku badań związanych 
z CLV3 pojawiało się pytanie o to, czy w  aktywacji kom ­

pleksu receptorowego CLV1/CLV2 bierze 
udział cały polipeptyd, czy tylko wycięty z 
niego krótszy oligopeptyd. Analizując w y­
niki ostatnich doświadczeń można przy­
puszczać, że w apoplaście z CLV3 zostaje 
wycięty 12-aminokwasowy aktywny oligo­
peptyd, który jest właściwym ligandem dla 
kompleksu CLV1/CLV2 [37].

Fenotypy m utantów  clvl, clv2 i clv3 są 
podobne i charakteryzują się silnie rozbudo­
wanym  regionem centralnym merystemu. 
Świadczy to o udziale wszystkich trzech bia­
łek w aktywacji szlaku sygnałowego funk­
cjonującego w regulacji proliferacji komórek 
rdzeniowych merystemu bądź kontrolujące­
go proces różnicowania w komórki regionu 
peryferycznego (RP). Krańcowo odmienny 
fenotyp wykazuje m utant wus, u którego w 
miarę rozwoju dochodzi do całkowitego za­
niku komórek rdzenia w regionie centralnym 
merystemu (Ryc. 3B). Gen WUSCHEL (WUS) 
koduje czynnik transkrypcyjny, zawierający 
wszystkie elementy homeodomeny o nieco 
zmienionej sekwencji [22]. Ekspresja genu 
WUS ograniczona jest do niewielkiej grupy 
komórek rdzenia tworzących tzw. centrum 
organizacyjne merystemu (Ryc. 3A), na­
tomiast u m utantów  clv poziom ekspresji 
WUS jest wyraźnie wyższy. Rośnie także 
liczba komórek, w których są identyfikowa­
ne jego transkrypty mRNA [38], Obserwacje 

-------------------  te świadczą o tym, że aktywny szlak sygna­
łowy CLV3—»CLV1/CLV2 bezpośrednio lub 

pośrednio ogranicza ekspresję genu WUS. Represyjną funk­
cję szlaku CLV względem WUS potwierdzają w pełni w yni­
ki doświadczeń, w których technikami biologii molekular­
nej m anipulow ano poziomem transkryptów CLV3 [39,40].

W ostatnim czasie poznano sekwencje regulatorowe w 
promotorze genu WUS, co ułatwia identyfikowanie czynni­
ków regulujących jego ekspresję [41]. Z poznanych dotych­
czas białek, pozytywnym  regulatorem jest oddziałujący z 
promotorem WUS, remodelujący chromatynę czynnik SYD 
z aktywnością ATPazową, a także białko STIP zawierające 
domenę homeotyczną. Represorami WUS są czynniki trans- 
krypcyjne HAN, ULT1 i FAS1/FAS2 (Ryc. 3C) [42,43],

Ekspresja genu CLV3, zwłaszcza w fazie rozwoju embrio­
nalnego, jest wyraźnie aktywowana przez WUS, natomiast 
w  późniejszym stadium  rozwoju w aktywacji musi uczest­
niczyć także czynnik transkrypcyjny STM (ang. shoot meri- 
stemless) z domeną homeotyczną typu KNOTTED [44], Bez­
pośredni lub pośredni udział WUS w aktywacji genu CLV3 
sugeruje, że w ustalaniu równowagi pomiędzy komórkami 
pluripotentnym i a komórkami różnicującymi się w  regionie 
peryferycznym kluczową rolę odgryw a pętla regulacyjna 
C LV/W U S  (Ryc. 3A) [42,43],

Proponow ana pętla regulacyjna stanowi tylko jeden z 
elementów skomplikowanego mechanizmu regulującego 
funkcjonowanie m erystemu wierzchołkowego pędu. Obec­
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nie wiadomo, że WUS reguluje co najmniej 148 genów, z 
tego 44 geny są w różnym stopniu ham owane [45]. Represji 
ulegają m. in. niektóre geny kodujące tzw. regulatory odpo­
wiedzi typu A w dw uskładnikowych systemach transdukcji 
sygnałów [5]. Wyniki tych badań są o tyle ważne, że wiążą 
regulację proliferacji komórek merystematycznych na po­
ziomie czynników transkrypcyjnych z regulacją przez cy- 
tokininy (Ryc. 3C). Czynnik transkrypcyjny WUS, hamując 
ekspresję genów ARR  typu A kodujących białka hamujące 
odpowiedzi na cytokininy, odgrywa rolę pozytywnego ele­
mentu w cytokininowym szlaku sygnałowym [45]. Z d ru ­
giej strony, czynnik transkrypcyjny STM, aktywujący bio­
syntezę cytokinin i hamujący syntezę giberelin, współdzia­
ła z WUS w  kontrolowaniu równowagi między komórkami 
rdzenia a komórkami regionu peryferycznego [46,47].

Inne kinazy receptorowe z motywem 
LRR występujące u roślin

Oprócz BRI1 i CLVI, dwóch najlepiej poznanych kinaz 
z rodziny LRR, liczącej u A. thaliana ponad 200 białek, zna­
nych jest jeszcze kilka RLK, których funkcja jest dopiero 
badana. Jedną z lepiej poznanych kinaz z tej rodziny jest 
ERECTA (ER), która podobnie jak CLV1, funkcjonuje w ob­
rębie merystemu wierzchołkowego, uczestnicząc w regula­
cji organogenezy [14]. Fenotyp erecta, o charakterystycznym 
zw artym  kształcie organów wywodzących się z merystemu 
wierzchołkowego, jest efektem znacznej redukcji liczby ko­
mórek rdzeniowych merystemu decydujących o rozmiarach 
i kształtach dojrzałych organów. Oprócz genu ER w  A. tha­
liana zidentyfikowano dw a jego paralogi, ERL1 i ERL2 (ang. 
ER-like), które, podobnie jak ER, wykazują wysoki poziom 
ekspresji w rozwijających się tkankach [48].

W genomie A. thaliana zidentyfikowano pięć genów 
SERK1-5 (ang. somatic embriogenesis receptor-like kinase) kodu­
jących białka, które w domenie zewnątrzkomórkowej mają 
po pięć powtórzeń leucynowych, za którymi położony jest, 
swoisty dla SERK, motyw bogaty w prolinę SPP. Najnowsze 
badania pokazują, że SERKI tworzy duże kompleksy wielo- 
białkowe, w których oprócz fosfatazy białkowej KAPP i biał­
ka 14-3-3 znajdują się także BRI1 oraz BAK/SERK3 [49]. W 
poszukiwaniach białek substratowych wykazano, że SERKI 
oddziałuje fizycznie z białkiem CDC48 i jednym z białek 14- 
3-3 [50], Oba białka są fosforylowane przez SERKI i przy­
puszczalnie funkcjonują w regulacji cyklu komórkowego.

Dwie inne, częściowo poznane, kinazy z powtórzeniami 
bogatymi w leucynę funkcjonują w reakcjach obronnych 
przeciw patogenom. Kinaza Xa 21 z 23 powtórzeniami LRR 
determinuje oporność ryżu na rdzę wywołaną przez Xanto- 
monas oryzae pv. Oryzae, natomiast kinaza FLS2 jest recep­
torem flagelliny, jednego z najbardziej aktywnych bakte­
ryjnych elicytorów rozpoznawanych zarówno przez zwie­
rzęcy, jak i roślinny wrodzony system odpornościowy [15]. 
Kinaza FLS2 zawiera 28 powtórzeń LRR z 23-aminkwasową 
„wstawką", położoną między szesnastym a siedemnastym 
powtórzeniem [51]. Najnowsze wyniki badań sugerują 
udział FLS2 w  reakcjach obronnych poprzez hamowanie 
sygnalizacji auksynowej na drodze represji, odkrytego nie­
dawno, wewnątrzkomórkowego receptora auksyn TIR1 
[52].
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Kinaza PSKR1 A. thaliana i jej homologi poznane wcze­
śniej u marchwi i ryżu funkcjonują jako receptory fitosulfo- 
kiny-a, pentapeptydu działającego jako czynnik mitogenny 
i regulującego różnicowanie komórek [14,53], Z kolei kinazy 
SYMRK/SYM19 (ang. symbiosis receptor-like kinase) z L.japo- 
nicum i grochu [54] oraz NORK (ang. nodulation receptor-like 
kinase) z M. sativa [55] pośredniczą w wymianie informacji 
w  oddziaływaniach symbiotycznych.

KINAZY BIAŁKOWE NALEŻĄCE 
DO POZOSTAŁYCH KLAS

Kinaza SRK komórek wyrostkowych znamienia 
— żeńska determinanta samoniezgodności

Kinaza SRK, zidentyfikowana przed piętnastom a laty u 
Brassica olerácea, jest kluczowym elementem molekularnego 
mechanizmu samoniezgodności homomorficznej, który u 
większości obupłciowych roślin kwiatowych zapobiega sa- 
mozapłodnieniu (zapłodnieniu wsobnemu) [56]. Samonie- 
zgodność, określana inaczej jako niezgodność wewnątrzga- 
tunkowa, jest mechanizmem kontrolowanym genetycznie, 
funkcjonującym w żeńskiej tkance sporofitu, dzięki któremu 
słupek rozpoznaje czy został zapylony pyłkiem z własnego 
kwiatu, czy też pyłkiem pochodzącym od innego osobni­
ka. Podstawowe założenia m echanizmu samoniezgodności 
homomorficznej zostały omówione szerzej w pracy opubli­
kowanej niedawno w Kosmosie [57], a także w kilku arty­
kułach przeglądowych publikowanych w  czasopismach o 
zasięgu ogólnoświatowym [58,59], Zgodnie z ogólnymi za­
łożeniami samoniezgodności w  reakcji rozpoznania pyłek- 
słupek uczestniczą produkty wieloallelicznych, polimorficz- 
nych genów zlokalizowanych w  tzw. locus S (ang. self). W 
przypadku samoniezgodności sporofitowej, badanej głów­
nie w roślinach z rodziny Brassicaceae, żeńską determ inantą 
samoniezgodności jest właśnie, kodowana przez gen SRK 
(ang. S-locus receptor kinase), receptorowa kinaza białkowa 
zlokalizowana w błonie komórek wyrostkowych (papili) 
znamienia. Kinaza SRK w domenie zewnątrzkomórkowej 
ma 12 ewolucyjnie zachowanych reszt cysteinowych oraz 
kilka miejsc glikozylacji, a także, co szczególnie ważne, trzy 
fragmenty o dużej zmienności, które odzwierciedlają alle- 
liczne zróżnicowanie genu SRK (Ryc. 4) [56,60].

W obrębie locus S położony jest także gen SLG, którego 
produktem  jest sekrecyjna glikoproteina, występująca w 
stosunkowo dużej ilości w  ścianie komórek wyrostkowych 
znamienia. Białko SLG, podobnie jak SRK, ma także 12 za­
chowanych w ewolucji reszt cysteiny, kilka miejsc N-gliko- 
zylacji i trzy fragmenty o dużej zmienności, a jego sekwen­
cja am inokwasowa jest identyczna nawet w  98% z sekwen­
cją domeny zewnątrzkomórkowej kinazy SRK kodowanej 
przez gen tego samego haplotypu [58,59]. Mimo że gen 
SLG kosegreguje z SRK i jest aktywny w komórkach w y­
rostkowych znamienia w  czasie poprzedzającym pylenie, 
to jednak rola jego produktu  w samoniezgodności jest cią­
gle jeszcze niejasna. Niektóre wyniki sugerują, że obecność 
glikoproteiny SLG jest konieczna do stabilizowania kinazy 
SRK, bowiem w w arunkach śladowej ekspresji genu SLG 
występuje wyraźne osłabienie bądź zanik reakcji samonie­
zgodności [58,59]. W innych badaniach wykazano, że brak 
SLG ma niewielki lub w  ogóle nie ma żadnego wpływ u na
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Rycina 4. Mechanizm samoniezgodności sporofitowej (opracowano na podsta­
wie [22,57]; szczegóły w tekście).

wystąpienie samoniezgodności [60,61], Kinaza SRK jest ele­
mentem mechanizmu absolutnie koniecznym do w yw oła­
nia samoniezgodności, chociaż właściwą reakcję zapewnia 
współdziałanie z kinazą sery n ow o/ treoninową MLPK (ang. 
M  locus protein kinase), zakotwiczoną w błonie komórkowej 
po stronie cytoplazmatycznej [62]. W warunkach, gdy kom ­
pleks receptorowy nie ulega aktywacji, a więc również w 
sytuacji, gdy na znamieniu osiądzie obcy pyłek, autofosfo- 
rylacji SRK zapobiega tioredoksyna (THL1 i THL2), wiążąca 
się z resztą cysteiny położoną w regionie transbłonowym 
SRK [63,64].

Trzecim istotnym elementem reakcji rozpoznania pyłek- 
słupek jest specyficzny oligopeptyd SCR/SP11 (ang. S-locus 
cysteine-rich protein) kodowany przez gen położony w locus 
S pomiędzy genami SRK i SLG (Ryc. 4) [65,66], Ekspresja 
genu SCR/SP11 zachodzi w komórkach tapetum  pylnika, 
gdzie oligopeptyd SCR/SP11 zostaje w budow any na po­
wierzchnię pyłku (Ryc. 4). Dojrzały, hydrofilowy, złożony z 
50-71 reszt aminokwasowych polipeptyd SCR/SP11 zawie­
ra dziewięć zachowanych w ewolucji aminokwasów, w tym 
osiem reszt cysteiny i jedną resztę glicyny. Fragmenty po­
łożone między tymi aminokwasami o wyjątkowo wysokim 
polimorfizmie umożliwiają swoistość interakcji SCR/SP11 
z dom eną zewnątrzkomórkową SRK [58]. Tak więc, allelicz- 
ne zróżnicowanie genów SRK i SCR/SP11 odzwierciedlają 
trzy wysoce zróżnicowane regiony położone w  domenie 
zewnątrzkomórkowej kinazy SRK (domena S) oraz jeden 
polimorficzny region w oligopeptydzie SCR/SP11, które w 
allelo-specyficznej reakcji umożliwiają swoiste rozpoznanie 
oligopeptydu SCR/SP11 przez kinazę SRK (Ryc. 4). Dome­
na S kinazy SRK rozpoznaje oligopeptyd SCR/SP11 jako 
samoniezgodny tylko wówczas, gdy oba białka są p roduk­
tami genów tego samego haplotypu.

Mimo że podstaw ow y mechanizm reakcji rozpoznania 
pyłku przez kinazę SRK w komórkach wyrostkowych zna­
mienia został już stosunkowo dobrze poznany, to wiedza 
na temat szlaku sygnałowego przekazującego informację z 
układu receptorowego na układ efektorowy odpowiedzial­
ny za odrzucenie pyłku o „nieodpowiednim" haplotypie 
jest ciągle jeszcze bardzo fragmentaryczna. Dotychczas zi­
dentyfikowano jedynie ligazę ubikwitynową ARC1 (ang. 
arm repeat containing 2), zawierającą domenę U-box, która 
regionem C-końcowym oddziałuje z domeną w ew nątrzko­
mórkową SRK [67], Technikami anty sensu udało się w  ko­
mórkach wyrostkowych znacząco obniżyć poziom mRNA 
kodującego ARC1, co prowadziło do zdecydowanego osła­
bienia lub całkowitego zaniku reakcji samoniezgodności 
[67], Tak więc, ligaza ARC1 w samoniezgodności sporofi­
towej odgrywa rolę pozytywnego elementu w szlaku ak­
tywowanym  w warunkach samozapylenia, a jej fosforyla­
cja przez aktywny kompleks SRK(SLG)-MLPK uruchamia 
mechanizm zapobiegający kiełkowaniu łagiewki pyłkowej 
(Ryc. 4). Identyfikacja białka substratowego ubikwitylowa- 
nego przez ARC1 powinna w przyszłości pomóc w  rozszy­
frowaniu mechanizmu zaangażowanego w eliminowanie 
pyłku o niewłaściwym haplotypie.

Kinazy WAK/WAKL — łączniki między 
ścianą komórkową a cytoplazmą

Genom A. thaliana zawiera 26, a ryżu 67 genów W AK/ 
WAKL (ang. celi wall-associated kinase /WAK-like) kodujących 
kinazy białkowe, które w domenie zewnątrzkomórkowej 
mają powtórzenia podobne do m otywu EGF2 i motywu 
EGF wiążącego jony wapnia (Ca2+-EGF) [68-70]. Motyw 
EGF obejmuje sześć reszt cysteiny tworzących trzy wiąza­
nia dwusiarczkowe. Spośród tej, stosunkowo licznej, rodzi­
ny kinaz nieco lepiej są poznane białka WAK kodowane u 
A.thaliana przez pięć genów. Wszystkie kinazy WAK mają 
w  części zewnątrzkomórkowej po jednym motywie EGF2 
i Ca2+-EGF [69], W domenie Ca2+-EGF, podobnie jak w biał­
kach zwierząt z taką domeną, występują miejsca hydrok- 
sylacji A sp/A sn , które, jak się przypuszcza, są ważne w 
tworzeniu wiązań w odorowych podczas oddziaływań typu 
białko-białko [70]. Takich miejsc hydroksylacji brakuje w 
kinazach WAKL, co może wskazywać na oddziaływanie 
kinaz W AK/W AKL z wieloma Ugandami lub na zróżnico­
w aną swoistość względem tego samego ligandu. Niektóre 
z genów WAKL kodują skrócone białka, które nie zawierają 
fragmentu transbłonowego. Geny WAK  ulegają ekspresji 
przede wszystkim w tkankach zielonych, natomiast WAKL 
są aktywne głównie w  korzeniach i kwiatach.

W dotychczasowych badaniach nie udało się ustalić jakie 
Ugandy oddziałują z domeną zewnątrzkom órkową poszcze­
gólnych kinaz WAK/WAKL. Wydaje się mało praw dopo­
dobne by były to pektyny, z którymi domena zewnątrz- 
komórkowa WAK1 tworzy stosunkowo trwałe połączenia 
[71]. Stosując technikę drożdżowego układu dw uhybrydo- 
wego oraz metody immunochemiczne wykazano, że WAK1 
oddziałuje z białkiem sekrecyjnym GRP-3 (ang. glycine-ńch 
protein-3) A. thaliana [9]. W strącającym się kompleksie o 
masie 500 kDa zidentyfikowano także fosfatazę białkową 
KAPP [9], Jedynym poznanym  dotychczas białkowym sub- 
stratem fosforylowanym przez A tGRP/ AtWAKl jest białko
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chloroplastów OEE2 (ang. oxygen-evolving enhancer protein! ) , 
które w  odpowiedzi na infekcję przez Pseudomonas syringae 
generuje aktywne formy tlenu [72]. Fosforylacja OEE2 przez 
kompleks AtGRP/ AtW AKl być może aktywuje przenosze­
nie elektronów z PSU na O, zamiast na NADP+, a powstające 
aniony ponadtlenkowe uczestniczą w reakcjach obronnych 
przeciw patogenom.

CRINKLY4 — kinaza kontrolująca różnicowanie komórek

Zidentyfikowany u kukurydzy gen CRINKLY4 (CR4) ko­
duje kinazę receptorową, która funkcjonalnie przypom ina 
receptory czynnika w zrostu u zwierząt [8], CR4 kontroluje 
szereg procesów związanych z morfogenezą i różnicowa­
niem komórek. Jej funkcjonowanie jest szczególnie istotne 
dla proliferacji i prawidłowego różnicowania komórek w 
epidermie liści oraz warstwie aleuronowej bielma. Gen CR4 
ulega ekspresji w  rozwijających się tkankach siewki, przy 
czym najwyższy poziom transkryptu cr4 stwierdzono w 
merystemie wierzchołkowym oraz zawiązkach organów 
bocznych.

CRINKLY4 jest unikalnym białkiem w śród kinaz recep­
torowych roślin. Jej domena zewnętrzna zawiera dw a cha­
rakterystyczne motywy, z których jeden jest regionem bo­
gatym w reszty cysteiny, podobnym  do ssaczego motywu 
TNFR wiążącego ligand, a drugi to tzw. m otyw „crinkly",
0 nieznanych dla RLK funkcjach [8,9]. Obejmuje on siedem 
39-aminokwasowych powtórzeń tworzących strukturę śmi­
gła. Podobny motyw występuje w regulatorze kondensacji 
chromosomu 1 (RCC1) i praw dopodobnie uczestniczy w 
oddziaływaniach typu białko-białko [15].

Analizy in silico wykazały, że genomy A. thaliana oraz 
ryżu zawierają po 5 genów kodujących białka homologiczne 
do CR4 z kukurydzy. AtCR4 z A. thaliana oraz OsCR4 z ryżu 
są ortologami CR4, natomiast pozostałe to geny CRINKLY4- 
RELATED (CRR) [73], Bliżej przebadano tylko białka z A. 
thaliana i ustalono, że jedynie ACR4 jest funkcjonalną kina­
zą serynow o/treoninow ą. Może ona fosforylować AtCRRl
1 AtCRR2, które nie wykazują aktywności kinazowej [73]. 
Proponuje się udział tych białek w tworzeniu heterodime- 
rów z ACR4 lub innymi białkami należącymi do tej rodziny. 
N atura chemiczna ligandu dla CRINKLY4, jak dotąd, jest 
nieznana, ale obecność w zewnętrznej domenie recptorowej 
CR4 m otywu TNFR ssaków sugeruje, że może to być poli- 
peptyd podobny do TNF [8].

PODSUMOWANIE

Procesy związane z odbiorem i przekazywaniem  infor­
macji pochodzących ze środowiska, jak również sygna­
lizacja międzykomórkowa mają kluczowe znaczenie dla 
prawidłowego w zrostu i rozwoju roślin. Rezultaty badań 
ostatniego dziesięciolecia pokazały, że rośliny, podobnie 
jak zwierzęta, wykorzystują w tych procesach receptory 
zlokalizowane na powierzchni komórek. Jednak w przeci­
wieństwie do komórek zwierzęcych, komórki roślinne od­
bierają sygnały zewnętrzne i komunikują się między sobą 
przede wszystkim za pośrednictwem receptorowych kinaz 
białkowych, które fosforylują reszty seryny/treoniny. Intry­
gującym wynikiem badań nad klonowaniem i sekwencjo-

nowaniem genomów roślin jest odkrycie ogromnej, w  po­
równaniu z genomami zwierząt, liczby genów kodujących 
RLK, które np. u A. thaliana stanowią ponad 2% genomu. 
Niewątpliwie ma to swoje uzasadnienie w związku z ilością 
i różnorodnością sygnałów odbieranych przez komórki ro­
ślinne, zarówno tych wewnętrznych, jak i pochodzących ze 
środowiska zewnętrznego. Można także zakładać, że jest to 
rodzaj rekompensaty braku receptorów współdziałających 
z białkami G, które u zwierząt stanowią najliczniejszą rodzi­
nę receptorów błonowych.

Kinazy receptorowe są kluczowymi elem entam i szla­
ków przekazyw ania sygnału i dlatego ich identyfikacja 
i charakterystyka jest podstaw ow ym  etapem  na drodze 
poznania m echanizm ów kontrolujących procesy w zro ­
stu i rozwoju roślin. W ostatnich latach ilość publikacji o 
nowych RLK roślin rośnie lawinowo, jednak znaczenie 
biologiczne tych białek receptorowych pozostaje na razie 
nieznane. Problem ten będzie niewątpliwie dużym  w y­
zwaniem  dla przyszłych badaczy, np. u Arabidopsis thalia­
na zidentyfikowano ponad 400 genów kodujących RLK, a 
bliżej scharakteryzowano zaledwie pięć kinaz receptoro­
wych. W niewielkim stopniu poznane są też m olekularne 
mechanizmy funkcjonowania tych cząsteczek. Istotnymi 
pytaniami, pozostającymi na razie bez odpow iedzi, są py ­
tania o to jak sygnał przekazyw any jest do cytoplazmy, 
jak utrzym yw ana jest aktywność szlaku w cytoplazm ie i 
jakie białka jądrow e uczestniczą w indukcji odpow iedzi na 
sygnał. Kilka poznanych do tej pory przykładów  funkcjo­
nowania kinaz receptorowych, takich jak BRI1 czy CLV1, 
wskazuje na podobieństw o do systemów zwierzęcych, np. 
dimeryzacja białek receptorowych, endocytoza czy odw ra ­
calna fosforylacja w regulacji dalszych etapów szlaku sy­
gnałowego. Nie pozwala to jednak na tym  etapie na ustale­
nie ogólnego m echanizm u działania RLK, tym bardziej, że 
mimo strukturalnych podobieństw  cytoplazm atycznych 
dom en tych białek, regulacja szlaku poniżej receptorów  
wydaje się różnić w zależności od białka receptorowego. 
Jest niezwykle interesujące czy tak ogrom na ekspansja ki­
naz receptorowych roślin znajduje swoje odbicie w  równie 
licznych szlakach sygnałowych. Jedno jest pew ne -  im po­
nująca liczba genów kodujących RLK oraz ogrom na róż­
norodność strukturalna i funkcjonalna tych białek gw aran ­
tuje, że przekazyw anie sygnałów u roślin pozostanie na 
długo ekscytującym problem em  badawczym.
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ABSTRACT
Recent plant genome analyses have revealed a large number of genes encoding receptor-like kinases (RLKs) in plants. They are transmembra­
ne proteins structurally related to the animal tyrosine and serine/threonine families with differences in their extracellular domains. There are 
more than 20 classes of plant RLKs, distinguished according to their extracellular domains, which can potentially bind an array of molecules. 
Although the majority of these RLKs remains uncharacterized, several members of this family are known to function in a diverse biologi­
cal processes including plant growth and development, self-incompatibility, hormone perception and plant-microbe interactions. Despite  
knowledge of RLKs functions is increasing rapidly, yet major challenges remain. These include identifying ligands that activate RLKs and 
characterizing downstream pathways.
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Aneksyny, białka uczestniczące w organizacji i 
prawidłowym funkcjonowaniu błon biologicznych 
— od Arabidopsis thaliana do Homo sapiens

STRESZCZENIE

W zaprezentowanym na łamach tego numeru „Postępów Biochemii" cyklu pięciu arty­
kułów poświęconych aneksynom pragniemy zwrócić uwagę Czytelników na niektóre 

aspekty biologii aneksyn, białek wiążących jony wapnia i błony biologiczne, występujących 
w e wszystkich organizmach eukariotycznych, od Arabidopsis thaliana  do Homo sapiens, z wy­
jątkiem drożdży. O znaczeniu aneksyn mogą świadczyć dwie cechy tej grupy białek, kodowa­
nych u kręgowców przez dwanaście genów, a u roślin naczyniowych przez osiem. Po pierwsze, 
liczba genów kodujących aneksyny rośnie w  trakcie ewolucji organizmów na Ziemi, po drugie 
w niektórych typach komórek aneksyny stanowią do dwóch procent wszystkich syntetyzo­
wanych białek. W artykule otwierającym niniejszy cykl zostaje sformułowana hipoteza, że 
powielenie w  trakcie ewolucji liczby genów kodujących aneksyny mogło być rodzajem przy­
stosowania organizmów do zmieniających się warunków środowiska. Zaprezentowano tak­
że dane doświadczalne świadczące o udziale aneksyn w  kluczowych procesach związanych 
z prawidłowym funkcjonowaniem błon biologicznych, takich jak przekazywanie sygnałów, 
transport jonów, transport pęcherzykowy i naprawa uszkodzeń błony. W kolejnych artykułach 
cyklu omówiono udział aneksyn w odpowiedzi organizmu na stres (Arabidopsis thaliana), 
funkcje jakie mogłyby pełnić aneksyny w procesie mineralizacji tkanek (Gallus gallus) i w  
wydzielaniu katecholamin (komórki PC12 ssaków) oraz związek aneksyn z rozwojem niektó­
rych chorób spichrzeniowych, w  których zaburzeniom ulega transport i wewnątrzkomórkowe 
gromadzenie cholesterolu (choroba Niemanna-Picka typu C, Homo sapiens).

WPROWADZENIE

Aneksyny stanowią starą ewolucyjnie grupę białek występujących powszech­
nie nawet w  odległych filogenetycznie grupach taksonomicznych, z wyjątkiem 
organizmów prokariotycznych i drożdży (Ryc. 1, Tab. 1) [1,2]. Liczba genów

Okrytozalążkowe L

8 Arabidopsis thaliana

l ________________ i

Homo sapiens 

Ssaki 12 

X  Mus musculus

Ptaki 10

k

Nagozalążkowe

3 Ginko biloba

19 |  Xenopus tropicalis Płazy 

Ryby Rekin >1

1 J
3 Mchy

Grzyby m,

3 I Aspergillus fumigatus

Lancetnik 3 

Drosophila melanogaster 4 

Caenorhabditis elegans ą  

l  Hydra vulgaris 4

Dictyostelium discoideum 2

U

Protozoa Gardia lamblia 3

Eubakterie, mitochondria, chloroplasty 0?

Rycina 1. Liczba genów kodujących aneksyny w różnych grupach taksonomicznych.
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Tabela 1. Aneksyny Eukaryota.

Podrodzina Przedstaw iciele O rganizm

aneksyny A aneksyny A l-A ll ,  A13 człowiek, kręgowce

aneksyny B aneksyny B7, B9-B12 bezkręgowce

aneksyny C aneksyny C1-C5 śluzów ce i grzyby (z 
wyjątkiem  drożdży)

aneksyny D aneksyny D1-D25* rośliny

aneksyny E aneksyny E1-E3 Giardia lamblia

*Liczba zidentyfikow anych przedstaw icieli nie jest tożsam a z liczbą 
genów  kodujących aneksyny, np. w  genom ie Arabidopsis thaliana 
w ystępuje osiem  genów kodujących aneksyny [2].

kodujących aneksyny rośnie w raz z pojawianiem się na are­
nie ewolucyjnej nowych grup taksonomicznych. Znamien­
ne w tym względzie są dw a zdarzenia, po których liczba 
genów kodujących aneksyny znacząco wzrosła. Pierwsze to 
wyjście zwierząt z w ody na ląd. U starej ewolucyjnie grupy 
ryb chrzęstnoszkieletowych liczba genów kodujących anek­
syny jest niska, podobnie jak u bezkręgowców i pierwot­
niaków. Sytuacja ta uległa zmianie u płazów. W genomie 
niektórych gatunków afrykańskich żab, dzięki duplikacji i 
poliploidyzacji, liczba genów kodujących aneksyny wynosi 
19 [3,4]. Potwierdzeniem tej reguły, jest fakt, że u żyjących 
współcześnie gatunków ryb kostnoszkieletowych liczba 
genów kodujących aneksyny jest taka sama jak u płazów i 
ssaków. Drugim w ażnym  z punktu  widzenia ewolucji życia 
na Ziemi był moment zmiany sposobu rozmnażania roślin, 
którym różnią się starsze ewolucyjnie rośliny nagozaląż- 
kowe od młodszych, okrytozalążkowych. W tej ostatniej 
grupie taksonomicznej liczba genów kodujących aneksyny 
osiągnęła 8, zatem jest znacznie wyższa niż u roślin nagoza-

Tabela 2. Aneksyny ssaków.

lążkowych, choć mniejsza niż u ssaków, w tym naczelnych 
i człowieka, w  których genomie zidentyfikowano 12 genów 
kodujących aneksyny [3-5]. Liczba kodowanych przez te 
geny białek jest jeszcze większa (Tab. 2).

Czy obecność w genomie ssaków dw unastu genów ko­
dujących aneksyny, to forma przystosowania ssaków do 
zmieniających się w arunków  środowiska, zapewniająca tej 
grupie zwierząt sukces ewolucyjny? Czy aneksyny, mimo 
zachowanej w  ewolucji struktury drugo- i trzeciorzędowej 
i licznych podobieństw we właściwościach fizyko-chemicz­
nych obserwowanych w trakcie badań prowadzonych w  
warunkach in vitro, różnią się znacznie od siebie pełnio­
nymi w komórce funkcjami? W niniejszym artykule zo­
stanie przedstawiona hipoteza, że wzrost liczby genów, 
które kodują aneksyny ssaków, będący wynikiem długiej 
drogi ewolucyjnej, jest korzystnym przystosowaniem tych 
organizmów do zmian zachodzących w środowisku. Aby 
w  pełni zrozumieć rodzaj przystosowania organizmów do 
nowych w arunków  środowiska, polegający na zwiększeniu 
liczby genów kodujących aneksyny, trzeba przede wszyst­
kim zdefiniować tę grupę białek.

CHARAKTERYSTYKA ANEKSYN

Najpowszechniej aneksyny określa się następująco. Są to 
białka wiążące jony wapnia i lipidy o zachowanej w ewo­
lucji strukturze drugo- i trzeciorzędowej, w  cząsteczkach 
których obecne są powtarzające się miejsca wiązania jonów 
wapnia typu 2 (w odróżnieniu od białek takich jak kalmo- 
dulina, w  której cząsteczce znajdują się miejsca typu 1) [1,6- 
8]. Ponadto aneksyny obdarzone są zdolnością oddziaływa­

I Gen Białko Synonim y AA M. cz. (kDa) Pi
ANXA1 aneksyna A l aneksyna I, lipokortyna I, kalpaktyna II, 

p35, GIF, lipom odulina, chrom obindyna 9, 
max 3, m akrokortyna 1, renokortyna

346 38,7 6,6

A N XA2 aneksyna A2 aneksyna II, lipokortyna II, p36, p33, kalpaktyna I 
łańcuch ciężki, chrom obindyna 8, białko I, PAP-IV

339 38,6 7,8

A N XA3 aneksyna A3 aneksyna III, lipokortyna III, PAP-III, 
kalcym edyna 35-a, kalfobindyna III

323 36,4 5,5

A N X A 4 aneksyna A4 aneksyna IV, lipokortyna IV, kalcym edyna 35-(3, 
p28, max 2, chrom obindyna 4, białko II, PAP-II, 
PAP-IV, PP-4X, endoneksyna I, kalelektryna 32.5

321 36,0 5,7

ANXA5 aneksyna A5 aneksyna V, lipokortyna V, kalcym edyna 35-y, 
VAC-a, chrom obindyna 5 /7 , IBC, PAP-I, PP4, 
endoneksyna II, kalelektryna 35K, CaBP33, 
kalfobindyna I, CaBP37, anchoryna CII, max 1

320 35,9 4,7

AN XA 6 aneksyna A6a aneksyna VI, lipokortyna VI, p68, p70, kalcym edyna 673 75,9 5,4
aneksyna A6b 67K, 73K, chrom obindyna 20, kalelektryna 

67K, kalfobindyna II, białko III, synhybina
667 75,3 5,4

A N X A 7 aneksyna A7a aneksyna VII, lipokortyna VII, syneksyna 466 50,3 6,2
aneksyna A7b I, syneksyna II, chrom obindyna 11 488 52,7 5,4

A N XA 8 aneksyna A8 aneksyna VIII, lipokortyna VIII, VAC-(3 327 36,9 5,4

A N X A 9 aneksyna A9 aneksyna XXXIII, A31 338 37,6 5,4

AN XA10 aneksyna A10 - 324 37,2 5,1

AN XA11 aneksyna A li aneksyna XI, max 4 505 54,4 7,6

AN XA13 aneksyna A13a 
aneksyna A13b

- 316
357

35,5 5,3

Skróty użyte w  tabeli: AA — liczba reszt aminokwasow ych; CaBP (ang. Ca2*-binding protein) — białko wiążące w apń; GIF (ang. glycosylation-inhibiting 
factor) — czynnik hamujący glikozylację; IBC (ang. inhibitor of blood coagulation) — inhibitor koagulacji krwinek; max — aneksyna z japońskiej ryby 
Oryzias latipes; PAP (ang. placenta anticoagulant protein) — białko zapobiegające pow staw aniu skrzepów  w łożysku; pi — punkt izoelektryczny; VAC 
(ang. vascular anticoagulant) — białko zapobiegające krzepnięciu krwi.
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nia w komórce z wieloma Ugandami; począwszy od związ­
ków niskocząsteczkowych, takich jak nukleotydy, poprzez 
kwasy tłuszczowe, fosfolipidy, cholesterol, pektyny, węglo­
wodany, aż do wielu rodzajów białek enzymatycznych, re­
ceptorowych, regulatorowych, składników szkieletu błony 
oraz białek transportujących jony (Tab. 3) [1,7,9-15]. Zacho­
w ana w  ewolucji część korowa cząsteczki aneksyny, zawie­

rająca miejsca wiązania jonów wapnia, zapewnia białku 
zdolność oddziaływania z błonami komórkowymi, podczas 
gdy zróżnicowana część N-końcowa odpowiedzialna jest za 
wiązanie z aneksyną licznych i różnorodnych chemicznie li- 
gandów [1,7,8].

Po zadziałaniu bodźca, który wywołuje wzrost stężenia 
Ca2+ w cytoplazmie komórek, aneksyny odznaczają się zdol­

Tabela 3. Niektóre białka oddziałujące z aneksynami ssaków.

Aneksyna Białko Możliwa funkcja i

A nxA l dysferlina napraw a uszkodzeń błony
F-aktyna transport pęcherzykow y
integryna A4 angiogeneza
receptor EGF proliferacja kom órek
receptor form ylow anych peptydów procesy zapalne i wydzielnicze
SI 00 A l i transport pęcherzykow y
selektyna adhezja kom órek
TRPM7 (kanał o aktywności kinazy) przeżyw alność kom órek

AnxA2 angiostatyna angiogeneza
CEACAM adhezja kom órek
dysferlina napraw a uszkodzeń błony
F-aktyna transport pęcherzykow y
galektyna-13 odpow iedź im m unologiczna
GLUT-4 regulacja lokalizacji GLUT-4
kanały chlorkowe aktyw ow ane przez Ca2+ przew odnictw o błon
kinaza kazeiny I transport pęcherzykow y
kaweolina-1 przekazyw anie sygnałów
progastryna now otw ory uk ładu pokarm ow ego
receptor insuliny m etabolizm  glukozy
SI 00 A l 0 transport pęcherzykow y
SHP2 (białkowa fosfataza tyrozynow a) przekazyw anie sygnałów
tenascyna C adhezja kom órek
t-PA _______ angiogeneza______________________________

AnxA4 glikoproteina BP-2 transport pęcherzykow y
lektyny (SP-A) adhezja kom órek
kanały chlorkow e aktyw ow ane przez Ca2+ przew odnictw o błon

AnxA5 D N M TI przeżywalność neuronów
G-aktyna szkielet błony
helikaza 2 przeżyw alność neuronów
integryna B5 adhezja kom órek
kinaza białkowa C przekazyw anie sygnałów
kolagen typu II biomineralizacja
MIR odpow iedź im m unologiczna
NCX1 hom eostaza w apnia
receptor VGF2 przekazyw anie sygnałów
SI 00 A l, S100B hom eostaza w apnia

____________ synaptofizyna______________________________________ w ydzielanie przekaźników  nerw ow ych

AnxA6 chondroityna adhezja kom órek
CRHSP-28 przekazyw anie sygnałów
dynam ina przekazyw anie sygnałów
F-aktyna transport pęcherzykow y
fodryna/kalspek tyna (P-spektryna) transport pęcherzykow y
kinaza Fyn przekazyw anie sygnałów
izoform y kinazy białkowej C przekazyw anie sygnałów
NCX1 hom eostaza wapnia
p l20GAP przekazyw anie sygnałów
proteaza cysteinowa transport cząsteczek LDL
kinaza Pyk2 przekazyw anie sygnałów
Raf-1 transport pęcherzykow y
receptor rianodynow y hom eostaza w apnia
S I00A l, S I00A li ,  S100B hom eostaza w apnia
UDPaza przekazyw anie sygnałów

AnxA7 galektyna-3 ontogeneza
__________ sorcyna____________________________________ _______ fuzja Mon__________________________________________

A n x A ll PDCD6 apoptoza
sorcyna fuzja błon

A nxA l 3 NEDD4 ubikwitylacja

Inform acje um ieszczone w  tabeli zaczerpnięto z następujących prac [1,7,9-15]
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nością zmiany swojej wewnątrzkomórkowej lokalizacji, mi­
grując z cytosolu do błony plazmatycznej lub błon organelli 
komórkowych, takich jak endosomy, mitochondria i otocz­
ka jądrowa [8,16]. Niskie powinowactwo wyizolowanych 
z tkanek aneksyn do Ca2+ w warunkach doświadczalnych 
ugruntowały na wiele lat po odkryciu tych białek przeko­
nanie, że rola, jaką aneksyny odgrywają w organizmach 
ssaków w odpowiedzi komórek na sygnał wapniowy, nie 
jest aż tak ważna jak białek zawierających domeny „EF 
hand" i białek C2 [7,9], Jednak wyniki najnowszych badań 
prowadzonych nad aneksynami w wielu laboratoriach na 
świecie, wskazują na udział tych białek nie tylko w regulacji 
zależnych od zmian stężenia Ca2+ procesów zachodzących 
w komórkach [7,16-18], ale także na wpływ  aneksyn na wła­
ściwości błon biologicznych określane mianem „dynamiki 
błon" biologicznych [8,19,20].

Na podstawie wiedzy nagromadzonej na temat aneksyn, 
można wysunąć przypuszczenie, że aneksyny są zdolne do 
sprawowania swoistej „opieki" nad określonymi elemen­
tami strukturalnym i komórki, szczególnie wrażliwymi na 
zmiany środowiska i idące za tym zmiany przystosowaw­
cze. W niniejszym artykule zostaną rozważone dwie moż­
liwości. Pierwsza z nich, iż jednym  z „czułych" miejsc w 
komórce jest jądro zapewniające stabilność materiałowi ge­
netycznemu. Druga możliwość, iż elementem tym jest błona 
plazmatyczna wraz ze szkieletem błony, odpowiedzialna za 
zachowanie integralności, odrębności, charakterystycznego 
kształtu i właściwego funkcjonowania komórki. Wiąże się 
z tym konieczność zapobiegania uszkodzeniom błony pla­
zmatycznej lub włączania w odpow iednim  momencie me­
chanizmów naprawy, jeśli uszkodzenia się zdarzą [21]. A te 
zdarzają się często i związane są przede wszystkim ze stre­
sem mechanicznym, np. stresem, któremu ulegają komórki 
mięśniowe w trakcie skurczu lub ze stresem towarzyszą­
cym rozwojowi patologii, na przykład dystrofii mięśnio­
wych [21]. Które z wymienionych miejsc, jądro czy błona 
plazmatyczna, a może oba, są miejscem, w którym aneksy­
ny funkcjonują w komórce? O dpow iedź na to pytanie wiąże 
się z odpowiedzią na pytanie, gdzie aneksyny występują w 
komórce?

Analiza tej rodziny białek wskazuje, że aneksyny są to 
przede wszystkim białka rozpuszczalne, zlokalizowane w 
cytosolu, z których tylko pewna część w sposób odwracal­
ny (lub nieodwracalny) wiąże się z błonami i cytoszkiele- 
tem [8]. Niewielka część populacji aneksyn w  komórce, 
wydzielana jest na zewnątrz, gdzie białka te wspomagają 
oddziaływania pomiędzy składnikami macierzy pozako- 
mórkowej i błoną plazmatyczną. Obecność w cząsteczkach 
niektórych aneksyn, np. aneksyny A2 (AnxA2), sekwencji 
kierującej te białka do jądra, otwiera możliwość spojrzenia 
na funkcje aneksyn z perspektywy ich oddziaływań z ge­
nomem [22], W przypadku AnxAl podłoże tego zjawiska 
jest inne niż dla AnxA2. Stwierdzono, że w wyniku stym u­
lacji komórek HEK293 estrami forbolu i aktywacji kinazy 
białkowej C delta AnxAl ulega kontrolowanej proteolizie, 
a jej skrócona forma przemieszcza się z cytosolu do jądra 
komórkowego, gdzie może uczestniczyć w regulacji proli­
feracji i różnicowania komórek [23]. Zaobserwowano tak­
że, że AnxAl wykazuje aktywność helikazy oraz w  sposób 
zależny od zmian stężenia jonów w apnia wiąże się z czą­
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steczkami RNA in vitro [24], Ponadto wykazano, że A nxA ll 
bierze udział w organizacji bruzdy podziałowej w  telofazie, 
a zahamowanie syntezy białka z wykorzystaniem techniki 
siRNA prow adzi do zaniku białek MKLP1 i Aurory B z cen­
trum  bruzdy podziałowej, czemu towarzyszą zaburzenia 
cytokinezy i apoptoza [25]. W przypadku wspomnianej już 
AnxA2, zidentyfikowano ją jako składnik kom pleksu inicju­
jącego transkrypcję i aktywację polimerazy DNA alfa [26]. 
Należy jednak podkreślić, że mimo zebranych informacji na 
temat jądrowej lokalizacji niektórych aneksyn i ich zdolno­
ści do oddziaływania z kwasami nukleinowymi, większość 
badaczy uważa, że białka te nie biorą udziału w  stabilizacji 
genomu.

UDZIAŁ ANEKSYN W REGULACJI 
STRUKTURY BŁONY PLAZMATYCZNEJ

W dalszej części artykułu zostaną przedstawione dane 
doświadczalne świadczące o tym, że aneksyny wpływają na 
właściwości błony plazmatycznej i ściśle związanego z bło­
ną cytoszkieletu. Na podstawie zgromadzonych informacji 
wydaje się, że aneksyny uczestniczą w organizacji struktu­
ralnej błony plazmatycznej, wpływają na przepuszczalność 
błony dla jonów, uczestniczą w biorących swój początek na 
błonie plazmatycznej różnorodnych szlakach przekazywania 
sygnałów i w procesach dynamicznych, takich jak transport 
pęcherzykowy, reorganizacja szkieletu błony oraz udział w 
inicjowaniu procesu naprawy błony plazmatycznej uszko­
dzonej w wyniku zadziałania bodźca mechanicznego.

Wymienione przed chwilą procesy związane z błoną pla­
zmatyczną są najistotniejsze dla zachowania integralności 
komórki i właściwego przebiegu wszystkich procesów m e­
tabolicznych. Można w ysunąć przypuszczenie, że rozregu­
lowanie funkcji aneksyn w  komórce lub zmiany aktyw no­
ści genów kodujących te białka, mogą mieć niebezpieczne 
skutki. Prześledźmy te niebezpieczeństwa na trzech dobrze 
udokum entow anych przykładach.

Przykład pierwszy to zaburzenia syntezy i transportu 
aneksyn, np. AnxA5, z cytosolu do błony plazmatycznej, to­
warzyszące chorobie Hughesa. Charakterystycznym dla tej 
choroby objawem jest wytw arzanie przeciwciał przeciwko 
cząsteczkom własnych fosfolipidów i białek, takich np. jak 
glikoproteina P2GPI. W łożysku cząsteczki aneksyn, których 
zawartość w tym organie osiąga do 2% wszystkich białek, 
tworzą warstwę ochronną na błonie syncytiotrofoblastów, 
zapobiegając w  ten sposób koagulacji krwi, wywołanej przez 
kontakt czynników krzepnięcia krwi obecnych w osoczu z 
cząsteczkami fosfatydyloseryny zlokalizowanymi w błonie 
syncytiotrofoblastu. Zniszczenie warstwy aneksyn zw iąza­
nych z cząsteczkami fosfatydyloseryny w chorobie H ughe­
sa przez wytw arzane przez organizm matki przeciwciała 
anty-AnxA5 wywołuje powstawanie skrzepów, prow adzi 
do nekrozy komórek i w konsekwencji do poronienia lub 
wchłonięcia embrionu [27,28].

Przykład drugi pokazuje wzrost inwazyjności nowotwo­
ru i liczby przerzutów, wynikający ze wzmożonej syntezy 
AnxA2 w komórkach nowotworowych. AnxA2 występuje w 
komórkach w trzech formach: monomeru, homodimeru i hete- 
rotetrameru (AnxA22S100A,) w kompleksie z białkiem wiążą­
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cym wapń z rodziny SI00 (Ryc. 2) [8], Heterotetramer AnxA- 
22S100A2 w  pewnych sytuacjach, których mechanizm nie jest 
do końca wyjaśniony, może być eksponowany na zewnętrznej 
powierzchni błony komórek nabłonka wyścielającego naczy­
nia krwionośne lub naczyń zbierających mleko w gruczołach 
mlekowych, gdzie uczestniczy w regulacji przekształcania nie­
aktywnej formy proteazy — plazminogenu — w formę aktyw­
ną — plazminę, uczestniczącą w degradacji macierzy pozako- 
mórkowej [29], AnxA22Sl 00A, wiąże zarówno tkankowy akty­
wator plazminogenu (tPA), jak i plazminogen. Aktywacja tego 
kompleksu ma kluczowe znaczenie w  stymulacji inwazyjności 
tworzącego się nowotworu, z jednoczesną stymulacją angio- 
genezy sprzyjającej lepszemu ukrwieniu nowotworu. Dodat­
kowych argumentów na potwierdzenie znaczenia AnxA2 
dostarczają wyniki doświadczeń z zastosowaniem zwierząt 
z zablokowaną syntezą AnxA2 (ANXA2-/-), u których stwier­
dzono obniżony poziom plazminy i poważne kłopoty z usu­
waniem z krwiobiegu tworzących się skrzepów [29,30].

Przykład trzeci to przypadek rozregulowania genomu 
myszy, u których doświadczalnie zahamowano syntezę 
AnxA7. Zwierzęta „knock-out" (ANXA7-/~) umierały w  10. 
dniu życia embrionalnego. Heterozygoty z nieczynnym tylko 
jednym z alleli genu (ANXA7-/+) kodującego AnxA7 prze­
żywały, ale charakteryzowały się wzmożoną podatnością na 
zachorowania na nowotwory. Powstające guzy nowotworo­
we zawierały bardzo niewiele AnxA7, czemu towarzyszył 
spadek aktywności innych genów supresorowych [31]. W 
tym miejscu należy przypomnieć, że produkty genów supre­
sorowych, białka takie jak p53, BCRA1 i pRB, w  prawidłowej 
komórce działają w kierunku ograniczenia proliferacji. Utra­
ta lub inaktywacja obu kopii genu supresorowego powoduje 
utratę kontroli i ułatwia transformację komórki w  komórkę 
nowotworową. Wiele wskazuje na to, że gen A N X A  7 jest tak­
że genem supresorowym, którego utrata prowadzi do desta- 
bilizaqi genomu i do rozwoju nowotworów [31].

Czy wymienione przykłady, mają związek z udziałem  
aneksyn w regulacji organizacji i funkcji błon kom órko­
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wych? By odpowiedzieć na to pytanie należy zanalizować 
mechanizmy biologicznej aktywności aneksyn. Pytanie o 
funkcje aneksyn w komórce jest zadaw ane przez badaczy 
od momentu odkrycia tych białek w 1978 roku [32], Nie­
mal w trzydzieści lat po tym odkryciu, nasza wiedza na te­
m at funkcji tych białek w komórce jest nadal niewielka, bez 
względu na optym izm  wielu naukowców.

Jedną z najczęściej wyrażanych funkcji jest udział anek­
syn w regulacji struktury błony plazmatycznej, ze szcze­
gólnym naciskiem na powstawanie i rozpad mikrodomen 
błony o specyficznym składzie chemicznym, w których 
współdziałają zarówno integralne białka błony, jak i białka 
powierzchniowe oraz białka szkieletu błony [33-35]. Wiele 
wskazuje, że mikrodomeny są platformami sygnałowymi, 
na których teren są rekrutowane specyficzne białka [36]. Ist­
nieją dane, że mikrodomeny odgrywają główną rolę w pro­
cesie endocytozy, a także w odpowiedzi immunologicznej 
organizmu i w  supresji nowotworów. Opublikowane już 
obserwacje świadczą o udziale aneksyn w powstawaniu mi­
krodomen, w organizacji wyspecjalizowanych kompleksów 
sygnałowych zlokalizowanych na terenie domeny określo­
nego typu i w stabilizacji utworzonych mikrodomen.

Badania nad uczestnictwem aneksyn w powstawaniu mi­
krodomen błony prowadzone są in vitro i ex vivo. Z zastoso­
waniem mikroskopu sił atomowych (ang. atomie force micro­
scope), wykazano np., że tetramer AnxA2S100A2 w obecności 
wapnia indukuje w sztucznych błonach lipidowych zbudo­
wanych z fosfatydylocholiny i fosfatydyloseryny powstawa­
nie mikrodomen wzbogaconych w fosfatydyloserynę. Me­
chanizm formowania domeny polega w tym przypadku na 
ograniczeniu lateralnego ruchu cząsteczek fosfolipidów (ru­
chu w płaszczyźnie błony) przez cząsteczki białka [37], Po­
dobny mechanizm leży prawdopodobnie u podstaw powsta­
wania mikrodomen wzbogaconych w fosfatydyloinozytolo- 
(4,5)-bisfosforan (PIP2) i stabilizowanych przez cholesterol; z 
oboma typami lipidów tetramer AnxA2S100A2 wiąże się in vi­
tro [38], W doświadczeniu przeprowadzonym  na komórkach 
chromochłonnych rdzenia nadnerczy zaobserwowano po­
wstawanie mikrodomen błony plazmatycznej odpornych na 
solubilizację detergentem niejonowym, tak zwanych domen 
DRM (ang. detergent resistant membrane) przypominających 
swoim składem lipidowym „tratwy lipidowe". Na terenie 
tych domen współwystępowały AnxA2 (inaczej określana 
jako białko p36), białko S100A (inaczej określane jako białko 
p i l )  oraz charakterystyczne białka tratw Syt i flotyllina, co 
sugeruje uczestnictwo aneksyn w tworzeniu specyficznych 
kompleksów białkowych na terenie mikrodomen [34],

Wydaje się, że aneksyny specyficznie oddziałując z określo­
nymi białkami, uczestniczą w ich rekrutacji na teren mikrodo­
men i w przestrzennej organizacji powstających kompleksów 
sygnałowych (sygnałosomów). Przykładami wieloskładniko­
wych sygnałosomów zlokalizowanych na terenie mikrodomen 
jest kompleks białek uczestniczących w przekazywaniu sygna­
łu powstającego w wyniku stymulacji komórek naskórkowym 
czynnikiem wzrostu (EGF), którego składnikami są białka Raf- 
1, Ras, pl20GAP, PKCa i AnxA6 [39,40], Niedawno zidentyfi­
kowano także kompleks tetrameru AnxA2S100A2 z białkami 
zonulą occludens-1, okludyną i klaudyną-1, który uczestniczy 
w organizacji miejsc ścisłego kontaktu pomiędzy komórkami
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Rycina 2. Domenowa budowa aneksyn ssaków i ich formy spotykane w komór­
kach. Największą grupę wśród aneksyn tworzą białka monomeryczne o krótkim 
rejonie N-końcowym i rejonie rdzeniowym składającym się z czterech powtarza­
jących się domen zawierających miejsca wiązania jonów wapnia i fosfolipidów. 
Drugi typ reprezentują aneksyny (AnxA7 i AnxAll), które mają długi rejon N- 
końcowy, zaś trzeci izoformy AnxA6, których rejon rdzeniowy zbudowany jest z 
ośmiu powtarzających się domen. Niektóre aneksyny występują w komórce jako 
dimery lub heterotetramery w połączeniu z białkami wiążącymi wapń z rodziny 
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[41]. Wspomniany tetramer w kompleksie z białkiem AHNAK 
i aktyną reguluje organizację szkieletu błony [42] lub jest od­
powiedzialny za kierowanie kanału potasowego TASK-1 do 
określonego miejsca na błonie [43], W tym ostatnim przypad­
ku oddziaływanie tetrameru AnxA2S100A2 z białkiem TASK-1 
opóźnia transport tego białka z siateczki śródplazmatycznej 
do błony plazmatycznej, co może mieć znaczenie w regulacji 
wewnątrzkomórkowej homeostazy jonowej. Inne opisane w 
literaturze przykłady tworzących się kompleksów wskazują 
na udział aneksyn w regulacji lokalizacji kinaz białkowych 
TRPM7 i PKC delta w komórce, a więc ilustrują potencjalne 
mechanizmy regulacji szlaków sygnałowych, w  których wy­
mienione kinazy uczestniczą [44,45].

Aneksyny uczestniczą w tworzeniu mikrodomen błony 
o określonym składzie lipidowym: domen wzbogaconych 
w glicerofosfolipidy (jak fosfatydyloseryna lub PIP2) lub do­
men przypominających tratwy lipidowe, wzbogaconych w 
glikosfingolipidy i cholesterol [37,38]. Uczestniczą także w re­
gulacji sortowania białek w komórce i ich rekrutacji na teren 
wyspecjalizowanych mikrodomen błony plazmatycznej [34]. 
Jako trzecią możliwość reprezentują wyniki doświadczeń su­
gerujące udział aneksyn w stabilizacji mikrodomen bogatych 
w glikosfingolipidy i cholesterol, od których stabilności zależy 
aktywność 5'-ektonukleotydazy, enzymu uczestniczącego w 
regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni gładkich. 
5'-ektonukleotydaza jest enzymem, którego centrum aktywne 
jest eksponowane na zewnątrz komórki, zakotwiczonym w 
błonie przez cząsteczkę glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI) i 
zlokalizowanym na terenie tratwy lipidowej. Enzym ten jest 
odpowiedzialny za hydrolizę ATP (agonisty skurczu mięśni 
gładkich) do adenozyny (antagonisty skurczu). Aktywność 
5'-ektonukleotydazy zależy od stabilności tratw lipidowych, 
w  których enzym jest zakotwiczony. Destabilizacja tratwy 
wywołuje inaktywaqę enzymu [46], W ostatnich latach przed­
stawiono dobrze udokumentowaną teorię, że aneksyny w ko­
mórkach mięśni gładkich, w tym AnxA2, uczestniczą w  regu­
lacji cyklu skurczowo-rozkurczowego poprzez przekazywa­
nie zmian wewnątrzkomórkowego stężenia Ca2+ na zewnątrz 
komórki i regulując w  ten sposób aktywność 5'-ektonukle- 
otydazy. Ciąg zdarzeń jest następujący. Stymulacja komórek 
mięśnia gładkiego powoduje napływ Ca2+ do cytosolu i skurcz 
mięśnia. Wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia Ca2+ pro­
wadzi do związania się aneksyn z błoną, formowania się tratw 
lipidowych, ich stabilizacji i aktywacji 5'-ektonukleotydazy. 
ATP ulega hydrolizie do adenozyny, która łączy się ze swo­
im receptorem na błonie, inicjując kaskadę zdarzeń, w  wyniku 
których stężenie Ca2+ w cytosolu spada, aneksyny dysocjują od 
błony, tratwy lipidowe ulegają destabilizacji, a aktywność 5'- 
ektonukleotydazy zostaje zahamowana. Następuje rozkurcz 
mięśnia [46],

WPŁYW ANEKSYN NA ZMIANY 
PRZEPUSZCZALNOŚCI BŁONY DLA JONÓW

Aneksyny odznaczają się praw dopodobnie zdolnością 
do zmiany przepuszczalności błony dla jonów. Opubliko­
wane dotąd wyniki doświadczeń świadczą o regulacji przez 
aneksyny aktywności kanałów jonowych zlokalizowanych 
w błonie plazmatycznej (mechanizm pośredni) lub w skazu­
ją na możliwość tworzenia przez aneksyny kanałów jono­
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wych, po w budow aniu się tych białek w  błonę (mechanizm 
bezpośredni).

Pierwszy z tych mechanizmów — mechanizm bezpośred­
ni — zakłada, że aneksyny po przyłączeniu do błony plazma­
tycznej są zdolne do oddziaływania ze zlokalizowanymi w 
błonie kanałami jonowymi, przez co mogą wpływać na ich 
aktywność. Na przykład zaobserwowano, że AnxA6 jest w 
stanie aktywować kanał chlorkowy o dużym  przewodnic­
twie, zlokalizowany w błonie plazmatycznej syncytiotrofo- 
blastu w łożysku [47], Przeciwciała, skierowane przeciwko 
AnxA6, okazały się hamować aktywność tego kanału. Trzeba 
pamiętać, że syncytiotrofoblast rozdziela krew matki i płodu 
i stanowi barierę, przez którą zachodzi transport substancji 
pomiędzy matką a płodem. Kanał chlorkowy o dużym prze­
wodnictwie, regulowany przez AnxA6, uczestniczy w we­
wnątrzkomórkowej homeostazie jonowej i zmianach objęto­
ści komórek [47], Wykazano także, że tetramer AnxA,S100A2 
moduluje aktywność kanałów wapniowych, TRPV5 i TRPV6, 
zlokalizowanych w błonie plazmatycznej komórek nabłon­
ka pęcherza moczowego i jelita. Kanały te, pozostające pod 
kontrolą hormonalną, są odpowiedzialne za odzyskiwanie 
jonów wapnia z moczu lub z treści jelitowej [48]. Pytanie, w 
jaki sposób aneksyny modulują aktywność innych systemów 
transportu jonów, pozostaje niestety bez odpowiedzi. Wielu 
badaczy przypuszcza, że aneksyny mogą lokalnie zmieniać 
strukturę błony w  pobliżu białka kanałowego. Inni badacze 
sądzą, że aneksyny oddziałują bezpośrednio z białkiem ka­
nałowym. W przypadku kanałów TRPV5 i TRPV6, tetramer 
AnxA22S100A2 wpływa na ich lokalizację w  błonie plazma­
tycznej [48], Bezpośrednio oddziaływanie aneksyny z biał­
kiem transportującym jony wykazano w przypadku AnxA5 
oddziałującej z wymiennikiem só d /w ap ń  oraz kaweoliną-3 
w komórkach mięśnia serca [49].

Bezpośredni mechanizm zmian przepuszczalności błony 
dla jonów, zależnych od aneksyn, opiera się na wynikach 
doświadczeń in vitro, przeprow adzonych z zastosowaniem 
techniki „czarnych błon lipidowych" (ang. black lip.d mem­
branes), którą wykorzystuje się do pom iaru elektrycznych 
właściwości błony. Zaobserwowano, że niektóre z aneksyn, 
takie jak AnxA6 człowieka, AnxA5 szczura i AnxB12 Hy­
dra vulgaris, są w  stanie zmieniać przepuszczalność sztucz­
nej błony lipidowej dla jonów, po zadziałaniu określonego 
bodźca [50-53]. W przypadku AnxA6 była to obecność w 
środowisku pom iarowym  GTP. W wyniku dodania GTP 
obserwowano wbudow anie się AnxA6 w  sztuczną błonę i 
stwierdzono aktywność białka jako zależnego od potencjału 
elektrycznego błony kanału jonowego, charakteryzującego 
się brakiem specyficzności w  stosunku do transportowanych 
kationów. Stosunek liczby jonów wapnia transportowanych 
na jednostkę czasu do liczby kationów jednow artośaow ych 
wyniósł w przypadku kanału utworzonego przez ciąstecz- 
ki AnxA6 4:1 [50,51]. W przypadku „klasycznych" kanałów 
wapniowych stosunek ten wynosi co najmniej 10003:1. Po­
dobną aktywność jako kanału jonowego zaobserwowano 
w przypadku aneksyn AnxA5 i AnxB12. Bodźcem, który 
inicjował tworzenie kanału, było obniżenie pH  śrooowiska 
pomiarowego do wartości poniżej 6,0 [52],

Przedstawione obserwacje i podobne poczynione przez 
niezależnych badaczy wywołały dyskusję na temat możli­
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wych mechanizmów tworzenia przez białka rozpuszczalne, 
m.in. aneksyny, kanałów jonowych w sztucznych błonach li­
pidowych. Niektórzy z badaczy uważając, że odcinki o struk­
turze alfa-helikalnej w  cząsteczkach aneksyn są zbyt krótkie, 
by zagwarantować pełną penetrację duwarstwy lipidowej 
błony przez aneksynę, na podobieństwo białka integralne­
go typu I, zakładali, że monomery aneksyny można uw a­
żać za minielektroporatory, które naładowane elektrycznie, 
odmiennie od powierzchni błony, wywołują wyładowanie 
elektryczne, dzięki istniejącej różnicy potencjałów. Wyła­
dowanie to powoduje krótkotrwałe wytworzenie w  błonie 
kanału zdolnego przepuszczać kationy; w  tym wypadku 
do zmiany przepuszczalności błony dla jonów nie jest nie­
zbędna penetracja białka w  hydrofobowy rejon błony [54]. 
Inni badacze uważają, że cząsteczki aneksyn w pierwszym 
etapie tworzą na powierzchni błony trimery [55], które na­
stępnie dalej oligomeryzują przekształcając się w heksamery 
tworzące „prawdziwy" kanał jonowy w błonie [56,57]. Na 
podstawie analizy struktury kryształów AnxB12 z Hydra 
vulgaris badacze amerykańscy i niemieccy stworzyli teore­
tyczny model heksameru białka, z hydrofilowym porem w 
centrum kompleksu, zdolnym przepuszczać aniony. Model 
ten zakłada dodatkowo, że oddziaływania pomiędzy mono­
merami białka i lipidami błony są stabilizowane przez jony 
wapnia [56]. W oparciu o wyniki doświadczeń polegających 
na znakowaniu białek sondami fluorescencyjnymi i obser­
wowaniu zachodzenia zjawiska bezpromienistego przekazy­
wania energii fluorescencji, wspomniani badacze zweryfiko­
wali stworzony teoretycznie model stwierdzając, że AnxB12 
ulega przekształceniom w komórkach z formy związanej z 
powierzchnią błony w pH 7,0 w sposób charakterystyczny 
dla innych aneksyn, czyli zależny od stężenia jonów w ap­
nia, w  formę przypominającą białka integralne błony, kiedy 
wartość pH lokalnie spadnie poniżej 6,0. W takich w arun­
kach AnxB12 ulega w budowaniu w błonę w formie mono­
meru i wykazuje w warunkach in vitro aktywność kanału 
jonowego [57]. W ypada jednak w tym miejscu nadmienić, że 
jakkolwiek wzrasta liczba obserwacji poczynionych w toku 
doświadczeń prowadzonych w warunkach in vitro, że anek­
syny po ich wbudowaniu w sztuczne błony lipidowe, mają 
aktywność podobną do kanałów jonowych, nikt jak dotąd 
nie zaprezentował bezpośredniego dowodu, że aneksyny są 
zdolne do tworzenia kanałów jonowych in vivo. Wynika to 
między innymi z faktu, że jak dotąd nie udało się zidenty­
fikować związków farmakologicznych, które w specyficzny 
sposób wyłączałyby w komórkach aktywność aneksyn jako 
kanałów jonowych. Wydaje się, że poznanie mechanizmów 
modulowania przez aneksyny półprzepuszczalnych właści­
wości błony plazmatycznej może mieć fundamentalne zna­
czenie dla zrozumienia udziału aneksyn w utrzym ywaniu 
wewnątrzkomórkowej równowagi jonowej, zarówno w nor­
mie, jak i w patologii [57],

UDZIAŁ ANEKSYN W TRANSPORCIE 
PĘCHERZYKOWYM

Wcześniej wspomniano o zdolności aneksyn do induko­
wania i stabilizowania m ikrodomen błon plazmatycznych. 
W świetle wyników najnowszych badań, niektóre z typów 
tych m ikrodom en wydają się być prekursorami wyspecjali­
zowanych pęcherzyków transportujących biorących udział 
w procesach endo- i egzocytozy. Ma to niewątpliwy zw ią­
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zek z udziałem aneksyn w transporcie pęcherzykowym nie­
których substancji [58],

Udział aneksyn w transporcie cholesterolu ilustruje nastę­
pujący przykład. Cholesterol w krwiobiegu jest transporto­
wany w formie cząstek lipoprotein o małej gęstości (LDL) w 
postaci związanej z białkami i innymi lipidami. Cząstki LDL 
wiążą się ze swoimi receptorami na powierzchni komórki, a 
powstające kompleksy receptor-LDL dostają się do wnętrza 
komórki na drodze endocytozy. Powstające z dołków opłasz- 
czonych szkieletem klatrynowym pęcherzyki transportują­
ce, po usunięciu płaszcza klatrynowego, ulegają fuzji z en- 
dosomami, w  których panuje niższe niż w  cytoplazmie pH. 
Prowadzi to dysocjacji cząstek LDL od ich receptorów. Re­
ceptory powracają w pęcherzykach transportujących na po­
wierzchnię komórki, a cząstki LDL dostają się do lizosomów, 
gdzie ulegają degradacji do elementów składowych, lipidów 
i aminokwasów, które są wykorzystywane w  komórce m.in. 
do budowy błon. W procesie endocytozy uczestniczy między 
innymi płaszcz klatrynowy oraz szkielet spektrynowy. Szkie­
let ten, przed odpączkowaniem od błony plazmatycznej pę­
cherzyka transportującego z cząsteczkami LDL, ulega głębo­
kiej reorganizacji, w której uczestniczą proteazy cysteinowe, 
np. kalpaina. Wykazano, że w niektórych typach komórek, 
np. w fibroblastach, AnxA6 aktywuje kalpainę, przyczynia­
jąc się do częściowej degradacji szkieletu spektrynowego, co 
prowadzi w konsekwencji do uwolnienia pęcherzyka trans­
portującego. AnxA6 uczestniczy także w dalszych etapach 
endocytozy cząstek LDL, biorąc udział w przekształceniu 
wczesnych endosomów w prelizosomy [59-61],

W innym typie transportu pęcherzykowego, w wydzie­
laniu przekaźników nerwowych w procesie egzocytozy, 
uczestniczy prawdopodobnie inna aneksyna, AnxA4. Ko­
mórki chromochłonne rdzenia nadnerczy wydzielają kate- 
cholaminy w odpowiedzi na określony bodziec [62], Ważną 
rolę w  regulacji wydzielania katecholamin odgrywają jony 
wapnia. Wydzielanie katecholamin odbywa się na drodze 
regulowanej egzocytozy, której mechanizm w zasadniczy 
sposób różni się od wydzielania przekaźników  nerw o­
wych z kom órek nerw ow ych, w którym  uczestniczą biał­
ka SNARE, takie jak SNAP, VAMP, SNAP-25 i syntaksyna. 
W w ypadku komórek chromochłonnych, w badaniach któ­
rych powszechnie w ykorzystywana jest linia komórek PC12 
uzyskana z guza rdzenia nadnerczy szczura, stwierdzono, 
że podstawową rolę w wydzielaniu katecholamin odgry­
wają kanały wapniowe typu N i L regulowane zmianami 
potencjału błonowego, odpowiedzialne za napływ wapnia 
do pobudzonej komórki oraz białka pęcherzyka wydzielni- 
czego -  rabfilina i syntaksyna-1. Wykazano, że AnxA4 od­
działuje z domeną C2B rabfiliny, powodując powstawanie 
funkcjonalnego w procesie endocytozy kompleksu rabfili- 
na-AnxA4-synaptotagmina-l, którego powstawanie i roz­
pad regulowane są przez zmiany stężenia jonów w apnia w 
komórce, a czujnikiem wapnia jest właśnie AnxA4 [63].

Ważnym etapem w procesie transportu pęcherzykowego 
jest agregacja pęcherzyków transportujących i ich zlewanie 
się ze sobą lub z błoną plazmatyczną, czyli tzw. fuzja błon. 
Aneksyny są białkami zdolnymi do „katalizowania" wymie­
nionych procesów in vitro. AnxA2, zarówno jako monomer, 
jak i heterotetramer w kompleksie z białkami S100A, w obec­
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ności jonów wapnia stymuluje agregację liposomów, tworząc 
połączenia pomiędzy liposomami [64], Badacze przypuszcza­
ją, że zdolność ta ma znaczenie fizjologiczne. W innym typie 
doświadczeń badano fuzję pęcherzyków magazynujących 
związki powierzchniowo czynne z błoną plazmatyczną [65]. 
Błony pęcherzyków wyizolowanych z komórek alweolamych 
typu II z płuc znakowano sondą fluorescencyjną R18. Meto­
da pomiaru polegała na wykorzystaniu zjawiska samo wyga­
szania fluorescencji sondy ze względu na jej wysokie stężenie 
w  błonie pęcherzyka. Tylko podczas fuzji błony pęcherzyka 
z błoną plazmatyczną nie wyznakowaną sondą, w  wyniku 
rozcieńczenia sondy, jej fluorescencja wzrastała, świadcząc o 
zajściu fuzji błon. Wykazano, stosując cytosol z komórek alwe­
olamych zwierający AnxA2, że białko to stymuluje fuzję błon; 
użycie w doświadczeniu przeciwciała anty-AnxA2 lub usu­
nięcie AnxA2 z cytosolu z zastosowaniem immunoprecypita- 
cji hamowało ten proces. Dodatkowo, dodanie AnxA2 z po­
wrotem do mieszaniny pomiarowej po 120 lub 300 sekundach 
przywracało proces fuzji, wykazując, że to właśnie AnxA2 jest 
białkiem stymulującym fuzję błon [64].

PROCESY NAPRAWY BŁON, W KTÓRYCH 
UCZESTNICZĄ ANEKSYNY

Ostatnio opublikowano dane świadczące o zaangażowaniu 
aneksyn w jeszcze jednym procesie związanym z błonami, 
mianowicie w  procesie naprawy błon uszkodzonych w  wyni­
ku zadziałania bodźca mechanicznego [21]. Naprawa błon jest 
kluczowym procesem zachodzącym bez przerwy w  komór­
kach. Błony komórek poddanych stresowi mechanicznemu 
lub uszkodzone w stanach patologicznych, mogą charaktery­
zować się obecnością otworów o średnicy przekraczającej jeden 
mikrometr. W warunkach normy mechanizmy zapobiegające 
uszkodzeniom i mechanizmy naprawy skutecznie chronią ko­
mórki przed utratą integralności. Szczególnie mechanizmy na­
prawy błon są w ostatnich latach przedmiotem intensywnych 
badań, w których używane są zwierzęta transgeniczne [21]. 
Wyniki tych badań wskazują na udział białek SNARE w pro­
cesie naprawy błon, w  którym można wyróżnić następujące 
etapy. Od błony komórki poddanej stresowi mechanicznemu 
odrywają się fragmenty, które w wyniku lokalnego wzrostu 
stężenia jonów wapnia napływających do komórki ze środo­
wiska zewnętrznego, tworzą pęcherzyki mogące dodatkowo 
łączyć się ze sobą na drodze fuzji. Powstający większy pęche­
rzyk na podobieństwo łatki łączy brzegi rozerwanej błony pla- 
zmatycznej, ulega z nią fuzji wypełniając w  ten sposób otwór 
i przywracając ciągłość błony. Wśród innych białek, które od­
grywają w tym procesie rolę, oprócz białek SNARE wymienia 
się dysferlinę, która jest białkiem zależnym od stężenia jonów 
wapnia i która posiada zdolność katalizowania fuzji błon. My­
szy mutanty z uszkodzonym genem kodującym dysferlinę nie 
są w stanie naprawiać uszkodzeń błony plazmatycznej komó­
rek mięśni szkieletowych, komórek szczególnie narażonych na 
stres mechaniczny. Dodatkowo wykazano, że w  komórkach 
HeLa poddanych stresowi mechanicznemu w warunkach do­
świadczalnych AnxAl kolokalizuje z dysferliną, wiąże się w 
sposób zależny od zmian stężenia jonów wapnia z uszkodzoną 
błoną i stymuluje fuzję pęcherzyka-łatki z miejscem uszkodze­
nia. Zastosowanie przeciwciał przeciwko AnxAl prowadziło 
do zahamowania procesu naprawy błon w  komórkach HeLa. 
Wydaje się, że opisany mechanizm naprawy błon zachodzi w 
wielu typach komórek i ma szczególne znaczenie w nagłych
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wypadkach, wymagających natychmiastowej akcji ratunko­
wej (w ciągu 1-2 sekund) [21].

ANEKSYNY SĄ ODPOWIEDZIALNE ZA 
PRAWIDŁOWE FUNKCJE BŁON

Zaburzenia funkcji aneksyn lub zaburzenia poziomu 
syntezy tych białek w komórce mają fundam entalne znacze­
nie dla prawidłowego funkcjonowania błony plazmatycz­
nej, dla zachowania przez komórki integralności i wym iany 
informacji pomiędzy cytosolem a środowiskiem zew nętrz­
nym, szczególnie w  niektórych tkankach i organach, w 
których poziom aneksyn jest wysoki. Tego rodzaju funkcje 
ochronne aneksyn są szczególnie dobrze widoczne w  pro­
cesie mineralizacji tkanek, dzięki któremu tworzy się i jest 
odnawiany szkielet kostny oraz w  procesie skurczu mięśni 
gładkich, w którym  ważną rolę odgrywa dom enow a budo­
w a błony plazmatycznej komórki mięśniowej, u trzym yw a­
na przez współdziałające ze sobą aneksyny.

Proces biomineralizacji zachodzący w płytce wzrostowej 
kości, w którym uczestniczą aneksyny, jest jednym z najinten­
sywniej badanych [65]. W płytce wzrostowej zlokalizowane 
są komórki kompetentne w  mineralizaq'i, na przykład hiper- 
troficzne chondrocyty. Z błony plazmatycznej chondrocytów 
odłączają się otoczone błoną struktury zwane pęcherzykami 
macierzy pozakomórkowej. W pęcherzykach macierzy docho­
dzi do gromadzenia Ca2+ i nieorganicznego fosforanu (P.), co 
prowadzi do wytworzenia pierwotnej fazy mineralnej. Temu 
zjawisku towarzyszy śmierć chondrocytów na drodze apopto- 
zy. Aneksyny obecne w pęcherzykach macierzy pozakomór­
kowej, przede wszystkim AnxA2, AnxA5 i AnxA6, wydają się 
uczestniczyć przynajmniej w trzech etapach mineralizacji: i) 
wewnątrz pęcherzyków macierzy bezpośrednio w tworzeniu 
fazy mineralnej, wpływając na jakość powstających kryszta­
łów hydroksyapatytu; ii) na zewnątrz pęcherzyków macierzy, 
w oddziaływaniach z włóknami kolagenu typu II i X, które 
prawdopodobnie regulują napływ jonów wapnia do wnętrza 
pęcherzyków i iii) w  błonie pęcherzyków tworząc kanały jo­
nowe, przez które jony wapnia mogą być transportowane ze 
środowiska zewnętrznego. Ta ostatnia z wymienionych funk­
cji została potwierdzona przez zastosowanie niespecyficznego 
inhibitora kanałów jonowych tworzonych przez aneksyny, 
pochodnej benzodiazepiny K-201 [65-67],

Inny przykład współdziałania zespołu aneksyn, reprezen­
tuje udział tych białek w  organizacji błony plazmatycznej ko­
mórki mięśnia gładkiego. Wspomniano wcześniej, że aneksy­
ny uczestniczą w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego 
mięśni gładkich, wpływając na aktywność 5'-ektonukleoty- 
dazy zlokalizowanej na terenie domen błony plazmatycznej, 
kaweoli. Błona plazmatyczna komórki mięśnia gładkiego 
charakteryzuje się kompleksową budową, na którą składają 
się połączenia adhezyjne (ang. adherens junctions), przenoszące 
napięcie mięśniowe do otaczającej mięsień tkanki łącznej i rejo­
ny giętkie (ang. hinge), w  których zlokalizowane są wpuklenia 
błony plazmatycznej -  kaweole. Ich struktura jest dodatkowo 
wzmocniona rodzajem szkieletu podbłonowego, w którego 
skład wchodzi kaweolina-1. Błona plazmatyczna komórki 
mięśnia gładkiego jest dodatkowo podzielona na rejony, w 
których lipidy występują w  postaci ciekło-krystalicznej (rejony 
bogate w cholesterol i lipidy z resztami nasyconych kwasów
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tłuszczowych) oraz rejony bardziej płynne, zawierające glice- 
rofosfolipidy z resztami wielonienasyconych kwasów tłusz­
czowych. Określone rejony błony wiążą się z określonymi ele­
mentami szkieletu błony. Wykazano, że w mięśniu gładkim są 
syntetyzowane co najmniej cztery aneksyny: AnxAl, AnxA2, 
AnxA4 i AnxA6. Aneksyny te różnią się od siebie powinowac­
twem do jonów wapnia i w zależności od tego zdolnością do 
oddziaływania z błoną plazmatyczną. W stężeniu jonów wap­
nia poniżej 100 nM aneksyny obecne są w  cytosolu. W wyniku 
wzrostu stężenia jonów wapnia do około 300 nM AnxA2 ule­
ga przemieszczeniu do sarkolemy jako pierwsza, wywołując 
asoqaq'ę kaweoli w  superdomeny. W stężeniu jonów wapnia 
około 600 nM AnxA6 wiąże się z superdomeną, a powyżej 
1000 nM stężenia jonów wapnia, dodatkowo do superdome­
ny przyłączają się AnxA4 i AnxAl stabilizując ją. W wyniku 
spadku stężenia jonów wapnia poniżej 100 nM aneksyny 
dysocjują od błony, a superdomeną ulega rozpadowi. W ten 
właśnie sposób aneksyny uczestniczą w przestrzennym zróż­
nicowaniu błony plazmatycznej komórki mięśniowej, czyniąc 
ją zdolną do zróżnicowanej odpowiedzi na bodźce płynące z 
zewnątrz, co ma znaczenie w regulacji cyklu skurczowo-roz- 
kurczowego mięśni gładkich [68].

Wymienione powyżej tkanki charakteryzują się wysokim 
poziomem aneksyn, ich różnorodnością oraz tym, że aneksy­
ny występujące w  tych tkankach są prawdopodobnie zdolne 
do częściowego zastępowania swoich funkcji, w  przypadku 
niedoboru jednej z nich. Można spodziewać się, że zabloko­
wanie syntezy tylko jednego typu aneksyny, zaskakująco 
może nie spowodować zauważalnych zmian fenotypu. I tak 
jest istotnie. Mutanty myszy, u których zablokowano synte­
zę AnxA5, białka uczestniczącego w mineralizacji tkanek i 
kościotworzeniu, okazały się w pełni płodne, a ich czas ży­
cia nie odbiegał od normy. Ku zaskoczeniu badaczy, rozwój 
układu kostnego i chrzęstnego tych zwierząt przebiegał pra­
widłowo, z czego wyciągnięto wniosek, iż albo AnxA5 nie 
jest niezbędna w procesie mineralizacji, albo inne aneksyny, 
AnxA2, AnxA6 i AnxA7, których synteza nie jest zaburzona 
u myszy-mutantów, zastępują ją [69].

Do podobnych wniosków doszli badacze, którzy wyhodo­
wali myszy-mutanty niezdolne do syntezy AnxA6. Otrzymane 
zwierzęta były płodne, a ich mięsień sercowy pozostawał w 
normie. Zaobserwowano jedynie niegroźne dla życia zwierzę­
cia niewielkie zmiany częstości skurczu mięśnia. Dodatkowo 
wykazano, że synteza innych białek ważnych w funkcjono­
waniu mięśnia sercowego, takich jak receptory rianodynowe 
RyR2, Ca2+-ATPaza typu SERCA i aktyna, nie uległa zmianie. 
Wyciągnięto stąd wniosek, że funkcje AnxA6 u myszy-mutan- 
tów, takie jak modulowanie aktywności wymiennika sód-wapń 
lub aktywności Ca2+-ATPazy, przejmują inne aneksyny obecne 
w mięśniu sercowym, AnxA5 i AnxA2, których tempo syntezy 
nie zmieniło się u zwierząt doświadczalnych. Do podobnych 
wniosków doszli badacze, którzy zaobserwowali brak zmian 
poziomu syntezy AnxA6 w mięśniu sercowym po zawale [70].

PODSUMOWANIE

Wydaje się, że przypuszczenie, iż ewolucja organizmów na 
naszej planecie doprowadziła do wytworzenia w komórkach 
ssaków wysokosprawnego systemu składającego się z wielu 
aneksyn, w świetle naszej wiedzy na temat tych białek, jest

w pełni usprawiedliwione. Mimo postępującej specjalizaqi, 
aneksyny zachowały podobne cechy, warunkujące ich podsta­
wowe zdolności, takie jak wiązanie się z błonami w komórce 
o różnym składzie chemicznym w sposób zależny od zmian 
stężenia jonów wapnia. Aneksyny odznaczają się bardzo po­
dobną budową cząsteczki i zdolnością do wiązania tych sa­
mych ligandów, szczególnie fosfatydyloseryny, fosforanów 
fosfatydyloinozytoli, cholesterolu, białek SI00 wiążących jony 
wapnia i F-aktyny. Wykazują także potencjalną zdolność do 
pełnienia podobnych funkcji, np. tworzenia w błonach kana­
łów jonowych lub oddziaływania z szkieletem aktynowym. 
Dzięki tym podobieństwom aneksyny mogą się wzajemnie za­
stępować. W przypadku problemów z jedną z aneksyn ulega 
włączeniu mechanizm rekompensujący, np. przejęcie funkcji 
brakującej aneksyny przez inną, której tempo syntezy w  ko­
mórce pozostaje niezakłócone. Potwierdzeniem takiej możli­
wości jest fakt, że w komórkach, w  których płynna regulaqa 
dynamicznej struktury błony i szkieletu komórkowego może 
być wręcz szkodliwa, tam obecność aneksyn nie jest pożądana. 
Taka sytuacja ma miejsce w  erytrocytach, wyspecjalizowanych 
komórkach o charakterystycznym kształcie, w których anek­
syny prawdopodobnie nie występują.

W 2005 roku w Nature Reviews (Molecular Cell Biology) 
ukazała się praca przeglądowa [16] autorstwa profesorów Völ­
kern Gerke z Uniwersytetu w  Münster w  Niemczech, prezesa 
Europejskiego Towarzystwa Wapniowego, Carla E. Creutza z 
Uniwersytetu w Charlottesville w USA, jednego z odkrywców 
aneksyn oraz Stephena E. Mossa z Instytutu Oftalmologii w 
Londynie w Anglii, wybitnego badacza aneksyn i redaktora 
pierwszej monografii naukowej poświęconej tym białkom [17]. 
Wspomniani naukowcy w nowatorski sposób podsumowali 
niemal 30 lat, które upłynęły od momentu odkrycia aneksyn, 
białek wiążących jony wapnia i lipidy błon biologicznych. Trzej 
cytowani badacze aneksyn, podając przekonujące argumenty 
stwierdzili, że z wyników badań nad aneksynami wyłania się 
coraz bardziej spójny obraz tych białek jako makrocząsteczek 
wiążących procesy przekazywania sygnału wapniowego w 
komórce z dynamiką błon biologicznych [16]. To tak ważne 
miejsce w  metabolizmie komórkowym wynika z powszech­
ności występowania aneksyn w organizmach żywych, ich 
zdolności do reagowania na zmiany wewnątrzkomórkowego 
stężenia Ca2+, oddziaływania z wieloma białkami komórki, 
wiązania lipidów błon biologicznych oraz uczestniczenia w 
tak istotnych dla całego organizmu procesach, jak transport 
pęcherzykowy i transport jonów przez błony.

Powielenie liczby genów kodujących aneksyny było for­
mą przystosowania organizmów w trakcie ich ewolucji do 
zmiennych w arunków  środowiska, było przystosowaniem 
ze względów bezpieczeństwa, warunkującym sukces ewo­
lucyjny ssaków. W sytuacjach kryzysowych aneksyny mogą 
wzajemnie zastępować swoje funkcje. A są to funkcje szcze­
gólnej wagi, sprawowanie „opieki" nad strukturą i funkcjo­
nowaniem błony plazmatycznej.
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ABSTRACT
The mini-review series presented in this issue of Postepy Biochemii is focussed on some aspects of biology of calcium- and membrane-bin­
ding proteins, annexins, ubiquitous in all eucaryotic organisms (excluding yeasts), from Arabidopsis thaliatta  to Homo sapiens. Annexins are 
encoded by twelve genes in verterbrates and by eight in higher plants. Their physiological significance is underlined by two facts: the numer 
of the annexin genes seems to grow during evolution and in some cell types they comprise up to 2% of total protein. In the present review the 
hypothesis is discussed suggesting that multiplication of annexin genes in evolution represents mechanism of organism adaptation to chan­
ges in environment. In addition, the experimental data are presented suggestive of annexins playing a crucial role in functioning of plasma 
membrane, such as signal transduction, ion and vesicular transport and membrane repair. The review is then follow ed by articles dealing 
in details with participation of annexins in plant response to abiotic stress (Arabidopsis thaliana), in tissue mineralization (Gallus gallus), in 
exocytosis of catecholamines by PC12 cells (mammals) and in Niemann-Pick type C disease related to abnormal transport and intracellular 
storage of cholesterol (H om o sapiens).
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STRESZCZENIE

A neksyny są białkami wiążącym i w  sposób odwracalny jony wapnia i błony bio lo ­
giczne, występującym i zarówno w organizmach zwierząt jak i roślin. Funkcje anek­

syn występujących w  organizmach zwierzęcych, które są od ponad dw udziestu  pięciu  
lat intensyw nie  badane, są stosunkow o dobrze opisane, natomiast o funkcji aneksyn  
roślin nadal jest mało informacji. N iem niej jednak w św ietle  dotychczasowych badań 
w iele  wskazuje na to, iż aneksyny mogą odgrywać rolę w  odpow iedzi roślin na stres 
abiotyczny. A neksyny rzodkiew nika pospolitego (A rab idopsis tha liana) są kodowane  
przez osiem  genów  (A N N A T 1 -8 ). Spośród syntetyzowanych w  organizmie rzodkiew ni­
ka aneksyn, aneksyna A tl (AnnAtl) jest białkiem  dominującym w  zielonych organach 
rośliny. W strukturze pierwszorzędowej aneksyny A tl z identyfikowano szereg dom en  
o potencjalnym znaczeniu funkcjonalnym , a ich obecność sugeruje, że istotnie białko  
to może odgrywać znaczącą rolę w  odpow iedzi organizmu na stres. Z danych literaturo­
wych wynika, że A nnA tl w ykazuje aktywność peroksydazy, a także tworzy oligom ery  
w  sposób zależny od stężenia nadtlenku wodoru, co m oże mieć istotne znaczenie w  usu­
waniu skutków stresu oksydacyjnego. A nnA tl tworzy kanały jonow e w  sposób zależny  
od zmian pH, co może mieć szczególne znaczenie w  utrzymaniu hom eostazy w apnia w  
komórce i w  odpow iedzi komórek na sygnał w apniow y. A nnA tl m oże zatem pełnić róż­
ne funkcje w  komórce, w  tym w  regulacji odpow iedzi roślin na stres, co jest szczególn ie  
istotne, gdyż roślina w trakcie wzrostu i rozwoju jest narażona często na różne czynniki  
stresowe, takie jak susza, brak lub nadmiar sk ładników  mineralnych w  glebie, n isk ie  lub  
zbyt w ysokie  temperatury.

WPROWADZENIE

Rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana) (Ryc. 1) nie jest rośliną u p raw ­
ną, jednak od 2001 roku, kiedy genom  tej rośliny został w pełni opisany, słu­

ży badaczom  jako roślina 
m odelow a i jest w ykorzy­
styw ana do badań nad 
fizjologią roślin u p raw ­
nych. To z kolei może być 
pomocne w opracowaniu 
sposobów zwiększania ich 
odporności na stres w y­
wołany niekorzystnym i 
w arunkam i środow iska i 
popraw ić plonowanie.

Aneksyna A tl z rzod ­
kiewnika pospolitego 
jest przedstawicielem  
rodziny aneksyn, białek 
wiążących fosfolipidy w 
sposób zależny od zm ian 
stężenia jonów wapnia. 
Dotychczas zebrane infor­
macje świadczą o tym, że 
aneksyny uczestniczą w 
procesach organogenezy 
w trakcie rozwoju roślin
i w  odpow iedzi roślin
na stres, zaś na poziomie 
kom órkow ym  w hom e­
ostazie w apnia i syntezie 
składników  ściany kom ór­
kowej. Mimo wielu podo- 

Rycina 1 Arabidopsis thaliana (fot. Harry Turner NRC Communica- bleńgtw strukturalnych do 
tions and Corporate Relations National Research Council Canada, har-
ry.tumer@nrc-cnrc.gc.ca, za zgodą autora). aneksyn Występujących
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w organizm ach zwierząt, aneksyny roślin pod wieloma 
w zględam i różnią się od nich, a ich znaczenie w komórce 
roślinnej jest przedm iotem  naukowej debaty. A nnA tl jest 
najbardziej rozpowszechnioną spośród ośmiu aneksyn A. 
thaliana [1]. W białku tym  zidentyfikowano szereg po ten ­
cjalnie funkcjonalnych domen, miedzy innymi pow tarza­
jące się sekwencje reszt am inokwasowych odpow iedzialne 
za w iązanie jonów w apnia oraz dom enę hem ow ą przypo ­
minającą dom eny występujące w peroksydazach roślin, 
której obecność może sugerować, że A nnA tl jest enzym em  
— peroksydazą [2].

Podstaw ow ym  celem bad ań  nad  aneksyną A tl  była 
w eryfikacja hipotezy, że białko to m oże uczestniczyć w 
likw idacji sku tków  stresu  oksydacyjnego w kom órce. 
W celu p rzep ro w ad zen ia  m olekularnej ch a rak te rysty ­
ki A n n A tl zbadano  zm iany s truk tu ra ln e  w cząsteczce 
aneksyny  A n n A tl zachodzące w trakcie oligom eryzacji 
w yw ołanej p rzez nad tlenek  w od o ru  i zm iany pH  oraz 
m echan izm u w bud o w y w an ia  się aneksyny w  błonę jako 
kana łu  jonow ego. M ateriałem  badaw czym  była przede  
w szystk im  rekom binow ana A n n A tl oraz jej m utan ty , 
dzięki k tórym  m ożna z identyfikow ać reszty  am inokw a- 
sow e, odpow iadające za określoną aktyw ność biologicz­
ną aneksyn.

Z agadnienie to wydaje się być istotne nie tylko w 
św ietle badań  podstaw ow ych, ale ma potencjalnie istotne 
znaczenie aplikacyjne. Z danych literaturow ych wynika, 
że A nnA tl może być zaangażow ana w odpow iedź  roślin 
na stres oksydacyjny i zm niejszanie jego negatyw nych 
skutków . Stw ierdzono, że A nnA tl w ykazuje aktyw ność 
peroksydazow ą in vitro, reaguje na zm iany potencjału 
redoks, a pod w pływ em  w zrastających stężeń nad tlen ­
ku w odoru  tw orzy oligomery, co może mieć potencjalne 
znaczenie dla funkcjonowania tego białka w kom órce [2]. 
P onadto  zostało stw ierdzone, iż pod w pływ em  zm ian  pH 
z neu tralnego  na kw aśne w cząsteczce A nnA tl zachodzą 
zm iany  strukturalne, które p row adzą do o ligom eryza­
cji białka i zm iany w sposobie oddziaływ ania  z błoną, z 
pow ierzchniow ego wiązania, jakie ma miejsce w  pH  7,0, 
na w budow yw anie  się białka w  hydrofobow y rejon bło­
ny w pH  < 6,0 [3]. Z zastosow aniem  techniki czarnych 
błon lipidow ych w ykazano, że A nnA tl w  sztucznej bło­
nie lipidowej tw orzy kanały jonowe zależne od potencja­
łu błonowego. M echanizm  tw orzenia tych kanałów  oraz 
ich dokładna charakterystyka w ym agają jeszcze dalszej 
analizy. N ieznana jest rów nież funkcja, jaką kanały te 
m ogłyby odgryw ać w hom eostazie w apnia, w p ropaga ­
cji sygnału  w apniow ego w kom órkach roślin oraz innych 
m ożliw ych etapach odpow iedzi na stres [3].

FUNKCJE ANEKSYN ROŚLINNYCH

W yniki badań  przeprow adzonych  w różnych labora­
toriach sugerują, iż A nnA tl odgryw a rolę w  odpow iedzi 
roślin  na stres [2]. W ydaje się, że aneksyny roślin są w y ­
specjalizow ane i uczestniczą w reakcji roślin na określo­
ne czynniki stresowe, zarów no biotyczne, jak i abiotyczne 
(Ryc. 2). N a przykład synteza aneksyny lucerny siewnej 
(.Medicago sativa) ulega aktywacji pod w pływ em  różnego 
rodzaju  stymulacji, takich jak susza, szok osm otyczny i
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Rycina 2. Porównanie roślin zmutowanych (ANNATI -/-) z roślinami typu dzi­
kiego. Rośliny zidentyfikowane jako mutanty rozwijały się gorzej niż rośliny typu 
dzikiego oraz wykazywały trudności z adaptowaniem się do zmiennych warun­
ków środowiska. Na liściach zmutowanych osobników można zaobserwować 
rozległe plamy nekrotyczne.

podanie  kw asu abscysynow ego [4]. A neksyny pszenicy 
(p39 i p22,5) biorą udział w  szlakach przekazyw ania sy­
gnału indukow anego przez niską tem peraturę. W w aru n ­
kach stresu w iążą się n ieodw racalnie z błoną kom órko ­
wą i tw orzą kanały w apniow e, będące praw dopodobn ie  
czujnikiem tem pera tu ry  [5,6]. W przypadku  aneksyny 
p34 pom idora ekspresja genu kodującego to białko w zra ­
sta po infekcji roślin w iru len tnym  patogenem  Pseudomo­
nas syringae pv tom ato [7], Istnieją rów nież doniesienia, 
w  których stw ierdza się, że ekspresja genu kodującego 
A nnA tl w układach heterologicznych zwiększa o d p o r­
ność linii kom órkow ych na stres oksydacyjny [8,9], Biał­
ko to kom pensuje także skutki mutacji AOxyR E. coli oraz 
przyw raca zdolność m utan tów  do przeżycia w  obecności 
podw yższonych  stężeń nadtlenku  w odoru, co m oże do ­
w odzić endogennej aktyw ności peroksydazow ej lub w y ­
nikać z pośredniego w p ływ u  na bakteryjne system y anty- 
oksydacyjne [10]. Istnieją rów nież przesłanki, iż aneksyny 
są zaangażow ane w m odulow anie reakcji p row adzących 
do w y m ia tan ia /u su w an ia  reaktyw nych form tlenu. Zja­
w isko to leży u podstaw  oporności na stresy abiotyczne. 
O statnio opublikow ano rów nież w yniki stwierdzające, 
że A nnA tl rzodkiew nika jest białkiem  biorącym udział 
w  odpow iedzi na stres osm otyczny i zaangażow anym  w 
przekazyw anie sygnału  w yw oływ anego kw asem  abscy- 
synow ym . Ponadto  w dośw iadczeniach, w których rośli­
ny rosły na podłożu  zaw ierającym  zw iększone stężenia 
NaCl rośliny, w których geny kodujące A nnA tl i AnnAt4 
nie ulegały ekspresji były w yraźnie słabsze i kiełkowały 
wolniej [11].

Dla licznych przedstaw icieli aneksyn w ystępujących 
w organizm ach ssaków udokum entow ano  zdolność tych 
białek do regulacji przepuszczalności błon kom órkow ych 
i tw orzenia kanałów  jonow ych przepuszczalnych dla 
jonów w apnia  [12]. Poniew aż cząsteczki aneksyn roślin 
w ykazują znaczne podobieństw o s truk tura lne  do cząste­
czek aneksyn w yizolow anych z organizm ów  zw ierząt 
wydaje się p raw dopodobne, że cząsteczki aneksyn roślin 
charakteryzują się podobną co aneksyny z organizm ów
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zwierzęcych zdolnością do tw orzenia kanałów  jonowych 
w błonach [13].

POTENCJALNA ROLA ANNAT1 W 
ODPOWIEDZI ORGANIZMU NA STRES

A nnA tl została sk lonow ana i jej sekwencja jest d o ­
stępna w bazie danych NCBI (nr dostępu  NP_174810), co 
pozw ala na sp raw dzen ie  popraw ności klonów  uży w a ­
nych w badaniach. W w yniku  analiz p rzeprow adzonych  
in silico w sekwencji A n n A tl z identyfikow ano, oprócz 
tzw. m otyw u „endonexin fold", typow ego dla cząsteczek 
aneksyn i w arunkującego zdolność tych białek do o d ­
działyw ania  z lip idam i błon w sposób zależny od zm ian 
stężenia jonów  w apnia , także szereg innych m otyw ów  
o potencjalnie funkcjonalnym  znaczeniu. M iędzy innym i 
m otyw  przypom inający dom enę w iążącą hem  w y s tęp u ­
jący w cząsteczkach peroksydaz roślin, z zachow aną w 
ewolucji resztą h istydyny (His40), mającą kluczow e zna ­
czenie dla aktyw ności, oraz tzw. g rupę  S3, która w ydaje 
się pełnić rolę czujnika zm ian  potencjału redoks w ko­
mórce [2,14],

A nnA tl jest białkiem  o masie cząsteczkowej 37 kDa 
(składa się z 317 reszt am inokw asow ych) i punkcie izo- 
elektrycznym  w ynoszącym  5,2. Jest ona p roduk tem  eks­
presji jednego z ośm iu genów  A. thaliana kodujących anek­
syny i stanow i dom inującą g rupę pośród transkryptów  
aneksyn w organach nadziem nych rośliny [1,15]. Białko 
to w ystępuje w komórce przede w szystkim  w formie 
rozpuszczalnej, a także w form ie związanej z błonami; 
niewielka populacja cząsteczek białka pozostaje zw iąza ­
na z błoną naw et w obecności bardzo niskich stężeń Ca2+ 
[11,16]. W yniki p rzeprow adzonych  dośw iadczeń św iad ­
czą o tym, że znacząca pula białka (około 20%) wiąże się 
z liposom am i zbudow anym i z azolektyny w obecności 
EGTA, a stężenie jonów w apnia  niezbędne do zw iązania 
A nnA tl z liposom am i z połow ą wydajności maksymalnej 
jest bardzo niskie.

W cząsteczce A nnA tl występuje szereg potencjalnych 
miejsc fosforylacji i innych modyfikacji potranslacyjnych, 
które mogą mieć znaczny w pływ  na funkcje tego białka i 
regulować jego aktywność. Ponadto białko to tworzy dime- 
ry, zarów no w  obecności, jak i nieobecności jonów wapnia, 
co zostało potw ierdzone kilkoma niezależnym i metodami, 
między innymi w irow aniem  w gradiencie stężeń sacharo­
zy oraz z zastosowaniem  wysoko rozdzielczej chrom ato­
grafii cieczowej (FPLC), a także z w ykorzystaniem  m etody 
sieciowania chemicznego z zastosowaniem  glutaraldehy- 
du  [2]. Wyniki te pozostają w  zgodzie ze struk turą  kry ­
staliczną białka, której analiza wykazuje, że białko w ystę­
puje właśnie w  postaci dim eru (nr dostępu PDB 1YCN). 
Co istotne, ilość oligomerów, zwłaszcza o większej masie 
cząsteczkowej, wzrasta, gdy w środow isku pojawia się 
nadtlenek wodoru. To może wskazywać na udział w tym 
procesie grupy S3 (M107-C111-C239), która jak już w spo ­
mniano, może być swoistym czujnikiem potencjału redoks 
w cząsteczce aneksyny A tl [14].

Dodatkowym dow odem  potwierdzającym powyższą hi­
potezę jest to, że oligomeryzacja jest całkowicie ham owana

w obecności czynników redukujących, takich jak ditiotreitol 
(30 mM) lub p-merkaptoetanol (20 mM); zastosowanie niż­
szych stężeń tych substancji powoduje zmniejszenie puli 
białka występującego w formie oligomerów.

A nnA tl w  systemach heterologicznych może pełnić 
funkcję ochronną przed skutkam i stresu oksydacyjnego 
[8-10]. W doświadczeniach, w których zastosow ano biał­
ko syntetyzow ane w komórkach E. coli i dla porów nania 
białko syntetyzowane w Nicotiana benthamiana dw om a 
niezależnym i metodami w ykazano, że A nnA tl in vitro 
jest zdolna do katalizowania reakcji peroksydacji. Stosując 
m etodę pom iaru aktywności z wykorzystaniem  lum inolu, 
powszechnie używ anego do detekcji kom pleksu białko- 
przeciwciało w metodzie W estern biot, uzyskano w ynik 
świadczący o tym, że białko syntetyzow ane w  N. bentha- 
mina wykazuje aktywność peroksydazy, i że aktyw ność ta 
jest praw dopodobnie zależna od fosforylacji A nnA tl [2]. 
Wyniki potwierdzające tę obserwację uzyskano stosując 
odczynnik Amplex® Red (10-acetylo-3,7-dihydroxy fe- 
noksazyn). M etoda ta charakteryzuje się znacznie w iększą 
czułością od m etody z zastosowaniem  lum inolu. Dzięki 
tem u zaobserwowano aktywność białka syntetyzow anego 
zarów no w N. benthamiana, jak i E. coli, jednakże aktyw ność 
białka uzyskanego w systemie eukariotycznym  była trzy ­
krotnie wyższa niż w systemie prokariotycznym . W obec­
ności alkalicznej fosfatazy, enzym u katalizującego reakcję 
defosforylacji, wykazano znaczne obniżenie aktywności 
enzymatycznej białka oczyszczonego z N. benthamiana, co 
świadczy o wpływie fosforylacji A nnA tl na regulację jej 
aktywności jako peroksydazy. Ponadto z zastosow aniem  
A nnA tl z mutacją H is40/ Ala w ykazano, że białko to traci 
aktywność.

Innym  interesującym zagadnieniem  jest oddziaływ anie 
A nnA tl z błoną plazmatyczną. W przypadku  aneksyn ssa­
ków już od lat wiadomo, że tw orzą one w błonach bio­
logicznych kanały jonowe [12]. W iadomo również, iż na 
przykład aneksyna A6 (AnxA6) człowieka tw orzy kanał 
jonowy w sposób zależny od zm ian pH, przy czym istotny 
wydaje się fakt, że pow staw anie kanałów zaobserw ow ano 
w pH o wartości poniżej 6,0, które jest niższe od fizjolo­
gicznego. Pojawiło się zatem  pytanie, czy w w arunkach 
in vivo może powstawać kanał tworzony przez cząsteczki 
aneksyny A6 [17]. W kom órkach roślin wartość pH  cyto- 
solu w w arunkach fizjologicznych w ynosi około 7,0, na 
przykład w komórkach liści pom idora pH  cytosolu w ynosi 
około 7,3, a w przedziale apoplastu jest znacznie niższa i 
osiąga wartość 6,1 [18].

W artość pH  zależy od wielu czynników , m iędzy in­
nym i takich jak graw istym ulacja lub w arunk i stresow e 
[19,20]. Na przykład w kom órkach apara tu  szparkow e­
go narażonych na działanie nadtlenku  w odoru , nas tę ­
puje alkalizacja cytoplazm y i jednoczesne zakw aszenie  
środow iska w akuoli [21], co wydaje się mieć szczególne 
znaczenie, poniew aż w błonie w akuoli w ystępują liczne 
kanały jonowe. M ożna zatem  zaryzykow ać hipotezę, że 
lokalne zm iany pH  włączają aktyw ność poszczególnych 
białek. Ponadto m ożna zaobserw ow ać lokalne zm iany 
pH  w rejonie przybłonow ym , gdzie może być obniżone 
naw et o 1,6 [22].
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W toku dalszych dośw iadczeń  sp raw d zo n o  jak zm ia ­
na pH  środow iska w pływ a na s tru k tu rę  A n n A tl o raz jej 
oddzia ływ anie  z błoną. W ykazano, że w pH  4,5 nas tę ­
puje agregacja białka. W nieco w yższym  pH  następuje  
odw racalna  oligom eryzacja białka: pow stają  d im ery, tri- 
mery i w iększe oligom ery. Proces ten  m oże być w yw oła ­
ny zm ianam i w d rugorzędow ej s tru k tu rze  białka, k tóra 
w pH 7,0 sk łada się p rzede  w szystk im  ze s tru k tu r  a-he- 
likalnych, a w  pH  5,5 m ożna zaobserw ow ać w zrastający 
udzia ł s tru k tu r  p, co po tw ierdziły  pom iary  d ichro izm u 
kołow ego oraz dośw iadczenia  p rzep ro w ad zo n e  z za ­
stosow aniem  spektroskopii w podczerw ieni [3]. W celu 
sp raw dzen ia , czy A n n A tl m a w łaściw ości in tegralnego  
białka b łonow ego zastosow ano m etodę indukow anego  
zm ianą tem pera tu ry  rozdz ia łu  faz w  obecności n iejono­
wego d e te rgen tu  (Triton X-114). M etoda ta pozw ala  na 
identyfikację in tegralnych  białek b łonow ych i oddz ie le ­
nie ich od białek hydrofilow ych — rozpuszczalnych  w 
w odzie  [23], S tw ierdzono, że A nn A tl zachow uje się jak 
in tegralne białko błonow e, przy  czym proces ten  zależy 
od pH. W pH  7,0 pew na populacja cząsteczek A n n A tl 
zachow uje się jak in tegralne białko b łonow e, natom iast 
poniżej pH  5,6 ponad  połow a cząsteczek b iałka p rzecho ­
dzi do fazy detergentow ej, a w pH  < 5,0 całe białko zlo­
kalizow ane jest w fazie detergentow ej i u lega agregacji. 
W ynik ten m ożna z in terp re tow ać w taki sposób, że obn i­
żenie pH  ro z tw oru  indukuje  zm iany konform acji białka, 
co sprzyja w b u d o w y w an iu  się A n n A tl w  błonę. P o n ad ­
to w dośw iadczen iu  z zastsow aniem  kontro low anej pro- 
teolizy A n n A tl w obecności lub przy  b raku  liposom ów  
w środow isku  o różnym  pH  stw ierdzono , że białko w 
pH  <6,0 i w obecności liposom ów  jest chronione p rzed  
dzia łan iem  pro teazy  i w ystępuje  w form ie oligom erów . 
Na podstaw ie  dośw iadczeń  z zastosow aniem  Tritonu  X- 
114 oraz obserwacji z zastosow aniem  liposom ów  posta ­
now iono spraw dzić , czy A n n A tl posiada  zdolność tw o ­
rzenia  kanałów  jonow ych. Stosując technikę czarnych 
błon lip idow ych (BLM) w ykazano  zdolność cząsteczek 
A n n A tl do tw orzenia  zależnych od napięcia kanałów  
jonow ych zarów no  w pH  7,0 oraz pH  5,8. N ależy jednak  
zaznaczyć, że w pH  7,0 proces w bu d o w y w an ia  się b iał­
ka w  błonę trw ał naw et kilka godzin, a w pH  < 6,0 zale ­
dw ie 15-20 m inut. P onadto  zauw ażono  isto tne różnice 
w przew odnic tw ie  jednostkow ym  pojedynczego kanału , 
k tóre  w ynosiło  32 pS w pH  7,0 i 63 pS w pH  5,8 [3], Tak 
d u ża  różnica sugeruje, iż pH  jest w ażnym  czynnikiem  
w pływ ającym  na funkcję A n n A tl w  komórce.

PODSUMOWANIE

Przedstaw ione powyżej informacje św iadczą o złożo­
ności i mnogości procesów, w  jakich może brać udział 
A nnA tl oraz pozwalają stw ierdzić w jak skom plikow any 
i w ieloraki sposób aktyw ność tego białka jest regu low a­
na. U zyskane do tej pory wyniki badań  pozw alają doko ­
nać w stępnej charakterystyki biochemicznej białka oraz 
przybliżyć problem  roli A nnA tl w odpow iedzi organi­
zm u na stres w  komórce, jednak wiele py tań  pozostaje 
nadal bez odpow iedzi.
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ABSTRACT
Annexins are calcium-dependent phospholipid-binding proteins existing both in animal and plant cells. Mammalian and especially human 
annexins were examined for many years, and their functions in these organisms are already well known, but it is not the case for plant anne­
xins. On the basis of existing literature and experimental evidence, it can be proposed that plant annexins may have a role in stress response. 
Annexin Atl of A rabidopsis thaliana  (AnnAtl) is one of eight proteins of this family in A. thaliana. In its sequence many potentially functio­
nal domains are found, owing to that this protein can play an important role in stress response of the organism. Considering literature data 
and our own experiments one can postulate that AnnAtl has weak peroxidase activity and form oligomers in hydrogen peroxide-dependent 
manner. This can be important in response to oxidative stress. Also we found that this protein forms ion channel in pH-dependent manner. 
This phenomenon may have particular significance in maintaining calcium homeostasis in the cell and calcium signaling, therefore AnnAtl 
may play different roles in regulating stress response of plant. This is extremely important because plants during growth and development 
have to cope different stress factors like drought, deficiency or excess of mineral compounds in the soil, as well as low or high temperatures.
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Rola aneksyn w procesie mineralizacji

STRESZCZENIE

M ineralizacja kości jest złożonym  procesem wymagającym zaangażowania wielu  
składników , między innymi współdziałania różnych białek. Proces mineralizacji 

polega na odkładaniu się w  kościach fosforanów wapnia, co nadaje kości twardość i w y ­
trzymałość mechaniczną. Białkami niezbędnym i w  procesie mineralizacji kości są między  
innymi aneksyny (Anx). Aneksyny biorą udział zarówno w  regulacji funkcji komórek 
kompetentnych w  procesie mineralizacji, jak również bezpośrednio uczestniczą w  two­
rzeniu fazy mineralnej w przestrzeni pozakomórkowej. M ożliwość pełnienia odmiennych  
funkcji w  różnych miejscach, wewnątrz komórek i w  macierzy pozakomórkowej, anek­
syny zawdzięczają przede wszystkim  zdolności do wiązania z błonami biologicznym i w  
sposób zależny od składu chemicznego tych błon i zmian wewnątrzkomórkowego stężenia  
jonów wapnia. W  niniejszej pracy przeglądowej przedyskutowano rolę aneksyn w proce­
sie mineralizacji.

WPROWADZENIE

Najlepiej poznanym  procesem mineralizacji tkanek jest proces zachodzący w 
płytkach w zrostowych kości długich. Wzrost i mineralizacja płytki wzrostowej 
kości długiej warunkuje jej wydłużanie. Na przekroju podłużnym  przez płytkę 
wzrostową m ożna zaobserwować różnicowanie chondrocytów, postępujące od 
strefy spoczynkowej, poprzez strefy chondrocytów dzielących się, dojrzałych, 
aż do strefy komórek hipertroficznych, odpowiedzialnych za produkcję fazy 
mineralnej, znajdujących się w pobliżu tkanki kostnej i frontu naczyniowego. 
Czynnikiem niezbędnym  do zainicjowania tworzenia zrębu kości jest obecność 
pęcherzyków macierzy pozakomórkowej. Te otoczone błoną organelle pocho­
dzą z błony plazmatycznej chondrocytów (głównie tych w pełni zróżnicowa­
nych i obecnych w strefie hipertroficznej), od której się odrywają. Uwolnione 
do przestrzeni pozakomórkowej, pęcherzyki macierzy grom adzą Ca2+ i nieorga­
niczny fosforan (P.), co prowadzi do wysycenia stężeń tych jonów we w nętrzu 
pęcherzyka i wytworzenia minerału [1,2] (Ryc. 1). Proces ten określany jest w 
literaturze przedm iotu mianem mineralizacji pierwotnej. Oprócz kościotworze- 
nia śródchrzęstnego, mineralizacja zachodząca w pęcherzykach macierzy poza­
komórkowej dotyczy przede wszystkim kości i zębów.

Choć od odkrycia pęcherzyków macierzy minęło ponad 30 lat, poznanie 
właściwości tych organelli wciąż leży w kręgu zainteresowań wielu badaczy.

W prawdzie określono sekwen­
cję zdarzeń prowadzących do 
mineralizacji chrząstki płytki 
wzrostowej i innych tkanek 
oraz zidentyfikowano enzymy i 
czynniki regulujące ten proces, 
nadal wiele pozostaje pytań 
bez odpowiedzi. Do najbardziej 
nurtujących obecnie badaczy 
kwestii dotyczących minera­
lizacji, zachodzącej w pęche­
rzykach macierzy pozakomór­
kowej, należą natura kanałów 
transportujących jony do wnę­
trza pęcherzyków macierzy, re­
gulacja i mechanizm tworzenia 
pęcherzyków macierzy, a także 
w pływ  czynników obecnych w 
macierzy pozakomórkowej na 
tworzenie minerału i regulację 
mineralizacji przez komórki.

Rycina 1. Pęcherzyki macierzy pozakomórkowej oczyszczone 
z chrząski 17-dniowych embrionów kurzych. Wewnątrz nie­
których pęcherzyków macierzy (zaznaczonych strzałkami), w 
pobliżu błony widoczny jest elektronowo gęsty materiał bę­
dący prawdopodobnie obrazem tworzącej się fazy mineralnej 
(zdjęcie z mikroskopu elektronowego wykonane przez dr D. 
Farlay z Uniwersytetu Claude Bernard Lyon 1 w Villeurbanne 
we Francji).
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UDZIAŁ ANEKSYN W TWORZENIU PĘCHERZYKÓW 
MACIERZY POZAKOMÓRKOWEJ

Mechanizm tworzenia pęcherzyków macierzy podlega 
kompleksowej regulacji przez różnorodne czynniki. Istotną 
grupę stanowią te czynniki, które prow adzą do różnico­
wania chondrocytów i rozwoju fenotypu hipertroficznego. 
Chondrocyty płytki wzrostowej szybciej ulegają różnico­
waniu się pod w pływem  kwasu retinowego. Jednocześnie 
chondrocyty te produkują duże ilości kompetentnych do 
mineralizacji pęcherzyków macierzy pozakomórkowej, bo­
gatych w alkaliczną fosfatazę i aneksyny [3,4]. Kwas retino- 
wy, jako agonista jądrowych receptorów RAR i RXR, sty­
muluje różnicowanie komórek i ich apoptozę, reorganizację 
macierzy pozakomórkowej i jej mineralizację, wpływając na 
znaczne obniżenie ekspresji genu kodującego białko Bcl-2, 
aktywację kaspazy 3, wzrost syntezy metaloproteinaz, za­
hamowanie produkcji typowego dla chrząstki kolagenu 
typu II oraz wzrost syntezy kolagenów typu I i X morfo- 
genetycznych białek kości [4-7], Zmianom tym towarzyszy 
wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia jonów w apnia [8]. 
Podwyższone stężenie jonów wapnia reguluje dojrzewanie 
chondrocytów i prowadzi do ich apoptotycznej śmierci, 
dlatego związki wiążące wewnątrzkom órkowy w apń (np. 
BAPTA-AM) zapobiegają tworzeniu pęcherzyków macie­
rzy pozakomórkowej i mineralizacji [4,9].

Ostatnio szeroko dyskutowany jest przez specjalistów 
udział kanałów wapniowych tworzonych przez aneksyny 
(AnxA2, AnxA5, AnxA6) obecne w chondrocytach i pęche­
rzykach macierzy pozakomórkowej w procesie mineraliza­
cji [3,9]. Wynika to m.in. z obserwacji, że inhibitor kanałów 
tworzonych przez aneksyny, pochodna 1,4-benzothiaze- 
piny (K-201), wywołuje znaczne obniżenie stężenia jonów 
w apnia w komórce [3,4,10]. Obecnie prow adzone badania 
wskazują, że pochodna K-201 działa nie tylko na kanały 
jonowe tworzone przez cząsteczki aneksyn, lecz także po­
średnio stabilizuje zamknięty stan receptora rianodynowe- 
go typu 2, kanału wapniowego siateczki śródplazamtycznej, 
zwiększając powinowactwo kalstabiny-2 (białka wiążącego 
FK506) do tego receptora [11], Zaobserwowano także, że za­
hamowanie ekspresji genu kodującego AnxA5 z zastosowa­
niem techniki siRNA ma ten sam skutek jak potraktowanie 
komórek pochodną K-201 [9]. Zaś nadekspresja genu kodu­
jącego AnxA5 w chondrocytach jest czynnikiem wystarcza­
jącym by wywołać wzrost wewnątrzkom órkowego stężenia 
jonów wapnia, co prowadzi do pełnego zróżnicowania ko­
mórek i mineralizacji [9]. W sprzeczności z wynikami tych 
doświadczeń pozostają obserwacje, że myszy z wyłączo­
nym genem kodującym AnxA5 rozwijają normalny szkielet 
kostny [12]. Przeciwieństwa te tłumaczy coraz popularniej­
sza teza, że aneksyny mogą wzajemnie przejmować swoje 
funkcje w komórkach. Jakkolwiek opisane sprzeczności po­
zostawiają pod znakiem zapytania udział aneksyn w tw o­
rzeniu i przekazywania sygnału wapniowego niezbędnego 
w  procesie różnicowania się chondrocytów i powstawania 
pęcherzyków macierzy pozakomórkowej.

BUDOWA PĘCHERZYKÓW MACIERZY

Skład bialkowo-lipidowy pęcherzyków macierzy po­
zakomórkowej jest doskonale dopasowany do ich podsta­
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wowej funkcji — zapewnienia właściwego środowiska dla 
początkowych etapów mineralizacji. Otoczone błoną orga­
nelle tworzą środowisko, w  którym zachodzi krystalizacja 
labilnych form minerału, natomiast obecne w błonie pęche­
rzyków systemy transportu jonów są odpowiedzialne za 
kontrolę napływu Ca2+ i nieorganicznego fosforanu (P.) do 
wnętrza pęcherzyka. Skład lipidowy pęcherzyków macierzy 
różni się od składu błony plazmatycznej, z której pochodzą. 
Błony pęcherzyków macierzy charakteryzują się wysoką 
zawartością sfingomieliny i fosfatydyloseryny, jak również 
wysoką zawartością cholesterolu i glikolipidów w stosunku 
do fosfolipidów [13,14]. Fosfatydyloseryna mająca wyso­
kie powinowactwo do jonów wapnia, stabilizuje tworzący 
się minerał. Fosfatydyloseryna jest głównym składnikiem 
kompleksu wapń-fosfolipid-fosforan obecnego w kości, w 
chrząstce i w innych tkankach ulegających mineralizacji, 
zwłaszcza tych bogatych w pęcherzyki macierzy [15,16], Co 
najmniej 50% fosfatydyloseryny obecnej w pęcherzykach 
macierzy związane jest z Ca2+ i nieorganicznym fosforanem 
(P.) [17], co chroni ten fosfolipid przed degradacją przez fos- 
folipazy [2,18],

Oddziaływania pom iędzy ujemnie naładowanym i do­
menami białek, anionowymi fosfolipidami i kompleksa­
mi mineralnymi są ważne dla wzrostu fazy mineralnej w 
świetle pęcherzyka macierzy. Jakkolwiek szczegóły tych 
zjawisk nie są dokładnie poznane, obecnie przyjmuje się, że 
tworzenie się kompleksów mineralnych zależy od elektro­
statycznych, strukturalnych i stereochemicznych właściwo­
ści granicy fazy organicznej i fazy nieorganicznej. Ponadto, 
proces mineralizacji zachodzący w pęcherzykach macierzy 
w ym aga dynamicznego systemu dostarczającego substraty 
do mineralizacji, utrzymującego równowagę jonową, elimi­
nującego ze środowiska inhibitory mineralizacji, modyfi­
kującego skład macierzy pozakomórkowej i kontrolującego 
skład lipidowy błony.

Znamienną cechą pęcherzyków macierzy jest wysoka 
zawartość białek z rodziny aneksyn. Stanowią one najwięk­
szą pulę białek pęcherzyków macierzy. Głównymi przed­
stawicielami rodziny aneksyn są aneksyny AnxA5, AnxA2 
i AnxA6 (uszeregowane w edług malejącej zawartości w 
pęcherzykach macierzy) [19,20] oraz, jak wynika z najnow­
szych badań prowadzonych w  naszej pracowni, AnxAl i 
A nxA ll. Duża różnorodność aneksyn w pęcherzykach m a­
cierzy może sugerować pełnienie przez nie różnych funkcji 
w  procesie mineralizacji (Ryc. 2).

ANEKSYNY ZWIĄZANE Z POWIERZCHNIĄ BŁONY 
PĘCHERZYKÓW MACIERZY POZAKOMÓRKOWEJ

Jak dotąd nie jest znany mechanizm zjawiska, w  wyniku 
którego aneksyny transportowane są przez błonę plazma- 
tyczną na zewnętrz komórki. Dzięki temu procesowi pew ­
na pula aneksyn znajduje się na powierzchni pęcherzyków 
macierzy. Aneksyny związane z zewnętrzną powierzchnią 
błony oddziałują z białkami macierzy pozakomórkowej, ta­
kimi jak kolageny typu I, II i X, prokolagen II [21-23] oraz 
glikozaminoglikany [24,25]. Oddziaływania te są często 
charakterystyczne dla określonego przedstawiciela ro­
dziny aneksyn oraz odznaczają się różną wrażliwością na 
zmiany stężenia Ca2+. Uważa się, że aneksyny mogą pełnić
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Rycina 2. Funkcje białek z rodziny aneksyn w trakcie mineralizacji zachodzącej w 
pęcherzykach macierzy. Pula aneksyn związanych z powierzchnią błony odpo­
wiada za kontakt z cząsteczkami macierzy pozakomórkowej. Aneksyny zaanga­
żowane są także bezpośrednio w tworzenie rdzenia, wokół którego rozpoczyna 
się odkładanie minerału. Aneksyny, jako kanały jonowe, uczestniczą w dostar­
czaniu Ca2+ do wnętrza pęcherzyka macierzy.

rolę receptorów rozpoznających określone makrocząstecz­
ki macierzy pozakomórkowej. Komórki o niskiej ekspresji 
genu kodującego AnxA5 nie są zdolne do wiązania kolage­
nu typu II, co sugeruje, że AnxA5 jest jednym z głównych 
białek tych komórek odpowiedzialnym za oddziaływanie 
z macierzą pozakom órkową [26]. Wykazano, że kolageny 
typu II i X, wiążąc się z AnxA5, mogą regulować napływ 
jonów w apnia do w nętrza pęcherzyków macierzy. Usunię­
cie z powierzchni pęcherzyków macierzy kolagenów typu 
II i X powoduje zmniejszenie napływ u w apnia do wnętrza 
pęcherzyków, co sugeruje, że związanie kolagenu z AnxA5 
może stymulować aktywność tego białka jako kanału jono­
wego [21,22],

ANEKSYNY ZLOKALIZOWANE WE WNĘTRZU 
PĘCHERZYKÓW MACIERZY POZAKOMÓRKOWEJ

Inna pula aneksyn, związana tym razem z w ew nętrzną 
powierzchnią błony pęcherzyków macierzy, bierze praw ­
dopodobnie udział w tworzeniu centrów krystalizacji mi­
nerału w początkowych fazach mineralizacji. Pierwotna 
faza mineralna tworząca się w  chrząstce zlokalizowana 
jest tuż przy wewnętrznej powierzchni błony pęcherzyków 
macierzy. Częściowo, na taką lokalizację wpływ a zwięk­
szona zawartość fosfatydyloseryny w w ew nętrznym  listku 
dw uw arstw y błony otaczającej pęcherzyk [27]. W stępnym  
etapem tworzenia się minerału jest powstanie kom plek­
su lipid-białko-Ca2+-P. [14,27], Głównym lipidowym  ele­
mentem tego kompleksu jest fosfatydyloseryna, natom iast 
w śród białek przeważa AnxA5 [28], Inne białka, które mogą 
być wyizolowane z powstałej w  pęcherzykach macierzy 
fazy mineralnej to AnxA2, AnxA6 i alkaliczna fosfataza 
[29]. Ponieważ aneksyny charakteryzują się zwiększonym
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powinowactwem do jonów wapnia w obecności aniono­
wych fosfolipidów mogą być odpowiedzialne za związanie 
i utrzymanie minerału wew nątrz pęcherzyków macierzy. 
Aneksyny wraz z ujemnie naładowaną w ewnętrzną stroną 
błony tworzą miejsca, gdzie bezpostaciowy fosforan w ap ­
nia przekształca się w krystaliczny hydroksyapatyt.

ANEKSYNY ZWIĄZANE Z BŁONĄ W 
SPOSÓB NIEZALEŻNY OD Ca2+

Nie ma wątpliwości, że sposoby oddziaływania aneksyn 
z błoną determinują pełnione przez białka funkcje. Wiązanie 
z błoną za pośrednictwem jonów w apnia umożliwia anek- 
synom udział w  procesach zachodzących na powierzchni 
błony: w oddziaływaniach z macierzą pozakomórkową lub 
w  tworzeniu fazy mineralnej. Istnieją jednak czynniki, które 
wpływają na właściwości aneksyn, sprzyjając oddziaływa­
niu aneksyn z błoną w sposób niezależny od stężenia jonów 
wapnia, a co za tym idzie nadają tym białkom nowe funk­
cje.

Jak dotąd w pęcherzykach macierzy nie wyjaśniono w 
bezsporny sposób mechanizmu transportu Ca2+. H am o­
wanie mineralizacji przez pochodną K-201 i jony cynku 
[4,30,31] może sugerować, że to aneksyny są odpowiedzial­
ne za transport jonów wapnia do światła pęcherzyków m a­
cierzy, bo to jony cynku i pochodna K-201 hamują aktywność 
aneksyn jako kanałów jonowych in vitro. Jednak mechanizm 
tego procesu nie jest jasny. Aby zrozumieć, jakie potencjal­
ne czynniki mogą regulować transport jonów w apnia przez 
kanały tworzone w błonie przez aneksyny należy rozważyć 
działanie kilku czynników mogących istotnie modulować 
właściwości aneksyn.

W przypadku AnxA5 maksymalny napływ jonów w ap ­
nia do proteoliposomów zawierających fluorescencyjną 
sondę Fura-2 był obserwowany w przypadku, gdy błona 
zbudow ana była z fosfatydyloseryny i fosfatydyloetano- 
laminy w stosunku 9:1 (m ol/m ol) [32]. Wysoka zawartość 
fosfatydyloseryny w błonie pęcherzyków macierzy może 
wynikać z gromadzenia tego fosfolipidu w domenach bło­
ny plazmatycznej, z których powstają następnie pęcherzyki 
macierzy pozakomórkowej. AnxA2 charakteryzuje się zdol­
nością tworzenia m ikrodomen bogatych w fosfatydylosery- 
nę [33], Zjawiska te nie tłumaczą fenomenu tworzenia przez 
cząsteczki aneksyn kanałów jonowych w błonie; w  cząstecz­
kach aneksyn nie występują bowiem domeny transbłonowe 
charakteryzujące typowe kanały jonowe będące integralny­
mi białkami błon.

Od 25 do 40% aneksyn pęcherzyków macierzy ulega 
ekstrakcji organicznymi rozpuszczalnikami w środowisku 
kwaśnym, co może przemawiać za koncepcją, że białka te 
występują w  komórce w formie wbudowanej w  hydrofo­
bowy rejon błony [34], Niskie pH  jest czynnikiem pow odu­
jącym obniżenie powinowactwa aneksyn do jonów w ap ­
nia i zmiany w ich strukturze drugorzędowej prowadzące 
do wbudow ania się białka w hydrofobowy rejon błony w 
warunkach in vitro [35-37], Te właściwości aneksyn w yko­
rzystano w celu ich oczyszczania z pęcherzyków macierzy 
[34]. Ponadto, zmiany pH są jednym  z czynników induku­
jących aktywność aneksyn jako kanałów jonowych. Biorąc
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pod uwagę fakt, że kanały jonowe obserwowane w pęche­
rzykach macierzy wykazują znaczne podobieństwo do ka­
nałów jonowych tworzonych przez AnxA5 w budow aną do 
dw uw arstw y lipidowej w  kwaśnym  środowisku [38], nale­
ży zadać pytanie, czy procesowi mineralizacji towarzyszą 
zmiany pH?

Udział aneksyn w przekazywaniu sygnału w apniow e­
go w chondrocytach sugeruje, że aneksyny mogą ulegać 
w budow aniu w dw uw arstw ę błony plazmatycznej, jesz­
cze przed wytworzeniem  pęcherzyków macierzy. Pomiary 
wykonane w skrawkach płytki wzrostowej wskazują, że 
wewnątrzkom órkowe pH  zależy od strefy, z której pocho­
dzą chondrocyty. Najniższe pH  zaobserwowano w  pobliżu 
błony plazmatycznej komórek strefy hipertroficznej i tej, 
która uległa częściowemu zwapnieniu [39]. Lokalne ob­
niżenie pH, może być też związane z wysoką zawartością 
fosfatydyloseryny w rejonach odpowiedzialnych za tw o­
rzenie pęcherzyków macierzy, wydaje się być czynnikiem 
ułatwiającym tworzenie kanałów jonowych przez aneksy­
ny. Niewiele wiadomo na temat zmian pH zachodzących 
w pęcherzykach macierzy. Zbyt drastyczne obniżenie pH  w 
trakcie mineralizacji zakłóciłoby tworzenie minerału i jego 
krystalizację. Z drugiej strony jednak protony są produktem  
tworzenia się hydroskyapatytu w  reakcji 5Ca2+ + 3 H P 0 42' + 
H 20  *-* Ca5(P 04)30 H  + 4H+. Proces ten może prowadzić do 
zmian fluktuacji pH  w trakcie mineralizacji.

UWAGI KOŃCOWE

Pęcherzyki macierzy pozakomórkowej oprócz tego, że 
towarzyszą prawidłowem u rozwojowi kości i chrząstki, 
uczestniczą także w rozwoju zespołów chorobowych ta­
kich jak osteoartroza i arterioskleroza. W chrząstce staw o­
wej, która nie ulega zwapnieniu, w przebiegu osteoartrozy 
można zaobserwować procesy dojrzewania i różnicowania 
komórek podobne do tych jakie zachodzą w trakcie mine­
ralizacji na podłożu chrzęstnym. W tych warunkach chon­
drocyty chrząstki stawowej także uwalniają pęcherzyki 
macierzy, w  których zawartość białek z rodziny aneksyn i 
alkalicznej fosfatazy jest znacznie zwiększona [40-42], Obec­
ność tak zmienionych pęcherzyków macierzy prow adzi do 
zwapnienia chrząstki stawowej [43]. Także fibroblasty pod 
wpływem  czynników patogennych mogą różnicować w  ko­
mórki o fenotypie podobnym  do osteoblastów, czemu to­
warzyszy zdolność do wydzielania zmienionych pęcherzy­
ków macierzy [44], Odkładanie się złogów w apnia w takich 
pęcherzykach prowadzi do spadku elastyczności, w ytrzy­
małości oraz przepuszczalności naczyń krwionośnych, a w 
konsekwencji do groźnych stanów chorobowych [45].

Zważywszy na znaczenie aneksyn w procesie minerali­
zacji pojawia się pytanie, czy białka te mogą stać się celem 
interwencji farmakologicznej zmierzającej do zmniejszenia 
skutków procesów prowadzących do zaburzonej minerali­
zacji tkanek?
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ABSTRACT
Annexins are necessary for mineralization process. They seem to play a major role in regulation of cells competent in mineralization as well 
as in direct formation of mineral phase in the extracellular matrix. Their ability to accommodate to different functions in different cellular 
compartments is associated with their property to bind to biological membranes in a lipid- and Ca2+-dependent and independent manners. 
The aim of this review is to describe potential functions of the annexin family of proteins in a mineralization process with special emphasis 
to structure-function relationships of annexins.
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STRESZCZENIE

Wydzielanie katecholamin, g łównie adrenaliny i noradrenaliny, przez komórki chromo­
chłonne rdzenia nadnerczy zachodzi w  odpowiedzi na pojawienie się bodźca, takiego 

jak nikotyna lub depolaryzacja błony komórkowej. Ważną rolę w regulacji wydzielania ka­
techolamin odgrywają jony wapnia, których wewnątrzkomórkowe stężenie wzrasta w  od­
powiedzi komórki na bodziec i stanowi sygnał do rozpoczęcia procesu wydzielania. Udział 
aneksyn w tym procesie, białek wiążących jony wapnia i uczestniczących w  regulacji dyna­
miki błon biologicznych jest nadal przedmiotem naukowej debaty. Spośród 12 podrodzin  
aneksyn (aneksyny A l- A l i  i A13), występujących w  organizmach ssaków, tylko zaangażo­
wanie aneksyny A2 (AnxA2) i aneksyny A6 (AnxA6) w  procesie endocytozy jest dobrze udo­
kumentowane. Zgromadzone dotąd obserwacje pozwalają na wysunięcie hipotezy, że anek­
syny mogą pełnić ważne funkcje w  zależnym od Ca2+ procesie wydzielania katecholamin.

WPROWADZENIE

Do najważniejszych katecholamin wydzielanych przez komórki rdzenia nad ­
nerczy należą adrenalina i noradrenalina. Katecholaminy wpływają na wiele 
narządów, oddziałując poprzez swoiste receptory [1], Efektem ich działania jest 
np. skurcz naczyń tętniczych, przyspieszenie pracy serca i zwiększenie siły skur­
czu mięśnia sercowego, wzrost ciśnienia tętniczego i rozkurcz oskrzeli. Mają 
one także duży wpływ na procesy metaboliczne organizmu, np. podwyższenie 
poziomu cukru we krwi (wskutek nasilenia rozpadu glikogenu w wątrobie i 
mięśniach oraz przez hamowanie wydzielania insuliny w trzustce). Powodują 
też rozpad tłuszczów czyli lipolizę. Umożliwia to uruchomienie zapasów ener­
getycznych w stanach wymagających dużej mobilizacji organizmu.

Istnieje szereg chorób, u podłoża których leżą zaburzenia regulacji procesów 
wydzielania katecholamin. Należy do nich guz chromochłonny rdzenia nadner­
czy (ang. pheochromocytoma), którego cechą charakterystyczną jest nadczynność 
wydzielania katecholamin, a częstość występow ania tego now otw oru jest uw a­
runkowana genetycznie. W badaniach mechanizmu wydzielania katecholamin 
oraz sposobu regulacji tego procesu powszechnie wykorzystywana jest linia ko­
mórkowa PC12 uzyskana z guza chromochłonnego rdzenia nadnerczy szczura. 
W komórkach PC12 dobrze poznano przebieg egzocytozy, jednak mechanizmy 
regulujące poszczególne jej etapy nie zostały jeszcze dokładnie opisane.

MECHANIZM WYDZIELANIA KATECHOLAMIN 
PRZEZ KOMÓRKI CHROMOCHŁONNE

Wydzielanie katecholamin odbywa się na drodze regulowanej egzocytozy. W 
komórkach chromochłonnych, nowopowstałe pęcherzyki wydzielnicze są prze­
chowywane na terenie cytoplazmy i w  rejonie podbłonow ym  komórki. Fuzja 
granul z błoną komórkową następuje jedynie w  odpowiedzi na stymulację ko­
mórki i wzrost stężenia specyficznych przekaźników drugiego rzędu. Najwięk­
sze znaczenie w tym względzie mają jony wapnia, ATP i GTP, a także białka 
wiążące jony wapnia i GTP [1].

Poszczególne fazy wydzielania katecholamin przebiegają w  obecności róż­
nych stężeń jonów wapnia. Przemieszczanie się granul chromochłonnych z rejo­
nu trans aparatu Golgiego (TGN) do błony plazmatycznej i ich oddziaływanie z 
podbłonową siecią filamentów aktynowych odbyw a się w  zakresie stężenia jo­
nów wapnia od 0,1 gM do 10 gM. Drugi etap wydzielania, polegający na rozluź­
nieniu sieci filamentów aktynowych i uw olnieniu granul zachodzi w  obecności 
od 1 gM do 100 gM Ca2+. Ostatni etap, w  którym błona granul oddziałuje z błoną 
plazmatyczną i ulega z nią fuzji zachodzi w jeszcze wyższych stężeniach Ca2+ 
(lokalny wzrost stężenia Ca2+ może osiągać wartości od 100 gM do 1 mM) [1]. 
Szeroki zakres stężeń Ca2+, w obecności których zachodzi egzocytoza wskazu-
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je, że w proces ten zaangażowane mogą być białka wiążące 
jony wapnia, charakteryzujące się różnym  powinowactwem 
w stosunku do kationu. Postuluje się istnienie zależnych od 
stężenia Ca2+ rejonów w komórce, w których białka kluczo­
we w procesie wydzielania katecholamin zgrom adzone są 
blisko siebie, umożliwiając sprawne przeprowadzenie całe­
go procesu po stymulacji komórki [2]. Kluczowymi białka­
mi wchodzącymi w skład takich rejonów są kanały w apnio­
we typu L lub N regulowane potencjałem błonowym, które 
transportują jony wapnia do wnętrza komórki w  odpow ie­
dzi na bodziec. Dodatkowo zaobserwowano, że fuzja granul 
z błoną komórkową zachodzi w rejonie błony otaczającym 
te kanały [3]. Wzrost stężenia jonów wapnia oraz poziomu 
ATP umożliwia rozluźnienie podbłonowej sieci filamentów 
aktynowych, stanowiącej rodzaj mechanicznej bariery i tym 
samym pozwala na przemieszczenie się granul w kierunku 
błony plazmatycznej [4],

Podwyższone stężenie Ca2+ w cytosolu, w wyniku sty­
mulacji komórki, po pew nym  czasie powraca do stężenia 
spoczynkowego, dzięki usuw aniu Ca2+ na zewnątrz kom ór­
ki lub do organelli wewnątrzkomórkowych poprzez różne 
systemy transportu. Jony wapnia są transportowane przez 
wymienniki N a+/  Ca2+ znajdujące się w  błonie plazmatycz­
nej, granulach chromochłonnych i w błonie mitochondriów 
oraz Ca2+-ATPazy zlokalizowane w błonie plazmatycznej 
(PMCA) i siateczce śródplazmatycznej (SERCA), które kosz­
tem energii pochodzącej z hydrolizy ATP aktywnie usuwają 
Ca2+ z cytosolu [5].

Mechanizmy regulacji wydzielania katecholamin nie są 
dokładnie poznane. Postuluje się, że jony wapnia mogą w 
sposób pośredni regulować proces egzocytozy, aktywując 
fosfolipazę A2 (PLA,) i fosfolipazę C (PLC). Hydroliza fos­
foranu fosfatydyloinozytolu (PIP.,) przez PLC prow adzi do 
powstania 1,3,4-trójfosforanu inozytolu (IP3) i diacyloglice- 
rolu (DAG). Diacyloglicerol aktywuje kinazę białkową C 
(PKC), zwiększając powinowactwo kinazy w stosunku do 
Ca2+. PKC fosfory luje białka kompleksu SN ARE zaangażo­
wane w proces fuzji granul z błoną komórkową, takie jak 
Rab3, rabfilina 3A, VAMP, synaptotagmina, a-SNAP, NSF, 
Munc-18 i SNAP25. Wykazano na przykład, że fosforylacja

Rycina 1. Komórki PC12 w hodowli obserwowane w kontraście interferencyj­
nym (obraz uzyskany za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego DM16000B firmy 
Leica).

białka SNAP25 hamuje tworzenie kompleksu białek SNA­
RE i w efekcie proces egzocytozy, co wskazuje na rolę PKC 
jako enzymu regulującego proces fuzji granul [1],

Wydzielanie katecholamin jest stymulowane przez wzrost 
stężenia cAMP w komórce i aktywację kinazy białkowej A 
(PKA). Ponadto ważną rolę regulatorową w procesie egzo­
cytozy odgrywają białka wiążące GTP. Przede wszystkim są 
to białka z rodziny Rab (Rab3 i Rab27) oraz Arf (zwłaszcza 
Arf6), zaliczane do małych białek G typu Ras. Wykazano, 
że Rab3 w komórkach PC12 spowalnia tempo egzocytozy 
granul chromochłonnych [6], w przeciwieństwie do białka 
Rab27, które stymuluje egzocytozę w  tych komórkach [7], Z 
kolei białko Arfó reguluje procesy transportu wewnątrzko­
mórkowego (zarówno endo- jak i egzocytozy) oraz wpływa 
na podbłonową sieć filamentów aktynowych [8].

UDZIAŁ ANEKSYN W PROCESIE EGZOCYTOZY

W procesie wydzielania katecholamin ważną rolę odgry­
wają także oddziaływania białko-białko i białko-lipidy błon 
biologicznych. W tym drugim  typie oddziaływań aneksyny 
mogą pełnić ważną funkcję białek regulujących ten proces. 
Biorąc pod uwagę obowiązujące poglądy na temat funk­
cji aneksyn w komórce, m.in., zaangażowanie tych białek 
w kontrolę stężenia jonów wapnia w  komórce, regulację 
transportu pęcherzykowego, hamowanie aktywności PLA2 
i PKC, znaczenie aneksyn jako białek regulatorowych w 
procesie wydzielania katecholamin wydaje się być bardzo 
praw dopodobne. Stwierdzono m.in. że fosforylacja AnxA2 
przez PKC obniża zdolność wiązania się tej aneksyny z bło­
ną granul chromochłonnych [9], Natomiast AnxA6 może 
mieć w pływ na lokalizację PKC w  komórce, co sugeruje od ­
działywanie tych białek ze sobą [10].

Udział aneksyn w procesie transportu pęcherzykowego 
w komórkach jest od wielu lat intensywnie badany, przede 
wszystkim w kontekście zaangażowania tych białek w pro­
ces endocytozy. Udział AnxA2 w transporcie wczesnych en- 
dosomów, oddziaływanie AnxA6 z późnymi endosomami 
lub udział w  procesie powstawania pęcherzyków opłasz- 
czonych klatryną, zostały już dobrze udokum entow ane [11], 
Wyniki szeregu doświadczeń przeprowadzonych in vitro i 
in vivo, wskazują na zaangażowanie AnxA2, AnxA4, AnxA6 
i AnxA7, również w proces wydzielania katecholamin.

Pogląd, iż aneksyny mogą być zaangażowane w  proces 
egzocytozy pojawił się wraz z odkryciem, że granule wy- 
dzielnicze wyizolowane z rdzenia nadnerczy mogą ulegać 
agregacji i następnie fuzji w obecności ekstraktu białek cy- 
toplazmatycznych z komórek chromochłonnych. Doprowa­
dziło to do oczyszczenia w 1978 r. białka o masie 55 kDa 
nazwanego początkowo syneksyną (a później aneksyną 
A7) [12], jak również AnxA2 i AnxA6 zaliczonych wtedy, 
wspólnie z PKC i PLA2, do rodziny chromobindyn. Moż­
liwość, że AnxA7, AnxA6 i AnxA2, pełnią funkcje białek 
regulujących powstawanie połączeń między błonami pod­
czas procesu egzocytozy została zaproponowana na pod­
stawie obserwacji, że białka te ulegają współoczyszczeniu 
z granulami wydzielniczymi. Dodatkowo stwierdzono, w 
doświadczeniach przeprow adzonych z zastosowaniem w y­
izolowanych granul, że AnxA6 wiąże się z błoną granul w
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Rycina 2. Hipotetyczny udział aneksyn w procesie wydzielania katecholamin 
regulowanym przez jony wapnia. Proces egzocytozy zachodzi w kilku etapach. 
1) Pobudzenie komórki powoduje napływ Ca2+. W komórkach niepobudliwych 
wykazano, że izoforma 1 aneksyny A6 (AnxA6-l) może hamować aktywność 
kanałów wapniowych. 2) W odłączeniu niedojrzałych granul wydzielniczych od 
błon trans aparatu Golgiego ważną rolę białka regulacyjnego odgrywa AnxA13b.
3) Fuzję granul wydzielniczych, jaka towarzyszy ich dojrzewaniu, mogą wspo­
magać AnxA2 i AnxA7; fuzja granul ulega zahamowaniu w obecności AnxA6.
4) Dojrzałe granule chromochłonne przemieszczają się w kierunku błony komór­
kowej. 5) Wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia Ca2+ powoduje rozluźnienie 
podbłonowego szkieletu aktynowego, co umożliwia przemieszczenie się granul 
wydzielniczych w bezpośrednie sąsiedztwo błony komórkowej. 6) Zakotwicze­
nie granul w błonie komórkowej. 7) Aktywacja kompleksu białek SNARE i fuzja 
błony granul wydzielniczych z błoną komórkową; uwolnienie zawartości granul 
na zewnątrz komórki. W tych dwóch ostatnich etapach aneksyny mogą odgry­
wać kluczową rolę, umożliwiając połączenie błony granul z błoną komórkową 
(AnxA2, AnxA4, AnxA7) lub prawdopodobnie zaburzając te oddziaływania 
(AnxA6). 8) W doświadczeniach in vitro przeprowadzonych na oczyszczonych 
granulach chromochłonnych wykazano, że AnxA6 powoduje wypływ jonów 
wapnia z wnętrza granul; czy zjawisko to zachodzi in vivo, pozostaje kwestią nie­
rozstrzygniętą. Objaśnienia: (+) stymulacja procesu; (-) hamowanie procesu.

sposób zależny od stężenia jonów wapnia i zaburza proces 
agregacji granul wywołany przez AnxA7 i AnxA2, praw ­
dopodobnie współzawodnicząc z tymi aneksynami o miej­
sca wiązania na błonie pęcherzyka; AnxA6 nazwano wtedy 
synhibiną [13]. Wysunięto wówczas przypuszczenie, że jeśli 
AnxA2 w kompleksie z białkiem p i l  (z którym tworzy hete- 
rotetramer A nxA 2 ,p ll2) umożliwia połączenie błony dwóch 
pęcherzyków, to AnxA6 może niszczyć powstałe połączenia 
i konkurować z AnxA2 o miejsca wiązania [13]. W dośw iad­
czeniach tych stwierdzono ponadto, że AnxA6 wywołuje 
wypływ jonów wapnia z w nętrza granul chromochłonnych. 
Takiego zjawiska nie obserwowano w  obecności AnxA2 i 
AnxA7 [14]. Dziś wiadomo, że AnxA6 może tworzyć kana­
ły jonowe i transportować kationy dwuwartościowe w śro­
dowisku o obniżonym pH  [15]; takie pH  panuje w ewnątrz 
granul chromochłonnych. W pH  7,0 AnxA6 tworzy in vitro 
kanały jonowe dopiero po związaniu GTP [16,17].

Z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego stwier­
dzono, że AnxA2 występuje zarówno w świetle granul, jak 
i w formie związanej na powierzchni błony (strona cyto- 
solowa), podczas gdy AnxA6 jest zlokalizowana na błonie 
granul od strony światła pęcherzyka. W wyniku pobudze­
nia komórek nikotyną AnxA2 ulega uwalnieniu z komórek 
do środowiska zewnętrznego, zaś AnxA6 pozostaje nadal 
związana z błoną [18].

166

Zwiększone powinowactwo AnxA6 i AnxA2 w stosunku 
do błony granul wydzielniczych może wynikać z obecności 
w  błonie znacznych ilości cholesterolu i lizofosfatydylocho- 
liny. AnxA6 i AnxA2 uczestniczą w tworzeniu m ikrodom en 
lipidowych [19], a zaburzenia w rozmieszczeniu choleste­
rolu w komórce wywołują zaburzenia lokalizacji AnxA6 
[20]. W świetle tych właściwości aneksyn, istotnym w yda­
je się obecność cholesterolu, mającego kluczowe znaczenie 
w procesie powstawania pęcherzyków transportowych 
(uczestniczących zarówno w  procesie egzocytozy konstytu­
tywnej, jak i regulowanej) w rejonie trans aparatu Golgiego 
w komórkach neurowydzielniczych (linia komórkowa AtT- 
20) [21]. Jedna z izoform AnxA13 (AnxA13b) specyficznie 
wiąże się właśnie z tym rejonem aparatu Golgiego, gdzie 
odgrywa ważną rolę w procesie odłączania się pęcherzy­
ków od aparatu Golgiego [22], W doświadczeniach in vitro 
dotyczących wiązania się AnxA6 do liposomów o różnym  
składzie lipidowym wykazano, że białko to najsilniej wiąże 
się z liposomami, w  których błonie przeważa fosfatydylose- 
ryna, kwas fosfatydowy i cholesterol. Co istotne, kwas fos- 
fatydowy powstaje w  w yniku hydrolizy fosfatydylocholiny 
katalizowanej przez fosfolipazę D aktywowaną w wyniku 
stymulacji procesu egzocytozy [4], co może przyczyniać się 
do nasilenia oddziaływania AnxA6 z błoną komórkową.

W toku dalszych badań wyizolowano kompleks białko­
wy regulujący proces fuzji granul chromochłonnych z błoną 
komórkową, w którego skład wchodziły: rabfilina, synapto- 
tagmina i AnxA4. W kompleksie tym kluczową rolę w  regu­
lacji procesu fuzji błon odgrywała AnxA4 [23].

Zaburzenia w  poziomie syntezy aneksyn mogą wpływać 
na proces egzocytozy. W komórkach beta wysepek Lan- 
gerhansa trzustki stwierdzono wiązanie AnxAl z pęche­
rzykami zawierającymi insulinę; zaobserwowano także, że 
rozwojowi cukrzycy towarzyszyło obniżenie poziomu eks­
presji genu ANXA1  kodującego AnxAl [24]. W przypadku 
AnxA2, chociaż wykazano, iż wydzielaniu katecholamin 
towarzyszy przemieszczenie się AnxA2 do błony komórko­
wej w  odpowiedzi na pobudzenie komórki [25], to jednak 
zmodyfikowanie ekspresji genu A N XA2  kodującego AnxA2 
w  komórkach linii PC12 nie miało w pływu na zależny od 
zmian stężenia Ca2+ proces wydzielania katecholamin [26]. 
Z drugiej strony zahamowanie ekspresji ANXA2  z w yko­
rzystaniem techniki siRNA w komórkach śródbłonka spo­
wodowało obniżenie intensywności egzocytozy ciałek We- 
ibel-Palade [27],

AnxA6 występuje w różnych typach komórek, w tym 
również w nabłonkach wyspecjalizowanych w procesie eg­
zocytozy, takich jak gruczoły potowe lub komórki nabłon­
kowe gruczołów ślinowych. Poziom ekspresji genu AN XA6  
kodującego to białko wzrasta w trakcie różnicowania się 
tymocytów do limfocytów, z poziomu uniemożliwiającego 
detekcję białka w tymocytach, aż do wysokiego w limfocy­
tach krążących we krwi [28], Pojawienie się AnxA6 jest w 
tym przypadku skorelowane z nabyciem przez te kom ór­
ki fenotypu umożliwiającego wydzielanie cytokin. Proces 
egzocytozy w limfocytach podlega kompleksowej kontroli, 
stąd obecność potencjalnego czynnika hamującego proces 
egzocytozy umożliwia bardziej złożoną regulację. Za funk­
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cją AnxA6 jako czynnika hamującego proces wydzielania 
przemawia fakt, iż poziom syntezy tego białka w  nabłon­
ku wydzielniczym gruczołów mlecznych piersi w czasie 
laktacji obniża się do trudno wykrywalnego w skrawkach 
tkanek. Najprawdopodobniej wydzielana podczas laktacji 
prolaktyna hamuje ekspresję A N X A 6  w tych komórkach, 
ułatwiając proces wydzielania mleka [28],

RÓŻNICE POMIĘDZY IZOFORMAMI ANXA6

Ze względu na występowanie w komórkach dwóch izo- 
form AnxA6, ważną kwestią, którą należy rozstrzygnąć w 
toku dalszych badań nad udziałem  AnxA6 w procesie eg- 
zocytozy, są potencjalne różnice w  funkcjonowaniu tych 
izoform w komórce. Powód istnienia w  komórkach dwóch 
izoform AnxA6 (dłuższej AnxA6-l, i krótszej AnxA6-2) nie 
jest znany. Izoformy powstają w  komórce w  procesie różni­
cowego cięcia i składania pre-mRNA. W wyniku tego pro ­
cesu usuwany jest ekson 21 kodujący reszty VAAEIL zloka­
lizowane w rejonie łącznika pomiędzy powtarzającymi się 
domenami VI i VII w  cząsteczce AnxA6. Z doświadczeń in 
vitro wynika, że AnxA6-2 charakteryzuje sie wyższym po­
winowactwem w stosunku do jonów wapnia, większą hy- 
drofobowością i bardziej ujemnym ładunkiem  powierzch­
niowym w porów naniu z izoformą AnxA6-l [15,29]. Róż­
nice w tych właściwościach mogą wskazywać na odmienną 
rolę, jaką izoformy AnxA6 mogą odgrywać w  komórkach. 
W doświadczeniach na komórkach nowotworowych linii 
A431, w których naturalnie nie występuje AnxA6, dośw iad­
czalnie wywołana nadekspresja genu kodującego izoformy 
AnxA6 pozwoliła zaobserwować hamujący w pływ  dłuższej 
izoformy na napływ Ca2+ do tych komórek [30],

Stwierdzono, że niezależnie od typu tkanki, stosunek za­
wartości dwóch izoform jest zawsze przesunięty na korzyść 
izoformy dłuższej (AnxA6-l) [29], Wskazuje to na możli­
wość, iż to właśnie AnxA6-2 pełni w  komórce ważną funk­
cję regulatorową. W ykazano ponadto, że stosunek AnxA6- 
l/A nxA 6-2  zmienia się na korzyść mniejszej izoformy w 
procesie transformacji nowotworowej fibroblastów [31], co 
może również zachodzić w trakcie powstawania guza rdze­
nia nadnerczy.

PODSUMOWANIE

Udział aneksyn w regulacji procesów transportu w e­
wnątrzkom órkowego postulowany jest od 80. lat XX wieku, 
kiedy przypadkow o oczyszczono pierwszą aneksynę izolu­
jąc granule chromochłonne z rdzenia nadnerczy; wyizolo­
wano wówczas AnxA7 [12]. Wyniki późniejszych dośw iad­
czeń przeprow adzonych na komórkach chromochłonnych 
wykazały udział w procesie egzocytozy takich aneksyn, jak 
AnxAl, AnxA2, AnxA4, AnxA6, ArtxA7 i AnxA13b. Szcze­
gólnie znaczenie AnxA6 w tym procesie pozostaje niejasne. 
Postuluje się, że białko to pełni rolę regulatora procesu eg­
zocytozy. Zaobserwowano zaburzenie agregacji i fuzji gra­
nul chromochłonnych w obecności AnxA6, a także uwalnia­
nie Ca2+ z granul chromochłonnych pod w pływ em  AnxA6. 
Ze względu na występowanie dwóch izoform AnxA6 w 
komórkach chromochłonnych, sytuacja ulega komplikacji, 
bowiem odpowiedzi wym aga pytanie o znaczenie tych izo­
form w procesie wydzielania katecholamin.
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Participation of annexins in Ca2+-regulated secretion of catecholamines
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ABSTRACT

Secretion of catecholamines by adrenal medulla chromaffin cells occurs after their stimulation by nicotine or depolarization of plasma mem­
brane. Adrenal medulla secrets mostly noradrenaline and adrenaline, both having pleyotropic action in the organism. Central role in regula­
tion of exocytosis of catecholamines play calcium ions. Their intracellular concentration increases as a cell response to stimulus and creates 
signal to start secretion. Moreover, annexins are known to participate in regulation of biological membrane dynamics during intracellular 
transport processes, however their participation in secretion is less established then in endocytosis. Among twelve annexin subfamilies  
(A nxA l-A ll i A13) expressed in mammalian organisms only involvement of AnxA2 and AnxA6 in endocytosis is well documented. Some data 
suggests that annexins may play important functions also in Ca2+-regulated catecholamine secretion.
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Aneksyny w chorobie spichrzeniowej 
Niemanna-Picka typu C

STRESZCZENIE

Choroba N iem anna-P icka (ang. Niem ann-Pick disease) jes t u w arunkow aną  genetycznie 
chorobą, corocznie dotykającą 1 na 150 000 żywo urodzonych dzieci na św iecie (w Polsce 

1-5 przypadków ). Ta pow ażna w  sku tkach  choroba, zaliczana do lizosom alnych chorób spi- 
chrzeniow ych (ang. lysosom al storage disorders), jest zw iązana z n iepraw id łow ym  transpor­
tem  i m agazynow aniem  lip idów  w  kom órce. W  zależności od rodzaju  nagrom adzonych lip i­
dów  i obrazu  k lin icznego zidentyfikow ano trzy typy choroby A-C. Typ C, który jest p rzed ­
m iotem  n in ie jszego  opracow ania, charakteryzuje się nagrom adzeniem  niezestryfikow anego 
cholestero lu  i g likosfingolip idów  w  przedziale późnych endosom ów . Chociaż podobnie  
jak  kom órki pobrane  od osób zdrow ych, fibroblasty skóry uzyskane od pacjentów  obciążo­
nych chorobą N iem anna-P icka typu  C, charakteryzują się p raw id łow ą syntezą cholesterolu 
w  siateczce śródplazm atycznej (ER). R ów nież internalizacja  i hydroliza  cząstek lipopro tein  
o m ałej gęstości (LDL) zaw ierających cholesterol zachodzi w  tych kom órkach praw idłow o. 
Jednak  na sk u tek  m utacji w  jednym  z dw óch genów , NPC1 lub  NPC2, dochodzi do up o ­
śledzenia  tran sp o rtu  n iezestryfikow anego cholestero lu  w  k ieru n k u  błony plazm atycznej i 
ER, co w  konsekw encji objaw ia się pow stan iem  w kom órce złogów  cholesterolu  w  organel­
lach przypom inających lizosom y (LSO, ang. lysosom e-like storage organelles). W  niniejszej 
pracy przeglądow ej om ów iono udzia ł aneksyn  w  tw orzen iu  i stabilizacji w zbogaconych w 
cholesterol m ikrodom en błony, jak  rów nież przedstaw iono  h ipotezę opartą na w ynikach 
prac różnych badaczy, na tem at praw dopodobnego  udzia łu  aneksyn  w organizacji b łon  póź­
nych endosom ów  i grom adzących cholesterol organelli przypom inających lizosom y, których 
funkcje  u legają  upośledzen iu  w  chorobie N iem anna-P icka typu  C.

W PROW ADZENIE

Aneksyny tworzą rodzinę w ew nątrzkom órkowych rozpuszczalnych białek 
zlokalizowanych przede wszystkim w cytoplazmie, jednak w określonych w a­
runkach wiążących się, w  odwracalny sposób, z błoną plazmatyczną i błonami 
rozmaitych organelli komórkowych [1]. Mechanizm wiązania aneksyn z błona­
mi polega na oddziaływaniach białka z ujemnie naładowanym i cząsteczkami 
anionowych fosfolipidów w sposób zależny od zmian wewnątrzkomórkowego 
stężenia jonów wapnia [1], z cząsteczkami cholesterolu, w sposób niezależny 
od jonów w apnia [2] oraz z GTP [3]. W tym ostatnim przypadku, związanie nu- 
kleotydu indukuje tworzenie przez cząsteczki aneksyn zależnych od potencjału 
błonowego kanałów jonowych o niskiej specyficzności w stosunku do transpor­
towanych kationów [3].

Pomimo dobrze scharakteryzowanej struktury i własności biochemicznych 
aneksyn, liczba obserwacji precyzyjnie określających funkcje aneksyn w kom ór­
ce jest ograniczona. W związku z tym, że aneksyny wykazują zdolność oddzia­
ływania z błonami komórkowymi, wielu badaczy uważa, że aneksyny odgry­
wają ważną rolę w procesach związanych z dynam iką błon, takich jak transport 
pęcherzykowy w szlaku endocytozy, ze szczególnym naciskiem na w ew nątrz­
komórkowy transport cholesterolu [1].

Cholesterol stanow i jeden z podstaw ow ych elem entów  budulcow ych błon 
kom órkow ych ssaków. Jako najbardziej rozpow szechniony ze steroli, buduje 
błony takich organelli kom órkow ych jak endosom y, lizosom y i aparat Gol­
giego (ang. Golgi apparatus), jednak przede w szystkim  w chodzi w  skład błony 
plazm atycznej komórek, gdzie stanow i 35-45% w szystkich lip idów  [4], N ale­
ży podkreślić, że pula cholesterolu w błonie plazm atycznej nie jest statyczna, 
lecz podlega ciągłem u transportow i do w nętrza  kom órki i z pow rotem  ku 
jej pow ierzchni [5], Ponadto  cholesterol jest w ażnym  składnikiem  m ikrodo ­
m en w błonach biologicznych, takich jak tra tw y (ang. rafts, bogate rów nież 
w glikosfingolipidy) i kaweole (ang. caveolae) o podobnym  składzie lip ido ­
w ym  co tra tw y  [6]. M ikrodom eny stanow ią w yspecjalizow ane rejony błony, 
na których teren  ulegają rekrutacji białka uczestniczące w  przekazyw aniu  
sygnałów  i biorące udział w  w ew nątrzkom órkow ym  transporcie pęcherzy­
kow ym  [7,8], Na terenie m ikrodom en stw ierdzono obecność w ielu kom plek-
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sów białek. Na podkreślenie zasługuje fakt w ystępow a­
nia w m ikrodom enach szeregu przedstaw icieli rodziny  
aneksyn, takich jak aneksyna A2 (AnxA2), aneksyna A5 
(AnxA5), aneksyna A6 (AnxA6) i izoformy aneksyny A13 
(AnxA13) [9-11].

Komórki ssaków uzyskują cholesterol z dwóch podsta ­
wowych źródeł: syntetyzują go na terenie siateczki śród- 
plazmatycznej i transportują do błony plazmatycznej drogą 
niezależną od pęcherzyków aparatu Golgiego lub dzięki 
obecności specyficznych białek receptorowych wiążą i po­
bierają z osocza na drodze endocytozy receptorowej cząst­

Rycina 1. Szlaki transportu pęcherzykowego w fibroblastach. Mutacje w białkach NPC1/NPC2 wpływają na przekształcanie się późnych endosomów (LE) w przypomi­
nające lizosomy organelle magazynujące cholesterol (LSO). Na rycinie zaznaczono położenie aneksyn AnxA2, AnxA5, AnxA6, AnxA13b, mogące świadczyć o udziale tych 
białek w tworzeniu i stabilizowaniu wyspecjalizowanych mikrodomen w błonie (tzw. tratw i kaweoli), jako białek oddziałujących ze szkieletem podbłonowym komórek 
oraz błonami organelli uczestniczących w endocytozie. W opisie skrótów, w nawiasach, przy nazwie określonego przedziału komórkowego podano wartość pH wewnątrz 
organelli. Skróty i symbole: A2, A5, A6, A13b — aneksyny A2, A5, A6 i A13b; NPC1/NPC2 — białka Niemanna-Picka typu C 1 lub 2; Tf — transferyna; LDL (ang. Iow 
density lipoprotein) — lipoproteiny o małej gęstości; Cav — kaweole; CP (ang. coated pit) — dołek opłaszczony klatryną; CV — pęcherzyk opłaszczony klatryną (pH 7,2-7,4); 
ER (ang. endoplasmic reticulum) — siateczka sródplazmatyczna (pH 7,2-7,4); RC (ang. recycling compartment) — przedział, w którym następuje segregacja receptorów do 
krążących endosomów i powrót receptorów do błony plazmatycznej (pH 6,4-6,5); SE (ang. sorting endosome) — sortujący endosom (pH 5,9-6,0); GS — kanaliki równolegle 
aparatu Golgiego (pH 6,4-6,6); TGN — kanaliki trans aparatu Golgiego (pH 5,9-6,2); LE (ang. late endosome) — późne endosomy (pH 5,0-6,0); LY — lizosomy (pH 5,0-5,5); 
LSO (ang. lysosome-like storage organelles) — organellum przypominające lizosom magazynujące niezestryfikowany cholesterol (pH nie jest znane); Nuc — jądro; RE (ang. 
recycling endosome) — krążący endosom; ■  — zgrupowania cząsteczek cholesterolu; x  — płaszcz klatrynowy, wg. [15].
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ki lipoprotein o małej gęstości (LDL, ang. Iow density lipo- 
proteiń), będące nośnikami estrów cholesterolu. Proces ten 
zostaje zapoczątkowany przez związanie cząstek LDL z 
ich specyficznymi receptorami na błonie plazmatycznej, po 
czym następuje ich internalizacja do w nętrza komórki. Od 
błony odłącza się pęcherzyk opłaszczony klatryną i zawie­
rający w swym w nętrzu cząstki LDL, związaną z białkami 
receptorowymi. Płaszcz klatrynowy wokół pęcherzyka ule­
ga rozpadowi i powstaje endosom, który wędruje do w nę­
trza komórki, gdzie ulega fuzji z błonami innych endoso- 
mów, w których w nętrzu panuje niskie pH (Ryc. 1). W tych 
warunkach cząstki LDL odłączają się od swoich białek re­
ceptorowych, następuje segregacja receptorów i ich powrót 
do błon. Natomiast rejony endosomów zawierające cząstki 
LDL, odpączkowują od tych struktur, by ulec połączeniu z 
lizosomami. W lizosomach jest jeszcze niższe pH niż w en- 
dosomach i tam zachodzi ostateczny rozpad cząstek LDL 
do aminokwasów, kwasów tłuszczowych i cholesterolu, 
które to związki mogą być następnie ponownie wykorzy­
stane przez komórkę [6,12].

ZABURZENIA W EW NĄTRZKOM ÓRKOW EGO  
TRANSPORTU CHOLESTEROLU W  
CHOROBIE NIEM AN NA -PICK A  TYPU C

Transport cząstek LDL na drodze endocytozy receptoro­
wej często ulega zaburzeniu we wszelkiego rodzaju choro­
bach spichrzeniowych. Przykładem takiego defektu jest cho­
roba Niemanna-Picka (ang. Niemann-Pick disease) dziedzi­
cząca się w  sposób autosomalny recesywny. W zależności 
od rodzaju nagromadzonych lipidów i obrazu klinicznego 
zidentyfikowano następujące typy choroby Niemanna-Pic­
ka: A, B i C. Typy A i B choroby Niemanna-Picka (określane 
jako typ I) są wynikiem niedoboru aktywności lizosomalnej 
sfingomielinazy, w wyniku czego następuje nagromadzenie 
sfingomieliny w komórkach linii makrofagów (w układzie 
siateczkowo-śródbłonkowym), dochodzi też do uszkodze­
nia komórek układu nerwowego. Z kolei, choroba Nie­
manna-Picka typu C (typ II) charakteryzuje się akumulacją 
niezestryfikowanego cholesterolu i glikosfingolipidów w 
przedziale późnych endosomów. Fibroblasty skóry pobrane 
od pacjentów obciążonych chorobą Niemanna-Picka typu C 
wykazują prawidłową syntezą cholesterolu w ER. Również 
internalizacja i hydroliza cząstek LDL zachodzi w tych ko­
mórkach prawidłowo. Jednak na skutek mutacji w  jednym 
z dwóch genów, NPC1 lub NPC2, dochodzi do zaburzenia 
transportu niezestryfikowanego cholesterolu w  kierunku 
błony plazmatycznej i ER, co objawia się powstaniem  w 
komórce złogów cholesterolu w organellach przypom ina­
jących lizosomy [6,12]. Ponadto w komórkach pacjentów z 
chorobą Niemanna-Picka typu C stwierdzono 90% spadek 
w produkcji oksysteroli (25- i 27-hydroksycholesterol) w 
porów naniu z komórkami pobranymi od osób zdrowych. 
Fakt ten wskazuje na zaburzenie również drogi transportu 
wolnego cholesterolu z endosom ów do wewnętrznej błony 
mitochondrialnej, miejsca syntezy oksysteroli, w wyniku 
czego dochodzi do zaburzenia mechanizmów regulujących 
homeostazę cholesterolu w komórce [4,13,14],

Większość przypadków  choroby Niemanna-Picka typu C 
jest związana z mutacją w  genie NPC1, znajdującym się na 
chromosomie 18q ll-q l2 , zaś tylko 5% przypadków  ziden­
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tyfikowano jako wynik mutacji w genie NPC2 znajdującym 
się na chromosomie 14q24.3. Produktem  genu NPC1 jest 
białko NPC1 (zbudowane z 1247 reszt aminokwasowych), 
glikoproteina zawierająca 13 transbłonowych domen, zlo­
kalizowana w błonie późnych endosom ów oraz czasowo 
lizosomów i błonach aparatu Golgiego, która wiąże cho­
lesterol dzięki obecności w  jej cząsteczce wyspecjalizowa­
nej dom eny SSD (ang. sterol-sensing domain). Białko NPC2 
(zbudowane z 151 reszt aminokwasowych) jest niewielkim 
rozpuszczalnym  białkiem późnych endosomów i lizoso­
mów, mogącym ulegać wydzieleniu na zewnątrz komórki 
i w iążącym receptor mannozo-6-fosforanu, cholesterol oraz 
kwasy tłuszczowe [12].

Chociaż choroba Niemanna-Picka typu C nosi taki epo- 
nim  jak klasyczny deficyt kwaśnej sfingomielinazy, to jed­
nak jest to choroba o zupełnie innym patomechanizmie. 
Klinicznie przypom ina nieco klasyczną postać choroby; 
później okazało się jednak, że obniżona aktywność sfingo­
mielinazy jest zjawiskiem wtórnym, a patogeneza choroby 
jest zupełnie inna. Objawy choroby Niemanna-Picka typu 
C mogą objawiać się już w okresie niemowlęcym, jak i w 
wieku dojrzałym. Najczęściej są to powiększenie śledziony 
i wątroby oraz objawy degeneracyjne układu nerwowego 
postępujące z różną dynamiką, ale z czasem dominujące 
nad objawami trzewnymi. Jednym z pierwszych objawów 
neurologicznych w chorobie Niemanna-Picka typu C jest 
dyskretna apraksja oczna. W fenotypie o późnym  począt­
ku objawy trzewne mogą nie występować, obserwowane są 
tylko objawy neurologiczne [16,17].

ROLA ANEKSYNY A6 W  HOMEOSTAZIE  
CHOLESTEROLU

Aneksyna A6 (AnxA6) jako przedstawiciel rodziny anek- 
syn, jest białkiem które wiąże się z błoną plazmatyczną, bło­
nam i organelli komórkowych [18,19] oraz z mikrodomena- 
mi występującymi w błonie plazmatycznej [2,20,21], przez 
co przypisuje się mu funkcje w transporcie pęcherzykowym 
w komórce. Już wyniki pierwszych doświadczeń wskazują­
ce na oddziaływanie AnxA6 z cytoszkieletem aktynowym 
w fibroblastach [22] i w komórkach mięśni gładkich skłoniły 
badaczy do wysunięcia hipotezy, że AnxA6 odgryw a rolę 
„czujnika" zm ian stężenia jonów w apnia w trakcie endocy­
tozy [23], Ponadto wewnątrzkom órkowa lokalizacja białka 
w hepatocytach szczura [24], w komórkach WIF-B (ang. rat 
hepatoma hybrid celi line) oraz w komórkach NRK (ang. normal 
rat kidney celi line), w których AnxA6 współwystępuje z biał­
kiem lizosomów lgpl20 [25] wskazują na praw dopodobny 
udział AnxA6 w  szlakach endocytozy, zarówno komórek 
spolaryzowanych, takich jak hepatocyty, jak i niespolaryzo- 
wanych. Powyższy wniosek wzmacniają również obserwa­
cje wskazujące na udział AnxA6 w początkowych etapach 
endocytozy cząstek LDL w fibroblastach. Stwierdzono, że 
AnxA6 aktywuje proteazę cysteinową, która trawi spektry- 
nę, przyczyniając się w ten sposób do przebudow y szkieletu 
podbłonowego tych komórek. W wyniku tej reorganizacji 
pęcherzyki opłaszczone klatryną, zawierające cząstki LDL, 
mogą oderwać się od błony plazmatycznej [26,27], Podobnie 
jak inni przedstawiciele rodziny aneksyn, AnxA6 wiąże się z 
ujemnie naładow anym i fosfolipidami w sposób zależny od 
zm ian wewnątrzkom órkowego stężenia jonów wapnia. Ku
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zaskoczeniu badaczy, w komórkach CHO stwierdzono ist­
nienie dwóch puli tego białka. Obok puli cząsteczek AnxA6 
(około 70-80%) wiążących się z błoną w sposób zależny od 
wapnia, zaobserwowano istnienie puli białka reagującego 
na zmiany stężenia i wewnątrzkom órkowego rozmieszcze­
nia cholesterolu w  różnych przedziałach komórki [2].

Istotnym faktem, który skłania badaczy do przypusz­
czeń, że AnxA6 uczestniczy w etiologii choroby Nieman- 
na-Picka, były wyniki badań nad chorobą Niemanna-Picka 
typu C stwierdzające, że zaburzenia równowagi lipidowej 
mogą zmieniać właściwości m ikrodom en błon. W odróż­
nieniu od błon wczesnych i krążących endosom ów oraz 
błon pęcherzyków aparatu Golgiego [28], błony późnych 
endosomów i lizosomów nie wykazują obecności mikro­
domen, praw dopodobnie z pow odu aktywności hydrolaz 
sfingolipidów [6]. W przypadku komórek o fenotypie NPC 
sytuacja jest odmienna. Wysoki poziom cholesterolu i gli- 
kosfingolipidów jest przyczyną przesunięcia mikrodomen 
z wczesnych do późnych endosomów, a w raz z nimi tak­
że AnxA6 [2,20,21], W doświadczeniach, które polegały na 
indukowaniu w zdrowych komórkach fenotypu NPC, po­
przez potraktowanie ich inhibitorem transportu choleste­
rolu, 3-(3-[2-(dietyloamino)etoksy]androsto-5-en-17-onem 
(U18666A), zaobserwowano przemieszczenie AnxA6 w  kie­
runku rejonu okołojądrowego komórki i wiązanie z błonami 
późnych endosomów. Białko powracało do pierwotnej lo­
kalizacji po zastosowaniu inhibitora syntezy glikolipidów, 
N-butylodeoksygalaktonojirimycyny (NB-DGJ). Ponadto 
stwierdzono zmniejszoną zdolność AnxA6 do wiązania z 
błonami wczesnych i późnych endosom ów  traktowanymi 
czynnikami wiążącymi się z cholesterolem (digitoniną, fi- 
lipiną) lub powodującymi usunięcie cholesterolu (metylo- 
(3-cyklodekstryną) z błon [2],

PRÓBY TERAPII W  CHOROBIE  
NIEM ANNA-PICK A TYPU C

Na świecie opracowano już kilka metod jako propozycji 
przeciwdziałania chorobie Niemanna-Picka typu C. Więk­
szość tych strategii opiera się na degradow aniu złogów li­
pidów (terapia genowa, transplantacje komórkami macie­
rzystymi szpiku kostnego i zastępowanie neuronów) lub 
zastosowanie związków hamujących syntezę glikolipidów 
[29]. Najbardziej obiecujące wyniki przynosi stosowanie 
inhibitorów enzymu katalizującego pierwszy etap biosyn­
tezy glikolipidów, syntetazy glikoceramidów, takich jak mi- 
glustat (Zavesca®) [30], Ostatnio pojawiło się kilka nowych 
związków (np. NP-27), które bezpośrednio aktywują białko 
NPC1, prowadząc do usuwania cholesterolu z błony [31]. 
Stosowane są także oksysterole, które powodują, że białka 
NPC1 i NPC2 nie są dłużej odpow iedzialne za transport 
wolnego cholesterolu z późnych endosom ów  i lizosomów 
do mitochondriów oraz ER i błon aparatu Golgiego; osta­
tecznie dochodzi do obniżenia poziomu całkowitego chole­
sterolu w komórce [13]. Obiecujące wyniki daje transfekcja 
komórek DNA kodującym białka Rab4, Rab7 lub Rab9, co 
powoduje obniżenie poziomu cholesterolu na skutek jego 
wzmożonej estryfikacji [12]. Obniżenie liczby receptorów 
dla cząstek LDL uzyskano także na skutek wstrzykiwania 
do mózgu białek rekombinowanych, np. biaka adenowirusa 
Ad-NPCl-GFP [32] lub białka w irusa herpes simplex VP22-

Rab9 [33], Stworzono także zwierzęce odpow iedniki cho­
roby Niemanna-Picka (myszy NPC1 (-/-), NPC2(-/~) i NPC1: 
NPC2(-/~) [12]). Przedstawione powyżej metody, poza pró­
bami leczenia miglustatem, nie mają zastosowania klinicz­
nego w  leczeniu chorych.

UW AGI KOŃCOW E

Pomimo zgromadzenia znaczącej wiedzy na temat 
udziału aneksyn w chorobie Niemanna-Picka typu  C nadal 
nie wiadomo, w  jaki sposób białka te uczestniczą w  etiologii 
tego schorzenia, przede wszystkim jakiego rodzaju zależno­
ści istnieją pomiędzy aneksynami a białkami NPC1/NPC2. 
Na podstawie opublikowanych dotychczas wyników  do­
świadczeń można wnioskować, że aneksyny wiążąc się ze 
specyficznymi mikrodomenami (bogatymi między innymi 
w cholesterol) w sposób zależny i niezależny od jonów w ap­
nia mogą odgrywać w ażną rolę nie tylko w ich organizacji 
i stabilizacji, ale również w regulacji pow staw ania i ak­
tywności kompleksów przekazujących sygnały w różnych 
przedziałach komórki. Uzyskanie odpowiedzi na powyżej 
zadane pytania byłoby w przyszłości użyteczne nie tylko w 
celu przypisania aneksynom biologicznej funkcji w  choro­
bie Niemanna-Picka typu C, ale także w określeniu mole­
kularnych mechanizmów leżących u podstaw  wielu innych 
chorób spichrzeniowych związanych z niepraw idłow ym  
transportem, m agazynowaniem  i metabolizmem lipidów w 
komórce.
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ABSTRACT

Niemann-Pick disease is a genetic disorder, affecting approximately 1 to 150 000 living births per year; in Poland 1-5 cases. Usually diagnosed  
in the childhood, Niemann-Pick disease results in death in the teenage years. Niemann-Pick disease is defined as a lysosomal storage disorder 
and is related to impaired transport and/or accumulation of specific lipids inside the cell. In this report, w e provide evidence about potential 
role of annexins, calcium- and membrane-binding proteins, in the formation and stabilization of cholesterol-rich microdomains and their 
possible function in organizing the membranes of early and late endosomes, organelles affected in the type C Niemann-Pick disease charac­
terized by abnormal accumulation of cholesterol and glycosphingolipids in lysosomal like organelles.
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STRESZCZENIE

Tokochromanole to grupa związków, do których zalicza się tokoferole i tokotrienole, po­
tocznie zwane witaminą E. Oprócz znanych od dawna przeciwutleniających własności 

tych związków, w  ostatnich latach coraz więcej danych wskazuje na ich dodatkowe funkcje 
pełnione u człowieka, związane z obniżaniem poziomu cholesterolu we krwi, działaniem  
przeciwnowotworowym czy neuroprotekcyjnym, szczególnie w  przypadku tokotrienoli. W 
artykule omówiono strukturę tokochromanoli, ich występowanie oraz biosyntezę u roślin 
oraz przedstawiono mechanizm działania antyoksydacyjnego tych związków  wraz z ich 
nowo poznanymi funkcjami u roślin i zwierząt, niezwiązanymi z działaniem antyoksyda- 
cyjnym.

W PROW ADZENIE

Do związków określanych mianem witaminy E, z chemicznego punk tu  w idze­
nia określanych jako tokochromanole, należą rozpuszczalne w lipidach związ­
ki: tokoferole i tokotrienole. Spośród naturalnie występujących substancji tego 
typu, osiem wykazuje aktywność witaminy E: a-, P-, y-, ó-tokoferol oraz analo­
giczne tokotrienole. Termin „tokoferol" został w prow adzony po raz pierwszy 
przez Evansa i Bishopa w 1922 roku. Zauważyli oni, że związek ten zapobiega 
bezpłodności samic u szczurów, a nazwę utworzyli od greckiego słowa tokos 
— poród oraz phero — wydać na świat. Końcówka „ol" służy podkreśleniu al­
koholowego charakteru tego związku. Tę „pożyteczną" substancję w  1924 Sure 
określił jako witaminę E [1], Po raz pierwszy witamina E została wyizolowana z 
oleju z kiełków pszenicy w 1936 roku przez Evansa. Dwa lata później Fernholtz 
określił strukturę tego związku, a niedługo potem Karrer zsyntetyzował go po 
raz pierwszy [1]. Od lat 60-tych XX wieku witamina E budziła zainteresowanie 
ze w zględu na właściwości przeciwutleniające oraz jako niezbędny składnik, 
warunkujący prawidłowe funkcjonowanie organizmu człowieka. W 1968 roku 
została oficjalnie włączona do listy niezbędnych witamin dla człowieka.

Witamina E jest bardziej antyoksydantem niż typową witaminą. Większość 
witam in odgrywa rolę kofaktorów w reakcjach enzymatycznych. Ilość witamin- 
kofaktorów odpowiada ilości cząsteczek enzymów, z tego względu nadw yżka 
tych związków nie przynosi żadnej dodatkowej korzyści. Witamina E nie pełni 
praw dopodobnie funkcji kofaktora [2]. Wykorzystanie i zapotrzebowanie na 
witaminę E jest zmienne, ponieważ jest uzależnione od indywidualnego pozio­
mu stresu oksydacyjnego. Stan ten wywołuje koncentracja w tkankach wolnych 
rodników i innych utleniaczy, a także wielonienasyconych kwasów tłuszczo­
wych (zapotrzebowanie na witaminę E wzrasta przy wzroście spożycia wie­
lonienasyconych kwasów tłuszczowych). Niedobór witaminy E nie wywołuje 
chorób z gwałtownymi symptomami, tak jak w przypadku niedoboru innych 
witam in np.: szkorbut (brak witaminy C), beri-beri (brak witaminy B,), pelagra 
(brak kwasu nikotynowego), krzywica (brak witaminy D t) i in. U człowieka ob­
jawy niedoboru (lub braku) witaminy E mogą być widoczne wówczas, kiedy 
dochodzi do upośledzenia wchłaniania tłuszczów, gdyż witamina E jest w nich 
rozpuszczalna, a uwalniana i absorbowana z przew odu pokarmowego podczas 
trawienia lipidów. Skutki niedostatecznego poziomu witaminy E zwykle rozwi­
jają się bardzo powoli, sumując się przez lata, prowadząc do chorób degenera- 
cyjnych, takich jak: nowotwory, choroby serca, miażdżyca.

Ze względu na to, że organizm człowieka nie potrafi syntetyzować witaminy 
E, koniecznie jest dostarczanie jej wraz z pożywieniem. Zalecana dzienna dawka 
witaminy E dla niemowląt wynosi 3-4 mg, dla dzieci 6-7 mg i około 10 mg dla 
dorosłych [2], Najbogatszym, naturalnym  źródłem witaminy E są oleje roślinne, 
orzechy, pełne ziarna i kiełki pszenicy [3,4], Produkty pochodzenia zwierzęcego 
charakteryzują się na ogół niewielką zawartością witaminy E [4], Wiele badań 
wskazuje, że podczas obróbki środków spożywczych zawartość witaminy E
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w nich maleje. Jest ona degradow ana przy udziale tlenu, a 
proces ten jest przyspieszany przez podwyższoną tem pera­
turę, światło, jak również zamrażanie [4],

B U D O W A  CHEMICZNA

Zw iązki zaliczane do kom pleksu w itam iny E (toko- 
ferole i tokotrienole) zbudow ane są z arom atycznego 
pierścienia i, dołączonego do niego, izoprenylow ego 
łańcucha, który tw orzy w w yniku  cyklizacji doda tko ­
wy, heterocykliczny pierścień, zawierający tlen (Ryc. 1). 
Sam dw upierścieniow y układ  nosi nazw ę chrom anu, 
natom iast dzięki dodatkow ej obecności g rupy  hydroksy ­
lowej, powstaje układ zw any chrom anolem . Tokoferole 
różnią się od tokotrienoli stopniem  nasycenia łańcucha 
bocznego. Tokoferole posiadają nasycony 16-węglowy 
łańcuch izoprenylow y, podczas gdy tokotrienole mają 
w tym  łańcuchu trzy w iązania podw ójne w pozycjach 
3', 7', 11'. Prenylow y łańcuch boczny tokoferoli posiada 
w iększą swobodę rotacji w  porów naniu  z tokotrienola- 
mi, w  których obecność podw ójnych w iązań w łańcuchu 
ogranicza rotację wokół w iązań  C=C. Izom ery a, p, y, 8 
zarów no tokoferoli jak i tokotrienoli różnią się liczbą i 
pozycją podstaw ników  m etylow ych w pierścieniu aro ­
m atycznym  (Ryc. 1). Zw iązkiem  podobnym  w struk tu rze  
do tokotrienoli jest plastochrom anol-8 (Ryc. 1), k tóry róż ­
ni się od y-tokotrienolu d łuższym  łańcuchem  bocznym. 
W ystępuje on w największych ilościach w oleju ln ianym  
i rzepakow ym . Stw ierdzono, że aktyw ność przeciw utle- 
niająca p lastochrom anolu-8 jest około 1,5 razy w iększa 
od aktyw ności a-tokoferolu [5],

Tokoferole

Tokoferol/
Tokotrienol R, r 2

a c h 3 c h 3

P c h 3 H

Y H c h 3

8

....."
H

Rycina 1. Struktura chemiczna tokoferoli, tokotrienoli i plastochromanolu-8.

DZIAŁANIE TOKOFEROLI I TOKOTRIENOLI 
U ZWIERZĄT I CZŁOWIEKA

a-TOKOFEROL

Witamina E jest bardzo w ażnym  naturalnym  antyoksy- 
dantem  zarówno u roślin, jak i u zwierząt. W organizmie 
człowieka tokoferole są absorbowane przez jelitowe ente- 
rocyty i gromadzone w chylomikronach [2], Za ich pośred­
nictwem tokoferole są transportowane do tkanek zawiera­
jących lipazę lipoproteinową. W nich następuje hydroliza 
triglicerydów zawartych we w nętrzu chylomikronów. 
Takie „uszczuplone" chylomikrony wędrują do wątroby, 
gdzie a-tokoferol jest preferencyjnie wiązany przez obecne 
w  hepatocytach białko transportujące a-tokoferol (a-TTP) i 
za pomocą lipoprotein o bardzo małej gęstości (VLDL) jest 
rozprow adzany po organizmie [2], Pomimo że pozostałe 
izomery tokoferoli także posiadają antyoksydacyjne właści­
wości, ich działanie jest ograniczone, ponieważ po dostaniu 
się do wątroby są natychmiast metabolizowane i w ydala­
ne z żółcią lub moczem [2]. Witamina E (przede wszystkim 
izomer a) stanowi pierwszą linię obrony przed peroksy- 
dacją wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (PUFA) 
zawartych w fosfolipidach błon komórkowych i organelli 
subkomórkowych [4],

Gdy w organizmie zwierzęcym cząsteczka tokoferolu 
po wypełnieniu swojej funkcji nie ulegnie regeneracji, musi 
zostać zastąpiona przez inną. W surowicy oraz błonie mi- 
tochondrialnej, gdzie występują dodatkowe lipidowe prze- 
ciwutleniacze, takie jak zredukowany ubichinon (koenzym 
Q10) i zredukowany a-tokoferolochinon, może następować 
przy ich udziale regeneracja tokoferolu z rodnika tokofe- 
roksylowego [6], Przeciwutleniające działanie witaminy E 
ma szczególne znaczenie dla tkanek o wysokiej zawartości 
PUF A (mózg i centralny układ nerwowy) Jak już w spo­
mniano, niedobór witaminy E nie prowadzi do chorób z 
gwałtownymi objawami. Jednakże chorobą, która bezpo­
średnio jest łączona z jej niedoborem jest ataksja z niedobo­
rem witaminy E (AVED, ang. ataxia with vitamin E deficiency) 
[2,4], Ta neurodegeneracyjna choroba jest spowodowana 
mutacją w  genie kodującym a-TTP. Objawia się osłabie­
niem napięcia mięśniowego, ataksją, zezem, osłabieniem 
odruchów, arytmią serca, zaburzeniami widzenia, a nawet 
ślepotą [2], Przeprowadzono szereg badań na zwierzętach 
oraz ludziach [7,8], w  których wykazano wpływ w itam i­
ny E na zapobieganie wielu chorobom, np. miażdżycy [4], 
Badania prowadzone pod kryptonim em  CHAOS polegały 
na określeniu w pływu długoterminowego podawania a-to- 
koferelu na częstość występowania zawału serca u osób z 
chorobą wieńcową. [7], Badania te wykazały, że przyjmo­
wanie a-tokoferolu przez okres dłuższy niż rok zmniejsza 
ryzyko zachorowania o 77% [7], Wykazano także, że a-to- 
koferol pełni funkcję ochronną w niektórych typach raka 
piersi, poprzez indukcję apoptozy w komórkach now otw o­
rowych [9,10]. Dużym zaskoczeniem okazały się wyniki 
badań "zapobiegania rakowi przez a-tokoferol i (3-karoten" 
[8]. Badania te objęły 29 133 palących mężczyzn w wieku 
50-69 lat i polegały na podaw aniu przez długi okres (5-8 
lat) części z nich a-tokoferolu (50 mg dziennie), części (3-ka- 
rotenu (20 mg dziennie), części obu tych związków, a części 
placebo. Okazało się, że p-karoten nie tylko nie zmniejsza
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zachorowalności na raka — wręcz, w  grupie osób przyjm u­
jących ten związek, zauważono większą zachorowalność 
na raka płuc, prostaty i żołądka. W grupie osób przyjmują­
cych a-tokoferol stwierdzono niższą częstość w ystępow a­
nia raka prostaty, jelita grubego i odbytnicy, za to zwięk­
szoną zachorowalność na raka żołądka [8]. Liczne badania 
wskazują także na neuroprotekcyjne działanie a-tokoferolu 
[11]. Ostatnie doniesienia sugerują, że a-tokoferol zmniejsza 
częstość ataków epileptycznych indukowanych penicyliną 
[11]. Powracające napady epileptyczne mogą prowadzić do 
w zrostu zawartości reaktywnych form tlenu w mózgu, a jak 
wiadomo witamina E i inne antyoksydanty działają jako ich 
wygaszacze, co jednocześnie może w arunkować ich prze- 
ciwepileptyczne właściwości [11].

Tokoferole oprócz działania przeciwutleniającego speł­
niają także szereg funkcji nie-antyoksydacyjnych. Wykazano 
na przykład [8], że a-tokoferol hamuje aktywność białkowej 
kinazy C (PKC) i procesy, które są PKC-zależne. H am ow a­
nie aktywności kinazy białkowej C odbywa się poprzez jej 
defosforylację, jednak nie przez bezpośrednie oddziaływa­
nie z kinazą czy wpływ na jej ekspresję, lecz przez aktywa­
cję odpowiedniej fosfatazy. Osłabienie aktywności kinazy 
C działa hamująco na takie procesy, jak: agregacja płytek 
krwi, produkcja NO przez komórki śródbłonka, produkcja 
nadtlenków przez neutrofile i makrofagi, a także powoduje 
osłabienie proliferacji komórek mięśni gładkich [8].

Stosowane w medycynie preparaty zawierające witami­
nę E, zawierają a-tokoferol w formie zestryfikowanej, naj­
częściej w postaci octanu a-tokoferolu. Ostatnie doniesienia 
sugerują występowanie naturalnej formy witaminy E, także 
będącej estrem - fosforanu a-tokoferolu [12], zidentyfikowa­
nego w wątrobie i tkance tłuszczowej szczura. Jest to zwią­
zek rozpuszczalny w wodzie i odporny na hydrolizę pod 
wpływem  mocnych kwasów i zasad. Postuluje się, że fosfo­
ran a-tokoferolu może uczestniczyć w wew nątrzkom órko­
w ym  transporcie oraz sygnalizacji komórkowej [12].

y-TOKOFEROL

Pomimo że z czterech izoform tokoferoli największe zna­
czenia dla człowieka ma forma a, ze względu na sprawne 
wchłanianie i transport w organizmie człowieka, niemniej- 
sze zasługi są przypisywane formie y. Zatrzymywanie y-to- 
koferolu w tkankach (krwi, tkance tłuszczowej, mięśniach, 
skórze) jest dużo mniejsze niż a-tokoferolu [13]. Te różnice 
praw dopodobnie mają swoje źródło w innym mechanizmie 
metabolicznym pomiędzy tymi formami. Podczas gdy a-to- 
koferol wraz z lipoproteinami o małej gęstości (VLDL) jest 
transportowany z wątroby przez krew do tkanek, przew a­
żająca ilość y-tokoferolu jest przekształcana w wątrobie, w 
procesie uzależnionym od cytochromu P450, w hydrofito­
wy związek, 2,7,8-trimetylo-2-((3-karboksyetylo)-6-hydrok- 
sychroman (y-CEHC), który jest w ydalany wraz z moczem
[13]. y-Tokoferol nie ma tak silnych właściwości przeciw- 
utleniających, jak a-tokoferol, jednak brak podstawnika 
metylowego przy C-5 w pierścieniu aromatycznym, czyni 
z niego doskonały wygaszacz reaktywnych form tlenoazo- 
towych (ditlenek azotu, nadtlenoazotyn) [13]. W wyniku 
reakcji y-tokoferolu z tymi rodnikami powstaje 5-nitro-y- 
tokoferol, natomiast całkowicie podstawiony pierścień a-

tokoferolu uniemożliwia zajście takiej reakcji. Stwierdzono 
także, że y-tokoferol działa przeciwzapalnie, hamując w y­
dzielanie prostaglandyny E2 syntetyzowanej podczas po­
budzania makrofagów lipopolisacharydem i interleukiną 
1(3 [13]. Ostanie badania sugerują także, że y-tokoferol może 
chronić przed chorobami serca i nowotworem  prostaty [13]. 
Opisano też interesującą zależność pomiędzy zawartością 
y-tokoferolu w surowicy a zachorowalnością na raka płuc
[14]. Poziom y-tokoferolu w  surowicy w populacji miesz­
kańców wysp Fidżi jest około dwukrotnie wyższy niż w 
populacji z wysp Cooka przy podobnym  poziomie a-toko­
ferolu w obu populacjach. Natomiast zachorowalność na 
raka płuc jest 10-20 razy mniejsza na wyspach Fidżi niż na 
wyspach Cooka, pomimo podobnej częstości palenia.

TOKOTRIENOLE

Oprócz wielu doniesień o dobroczynnych właściwościach 
tokoferoli, na uwagę zasługują także znamienne właściwo­
ści tokotrienoli. Pomimo że związki te charakteryzują się 
wyższą aktywnością przeciwutleniającą, ich biodostępność 
po doustnym  podaniu jest znacznie ograniczona. Tokotrie- 
nole nie są rozpoznawane przez a-TTP i w  związku z tym 
maja krótki czas życia [15]. Tokotrienole szybko przenikają 
w głąb skóry, gdzie zwalczają efekty stresu oksydacyjnego 
indukowanego przez UV czy ozon [15]. Obiecującym spo­
sobem wykorzystania tokotrienoli, byłaby ich aplikacja bez­
pośrednio do skóry, przez co uniezależniłyby się od prze­
nośników białkowych i ich potencjał mógłby zostać w  pełni 
wykorzystany. Ponadto wykazano, że tokotrienole obniżają 
poziom cholesterolu i lipoprotein surowicy, co może zapo­
biegać chorobom układu krążenia i serca, wykazują działa­
nie przeciwzakrzepowe (hamowanie syntezy trom boksanu 
B2, obniżanie poziomu czynnika płytkowego PF4), przeciw- 
nowotworowe (hamowanie proliferacji komórek melanomy 
B16, hamowanie wzrostu linii komórkowych raka piersi 
niezależnie od estrogenowego statusu receptorów, ekspresji 
wczesnego antygenu wirusa Epsteina-Barr, hepatokarcyno- 
genezy) oraz neuroprotekcyjne (hamowanie śmierci kom ó­
rek neuronowych, indukowanej przez glutaminian), m ogą­
ce zapobiegać neurodegeneracyjnym chorobom, takim jak 
choroba Alzheimera, Parkinsona czy Huntingtona [15,16].

WYSTĘPOWANIE ORAZ BIOSYNTEZA 
TOKOFEROLI I TOKOTRIENOLI U ROŚLIN

WYSTĘPOWANIE

Tokoferole zidentyfikowano u sinic (cyjanobakterii), glo­
nów, roślin i zwierząt, pomimo że zwierzęta nie potrafią 
ich syntetyzować [3,17]. Związki te wykryto we w szyst­
kich fotosyntetyzujących organizmach, z wyjątkiem sinicy 
Anacystis nidulans [3]. W oparciu o dotychczas zbadane ge­
nomy sinic, można przypuszczać, że wiele z nich nie jest 
zdolnych do syntezy tokoferoli [18]. Tokoferole znaleziono 
we wszystkich organach roślinnych [3], istnieje jednak duże 
zróżnicowanie jeśli chodzi o całkowitą zawartości tokofero­
li, jak i udziału w nich poszczególnych izomerów, od bar­
dzo niskich w bulwach ziemniaka (poniżej 1 p g /  g świeżej 
masy), do bardzo wysokich w  nasionach i olejach z nich 
pozyskiwanych (powyżej 1 m g /g  oleju) [19,20] (Tabela 1). 
W większości tkanek przeważa a-tokoferol, z wyjątkiem 
nasion, gdzie udział y izomeru jest zwykle największy.
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Nietypowym składem tokoferoli charakteryzują się pędy 
pasożytniczych roślin z rodzaju kanianka (Cuscuta), gdzie 
u większości gatunków dominuje y-tokoferol [21]. Na przy­
kład C. japonica jest gatunkiem wyjątkowym ze względu na 
brak a- i (3-tokoferolu, za to dominującym izomerem jest 5- 
tokoferol [21].

Tokotrienole nie występują zazwyczaj w zielonych czę­
ściach roślin wyższych, natomiast spotykane są w znacz­
nych ilościach w nasionach niektórych gatunków (jęczmień
[22], pszenica, ryż, kukurydza, palma olejowa [19,20], kokos
[23], liczi, kasztanowiec chiński, ostróżka ogrodowa [24]) 
oraz w komórkach wyspecjalizowanych w w ytw arzaniu la­
teksu [3]. Stwierdzono, że w obrębie nasion zbóż rozmiesz­
czenie tokoferoli i tokotrienoli jest nierównomierne: toko- 
ferole występują prawie wyłącznie w zarodku, natomiast 
tokotrienole w endosperm ie [22].

Tokochromanole zidentyfikowano w wielu roślinnych 
plastydach: amyloplastach nasion i bulw, chloroplastach 
tkanek fotosyntetyzujących, leukoplastach płatków oraz 
chromoplastach owoców [25]. Znaleziono je również w  wa- 
kuoli liści jęczmienia oraz błonach mikrosomalnych korze­
nia soi [3]. Jednak dane dotyczące pozaplastydowej lokali­
zacji tokoferoli wymagają weryfikacji. W obrębie chloropla­
stu, obecność a-tokoferolu została stwierdzona w otoczce 
plastydowej (miejsce biosyntezy), w plastoglobulach zloka­
lizowanych w stromie chloroplastu (miejsce przechowywa­
nia) oraz w tylakoidach [3,25], W obrębie błon tokoferole są 
związane z warstw ą lipidową, rzadko z domenami białko­
wymi. Hydrofobowy „ogon" tokoferoli jest zakotwiczony 
w warstwie lipidowej błony, natomiast polarna „głowa" 
znajduje się przy jej powierzchni.

BIOSYNTEZA

U roślin głównym miejscem syntezy lipidów prenylo- 
wych (tokoferole, tokotrienole, fitol, filochinon, plastochi- 
non) są plastydy. U roślin synteza tokoferoli, tokotrienoli 
i plastochinonu jest ze sobą powiązana [26]. W spólnym 
prekursorem  tych związków jest kwas hom ogentyzynowy 
(HGA), syntezowany w cytosolu przez enzym dioksygena- 
zę 4-hydroksyfenylopirogronianu (HPPD) (Ryc. 2). Zablo­
kowanie aktywności tego enzymu przez mutacje w  genie 
hpd lub przez specyficzne inhibitory prowadzi do znacz­
nego ograniczenia biosyntezy tokoferoli i plastochinonu u 
roślin wyższych [27], Jednakże, jak wykazano u sinicy Syne- 
chocystis, mutacja w  genie hpd prowadzi do upośledzenia je­
dynie biosyntezy tokoferoli, co sugeruje alternatywny szlak 
biosyntezy plastochinonu u tej sinicy [1,28]. W strukturze 
chemicznej tokoferoli i tokotrienoli można wyróżnić dwie 
części składowe: chromanolowy pierścień oraz prenylowy 
łańcuch boczny. Aromatyczna „głowa" syntetyzowana jest 
w szlaku kwasu szikimowego w cytosolu, natomiast pre­
nylowy „ogon" w  szlaku l-deoksy-D-ksylulozo-5-fosfo- 
ranowym, zachodzącym w stromie chloroplastu. (Ryc. 2). 
Związkiem prekursorowym  do biosyntezy plastydowych 
izoprenoidów jest l-deoksy-D-ksylulozo-5-fosforan, który 
powstaje z pirogronianu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego. 
W szeregu reakcji, w  których biorą udział reduktazy, de- 
hydratazy, kinazy, NADPH i ATP, powstaje pirofosforan 
izopentenylu (C_), z którego, w wyniku kondensacji trzech

kolejnych reszt tego związku, tworzy się pirofosforan gera- 
nylogeranylu (GGPP) (C20), będący związkiem pośrednim 
w syntezie m. in. fitolu chlorofilu, karotenoidów, łańcuchów 
bocznych chinonów, tokoferoli i tokotrienoli. W syntezie 
tokotrienoli bierze udział GGPP, podczas gdy do w ytw o­
rzenia tokoferoli konieczny jest pirofosforan fitylu (Ryc. 2). 
Powstaje on z GGPP w osłonce chloroplastowej w  reakcji 
katalizowanej przez reduktazę geranylogeranylu [29]. Jak 
wykazano ostatnio, również fitol, uwolniony w czasie de­
gradacji chlorofilu, może służyć jako substrat do syntezy 
tokoferolu [1].

Synteza pierścienia aromatycznego tokoferoli odbywa się 
w  szlaku kwasu szikimowego (Ryc. 2). Produktem  pierwszej 
reakcji jest 3-deoksy-D-arabinoheptulozo-5-fosforan, który 
powstaje w wyniku kondensacji fosfoenolopirogronianu i 
erytrozo-4-fosforanu. Szereg dalszych przemian prowadzi 
do przekształcenia tego związku w 4-hydroksyfenylopiro- 
gronian (HPP), którego bezpośrednim  prekursorem jest ty­
rozyna. Z HPP w reakcji katalizowanej przez HPPD, tworzy 
się HGA. Pirofosforan fitylu ulega przeniesieniu na HGA, 
dając 2-metylo-6-fitylochinol (MPBQ). Następnie specy­
ficzna metylotransferaza (MPBQ-MT) katalizuje przemianę 
tego związku w 2,3-dimetylo-5-fitylochinol (DMPBQ). W 
wyniku działania cyklazy tokoferolowej powstaje y-toko- 
ferol. Metylotransferaza y-tokoferolu (y-TMT) w prow adza 
grupę metylową do C-6 w pierścieniu i tworzy się a-toko- 
ferol (Ryc. 2). Cyklaza tokoferolu może także katalizować 
cyklizację MPBQ do ó-tokoferolu, a ten z kolei może być 
przekształcony przez y-TMT w (3-tokoferol (Ryc. 2).

Rycina 2. Biosynteza tokoferoli u roślin.
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W przypadku biosyntezy tokotrienoli, GGPP jest prze­
noszony bezpośrednio na HGA, dając 2-metylo-6-geranylo- 
geranylochinol przy udziale specyficznego enzymu. Dalsze 
etapy biosyntezy tokotrienoli są analogiczne do syntezy 
odpowiednich tokoferoli i katalizowane przez te same en­
zymy.

Do niedawna przypuszczano, że wszystkie etapy biosyn­
tezy a-tokoferolu, poczynając od kondensacji HGA i piro- 
fosforanu fitylu, zachodzą w wewnętrznej błonie otoczki 
chloroplastu, jednak ostatnio wykazano, że cyklaza tokofe- 
rolowa jest zlokalizowana w obrębie plastoglobul [30]. N a­
tomiast nie zidentyfikowano tam y-TMT, ostatniego enzy­
m u szlaku syntezy a-tokoferolu i lokalizacja tego enzymu 
pozostaje nieznana.

Narzędzia inżynierii genetycznej umożliwiły dokładne 
poznanie molekularnego mechanizmu biosyntezy tokochro- 
manoli. Genetyczne i molekularne podstawy tych procesów 
poznano dzięki dw óm  m odelowym  organizmom: Arabidop- 
sis thaliana i Synechocystis PCC6803. Ciekawe jest, że z wyjąt­
kiem metylotransferazy 2-metylo-6-fitylochinolu, kluczowe 
enzymy szlaku biosyntetycznego tokochromanoli roślin i si­
nic wykazują dużą homologię w  sekwencji aminokwasowej 
[26]. Dzięki dokładnem u rozpracowaniu poszczególnych 
etapów biosyntezy tokochromanoli możliwe jest w ykorzy­
stanie tych informacji do zwiększenia zawartości tokofero­
li w roślinach, co z kolei może mieć korzystny wpływ na 
zdrowie człowieka. Istnieje kilka „punktów  kontrolnych" 
szlaku biosyntetycznego tokoferoli, które dzięki modyfika­
cjom genetycznym pozwalają na wpływanie na ich zaw ar­
tość. Pierwszym „punktem " jest reakcja katalizowana przez 
enzym HPPD. Jak już w spom niano wcześniej, enzym ten, 
kodowany przez gen hpd (jpsdl), jest wspólnym  enzymem 
dla szlaku biosyntezy tokochromanoli i plastochinonów
[27,28] i katalizuje syntezę HGA. Wykazano, że egzogenne 
dostarczenie HGA powoduje zwiększenie syntezy tokofero- 
lu w  kulturach komórkowych [31]. Ponadto udowodniono, 
że nadeskpresja genów kodujących y-TMT i MPBQ-MT w 
nasionach soi znacznie podnosi zawartość witaminy E [31]. 
Jak wiadomo, nasiona roślin akumulują zwykle mało a-to- 
koferolu (formy o najwyższym potencjale przeciwutleniają- 
cym), gromadzą zaś y- i 5-tokoferol o znacznie mniejszej ak­
tywności witaminy E. Nadeskpresja tych dwóch enzymów 
u soi doprowadziła w  95% do zamiany mniej aktywnych 
form w a-tokoferol [31].

ANTYOKSYDACYJNA AKTYWNOŚĆ 
TOKOFEROLI I TOKOTRIENOLI U ROŚLIN

Zdolność tokoferoli i tokotrienoli do neutralizacji wolnych 
rodników wynika z ich zdolności do przekazywania w odo­
ru fenolowego na lipidowe wolne rodniki. Ta właściwość 
jest uw arunkow ana kilkoma szczególnymi cechami jakie 
posiadają omawiane związki: a) stopniem metylacji arom a­
tycznego pierścienia (a > p = y > 5), b) rozmiarem heterocy­
klicznego pierścienia, c) długością prenylowego łańcucha. 
Podejrzewa się, że stopień nienasycenia prenylowego łań­
cucha (co różni tokoferole od tokotrienoli) może determino­
wać ich rozpuszczalność w tłuszczach i zatrzymywanie w 
błonach lipidowych. Im większy stopień nienasycenia, tym 
lepsza rozpuszczalność w tłuszczach. Stwierdzono także, że

a-tokotrienol charakteryzuje się znacznie większą aktyw ­
nością przeciwutleniającą niż a-tokoferol [15]. Ponadto, ak­
tywność antyoksydacyjna tokoferoli w  procesie utleniania 
lipidów in vivo przedstawia się następująco: a  > p > y > 6, 
podczas gdy in vitro ta zależność jest odwrotna [3].

Wykazano, że u roślin tokoferole i tokotrienole pełnią 
dwojaką funkcję: usuwają rodnikowe produkty utleniania 
lipidów oraz wygaszają tlen singletowy 10 2 i usuwają inne 
reaktywne formy tlenu [17]. Jako antyoksydanty, tokochro- 
manole neutralizują rodniki nadtlenkowe lipidów, które wy­
wołują łańcuchowe reakcje peroksydacji lipidów [32,33]. Pro­
dukty peroksydacji lipidów modyfikują właściwości fizyczne 
błon komórkowych, co w konsekwencji może prowadzić do 
utraty integralności błon wewnątrzkomórkowych. Tokofero­
le i tokotrienole neutralizują, powstające w  czasie utleniania 
PUF A, rodniki nadtlenkowe lipidów, w  ten sposób, że odda­
ją atom wodoru, który przyłącza się do rodnika lipidowego. 
Wytwarzają się przy tym rodniki tokoferoksylowe lub toko- 
trienoksylowe, które są regenerowane do form wyjściowych 
przez askorbinian [17]. a-Tokoferol jest także efektywnym 
wygaszaczem tlenu singletowego(10 2). Zdolność do reakcji 
z 10 2 zależy od obecności wolnej grupy -O H  w pierścieniu. 
a-Tokoferol może również doprowadzić do usunięcia 'O, 
na drodze reakcji chemicznej [32]. Powstaje wtedy epoksyd 
tokoferolochinonu oraz a-tokoferylochinon [17]. Ten ostatni 
związek w postaci zredukowanej także posiada właściwości 
przeciwutleniające [25].

W żywych komórkach efekt przeciwutleniający jest w y­
padkow ą działania poszczególnych przeciwutleniaczy. 
Mogą one oddziaływać ze sobą w różny sposób:

a) chronią siebie nawzajem przed oksydacją; wykazano 
kooperację w wygaszaniu tlenu singletowego pomiędzy 
a-tokoferolem a (3-karotenem w błonach lipidowych, p-ka- 
roten odgrywa rolę antyoksydanta przy niskich ciśnieniach 
tlenu, podczas gdy wysokie ciśnienie znosi jego działanie. 
a-Tokoferol może zastępować p-karoten w ochronie błon li­
pidowych przed oksydacją [34], Współzależność pomiędzy 
a-tokoferolem a p-karotenem w ochronie fotosystemu II 
wykazano u Chlamydomonas reinhardtii po traktowaniu tego 
glonu herbicydami [35,36]. Ta współpraca w ochronie pole­
ga na wygaszaniu tlenu singletowego. Ponadto wykazano, 
że m utant npql Arabidopsis, charakteryzujący się brakiem 
deepoksydazy wiolaksantyny, akumuluje większe ilości a- 
tokoferolu w czasie aklimacji do w arunków  silnego oświe­
tlenia. Sugeruje to, że współzależność pomiędzy a-tokofe­
rolem a wysoką zawartością zeaksantyny jest odpowiedzią 
na stres świetlny u roślin [37],
b) inne antyoksydanty biorą udział w regenerowaniu a-to ­
koferolu, np.: kwas askorbinowy. Związek ten uczestniczy 
w  redukcji rodnika a-tokoferoksylowego do a-tokoferolu. 
W ytworzony w tym czasie m onodehydroaskorbinian jest z 
powrotem  przekształcany w kwas askorbinowy przez re- 
duktazę dehydroaskorbinianową oraz glutation [3].

INNE FUNKCJE TOKOFEROLI U ROŚLIN

a-Tokoferol, a przede wszystkim a-tokoferolochinon 
(produkt utleniania a-tokoferolu) mają w pływ  na przepływ 
elektronów w obrębie fotosystemu II [38]. a-tokoferolochi­
non jest także efektywnym wygaszaczem fluorescencji chlo­
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rofilu w  fotosystemie II [38]. Wykazano, że cykliczny trans­
port elektronów wokół PSU jest ham ow any przez a-tokofe- 
rol, a stym ulowany przez a-tokoferolochinon, który może 
utleniać cytochrom b..4, co stanowi swoistą fotoprotekcję 
przed nadm iarem  energii świetlnej w tylakoidach [38].

Wykazano także, że a-tokoferol bierze udział w kom u­
nikacji międzykomórkowej [3]. Badania sugerują, iż toko­
ferole regulują ilość kwasu jasmonowego (JA) w liściach, co 
wpływa z kolei na rozwój roślin i ich odpow iedź na stres. 
Tokoferole mają pośredni w pływ na akumulację JA przez 
kontrolowanie szybkości utleniania lipidów w chloropla­
stach i nagrom adzenia się nadtlenków lipidów, które z kolei 
są wykorzystywane do syntezy JA [39]. JA reguluje ekspre­
sję genów w jądrze — wpływ a na fotosyntezę, degradację 
chlorofilu, metabolizm antocyjanów i antyoksydantów (to- 
koferolu, glutationu) [39,40]. Indukcja tych genów przez JA, 
może być podstawą do zwiększenia w ytwarzania tokoferoli 
i tym sam ym  ochrony roślin [39], Badania prow adzone na 
kukurydzy i ziemniaku wykazały, że a-tokoferol jest za­
angażowany w eksport metabolitów z liści do floemu [1], 
Obniżona zawartość tokoferolu u m utanta kukurydzy i w 
transgenicznych ziemniakach przejawiała się akumulacją 
w liściach sacharozy, skrobi, antocyjanin oraz nieprawidło­
wym  wykształceniem plazm odesm ów [1], Związana z tym 
faktem może być obecność tokoferoli u kanianek (Cuscuta 
sp.). U tych pasożytniczych roślin zasadniczą rolę odgrywa 
transport asymilatów od gospodarza. Uzależnienie funkcjo­
nowania od żywiciela spowodowało u nich redukcję apa­
ratu fotosyntetycznego. Dlatego podejrzewa się, że funkcją 
tokoferoli u kanianek jest raczej wspomaganie transportu 
cukrów niż udział w ochronie przed fotooksydacją [18].

ZMIANY ZAWARTOŚCI TOKOFEROLI 
W TRAKCIE WZROSTU I ROZWOJU 
ROŚLIN ORAZ WPŁYW WARUNKÓW 
ŚRODOWISKOWYCH NA ICH ZAWARTOŚĆ

Wysoka zawartość tokoferoli w nasionach jest uw a­
runkow ana potrzebą ochrony przed utlenianiem kwasów 
tłuszczowych olejów w nich zawartych. Ogólna zawartość 
tokoferoli ulega podwyższeniu także w czasie dojrzewania 
owoców. W tym czasie stężenie form a  i p wzrasta znacz­
nie, natomiast izomer y wykazuje wzrost zawartości na po­
czątku, a w  końcowych stadiach dojrzewania obserwuje się 
spadek jego zawartości. Przykładowo, u papryki (Capsicum 
annuum) zawartość y-tokoferolu wzrasta, osiągając maksy­
malne stężenie w czerwonych, soczystych owocach, a po­
tem spada [3]. Innym przykładem jest soja, u której zaw ar­
tość a-tokoferolu wzrasta na początku kiełkowania, a po 
24 godzinach spada, co ma związek z nagrom adzeniem  się 
reaktywnych form tlenu, które generuje proces kiełkowa­
nia [3]. Ponadto okazało się, że młode liście rzodkiewnika 
(Arabidopsis) wykazują większą tolerancję na obecność tlenu 
singletowego niż starsze, pomimo że zawartość a-tokofero- 
lu jest taka sama [37], Sugeruje to, że starzenie się liści jest 
związane raczej ze zmianą wielu czynników niż ze zmianą 
stężenia pojedynczego przeciwutleniacza. W zrost zaw ar­
tości a-tokoferolu (czasami także y-tokoferolu) w począt­
kowych stadiach starzenia się liści i późniejszy ich spadek, 
obserwowany był także u jęczmienia [3], Prawdopodobnie, 
tokoferole nie tylko przyczyniają się do podtrzym ania inte­

gralności błon w pierwszych etapach starzenia się liści, lecz 
także mają w pływ  na ekspresję genów zaangażowanych w 
syntezę genów związanych ze starzeniem.

Wysokie natężenie światła jest jednym  z czynników mo­
dyfikujących w największym stopniu zawartość tokoferoli 
w liściach. W ykazano na przykład, że zawartość a-tokofero­
lu w liściach buka i dębu wyeksponowanych na silne świa­
tło jest kilkukrotnie wyższa niż w  liściach zacienionych. 
[41], Świadczy to o działaniu fotoprotekcyjnym tokoferoli. 
Taki wniosek potwierdza także wysokie stężenie a-toko- 
ferolu u roślin wysokogórskich, które są często narażone 
na działanie silnego światła oraz niskiej tem peratury [3]. 
Stwierdzono także w ahania poziomu a-tokoferolu uw arun ­
kowane rytm em  dobowym  roślin. U alpejskich gatunków 
maksymalna koncentracja a-tokoferolu występuje w  połu­
dnie, a najniższa jest w  okresie nocnym [3], Natomiast u ro­
ślin śródziemnomorskich zawartość a-tokoferolu utrzym u­
je się na stałym poziomie w ciągu całego dnia [42]. Wzrost 
zawartości a-tokoferolu u roślin powoduje także: niedobór 
wody, promieniowanie UV-B, niska temperatura. W iadomo 
jednak, że w warunkach stresowych współdziałają ze sobą 
rozmaite mechanizmy protekcyjne, a niedobór któregoś z 
nich może być rekompensowany przez podwyższoną ak­
tywność innego mechanizmu. Na przykład, u m utanta vtel 
Arabidopsis thaliana — całkowicie pozbawionego tokoferoli 
— zaobserwowano zahamowanie w zrostu o 10-15% oraz 
niewielki spadek zawartości chlorofilu i kwantowej wydaj­
ności fotosyntetycznej przy intensywności światła 850 gmol 
fotonów n r 2 s_1 [43]. Z kolei m utanty Synechocystis pomimo 
braku tokoferoli, przeżywają zarówno w optymalnych w a­
runkach oświetlenia, jak i w  w arunkach stresu świetlnego 
[44]. Dowiedziono także, że w młodych, rozwijających się 
liściach transgenicznego tytoniu, u którego zredukowana 
jest aktywność reduktazy geranylogeranylu (mutant chlP), 
selektywnie gromadzą się barwniki cyklu ksantofilowego, 
co pozwala na przystosowanie do silnego światła i zapobie­
ga fotooksydacyjnym zniszczeniom [45], Dane te w pełni 
potwierdzają istnienie alternatywnych form ochrony roślin 
przy braku lub niedoborze tokoferoli. W sytuacji odw rot­
nej, tzn. w  przypadku osłabienia innych mechanizmów 
ochronnych, wzrost zawartości tokoferoli przeciwdziała de­
strukcyjnym zjawiskom. U m utanta npql Arabidopsis, który 
charakteryzuje się brakiem deepoksydazy wiolaksantyny, 
enzymu przekształcającego wiolaksantynę w zeaksantynę 
przy nadmiarze światła (cykl ksantofilowy), liście akum ulu- 
ją więcej a-tokoferolu podczas fotoaklimacji [37],

Podsumowując, wzrost stężenia tokoferoli jest odpow ie­
dzią na stres, wywołany przez różne czynniki środowisko­
we. Jednak odpow iedź ta jest sum ą reakcji wielu mechani­
zm ów obronnych funkcjonujących w roślinie, a tokoferol 
jest jednym z ogniw protekcyjnych. Jedynie rozpatrywanie 
funkcji tokoferoli w kontekście oddziaływań z innymi czyn­
nikami ma sens i jest w  pełni zrozumiałe. Niedobór lub brak 
któregoś z fotoprotekcyjnych lub antyoksydacyjnych me­
chanizmów nie prow adzi do śmierci roślin, ponieważ ist­
nieją mechanizmy wyrównawcze, zapobiegające uszkodze­
niom komórek i tkanek. Tylko zniszczenie wszystkich tych 
mechanizmów lub bardzo silny stres może doprowadzić do 
śmierci rośliny.
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Tabela 1. Zawartość tokochromanoli w wybranych roślinach i olejach [19,20],

Roślina i organ Całkowita zaw artość tokoferoli 
[H g/gś.m . lub g g /g  oleju]

Procent
a-T

Procentowy udział pozostałych 
izom erów tokochrom anoli

Ziem niak — bulw a 0,7 90 10% y+ß-T*

Sałata — liść 7 55 45% y-T

Szpinak — liść 30 63 5% y-T, 33% 6-T

Kapusta — liść 17 100 -

Synechocystis sp. PCC6803 10 95 5% y-t

Rzodkiewnik — liść 10-20 90 10% Y-T

Rzodkiewnik — nasiona 200-300 0 95% y-T, 5% 6-T

Pszenica — nasiona 50 20 56% ß-T 3,15% ß-T, 10% a-T3

Pszenica — olej z kiełków 2700 47 25% ß-T, 10% y-T, 7% ß-T3 J
Ryż — białe ziarna 17 18 30% a-T3, 30% y-T 3,18% Y-T

K ukurydza — nasiona 60 10 75% y-T, 15% o+y-T3 HHB!
K ukurydza — olej z nasion 1000 20 70% y-T, 7% 6-T

Palma olejowa — liść 300-500 100

Palma olejowa- olej z nasion 500 25 30% a-T3, 40% Y-T3,

Soja — olej z nasion 1200 7 70% y-T, 22% 6-T

Słonecznik — olej z nasion 700 96 4% y+ß-T

Rzepak — olej 500-700 27 73% y-T

*T: tokoferol, T3: tokotrienol
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ABSTRACT
Tocochromanols belong to a group of compounds comprising tocopherols and tocotrienols, known as vitamin E. Apart from the well known  
antioxidant properties of these compounds, there is increasing evidence accumulating for their additional function in men, manifesting in 
lowering of blood cholesterol level, anticancer and neuroprotective action, especially in the case of tocotrienols. The present article describes 
the structure of tocochromanols, their occurrence and biosynthesis in plants. The mechanism of antioxidant action of these compounds and 
recently recognized additional functions in plants and animals are presented.
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Słowa kluczowe: prion, terminacja transla­
cji, ewolucja drożdży, poszukiw anie leków

Wykaz skrótów: PrD — dom ena w pływ a­
jąca na przem ianę konformacyjną tworzącą 
prion w  kom órkach drożdży; PrP — biał­
ko występujące u ssaków, tworzące prion; 
[PSI+] — prion drożdżow y tw orzony przez 
zagregow aną formę Sup35p; [psi-] — feno­
typ dzikich pod w zględem  prionu [PS/+] 
drożdży; Sup35p — czynnik terminacji 
translacji Sup35 w ystępujący u drożdży
S. cerevisiae

STRESZCZENIE

Priony charakteryzują się możliwością przyjmowania dwóch alternatywnych, ale stabil­
nych energetycznie struktur przestrzennych. Obok badanych na szeroką skalę prionów  

występujących u ssaków, białka o charakterze prionów spotkać można również w komór­
kach drożdży Saccharomyces cerevisiae. Badania doprowadziły do sformuowania przeciw­
stawnych hipotez tłumaczących istnienie prionu [PS7+] w komórkach drożdży. Postuluje 
się udział tego prionu w  ewolucji S. cerevisiae, jednak istnieją również badania sugerujące 
szkodliwy w pływ  prionów na fizjologię drożdży. W ostatnich latach, ze względu na wspólne  
cechy ze ssaczymi prionami, drożdżowe priony wykorzystywane są również do szybkiego  
przeszukiwania bibliotek potencjalnych leków przeciwprionowych. Niniejsza praca prezen­
tuje najnowsze kierunki badań nad drożdżowym prionem [PS/+].

WPROWADZENIE

Termin „prion" po raz pierwszy został użyty do opisania białkowej cząstecz­
ki zakaźnej (ang. proteinaceous infectious particie), będącej przyczyną pasażowal- 
nych encefalopatii gąbczastych (ang. transmissible spongiform encephalopathies) 
[1]. Obecnie wiadomo, że priony stanowią bardzo osobliwą grupę białek, które 
charakteryzują się możliwością przyjmowania co najmniej dwóch odmiennych, 
stabilnych konformacji. Białko o niezmienionym kształcie może z różnych przy ­
czyn, przyjmować alternatywną konformację bez najmniejszych zmian w  jego 
sekwencji reszt aminokwasowych. Tego typu białka występują u wielu gatun­
ków ssaków i znane są jako PrP [2], jednak ich funkcje fizjologiczne nie zostały 
dotąd poznane. W ażną cechą białek o charakterze prionu jest możliwość od ­
wracalnej zmiany ich kształtu. Jednak w przypadku prionów występujących u 
ssaków jest to możliwe jedynie in vitro [3]. W warunkach fizjologicznych przy­
wrócenie pierwotnej konformacji PrP nie jest możliwe i z tego pow odu choroby, 
których przyczyną są priony zawsze są śmiertelne.

Przełom w  badaniach nad prionami nastąpił wraz z odkryciem białek wykazu­
jących wyżej wymienione cechy w grzybach, m. in. w drożdżach piekarniczych 
Saccharomyces cerevisiae [4,5], nie wykazują one jednak dużego podobieństwa do 
PrP występujących u ssaków pod względem sekwencji reszt aminokwasowych, 
ani struktury przestrzennej. W odróżnieniu od prionów występujących u ssaków, 
funkcje drożdżowych prionów są stosunkowo dobrze poznane i wiadomo, że bio­
rą one udział w określonych procesach zachodzących w komórce. Stwierdzono 
również, że zmiana konformacji białka często uniemożliwia jego poprawne funk­
cjonowanie, a efekty można zaobserwować w postaci zmiany fenotypu. Uważa 
się, że utrata funkcji białka jest związana również z jego agregacją. Fenotyp, który 
uległ zmianie w  wyniku zmiany konformacji białka tworzącego prion, przekazy­
wany jest komórce potomnej, ponieważ białka o zmienionej konformacji, będące 
przyczyną tego stanu, również przekazywane są komórce potomnej razem z cy- 
toplazmą.

ODKRYCIE [PSI+]

Jeden z najlepiej poznanych drożdżowych prionów będący przyczyną fenoty­
pu [PS/+], charakteryzujący się pomijaniem kodonów stop, został opisany po raz 
pierwszy w 1965r. przez Briana Coxa, który prowadził badania nad supresorami 
mutacji typu nonsens [6]. Wykazał on, że częstość pomijania kodonów stop zależy 
od obecności cytoplazmatycznego czynnika [PS7+], którego natura jeszcze w te­
dy nie była znana. Następnie wykazano, że fenotyp [PS/+] może być związany z 
mutacją m.in. w  genie SUP35, jednak mutacja ta była recesywna i dziedziczona 
zgodnie z praw em  Mendla w stosunku 2:2, natomiast czynnik [PS/+] przekazy­
w any był do wszystkich komórek potomnych. Ponadto wykazano, że przenie­
sienie cytoplazmy z komórek o fenotypie [PS/+] do komórek [psi-] powoduje u 
nich zmianę fenotypu [7], Sugerowało to udział cząsteczek DNA występujących
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w cytoplazmie, wykazano jednak, że czynnik ten nie jest 
związany z DNA mitochondrialnym, plazmidem 2p i 20S 
RN A [7-9], Odkryto natomiast, że zastosowanie łagodnych 
czynników denaturujących białka powoduje zmniejszenie 
wydajności pomijania kodonów stop. Doprowadziło to do 
wniosku, że czynnik [PS/+] występuje w  wielu kopiach, naj­
prawdopodobniej w  postaci białka [5],

W połowie lat 90. ubiegłego stulecia zespół Reeda Wick- 
nera zaproponował hipotezę, która zakładała, że czynnik 
[PS/+] może być formą prionową białka Sup35 [5]. Białko 
to wchodzi w skład kompleksu terminacji translacji i jest 
niezbędne do poprawnego zakończenia procesu translacji. 
Hipoteza zespołu Wicknera, wraz z wynikami prac innych 
badaczy uzyskanymi do tego czasu, doskonale tłumaczyła 
pierwsze obserwacje Coxa.

Hipoteza zespołu Wicknera zakładała, że w komórkach 
[psi-] białko Sup35 ma konformację pozwalającą funkcjono­
wać temu białku normalnie (Sup35ppsi ), podczas gdy w  ko­
mórkach z fenotypem [PSI+] przeważa forma nadająca cha­
rakter prionu tem u białku (Sup35prei+). Hipoteza przew idy­
wała ponadto zdolność Sup35pPSI+ do zmiany konformacji 
Sup35pps‘~ w formę SupSSp1̂  [5], Pewnym potwierdzeniem 
tego zjawiska była obserwacja pojawiających się de novo ko­
mórek [PS/+] po wyrażeniu dużej liczby cząsteczek Sup35p 
z plazmidu niosącego gen SUP35 [10]. Zinterpretowano 
to jako dowód na przypadkow ą zmianę struktury białka 
Sup35, która zachodzi z większym prawdopodobieństwem , 
gdy istnieje większa liczba cząsteczek, która może poddać 
się takiej zmianie [5]. Innym w ażnym  odkryciem, związa­
nym z genem SUP35, była jedna z jego mutacji, nazwana 
PNM2 (ang. Psi no more) [11], Ta dominująca mutacja cha­
rakteryzuje się zmianą 58. aminokwasu z glicyny na kwas 
asparaginowy i powoduje zniesienie fenotypu [PS/+] [12]. 
Obszar białka, w którym znajduje się ten aminokwas na­
zwano domeną N, a dziś wiadomo, że domena ta odgrywa 
kluczową rolę, nadając białku Sup35 cechy charakterystycz­
ne dla prionu, czyli zdolność do przyjmowania dwóch róż­
nych, stosunkowo stabilnych energetycznie, konformacji.

Więcej informacji o prionie [PS/+] u drożdży S. cerevisiae 
można znaleźć w  artykule pt. „Prion [PSI] i jego w pływ  na 
terminację translacji u drożdży Saccharomyces cerevisiae" za­
mieszczonym poprzednio na łamach „Postępów Biochemii" 
[13].

ORGANIZACJA Sup35p

Białko Sup35 jest zbudow ane z łańcucha polipeptydowe- 
go, składającego się z 685 aminokwasów, w którym można 
wyodrębnić trzy domeny — N, M i C [14,15]. Zasadniczą 
część białka stanowi domena C (aminokwasy 254-685), w 
tym również część odpowiedzialna za zakończenie transla-

cji. Pozostałą część białka dzieli się na dwie części — domenę 
N (aminokwasy 1-123) i domenę M (aminokwasy 124-253). 
Domena N nadaje białku Sup35 charakter prionu, umożli­
wiając zmiany konformacji całego białka. Z tego pow odu 
dom ena ta nosi także nazwę PrD (ang. Prion-forming Doma- 
in) [16]. Domena M charakteryzuje się obecnością licznych 
am inokwasów z grupam i bocznymi obdarzonymi ładun­
kiem elektrycznym, co również może wpływać na Sup35p, 
nadając mu cechy białek prionowych [17] (Ryc. 1). Warto 
jednak podkreślić, że domena C, po usunięciu dom en N i 
M, jest w stanie funkcjonować samodzielnie jako czynnik 
terminacji translacji, co zostało potwierdzone eksperym en­
talnie [15]. Z tego pow odu uw aża się, że domeny N i M s ą  
odpowiedzialne za nadanie Sup35p charakteru prionu.

CHARAKTERYSTYKA PrD

Domena odpowiedzialna za zmianę konformacji białka 
Sup35 składa się ze 123 aminokwasów. Funkcję tej domeny 
badano różnymi sposobami, jednak jej cechy najlepiej obra­
zują prace, które polegały na doprow adzeniu do nadpro ­
dukcji samej domeny N w komórkach drożdży [18-20], W 
komórkach z nadm iarem  tego fragmentu Sup35p, zaobser­
wow ano pojawienie się agregatów białkowych charaktery­
stycznych dla komórek wykazujących fenotyp [PS/+]. Dal­
sze badania spowodowały podział tej domeny na kolejne 
dwie części ze względu na pełnione przez nie funkcje. Rejon 
NQ (reszty 1-41), szczególnie bogaty w asparaginę i gluta­
minę (ang. N  domain Q-rich), odpow iada za zmianę konfor­
macji prionu, natomiast pozostała część PrD, nazwana N R , 
zawiera pięć powtórzeń oligopeptydowych (ang. N  domain 
Repeat), których obecność jest konieczna do stabilnego p rze­
kazywania agregatów Sup35p do komórek potomnych [21]. 
Przyczyna tego zjawiska nie została poznana, jednak w yni­
ki badań sugerują, że rejon ten może być odpowiedzialny 
za fragmentację agregatu Sup35p, przeprow adzaną przez 
białko szoku cieplnego Hspl04 [22],

Fizjologiczną funkcją białka H spl04 jest przywracanie 
popraw nych konformacji zdenaturow anych i zagregowa­
nych białek przez ich podział na coraz mniejsze agregaty 
aż, potencjalnie, do pojedynczych cząsteczek białka [23]. 
Wyniki przeprow adzonych badań sugerują, że stężenie 
tego białka w  komórce zapewnia fragmentację agregatu na 
mniejsze części, które mogą być skutecznie przekazywane 
komórkom potom nym  wraz z cytoplazmą, zapewniając za­
chowanie fenotypu [PS/+] [24], Interesującą obserwacją jest 
to, że zarówno niski poziom ekspresji, jak i nadekspresja 
H spl04p  prow adzi do przywrócenia fenotypu [psi-]. Jeden 
z zaproponowanych modeli zakłada, że zbyt mała liczba 
cząsteczek H spl04p nie jest w  stanie podzielić agregatu 
Sup35p, aby był on „zarodkiem" agregatów dla każdej ko­
mórki potomnej, zaś zbyt wysoki poziom ekspresji H spl04p 
sprawia, że agregat Sup35p jest bardzo skutecznie dzielo­

ny na mniejsze części, stając się całkowicie 
rozpuszczalnym w cytoplazmie i nadaje 
komórkom fenotyp [psi-]. Mechanizm ten 
nie jest jednak do końca wyjaśniony, gdyż 
nadprodukcja białka H spl04 znosi jedynie 
priony [PSJ+], nie znosi natomiast zmian 
fenotypów związanych z innymi prionami 
drożdżow ym i [25,26].
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ZNACZENIE SEKWENCJI RESZT AMINOKWASOWYCH 
ZACHOWANEJ W EWOLUCJI

W ystępowanie PrD w takim białku jak Sup35p może się 
wydawać bardziej szkodliwe dla komórki niż pożyteczne, 
ponieważ powoduje, że komórki mogą wykazywać fenotyp 
prionu [PS7+] uniemożliwiający zakończenie translacji w 
odpow iednim  miejscu zapisanym  przez kodony stop.

Poszukiwania białek o podobnej sekwencji reszt amino­
kwasowych u innych gatunków drożdży dostarczyły jed­
nak wyników, które mogą częściowo tłumaczyć ten para­
doks. Okazało się bowiem, że w  innych gatunkach drożdży 
także występują białka wykazujące duże podobieństwo pod 
względem sekwencji reszt aminokwasowych do Sup35p z 
S. cerevisiae, posiadające domeny podobne do PrD na N- 
końcu białka [27-29], Porównanie sekwencji reszt amino­
kwasowych białek homologicznych w stosunku do Sup35 
pochodzących z różnych gatunków drożdży wykazało, że u 
wielu gatunków występuje charakterystyczna domena bo­
gata w asparaginę i glutaminę [30]. Ponadto, doświadcze­
nia wykonane na PrD z S. cerevisiae wykazały, że wszystkie 
mutacje punktowe, uniemożliwiające zmianę konformacji 
Sup35p, są zlokalizowane w pobliżu tej domeny [31]. Ob­
serwacje te mogą wskazywać na zachowanie PrD w ewo­
lucji i jej stosunkowo ważną funkcję pełnioną w komórce. 
Tezę tę potwierdzają wyniki doświadczeń przeprow adzo­
nych przez True i Lindquist [32], Wykazały one, że droż­
dże z fenotypem [PS7+] mają zwiększoną przeżywalność 
w obecności niektórych czynników toksycznych, co może 
potwierdzać sens istnienia prionów w drożdżach.

Analiza PrP występującego w różnych gatunkach ssa­
ków wykazała, że białko to ma sekwencję reszt am inokwa­
sowych w dużym  stopniu zachowaną w  ewolucji. Nie uda ­
ło się jednak dotąd ustalić fizjologicznej funkcji tego białka, 
choć wiele badań wskazuje na możliwość wiązania przez 
PrP jonów miedzi oraz wpływ na aktywność dysm utazy 
ponadtlenkowej. Poznany został również w pływ  stężenia 
jonów miedzi na ośrodkowy układ nerwowy. Okazało się, 
że utrzymanie homeostazy tego jonu jest istotne dla popraw ­
nego funkcjonowania ośrodkowego układu nerwowego. 
Udział PrP w metabolizmie jonów miedzi może więc mieć 
znaczenie w rozwoju Pasażowalnych Encefalopatii Gąbcza­
stych [33], Ostatnie badania wskazują również na wpływ 
PrP na pamięć długotrwałą [34], Obecny stan wiedzy nie 
pozwala jednak określić jednoznacznie roli PrP w komór­
kach ssaków. Choć wiele badań wskazuje na związek tego 
białka z funkcjonowaniem układu nerwowego i pamięcią, 
nie można też wykluczyć, że jest ono jedynie czynnikiem 
chorobotwórczym kodowanym  w genomach ssaków.

Niektóre badania prow adzone na prionach występują­
cych w drożdżach wskazują również na patologiczny aspekt 
części prionów drożdżowych, w  tym prionu [PS7+]. Wniosek 
ten wypływa z badań przeprow adzonych na siedemdzie­
sięciu dzikich szczepach drożdży z rodzaju Saccharomyces. 
W doświadczeniu tym założono, że skoro priony pojawia­
ją się spontanicznie i nie są szkodliwe dla funkcjonowania 
drożdży, powinny się one pojawiać z określoną częstością 
we wszystkich przebadanych szczepach drożdży. Wynik 
był jednak odmienny. Okazało się, że w jedenastu szcze­

pach drożdży występuje prion [PIN+], jednak prion [PS7+] 
nie został zidentyfikowany w żadnym  szczepie [35], Prion 
[PIN+] powstaje w  wyniku zmiany konformacji białka ko­
dowanego przez gen RNQ1, którego funkcja dotychczas nie 
została poznana. Usunięcie tego genu, w  przeciwieństwie 
do genu SUP35, nie skutkuje wyraźnymi zmianami fenoty­
pu [4], uważa się więc, że nie pełni on tak istotnych funkcji 
w komórce, jak ma to miejsce w  przypadku białka Sup35.

Brak prionu [PS7+] w szczepach dzikich może świadczyć 
o ich szkodliwym wpływie na fizjologię drożdży, zwłasz­
cza w normalnych warunkach środowiska. Autorzy tej pra ­
cy uważają więc, że jest to stan patologiczny drożdży [35]. 
Poza tym stanowiskiem, istnieje jednak przeciwstawne w y­
tłumaczenie istoty istnienia prionu [PS7+], które zostanie 
przedstawione w dalszej części pracy.

PRION [P S I+] A EWOLUCJA DROŻDŻY

Spontaniczne pomijanie kodonu stop, powodowane 
agregacją Sup35p i zmniejszeniem puli poprawnie funk­
cjonujących cząsteczek tego białka, skutkuje syntezą dłuż­
szych białek. Zjawisko to może potencjalnie prowadzić do 
zwiększenia przeżywalności drożdży w toksycznym lu b /i  
zmieniającym się środowisku. True i Lindquist przeprow a­
dzili szereg doświadczeń, w których badali przeżywalność 
dzikich drożdży S. cerevisiae i drożdży z fenotypem [PS7+] 
w pożywkach różniących się np. źródłem węgla albo azotu. 
Badania te prowadzono przy użyciu ponad dw ustu rodza­
jów podłoża. Okazało się, że w  niektórych warunkach śro­
dowiska drożdże z fenotypem [PS7+] wykazywały zwięk­
szoną przeżywalność w porów naniu z dzikimi szczepami 
drożdży [32],

Wyżej opisane obserwacje tłumaczone są z punktu  w i­
dzenia ewolucji tego gatunku drożdży. Normalnie funkcjo­
nująca cząsteczka Sup35p może przyjąć konformację charak­
terystyczną dla formy prionu w sposób spontaniczny [36]. 
W zwykłych w arunkach środowiska zmiana ta nie przynosi 
komórce żadnych korzyści, ani wyraźnych szkód. Jednak 
nagła zmiana w arunków  środowiska, również zwiększają­
ca prawdopodobieństwo zajścia mutacji w genomie, może 
spowodować, że jedynym  sposobem na przeżycie staje się 
posiadanie czynnika [PS7+], W takich warunkach fawory­
zowane są komórki z fenotypem [PS7+] i, w konsekwencji, 
zaczynają one dominować w populacji. Spontaniczne pom i­
janie kodonów stop skutkuje syntezą różnych białek, które 
przy poprawnie działającym systemie terminacji translacji 
nie mogą powstać. Zróżnicowana pula białek może, choć 
nie musi, doprowadzić do powstania fenotypu lepiej przy ­
stosowanego do nowych w arunków  środowiska. Ponadto, 
jeśli zmiany w arunków  środowiska spowodowały m uta­
cje w genomie, w  tym mutacje typu nonsens, prion [PS7+] 
umożliwia pominięcie przedwcześnie występujących ko­
donów stop. Zwiększa to praw dopodobieństw o powstania 
białka o pełnej długości. Jednak wraz ze wzrostem liczby 
komórek, zaczynają się pojawiać, w  sposób spontaniczny, 
komórki [psi-]. Spontaniczna zmiana konformacji Sup35p 
zachodzi z częstością 10'6-10 '8 [37], a procesy spontaniczne 
mają większą szansę zajścia wraz ze wzrostem liczby osob­
ników. Komórki z fenotypem [psi-] nie są faworyzowane 
w tych warunkach środowiska, jednak jeśli nastąpi nagły
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Rycina 2. Schemat związku między zmianą fenotypu warunkowanego przez 
Sup35p a ewolucją drożdży. Pomarańczowe koła symbolizują komórki [psi-], 
zaś granatowe koła komórki [PS/+], (A) W środowisku sprzyjającym komórkom 
dzikim [psi-], drożdże dobrze się rozmnażają i dzięki temu liczebność populacji 
rośnie. (B) Wzrost liczebności komórek zwiększa prawdopodobieństwo zajścia 
spontanicznej zmiany struktury przestrzennej Sup35p, która zmienia fenotyp ko­
mórki na [PS7+]. (C) Jeżeli warunki środowiska ulegną zmianie, istnieje pewna 
szansa, że komórki z fenotypem [PS/+] będą lepiej dostosowane do środowiska 
niż drożdże o fenotypie dzikim. W tych warunkach preferencyjnie namnażają się 
drożdże z fenotypem [PS/+], (D) Stabilne warunki środowiska doprowadzają do 
wzrostu liczebności populacji, zwiększa się również prawdopodobieństwo przy­
padkowej zmiany Sup35p i zmiany fenotypu na [psi-]. Jeżeli warunki środowiska 
powrócą do wyjściowych, komórki o fenotypie dzikim będą faworyzowane przez 
dobór naturalny.

powrót w arunków  środowiska do pierwotnych, komórki 
pozbawione czynnika [PS7+] stają się znów lepiej przysto­
sowanymi do otaczających warunków. Oczywiście w  takiej 
sytuacji komórki [PS7+] przechodzą do mniejszości [38] 
(Ryc. 2).

Wyżej opisany mechanizm umożliwia komórkom droż­
dży szybkie dostosowanie się do zmieniających się w arun ­
ków środowiska. W przeciwieństwie do trwałych zmian ge­
netycznych, przejście ze stanu [psz-] do stanu [PS7+] zacho­
dzi w krótkim czasie i umożliwia powrót do poprzedniego 
fenotypu. Można więc stwierdzić, że mechanizm polegający 
na dostosowaniu fenotypu do w arunków  środowiska, po­
zwala komórkom drożdży zminimalizować nie tylko “ryzy­
ko", ale także "koszty" związane z ewolucją.

Istnieje również wcześniej zaproponow ana hipoteza 
uzasadniająca obecność prionów  w drożdżach. W edług tej 
hipotezy, fenotyp [PS7+] zapew nia zwiększoną termotole- 
rancję i chemotolerancję kom órkom  drożdży, choć ma to 
miejsce jedynie w części przebadanych szczepów S. cere- 
visiae [39],

Jeśli priony w komórkach drożdży rzeczywiście przyno­
szą pewne korzyści, nie można wykluczyć, że dalsze bada­
nia będą dostarczać wiadomości na temat nowych prionów. 
Fragment genu SUP35, kodujący domenę NM, przeniesiony 
do genu kodującego białko aktywujące transkrypcję, pow o­
duje powstanie białka posiadającego dwie stabilne formy 
strukturalne [40], Tego typu badania pokazują, że poprzez 
rekombinację może, teoretycznie, dochodzić do przenosze­
nia fragmentu DNA kodującego PrD i powstawania no­
wych prionów.

PRION [P S I+] A POSZUKIWANIE LEKÓW NA 
CHOROBĘ CREUTZFELDTA-JAKOBA

Fenotyp [PS7+] oraz cecha charakteryzująca każdy prion 
— zdolność do zmiany konfromacji — zostały wykorzysta­
ne do badania potencjalnych terapeutyków przeciw choro­
bie Creutzfeldta-Jakoba. W tym celu badacze postanowili 
wykorzystać, dobrze scharakteryzowaną w drożdżach 
S. cerevisiae, mutację w  genie ADE1. Gen ten koduje en­
zym biorący udział w  szlaku biosyntezy adeniny. Mutacja 
adel-14 występująca w tym genie charakteryzuje się przed ­
wczesnym kodonem  stop w otwartej ramce odczytu, który 
powoduje zakończenie translacji, uniemożliwiając syntezę 
białka A del o pełnej długości. Skrócone białko A del nie po­
siada pełnej aktywności enzymatycznej, czego efektem jest 
gromadzenie się w wakuolach tych komórek metabolitu 
pośredniego o barwie czerwonej. W konsekwencji, kolonie 
tworzone przez komórki posiadające tę mutację charaktery­
zują się czerwonym kolorem.

Jednak w komórkach z fenotypem [PS7+] sytuacja wygląda 
inaczej, gdyż białko odpowiedzialne za poprawne rozpozna­
wanie kodonów stop — Sup35p — występuje w postaci agre­
gatu i nie funkcjonuje poprawnie. W konsekwencji, w komór­
kach wykazujących ten fenotyp pomijany jest przedwcześnie 
występujący kodon stop, co prowadzi z pewnym prawodo- 
podobieństwem, do syntezy A delp  o pełnej długości. Konse­
kwencją tego jest przywrócenie białej barwy koloniom two­
rzonym przez takie drożdże. Zdolność zmiany barwy kolonii 
wykorzystuje się więc do analizy związków chemicznych 
mających działanie przeciwprionowe [37] (Ryc. 3).

W oparciu o obserwacje opisane powyżej, został stwo­
rzony system pozwalający oceniać właściwości różnych 
związków chemicznych pod względem przywracania (ang. 
cure) konformacji Sup35p [41]. W tym systemie, na szalkę z 
wysianymi drożdżam i [PS7+], jednocześnie posiadającymi 
mutację adel-14, nanosi się krążki (stosowane również przy 
sporządzaniu antybiogramów) nasączone roztworem bada­
nego związku chemicznego. Ze względu na fenotyp [PS7+] 
drożdże te, pomimo mutacji adel-14, mają kolor biały, co 
spowodowane jest pominięciem przedwczesnego kodonu 
stop. Jeśli jednak badany związek wykazuje aktywność 
przywracającą popraw ną strukturę przestrzenną białka 
Sup35, kompleks białkowy odpowiedzialny za zakończenie 
translacji zaczyna rozpoznawać poprawnie wszystkie na­
potkane kodony stop, a wówczas drożdże wykazują barwę 
czerwoną spowodowaną mutacją adel-14.

Do chwili obecnej poznano kilka związków chemicznych, 
które przywracają strukturę białka wykazującego charakter 
prionu — z formy szkodliwej w formę normalnie występu­
jącą w komórce. Najlepiej poznanym związkiem z tej grupy 
jest chlorowodorek guanidyny (GuHCl), który ma właściwo­
ści denaturujące białka i wydaje się, że powoduje ponowne 
zwijanie białek, w tym białka Sup35, które przyjęło strukturę 
prionu [41,42], Co warto podkreślić, związek ten przywraca 
poprawną konformację prionów występujących zarówno u 
ssaków, jak i w  drożdżach, a właściwość ta została potwier­
dzona za pomocą testu opisanego wyżej, choć mechanizm 
tego zjawiska wciąż jest przedmiotem badań [43].
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Rycina 3. Schemat drożdżowego systemu wykorzystywanego do poszukiwania 
leków przeciwprionowych. (A) Schemat szalki pokrytej komórkami drożdży z 
mutacją adel-14 o fenotypie [PSJ+]. Okręgi symbolizują krążki bibułowe nasą­
czone badanym związkiem chemicznym, zaś czerwone pola wokół niektórych 
okręgów symbolizują obszar, w którym drożdże, ze względu na powrót do feno­
typu [psi-], zmieniły barwę. (B) Schemat procesów zachodzących w obu typach 
komórek; z lewej komórki o fenotypie [PSI+] pomijające niektóre kodony stop, z 
prawej komórki o fenotypie [psi-] kończące translację przy pierwszym napotka­
nym kodonie stop.

Związki chemiczne, które posiadają zdolność przywra­
cania poprawnych konformacji ex vivo prionom  występują­
cym u ssaków — chinakryna i chloropromazyna — również 
zostały zweryfikowane pozytywnie za pomocą drożdżo­
wego systemu poszukiwania leków. Natomiast z nowych 
związków chemicznych obiecujące wydają się cząsteczki 
z nowo opisanej grupy związków o angielskiej nazwie ka- 
stellpaolitines oraz fenantrydyna, a zwłaszcza jej pochodna, 
6-aminofenantrydyna [44]. Związki te zostały przebadane 
również za pomocą kilku systemów, w  których wykorzy­
stuje się hodowle komórek pobranych od ssaków [45-47].

Zaletą systemu wykorzystującego odpowiedni szczep 
drożdży jest możliwość badania właściwości różnych po­
tencjalnych leków przeciwprionowych w  zwykłych labora­
toriach mikrobiologicznych, w  przeciwieństwie do badań 
prowadzonych na białkach PrP pochodzących z komórek 
ssaków, które wymagają dużego stopnia izolacji ze względu 
na bezpieczeństwo osób prowadzących badania [41]. Niewąt­
pliwym plusem są również stosunkowo niskie koszty takich 
badań, przez co stają się one coraz częściej wykorzystywa­
ną metodą do wstępnego przeszukania biblioteki związków 
chemicznych w  poszukiwaniu leków przeciwprionowych.

PODSUMOWANIE

Mimo upływ u prawie sześćdziesięciu lat od opisania 
choroby Creutzfeldta-Jakoba, wciąż nie są znane funkcje 
fizjologiczne PrP u człowieka, choć mechanizm powstawa­
nia i przekazywania tej choroby został stosunkowo dobrze

poznany. Badania prowadzone na drożdżach S. cerevisiae 
pokazały, że białka mające charakter prionu występują 
również w tym organizmie jednokomórkowym i ujawniły 
pewien fizjologiczny i ewolucyjny sens istnienia tych białek, 
zdolnych do zmiany struktury przestrzennej bez zmiany 
sekwencji reszt aminokwasowych. W przypadku drożdży 
wiąże się to np. ze „zdolnością" pomijania kodonów  stop. 
W prawdzie cecha ta jest przydatna jedynie w nielicznych 
przypadkach, może się jednak przyczynić do przeżycia ko­
mórki w  trudnych warunkach środowiskowych pow odują­
cych częste mutacje typu nonsens. Interesujący jest również 
fakt, iż w komórkach drożdży istnieją inne białka, posiada­
jące PrD umożliwiającą zmianę konformacji. Obserwacja 
ta skłania część badaczy drożdżowych prionów do w nio­
sku, że priony w tym organizmie eukariotycznym pełnią 
określoną funkcję. Inni badacze uważają jednak, że priony 
u drożdży są jedynie odzwierciedleniem stanu patologicz­
nego. Która hipoteza lepiej opisuje rzeczywistość? Czy uda 
się ustalić sens istnienia prionów u ssaków? Prow adzone na 
całym świecie badania powinny z czasem dać odpow iedź 
na te niezwykle istotne pytania.
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ABSTRACT
One of the key feature of prions is the ability to be stable in two alternative conformations. Besides the intensively studied mammalian prions, 
there are also prion proteins present in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Research in this field has lead to opposite hypotheses that explain 
the sense of presence of [PSI+] prion in yeast cells. Some authors postulate the role of the prions in the evolution of S. cerevisiae, whereas other 
investigators point out the negative influence of these particles upon the yeast physiology. In recent years, yeast prions are used for anti-prion 
drug screening, because of common features with mammalian prions. This work presents the most intensively studied fields of the research 
carried out on [PS/+] prion in yeast.
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Słowa kluczowe: zagęszczenie postsynap- 
tyczne (PSD), białka kotwiczące, białka 
MAGUK, białka Shank, białka H om er

Wykaz skrótów: dom ena GK (ang. yeastgu- 
anylate kinase homology domain) — dom ena 
białkowa wykazująca hom ologię do droż- 
dżowej kinazy guanylowej, występuje w  
białkach z rodziny MAGUK; dom ena PDZ 
— dom ena białkowa rozpoznająca wolny, 
karboksylowy koniec białek charakteryzu­
jących się specyficznym m otyw em  amino- 
kw sow ym  (-E-T/S-D/E-V-); dom ena SH3 
(ang. Src homology 3 domain) — dom ena 
białkowa hom ologiczna do fragm entu  bia­
łek Src, rozpoznaje obszar bogaty w  prolinę 
o specyficznym m otyw ie am inokw asow ym  
-PXXP-; H om er — rodzina białek kotwiczą­
cych, charakterystyczna dla zagęszczenia 
postsynaptycznego; MAGUK (ang. mem­
brane-associated guanylyl kinase) — rodzina 
kinaz guanylow ych zw iązanych z błoną 
kom órkową, charakterystyczna d la  za­
gęszczenia postsynaptycznego; NMDAR 
(ang. N-methyl-D-asparate receptor) — re­
ceptor NMDA, jonotropow y receptor glu- 
tam inianergiczny; PSD (ang. postsynaptic 
density) — zagęszczenie postsynaptyczne, 
w ielobiałkowa struktura  zw iązana z błoną 
postsynaptyczną synapsy pobudzającej; 
PSD 95 (ang. postsynaptic density protein 95 
kDa) — dom inujące białko kotwiczące za­
gęszczenia postsynaptycznego o masie czą­
steczkowej 95 kDa, należące do rodziny bia­
łek MAGUK; Shank (ang. SH3 domain and 
ankyrin repeat-containing protein) — rodzina 
białek kotwiczących, charakterystyczna dla 
zagęszczenia postsynaptycznego; SynGAP 
(ang. synaptic GTPase-activating protein) — 
białko synaptyczne aktywujące Ras GTPa- 
zę, białko zagęszczenia postsynaptycznego

STRESZCZENIE

Zagęszczenie postsynaptyczne (PSD, ang. postsynaptic  density) jest w ielobiałkową struk­
turą związaną z błoną postsynaptyczną synaps pobudzających. Skupia ona kilkaset bia­

łek mających zdolność do tworzenia dużych, heteromerycznych i dynamicznie zmieniają­
cych się kompleksów białkowych. Sprawne przekazywanie sygnału wewnątrz tej struktury 
zagwarantowane jest obecnością tzw. białek kotwiczących. Białka te, dzięki wzajemnym  
oddziaływaniom oraz połączeniom z innymi białkami, w  tym między innymi z receptora­
mi, kanałami jonowymi, kinazami białkowymi, fosfatazami czy białkami szkieletu komór­
kowego, tworzą skomplikowaną przestrzenną sieć, która lokalizuje te białka przy błonie  
postsynaptycznej w  odpowiednie ścieżki sygnałowe. W zagęszczeniu postsynaptycznym  
wyróżniamy trzy główne rodziny białek kotwiczących: MAGUK (ang. membrane-associated  
guanyly l kinase), Shank (ang. SH3 domain and ankyrin repeat-containing p rote in ) i Homer. 
Białka te, dzięki bogatemu występowaniu w  tej strukturze, trwałemu połączeniu z cytoszkie- 
letem komórkowym oraz wielodomenowej strukturze, tworzą stabilne rusztowanie m oleku­
larne dla białek związanych z przekazywaniem sygnałów.

WPROWADZENIE

Sprawne przekazywanie sygnału biologicznego z macierzy zewnątrzkom ór- 
kowej, przez błonę plazmatyczną, do w nętrza komórki w arunkuje praw idłow e 
funkcjonowanie pojedynczych komórek, narządów, czy całego organizm u w 
zmieniającym się otoczeniu. Pod wpływem  sygnałów zew nątrzkom órkowych 
dochodzi do zmiany w ekspresji genów, metabolizmu czy funkcji komórek do ­
celowych. Dlatego proces przekazywania sygnałów musi cechować się odpo­
wiednią specyficznością, niezawodnością i szybkością.

Tradycyjnie przyjmuje się, że na proces przekazywania sygnałów, w którym 
uczestniczą błony biologiczne, składa się następująca sekwencja wydarzeń: ze- 
wnątrzkom órkowy ligand łączy się ze specyficznym dla siebie receptorem bło­
nowym, który ulega zmianie konformacyjnej i przechodzi w  stan aktywny. W 
efekcie, uruchomiona zostaje kaskada reakcji biochemicznych, skutkująca zmia­
ną właściwości wewnątrzkomórkowego białka(ek) — efektora i, związana z 
tym, specyficzna odpowiedź biologiczna.

Okazuje się jednak, że obok systemu ligand — receptor — efektor, efektywne 
przekazywanie sygnału wymaga udziału tzw. białek kotwiczących (dokujących, 
tworzących rusztowanie molekularne, pośredniczących, ang. scaffold proteins). 
Białka te nie mają właściwości enzymatycznych, natomiast przyłączają białka 
związane z przekazywaniem sygnałów i w ten sposób zapewniają im fizyczny 
kontakt. Innymi słowy, białka kotwiczące uczestniczą w procesie przekazywania 
sygnałów poprzez aranżowanie w  czasie i przestrzeni spotkania elementów biał­
kowych tego procesu [1,2]. Spełniają funkcje rusztowania molekularnego dzięki 
temu, że: (i) są w dużych ilościach obecne w obszarze ich działania; (ii) są sil­
nie i trwale umiejscowione w komórce poprzez połączenie ze szkieletem komór­
kowym oraz (iii) posiadają w swej strukturze wiele różnych domen białkowych 
umożliwiających jednoczesne tworzenie odwracalnych połączeń z wieloma inny­
mi białkami [3].

W pracy tej zostaną przedstawione dane sugerujące, że białka z rodziny MA­
GUK, Shank i Homer, które są składnikami tzw. zagęszczenia postsynaptyczne­
go, dzięki właściwościom kotwiczącym, umożliwiają sprawne przekazywanie 
sygnałów od receptorów glutaminianergicznych w układzie nerwowym.

CO TO JEST ZAGĘSZCZENIE POSTSYNAPTYCZNE?

Zagęszczenie postsynaptyczne (PSD, ang. postsynaptic density) jest wielobiał­
kową strukturą związaną z błoną postsynaptyczną synaps pobudzających w 
ośrodkowym  układzie nerw ow ym  [4], W latach pięćdziesiątych dwudziestego
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wieku obserwacje w mikroskopie elektronowym pozwoliły 
na odkrycie obszarów elektronowo gęstych w sąsiedztwie 
błon postsynaptycznych komórek nerwowych [5]. Począt­
kowo ustalono, że są to dyskopodobne struktury osiągające 
około 40-50 nm grubości oraz dochodzące do 500 nm  d łu ­
gości [6], które nazywano pogrubieniem postsynaptycznym 
albo siecią postsynaptyczną (ang. postsynaptic thickening, 
postsynaptic web). Ostatecznie jednak przyjęła się nazwa za­
gęszczenie postsynaptyczne (ang. postsynaptic density) [7],

W następnych latach izolacja frakcji PSD pozw oliła na 
lepsze scharakteryzow anie odkrytej struk tury . W zależ­
ności od  zastosowanej m etody otrzym yw ania  i analizy 
frakcji PSD, na tę, pozornie n ieskom plikow aną, struk tu rę  
składa się naw et kilkaset białek [8-10] mających zdolność 
do tw orzenia dużych, heterom erycznych i dynam icznie 
zm ieniających się kom pleksów  białkow ych [11,12], Biał­
ka te, dzięki w zajem nym  połączeniom  oraz oddzia ły ­
w aniom  z receptoram i i kanałam i jonowym i, kinazam i 
białkow ym i, fosfatazami, m ałym i białkam i G i ich m o­
du la to ram i oraz białkam i szkieletu kom órkow ego [13], 
tw orzą  skom plikow aną p rzestrzenną sieć, która lokalizu ­
je te białka przy błonie postsynaptycznej w odpow iednie  
ścieżki sygnałowe.

Na podstawie podobieństwa budowy, wyróżniono trzy 
główne rodziny białek kotwiczących występujące w obrębie 
zagęszczenia postsynaptycznego: (i) MAGUK (ang. mem­
brane-associated guanylyl kinase), (ii) Shank (ang. SH3 domain 
and ankyrin repeat-containing protein) (iii) i Homer. Obok 
wymienionych rodzin, w PSD występuje też wiele innych 
białek, między innymi białka: GKAP, GRIP, AKAP, które 
mają zdolność do tworzenia tak zwanego rusztowania m o­
lekularnego, jednak nie są one przedmiotem tego artykułu 
(Tabela 1).

RODZINA BIAŁEK MAGUK

Rodzina MAGUK obejmuje grupę białek typowych dla 
zagęszczenia postsynaptycznego, które lokalizują się na sty­
ku komórka — komórka [52], Zaliczamy do niej takie białka 
jak: PSD 95 [53,54], SAP 97/hD lg [19], PSD 93/chapsyn 110
[14,29] oraz SAP 102 [17], p55 [55]. Pierwszym zidentyfiko­
w anym  przedstawicielem tej rodziny było białko o masie 95 
kDa, stąd jego nazw a PSD 95, pochodząca od pierwszych 
liter nazwy angielskiej (postsynaptic density protein 95 kDa) 
[53]. Jednocześnie to samo białko odkryła inna grupa ba­

Tabela 1. Ligandy białkowe łączące się z białkami MAGUK, Shank i Homer.

Dom ena Ligandy białkowe łączące się z białkami MAGUK Piśm iennictwo j

NR2A-D — podjednostki receptora NM DA [14-18]

G luR l — podjednostka receptora AMPA [19]

GluR6 — podjednostka receptora kainianowego [20]

ErbB4 — receptor tyrozynow y dla neureguliny [21,22]

Shaker K+/K v l  — kanał potasow y zależny od potencjału błonowego [23]

stargazyna — białko kotwiczące receptor AMPA [24]

Dom ena PDZ kalirina-7 — białko synaptyczne regulujące aktyw ność białka Rac [25]

SynGAP — białko synaptyczne regulujące aktyw ność białka Ras [26,27]

nNOS — syntaza tlenku azotu [28,29]

CRIPT (ang. cysteine-ńch interactor ofPD Z3) — białko synaptyczne łączące m ikrotubule z PSD 95 [30,31]

neuroligina — białko błonowe, łączy się z p-neureksyną [32]

sec8 — elem ent kom pleksu białkowego transportujący pęcherzyki egzocytam e [33]

sem aforyny [34]

BEGAIN (ang. brain-enriched guanylate kinase-associated protein) — białko łączące się z PSD 95 [35]

GKAP (ang. guanylate kinase-associated proteins) — rodzina białek [36,37]

Dom ena GK
kotwiczących w  PSD, łączy PSD 95 z białkiem  Shank

M API (ang. microtubule-associated protein 1A) — białko zw iązane z m ikrotubulam i [38]

SPAR (ang. spine-associated Rap-GAP) — białko synaptyczne regulujące aktyw ność białka Rap [39]

AKAP79/150 — białko z rodziny AKAP, łączy kinazę A i fosfatazę 1 z białkam i MAGUK [40]

Dom ena SH3 KA2 — podjednostka receptora kainianowego [20]

Ligandy białkowe łączące się z białkami Shank 1

Dom ena ANK fodryna [41]

Dom ena SH3 GRIP (ang. glutamate receptor interactin protein) — grupa białek łączących się z receptoram i AMPA [42,43]

Dom ena PDZ
GKAP (ang. guanylate kinase-associated proteins) — rodzina białek kotwiczących w  PSD [44]

G luR l (podjednostka receptora AMPA) [45]

Region pow tórzeń kortaktyna [46]
prolinow ych białka kotwiczące z rodziny H om er [47]

D om ena SAM um ożliw ia tworzenie hom o- i hetero-oligom erów [4,44]

Ligandy białkowe łączące się z białkami H om er

m G luR l, mGluR5 — receptory m etabotropow e grupy pierwszej [48-50]

D om ena EVH1
IP3R — receptor 1,4,5-trisfosforanu inozytolu [50]

Ryr — receptor rianodynow y [50]

białka kotwiczące z rodziny Shank [47]

D om ena CC um ożliw ia tworzenie homo- i hetero-oligom erów (dotyczy białek H om er lb , lc, 2 i 3) [51]
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daczy [54], która nadała mu nazwę SAP 90 (ang. synapsę 
associated protein 90 kDa). W związku z tym w literaturze 
używane są wymiennie nazwy PSD 95, SAP 90 lub PSD 95/ 
SAP 90.

PSD 95 jest dom inującym  białkiem  kotwiczącym  za ­
gęszczenia postsynaptycznego, przew yższa obecnością 
innych przedstaw icieli rodziny  MAGUK, jak rów nież 
inne cząsteczki zaliczane do PSD [56], Oszacowano, że 
w ystępow anie PSD 95 dziesięciokrotnie przekracza ilość 
receptora NM DA i siedm iokrotnie białek Shank [56]. Za­
pew ne, dzięki tak pow szechnem u w ystępow aniu , białku 
PSD 95 przypisuje się najważniejszą rolę w  tw orzeniu  ca­
łej struk tu ry  zagęszczenia postsynaptycznego.

Białka MAGUK praw dopodobnie nie mają aktywności 
enzymatycznej (o czym mogłaby świadczyć obecność opisa­
nej poniżej domeny GK), a jedynie pośredniczą w przekazy­
waniu sygnału związanego z aktywacją receptora NMDA. 
Wiadomo, że białka MAGUK tworzą kompleksy z recep­
torem NMDA oraz różnymi białkami enzymatycznymi. 
Umożliwia to ich charakterystyczna struktura [52], w skład 
której wchodzą trzy rodzaje dom en białkowych umożliwia­
jących bogate oddziaływania białko — białko. Począwszy 
od fragmentu N-końcowego, w  białkach MAGUK wystę­
pują najpierw trzy domeny PDZ, domena SH3 i wreszcie 
domena GK (Ryc. 1A).

DOMENY PDZ

Największe znaczenie dla utrzym ania skomplikowanej 
sieci międzybiałkowej w zagęszczeniu postsynaptycznym 
mają domeny PDZ [57,58]. Domenę tę tworzy sekwencja 
80-100 aminokwasów, która wykazuje zdolność łączenia się 
z wolnymi karboksylowymi końcami białek, posiadającymi 
specyficzny motyw aminokwasowy (-E -T /S -D /E -V ). Naj­
częściej są to cytoplazmatyczne końce transbłonowych re­
ceptorów i kanałów jonowych [15,18].

Nazwa PDZ pochodzi od pierwszych liter trzech białek, 
u których w pierwszej kolejności odkryto te domeny; białko 
PSD 95, białko Dlg (ang. Disc large, białko, którego mutacje 
prow adzą do nowotworowego przerostu dysku imaginal- 
nego u Drosophila melanogaster) oraz białko ZO-1 (ang. zo- 
nula occludens-1, białko obwódki zamykającej w komórkach 
nabłonkowych). W literaturze oprócz nazwy domena PDZ 
pojawiają się inne określenia, takie jak: DHR (ang. Disc large 
homology regions, region homologiczny do fragmentu biał­
ka Dlg) i powtórzenia GLGF (od skrótów aminokwasów 
tworzących domenę PDZ (Gly-Leu-Gly-Phe)) [57], Więcej 
szczegółów na temat funkcji i występowania dom en PDZ 
m ożna znaleźć w  pracach Milewskiego [59] i Jelenia [60],

Białka MAGUK mają trzy domeny PDZ (PDZ1, PDZ2, 
PDZ3) różniące się powinowactwem  do różnych ligan- 
dów, co zwiększa ich zdolność do tworzenia oddziaływań 
białko-białko. Przy wykorzystaniu drożdżowego systemu 
dw uhybrydow ego wykazano, że białka MAGUK łączą się 
za pomocą dom en PDZ z receptorami NMDA. Cytopla­
zmatyczne końce podjednostek receptora NMDA posiadają 
zachowane w ewolucji sekwencje -ESDV- albo -ESEV-, któ­
re specyficznie łączą się z PSD 95 [15,18], PSD 93, SAP 97

Rycina 1. Domenowa budowa białek z rodziny MAGUK, Shank i Homer na 
przykładzie PSD 95, Shank 1 oraz Homer 2. A) Począwszy od N-końca białka 
PSD 95, wyróżniamy trzy domeny PDZ oraz domeny SH3 i GK. Domeny PDZ 
uczestniczą głównie w wiązaniu z C- końcem podjednostek receptora NMDA 
(NMDAR) jak również z innymi białkami uczestniczącymi w przekazywaniu 
sygnału od receptora, np. nNOS i SynGAP. Dla regionu SH3 jedynym zidentyfi­
kowanym ligandem jest podjednostka KA2 receptora kainianowego. Wykazano, 
że domena ta może również oddziaływać z domeną GK w obrębie jednej czą­
steczki. Ligandami dla domeny GK, białek MAGUK, są białka z rodziny GKAP 
(ang. guanylate kinase-associated proteins) i BEGAIN (ang. brain-enńched guanylate 
kinase-associated protein). B) Począwszy od N-końca białka Shank 1, wyróżnia­
my powtórzenia ankirynowe (ANK), domenę SH3, PDZ, skupienia powtórzeń 
prolinowych (Prolina) i domenę SAM (ang. sterile alpha motif). Domena ANK 
uczestniczy w wiązaniu z fodryną, która z kolei łączy się z aktyną. Domena SH3 
łączy się z białkami GRIP (ang. glutamate receptor interactin protein), które łączą się 
z receptorami AMPA. Ligandem domeny PDZ są białka GKAP (ang. guanylate 
kinase-associated proteins), które tworzą kompleksy z receptorami NMDA. Region 
powtórzeń prolinowch (Prolina) uczestniczy w połączeniach z kortaktyną oraz 
białkami Homer. Sugeruje się, że połączenie z kortaktyną zapewnia stabilizację 
białek Shank w komórce przez połączenie z cytoszkieletem. Domena SAM umoż­
liwia tworzenie homo- i heterooligomerów. C) Białko Homer 2 należy do grupy 
tzw. CC-Homer, zwanych również long-Homer charakteryzujących się obec­
nością dwóch domen białkowych EVH1 i CC (ang. coiled-coil). Dzięki domenie 
EVH1 białka Homer łączą się między innymi z receptorami metabotropowymi 
grupy pierwszej (mGluRl, mGluR5), z receptorem 1,4,5-trisfosforanu inozytolu 
(IP3R) oraz receptorem rianodynowym (RyR), znajdującymi się w błonie sia­
teczki śródplazmatycznej oraz białkami Shank. Połączenia z wieloma białkami 
jednocześnie możliwe są dzięki obecności domeny CC. Domena ta ma zdolność 
tworzenia monomerycznych połączeń typu Homer -  Homer i, w związku z tym, 
uczestniczy w łączeniu receptorów mGluRl i mGIuR5 z receptorami w błonie 
siateczki śródplazmatycznej.

[18] oraz SAP 102 [16,17]. W przypadku PSD 95 C-końcowy 
fragment receptora chętniej łączy się z PDZ2 niż PDZ1, na ­
tomiast w ogóle nie łączy się z PDZ3 [15,18].

DOMENA SH3

W większości przypadków  dom ena SH3 (ang. Src homolo­
gy 3) wykazuje powinowactwo do obszaru bogatego w resz­
ty proliny, posiadającego specyficzny motyw aminokwaso­
wy -PXXP-. Sekwencja ta charakterystyczna jest dla wielu
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białek sygnałowych (zwłaszcza kinaz tyrozynowych) oraz 
białek związanych z cytoszkieletem kom órkowym  [61].

W przypadku białek MAGUK domena SH3 obejmuje 
około 60 reszt aminokwasowych i, jak się okazuje, w  związ­
ku z nietypową budow ą strukturalną, do odziaływań z 
innnymi białkami rzadko wym aga obeności specyficznego 
m otywu prolinowego [62]. Jak dotąd, jedynym ligandem 
białkowym zidentifikowanym dla domeny SH3 białka PSD 
95 jest podjednostka KA2 receptora kainianowego [20]. Wy­
kazano jednak, że w przypadku białek MAGUK domena ta 
ma również zdolność do łączenia się z domeną GK w obrę­
bie jednej cząsteczki [63].

W związku z małą liczbą zidentyfikowanych ligandów 
trudno jest jednoznacznie określić funkcje dom eny SH3 w 
białkach MAGUK. Wydaje się, że mogą one mieć znaczenie 
w lokalizowaniu różnych białek odpowiedzialnych za prze­
kazywanie sygnału wokół receptora NMDA, ale również 
poprzez odziaływania wewnątrzcząsteczkowe regulować 
właściwości kotwiczące białka PSD 95. Sugeruje się, że od­
działywanie pomiędzy dom eną SH3 i GK zapobiega przy­
łączaniu się innych potenjalnych ligandów do obu domen 
[63].

DOMENA GK

N azwa regionu GK (ang. yeast guanylate kinase homology 
domaiń) pochodzi od podobieństwa sekwencji białek MA­
GUK do drożdżowej kinazy guanulowej (37% homologii 
w sekwencji amino kwasowej). W drożdżach kinaza prze­
kształca GMP w GDP z udziałem hydrolizy ATP, jednak w 
białkach MAGUK, pomimo obecności domeny GK, jak do­
tąd nie wykazano jej aktywności enzymatycznej [64].

Obecnie wiemy, że ligandami dla dom eny GK białek za ­
gęszczenia postsynaptycznego są białka z rodziny GKAP 
(ang. guanylate kinase-associated protein) [36], znane także 
jako rodzina białek SAPAP (ang. SAP 90/PSD 95 associated 
protein) [37] lub DAP (ang. Discs large associated protein) 
[65]. Białka GKAP bogato występują w strukturze zagęsz­
czenia postsynaptycznego i lokalizują się około 20 nm  od 
błony postsynaptycznej [66], Białka te charakteryzują się 
obecnością, w N-końcowym fragmencie, pięciu pow tórzeń 
złożonych z 14-tu reszt aminokwasowych, które um ożli­
wiają łączenie się z dom eną GK białka PSD 95 [36], Ana­
liza sekwencji aminokwasowej nie dostarczyła informacji 
na tem at funkcji tych białek [66], Obecnie m ożna jedynie 
spekulować, że białka GKAP odpow iedzialne są za łącze­
nie kom pleksu PSD 95 z cytoszkieletem i p raw dopodobnie  
z białkami cytoplazm atycznym i tworzącymi ścieżki prze­
kazyw ania sygnału [36].

Wykazano, że obok PSD 95, białka GKAP łączą się także 
z SAP 97 i PSD 93 [36], jak również z dom eną PDZ białek 
Shank [66]. Rolę tych ostatnich połączeń omówiono poni­
żej.

Obok rodzinny GKAP, domena GK białek PSD 95 może 
się łączyć z białkiem BEGAIN (ang. brain-enriched guanylate 
kinase-associated protein) [35]. Jest to białko, jak dotąd mało 
znane, ale sugeruje się jego udział w  podtrzym yw aniu i
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tworzeniu zwartej struktury wew nątrz zagęszczenia post­
synaptycznego.

Na podstawie analizy ligandów łączących się z domeną 
GK białek MAGUK, przypuszcza się, że region ten odpo­
wiedzialny jest raczej za tworzenie wielobiałkowych kom­
pleksów pomiędzy białkami kotwiczącymi, poprzez two­
rzenie rodzaju rusztowania molekularnego i wydaje się, 
że nie bierze udziału w lokalizowaniu innych białek wokół 
receptora [18,36].

UDZIAŁ BIAŁEK MAGUK W PRZEKAZYWANIU 
SYGNAŁÓW POPRZEZ RECEPTOR NMDA

Odkrycie kompleksów MAGUK, a szczególnie PSD 95- 
NMDAR, było przełomem w badaniach nad rolą zagęsz­
czenia postsynaptycznego. Receptor NMDA (N-metylo-D- 
asparaginowy) jest jednym  z trzech głównych rodzajów re­
ceptorów glutaminianergicznych obecnych w ośrodkowym 
układzie nerw ow ym  [67], Jak większość kanałów jonowych 
bramkowanych ligandem jest oligomerem zbudow anym  z 
czterech podjednostek. Jak dotąd scharakteryzowano trzy 
główne rodziny podjednostek określane jako: NR1, NR2 i 
NR3 [68,69], Podjednostka NR1 jest białkiem transbłono- 
wym, niezbędnym do funkcjonowania samego kanału. Pod- 
jednostki NR2 i NR3 są specyficzne dla receptora NMDA i 
regulują jego aktywność. Posiadają one długie cytoplazma- 
tyczne fragmenty C-końcowe, które zawierają wiele miejsc 
fosforylacji (dla kinaz białkowych PKA, PKC, CaMKII, Src, 
Fyn) oraz miejsc oddziaływań z białkami cytoplazmatycz­
nymi biorącymi udział w  przekazywaniu sygnału; tu rów ­
nież znajdują się motywy -ESDV- albo -ESEV-, rozpozna­
wane przez domeny PDZ białek MAGUK [70].

W warunkach fizjologicznych pobudzenie jonotropo- 
wych receptorów NMDA wiąże się z powolną neurotran- 
smisją glutamatergiczną, z zapoczątkowaniem długotrw a­
łych zmian w  aktywności neuronów, co leży u podstaw  
plastyczności układu nerwowego i procesów uczenia. Me­
chanizmy przekazywania informacji od receptorów są zło­
żone i wieloetapowe. Podstawowe znaczenie mają tu jony 
Ca2+, które bezpośrednio lub pośrednio regulują aktywność 
szeregu enzymów takich jak: kinazy białkowe, fosfolipaza 
A2, syntaza tlenku azotu, proteazy. Ważne jest więc, aby w 
„odpowiednim " momencie, „odpowiednie" białka znajdo­
wały się w  sąsiedztwie receptora, zareagowały na sygnał i 
przekazały go do efektora. Część białek ma zdolność bez­
pośredniego łączenia się z receptorem (np. a-ak tynina [71], 
kalmodulina (CaM) [72]), natomiast zdecydowana więk­
szość, aby zapewnić sobie to sąsiedztwo łączy się z białkami 
pośredniczącymi, związanymi z receptorem. Właśnie taką 
rolę pośrednika odgrywają białka z rodziny MAGUK, które 
stanowią rusztowanie molekularne dla wielu białek odbie­
rających i przekazujących sygnał do w nętrza komórki.

Przykładem może być oddziaływanie PSD 95-nNOS
[28,29]. Jest to szczególnie ciekawy kompleks, ponieważ oba 
białka łączą się ze sobą za pomocą własnych dom en PDZ 
[73]. Syntaza tlenku azotu (nNOS), łącząc się z PSD 95, za­
pewnia sobie bliskość receptora NMDA. Jest to o tyle w aż­
ne, gdyż nNOS aktywowana jest przez jony w apnia napły­
wające przez receptor NMDA [74], Dzięki takiej lokalizacji
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białko nNOS może bardzo szybko reagować na pobudzenie 
komórki.

Podobnie jak syntaza tlenku azotu, białko SynGAP (ang. 
synaptic GTPase-activating protein albo Ras-GTPase activating 
protein), łącząc się z PSD 95, gwarantuje sobie bliskość re­
ceptora NMDA [26]. C-koniec białka SynGAP charaktery­
zuje się występowaniem  specyficznego m otywu tS/TXV, za 
pomocą którego z równym  praw dopodobieństw em  może 
wiązać się do wszystkich trzech dom en PDZ białka PSD 95, 
jak również do PDZ3 białka SAP 102 i podjednostki NR1 
receptora NMDA [26].

Dotychczas nie ustalono, jaką rolę odgrywa SynGAP w 
zagęszczeniu postsynaptycznym, dziś jednak coraz częściej 
sugeruje się jego udział w  przekazywaniu sygnału od recep­
tora NMDA do aktywacji białek szlaku MAP kinaz [27,75]. 
SynGAP jest białkiem aktywującym Ras GTPazę, które po­
tęguje hydrolizę GTP (połączonego z białkiem Ras) do GDP, 
tym samym powoduje zahamowanie aktywności białka Ras 
(Ryc. 2). Można więc powiedzieć, iż białko SynGAP nega­
tywnie reguluje aktywność białka Ras i uniemożliwia akty­
wację szlaku MAP kinaz [76]. Aktywność SynGAP zależy od 
stopnia jego ufosforylowania, między innymi przez CaMKII, 
kinazę białkową, której aktywność zależy od stężenia jonów 
wapnia i kalmoduliny. Jak się okazuje w cząsteczce SynGAP 
występuje około 29 potencjalnych miejsc fosforylacji przez 
CaMKII [27]. Aktywacja receptora NMDA i napływ jonów 
wapnia do wnętrza komórki aktywuje CaMKII, która ule­

ga przemieszczeniu z 
cytoplazmy do frakcji 
błonowej, gdzie od­
działuje z białkami za­
gęszczenia postsynap- 
tycznego [77], CaMKII, 
między innymi, łączy 
się z podjednostka- 
mi NR2A-2B recep­
tora NMDA [78,79], 
gwarantując sobie w 
ten sposób sąsiedz­
two kompleksu PSD 
95-SynGAP, również 
połączonego z recep­
torem NMDA. Białko 
PSD 95 stanowi rodzaj 
mediatora pomiędzy 
CaMKII a jej substra- 
tami, w tym z białkiem 
SynGAP [80], CaMKII 
fosforyluje SynGAP, 
co powoduje wzrost

Rycina 2. Regulacja aktywności szlaku MAPK Je8° aktywności Oraz 
z udziałem białka SynGAP. SynGAP (ang. sy- Wzmocnienie hamowa- 
naptic GTPase-activating protein) aktywuje Ras n ja  białka Ras, CO może 
GTPazę poprzez wzmacnianie hydrolizy GTP , ,, ,  . . .
(połączonego z białkiem Ras) do GDP. W konse- skutkować obniżeniem 
kwencji powoduje to zahamowanie aktywności aktywności Szlaku 
białka Ras i zmniejszenie aktywacji MAP kinaz, Igą g2]
Fosforylacja białka SynGAP (przez kinazę, której 
aktywność zależy od stężenia wapnia i kalmo­
duliny, CaMKII) wzmaga jego aktywność, a tym Opisane powyżej 
samym hamowanie białka Ras oraz szlaku MAP o d d z i a ł y w a n i a  o b r a _ 
kinaz. P- fosforylacja reszt treomnowych białka J
SynGAP. żują część zależności w

jakie zaangażowany jest receptor NMDA i białka MAGUK. 
Dzięki najnowszym technikom proteomiki możliwe było 
scharakteryzowanie całego kompleksu skupionego wokół 
receptora NMDA, coraz częściej określanego m ianem  NRC 
(ang. NMDA-receptor multiprotein complexes). Z najnowszych 
danych wynika, że obejmuje on około 186 różnych białek 
[10], wśród których wyróżniamy białka receptorowe, białka 
rusztowania molekularnego, białka zaangażowane w prze­
kazywanie sygnału oraz białka szkieletu komórkowego 
[10,83,84],

RODZINA BIAŁEK SHANK

Rodzina Shank (ang. SH3 domain and ankyrin repeat- 
containing protein), zw ana również ProSAP (ang. proline 
rich synapse-associated protein) [58], obejmuje trzy białka 
nazw ane kolejno: Shank 1, Shank 2 oraz Shank 3. Podob­
nie jak białka MAGUK, są one licznie reprezentow ane w 
zagęszczeniu postsynaptycznym , z tą jednak różnicą, iż 
lokalizują się raczej w warstw ie PSD skierowanej do cyto­
plazm y, a nie do błony postsynaptycznej [85],

Kluczem do zrozumienia funkcji białek z rodziny Shank 
jest poznanie ich strukturalnej organizacji. Analiza sekwen­
cji wskazuje, że białka te nie posiadają dom en o znaczeniu 
enzymatycznym lub katalitycznym, natomiast charaktery­
zują się istnieniem wielu m otywów mających znaczenie w 
łączeniu się z innymi białkami [44]. Począwszy od fragm en­
tu N-końcowego wyróżniamy powtórzenia ankirynowe 
(ANK), domenę SH3, PDZ, jak również skupienia pow tó­
rzeń reszt proliny i domenę SAM [86] (Ryc. IB).

DOMENA ANK

Nazwa domeny ankirynowej pochodzi od białka cyto- 
plazmatycznego zwanego ankiryną, w  którym odkryto w y­
stępowanie powtórzeń 33 aminokwasowego m otywu [87], 
Ten sam motyw został zidentyfikowany również w innych 
białkach, między innymi w białkach Shank.

W białkach tych funkcja siedm iu pow tórzeń ankiryno- 
wych nie jest do końca wyjaśniona, w iadom o natomiast, 
że są to potencjalne miejsca oddziaływ ań z innymi biał­
kami. Jak dotąd  zidentyfikowano jedno białko wykazujące 
pow inow actw o do tej dom eny, zw ane fodryną. Ponieważ 
fodryna łączy się z aktyną przypuszcza się, że odpow ie­
dzialna jest ona za stabilizację lokalizacji białek Shank i ich 
partnerów  w komórce [41] oraz połączenie z cytoszkiele- 
tem komórki.

DOMENA SH3

Dom ena SH3 rodziny  Shank łączy się z białkami 
GRIP (ang. glutamate receptor interactin protein), które 
zgodnie z jedną z hipotez, łączą się z receptoram i jono- 
tropow ym i AMPA (a-amino-3-hydroksy-5-m ethylo-4- 
izoksazopropionow y) za pom ocą dom eny PDZ [88]. W 
białkach GRIP w yróżniam y siedem  dom en PDZ i u w a ­
ża się, że tworząc kom pleks z receptorem  AMPA, pełnią 
analogiczną funkcję do białka PSD 95 w iążącego receptor 
NM DA [43] (Ryc. 3).
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Rycina 3. Udział białek Shank w lokalizowaniu w komórce trzech głównych klas receptorów glutaminianergicz- 
nych: receptora NMDA (NMDAR) poprzez kompleksy z PSD 95 /GKAP, receptora metabotropowego grupy 
pierwszej (mGluR) poprzez białka Homer oraz receptora AMPA (AMPAR). Białka Shank, poprzez połączenie z 
kortaktyną i fodryną, tworzą stabilną platformę do konstruowania kompleksów wielobiałkowych w zagęszcze­
niu postsynaptycznym. CaMKII — kinaza, której aktywność zależy od stężenia jonów wapnia i kalmoduliny; 
ER — siateczka śródplazmatyczna; IP,R — receptor 1,4,5-trisfosforanu inozytolu; nNOS — syntaza tlenku azo­
tu; Ras — rodzina małych białek G; Raf 1 — kinaza serynowo-treoninowa; MAPK (ang. mitogen-activated protein 
kinase) — kinazy białkowe aktywowane przez mitogeny.

DOMENA PDZ

SAM (ang. sterile alpha rnotif) znajdująca 
się na C-końcu białka Shank [44]. Dotych­
czas wiadomo było, że jest to domena, 
która umożliwia tworzenie hom o- i hete- 
rooligomerów, ułatwiając oddziaływania 
pomiędzy poszczególnymi kompleksami. 
Dopiero obserwacje w mikroskopie elek­
tronowym oczyszczonych dom en SAM 
białka Shank 3 wykazały istotę owych 
samoasocjacji. Okazało się, że domeny 
układają się w  zbitą strukturę, składającą 
się ze skręconych helikalnie włókien [4], 
Sugeruje się, że dzięki takiej strukturze 
białka Shank mogą tworzyć platformę do 
konstruowania kompleksów białkowych 
w zagęszczeniu postsynaptycznym. Jest 
to o tyle ważne, iż białka Shank pośred­
nio łączą się z trzema głównymi klasami 
postsynaptycznych receptorów glutami- 
nianergicznych: (i) z receptorem NMDA 
poprzez kompleksy z PSD 9 5 /GKAP, (ii) 
z mGluRl i mGluR5 poprzez białka Ho­
mer oraz (iii) z receptorem AMPA (Ryc. 
3). Sugeruje się więc, że białka Shank 
pełnią nadrzędną funkcję wśród białek 
tworzących rusztowanie molekularne w 
obrębie zagęszczenia postsynaptycznego

Najlepiej scharakteryzowanymi połączeniami, w  których 
biorą udział białka Shank są połączenia z białkami GKAP z 
udziałem domeny PDZ [44], Białka GKAP łączą się bezpo­
średnio z białkami PSD 95, które z kolei tworzą kompleksy z 
NMDAR [36] (Ryc. 3). W ostatnim czasie, stosując drożdżowy 
system dwuhybrydowy, wykazano, że Shank 3 łączy się z rejo­
nem C-końcowym GluRl podjednostki receptora AMPA [45].

REGION POWTÓRZEŃ PROLINOWYCH

W białkach Shank, obok domeny PDZ, znajduje się re­
gion obejmujący około 1000 reszt aminokwasowych, bogaty 
w  prolinę i serynę, nazywany regionem powtórzeń proli- 
nowch. Jest to obszar rozpoznawany przez białka posiada­
jące dom enę SH3, EVH1 oraz WW (domena WW obejmuje 
38-40 aminokwasowy fragment białka tworzący trzy struk­
tury p-kartki [2]). Jak dotąd zidentyfikowano dw a białka 
wykazujące powinowactwo do bogatego w prolinę regionu 
białka Shank, są to: kortaktyna [46] oraz białka Hom er [47]. 
Kortaktyna dzięki swojej domenie SH3 przyłącza się do bia­
łek Shank i sugeruje się, że podobnie jak fodryna jest odpo­
wiedzialna za stabilizację białek Shank w komórce poprzez 
połączenie z cytoszkieletem [46] (Ryc. 3). Na temat białek 
H om er i tworzonych przez nie połączeń z receptorami me- 
tabotropowym i grupy I (mGluRl i mGluR5) oraz receptora­
mi znajdującymi się w błonie siateczki śródplazmatycznej 
(IP3R i RyR) będzie mowa w dalszej części artykułu.

DOMENA SAM

Największe znaczenie w tworzeniu wysoko zorganizowa­
nej struktury zagęszczenia postsynaptycznego ma domena

[88]. Zaproponowano również, aby trak­
tować białka Shank jako najważniejsze białka kotwiczące 
w głębszych warstwach zagęszczenia postsynaptycznego 
analogicznie do PSD 95 w przybłonowych obszarach tych 
struktur [4,44],

RODZINA BIAŁEK HOMER

Białka z rodziny Homer, znane również pod nazwą Vesl 
[89] albo Cupidin [90], podobnie jak białka Shank, lokali­
zują się w głębszej, cytoplazmatycznej warstwie zagęszcze­
nia postsynaptycznego. Odpowiedzialne są za kotwiczenie 
i przestrzenne umiejscowienie w błonie komórkowej re­
ceptorów metabotropowych z grupy I (mGluRl, mGluR5)
— typowych dla błon postsynaptycznych oraz zapewnianie 
tym  receptorom sąsiedztwa efektorów w postaci w ew nątrz­
komórkowych kanałów wapniowych umiejscowionych w 
błonie siateczki śródplazmatycznej (IP3R i RyR) [91] (Ryc. 3). 
Oprócz typowych właściwości rusztowania molekularnego, 
białka Homer posiadają również możliwość aktywnego re­
gulowania połączeń pomiędzy receptorami metabotropo- 
w ym i a receptorami w błonie siateczki śródplazmatycznej 
[92], co zostanie omówione w dalszej części tego rozdziału.

Do tej pory zidentyfikowano trzy grupy białek, nazwane 
kolejno: Homer 1, Hom er 2 i Hom er 3, które są produktam i 
trzech niezależnych genów [92]. W obrębie grup wyróżnia 
się izoformy, z których dotychczas najlepiej poznane są: Ho­
mer la , lb , lc  oraz Homer 2a i 2b [48]. Ze względu na bu ­
dowę, ekspresję i funkcję, białka Hom er możemy podzielić 
na dwie grupy. Do pierwszej, często określanej w literatu­
rze angielskiej jako CC-Homer albo long-Homer, zaliczane 
są białka lb , lc, 2 i 3, do drugiej natomiast (short-Homer)
— wyróżniająca się izoforma la  (zwana również Yesl 1S).
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Pierwsza grupa, obejmuje białka syntetyzowane kon­
stytutywnie, powszechnie występujące w korze mózgu, 
móżdżku i hipokampie [48]. Charakteryzują się one obecno­
ścią dwóch dom en białkowych EVH1 i CC (ang. coiled-coil), 
które umożliwiają im różnorodne oddziaływania białko 
— białko (Ryc. 1C).

DOMENA EVH1

Domena EVH1 (ang. Ena/Vasodilator-stimulatedphosphopro- 
tein homology 1), o zachowanej w  ewolucji sekwencji, obejmu­
jącej 110 reszt aminokwasowych, wykazuje powinowactwo 
do regionów bogatych w prolinę. Dzięki tej domenie białka 
Homer łączą się, między innymi, z receptorami metabotro- 
powymi grupy pierwszej [49] (Ryc. 3). Cytoplazmatyczny 
fragment C-końcowy receptorów mGluRl i mGluR5 posia­
da charakterystyczny motyw -PPXXP- rozpoznawany przez 
domenę EVH1. Na podstawie badań m etodą hybrydyzacji in 
situ wykazano, że istnieje przestrzenna zależność pomiędzy 
występowaniem podtypów białek Homer i receptorów meta- 
botropowych. Okazało się, że mGluRl głównie występuje w 
sąsiedztwie białka Homer 3, natomiast mGluR5 — w sąsiedz­
twie białka Homer lb  i lc  [48,49,91],

Opisywane połączenia receptorów metabotropowych 
z grupy I z białkami Homer są o tyle ważne, że Homer, 
jako białko kotwiczące, ma zdolność łączenia się również 
z receptorami IP3R (receptor 1,4,5-trisfosforanu inozytolu) 
i RyR (receptor rianodynowy), znajdującymi się w błonie 
siateczki śródplazmatycznej, które są efektorami recepto­
rów metabotropowych [50]. Receptory m GluRl i mGluR5 
związane są ze szlakiem aktywacji fosfolipazy C (PLC), 
która powoduje hydrolizę błonowego fosfatydyloinozytolu 
do dwóch ważnych przekaźników: diacyloglicerolu (DAG) 
oraz 1,4,5-trisfosforanu inozytolu (IP3). DAG pozostaje w 
błonie komórkowej, gdzie odpowiada, między innymi, za 
aktywację kinazy białkowej C (PKC). IP3 po uwolnieniu do 
cytoplazmy łączy się z receptorem IP3, znajdującym się w 
błonie siateczki śródplazmatycznej, powodując jego otwar­
cie i uwolnienie jonów w apnia z m agazynów wew nątrz­
komórkowych do cytoplazmy [47], Jednak w komórce IP3 
jest bardzo nietrwały, ulega błyskawicznej defosforylacji do 
fosforanu inozytolu, a następnie do inozytolu. Dlatego, aby 
IP3 mógł być skutecznym aktywatorem  musi mieć zagwa­
rantowane bliskie sąsiedztwo efektora, czyli receptora IP3R. 
Jest to możliwe dzięki białkom Homer, które za pomocą 
dom eny EVH1 łączą się z charakterystycznym  motywem 
-PPXXP- receptorów IP3R, spinając dw a receptory, co um oż­
liwia efektywną transmisję sygnału [51].

Partnerami białek Homer są także, omówione już, białka 
Shank [47] (Ryc. 3). Połączenie to możliwe jest dzięki do­
menie EVH1, rozpoznawanej przez region bogaty w proli­
nę białek Shank. Oddziaływanie Hom er — Shank sprawia, 
że dw a duże kompleksy białkowe, skupione wokół tych 
dwóch białek tworzących rusztowanie, zostają scalone w 
jeden funkcjonalny kompleks, co znacznie uspraw nia ko­
munikację pomiędzy nimi. Przypominając, to połączenie 
umożliwia kontakt trzech ważnych receptorów: NMDA po­
przez kompleks PSD95/GKAP, mGluR 1 i 5 poprzez białka 
Homer oraz AMPA (Ryc. 3).
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DOMENA CC

Tak różnorakie połączenia białek Homer nie byłyby moż­
liwe bez domeny CC. Znajduje się ona na C-końcu białka i 
umożliwia tworzenie homo- i heterooligomerów. Domena 
CC ma zatem zdolność łącznia dwóch takich samych bia­
łek Homer oraz do łączenia się z domeną CC innych białek 
Homer. Innymi słowy, to właśnie dzięki tej domenie białka 
Homer mogą jednocześnie łączyć receptory metabotropowe 
grupy I z receptorami IP3R i RyR, utrzymując je w bliskości.

Jak wspomniano, od przedstawionej charakterystyki bia­
łek Homer znacznie odbiega izoforma la . Jest ona dw a razy 
mniejsza od pozostałych białek z tej rodziny (186 am inokwa­
sów) i jako jedyna ulega czasowej ekspresji, zapoczątkowa­
nej wskutek pobudzenia synaptycznego. Aktywowana for­
ma zaczyna współzawodniczyć z pozostałymi izoformami 
białek Homer o wiązanie z receptorami mGluRl, mGluR5, 
IP3R i RyR, co powoduje zaburzenia w oddziaływaniu re­
ceptorów błonowych z receptorami w błonie siateczki śród­
plazmatycznej i wpływa na zmiany w przekazywaniu sy­
gnału wapniowego w komórce. Jak wykazano, aktywacja 
izoformy la  opóźnia przekazywanie sygnału od receptora 
do efektora oraz odpowiedź wapniow ą komórki [47], Wy­
daje się, że dzieje się tak dlatego, że izoforma l a  charaktery­
zuje się obecnością tylko jednej typowej dla białek Homer, 
domeny EVH1 [48], Brak domeny CC powoduje, że izofor­
ma ta nie ma możliwości tworzenia monomerycznych połą­
czeń typu H om er-H om er i w  związku z tym nie uczestni­
czy w łączeniu receptorów mGluRl i mGluR5 z receptorami 
w błonie siateczki śródplazmatycznej.

PODSUMOWANIE

Podsumowując, białka z rodziny: MAGUK, Shank i H o­
mer charakteryzują się wielodomenową budową, umożli­
wiającą liczne połączenia międzybiałkowe. Są to białka licz­
nie występujące w strukturze zagęszczenia postsynaptycz­
nego i, dzięki połączeniom z białkami cytoszkieletowymi, 
mocno zakotwiczone w  komórce. Zaangażowane są w  loka­
lizowanie receptorów w jednym  rejonie błony oraz łączenie 
ich z rekrutowanymi z cytoplazmy białkami, układającymi 
się w różne ścieżki przekazywania sygnału. Białka MAGUK 
odpowiedzialne są za łączenie receptorów NMDA, Shank 
— receptorów AMPA, natomiast rodzina Homer — recep­
torów metabotropowych z grupy pierwszej. Dzięki oddzia­
ływaniom pomiędzy białkami rusztowania molekularne­
go, szlaki przekazywania sygnału pochodzące od różnych 
receptorów sąsiadują ze sobą i tworzą sprawnie działającą 
strukturę zagęszczenia poststynaptycznego.
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Scaffold proteins (MAGUK, Shank and Homer) in postsynaptic density in the 
central nervous system
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ABSTRACT

The postsynaptic density (PSD) is a dynamic multi-protein complex attached to the postsynaptic membrane composed of several hundred 
proteins such as receptors and channels, scaffolding and adaptor proteins, cell-adhesion proteins, cytoskeletal proteins, G-proteins and their 
modulators and signaling molecules including kinases and phosphtases. This review focuses on the prominent PSD scaffolds proteins such 
as members of the MAGUK (membrane-associated guanylyl kinase), Shank (SH3 domain and ankyrin repeat-containing protein) and Homer 
families. These molecules interact simultaneously with different kinds of receptors and modulate their function by linking the receptors to 
downstream signaling events. For example PSD 95, a main member of MAGUK family, interacts directly with carboxyl termini of NM DA  
receptor subunits and clusters them to the postsynaptic membrane. In addition, PSD 95 is involved in binding and organizing proteins con­
nected with NM DAR signaling. Based on the modular character and ability to form multiproteins interactions, MAGUK, Shank and Homer 
are perfectly suited to act as a major scaffold in postsynaptic density.
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W S K A Z Ó W K I  D L A  A U T O R Ó W

Prace przeznaczone do publikacji w  „Postępach Biochemii" mogą 
mieć charakter artykułów  monograficznych, krótkich not o najnow­
szych osiągnięciach i poglądach oraz listów do Redakcji. Redakcja nie 
ogranicza objętości m anuskryptów , jakkolwiek w każdym  przypadku 
zalecana jest zwięzłość stylu, bez utraty  jasności przekazu.

A utorzy odpow iadają za praw idłow ość i ścisłość podaw anych infor­
macji oraz popraw ność cytow anego piśm iennictwa. Ujęcie prac winno 
być syntetyczne, a przedstaw ione zagadnienia zilustrow ane za pomocą 
tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotogra­
fie), w  uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy 
A utorzy zamierzają włączyć do swego artykułu ilustracje publikowane 
przez autorów  cytow anych prac oryginalnych, do czego Redakcja za­
chęca, należy uzyskać i przekazać nam  zgodę na przedruk, zarówno od 
autorów , jak i z w ydaw nictw a. Niemniej konstruow anie oryginalnych 
rycin i zbiorczych tabel na podstaw ie danych z piśm iennictwa jest rów ­
nież mile widziane. Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznacz­
ne z oświadczeniem , że nadesłana praca nie była publikow ana ani nie 
została zgłoszona do publikacji w innym  czasopiśmie, natom iast jeżeli 
zostanie ogłoszona w „Postępach Biochemii", jej publikacja w  całości 
lub w e fragmentach w innym  czasopiśm ie wym agać będzie uprzedniej 
zgody Redakcji.

R edaktor Naczelny lub Redaktor Prow adzący pracę podejmuje de ­
cyzję o przyjęciu lub odrzuceniu m anuskryptu  na podstaw ie własnej 
opinii i opinii dwóch niezależnych recenzentów, w  ciągu 6 tygodni od 
m om entu otrzym ania artykułu. W przypadku, kiedy praca wym aga 
popraw ek odautorskich, A utorzy otrzym ują drogą elektroniczną opi­
nie recenzentów  i proszeni są o przygotow anie poprawionej wersji 
m anuskryptu  i odesłanie go do Redakcji w ciągu 8 tygodni. Ostatecz­
ną decyzję o przyjęciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciągu 2 
tygodni od otrzym ania poprawionej wersji m anuskryptu.

A utorzy są zobowiązani do w ykonania korekty autorskiej i poinfor­
m ow ania Redakcji o koniecznych zmianach, pocztą elektroniczną lub 
faksem, w  ciągu 3 dni od chwili otrzym ania.

Każdy z Autorów  otrzym uje jeden egzem plarz num eru „Postępów 
Biochemii", w  którym  ukazał się jego artykuł.

WSKAZÓWKI SZCZEGÓŁOWE:
Przed przystąpieniem  do napisania artykułu  A utorzy są prosze­

ni o zapoznanie się z najnow szym  num erem  „Postępów Biochemii", 
aby przygotow ać pracę pod w zględem  edytorskim , językowym  oraz 
jakości m ateriału ilustracyjnego, które będą odpow iadały aktualnym  
w ym ogom  Redakcji. A rtykuły pow inny być pisane językiem nauko­
wym , lecz zrozum iałym  dla niespecjalistów. Popraw ność logiczna i 
stylistyczna tekstu w arunkuje jego jednoznaczność i czytelność. A uto­
rzy w inni unikać składni obcojęzycznej, gw ary laboratoryjnej, a także 
ograniczać stosowanie skrótów  nawet, jeśli bywają używ ane w pra ­
cach specjalistycznych. Każda z prac nadesłanych do Redakcji podlega 
ocenie specjalistów i opracow aniu redakcyjnem u. Redakcja zastrzega 
sobie praw o dokonania skrócenia tekstu i w prow adzenia koniecznych 
zm ian, rów nież w  m ateriale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:
Prosim y o nadsyłanie prac pocztą elektroniczną. W  wyjątkow ych 

przypadkach dopuszcza się przysyłanie prac na dyskietce lub płycie 
CD. Tekst w inien być zapisany jako *.doc w  formacie IBM PC, a pliki 
zawierające ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst pow inien być 
napisany z zachowaniem  podwójnego odstępu m iędzy w ierszam i, z 
użyciem  czcionki Times N ew  Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna­
ki specjalne prosim y wstawiać kom endą „insert". W tekście prosim y 
w skazać miejsce um ieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:
W skazany jest podział artykułu na nienum erow ane rozdziały i pod ­

rozdziały.
Strona 1 (tytułowa) zaw iera tytuł artykułu, im iona i nazw iska Au­

torów  (ze w skazaniem  autora korespondującego), tytuł naukow y każ­
dego z Autorów  i ich miejsce pracy z adresem  pocztowym , num erem  
telefonu i adresem  poczty elektronicznej, słow a kluczowe (do 6), wykaz

stosow anych skrótów  (do 10) w  porządku alfabetycznym  (ograni 
do niezbędnego m inim um ) oraz skrócony tytuł pracy (do 25 zna 

Kolejno numerowane strony obejmują streszczenie (do 150 
zów), tekst pracy i piśm iennictwo. Na kolejnych stronach winr 
um ieszczone tabele oraz tytuły i objaśnienia rycin. Ostatnia stron 
na zawierać następujące informacje w  języku angielskim: ty tu ł a 
łu, imiona i nazw iska Autorów  oraz miejsca pracy, słowa kluczom 
6) i krótkie streszczenie artykułu (do 150 wyrazów).

Piśmiennictwo: Należy unikać nadm iernej liczby cytow ań 
nalnych prac, odsyłając czytelników w m iarę m ożliwości do arty 
przeglądow ych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyżej 70 pi 
cji, w  większości pochodzących z ostatnich 10 lat. W ykaz p iśn  
ctw a obejmuje prace w  kolejności ich cytowania. W tekście, za; 
się je liczbami porządkow ym i ujętymi w  nawiasy kwadratów 
[3,7,9-26]. Sposób cytow ania prac oryginalnych (1) i przegląd« 
(2), książek (3), rozdziałów  z książek jednotom ow ych (4), rozd: 
z tom ów serii opracow anych przez różnych redaktorów  (5) ws 
poniżej podane przykłady:

1. Jiang QX, Wang DN, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis c 
voltage-dependent K+ channels in an open conformation. Nature 430: 80

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by Ca2ł-Al 
the sarcoplasmic reticulum. Annu Rev Biochem 73: 269-292

3. Dołowy K, Szewczyk A, Pikula S (2003) Błony biologiczne, Wydawnictv 
kowe Śląsk, Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and d) 
of the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: Pochet R (red) C 
the molecular basis of calcium action in biology and medicine. Kluwer Ac 
Publishers, Dordrecht, Boston, London, str. 191-205

5. Darżynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja 1 
(KAPU) mRNA i U snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pog 
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adam 
iewicza w Poznaniu, Poznań, str. 143-179

Tabele w inny być opatrzone jednoznacznym  ty tu łem  i ewenl 
także niezbędnym i objaśnieniami um ieszczonym i pod tabelą. W 
tabel pow inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (£ 
lub strony (18 cm).

Ilustracje: ryciny w inny być zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.p: 
*.eps. Ryciny pow inny być w ykonane w  skali 1:1. W ielkość ryci 
w inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) Iu 
ny (18 cm). Na rycinach nie należy um ieszczać opisów  słownyc 
posługiwać się skrótami. Opisy na rysunkach pow inny być wyl 
czcionką Arial 8. Ilustracje i tabele prosim y przesyłać w  osobny 
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) pow inny mieć m inim alną rozdzii 
300 dpi dla obrazów kolorowych i skali szarości (zdjęcia czarne 
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-białych (schematy, w zory  stru 
ne zawierające tylko czerń i biel).

Prace w  form ie elektronicznej prosim y przesyłać na adres: 

postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem  odpow iedniegi 
gram ow ania, prosim y o przysłanie pracy na dyskietce lub płyt 
zabezpieczonej przed  uszkodzeniem  w  czasie transportu , na ad:

Sławomir Pikuła
redaktor naczelny kwartalnika „Postępy Biochemii"  
Instytut Biologii Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiegc 
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Opłata za druk: Zgodnie z decyzją Z arządu  G łów nego Po 
T ow arzystw a Biochemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towar; 
pobiera od A utorów  opłatę pokrywającą częściow o koszt 
artykułu. Opłata za w ydrukow anie jednej strony artyku łu  w yn 
zł. Szczegółowe informacje zam ieściliśm y po d  a< 
w w w .postepybiochem ii.p l/oplaty .h tm .
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Kombinacja Dająca Sukces

•  Nowość: Zestawy BD™ Calcium ¡ PBX Calcium 

Assay: Zwiększony stosunek sygnału do tła w  

po rów nan iu  do m etod standardowych.

•  BD ACTOne™  cAMP Assay: Stabilnie 

transfekowane komórki HEK293 posiadające 

ekspresję opa ten tow anego  biosensora typu 

CNG (cydic nudeotide-gated) i receptorów  

GPCR połączonych z białkiem Gs lub Gi.

BD, BD Logo i wszystkie inne znaki handlowe są własnością Becton, Dickinson and Company. @2007 BD 
A712-00

•  BD Falcon™ i BD BioCoat™  View ing Plates 

do Oznaczeń Fluorescencyjnych: W ybór 

przygotowanych do hodow li i go tow ych do 

użycia, b iologicznie pokrytych powierzchni 

wzmacniających przyleganie komórek, ich 

rozprzestrzenianie i wzrost.

Skontaktuj się z nami aby dowiedzieć się 
więcej o optymalizacji oznaczeń!

BD Biosciences
Becton Dickinson Polska Sp.z o.o. 
ul. Królowej Marysieńki 90, 

02-954 Warszawa 
tek: +48 22 651 75 88 
faks: +48 22 651 75 89 
www.bdbeurope.comhttp://rcin.org.pl

http://www.bdbeurope.com


BD Pathaway HT™ Bioimager
Badania Żywych Komórek Za Pomocą Automatycznego 
Obrazowania Konfokalnego

jBD
Szybko rozwijane metody oparte na 
komórkach do tworzenia nowych leków i badań podstawowych

Helping all people 
live healthy lives

•  Pokrycie pełnego spectrum z użyciem 16 f i l t rów  
wzbudzenia i 8 f i l t ró w  w  torze emisji

Możliwość bezpośredniego oglądania 
próbki jak w  mikroskopie

•  Au to fokus i automatyczna identyfikacja 
śledzenia komórki

Przełączanie pomiędzy trybem konfokalnym 
szerokim polem

•  Pomiary kinetyki lub punktu  końcowego 

Skontaktuj się z nami po więcej informacji!

Zintegrowana kontrola temperatury i C 0 2

•  Możliwość obrazowania zarówno komórek jak 
i tkanek

Do Badań Naukowych. Nie używać do diagnostyki lub leczenia
BD, BD Logo i wszystkie inne znaki handlowe są własnością Becton, Dickinson and Company. 
A712-00

BD

BD Biosciences

Becton Dickinson Polska Sp.z o.o. 
ul. Królowej Marysieńki 90, 

02-954 Warszawa 
te l.: +48 22 651 75 88 

faks: +48 22 651 75 89 
www.bdbeurope.comhttp://rcin.org.pl

http://www.bdbeurope.com
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