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W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

XIII konferencja „Gliwickie Spo
tkania Naukowe 2009". W dniach 
20-21 listopada 2009 roku odbyła się 
kolejna edycja Gliwickich Spotkań 
Naukowych (Fot. 1). Tegoroczna kon
ferencja, poświęcona tematyce gene
tycznych, molekularnych i środow i
skowych uw arunkow ań pow staw a
nia nowotworów oraz ich terapii była 
już trzynastą w  cyklu rozpoczętym w 
1997 roku. W konferencji uczestniczy
ło 180 osób, w tym 23 osoby z zagrani
cy. Problematyka naukowa konferen
cji dotyczyła badań molekularnych w 
epidemiologii nowotworów, genomi- 
ki funkcjonalnej w  badaniach now o
tworowych, efektu sąsiedztwa i jego 
zastosowania w  radioterapii now o
tworów oraz udziału białek transpor
tujących jony (kanałów jonowych) w 
procesach nowotworowych. Program 
konferencji obejmował 32 referaty 
zgrupow ane w  czterech sesjach.

Fot. 1. Miejsce obrad Gliwickich Spotkań N auko
w ych 2009.

W sesji I „Molecular Epidemio
logy of Cancer", omówiono wyniki 
badań genotypowania mające na celu 
określenie roli polimorfizmu poje
dynczych lub wielu mutacji pojedyn
czych zasad (SNP) w nowotworach 
dziedzicznych (Kari Hemminki), za
prezentowano metody analizy wielu 
mutacji (w tym SNP) prowadzących 
do zachorowalności na dziedzicz
ne nowotwory piersi (Ute Hamann), 
scharakteryzowano zależność wystę
powania mutacji niektórych genów z 
czasem przeżycia pacjentek chorych 
na raka piersi (Asta Fórsti). Referat 
Ewy Grzybowskiej dotyczył moleku
larnej epidemiologii dziedzicznych 
raków piersi i jajnika na Śląsku i kli
nicznych implikacji wynikających z 
istnienia polimorficznych alleli ge

nów BRCA oraz PGR i MDR1. W pływ 
ciąży na ryzyko rozwoju raków pier
si i jajnika, z uwzględnieniem  zmian 
stężenia horm onów (gonadotropina 
łożyska, estrogeny, progesteron, te
stosteron, SHBG i IGF-I) okazał się 
szczególnie ważny w pierwszym  
trymestrze ciąży, zwłaszcza u kobiet 
powyżej 30 roku życia (Annekatrin 
Lukanova). Rola SNP w podatno
ści na raka płuc i rola biomarkerów 
związanych z genami napraw y DNA 
jako czynników prognostycznych 
zostały zaprezentow ane przez Doro
tę Butkiewicz. Porównanie częstości 
występowania polimorfizmu SNP z 
zapadalnością na agresywną formę 
raka prostaty, piersi (związek z w y
stępowaniem  receptora estrogeno
wego) oraz trzustki na dużej grupie 
chorych (14 000 przypadków) pozw o
liło na wyodrębnienie niektórych cha
rakterystycznych polimorfizmów ob
serwowanych w tych trzech różnych 
rodzajach raka (Federico Canzian). 
Ostatni referat sesji poświęcony był 
poszukiw aniu markerów podatności 
oraz m arkerów prognostycznych dla 
nowotworów gardła przy w ykorzy
staniu metody porównawczej hybry
dyzacji genomu (CGH). Stwierdzono 
występowanie amplifikacji lub delecji 
odpow iednio w onkogenach i genach 
supresorowych i powiązano je w  nie
których przypadkach z progresją raka 
gardła (Krzysztof Szyfter).

Sesja II „Functional Genomics in 
Cancer Research" poświęcona była 
przeszukiwaniom  aktywnych dróg 
przekazywania sygnałów uzyskanych 
dzięki analizie danych z zastosowa
niem mikromacierzy oraz proteomiki 
w  próbach pochodzących z komórek 
nowotworowych w hodowlach in vi
tro i izolowanych z nowotworów. Re
gulacja cyklu komórkowego w raku 
piersi w  powiązaniu z receptorem 
czynnika wzrostu ERBB została w y
kryta poprzez analizę kom puterow ą 
wyników doświadczalnych i badanie 
oddziaływ ań miRNA w komórkach 
raka piersi. Stwierdzono w ystępow a
nie nowego szlaku przekazywania 
sygnału wiążącego receptory czynni
ków wzrostu z cyklem komórkowym 
(przejście G l/S )  oraz rodziny miRNA 
biorącej udział w  tym procesie (Stefan

Wiemann). Kolejny referat poświęco
no regulacji szlaku sygnalizacyjnego 
insuliny, a szczególnie jego zabloko
waniu. Nowo wyizolowana fosfata
za odpowiedzialna za defosforylację 
i inaktywację podstawowego białka 
szlaku, kinazy S6, została scharakte
ryzowana w referacie Aurelio Tele- 
mana. Metylacja genów ma istotne 
znaczenie w  regulacji ich aktywno
ści. Analizę profilu metylacji genów 
szlaku anemii Fanconiego/BRCA w 
nowotworach głowy i szyi przepro
w adzono na 13 genach i wykazano 
powiązanie inaktywacji genu BRCA2 
z metylacją (Marcin Szaumkessel). 
Analiza jednego z białek odpow ie
dzialnych za apoptozę (TRAIL, ang. 
TNF-related apoptosis-inducing factor) 
i funkcjonalnego zróżnicowania od 
powiedzi na jego wprowadzenie do 
komórek pozwoliła na odkrycie czyn
ników odpowiedzialnych za regulację 
śmierci komórek nowotworowych i 
ich oporności na podane białko (San
dra Steinbrink). Obszerność danych 
otrzym ywanych w analizach geno- 
mowych i proteomicznych wymaga 
często odmiennego podejścia anali
tycznego. Nowe metody umożliwia
jące selekcję wybranych grup genów, 
czy białek przedstawiła Joanna Polań
ska. Analiza z zastosowaniem m ikro
macierzy może mieć istotny udział w 
diagnostyce i prognozowaniu. Bar
bara Jarząb omówiła prace skupione 
na rozróżnieniu dwóch typów histo
logicznych raka tarczycy, szczególnie 
istotne w sytuacjach niepewnej dia
gnozy histologicznej. Omówione zo
stały też próby poszukiwania m arke
rów prognostycznych i rozróżnienia 
łagodnych i złośliwych form raka pę- 
cherzykowatego. Badania genomicz- 
ne i proteomiczne zostały w ykorzy
stane w analizie raka trzustki. Regula
cja epigenetyczna promotorów, zmia
ny w iązania czynników transkrypcyj- 
nych, różnice w poziomie transkryp
cji i regulacja samych transkryptów, 
synteza białek i ich oddziaływania 
złożyły się na obfitość informacji po
zwalających lepiej zrozumieć procesy 
regulacji w tym typie nowotworu, co 
umożliwi opracowanie skuteczniej
szej terapii (Jorg Hoheisel). Dane po
chodzące z badań z zastosowaniem
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mikromacierzy wykorzystano do 
wybrania genów prognostycznych i 
predykcyjnych w nowotworach piersi 
(Jolanta Kupryjańczyk) i jelita (Jerzy 
Ostrowski). Ostatnie dw a referaty po
święcone były analizie tkanek zdro 
wych sąsiadujących z nowotworem. 
Anna Fiszer-Kierzkowska omówiła 
w yniki badań z zastosowaniem mi
kromacierzy porównujących ekspre
sję genów w komórkach raka prostaty 
i otaczającej je normalnej tkance, które 
pozwoliły na wyłonienie wczesnego 
markera o potencjale diagnostycznym 
w tkance otaczającej. Piotr Widłak 
przedstawił ostatnie wyniki poszu
kiwania klasyfikatora różnicującego 
osoby zdrow e i chore na raka piersi na 
podstawie badań z wykorzystaniem 
spektrometrii masowej białek suro
wicy krwi. Analiza wykazała również 
szereg zmian składników surowicy w 
trakcie terapii, co może pozwolić na 
uściślenie diagnozowania i monitoro
wania terapii.

Sesja III „Bystander Mechanisms 
as Targets for Cancer Radiotherapy" 
poświęcona była w  całości zastosowa
niu efektów pośrednich promienio
wania w leczeniu nowotworów. Car
mel Mothersill (Fot. 2) przedstawiła 
zestawienie najnowszych wyników, 
pozwalające na wysunięcie hipotezy 
o w ielopoziomowym działaniu tych 
efektów, co mogłoby istotnie w pły
wać nie tylko na pojedyncze organi
zmy, ale też na losy populacji. Mecha
nizmy te, obecne również w trakcie 
radioterapii, mogą w istotny sposób 
regulować oddziaływanie komórek 
nowotworowych z organizmem, a 
także wpływać na zachowanie popu 
lacji komórek nowotworowych. Eli
zabeth Schtiltke przedstawiła wyniki 
nowej formy terapii (mikrowiązkowa 
terapia radiacyjna) pozwalającej na 
uzyskanie dw ukrotnie większej daw-

Fot. 2. O d lewej Carm el M othersill (Kanada) i 
N adzeya Ryaboken (Białoruś).

ki w obrębie guza, co mogłoby mieć 
szczególne znaczenie przy leczeniu 
now otw orów  radioopornych. Metoda 
ta pozwala również na wykorzystanie 
efektów pośrednich w terapii. Nowy 
typ terapii został zakwalifikowany 
do przeprow adzenia prób klinicz
nych. Mansoor A hm ed zaprezento
wał nową metodę radioterapii przy 
użyciu siatki. Trójwymiarowa siatka 
umożliwia naprom ienianie bardzo 
wysoką daw ką guza, wykorzystanie 
efektów pośrednich oraz istotne ogra
niczenie dawki poza obszarem guza. 
W stępne badania kliniczne potw ier
dziły skuteczność tej formy radiote
rapii. N owotwory hematologiczne 
mogą być w niektórych przypadkach 
leczone m etodą radioimmunoterapii. 
M etoda ta również może wykorzysty
wać efekty pośrednie (nie wszystkie 
komórki pobierają lek). Skutki ubocz
ne tej terapii (cytopenia) mogą być 
regulowane przez reinfuzję komórek 
macierzystych (Wojciech Jurczak). 
Colin Seymour przedstawił nowe 
dane dotyczące efektów pośrednich 
uzyskiwanych w  populacji ryb, a 
przenoszonych w odą przez czynni
ki rozpuszczalne. Efekty pośrednie 
można też badać na poziomie subko- 
mórkowym. Promieniowanie indu 
kuje w komórkach sąsiednich mutacje 
w DNA mitochondrialnym  i związa
ne z tym dysfunkcje mitochondriów 
(James Murphy). Trzy kolejne wykła
dy nie omawiając explicite efektów po
średnich radioterapii, skupiały się na 
opisaniu szlaków przekazywania sy
gnałów występujących w komórkach 
naprom ienionych (Bruce McKay, 
Anna Marciniak-Czochra i Krzysz
tof Puszyński). Ostatnie wystąpienie 
w  tej sesji było poświęcone efektom 
pośrednim  w komórkach krwi napro 
mienianych pacjentów i w układach 
in vitro (Joanna Rzeszowska-Wolny 
(Fot. 3).

Ostatnia, najkrótsza sesja „łon 
Channels and Cancer" była poświęco
na roli kanałów jonowych w  kom ór
kach nowotworowych. Obejmowała 
trzy referaty: Miguel Rubi mówił o 
efektach termicznych w białku Ca2+- 
ATPazie, Walter Stuehmer przed
stawił związek kanałów jonowych z 
postępem  choroby nowotworowej, a 
Maria Mycielska omówiła specyficz
ny dla prostaty transporter cytrynia- 
nowy i jego ham owanie w procesie 
no w otw orzenia.

Fot. 3. Prof. Joanna Rzeszowska-W olny.

Ponadto program  zjazdu obejmo
wał sesję plakatową, na której przed
stawiono 42 plakaty. W przeprow a
dzonym  konkursie w ybrano najlep
sze plakaty. Pięć pierwszych miejsc 
uzyskali Andriy Slonchak (Kijów) za 
pracę „Regulation of the hum an glu
tathione S-transferase PI gene trans
cription", Anna Dudka (Birmingham) 
za pracę „STAT3 is a phospho-specific 
binding partner for fibroblast growth 
factor receptor that is activated by 
amplified receptor expression", Mag
dalena Jarosz (Gliwice) za pracę "A 
combination of endoglin-based DNA 
vaccine and interleukin-12 gene en
hances antiangiogenic and antitum or 
effects", Ewelina Lipiec (Kraków) 
za pracę „Application of proton mi- 
crobeam to studies of apoptosis and 
necrosis in PC-3 cell line" oraz Ilona 
Bednarek (Katowice) za pracę "Che- 
mosensitivity of bladder cancer cells 
after chemical or RNAi-mediated 
m odulation of m ultidrug resistance 
(MDR) genes expression".

Konferencja połączona była z 
prezentacją wyrobów firm produ 
kujących odczynniki i sprzęt labora
toryjny, oraz ze sprzedażą polskiej 
i zagranicznej literatury naukowej. 
Więcej informacji na temat omawianej 
konferencji m ożna uzyskać na stronie 
internetowej h t tp : / /  gsn.io.gliwice.pl 
(oprać. Joanna Łanuszewska i Jacek 
Rogoliński)

Ślady polskiej nauki w  kilku 
głośnych wydarzeniach nauko
wych 2009 roku. SphinX - przyrząd 
polskich inżynierów trafił na orbitę 
okołoziemską. Jego zadaniem  jest 
obserwacja miękkiego prom ieniow a
nia rentgenowskiego, emitowanego 
z tzw. korony słonecznej. Urządzenia 
zbudow ane przez polskich naukow 
ców biorą udział w  eksperymentach
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uruchomionego ponownie w listopa
dzie Wielkiego Zderzacza Hadronów.

Zaobserwowano pierwsze oddzia
ływania proton-proton w detekto
rze Wielkiego Zderzacza H adronów  
(LHCb), zbudow anym  w celu odkry
cia różnic między materią a antym a
terią. W budowie detektora uczestni
czyli polscy naukowcy. W Instytucie 
Problemów Jądrowych w  Świerku 
dla potrzeb eksperym entu LHCb 
zbudow ano 130 m odułów dryfowych 
komór słomkowych — elementów 
zewnętrznego detektora LHCb, służą
cych do rekonstrukcji torów i pom ia
ru pędu cząstek naładowanych. Pola
cy zbudowali także system optyczny 
RASNIK, mierzący zmiany położeń 
ram podtrzymujących m oduły komór 
słomkowych względem mostu, na 
którym są zawieszone.

Przeprow adzono pierwszą ope
rację z użyciem polskiego robota,
w ramach prac nad unikatowym  w 
Europie projektem zmierzającym do 
skonstruowania robota kardiochirur
gicznego Robin Heart. Operację prze
prow adzono na świniach domowych.

Badania genetyczne potwierdziły, 
że szczątki gen. Władysława Sikor
skiego złożone w Katedrze na W a
welu są autentyczne, a śmierć nastą
piła w wyniku obrażeń wielonarządo- 
wych.

Krajowe Centrum Promocji Zdro
wia w Miejscu Pracy, działające w 
ramach Instytutu Medycyny Pracy w 
Łodzi, zostało uhonorow ane dorocz
ną nagrodą Światowej Organizacji 
Zdrowia (WHO) za badania w za
kresie promocji zdrowia na rok 2009. 
N agrodę w wysokości 20 tysięcy do
larów ufundow ał Kuwejt.

Zespół polskich lekarzy z centrum  
ortopedii i medycyny sportowej - Ca- 
rolina Medical Center w Warszawie 
przeprowadził pierwszą w Europie 
operację wszczepienia innowacyjnej 
protezy stawu skokowego.

Specjaliści z Instytutu Fizjologii 
i Patologii Słuchu przeprow adzi
li pierwszą operację wszczepienia 
innowacyjnego polskiego implantu 
słuchowego pięcioletniemu dziecku 
z tzw. częściową głuchotą. Pierwszą 
na świecie operację obustronnego 
wszczepienia im plantów ucha środ
kowego pacjentowi z pow ażnym  
uszkodzeniem słuchu przeprowadził 
prof. Kazimierz Niemczyk, kierow

nik Katedry i Kliniki Otolaryngologii 
Akademii Medycznej w Warszawie. 
Operację w ykonano u 20-letniego 
mężczyzny, który w dzieciństwie do
znał poważnego uszkodzenia słuchu 
z pow odu zażywania leków ototok- 
sycznych.

Polscy studenci zostali uhonoro
wani Europejską Nagrodą im. Karola 
Wielkiego. Ich projekt edukacyjny pt. 
„YOUrope needs YOU", opracowany 
w krakowskim oddziale Europejskie
go Forum Studentów AEGEE, zw y
ciężył w  konkursie zorganizowanym  
przez Parlament Europejski i Fun
dację N agrody Karola Wielkiego w 
Akwizgranie.

Naukowcy z Gdańskiego Mu
zeum Archeologicznego odkryli na 
sudańskiej pustyni Bajuda liczne obo
zowiska istot praludzkich i narzędzia 
z najstarszego okresu epoki kamienia 
- dolnego paleolitu.

Międzynarodowy, interdyscypli
narny zespół badawczy, z udziałem  
polskich naukowców, odkrył pozo
stałości po łaźniach wzniesionych dla 
żołnierzy I Legionu Italskiego w Buł
garii. Zarówno ich wielkość, wystrój 
architektoniczny i rozplanowanie w y
kracza daleko poza standardy obozu 
legionowego (wg Ze Świata Nauki 
PAP).

Utworzono Radę Młodych Na
ukowców. W dniu 1 lutego 2010 r., 
minister nauki i szkolnictwa w yż
szego prof. Barbara Kudrycka w rę
czyła nominacje 21 m łodym  polskim 
uczonym, którzy będą tworzyć Radę 
Młodych Naukowców. Jej zadaniem 
będzie m.in. opiniowanie projektów 
ustaw  i rozporządzeń dotyczących 
funkcjonowania uczelni i sektora na
uki. W skład Rady Młodych N aukow 
ców wchodzą: Artur Czupryn -  In
stytut Biologii Doświadczalnej im. M. 
Nenckiego PAN, Andrzej Dziembow
ski -  Instytut Biochemii i Biofizyki 
PAN oraz Uniwersytet Warszawski, 
Karolina Kurtz -  Zachodniopom or
ski Uniwersytet Technologiczny w 
Szczecinie, Piotr Garstecki -  Insty
tut Chemii Fizycznej PAN, Barbara 
Fryzeł -  Uniwersytet Jagielloński, 
Krzysztof Piech -  Szkoła Główna 
H andlow a w Warszawie, Monika 
Szczepaniak -  Uniwersytet Kazimie
rza Wielkiego w Bydgoszczy oraz 
Hum boldt-Universität zu Berlin Insti
tu t für Deutsche Literatur w  Berlinie,

Katarzyna Kijania-Placek -  Uniwer
sytet Jagielloński, Tomasz Klimczuk
-  Politechnika Gdańska, Piotr Koza
-  Politechnika W arszawska, Marcin 
Binkowski -  Uniwersytet Śląski w  Ka
towicach, Bartosz Powałka -  Zachod
niopomorski Uniwersytet Technolo
giczny w Szczecinie, Ewa Jankowska
-  Akademia Medyczna we Wrocła
wiu, Dominika Nowis -  Uniwersy
tet Medyczny w Warszawie, Konrad 
Rejdak -  Uniwersytet Medyczny w 
Lublinie, Maciej Banach -  Uniwersy
tet Medyczny w Łodzi, Justyna Zając
-  Uniwersytet Warszawski, Wojciech 
Kulesza -  Szkoła Wyższa Psycholo
gii Społecznej w  Warszawie, Tomasz 
Zalasiński -  Uniwersytet Wrocławski, 
Dominik Antonowicz -  Uniwersy
tet Mikołaja Kopernika w Toruniu, 
H anna M amzer -  UAM w Poznaniu. 
W imieniu Rady głos zabrała H an
na Mamzer, socjolog z Uniwersytetu 
Adam a Mickiewicza w Poznaniu, w y
rażając przekonanie, że dzięki pracy 
zespołu głos młodych badaczy stanie 
się bardziej słyszalny nie tylko wśród 
naukowców starszych wiekiem i sta
żem, ale też wśród młodszych kole
gów, którzy dopiero decydują się na 
karierę naukową.

Nagrody Prezesa Rady Ministrów,
ustanowione w 1994 roku z inicjaty
wy PAN, za działalność naukową, 
naukowo-techniczną, artystyczną i za 
rozpraw y doktorskie i habilitacyjne 
odebrało 44 naukowców i 5 zespołów 
w dniu 20 stycznia w W arszawie (Fot.

4).

Premier Donald Tusk podczas 
uroczystości wyraził przekonanie, że 
do zadań rządu należy zapewnienie 
wzrostu nakładów  na naukę i dodał 
„niezależnie od sytuacji budżetu Pol
ski nie stać na niełożenie środków 
finansowych na ten cel". Za wybitny 
dorobek naukow y nagrodzono prof. 
Stanisława Czekalskiego z Uniwersy-

Fot. 4. Laureaci N agrody Prezesa Rady M inistrów.
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Fot. 5. Prof. Bogusław Buszewski.

tetu Medycznego w Poznaniu, prof. 
Jana Górskiego z Akademii Medycz
nej w  Białymstoku, prof. Jana Strelaua 
z Polskiej Akademii N auk i Szkoły 
Wyższej Psychologii Społecznej, prof. 
Jerzego Ważnego z Instytutu Tech
nologii Drewna w Poznaniu. N agro
dy za wybitne osiągnięcia naukow e 
otrzymali: dr hab. Zbigniew Błocki 
z Instytutu Matematyki Uniwersy
tetu Jagiellońskiego, prof. Bogusław  
Buszewski (Fot. 5) z Uniwersytetu 
Mikołaja Kopernika w  Toruniu; ana
liza środowiskowa, chromatografia i 
techniki pokrewne (HPLC, SPE, GC, 
CZE), spektroskopia, fazy stacjonar
ne, kolumny, charakterystyka po
wierzchni, adsorpcja, przygotowanie 
próbek, analiza terenowa, utylizacja 
odpadów  i ścieków, chemometria, 
modelowanie molekularne; prof. To
masz Jasiński z Instytutu ITistorii Uni
wersytetu im. Adam a Mickiewicza w 
Poznaniu; prof. Jan Szopa-Skórkow- 
ski (Fot. 6) z Uniwersytetu Wrocław
skiego (kierownik Zakładu Biochemii 
Genetycznej Uniwersytetu Wrocław
skiego). W ostatniej dekadzie jego 
zespół wytworzył 25 rodzajów trans- 
genicznych ziemniaków i lnu, opaten
tował 18 genów, które znajdują się w 
National Center for Biotechnology In
formation, światowym banku genów 
w Bostonie. Profesor wydaje m iędzy
narodow e czasopismo „Cellular and 
Molecular Biology Letters". Specjal
ne wyróżnienie otrzymali Grzegorz 
Niedźwiedzki i Piotr Szrek, którzy

Fot. 6. Prof. Jan Szopa-Skórkowski.

w  Górach Świętokrzyskich odkryli 
odciski stóp najstarszych czworo
nożnych zwierząt lądowych.

Minister Zdrowia przyznał nagro
dy za wybitne i wyróżniające się osiągnię
cia naukowe i dydaktyczne. W Pomor
skiej Akademii Medycznej w  Szczecinie 
nagrodę naukow ą I stopnia otrzymała 
nasza Koleżanka prof. Ewa Stachow- 
ska z Zakładu Biochemii i Chemii 
Medycznej za rozpraw ę habilitacyjną 
„W pływ sprzężonych dienów kwasu 
linolowego na syntezę pochodnych 
kw asu arachidonowego i linolowego 
w  m onocytach/m akrofagach".

Medal im. Mikołaja Kopernika 
dla dr Claudine Kiedy (Fot. 7). 24 
listopada w W arszawie dr Claudine 
Kieda otrzymała z rąk Prezesa Pol
skiej Akademii N auk prof. Michała 
Kleibera medal im. Mikołaja Koper
nika. To najważniejsze z odznaczeń, 
Prezydium  PAN przyznaje naukow 
com, którzy nie należą do Akademii, 
w  uznaniu ich zasług dla społeczno
ści badawczej naszego kraju. Dr Kie
da jest dyrektorem ds. badawczych 
w O środku Biofizyki Molekularnej 
CNRS w Orleanie, gdzie między in
nymi prow adzi badania nad mechani
zmami angiogenezy. Ponadto od w ie
lu lat jest zaangażowana w rozwijanie 
współpracy pom iędzy swoim ośrod
kiem macierzystym a instytucjami

Fot. 7. Dr C laudine Kieda.

naukowym i w Polsce. Od 2009 roku 
dr Kieda jest profesorem gościnnym 
na W ydziale Biochemii, Biofizyki i 
Biotechnologii i prow adzi zajęcia w 
ram ach studiów polsko-francuskich 
zorganizowanych przez Uniwersytet 
Jagielloński i Uniwersytet w Orleanie. 
Warto w tym miejscu przypomnieć, 
że 3 lata wcześniej za swoje zasłu
gi dla krakowskiej uczelni d r Kieda 
otrzymała medal M erentibus UJ.

W 5. edycji Konkursu „Popula
ryzator Nauki" przyznano sześć na
gród i trzy wyróżnienia. Konkurs był

organizowany przez Polską Agencję 
Prasową oraz Ministerstwo Nauki i 
Szkolnictwa Wyższego. W kategorii 
„Naukowiec lub instytucja nauko
wa" rów norzędne nagrody otrzymali: 
dr Jan Olejniczak (Fot. 8) z Zakładu 
Podstawowych Problemów Fizyki 
U niwersytetu Łódzkiego, naukowiec 
prow adzący wykłady i prelekcje dla 
uczniów szkół średnich, w arszta
ty pokazowe dla nauczycieli fizyki, 
w ykłady otwarte na Wydziale Fi
zyki i Informatyki Stosowanej UŁ. 
W ykłady dr Olejniczaka mają formę 
bogato ilustrowanych pokazów; mgr 
inż. Joanna Szlichcińska (Fot. 9) ze 
Szkoły Głównej G ospodarstwa Wiej
skiego w W arszawie, organizatorka 
w arsztatów  naukow ych „DNA - En
cyklopedia Życia", imprezy popula
ryzującej biotechnologię w  polskim 
społeczeństwie. Joanna Szlichcińska 
jest autorką około 30 artykułów o te
matyce związanej z biotechnologią 
medyczną; Koło N aukow e Fizyków 
Politechniki Łódzkiej „Kot Schro- 
edingera", działające przy Instytucie 
Fizyki Politechniki Łódzkiej. Studenci 
fizyki technicznej z pasją organizują 
pokazy popularnonaukow e. Są stały
mi uczestnikami Łódzkiego Festiwalu 
Nauki.

W kategorii „Dziennikarz, redakcja 
lub instytucja nienaukowa" nagrody 
otrzymali: Dorota Truszczak, autor
ka codziennego serwisu naukowego i 
audycji w  cyklu „Człowiek i nauka" 
w Programie Pierwszym Polskiego 
Radia. Na bieżąco śledzi w ydarze
nia w ośrodku CERN pod Genewą. 
Pokazuje też blaski i cienie rozwoju 
nauki i techniki, w  kontrowersyjnych 
obszarach: klimatologii, klonowania, 
inżynierii genetycznej, transplantacji, 
nowych leków, medycyny niekon
wencjonalnej, ekologii, energetyki 
jądrowej; dr Tadeusz Zaleski, fizyk

Fot. 8 . Dr Jan Olejniczak.
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akustyk, z Uniwersytetu Gdańskiego, 
pełnomocnik Rady Rektorów Woje
w ództw a Pomorskiego ds. Bałtyckie
go Festiwalu Nauki, specjalizuje się 
w organizacji Targów Edukacyjnych 
„Zostań Żakiem" oraz stron interne
towych poświęconych edukacji, np. 
„Przeglądu EUREKA" popularyzu
jącego wyniki prac naukowych; Pol
skie Radio Szczecin, które doceniono 
w konkursie „Popularyzator Nauki" 
m.in. za powstające tam m agazy
ny kom puterow e „Trącić myszką" i 
„Przygody Małej Myszki w  świecie 
informatyki", tworzące blok publicy- 
styczno-edukacyjny. Tematy podej
mowane przez twórców magazynów 
dotyczą informatyki i najnowszych 
osiągnięć techniki w  branży IT.

W yróżnienia za najlepsze prezen
tacje w tegorocznej edycji konkursu 
„Popularyzator Nauki" otrzymali: 
prof. Leszek Woźniak z Politechniki 
Rzeszowskiej za oryginalny wykład 
śpiewany „Oblicza globalizacji", dr 
Lena Magnone z W ydziału Poloni
styki Uniwersytetu Warszawskiego, 
inicjatorka „Kongresu Psychoanali
tycznego", który odbył się podczas 
XIII Festiwalu Nauki w Warszawie. 
Pomysł polegał na zorganizowaniu 
amatorskiego przedstawienia, w  któ
rym  udział wzięli studenci z Koła 
Naukowego Psychoanalizy Kultury 
na Wydziale Polonistyki UW. Boha
terami spektaklu byli słynni twórcy 
psychoanalizy, wśród nich Zygm unt 
Freud; dr Izabella Łęcka z Instytutu 
Studiów Regionalnych i Globalnych 
Uniwersytetu Warszawskiego. Jej 
nietuzinkowa prezentacja „Żar życia 
na pustyni" przybliżyła publiczności 
obyczaje mieszkańców krajów arab
skich, proponow ała degustację arab
skich potraw , naukę alfabetu Naskhi, 
a przede wszystkim irackie i libańskie 
tańce regionalne w w ykonaniu stu 
dentów tych narodowości..

Prof. Jacek Jassem i prof. Zdzisław  
Brodecki zostali laureatami Nagród 
Naukowych Miasta Gdańska im. 
Jana Heweliusza za rok 2009. Prof. 
Jacek Jassem z Gdańskiego Uniwersy
tetu Medycznego został wyróżniony 
w  dziedzinie nauk przyrodniczych i 
ścisłych, a prof. Brodecki z Wydziału 
Prawa i Administracji Uniwersyte
tu Gdańskiego — w dziedzinie nauk 
humanistycznych. Wręczenie nagród 
odbyło się 28 stycznia b.r. Profesora 
Jassema doceniono za zastosowanie

technik biologii molekularnej w lecze
n iu now otw orów  złośliwych, dzięki 
którym  leczenie raka może być sku
teczniejsze. Prof. Brodeckiego, który 
pracuje w  Katedrze Prawa Europej
skiego i Komparatystyki Prawniczej 
na Uniwersytecie Gdańskim, uhono
row ano za „stworzenie teorii zinte
growanego porządku prawnego".

Prof. Jacek Jassem, absolwent Aka
demii Medycznej w  Gdańsku, jest nie
mal od 20 lat kierownikiem Katedry i 
Kliniki Onkologii i Radioterapii G dań
skiego Uniwersytetu Medycznego. W 
swojej pracy naukowej skupia się na 
raku płuc, raku piersi, nowotworach 
głowy i szyi, a także na biologii m o
lekularnej nowotworów. Prof. Jacek 
Jassem uczestniczył w  pracach wielu 
wpływ ow ych instytucji zajmujących 
się problematyką nowotworów. Był 
m.in. przewodniczącym  największej 
organizacji badawczej w dziedzi
nie onkologii w  Europie — Grupy 
Raka Piersi Europejskiej Organizacji 
do Badań nad Rakiem (EORTC) czy 
członkiem zarządu Europejskiego To
w arzystw a Radioterapii Onkologicz
nej (ESTRO), największej na świecie 
organizacji naukowej w dziedzinie 
radioterapii. Od 10 lat jest przew odni
czącym Środkowoeuropejskiej Grupy 
Onkologicznej (CEEOG). W Polskich 
organizacjach pełnił rolę wiceprezesa 
Polskiego Towarzystwa Radioterapii 
Onkologicznej (PTRO) i Polskiego 
Towarzystwa Onkologicznego (PTO). 
Jest również Członkiem Rady N auko
wej Centrum  Onkologii - Instytutu 
im. Marii Skłodowskiej-Curie. N a
groda N aukow a Miasta Gdańska im. 
Jana Heweliusza przyznaw ana jest od 
1987 r. reprezentantom  gdańskiego 
środowiska naukowego za wybitne 
osiągnięcia naukow e o charakterze 
poznawczym.

Konkurs miesięcznika „Forum 
Akademickie" na artykuł popular
nonaukow y pod hasłem Skompliko
wane i proste. Młodzi uczeni o swoich 
badaniach został rozstrzygnięty. I N a
grodę otrzymał dr Jacek Śmietański 
(Fot. 9), informatyk i biotechnolog 
(Zakład Farmakokinetyki i Farmacji 
Fizycznej Collegium Medicum UJ) 
za pracę o perfuzyjnej tomografii 
komputerowej pt.: Czy komputer widzi 
więcej niż człowiek? II nagroda przypa
dła m gr Emilii Grzędzickej (Fot. 10) 
(biolog; doktorantka Instytutu Nauk 
o Środowisku UJ) za artykuł o obrącz-

Fot. 9. Dr Jacek Śmietański.

kowaniu ptaków pt.: Do czego obrącz
ka zobowiązuje ornitologa? III Nagrodę 
zdobyła m gr Wioleta Walentowska 
(psycholog; doktorantka Zakładu 
Psychofizjologii w Instytucie Psycho
logii UJ) za publikację o tym, jak mózg 
rozpoznaje i zapamiętuje twarze pt.: 
Twarzą w twarz z twarzami. Przyznano 
także cztery rów norzędne wyróżnie
nia; otrzymali je: Artur Gmerek (dok
torant Instytutu Automatyki Politech
niki Łódzkiej) za pracę o w ykorzysty
waniu sygnałów biologicznych natu 
ry elektrycznej do sterowania robo
tów pt.: Trudna decyzja Pana Procesora, 
czyli jak sterować protezami przy użyciu 
sygnałów biologicznych; Andrzej Ka- 
tunin (asystent w Katedrze Podstaw 
Konstrukcji Maszyn Politechniki Ślą
skiej w  Gliwicach) za artykuł o lami-

Fot. 10. M gr Emilia Grzędzicka.
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natach polimerowych pt.: O myślących 
strukturach i kompozytowych grzankach; 
Sebastian Mariusz Niedźwiecki, chi
rurg, doktor nauk medycznych (Kli
nika Chirurgii Endokrynologicznej, 
Ogólnej i Naczyniowej Uniwersytetu 
Medycznego w Łodzi) za pracę o le
czeniu raka tarczycy pt.: W  poszukiwa
niu słabego punktu; Katarzyna Sądec
ką (Instytut Technologii Materiałów 
Elektronicznych w Warszawie) za ar
tykuł na temat mieszanin związków o 
strukturze krystalicznej pt.: Metalowo- 
tlenkowa mozaika, czyli o samoorganizu
jących się strukturach eutektycznych.

Budowa, rozbudow a lub przebu
dowa sal i laboratoriów w sześciu 
uczelniach Polski sfinansowana zo
stanie w  ramach XIII Priorytetu Pro
gram u Operacyjnego Infrastruktura 
i Środowisko, z kwoty ponad 252 
milionów złotych. Politechnika W ar
szawska, Wojskowa Akademia Tech
niczna im. Jarosława Dąbrowskiego, 
Politechnika Poznańska, Politechnika 
Gdańska, Zachodniopomorski Uni
wersytet Technologiczny w Szczeci
nie oraz Śląski Uniwersytet Medycz
ny w Katowicach będą miały nowo
czesne sale wykładowe i laboratoria 
badawcze, umożliwiające studentom  
uczestniczenie w  transmitowanych 
na żywo wykładach naukowców z 
zagranicy czy symulacje doświadczeń 
naukowych.

Unikatową metodę w ytw arza
nia w ody wrzącej w  tem peraturze 
160°C, i nie zamarzającej w  -60°C 
opracowali prof. W iesław Stręk (In
stytut Niskich Temperatur i Badań 
Strukturalnych im. Włodzimierza 
Trzebiatowskiego Polskiej Aka
demii Nauk w e Wrocławiu) oraz 
Zdzisław Oszczęda z firmy Nantes 
w Bolesławcu. Twórcy nazywają ją 
nanowodą; już została wykorzystana 
w kosmetologii. W edług prof. Strę- 
ka nanow oda może mieć oprócz ko
smetologii jeszcze inne zastosowania. 
Może służyć np. do produkcji ultra- 
stabilnych betonów czy do zwiększe
nia zawartości bakterii w  jogurtach. 
Może być w ykorzystana w procesach 
chemicznych, medycynie i farmacji 
przy produkcji leków. Nanolabora- 
torium  Nantes zostało nagrodzone 
złotym medalem za opracowanie uni
katowej na skalę światową metody 
pozyskiwania nanow ody podczas 58 
Światowych Targów Wynalazczości,

Badań Naukowych i Nowych Technik 
„Brussels Innova 2009".

Muzeum Medycyny w Sosnowcu, 
jako wynik inicjatywy władz miasta 
oraz Śląskiego Uniwersytetu Me
dycznego. Wszystko wskazuje na to, 
że już za kilka miesięcy mieszkańcy 
Sosnowca będą mogli podziwiać za
bytki medyczne, farmaceutyczne i ap
tekarskie. Po remoncie nowej siedziby 
Klubu Kiepury w  Sosnowcu, w ładze 
miasta zamierzają przeznaczyć ostat
nie piętro obiektu, zaś uczelnia za
pewni kadrę, eksponaty i fachową 
pomoc. Inicjatorzy przedsięwzięcia 
wierzą, że jeśli mieszkańcy Sosnowca 
i miast zaprzyjaźnionych dowiedzą 
o się o planach tworzenia M uzeum, 
być może znajdą na strychach i w 
piwnicach rzeczy, które w  dawnych 
czasach służyły ratow aniu ludzkiego 
życia. Tworzenie M uzeum  zbiega się 
z oczekiwaną 40. rocznicą powstania 
W ydziału Farmacji Śląskiego Uniwer
sytetu Medycznego.

Minister Zdrowia przyznał na
grody za wybitne i wyróżniające się 
osiągnięcia naukowe i dydaktyczne. 
Otrzymali je naukowcy z uczelni me
dycznych w kraju; wśród nich znajdują 
się Koledzy należący do Polskiego To
warzystwa Biochemicznego. Nagrodą 
indywidualną naukową I stopnia zostali 
wyróżnieni prof. dr hab. Barbara Czar
nocka z Centrum Medycznego Kształ
cenia Podyplomowego w Warszawie 
za publikację pt.: „Pendred Syndrome 
in Two Galician Families: Insights into 
Clinical Phenotypes through Cellular, 
Genetic, and Molecular Studies"; prof.

PAM dr hab. Ewa Stachowska z Zakła
du Biochemii i Chemii Medycznej Po
morskiej Akademii Medycznej w  Szcze
cinie za publikację „Wpływ sprzężonych 
dienów kwasu linolowego na syntezę 
pochodnych kwasu arachidonowego 
i linolowego w monocytach/makrofa- 
gach"; dr n. farm. Arkadiusz Surażyński 
z Uniwersytetu Medycznego w Białym
stoku za publikację pt.: „Extracellular 
matrix and HIF -  1 signaling: The role 
of prolidase". N aukow ą nagrodą ze
społową uhonorow ani zostali: prof. 
dr hab. Małgorzata Czyż, dr n. biol. 
Sztiller-Sikorska Małgorzata, dr n. 
med. Justyna Jakubowska w grupie 
autorów, łącznie z udziałem  nieży
jącego już prof. Marka Gniazdow
skiego, aktywnego członka Polskie
go Towarzystwa Biochemicznego z 
Medycznego Uniwersytetu w Łodzi, 
za cykl 6 publikacji dotyczących m o
lekularnych m echanizmów działania 
antracyklin i ich nowych pochod
nych, samodzielnie lub w skojarzeniu 
z imatinibem (STI571), w  komórkach 
przewlekłej białaczki szpikowej; dr n. 
med. Krzysztof Książek w śród au 
torów cyklu 5 publikacji dotyczących 
biologii komórek m ezotelium otrzew 
nowego oraz prof. UM dr hab. Paweł 
Jagodziński i dr n. przyr. Radosław 
Januchowski i w spółautorzy z Uni
w ersytetu Medycznego im. Karola 
Marcinkowskiego w  Poznaniu za cykl 
5 publikacji dotyczących epigenetycz- 
nej regulacji ekspresji w ybranych ge
nów w  komórkach nowotworowych.

pod redakcją Teresy W esołow skiej

BIOLOGICZNIE AKTYWNE PEPTYDY I BIAŁKA

biologicznie 
aktywne peptydy 
i białka żywności
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Książka stanowi kompendium wiedzy z zakresu molekular
nych i biologicznych właściwości białek i peptydów, które decy
dują o ich najbardziej istotnym żywieniowym i profilaktycznym 
oraz terapeutycznym znaczeniu.

Jest to jedyne na polskim rynku opracowanie będące bogatym 
źródłem wiedzy z pogranicza biologii, biochemii, immunologii, 
fizjologii, chemii żywności i dietetyki, które zakresem materiału i 
głębią ujęcia tematu ściśle odpowiada wymaganiom stawianym 
interdyscyplinarnemu podejściu do zagadnienia białek i pepty

dów w żywności i jego wieloaspektowej analizie.
Książka jest przeznaczona dla studentów nauk przyrodni

czych i medycznych, szczególnie takich kierunków, jak techno
logia żywności i żywienia człowieka, dietetyka, biotechnologia, 
biologia, farmacja, towaroznawstwo i po
krewne.
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Mechanizm metylacji i demetylacji DNA - znaczenie w kontroli ekspresji genów

STRESZCZENIE

M etylacja cytozyny do 5-metylocytozyny jest poreplikacyjną modyfikacją DNA, odgry
wającą istotną rolę w transkrypcyjnym wyciszaniu genów. Proces ten polega na kowa

lencyjnym połączeniu grupy metylowej z cytozyną, znajdującą się w obrębie dinukleotydów 
CpG. Reakcja metylacji DNA jest katalizowana przez metylotransferazy DNA, które prze
noszą grupę metylową z S-adenozylometioniny na resztę cytozyny w DNA. Wzór metylacji 
DNA ustalany jest nie tylko w wyniku działania metylotransferaz, ale również na drodze 
demetylacji. Niniejsza praca przedstawia biochemiczny aspekt procesów metylacji i deme
tylacji cytozyn DNA, uwzględniając ich rolę w regulacji ekspresji genów, a także możliwości 
modulacji procesu metylacji cytozyny w terapii przeciwnowotworowej.

WPROWADZENIE

W zór metylacji DNA ustalany jest we wczesnych fazach rozwoju zarodko
wego i utrzym yw any podczas życia osobniczego przez metylotransferazy DNA 
(DNMTs, ang. DNA methyltransferases). W w arunkach prawidłowych metylacja 
DNA jest wykorzystywana w komórce m.in. do wyciszania licznych sekwen
cji powtórzonych, piętnowania rodzicielskiego i wyłączania drugiego chromo
som u X w komórkach żeńskich. Metylacja reszty cytozyny w DNA odgrywa 
w ażną rolę w  kontroli procesów decydujących o poziomie ekspresji genów w 
komórkach [1].

Około 3-4% wszystkich cytozyn genom u ulega metylacji, a powstająca 5-me- 
tylocytozyna stanowi 0,75-1% wszystkich zasad w DNA prawidłowej komórki 
ssaków [2], Ocenia się, że około 70-80% wszystkich sekwencji CpG w DNA jest 
zmetylowanych [3,4]. Metylacji ulega głównie cytozyna dinukleotydów CpG 
pojedynczo rozrzuconych w całym genomie, występujących szczególnie często 
w endogennych retrowirusach i sekwencjach transpozonowych. W genomie w y
stępują również sekwencje CpG, które są chronione przed metylacją. Są to ob
szary DNA (około 1 kb) o zwiększonej w  porów naniu z całym genomem zaw ar
tości CpG, tak zwane w yspy CpG [5]. Usytuowane są one w rejonach końców 
5' wielu genów człowieka, najczęściej w  prom otorach i pierwszych eksonach 
[2,3]. Genom człowieka zawiera około 29 000 w ysp CpG, które są zlokalizowane 
w około 50-60% promotorów genów człowieka, tj. wszystkich genów metaboli
zm u podstawowego (ang. housekeeping genes) i około 40% genów specyficznych 
tkankowo [3,4]. Uważa się, że aktywne transkrypcyjnie geny wykazują hipome- 
tylację, podczas gdy transkrypcyjnie nieaktywne sekwencje są zazwyczaj zme- 
tylowane [6]. W genomie człowieka dinukleotydy CpG występują ze znacznie 
niższą częstością niż pozostałe dinukleotydy. Stanowią one ok. 20% wartości 
wyliczonej na podstawie łącznej zawartości cytozyny i guaniny [7]. Jedynie w 
obrębie wysp CpG, gdzie cytozyna pozostaje niezmetylowana, dinukleotyd 
CpG występuje z oczekiwaną frekwencją. Uzasadnieniem tego zjawiska może 
być tendencja 5-metylocytozyny do deaminacji. W skutek deaminacji cytozyny 
powstaje uracyl, który jest efektywnie eliminowany w procesie napraw y przez 
glikozylazy uracylowe [7,8]. Natomiast spontaniczna deaminacja 5-metylocyto- 
zyny, która zachodzi 2-4 razy szybciej niż deaminacja cytozyny, powoduje po
wstanie tyminy (Ryc. 1). Błąd ten może prowadzić do tranzycji C:G—>T:A, a tym 
sam ym  do zmniejszenia ilości dinukleotydu CpG w genomie [7].

MECHANIZM REAKCJI METYLACJI CYTOZYNY

Metylacja DNA polega na przyłączeniu grupy metylowej do węgla w  pią
tej pozycji pierścienia cytozyny (Ryc. 1). Reakcję tę katalizują metylotransferazy 
DNA. Wszystkie metylotransferazy charakteryzuje podobny mechanizm katali
tyczny z wykorzystaniem S-adenozylometioniny jako donora grup metylowych 
[9], W pierwszym etapie reakcji cytozyna zostaje wyciągnięta na zewnątrz po-
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antygen komórek proliferujących; RFTD (ang. 
replication foci targeting domain) — region nakie- 
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— tymina; TRD (ang. transcriptional repression 
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Rycina 1. Schemat procesu metylacji i deam inacji cytozyny oraz dem etylacji i de- 
aminacji 5-m etylocytozyny (zm odyfikowano w g [8 ]).

dwójnej helisy DNA i w pasow ana do centrum  aktywnego 
metylotransferazy [10,11], gdzie następuje atak nukleofilo- 
wy grupy tiolowej cysteiny na atom węgla w  pozycji szóstej 
(C-6) pierścienia cytozyny. Prowadzi to do kowalencyjnego 
wiązania enzym u z resztą cytozyny w  DNA. Następnie do 
chodzi do protonow ania atom u azotu w  pozycji trzeciej (N- 
3) przez grupę karboksylową reszty kwasu glutaminowego 
enzym u i powstania 4,5-enaminy, która atakuje cząsteczkę 
S-adenozylometioniny, będącą donorem  grupy metylowej. 
G rupa metylowa zostaje przyłączona do aktywnego atomu 
węgla C-5, a z cząsteczki S-adenozylometioniny powstaje 
S-adenozylohomocysteina. Po przyłączeniu grupy m etylo
wej w pozycję 5 pierścienia cytozyny następuje odtw orze
nie podwójnego wiązania pom iędzy węglami C-5 i C-6 oraz 
uwolnienie enzymu na drodze p-eliminacji [12,10].

W komórce funkcjonują dw a typy reakcji metylacji: 
metylacja zachowawcza (ang. maintenance méthylation) i 
metylacja de novo. W metylacji zachowawczej utrzym anie 
wzoru metylacji polega na przyłączeniu grup metylowych 
do nowo syntetyzowanych łańcuchów DNA, w miejscach 
kom plementarnych do miejsc m etylowanych w nici rodzi
cielskiej. W ten sposób oryginalny w zór metylacji zostaje za
chowany i przekazany do komórek potomnych. Metylacja 
de novo oznacza metylację cytozyn w uprzednio niezmetylo- 
wanych sekwencjach DNA i zachodzi ona głównie podczas 
embriogenezy i procesu różnicowania komórek [13].

METYLOTRANSFERAZY DNA

W komórkach ssaków zidentyfikowano pięć genów 
kodujących metylotransferazy DNA: DNMT1, DNMT2, 
DNMT3a, DNMT3b i DNMT3L. Klasyczną „zachowawczą" 
metylotransferazą, odpowiedzialną za utrzym anie stanu 
metylacji podczas replikacji DNA, jest DNMT1. Dwa inne 
enzymy -  DNMT3a i DNMT3b -  uczestniczą w ustaleniu 
de novo wzoru metylacji podczas wczesnego rozwoju em 
brionalnego. DNMT2 i DNMT3L są białkami o budow ie

zbliżonej do metylotransferaz, ale nie wykazują aktywności 
enzymatycznej [9,10,12].

DNMT1 i DNMT3 zawierają dwie domeny: regulatoro
w ą na N-końcu i katalityczną na C-końcu łańcucha poli- 
peptydowego, natomiast DNMT2 ma tylko dom enę katali
tyczną. Domeny na N-końcach różnią się pom iędzy metylo- 
transferazami i są odpowiedzialne za lokalizację w  jądrze, 
rozpoznawanie specyficznych sekwencji DNA oraz oddzia
ływanie z licznymi białkami. C-końcowe dom eny metylo
transferaz cytozynowych zawierają 10 charakterystycznych 
m otywów sekwencji łańcucha polipeptydow ego odpow ie
dzialnych za aktywność katalityczną enzym u [9]. Sześć z 
tych m otyw ów  jest wysoce zachowawcza i jest obecna we 
wszystkich metylotransferazach cytozynowych u bakterii, 
grzybów, roślin i ssaków. Do m otyw ów  tych należą: I, IV, 
VI, VIII, IX i X (Ryc. 2). M otywy I i X tw orzą miejsce wiąza
nia dla S-adenozylometioniny. Motyw IV zawiera dipeptyd 
prolina-cysteina (PC), dostarczający grupę tiolową w miej
scu aktywnym  enzymu. M otyw VI zawiera resztę kwasu 
glutaminianowego (w sekwencji ENV), będącą donorem 
protonu. Natomiast m otyw IX utrzym uje strukturę miejsca 
w iązania substratu [13,14].

METYLOTRANSFERAZA DNMT 1

Metylotransferaza DNA 1 (DNMT1) człowieka jest d u 
żym białkiem złożonym z 1616 am inokwasów, kodow anym  
przez gen zlokalizowany na chromosomie 19pl3.2 [15]. En
zym ten zawiera na N-końcu dom enę regulatorow ą (składa
jącą się z ok. 1100 reszt aminokwasowych), która pełni kilka 
funkcji, m.in. odpow iada za transport DNMT1 do jądra ko
mórkowego, koordynację replikacji i metylacji podczas fazy 
S cyklu komórkowego [12,10]. N-końcowy region zawiera 
kilka różnych motywów, m.in.: NLS -  sygnał lokalizacji ją
drowej (ang. nuclear localization signal), RFTD -  region nakie- 
rowujący enzym do widełek replikacyjnych (ang. replication 
foci targeting domain), motywy bogate w  reszty cysteinowe 
wiążące cynk (CxxC) (Ryc. 2) [14], U ssaków regiony bogate 
w  cysteinę są obecne prawie we wszystkich metylotransfe
razach DNA, białkach wiążących grupy metylowe, białkach 
wiążących CpG i innych białkach biorących udział w m ety
lacji cytozyny [12]. N-końcowa część zawiera również dwie 
dom eny BAH (ang. bromo adjacent homology), które mogą 
być zaangażowane w oddziaływania białko-białko [12], C- 
końcowa dom ena katalityczna DNMT1 zawiera wszystkie 
zachowane w ewolucji motywy charakterystyczne dla m e
tylotransferaz, ale jest nieaktywna bez części N-końcowej,

DNMT1

DNMT2

DNMT3a

DNMT3b

DNMT3L

Domena regulatorowa Domena katalityczna
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Rycina 2. Schemat organizacji głów nych dom en m etylotransferaz DNA. Opis w 
tekście (zm odyfikowano w g [17] i [15]).
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co wskazuje na ważną regulatorową funkcję dom eny N- 
końcowej tego enzym u [11,16]. Domena regulatorowa i ka
talityczna są połączone krótkim  odcinkiem powtórzonych 
dipeptydów  glicyna-lizyna (GK) [10,12].

N-końcowa dom ena oddziałuje z wieloma białkami, ta 
kimi jak: PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen), inhi
bitor kinazy cyklinozależnej (p21WAF1), Rb (produkt genu 
supresorowego retinoblastomy), czynnik transkrypcyj- 
ny E2F1, korepresor transkrypcyjny - DMAP1 (ang. DNA  
methyltransferase associated protein-1). DNMT1 bezpośred
nio oddziałuje z enzymem zależnym od ATP, remodelu- 
jącym chromatynę (hSNF2H), deacetylazami histonów 
HDAC1 i HDAC2, z białkami wiążącymi metylowane CpG: 
MBD2, MBD3, MeCP2 oraz z metylotransferazą histonową 
(SUV39H1) i z białkiem HP1 (ang. heterochromatin binding 
protein) [9,13,17,18]. Oddziaływanie z białkami biorącymi 
udział w kondensacji chromatyny oraz blokowaniu se
kwencji promotorów genów sugerują, że metylotransferaza 
ta odgrywa znaczącą rolę w  represji transkrypcji. DNMT1 
przypisyw ana jest też rola w  kontroli cyklu komórkowego 
poprzez oddziaływanie z jądrow ym  antygenem  komórki 
proliferującej oraz inhibitorem kinaz cyklinozależnych [9], 
W ykazano również, że DNMT1 oddziałuje z metylotransfe- 
razmi de novo: DNMT3a i DNMT3b [19].

DNMT1 wykazuje in vitro 5-30 razy większą aktywność 
w stosunku do hemimetylowanego DNA niż do niemety- 
lowanego DNA. Powinowactwo do DNA hem im etylowa
nego wskazuje, że enzym DNMT1 jest odpow iedzialny za 
utrzym yw anie wzoru metylacji podczas replikacji w  ko
mórkach somatycznych [11,12], W późnej fazie S DNMT1 
zakotwiczona na białku PCNA pojawia się w  widełkach 
replikacyjnych [20]. W eksperymentach in vitro wykazano 
również, że DNMT1 posiada aktywność metylotransferazy 
de novo w stosunku do DNA jednoniciowego [21].

W badaniach na myszach wykazano, że zaburzenia w  
strukturze i funkcji DNMT1 powodują znaczne zreduko
wanie poziomu metylacji DNA, nieprawidłowy przebieg 
piętnowania genomowego, ekspresji genów związanych z 
chromosomem X, aktywację endogennych retrow irusów  i 
w efekcie -  letalność embrionów [15,22], W embrionalnych 
komórkach macierzystych (ES, ang. embryonic stem cells) po 
zbawionych DNMT1 obserwowano wzrost tem pa mutacji 
oraz defekty w systemie napraw y błędnie sparowanych 
zasad. Wykazano też, że komórki macierzyste z brakiem 
DNMT1 wzrastają normalnie w stadiach niezróżnicowania, 
natomiast przejście w fazę różnicowania powoduje kiero
wanie ich na drogę apoptozy [1,23].

Zidentyfikowano kilka izoform DNMT1, powstałych 
w wyniku różnicowego cięcia i składania mRNA, m.in. 
DNM Tlb, DNMTlo. DNM Tlb jest izoformą występującą w 
komórkach somatycznych. Transkrypt zawiera dodatkow o 
48 par zasad pomiędzy egzonem 4 a 5, w wyniku czego pro
dukt białkowy jest dłuższy o 16 reszt aminokwasowych w 
porów naniu z DNMT1. Biologiczna rola tej izoformy pozo
staje nadal nieznana [9,15]. DNMTo jest izoformą krótszą o 
118 reszt aminokwasowych na N-końcu białka w porów na
niu z DNMT1. Występuje w  cytoplazmie dojrzałego oocytu 
i komórek przedimplantacyjnego embrionu. Po implantacji,

w  stadium  8-komórkowego zarodka, DNMTo przemieszcza 
się do jądra komórkowego, co może sugerować, że izoformą 
ta jest niezbędna dla ustalenia wzoru metylacji w  piętnowa
nych allelach [9,15].

METYLOTRANSFERAZA DNMT 2

DNMT2 jest metylotransferazą o strukturze w najwięk
szym  stopniu zachowanej w ewolucji. Zachowawcze rejony 
homologiczne w strukturze genu kodującego to białko są 
obecne u wielu gatunków, również u tych, u których uw a
ża się, że metylacja DNA nie zachodzi (np. Schizosaccharo- 
myces pombe, Caenorhabditis eleganś) [9], DNMT2 człowieka 
kodow ana jest przez gen, który został zlokalizowany na 
chromosomie 10pl2-10pl4. DNMT2 to stosunkowo małe 
białko (złożone z 391 reszt aminokwasowych), które jest 
pozbaw ione dużej N-końcowej dom eny obecnej u DNMT1 
i DNMT3. DNMT2 zawiera wszystkie 10 zachowanych w 
ewolucji m otyw ów  katalitycznych charakterystycznych dla 
m etylotransferaz DNA (Ryc. 2), co sugeruje, że białko to po
w inno wykazywać aktywność katalityczną [12,15,24]. W ba
daniach na embrionalnych komórkach macierzystych (ES) 
myszy pozbawionych genu DNMT2 nie stwierdzono nie
prawidłowości w  ich proliferacji i różnicowaniu. Nie obser
w ow ano również zm ian w metylacji DNA, co może suge
rować, że DNMT2 nie odpow iada ani za metylację de novo, 
ani zachowawczą [15,22], Inne badania wykazały jednak, że 
wyizolowane białko DNMT2 posiada słabą aktywność me
tylotransferazy in vitro [25], Badania Liu [26] wskazują, że 
DNMT2 m oże być aktyw na również in vivo.

Gen kodujący DNMT2 podlega ekspresji w  większości 
tkanek. W zór syntezy tego białka jest bardzo podobny do 
DNMT1. Organizmy, które posiadają enzymy z rodziny 
DNMT1 i DNMT3 zawsze zawierają też DNMT2 [12]. Suge
rowano, że homologi DNMT2 mogą odgrywać rolę w funk
cjonowaniu centromeru. Struktura centromeru jest zacho
w ana w ewolucji u gatunków, które mają homolog DNMT2 
i jest odm ienna u organizmów, które go nie posiadają [23], 
Ostatnio wykazano, że DNMT2 może metylować resztę cy- 
tozyny w tRNAAsp, a nie w DNA. Na podstawie wyników 
tych badań, DNMT2, pomimo posiadania ściśle zachowa
nego w ewolucji m otywu katalitycznego metylotransferaz 
DNA, m ożna by umiejscowić raczej pośród metylotransfe
raz RN A [27],

METYLOTRANSFERAZY DNMT 3

DNMT3a i DNMT3b są kodowane przez 2 różne geny 
leżące odpow iednio na chromosomie 2p23 i 20qll.2  [15]. 
N-końcowe części obu enzym ów zawierają domenę PWWP 
oraz dom enę wiążącą cynk bogatą w  cysteinę (homologicz
ną z ATRX) (Ryc. 2) [12], które są zaangażowane w oddzia
ływania z heterochrom atyną oraz licznymi białkami [28], 
DNMT3a wiąże korepresor RP58 [29], czynnik now otw o
row y PML-RAR, białko HP1, natom iast DNMT3b może 
wiązać Sin3a, KIF4a, zależny od ATP enzym remodelujący 
chrom atynę (hSNF2H) oraz SUM O-l/Ubc9. DNMT3a i 3b 
mogą również współdziałać z DNMT1 i z deacetylazami 
histonow ym i [13,17], Wskazuje to, że metylotransferazy te 
m ogą być zaangażowane w  remodelowanie chromatyny 
i zw iązaną z tym  modulację transkrypcji genów. Domeny
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katalityczne DNMT3a i DNMT3b są aktywne również po 
usunięciu z enzym u części N-końcowej [30].

DNMT3a oraz DNMT3b ulegają syntezie na wysokim 
poziomie w niezróżnicowanych embrionalych komórkach 
macierzystych, a ich poziom spada w różnicujących się 
komórkach macierzystych i pozostaje niski w  tkankach so
matycznych [31]. Ponieważ DNMT3a, DNMT3b są odpo
wiedzialne za całkowitą metylację po implantacji zarodka, 
traktowane są jako metylotransferazy de novo. DNMT3a 
występuje we wszystkich tkankach organizmu, podczas 
gdy synteza DNMT3b w większości tkanek, z wyjątkiem ją
der, tarczycy i szpiku kostnego, jest bardzo niska. Badania 
in vitro wykazały, że katalityczna aktywność DNMT3a, jak 
i DNMT3b jest około 20 razy niższa niż aktywność DNMT1
[31]. Defekt lub brak DNMT3a albo DNMT3b wiąże się z 
w ystępowaniem  licznych aberracji i chorób rozwojowych. 
Wykazano, że myszy z wyłączonym genem DNMT3a rodzą 
się żywe, ale umierają po około 4 tygodniach, natomiast m y
szy z wyłączonym genem DNMT3b giną w  okresie embrio
nalnym  [1,11,22]. DNMT3b specjalizuje się w  metylacji CpG 
specyficznych regionów, takich jak: centromerowe sekwen
cje powtórzone, w yspy CpG w inaktyw ow anym  chromo
somie X. Mutacja genu DNMT3b może być związana z w y
stępowaniem  zespołu ICF (ang. immunodeficiency, centomeric 
region instability, facial anomalies syndrome-, zespół niedoboru 
odporności, niestabilność centromerów i anomalii twarzy), 
w  którym utrata aktywności DNMT3b powoduje demetyla- 
cję sekwencji powtórzonych w regionach centromerowych 
chromosomu 1, 9,16 [12],

Chociaż DNMT3a jest specyficzna dla metylacji CpG, 
enzym ten jest również zdolny do metylacji cytozyny w 
dinukleotydach CpA oraz CpT [32]. In vitro DNMT3a nie 
wykazuje aktywności w stosunku do DNA jednoniciowego, 
natomiast reakcję metylacji DNA dwuniciowego, zarówno 
niemetylowanego, jak i częściowo metylowanego katalizuje 
z podobną szybkością [21]. DNMT3a generuje asymetrycz
ny wzór metylacji na obu niciach DNA [33]. Uważa się, że 
metylotransferazy de novo mogą uczestniczyć również w 
utrzym yw aniu metylacji poprzez przywrócenie metylacji 
w miejscach opuszczonych przez DNMT1 podczas repli
kacji [21,34]. Możliwe, że istnieje współdziałanie pomiędzy 
DNMT1 i DNMT3. W now otworowych liniach komórko
wych z niedoborem DNMT1 wykazano obniżenie globalnej 
metylacji o około 20%, a z niedoborem DNMT3b o około 
3%. W liniach komórkowych z wyłączonymi genami oby
dw u enzym ów -  DNMT1 i DNMT3b, obserwowano spadek 
metylacji genomowego DNA naw et poniżej 95% w porów 
naniu z wariantem  dzikim [35],

Rodzina DNMT3 zawiera jeszcze trzeci homolog nazy
wany DNMT3L [12]. Gen DNMT3L  zlokalizowany jest na 
chromosomie 21q22.3, a jego ekspresja ma miejsce przede 
wszystkim podczas gametogenezy, kiedy zachodzi im
printing genomowy. DNMT3L zawiera sekwencję NLS 
i m otyw wiążący cynk (ATRX), które umożliwiają temu 
białku translokację do jądra i wiązanie z DNA (sekwencje 
te są obecne w DNMT3a i DNMT3b) [31,36], Zawiera też 
niektóre zachowane w ewolucji m otywy metylotransferaz 
DNA: I, IV i VI (Ryc. 2), ale nie posiada aktywności enzy
matycznej. Białko to może być katalitycznie nieaktywne z

pow odu braku krytycznych reszt am inokwasów uczestni
czących w katalizie. Przykładami są reszty PC w motywie 
IV czy ENV w motywie VI, które formują centrum  katali
tyczne metylotransferaz [10]. Uważa się, że DNMT3L może 
odgrywać rolę w  procesie spermatogenezy, podczas ustale
nia matczynego w zoru piętnowania w  oocytach oraz w me
tylacji retrotranspozonów. Dowiedziono, że DNMT3L od 
działuje z DNMT3a i DNMT3b oraz że enzym y te wykazują 
wspólną lokalizację w  jądrze kom órkow ym  [10]. DNMT3L 
działa jako czynnik stymulujący aktywność enzymatyczną 
DNMT3a i DNMT3b, nie w pływa natom iast na aktywność 
DNMT1 [37], In vitro, DNMT3L wzm acnia aktywność m ety
lotransferaz de novo około 15-krotnie. O dbyw a się to na d ro 
dze bezpośredniego wiązania C-końcowej części DNMT3L 
z katalitycznymi dom enam i DNMT3a i DNMT3b [38], Do
datkowo, kompleks DNM T3a/DNM T3L wykazuje wyższą 
zdolność wiązania DNA i S-adenozylometioniny niż DNM- 
T3a [39]. DNMT3L wiąże HDAC1 przez m otyw ATRX, co 
wskazuje, że białko to jest również zaangażow ane w de- 
acetylację histonów, rem odelowanie chrom atyny i represję 
transkrypcji [36],

DEMETYLACJA DNA

W zór metylacji DNA jest nie tylko konsekwencją przy 
łączania grup metylowych do cytozyn, ale również deme- 
tylacji DNA [40]. Demetylacja może być rozpatryw ana jako 
proces zależny oraz niezależny od replikacji DNA. Demety
lacja DNA zależna od replikacji nazyw ana jest demetylacją 
pasywną. Może mieć miejsce, kiedy DNMT1 nie metyluje 
nowo zsyntetyzowanego łańcucha DNA. Druga runda re- 
plikacyjna, której nie towarzyszy metylacja zachowawcza, 
daje w  rezultacie całkowicie niezm etylowany DNA. De
metylacja aktywna przebiegająca niezależnie od replikacji 
DNA, zachodzi na drodze enzymatycznej [40-42].

W przeciwieństwie do solidnie udokum entow anych 
wyników badań dotyczących procesów metylacji DNA, 
wyniki dokumentujące aktywną demetylację cytozyny są 
raczej skąpe. Niektóre badania sugerują obecność aktyw ne
go, niezależnego od replikacji, sposobu demetylacji DNA. 
Na przykład, w  aktywowanych limfocytach T sekwencje 
wzmacniające genu interleukiny-2 są dem etylowane w  cza
sie 20 m inut od chwili aktywacji komórek [43]. Podobnie, 
sekwencje receptorowe dla estrogenów wykazują cykliczną 
demetylację niepowiązaną z replikacją [44,45]. Podczas roz
woju embrionalnego myszy w  zygotach tuż po zapłodnie
niu dochodzi do usunięcia w zoru metylacji, przy czym w y
kazano, że genom ojcowski jest dem etylowany aktywnie, 
przed rozpoczęciem pierwszej rundy  replikacyjnej [44,46], 
Aktywną demetylację DNA podczas zapłodnienia sugerują 
również wyniki innych badań przeprow adzonych na em 
brionach ryby z gatunku Danio pręgow ane (ang. zebrafish) 
[47], Na uwagę zasługują także wyniki badań przeprow a
dzone na różnych gatunkach roślin, sugerujące obecność 
kompleksu glikozylaza/liaza DNA, zaangażow anego w 
proces aktywnej demetylacji 5-metylocytozyny [48],

Najbardziej praw dopodobnym i m echanizmami aktyw 
nej demetylacji DNA kręgowców są: 1. bezpośrednie usu 
wanie grupy metylowej z 5-metylocytozyny (Ryc. 3A), 2. 
wycinanie 5-metylocytozyny i zastąpienie cytozyną na dro-
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A. T m c G A T C G A

OH ♦  5-metylocytozyna

Rycina 3. Schemat aktywnej demetylacji DNA: (A) enzym atyczna hydroliza 
5-m etylocytozyny, (B) wycięcie 5-m etylocytozyny p rzez glikozylazę DNA (zmo
dyfikow ano w g [40]).

dze napraw y przez wycinanie zasad (BER, ang. base excision 
repair) (Rye. 3B), 3. konwersja 5-metylocytozyny do tyminy 
poprzez jej deaminację, a następnie wolna od błędów na
p raw a (przywrócenie pary G:C), 4. wycięcie fragm entu oli- 
gonukleotydowego zawierającego 5-metylocytozynę i wol
na od błędów napraw a [49,50].

Nawiązując do proponowanego pierwszego mechani
zmu, należy zauważyć, że u kręgowców występują ortolo- 
gi bakteryjnych demetylaz (dioksygenaz) typu AlkB, które 
bezpośrednio usuwają grupę metylową [51]. Nie stwier
dzono jednak możliwości usuwania przez te enzymy gru
py metylowej 5-metylocytozyny. Wyniki Bhattacharya i 
wsp. sugerują, że enzymem o właściwościach demetylazy 
jest białko MBD2b, należące do rodziny białek wiążących 
zm etylowane CpG, które może bezpośrednio hydrolizować 
5-metylocytozynę do cytozyny, uwalniając metanol [52], 
Aktywności demetylującej białka MBD2 nie potw ierdzi
ły badania innych zespołów [42], Dodatkowo, u myszy ze 
znokautow anym  genem Mbd2 nie stw ierdzono znacznego 
obniżenia poziomu metylacji, którego można by oczekiwać 
gdyby MBD2 było główną demetylazą DNA [53], Wydaje 
się, że drugi z proponowanych mechanizmów, aktywny u 
roślin, w  którym 5-metylocytozyna jest wycinana przez gli
kozylazę DNA, jest także praw dopodobny u kręgowców. 
W ykazano, że glikozylazy DNA (TDG i MBD4) rozpoznają
ce i usuwające tyminę w parach G:T, wykazują także pow i
nowactwo do 5-metylocytozyny, chociaż znacznie słabsze 
niż do tyminy [50]. W świetle badań, które stwierdzają, że 
niektóre enzymy z niedawno odkrytej rodziny deam inaz cy- 
tydyny -  Apobec (m.in.: AID i Apobec 1) mogą deaminować 
także 5-metylocytozynę w jednoniciowym DNA, atrakcyj
nym  wydaje się mechanizm trzeci. Reakcja deaminacji pro
w adzi do przekształcenia 5-metylocytozyny w tyminę i po 
jawienia się błędnej pary G:T. Ponadto, okazało się że geny 
dla obu wymienionych powyżej enzym ów (AID i Apobecl) 
ulegają ekspresji w oocytach i komórkach embrionalnych w 
okresie epigenetycznego przeprogram owania, czyli global
nej demetylacji i następującej po niej remetylacji DNA [50], 
Intrygujące są także ostatnio opublikowane wyniki badań 
[44], które wskazują, że DNMT3A i DNMT3B mogą funk
cjonować, albo jako metylotransferazy DNA, albo, alterna
tywnie, jako deaminazy 5-metylocytozyny, w  warunkach 
niskiego stężenia S-adenozylometioniny.

W badaniach prowadzonych na embrionach ryby z ga
tunku Danio pręgowane (ang. zebrafish) udowodniono, że 
aktywne usuwanie grupy metylowej z 5-metylocytozyny 
wym aga obecności białek AID i MBD4. W wyniku deam i
nacji 5-metylocytozyny przez AID powstaje tymina, która 
jest rozpoznaw ana i usuw ana przez MBD4, a następnie na 
drodze napraw y zastąpiona przez cytozynę. W powyższym  
modelu, do aktywnej demetylacji wym agane jest także nie- 
enzymatyczne białko GADD45, które jest odpowiedzialne 
za oddziaływania pom iędzy białkami AID i MBD4 (Ryc. 4) 
[49].

MECHANIZMY WYCISZANIA GENÓW 
PRZEZ METYLACJĘ CYTOZYNY

Stopień metylacji wysp CpG w obrębie prom otorów 
określa informację o aktywności transkrypcyjnej w  tych loci. 
Istnieje odw rotna zależność m iędzy stopniem metylacji w 
obrębie prom otorów, a aktywnością transkrypcyjną odpo
wiedniego genu. Wyciszanie genów przez metylację zacho
dzi na kilku poziomach [41].

Model pierwszy zakłada zablokowanie oddziaływań me- 
tylowanego DNA z czynnikami transkrypcyjnymi. Zawada 
przestrzenna jaką stanowi grupa metylowa przyłączona do 
cytozyny powoduje, że niektóre czynniki transkrypcyjne, 
np.: E2F, CREB, NF-kB, c-Myc, AP2, w  wyniku metylacji 
CpG tracą powinowactwo do rozpoznawanych sekwencji w 
DNA. Transkrypcja jest więc zaham owana z pow odu bra
ku możliwości powstania kompleksu D N A /czynnik trans- 
krypcyjny [11].

Do ham ow ania transkrypcji dochodzi również, gdy do 
m etylowanych CpG przyłączają się białka wiążące mety- 
lowane DNA (MBP, ang. methyl-CpG binding proteins) [54], 
Zawierają one przy końcu am inowym  zachowawczą do
menę MBD (ang. methyl-CpG binding domaiń) rozpoznającą 
i wiążącą się do rejonów DNA, w których występuje 5-me- 
tylocytozyna. Ilość i lokalne zagęszczenie dinukleotydów 
CpG rozpoznawanych przez MBD, może decydować o sile 
wiązania tych białek do określonych sekwencji DNA [55]. 
Oksydacyjne uszkodzenia DNA, jak 8-oksyguanina, mogą 
hamować zdolność wiązania się białek MBP do zmienio
nych dinukleotydów CpG [56].

Represja transkrypcji może następować także wskutek 
zmian pojawiających się w  architekturze rdzenia nukleoso- 
m u [54], Białka MBP, przyłączając się do 5-metylocytozyny, 
jednocześnie wiążą kompleks białkowy składający się z de- 
acetylaz histonowych (HDACs) i białek zależnych od ATP, 
przebudowujących strukturę chrom atyny [54,57], W efekcie 
następuje deacetylacja histonów, która prow adzi do zm ia
ny struktury prom otora poprzez zwiększenie kondensacji 
chromatyny, co z kolei u trudnia  przyłączenie czynników 
transkrypcyjnych [58], W przyłączeniu HDACs do metylo
wanych cytozyn mogą również brać udział metylotransfe
razy DNA, pełniąc funkcję supresorów transkrypcji [59,60],

Do białek wiążących metylowany DNA należą: MeCP2, 
MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 (Ryc. 5) [61,62], MeCP2 w ią
że się z DNA zawierającym pojedyncze symetrycznie me-
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Rycina 4. M odel aktywnej demetylacji DNA z udziałem  białek AID i MBD4. (A) 
O ddziaływ ania pom iędzy AID i MBD4 za pośrednictw em  białka GADD45. (B) 
Deaminacja 5-metylocytozyny do  tym iny z udziałem  białek A ID / Apobec2, skut
kująca pow staniem  błędnej pary  T:G. (C) Wycięcie tym iny z udziałem  MBD4 i 
pow stanie miejsca apirym idynow ego (miejsce AP). (D) przyw rócenie pary C:G 
na drodze napraw y, z udziałem  AP endonukleazy, polim erazy (3, ligazy DNA. 
(zm odyfikowano w g [49]).

tylowane dinukleotydy CpG. Za bezpośrednie wiązanie 
się tego białka z DNA odpow iada dom ena wiążąca mety- 
lo-CpG (MBD). MeCP2 zawiera również dom enę represji

transkrypcji (TRD, ang. transcriptional repression domain), 
która oddziałuje z korepresorem Sin3A i wspólnie pow o
dują rekrutację deacetylaz histonów [63,64], MBD1 oprócz 
dom en MBD oraz TRD, które odpowiadają za wiązanie się 
z metylowanym DNA, zawiera również m otyw y CxxC spe
cyficznie wiążące niemetylowane sekwencje CpG prom oto
rów [65]. MBD2 wykazuje powinowactwo tylko do metylo- 
w anego DNA. Białko to jest składnikiem kom pleksu MeCPl 
i uczestniczy w ham ow aniu transkrypcji poprzez wiązanie 
się z deacetylazą histonową (HDAC1) [66]. Sugeruje się też, 
że MBD2b (izoforma krótsza o 140 reszt aminokwasowych) 
m a aktywność enzym u demetylującego 5-metylocytozynę 
[52,67]. MBD3 bezpośrednio nie wiąże się z metylowanym 
DNA, ale białko to wchodzi w  skład kom pleksu remodelu- 
jącgo chromatynę NuRD [68], MBD4 jest natom iast białkiem 
o aktywności glikozylazy DNA, zaangażow anym  w napra
wę błędnie sparowanych zasad. MBD4 rozpoznaje i usuw a 
m.in. uracyl z pary U:G oraz ty minę z pary T:G, powstającej 
jako produkt deaminacji 5-metylocytozyny [8],

HAMOWANIE METYLACJI DNA I 
ZNACZENIE W TERAPII

U osób dorosłych wzór metylacji DNA jest tkankowo 
specyficzny i względnie stały. W iadomo, że może on ulegać 
zmianom na wczesnych etapach rozwoju embrionalnego, w 
czasie różnicowania się komórek. Istotne zm iany w profilu 
metylacji DNA są powszechnie w ykryw ane w komórkach 
transformowanych nowotworowo. W wielu nowotworach 
wykazano, że inaktywacji genów supresorowych tow arzy
szy hipermetylacja ich regionów prom otorow ych [4,6,69,70]. 
Hipermetylacja w obrębie wysp CpG, które norm alnie w 
genomie pozostają niezmetylowane, jest czynnikiem ha
mującym proces transkrypcji i ekspresji genów. Biorąc pod 
uwagę, że geny supresorowe uczestniczą w różnicowaniu 
się komórek oraz są zaangażowane w regulację cyklu ko
mórkowego, apoptozę i napraw ę DNA, konsekwencje nad 
miernej metylacji ich sekwencji prom otorow ych skutkującej 
wyciszeniem genów stają się oczywiste [71,72].

Wobec powyższego, związki hamujące proces metylacji 
DNA mogą odgrywać istotną rolę w terapii przeciwnowo- 
tworowej. Najbardziej znanymi inhibitorami metylotrans- 
feraz DNA (DNMTs) są zm odyfikowane w  pozycji 5 pier
ścienia pirym idynowego analogi cytydyny: 5-azacytydyna, 
5-aza-2'-deoksycytydyna (decytabina) [70], Mechanizmy 
farmakologicznego działania tych związków polega na ich 
przekształceniu w komórkach do trifosforanów deoksynu- 
kleotydów i w budow aniu do nici DNA w miejsce cytozyn

MeCP2

MBD1

MBD2

MBD3

MBD4

M B D T R D

W M

M B D <E)n

M B D N - G l i k o z y l a z a

Rycina 5. Schemat budow y białek wiążących zm etylow any DNA. Szczegółowy 
opis w  tekście, (zm odyfikowano w g [54] i [64]).
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Rycina 6. Porównanie m echanizm ów  działania inhibitorów  DNMT. (A) Analogi 
cytydyny po przem ianie w kom órkach do trifosforanów deoksynukleotydów  są 
w budow ane  do DNA podczas replikacji, stając się substratem  dla DNMT. Kowa
lencyjne zw iązanie DNMT ze zm odyfikow anym  pierścieniem  pirym idynow ym  
prow adzi do zaham ow ania aktywności enzym u. Kolejne rundy  replikacyjne 
skutkują pasyw ną demetylacją DNA i reaktywacją ekspresji genu. (B) Inhibito
ry drobnocząsteczkowe, m .in EGCG I RG108 blokują cen trum  aktyw ne DNMT, 
w w yniku czego bezpośrednio ham ują działanie enzym u, (zm odyfikowano w g 
[75]).

podczas replikacji. Modyfikacja ta zostaje rozpoznana przez 
DNMT, a następnie dochodzi do kowalencyjnego związa
nia metylotransferazy z DNA [73] (Ryc. 6A). Formowanie 
adduktów  enzym-DNA powoduje zmniejszenie ilości ak
tywnych cząsteczek DNMT w jądrze, co w kolejnych ru n 
dach replikacyjnych skutkuje pasywną demetylacją DNA, a 
co za tym idzie -  reaktywacją epigenetycznie wyciszonych 
genów. Kowalencyjne wiązanie się metylotransferaz z DNA 
jest praw dopodobnie odpowiedzialne za cytotoksyczność 
tych inhibitorów DNMT, zwłaszcza w wysokich dawkach. 
Niska stabilność w roztworach wodnych oraz wysoka tok
syczność azanukleozydów znacznie ogranicza ich potencjał 
terapeutyczny [74]. Innym analogiem cytydyny, pozbawio
nym  grupy aminowej przy C4 w pierścieniu pirym idyno
wym, jest zebularyna. Wykazuje ona podobny mechanizm 
działania do azanukleozydów. Zebularyna jest związkiem 
mniej toksycznym niż 5-azacytydyna i decytabina oraz bar
dziej stabilnym w roztworach wodnych, jednakże jego bio- 
dostępność po podaniu doustnym  jest dość niska [75].

Inną grupą związków działających hamująco na DNMTs 
są inhibitory drobnocząsteczkowe, do których należą m.in. 
hydralazyna (lek o działaniu hipotensyjnym), prokaina 
(lek miejscowo znieczulający) czy prokainam id (lek prze- 
ciwarytmiczny). Prokaina i prokainamid są pochodnymi 
kw asu 4-aminobenzoesowego, które mają zdolność przy
łączania się do sekwencji bogatych w CpG, powodując za
maskowanie sekwencji docelowych dla metylotransferaz i 
tym  sam ym  zablokowanie związania tych enzym ów z DNA 
[75]. Do grupy inhibitorów, które nie są analogami nukle- 
ozydów, należą również związki blokujące bezpośrednio 
aktywność metylotransferazy DNA, takie jak: galusan epi- 
galokatechiny (EGCG), uznaw any za najbardziej aktyw 

ny przedstawiciel polifenoli zielonej herbaty i pochodna 
L-tryptofanu (RG108). Mechanizm działania tych związków 
polega na zablokowaniu centrum  aktywnego enzym u (Ryc. 
6B). RG108 ze względu na dobre dopasowanie do centrum 
aktywnego DNMT1 oraz niską toksyczność jest atrakcyj
nym  kandydatem  do dalszych badań nad zastosowaniem w 
terapii przeciwnowotworowej [75],

A lternatywnym  mechanizmem zaham owania aktywno
ści DNMT może być zastosowanie oligonukleotydów anty- 
sensownych skierowanych przeciwko mRNA dla DNMT. 
Hybrydyzacja oligonukleotydu antysensownego z komple
m entarnym  mRNA może blokować translację, zmniejszając 
tym samym poziom metylotransferaz DNA [76],

PODSUMOWANIE

Metylacja DNA pełni ważną funkcję w  złożonej i wielo
etapowej regulacji ekspresji genów, których regiony promo- 
torowe są bogate w  sekwencje CpG. Przedstawione powyżej 
dane wskazują, że metylacja i ekspresja genów są procesami 
powiązanym i ze sobą przez wiele elementów, takich jak: ak
tywność metylotransferaz DNA, czynniki transkrypcyjnie, 
białka biorące udział w  demetylacji, białka wiążące metylo- 
w any DNA, czynniki remodelujące strukturę chromatyny, 
acetylazy i deacetylazy histonów. Dalsze badania procesów 
epigenetycznych pozwolą lepiej zrozumieć mechanizmy 
ich działania, m.in. wzajemną zależność pomiędzy mety- 
lacją DNA a działaniem białek decydujących o strukturze 
chromatyny oraz aktywności genów. Szersza wiedza o epi
genetycznych mechanizmach biorących udział w procesach 
transformacji nowotworowej oraz farmakologicznym regu
lowaniu stopnia metylacji DNA daje szansę na ulepszenie 
działań terapeutycznych w  walce z chorobą nowotworową.
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Mechanism of DNA méthylation and déméthylation 
-  its role in control of genes expression
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ABSTRACT
Cytosine méthylation is a post-replicative DNA modification associated with transcriptional repression. This process consists in covalent ad
dition of a methyl group to cytosine within the CpG dinucleotide. DNA méthylation is catalyzed by DNA methyltransferases which transfer 
a methyl group from S-adenosyl-L-methionine to cytosine bases in DNA. Méthylation patterns are determined by DNA methyltransferases, 
but also by the process of DNA déméthylation. This review describes biochemical aspects of DNA méthylation and déméthylation and its role 
in regulation of genes expression, as well as shows cytosine méthylation as promising target for anticancer therapy.
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STRESZCZENIE

M etylacja DNA odgrywa istotną rolę w regulacji ekspresji genów. Komórki nowotwo
rowe wykazują zmiany w profilu metylacji DNA, identyfikowane jako lokalna hi

permetylacja wysp CpG oraz globalna hipometylacja genomu. Hipometylacji ulegają licz
ne sekwencje powtórzone i elementy transpozonowe, co może skutkować niestabilnością 
chromosomową i wzrostem częstości mutacji. Poniższy artykuł jest próbą podsumowania 
obecnego stanu wiedzy o roli mechanizmów epigenetycznych w nowotworach, szczególnie 
związku hipometylacji DNA z procesem nowotworzenia.

WPROWADZENIE

M etylowana cytozyna jest w ażnym  epigenetycznym czynnikiem regulującym 
ekspresję genów, którego obecność lub brak ma istotne znaczenie dla procesu 
przekazywania informacji genetycznej. Uważa się, że aktywne transkrypcyjnie 
regiony genomu charakteryzują się niską zawartością zmetylowanej cytozyny, 
podczas gdy obecność metylowanych dinukleotydów  CpG w obrębie regionów 
prom otorowych genów może skutkować zaham owaniem  transkrypcji, brakiem 
ekspresji tych genów, a co za tym idzie -  utratą funkcji ich produktów  [1], Wa
runkiem  wyciszenia ekspresji genu wskutek metylacji DNA jest utw orzenie od
powiedniej struktury chromatyny. Tym samym, w epigenetycznych zjawiskach 
regulacji ekspresji genów niemniej ważną rolę co metylacja DNA, odgrywają 
kowalencyjne modyfikacje histonów, m.in. reakcje acetylacji i deacetylacji. W 
przeciwieństwie do acetylacji, deacetylacja histonów prow adzi do kondensacji 
chromatyny, która staje się niedostępna dla czynników transkrypcyjnych. Zwią
zek metylacji DNA i modyfikacji histonów nie jest do końca poznany. Niemniej 
w układzie tym istotną rolę odgrywają białka wiążące się do metylowanych se
kwencji CpG (MBP, ang metyl-CpG binding proteins), jak i same metylotransfe- 
razy DNA, które mogą przyłączać deacetylazy histonowe (HDAC) oraz białka 
remodelujące chrom atynę [2,3],

Wyniki wielu badań wskazują, że mechanizmy związane z epigenetyczną 
kontrolą ekspresji genów odgrywają istotną rolę w patogenezie nowotworów. 
Profil metylacji genomowego DNA w komórkach nowotworowych różni się od 
obserwowanego w komórkach prawidłowych. W komórkach transform ow a
nych nowotworowo obserwuje się globalną hipometylację genom u oraz tow a
rzyszącą jej nadm ierną metylację wysp CpG, które w praw idłow ym  genomie 
nie ulegają metylacji [4-6]. Zarówno hipometylacja, jak i hipermetylacja DNA 
wywierają określony efekt i mogą mieć w pływ  na proces pow staw ania now o
tw oru (Ryc. 1).

Warto wspomnieć, że zmieniony wzór metylacji DNA obserwuje się również 
w niektórych chorobach autoimmunologicznych. Przykładem mogą być bada-

Rycina 1. Zm iany w zoru 
metylacji genów  kontro
lujących cykl kom órkow y 
i różnicow anie w kom ór
kach now otw orow ych.
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nia przeprow adzone u pacjentów z toczniem rum ieniow a
tym układow ym  (SLE, ang. systemie lapus erythromatosuś), u 
których stwierdzono globalną hipometylację w  limfocytach 
T [7,8].

ZMIANY WZORU METYLACJI DNA W 
PROCESIE KANCEROGENEZY

Hipermetylacja wysp CpG może być związana z trans- 
krypcyjnym wyciszeniem genów supresorowych oraz 
genów napraw y DNA [9,10]. Ham owanie ekspresji tych 
genów w konsekwencji pozbawia komórkę niezbędnych 
ograniczeń w  proliferacji, a także zmniejszona zostaje szan
sa na przeprowadzenie ewentualnej śmierci apoptotycznej, 
w której ważną rolę odgrywają geny supresorowe. Również 
osłabienie wydajności napraw y DNA, wynikające z unie- 
czynnienia genów kodujących białka uczestniczące w na
prawie, może w istotny sposób zwiększać ryzyko rozwoju 
now otw oru [4,5]. Wśród genów, w których zaobserwowano 
zwiększony poziom metylacji sekwencji CpG w regionach 
prom otorowych współzależny od spadku ich ekspresji, są 
m.in.: pU , pl5, pl6, GSTP1, APC, BRCA1, RB, VHL, RASS- 
F1A, MGMT, hMLHl [9-11].

Globalna hipometylacja DNA może wpływać na rozwój 
now otw oru poprzez obniżenie stabilności chromosomów, 
aktywację protoonkogenów oraz innych genów zw iąza
nych z inwazyjnością i metastazą nowotworu. Hipomety- 
lacji ulegają głównie powtórzone sekwencje centromerowe 
i telomerowe, a także sekwencje transpozonowe. W ko
m órkach somatycznych i dojrzałych komórkach płciowych 
większość transpozonów i retrosekwencji wykazuje wyso
ki poziom metylacji [1,12]. Zmniejszenie stopnia metylacji 
genom u może prowadzić do aktywacji transpozonów, po
wodując ich transpozycję i rekombinację [13]. Z przem iesz
czaniem transpozonów w obrębie genomu związane mogą 
być zmiany w DNA, typu delecje, inwersje czy duplikacje 
powodujące utratę funkcji lub wzm ożoną ekspresję genów, 
co w konsekwencji prowadzić może do obniżenia stabilno
ści chromosomów.

Hipometylację sekwencji repetytywnych DNA satelitar
nego (Sata, Sat2, Sat3) obserwowano w różnych typach no
wotworów, m.in.: w nowotworach sutka, jajnika, nerek, w ą
troby [14]. Stwierdzono, że demetylacja DNA satelitarnego 
współzależny od obniżonej zawartości 5-metylocytozyny w 
DNA komórek rakowych [15]. Liczne dane doświadczalne 
donoszą o obniżonej metylacji cytozyny także w  pow tórze
niach rozproszonych LINE (długie rozproszone elementy 
jądrowe, ang. long interspersed nuclear elements) oraz SINE 
(krótkie rozproszone elementy jądrowe, ang. short inter
spersed nuclear elements) reprezentowanych głównie przez 
sekwencje Alu. Hipometylację w  sekwencjach LINE-1 w y
kazano w nowotworach pęcherza moczowego, stercza, jaj
nika, wątroby, a także jelita grubego. Zmniejszony stopień 
metylacji DNA w sekwencjach Alu obserwowano głównie 
w komórkach nowotworów zarodkowych [12,14]. Kolejną 
klasą retroelementów wykazujących hipometylację w ko
mórkach transformowanych now otworowo są endogenne 
retro wirusy (HERV). Obniżoną metylację HERV stw ier
dzono m.in. w komórkach nowotworowych pęcherza mo
czowego i jajnika [12,14]. Biorąc pod uwagę fakt, iż sateli
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tarne DNA stanowi 10% genomu, natomiast powtórzenia 
rozproszone ok. 40-45% genomu, można przypuszczać, że 
demetylacja sekwencji repetytywnych przyczynia się do 
globalnej hipometylacji DNA obserwowanej w niektórych 
komórkach nowotworowych.

Poza globalną hipometylacją genomu w nowotworach 
człowieka obserwuje się hipometylację regionów prom o
torowych protoonkogenów. Uważa się, że hipometylacja 
protoonkogenów może przyczyniać się do nadekspresji 
tych genów i aktywacji ich produktów , a co za tym idzie 
-  nadmiernej proliferacji komórkowej [15]. Hipometylację 
protoonkogenów wykazano w  wielu ludzkich komórkach 
nowotworowych, np. Ras w  nowotworach jelita grubego i 
płuc, c-Myc w raku wątrobowokom órkowym , raku pęche
rza moczowego, raku jelita grubego, Erb-Al w  przewlekłej 
białaczce limfatycznej [16,17],

Uważa się, że zmniejszenie stopnia metylacji DNA może 
odgrywać również ważną rolę w  procesie metastazy. W róż
nych ludzkich nowotworach wykazano, że hipometylacja 
DNA indukuje ekspresję genów, których produkty białko
we zaangażowane są w  proliferację, inwazyjność i zdolność 
komórek nowotworowych do przerzutowania. Należą do 
nich m.in.: urokinazowy aktywator plazminogenu (uPA) 
[18-20], heparanaza [21,22], białko S100A4 wiążące w apń
[23].

GLOBALNA HIPOMETYLACJA DNA A NOWOTWORY

Istnieje wiele danych literaturowych, w których obniżony 
poziom 5-metylocytozyny w komórkach nowotworowych 
w stosunku do komórek prawidłowych, obserwowano w 
różnych typach now otw orów  ludzi i zwierząt. W badaniach 
tych do oceny zawartości 5-metylocytozyny wykorzystuje 
się różne metody bezpośrednie i pośrednie, takie jak: HPLC, 
elektroforezę kapilarną (HPCE, ang. high performance capil- 
lary electrophoresiś), m etodę immunohistochemiczną (IHC), 
metodę w budow yw ania znakowanych izotopowo [3H] 
grup metylowych do DNA.

U szczurów z pierwotnym  rakiem wątroby w tkankach 
nowotworowych stw ierdzono obniżoną metylację DNA o 
ok. 20-45% w porów naniu z wątrobam i zdrowych zwierząt. 
Podobnie u chomików, u których indukow ano nowotwór 
nerek estrogenami odnotowano 11-24% spadek metylacji 
DNA w guzie w stosunku do tkanki zdrowej [24],

W badaniach z wykorzystaniem  metody HPLC, w yka
zano 10-20% niższą zawartość 5-metylocytozyny w geno
mach komórek różnych złośliwych nowotworów niż w 
komórkach prawidłowych [15,24], Hipometylację DNA 
tkanek zmienionych nowotw orow o w odniesieniu do DNA 
odpowiadających im tkanek zdrowych wykazano m.in.: 
w  raku w ątrobowo-kom órkowym  [25], raku żołądka [26], 
raku stercza [27], raku sutka [28,29], nowotworach układu 
krwiotwórczego, szczególnie w  przewlekłej białaczce lim
fatycznej [30].

Liczne badania poświęcone są analizie stopnia metylacji 
DNA u chorych na now otw ory jelita grubego. W badaniach 
wykorzystujących m etodę immunohistochemiczną wyka
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zano niższy o 17-29% poziom metylacji cytozyny w DNA 
gruczolakoraków jelita grubego niż w  odpowiadających im 
tkankach zdrowych [31]. Korzystając z metody elektrofore
zy kapilarnej, Esteller i wsp. wykazali obniżoną zawartość 
5-metylocytozyny w DNA komórek nowotworowych za
równo u pacjentów ze sporadycznym, jak i dziedzicznym 
rakiem jelita grubego [28]. Hipometylację DNA komórek 
rakowych w porów naniu ze zdrow ym i śluzówkami jeli
ta grubego wykazano również stosując m etodę opartą na 
ocenie zdolności włączania znakowanych izotopowo [3H] 
grup metylowych [32]. Podobne rezultaty zostały uzyskane 
również w badaniach z wykorzystaniem  techniki HPLC, w 
których obserwowano niższy odsetek zmetylowanej cyto
zyny w guzach nowotw orow ych w stosunku do zdrowych 
fragmentów jelita grubego [33],

Hipometylację DNA odnotow ano nie tylko w now o
tworach złośliwych, ale również w polipach jelita grubego. 
Wykazano spadek poziomu 5-metylocytozyny w DNA izo
lowanym z gruczolaków i gruczolakoraków jelita grubego 
(o odpowiednio 8% i 10%) w stosunku do poziomu mety
lacji DNA normalnej śluzówki osób zdrowych oraz brak 
istotnych różnic między metylacją DNA guzów łagodnych 
i złośliwych [15]. Obniżony poziom zmetylowanej cytozy
ny obserwowano również w sąsiadujących z guzem frag
mentach jelita grubego wolnych od zmian nowotworowych
[34], W naszych niedaw no opublikowanych badaniach do 
porównania stopnia metylacji cytozyny w komórkowym 
DNA osób zdrowych i chorych ze zdiagnozowanym i gru- 
czolakorakami oraz polipami jelita grubego wykorzystano 
dodatkowo DNA leukocytów krwi obwodowej. Zaobser
wowano sekwencyjne obniżanie stopnia metylacji cytozyny 
w kolejności: DNA leukocytów osób zdrowych, DNA leu
kocytów pacjentów z polipami i nowotworami, DNA zdro 
wych tkanek jelita grubego, DNA tkanek nowotworowych. 
Średnia zawartość 5-metdC w DNA leukocytarnym osób z 
grupy kontrolnej (3,59%) była istotnie wyższa w stosunku 
do grupy pacjentów z polipami (3,38%) oraz pacjentów z 
nowotworam i jelita grubego (3,40%) [33], Wahlfors i wsp. 
uzyskali podobną średnią zawartość zmetylowanej cyto
zyny w DNA leukocytów osób zdrowych (3,68±0,41%), a 
ponadto wykazali znacznie obniżoną zawartość 5-metdC 
(2,71±0,46%) w DNA leukocytów pacjentów chorych na 
przewlekłą białaczkę limfatyczną [30], Dane te mogą suge
rować, iż odsetek zmetylowanej cytozyny ulega znaczne
m u zmniejszeniu, w komórkach które uległy transformacji 
nowotworowej, ale jest również obniżony w DNA innych 
komórek organizmu, nie objętych bezpośrednio procesem 
nowotworowym . Obserwowany istotnie obniżony poziom 
metylacji w DNA leukocytów chorych na nowotwory i u 
pacjentów z polipami jelita grubego sugeruje, że hipome- 
tylacja DNA jest zjawiskiem sygnalizującym wczesne etapy 
powstawania now otw oru i może odgrywać istotną rolę w 
inicjacji kancerogenezy.

Bariol i wsp. w  swoich badaniach obserwowali wyższą 
zawartość 5-metylocytozyny w  DNA normalnej śluzówki 
jelita grubego niż w  DNA rozrostowych zmian jelita gru 
bego, zarówno łagodnych, jak i złośliwych. Nie stwierdzili 
natomiast istotnych różnic pom iędzy stopniem metylacji 
DNA polipów hiperplastycznych, małych gruczolaków 
(<10mm), dużych gruczolaków oraz raków jelita grubego
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[32]. W badaniach in vitro wykazali natomiast, że stopień 
metylacji genomowego DNA stym ulowanych limfocytów 
jest odwrotnie zależny od tem pa ich proliferacji. Podobną 
zależność stwierdzili w komórkach polipów zarów no hi
perplastycznych, jak i gruczolakowatych [32]. Rezultaty te 
sugerują, że obniżona metylacja DNA w  obu typach poli
pów  oraz nowotworach złośliwych w  stosunku do metylacji 
normalnej śluzówki może odzwierciedlać w zm ożoną proli
ferację komórkową. W tych samych badaniach nie odnoto
wano zależności między stopniem demetylacji DNA tkanek 
now otworowych a stopniem zróżnicowania i zaaw anso
wania nowotworu, rozm iarem  oraz umiejscowieniem guza
[32].

MOŻLIWE PRZYCZYNY HIPOMETYLACJI DNA

Mechanizm prowadzący do hipometylacji DNA u cho
rych na nowotwory nie jest do końca wyjaśniony. Propono
wanych jest kilka możliwości, m.in. niedobory prekursorów 
S-adenozylometioniny czy kwasu foliowego w  diecie lub 
genetyczne zaburzenia w  szlaku metabolicznym donorów 
grup metylowych. Możliwe jest również, że hipometylacja 
jest rezultatem dysfunkcji metylotransferaz lub deregulacji 
enzym ów demetylujących, jednak dane literaturowe w tej 
kwestii nie są jednoznaczne. Utratę funkcji DNMT1, skut
kującą demetylacją DNA, obserwowano w wielu ekspery
mentach z użyciem inhibitorów metylotransferaz, takich jak 
5-aza-2'-deoksycytydyna. Z doświadczeń prowadzonych 
na myszach wynika, że obniżenie ekspresji genu Dnmtl 
do 10% powoduje hipometylację sekwencji repetytywnych 
genom u [35]. Brak jest jednak danych literaturowych wska
zujących na bezpośredni związek pom iędzy obniżonym 
poziomem DNMT1 a globalną hipometylacją genomu w 
ludzkich nowotworach. W komórkach nowotworowych 
najczęściej obserwuje się w zrost aktywności DNMT1, co 
najprawdopodobniej związane jest z hipermetylacją wysp 
CpG sekwencji prom otorowych genów supresorowych 
[1,14]. Również w przypadku białek uczestniczących w de
metylacji DNA rezultaty badań są rozbieżne. Wysoką eks
presję MBD2 powiązaną z demetylacją wysp CpG w regio
nie prom otorow ym  c-Erb-B2 wykazano w raku jajnika [36]. 
Również w raku sutka stw ierdzono istotnie w yższy poziom 
mRNA MBD2 niż w tkance prawidłowej [37], W przypadku 
raka płuc [38], raka żoładka i jelita grubego [39] obserwowa
no jednak odw rotną zależność.

Wyniki wielu badań wskazują na zależność pomiędzy 
praw idłow ym  wzorem metylacji DNA a zawartością w die
cie takich składników, jak: metionina, cholina, kwas folio
wy, w itam ina BI 2. Rezultaty doświadczeń prowadzonych 
na zwierzętach dowodzą, że długotrwałe stosowanie diety 
pozbawionej folianów i donorów  grup metylowych skut
kuje globalną hipometylacją genomowego DNA, a także 
prow adzi do rozwoju now otw oru wątroby [35,40]. Global
ną hipometylację DNA po zastosowaniu diety z niedobo
rem folianów obserwowano także w  ludzkich limfocytach
[24], Podobnie obniżony poziom kwasu foliowego wraz z 
hipometylacją DNA odnotow ano w śluzówce jelita grube
go chorych z nowotworami, jak i polipami, w  komórkach 
szyjki macicy z różnym stopniem dysplazji, w  komórkach 
raka płaskonabłonkowego płuc [41]. Badania epidemiolo
giczne wskazują ponadto na odw rotną zależność pomiędzy
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zawartością folianów w diecie a częstością zachorowania na 
nowotwory, zwłaszcza raka jelita grubego [24], Warto także 
zauważyć, że obniżony stopień metylacji DNA wykazano w 
przypadkach ekspozycji na niektóre związki chemiczne, jak 
arsen, trichloroetylen, dietanolamina, alkohol [35].

Utrzymanie prawidłowego wzoru metylacji DNA zależy 
od wystarczającej ilości grup metylowych, których dono
rem jest nie tylko metionina pochodząca z diety, ale też z en
dogennej, zależnej od folianów, resyntezy z homocysteiny. 
Enzymem zaangażowanym  w ten proces jest syntaza metio- 
ninowa (MTR), a także reduktaza metylenotetrahydrofolia- 
now a (MTHFR), przekształcająca 5,10-metylenotetrahydro- 
folian w  5-metylotetrahydrofolian, będący donorem  grup 
metylowych (Ryc. 2) [42], Można przypuszczać, że mutacje i 
polimorficzne warianty genów kodujących enzymy uczest
niczące w szlaku metabolicznym grup metylowych mogą 
być odpowiedzialne za różnice w stopniu metylacji DNA 
[42], Mutacja w genie MTHFR (C677T) powoduje zamianę 
reszty alaniny na resztę waliny w białku enzymatycznym, 
co skutkuje jego obniżoną aktywnością. Paz i wsp. w yka
zali obniżoną średnią zawartość 5-metylocytozyny w DNA 
guzów nowotworowych w stosunku do odpowiadających 
im tkanek zdrowych, a ponadto u chorych na nowotwory 
z genotypem homozygotycznym MTHFR-677TT i hetero- 
zygotycznym MTHFR-677CT obserwowali znacznie niższą 
zawartość zmetylowanej cytozyny w DNA tkanek praw i
dłowych w porównaniu z homozygotami MTHFR-677CC. 
Również badania prow adzone na zdrowych ochotnikach, 
wykazały hipometylację DNA leukocytarnego w genoty
pach homozygotycznych MTHFR-677TT w porównaniu 
z wariantem  dzikim [43]. Inne wyniki badań wskazują, że 
krótkotrwałe obniżenie zawartości kwasu foliowego w die
cie nie jest wystarczające do zmiany stopnia metylacji DNA 
leukocytów osób z genotypem MTHFR-677CC [44].

METYLACJA DNA A STRES OKSYDACYJNY

Komórka ulega transformacji nowotworowej wskutek 
utraty kontroli nad procesami wzrostu i różnicowania, co 
związane jest z nagrom adzeniem  mutacji w materiale ge
netycznym komórki. Obecnie uważa się, że istotną rolę w 
inicjacji, promocji oraz progresji kancerogenezy odgrywają 
mechanizmy oksydacyjne. Proces powstawania now otw o
ru może mieć związek z uszkodzeniami DNA wyw ołany
mi działaniem reaktywnych form tlenu (RFT), szczególnie 
rodnika hydroksylowego (*OH), jednego z najsilniejszych

DNA

S-adenozylometionina

5-metylo-THF

adenozyna

►  homocysteina J

w itam ina Bf |  ^

cystationina

t
cysteina

Rycina 2. M etabolizm donorów  grup  m etylow ych (zm odyfikowano w g [40]).

utleniaczy komórkowych. Jedną z najczęściej analizowa
nych oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad azotowych 
DNA o właściwościach m utagennych jest 8-oksyguani
na (8-oksyGua) [45,46], Jeżeli w  procesie replikacji DNA 
naprzeciwko 8-oksyGua zostanie włączona adenina, to 
po dwóch rundach replikacyjnych pojawi się transwersja 
G—>T. Transwersje GC—»TA typowe dla błędnego parow a
nia 8-oksyGua, są obserwowane in vivo, jako częste przyczy
ny mutacji protoonkogenu Ras i genu supresorowego p53. 
Na rolę jaką mogą odgrywać oksydacyjnie zmodyfikowane 
zasady azotowe w procesie kancerogenezy wskazują w y
niki badań, w  których wykazano znacznie wyższy poziom 
8-oksy-2'-deoksyguanozyny (8-oksydG) w tkankach nowo
tworowych w porów naniu z obrzeżami wolnymi od zmian 
nowotworowych [45],

Jest też możliwe, że zwiększony poziom 8-oksydG może 
mieć związek ze zmienionym wzorem  metylacji DNA i w 
ten sposób wpływać na proces kancerogenezy [47], W bada
niach przeprow adzonych przez nasz zespół została w yka
zana wysoce znam ienna statystycznie ujemna korelacja po
między poziomem 8-oksydG a stopniem metylacji cytozyny 
w DNA leukocytów osób zdrowych [33], W doświadcze
niu in vitro, przy użyciu oligonukleotydów zawierających 
8-oksydG, wykazano że obecność tej oksydacyjnie zm ody
fikowanej zasady azotowej w  sekwencjach CCGG hamuje 
metylację sąsiadujących reszt cytozynowych [47,48]. Stwier
dzono znacznie zmniejszoną zdolność metylowania cyto
zyny przez ludzką metylotransferazę DNA, gdy 8-oksydG 
występuje w  odległości jednego lub dwóch nukleotydów po 
stronie 3' cytozyny w tej samej nici [48], Można przypusz
czać, że wzrost poziomu 8-oksydG w DNA może prowadzić 
do kancerogenezy nie tylko z pow odu właściwości m uta
gennych, ale także wpływając na proces metylacji cytozyny, 
a przez to na ekspresję genów. Valinluck i wsp. wykazali 
ponadto, że utlenienie guaniny w sekwencjach CpG znacz
nie hamuje przyłączanie białek specyficznie rozpoznających 
metylowane CpG. Białka te nie tylko odgrywają rolę w ha
m owaniu ekspresji genów, ale również posiadają zdolność 
wiązania metylotransferaz DNA, deacetylaz histonowych i 
innych białek zaangażowanych w remodelowanie chroma- 
tyny [49],

5-Metylocytozyna, podobnie jak cztery podstawowe nu- 
kleozydy DNA, w wyniku działania RFT, głównie rodnika 
hydroksylowego, może ulegać oksydacyjnym modyfika
cjom. Reakcja 5-metylocytozyny z reaktywnymi formami 
tlenu prow adzi do powstania wielu produktów, m.in. gliko
lu 5-metylocytozyny, który jest niestabilnym intermediatem 
i ulega deaminacji do glikolu tyminy, 5-hydroksymetylocy- 
tozyny oraz 5-formylocytozyny, z których w reakcji deam i
nacji powstaje 5-hydroksymetylouracyl i 5-formylouracyl 
(Ryc. 3) [50,51]. W ykazano też, że reaktywne formy tlenu 
mogą modyfikować w yspy CpG, generując wiązania mię
dzy 5-metylocytozyną a sąsiadującą guaniną, jak również 
między cytozyną a guaniną [52,53]. Efektem końcowym 
oddziaływania reaktywnych form tlenu na 5-metylocytozy- 
nę może być obniżenie zawartości tej zmetylowanej zasady 
w genomowym DNA utrw alane w kolejnych podziałach 
komórkowych. W ykazano również, że oksydacyjna m ody
fikacja 5-metylocytozyny do 5-hydroksymetylocytozyny 
uniemożliwia metylację zachowawczą reszty cytozyny w
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5-metylocytozyna N. 5-formylocytozyna 5-formylouracyl

5-hydroksymetylocytozyna 5-hydroksymetylouracyl 

Rycina 3. Produkty reakcji 5-metylocytozyny z reaktyw nym i form am i tlenu.

nici komplementarnej podczas replikacji. Wyniki te suge
rują, że zredukow ana aktywność DNMT1 w  stosunku do 
oksydacyjnie zmodyfikowanych metylowanych CpG może 
stanowić jedną z przyczyn zmienionego w zoru metylacji 
DNA obserwowanego w komórkach now otw orów  człowie
ka [54].

PODSUMOWANIE

Pomimo że mechanizmy epigenetyczne, zwłaszcza 
przyczyny hipometylacji DNA, u chorych na now otw ory 
nie zostały do końca wyjaśnione, to cechy nieprawidłowej 
metylacji mogą mieć duże znaczenie kliniczne. Wyniki ba
dań analizowane w tej pracy wskazują, że zmniejszenie za
wartości zmetylowanej cytozyny związane jest z rozwojem 
nowotworu. U pacjentów z chorobą now otw orow ą spadek 
metylacji DNA jest charakterystyczny dla komórek, które 
uległy transformacji nowotworowej, ale być może zachodzi 
również w innych tkankach, nie objętych procesem now o
tworowym, m.in. w leukocytach krwi obwodowej. Możliwe 
jest również, że stres oksydacyjny oraz oksydacyjne uszko
dzenia DNA mogą być czynnikami wpływającymi na pro 
ces metylacji DNA.
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ABSTRACT
DNA methylation plays an important role in the regulation of gene expression. Tumor cells are characterized by alterations of DNA methyla
tion pattern, namely local CpG island hypermethylation and genome wide hypomethylation. The hypomethylation of the genome affects 
many repetitive sequences and transposable elements and is believed to results in chromosomal instability and increased mutations events. 
In this review we summarize the current knowledge concerning epigenetic mechanisms related to cancer, especially the relationship of DNA 
hypomethylation to carcinogenesis.
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Słowa kluczowe: przeniesienie ładunku w 
DNA, naprawa DNA, oksydacyjne uszkodze
nie zasad, wycinanie uszkodzonej zasady, kla
ster 4Fe-4S, M utY  (glikozylaza DNA błędnie 
sparowanej adeniny) fotoliaza

Wykaz skrótów: A — adenina; AlkA — gliko
zylaza DNA 3-metyloadeniny; BER (ang. Base 
Excision Repair) — naprawa przez wycinanie 
zasad; C — cytozyna; dG:C — para deoksygu- 
anozyna-deoksycytozyna; FapyG — 2,6-dia- 
m ino-4-hydroksy-5-form am idopirym idyna; 
G — guanina; HiPIP (ang. High-Potential lron- 
sulfur Protein) — białka żelazowe o wysokim 
potencjale oksydoredukcyjnym; M.Hhal — 
metylotransferaza DNA metylująca cytozynę 
w pozycji 5; MutM  — glikozylaza DNA okso- 
guaniny, która usuwa zasadę OG z par zasad 
OG/C, OG/T, OG/G; M utY  — glikozylaza 
DNA adeniny, która usuwa adeninę z par za
sad A:G, A:C i A:OG; MYH -  DNA glikozy
laza adeniny rozpoznająca pary zasad OG:A; 
OG — 7,8-dihydro-8-oxo-2'-deoksyguanozyna; 
OGG1 — glikozylaza wycinająca OG; R.PvulI 
— endonukleaza restrykcyjna II Proteus vulga
ris; T — tymina; U — uracyl

Podziękowanie: Praca wykonana w ramach 
grantu „Rola wysokocząsteczkowych ligan- 
dów w powstawaniu dinitrozylowych kom
pleksów żelaza", projekt badawczy własny 
MSziNW, NN204 077833, 2007-2009.'

STRESZCZENIE

Z arówno fizyczne, jak i chemiczne wyniki badań wskazują, że DNA w różnych w arun
kach (między innymi w swej uwodnionej formie) może zachowywać się jak półprze

wodnik pasm wąskich dziur/luk. Przeniesienie ładunku wzdłuż łańcucha DNA jest zależ
ne od sekwencji nukleotydowej oraz odległości i możliwe tylko w przypadku idealnego 
sparowania obu nici. Wpływ na przenoszenie ładunku w obrębie DNA mogą mieć procesy 
tworzenia kompleksów z białkami, zarówno te zachodzące podczas normalnego przebiegu 
regulacji ekspresji genów, jak i te związane z procesami naprawy. Z drugiej strony, potencja
ły oksydoredukcyjne białek zawierających metale mogą różnić się znacząco w zależności od 
tego czy są one wolne, czy też związane z DNA. Do takich białek należą glikozylazy [4Fe-4S], 
enzymy z klastrem żelazowo-siarkowym, biorące udział w procesie naprawy DNA przez wy
cinanie zasad. Istnieje hipoteza, że zaburzenie przenoszenia ładunku w DNA jest sygnałem 
uruchamiającym szlaki naprawy DNA. W poniższym przeglądzie opartym na pracach Bar
ton i współpracowników dyskutowana jest kwestia czy klaster [4Fe-4S] może uczestniczyć 
w procesie odnajdywania uszkodzeń DNA przez białka naprawy na zasadzie wykrywania 
zaburzeń struktury elektronowej.

WPROWADZENIE

Niemal pół wieku temu Albert Szent-Gyórgyi [1] napisał niewielką monogra
fię, zatytułowaną „Wstęp do biologii molekularnej", w której przedstawił swoją 
wizję żywej komórki. W uproszczeniu -  komórka byłaby układem  supramoleku- 
larnym, w którym  zachodzi przenoszenie ładunków. Szent-Gyórgyi nie zdołał 
udowodnić swoich idei eksperymentalnie. Jego teorię, łączącą elementy fizyki i 
biologii podziwiano jako otwierającą nowe horyzonty, ale także krytykowano 
za to, że jest zbyt fantastyczna lub za trudna do udowodnienia. Krytycy pod
kreślali, że makrocząsteczki w praw dzie mogą się zachowywać w warunkach 
doświadczalnych jak półprzewodniki, ale jest to związane ze stanami w zbudzo
nymi wymagającymi znacznych energii, przekraczających zakres spotykany w 
żywej komórce. Poniższy praca przeglądowa pokazuje, że w  przynajmniej kilku 
przypadkach przenoszenie ładunku ma znaczenie biologiczne podobne do tego, 
jakie przewidywał Szent-Gyórgyi. Przenoszenie ładunku w obrębie modelo
wych cząsteczek DNA jest bardzo dobrze udokum entow ane. Posłużyło to jako 
podstaw a hipotezy o roli tego zjawiska in vivo w  funkcjonowaniu niektórych 
enzym ów napraw y DNA [2] . Chodzi o fotoliazy, zaś przede wszystkim  o gliko
zylazy z klastrem żelazowo-siarkowym [4Fe-4S], usuwające z DNA uszkodzone 
lub nieprawidłowo sparowane zasady.

PRZENOSZENIE ŁADUNKÓW W DNA -  ZALEŻNOŚĆ 
OD SEKWENCJI I ODLEGŁOŚCI

Dotychczas wiadom o było, że niezwykła struktura podwójnej helisy DNA 
z kom plem entarnym i parami zasad umożliwia replikację i transkrypcję DNA. 
Okazało się, że praw idłow e sparowanie zasad azotowych jest także potrzebne 
do przeniesienia ładunku w obrębie cząsteczek DNA na zaskakująco duże od 
ległości. Do badań przeniesienia ładunku w DNA stosowano różne podejścia 
doświadczalne. Fizycy mierzyli przepływ prądu  we włóknach DNA [3] lub czą
steczkach DNA tworzących uporządkow ane warstw y [4]. Należy podkreślić, że 
przewodnictwo elektronów stw ierdzano m etodami fizycznymi przeważnie w 
suchym DNA; jest to sytuacja nie dająca się porównać do tej in vivo. Jedna z 
ostatnich prac [5] dowodzi, że w uw odnionym  DNA wiązania w odorow e zasad 
azotowych z cząsteczkami w ody prow adzą do przesunięcia gęstości elektronów 
n z atomów węgla do atom ów azotu, co może zmieniać symetrię funkcji falowej 
dla niektórych zasad azotowych (wyjaśnienie pojęć w ramce). W rezultacie ener
gie orbitali są przesunięte, a to prow adzi do zmniejszenia bariery potencjału dla 
przenoszenia „dziur" pom iędzy parami G:C i A:T z 0,7 eV dla DNA odw odnio
nego do 0,123 eV dla uwodnionego. To stwierdzenie ma bardzo duże znaczenie
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dla biologów, jako że w spom niana duża bariera energii dla 
przenoszenia „dziur" w  suchym DNA wydaje się być głów
ną przeszkodą dla zaakceptowania idei biologicznej roli 
przenoszenia ładunku.

Doświadczenia nad przeniesieniem ładunku w DNA 
prow adzone metodami chemicznymi i biochemicznymi 
oraz przy użyciu cząsteczek m odelowych dały bardzo in
teresujące wyniki. Większość prac z tej dziedziny prow a
dzono w Kalifornijskim Instytucie Technologii [6-8]. Do 
doświadczeń użyto modelu dupleksu oligodeoksynukle- 
otydowego, do którego przyłączano fotoutleniacze kowa
lencyjnie lub kompleksowano nimi (na zasadzie interkala- 
cji) cząsteczki oligodeoksynukleotydów o zdefiniowanych 
sekwencjach. Pod wpływ em  foto-pobudzenia dublety 
guaniny (G) umieszczane w określonej odległości od reszt 
fotoutleniacza zostają oksydacyjnie uszkodzone i można 
ocenić stopień tych uszkodzeń, nazw anych uszkodzeniami 
oksydacyjnymi dalekiego zasięgu [9], W śród fotoutleniaczy 
użytych w tych doświadczeniach były etydyna — kow a
lencyjnie związana z DNA [10,11] oraz „interkalator Rh", 
Rh(phi,)(bpy')3+, gdzie phi to 9,10-diimino fenatrenochinon, 
zaś bpy ' to kwas 4'-metylo- bipirydyno-4-masłowy (Ryc. 
1) [12]. W niektórych doświadczeniach mierzono gaszenie 
przez interkalator Rh fluorescencji kompleksu Ru (II) z di- 
pirydofenazyną [13,14]. Okazało się również, że naruszenie 
komplementarności dupleksu oligodeoksynukleotydowego 
przez wprow adzenie pary C:A powoduje zaburzenie prze
niesienia elektronów, natomiast DNA przenosi ładunek tak 
samo w postaci wolnej nici („nagi" DNA), jak i w tedy gdy 
jest nawinięty na nukelosomy [15,16]. Na rycinie 2 przedsta
wiono przykład doświadczenia z gaszeniem fluorescencji 
kompleksu Ru (II) z dipirydofenazyną w m odelowym  d u 
pleksie oligodeoksynukleotydowym idealnie sparow anym  
lub zawierającym niekom plem entarna parę C: A.

• Zmieniając liczbę par zasad oraz sekwencję oligodeok
synukleotydów, można było modyfikować przenoszenie 
ładunku i wnioskować o następujących uw arunkow a
niach przenoszenia ładunku w DNA;

• zachodzi ono przez przeskakiwanie (ang. hopping) po
między resztami G i tunelowaniem  przez parę zasad T:A 
[7,17];

• jest wrażliwe na oddziaływania w arstw ow e n [11,18-21] 
i jedno błędne sparowanie zasad wystarczy, aby spow o
dować zahamowanie przenoszenie ładunku [18];

• jest zależne od odległości oraz sekwencji oligodeoksynu
kleotydów. Przenoszenie ładunku w modelu dupleksu 
oligodeoksynukleotydowego słabo zależy od odległości, 
zaś przeciwnie -  wykazuje silną zależność od rodzaju se
kwencji. Obecność pow tórzeń 5'-TA-3' powoduje znacz
ny spadek przenoszenia ładunku. Jest to zgodne z zało
żeniem, że przenoszenie za pośrednictwem  tunelowania 
przez pary T:A spada wykładniczo w raz ze wzrostem  
odległości, natomiast przy przeskakiwaniu ładunku 
przez pary G:C zależność od odległości jest słaba [22-24],

PRZENOSZENIE ŁADUNKÓW W DNA 
W KOMPLEKSIE Z BIAŁKAMI

W omówionych układach m odelowych stosowano 
„nagi" DNA, jednak w komórkach DNA występuje w

Rycina 1. Struktura  interkalatora zawierającego rod, R h(phi2)(bpy')3+, gdzie 
ph i to 9,10-diimino fenatrenochinon, zaś b p y ' to kw as 4 '-m etylo- bipirydyno-4- 
m asłowy [1 2 ],

kompleksie z histonami, białkami niehistonowymi, regula
torowymi, czynnikami transkrypcyjnym i i in. Dla biologa 
istotne jest zatem poznanie w pływ u białek na przenosze
nie ładunku w DNA. W badaniach Rajskiego i Barton [25] 
zastosowano dupleksy oligodeoksynukleotydowe zawie
rające swoiste miejsca wiązania dla różnych białek, m.in. 
dla enzym ów naprawczych, charakteryzujących się pow i
nowactwem  do określonych sekwencji DNA. W spomniany 
już poprzednio interkalator zawierający rod („interkalator 
Rh" ) przyłączony do DNA był fotoutleniaczem, podobnie 
jak w doświadczeniach opisanych w  poprzednim  rozdzia
le. Mierzono proporcję uszkodzeń oksydacyjnych dwóch 
miejsc o sekwencji 5'-GG-3': dubletów  GG usytuowanych 
przed i za miejscem wiązania białka.

Stwierdzono m. in. hamujący w pływ  endonukleazy re
strykcyjnej R.Puull (wiążącej sekwencję TATA i mającej 
zdolność zginania helisy DNA) na powstawanie uszko
dzenia oksydacyjnego dubletu GG umieszczonego za miej
scem wiązania enzymu. Można było wnosić, że odkształ
cenie modelowej cząsteczki DNA ham owało przenoszenie 
ładunku. Badano także oddziaływ anie DNA z dzikim i 
zm utow anym  białkiem M.Hhal. Białko to należy do mety
lotransferaz, enzym ów metylujących reszty cytozyny we 
fragmentach dinukleotydowych CG. Metylacja DNA jest 
formą regulacji ekspresji genów i w iąże się z kilkoma klu
czowymi procesami, między innym i z wyciszaniem genów 
i piętnowaniem (imprintingiem) genom owym  (u eukarion- 
tów) czy z kontrolą czasu rozpoczęcia duplikacji chromo
som u (u prokariontów). Są to enzym y mające zdolność 
zw aną „base-flipping”, powodującą obrót i wysunięcie się 
nukleotydu z helisy DNA. W ten sposób metylotransferaza 
uzyskuje dostęp do reszty cytozyny, która ulega metylacji. 
Miejsce cytozyny przejściowo umieszczonej w tak zwanej 
kieszonce katalitycznej w  cząsteczce metylotransferazy jest 
zajmowane przez resztę glutam iny 237 tego enzymu. Wy
sunięcie nukleotydu z helisy zryw a wiązania w odorowe 
m iędzy kom plem entarnym i zasadam i, co narusza lokalne 
oddziaływania w arstw ow e n i pow oduje w  rezultacie za
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ham owanie przenoszenia ładunku w badanym  kompleksie 
M.Hhal-DNA (Ryc. 2) [26], Wyżej opisany efekt dotyczy 
enzym u typu dzikiego. Modyfikacja enzym u polegająca na 
podstawieniu tryptofanu w miejsce glutaminy 237, pow o
duje zakłócenie tego efektu. Aromatyczna heterocykliczna 
część tego am inokwasu wpasowuje się w  wyżej w spom nia
ną „kieszeń" metylotransferazy i to wystarcza do utrzym a
nia zdolności do przenoszenia ładunku pomimo miejscowe
go zniszczenia oddziaływ ań warstw ow ych w DNA. Obser
wuje się przejściowo rodnik tryptofanu [26], Przytoczony 
przykład ilustruje możliwy w pływ  kompleksów z białkami 
na przenoszenie ładunku w obrębie DNA, zarówno po
zytywny, jak negatywny. Należy pamiętać, że potencjały 
oksydoredukcyjne białek zawierających metale mogą róż
nić się znacząco w zależności od tego czy są one wolne, czy 
też związane z DNA i to może się odzwierciedlać w  różnicy 
powinowactwa do DNA o więcej niż 3 rzędy wielkości [27], 
Do takich białek należą glikozylazy[4Fe-4S], enzymy z kla- 
strem żelazowo-siarkowym.

GLIKOZYLAZY [4FE-4S]

Glikozylazy DNA to rodzina enzym ów uczestniczących 
w  naprawie DNA przez wycinanie zasad (BER, ang. Base 
Excision Repair). N apraw a typu BER jest przede wszystkim 
odpowiedzialna za napraw ę uszkodzeń heterocyklicznych 
zasad DNA [28,29]. Główną rolę zdają się tu odgrywać

Rycina 2. W ysycanie fluorescencji brom ku e tydyny (owalna struk tura  z lewej 
strony dupleksu) na drodze przenoszenia ładunku  z kom pleksu zawierającego 
rod  (Rh). Oba interkalatory kowalencyjnie zw iązane z DNA tw orzą system, w  
którym  etydyna jest fotoutleniaczem ; k t -  stała szybkości reakcji przeniesienia 
elektronu; po w staw ieniu źle sparowanej zasady szybkość tej reakcji drastycz
nie spada. Przedrukow ano za zgodą Elsevier z Rajski SR, Jackson BA, Barton JK 
(2000) DNA repair: m odels for dam age and m ism atch recognition. M ut Res 447: 
49-72.

Rycina 3. W iązanie m etylotransferazy M .H hal do podw ójnego oligodeoksynu- 
kleotydu ham uje przepływ  ładunku. Daleko zasięgowe przenoszenie ładunku w 
reakcji u tleniania fragm entów  5'-GG-3' DNA kowalencyjnie związanego z inter- 
kalatorem  zawierającym  rod [Rh(phi)2bpy]3+ zostało opisane p rzez [12]. W yko
rzystanie konstruktu  DNA-Rh zawierającego dw a fragm enty 5-GG-3' rozdzie
lone fragm entem  w iążącym  m etylotransferazę (M .Hhal), pozw ala na zbadanie 
w pływ u odległości, struk tu ry  i w iązania z białkiem na przenoszenie ładunku w 
reakcji daleko zasięgowego utleniania. G órna część ryciny: przed  związaniem  
białka uszkodzenia oksydacyjne w  obrębie fragm entu bardziej oddalonego w y
stępują z mniejszą częstotliwością niż w e fragmencie leżącym  bliżej interkalatora 
(por. w ielkość strzałek); dolna część ryciny: po zw iązaniu białka częstość uszko
dzeń w e fragm encie oddalonym  od interkalatora ulega dalszem u zmniejszeniu. 
Przedrukow ano za zgodą Elsevier z Rajski SR, Jackson BA, Barton JK (2000) DNA 
repair: m odels for dam age and m ism atch recognition. M ut Res 447: 49-72.

glikozylazy DNA, które rozpoznają niedopasow aną lub 
uszkodzoną zasadę i katalizują reakcję hydrolizy wiązania 
(3-N glikozydowego m iędzy uszkodzoną zasadą a cząstecz
ką deoksyrybozy. Powstałe w  ten sposób miejsce apury- 
now e/apirym idynow e jest rozpoznaw ane przez endonu- 
kleazę apurynow ą/ap irym idynow ą, która nacina DNA w 
kierunku 5' od miejsca apurynow ego/apirym idynow ego, 
tworząc wolny koniec 3'-OH. Nić ulega wydłużeniu, po 
czynając od wolnego końca 3'-OH, wskutek działania po- 
limerazy DNA. Należy wspomnieć, iż polimeraza DNA ma 
także zdolność usuw ania nukleotydów, jeśli nie w pełni 
pasują one do matrycy (aktywność egzonukleazy 3' —► 5', 
czyli aktywność korekcyjna). Następnie now a nić jest łą
czona ze starą za pomocą ligazy DNA [29], W związku z 
różnorodnością uszkodzeń zasad DNA rozwinęły się różne 
grupy glikozylaz, specyficzne dla danego substratu: Gliko
zylazy wycinające uracyl, który może się pojawiać w DNA 
wskutek m. in. dezaminacji cytozyny, występują u wielu 
prokariontów i eukariontów, jednak szczególnie istotne 
wydają się być dla rozwoju bakterii termofilnych, u których 
wskutek wysokiej tem peratury zwiększona jest częstość 
wspomnianej mutacji. Glikozylazy wycinające alkilowane 
zasady; przykładem  takiej zasady jest 3-metyloadenina, 
natom iast glikozylazy -  AlkA  w  E. coli. Szczególnie dużą 
grupę stanowią glikozylazy zasad uszkodzonych oksyda
cyjnie (głównymi tego typu uszkodzeniam i są 2,6-diami- 
no-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna (FapyG) i 8-okso- 
guanina), które powszechnie tworzą się w skutek działania 
reaktywnych form tlenu generowanych w trakcie procesów
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metabolicznych. Jedną z takich glikozylaz jest OGG1, której 
homologi można znaleźć u wielu gatunków, m iędzy inny
mi u człowieka. Przykładami glikozylaz rozpoznających 
8-oksoguaninę błędnie sparow aną z adeniną, ale wycinają
cych adeninę są szeroko tu omawiane M utY  i M utM  u E. 
coli. Komórki bakterii pozbawione tego enzym u wykazują 
zwiększoną częstość powstawania mutacji. U człowieka 
jedną z glikozylaz jest białko MYH. Jego brak u człowieka 
jest bezpośrednio wiązany z w ystępowaniem  dziedziczne
go raka okrężnicy. Utlenienie 2'-deoksyguanozyny (G) do 
7,8-dihydro-8-oxo-2'-deoksyguanozyny (OG) jest jednym  
z najczęstszych uszkodzeń DNA. Taka modyfikacja może 
prowadzić do błędnego sparowania zasad w trakcie pro 
cesu replikacji. N ienaprawiona OG może być parow ana z 
adeniną, co przy kolejnej replikacji powoduje stałą trans- 
wersję pary G:C do T:A. Glikozylazy rozpoznają zaburzenie 
struktury DNA spow odow ane przez utlenienie zasady lub 
błędne sparowanie zasad i wycinają uszkodzoną/błędnie  
sparow aną zasadę, poprzez hydrolizę N-glikozydowego 
wiązania pomiędzy zasadą a szkieletem DNA (Ryc. 3). Ry
cina 4 przedstawia udział dwóch przykładow ych glikozy
laz: M u tY  oraz M utM  w  naprawie uszkodzeń DNA przez 
wycinanie zasad w E. coli.

Klaster [4Fe-4S] jest powszechnie występującym m oty
wem w enzymach biorących udział w BER. Początkowo 
był uw ażany za element strukturalny a nie regulatorowy 
ze w zględu na swój bardzo stabilny, w  w arunkach fizjo
logicznych, charakter oksydoredukcyjny. Jednak badania 
Porello i wsp. [30] nad strukturą glikozylazy adeninowej 
DNA, M utY, pokazały że obecność klastra nie jest niezbęd
na przy praw idłow ym  zwijaniu tego białka, a także nie 
w pływ a znacząco na jego stabilność termiczną. Niemniej 
jednak, klaster jest niezbędny przy tworzeniu kompleksu z 
DNA i warunkuje aktywność enzymatyczną. Przykładową 
strukturę kompleksu DNA-glikozylaza przedstaw ia Ry
cina 5. Modyfikacja genetyczna M utY  w miejscu wiązania 
klastra prow adzi do zaniku jego aktywności naprawczej. 
Badania M utY  i endonukleazy III z E. coli [27] ujawniły, że 
utworzenie kompleksu z DNA zmienia charakter klastra i 
możliwy staje się odwracalny transfer elektronu analogicz-

Rycina 5. U dział glikozylaz MutY i M utM  w napraw ie DNA [37].

ny do zachodzącego w białkach żelazowych o wysokim 
potencjale oksydoredukcyjnym (HiPIP, ang. high potential 
iron proteins). To odkrycie zainspirowało Boal i wsp. [6] do 
podjęcia próby odpow iedzi na pytanie czy klaster [4Fe-4S] 
może uczestniczyć w procesie odnajdywania przez białka 
naprawcze uszkodzeń DNA na zasadzie wykrywania zabu
rzeń struktury elektronowej.

Rycina 4. Równanie reakcji wycięcia adeniny z fragm entu DNA, zawierającego 
parę OG:A. Glikozylaza MutY katalizuje reakcję hydrolizy w iązania glikozydo- 
wego pom iędzy adeniną i szkieletem cukrow ym  DNA, co daje w w yniku miejsce 
apu rynow e/ap irym idynow e naprzeciw ko uszkodzonej oksydacyjnie guaniny 
[36]
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Funkcja falowa to w  mechanice kwantowej funkcja zm ien
nych konfiguracyjnych, np. położenia, będąca rozwiązaniem 
równania Schródingera, opisująca stan kw antowy cząstki (lub 
układu cząstek), czyli kom pletny zestaw param etrów  opisu
jących stan fizyczny cząstki lub układu. Parametrami tymi są 
m.in. pęd cząstki, jej położenie, spin, dziwność czy powab. 
Powierzchnię opisaną funkcją falową obliczoną dla jednego 
elektronu znajdującego się na jednej z powłok atomowych 
lub tworzących wiązanie chemiczne nazyw am y orbitalem, a 
kw adrat wartości bezwzględnej tej jednoelektronowej funkcji 
w  danym  punkcie przestrzeni jest proporcjonalny do gęstości 
praw dopodobieństw a znalezienia cząstki w  tym punkcie. O r
bitale atomowe opisują wszystkie elektrony, które w danym  
momencie nie uczestniczą w  tworzeniu w iązań chemicznych 
ale są przypisane do określonych jąder atomowych, nato
miast orbitale molekularne opisują elektrony, które w  danym  
momencie mogą tworzyć wiązania chemiczne w cząsteczce. 
Zmiana symetrii funkcji falowej oznacza zmianę kształtu ob
szaru w którym  z wysokim praw dopodobieństw em  przeby
wa elektron, czyli zmianę kształtu orbitalu. Obszary gęstości 
praw dopodobieństw a mogą w  różny sposób nakładać się, co 
umożliwia w większym lub mniejszym stopniu wzajemne od 
działywanie i przemieszczanie elektronów.

Niekiedy w cząsteczkach występują potencjalne stany elek
tronowe o niskiej energii, na których mógłby się znaleźć elek
tron, czyli nie w  pełni zapełnione orbitale walencyjne (wiążą
ce -  biorące udział w  wiązaniu). Taki brak elektronu w  teorii 
pasmowej przew odnictw a nazyw am y „dziurą elektronową". 
Zachowuje się ona jak swobodna cząstka o ładunku dodatnim  
i jest zdolna do przemieszczania się (przewodzenia prądu).

Przeniesienie elektronu (lub „dziury") pom iędzy orbitala
mi wiąże się z nakładem  energii, tak zw aną barierą potencjału. 
Energia ta zależy od energii obu orbitali oraz od ich wzajem
nego nakładania się.

Elektrony n -  elektrony, których stan opisuje orbital mole
kularny n. Orbitale tego typu mają zerowe praw dopodobień
stwo występowania elektronu na płaszczyźnie zawierającej oś 
m iędzyjądrową (mają tzw. płaszczyznę węzłową). W układach 
aromatycznych orbitale „wystają" z obu stron płaszczyzny 
pierścienia. Równoległe zbliżenie do siebie płaszczyzn aro
matycznych dwóch cząsteczek prow adzi do oddziaływania 
między ich orbitalami n. Takie zjawisko ma miejsce między in 
nymi pom iędzy równolegle leżącymi zasadam i purynow ym i/ 
pirym idynowym i i nosi nazwę oddziaływ ań warstwowych.

Zjawisko tunelowe zwane też efektem tunelow ym  -  zja
wisko przejścia cząstki przez barierę potencjału o wysokości 
większej niż energia cząstki, opisane przez mechanikę kw anto
wą. Z punktu  widzenia fizyki klasycznej stanowi paradoks ła
miący klasycznie rozum ianą zasadę zachowania energii, gdyż 
cząstka przez pewien czas przebywa w obszarze zabronionym 
przez zasadę zachowania energii.

Układ supram olekularny -  struktura złożona z wielu pod- 
jednostek, które powstają samorzutnie wskutek słabych od 
działywań międzycząsteczkowych (takich jak: siły van der 
Waalsa, słabe wiązania wodorowe, oddziaływania typu n-n), 
elektrostatycznych lub poprzez wzajemne mechaniczne zaple
cenie. Poszczególne elementy układów  supram olekularnych 
mogą także być połączone za pomocą klasycznych wiązań ko
walencyjnych.

PRZENOSZENIE ŁADUNKU A 
KOMUNIKACJA POMIĘDZY CZĄSTECZKAMI 
GLIKOZYLAZY ADENINOWEJ MUTY

Oddziaływanie M utY  z DNA spraw dzono w ukła
dzie m odelowym  z użyciem opisanego we wcześniej
szych rozdziałach interkalatora zawierającego rod
[31,32]. Jak przew idyw ano na podstaw ie poprzednich 
doświadczeń, interkalator Rh przyłączony do duplek
su oligodeoksynukleotydowego utleniał M utY  tylko 
za pośrednictwem  dupleksu idealnie sparowanego. 
Strukturę dupleksu modyfikowano, zmieniając skład 
i sekwencję nukleotydów  i komplementarność zasad. 
W prowadzenie obszaru jednoniciowego przeciwdzia
łało utlenianiu M utY. Związanie M utY  z DNA prze
suwało potencjał klastra [4Fe-4S]3+/2+ w stronę utle
niania, zaś tworzenie się rodnika guaniny dodatkowo 
ułatwiało utlenianie M utY  [31,32]. Czas życia rodnika 
guaniny (G) jest wystarczająco długi (milisekundy), 
by mógł on reagować z M utY  dzięki oddziaływaniom  
w arstw ow ym  n w DNA. Spektroskopia elektronowe
go rezonansu param agnetycznego potwierdziła, że 
ruten, który uległ w budow aniu  do DNA i rodnik G 
generowany w tym doświadczeniu, ułatw ia utlenianie 
klastra [4Fe-4S]2+ do [4Fe-4S]3+ i jego produktu  rozpa
du, [3Fe-4S]+.

Zbadano także pełne absorpcyjne w idm o różnicowe 
poli(dG:C) wolnego lub związanego z M utY. Wyniki 
potwierdzały tworzenie się najpierw rodnika G pod 
wpływ em  w zbudzonego „interkalatora Rh" związa
nego z poli(dG:C) z przyłączonym M utY, w  następnej 
kolejności pojawiało się w idm o [4Fe-4S]3+. W duplek
sie DNA zawierającym dublet 5'-GG-3' i interkalator 
rutenow y obserwowano uszkodzenie G pochodzące 
od „utleniania na odległość" poprzez przeniesienie 
ładunku za pośrednictwem poli(dG:C) z interkalato
ra rutenowego. Co istotne, w  obecności M utY  takie 
uszkodzenie G nie miało miejsca.

W powyższym  modelu doświadczalnym  potw ier
dzono zatem wszystkie prawidłowości przenoszenia 
ładunku: sprzężenie par oksydoredukcyjnych przez 
przenoszenie ładunku przez cząsteczkę DNA, uza
leżnienie przenoszenia ładunku od oddziaływ ań w ar
stwowych n i od stanu oksydoredukcyjnego białek 
przyłączonych do DNA.

M ut Y ma różne powinowactwo do DNA, zależ
nie od swego stanu oksydoredukcyjnego. Różnica w 
powinowactwie umożliwia cząsteczkom M utY  przy 
łączenie do DNA, jeżeli nie zachodzi przenoszenie 
ładunku, lub ich oddysocjowanie pod w pływ em  utle
nienia i ponow ne przyłączenie do nowego miejsca. 
Tak więc, dwie cząsteczki enzym u mogą „sprawdzić" 
czy w  dzielącym je odcinku DNA są uszkodzenia na
ruszające oddziaływania warstw ow e n.

Rycina 6 przedstaw ia schematycznie zasadę takie
go skanowania DNA przez M ut Y w poszukiwaniu 
uszkodzeń. Jeśli brak zmiany stanu oksydoredukcyj
nego -  co sygnalizuje złe sparowanie zasad, a więc
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praw dopodobne uszkodzenie zasady — cząsteczki enzymu 
pozostają na miejscu. Jeżeli nastąpi utlenienie — oznacza to 
prawidłową komplementację par zasad i cząsteczki enzy
m u odłączają się od DNA. Dzięki temu M ut Y łatwiej trafia 
do obszarów genomowego DNA zawierającego uszkodze
nia. Należy dodać, że taki sam model działania stosuje się 
dla innych enzymów naprawczych zawierających klaster 
[4Fe-4S], takich jak bakteryjna endonukleaza III. Trzeba 
przyznać, że opisany model działania M ut Y przem awia do 
wyobraźni i wydaje się bardzo praw dopodobne, że tak wła
śnie działają „enzymatyczni kontrolerzy" podwójnej helisy 
DNA.

NIEUSZKODZONY DNA O D D Z IA ŁY W A N IA  71 N IE ZA B U R ZO NE

2 MulY |4F c4S |': ODPORNY NA UTLENIENIE 
(NISKIE POWINOWACTWO DO DNA)

PO ZWIĄZANIU DNA NASTĘPUJE UTLENIENIE 
POPRZEZ PRZENOSZENIE ŁADUNKU

(WYSOKIE POWINOWACTWO DO DNA)

DRUGA CZĄSTECZKA MulY ULEGA REDUKCJI I ODYSOCJOWUJE 
GOTOWA DO WIĄZANIA DNA W INNYM MIEJSCU

USZKODZONY DNA O D D ZI A ŁY W A N IA  71 Z A B U R ZO N E

UWAGI KOŃCOWE

Przenoszenie ładunku w obrębie praw idłow o sparow a
nego DNA może zachodzić na zaskakująco dużych odległo
ściach, rzędu kilkunastu par zasad. Zjawisko to jest znacznie 
silniejsze w DNA w środowisku w odnym  niż w  stanie kry
stalicznym, co uzasadnia wniosek o biologicznym znacze
niu tego procesu. Naruszenie komplementarności sekwencji 
nukleotydów powoduje zaburzenie przeniesienia elektro
nów, natomiast wpływ nukelosomów jest zaniedbywalny 
[15,16], Modyfikacja długości nici i sekwencji nukleotydów 
pozwoliła stwierdzić, że do procesów składających się na 
przenoszenie ładunku w DNA należą przeskakiwanie (ang. 
hopping) pomiędzy resztami G oraz tunelowanie przez parę 
zasad T:A [7,17], Przenoszenie ładunku w modelu duplek
su oligodeoksynukleotydowego słabo zależy od odległości, 
silnie zaś od rodzaju sekwencji [22-24], Białka, które wiążą 
się z DNA, zmieniając jego lokalną strukturę przestrzenną 
(białka regulatorowe, naprawcze), mają istotny wpływ  na 
przenoszenie ładunku w obrębie objętym oddziaływaniem. 
Zmiany te mogą polegać zarówno na odkształceniu helisy 
(np. wygięcie jej przez utworzenie kompleksu z białkiem 
R.Puull), jak i wysunięcie nukleotydu z helisy (np.: poprzez 
białko M.Hhal), co narusza lokalne oddziaływania w arstw o
we n i powoduje w rezultacie zaham owanie przenoszenia

Rycina 6. Struktura kom pleksu glikozylazy MutY z DNA. Rycina dostosow ana 
za pozwoleniem  M acmillan Publishers Ltd: [Nature] z From m e JC, Banerjee A, 
H uang  SJ, Verdine GL (2004) Structural basis for rem oval of adenine m ispaired 
w ith  8 -oxoguanine by MutY adenine DNA glycosylase. N ature  427: 652-656.

BRAK PRZEPŁYWU ŁADUNKU

MulY ZOSTAJE W POBLIŻU USZKODZENIA 
1 PRZESUWA SIĘ PO NICI DNA W STRONĘ 
USZKODZONEGO MIEJSCA

Rycina 7. Schemat pokazujący jak przeniesienie ładunku  ułatw ia redystrybucję 
enzym u napraw czego i sprzyja w iązaniu  w  innym  obszarze jądra w pobliżu 
takiej modyfikacji składników  DNA (np. uszkodzenia zasady), która zakłóca 
oddziaływ ania w arstw ow e n  par zasad. Dla uproszczenia schem atu, strzałki są 
skierow ane tylko w  jednym  kierunku, podczas gdy w  rzeczywistości asocjacja/ 
dysocjacja i przeniesienie ładunku  odbyw ają się w  obu kierunkach (patrz: tekst).

ładunku [26], Utworzenie kompleksu z DNA zmienia po
tencjał oksydoredukcyjny białek, m. in. tych zawierających 
centra żelazowo-siarkowe [27], Z kolei ze zmianą stopnia 
utlenienia białka zmienia się jego powinowactwo do nici 
DNA. Możliwość wzajemnego przekazywania ładunków 
po nici DNA pom iędzy cząsteczkami tego samego białka 
i wrażliwość tego procesu na zaburzenia struktury helisy 
sugerują, że istnieje możliwość odnajdywania przez białka 
naprawcze uszkodzeń DNA na zasadzie wykrywania zabu
rzeń struktury elektronowej. Opisaną zasadę przenoszenia 
ładunku w cząsteczce DNA stosowano także do wyjaśnienia 
fotoreaktywacji dim erów pirym idynowych powstających w 
DNA pod wpływem  promieniowania ultrafioletowego C
[33], a także mechanizmu oddysocjowania czynników trans- 
krypcyjnych aktywnych oksydoredukcyjnie od sekwencji 
promotorowych [8,34] lub przenoszenia (spływania, „fun- 
neling") oksydacyjnych uszkodzeń DNA do niekodujących 
sekwencji dGC [23]. Ostatnio Elson [35] zaproponował, że 
przenoszenie ładunku służy koordynacji replikacji poszcze
gólnych dom en genomowego DNA, a także koordynacji 
transkrypcji genów w rozwoju zarodkowym. Taki model 
regulacji nie ma jednak podstaw  doświadczalnych. Dalszy 
rozwój badań nad rolą przenoszenia ładunku w biologii ko
mórki wym aga podejścia interdyscyplinarnego -  trudnego 
w praktyce do osiągnięcia zbliżenia chemii, fizyki, informa
tyki oraz biologii komórkowej i molekularnej.
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ABSTRACT

Both the physical and chemical test results indicate that the DNA under different conditions can act as a narrow band semiconductor. The 
charge transfer along the DNA double strand molecule depends both on the nucleotide sequence and the distance, and is possible only in 
the case of an ideal paring of both strands. The charge transfer within DNA may be perturbed/modified by formation of protein complexes, 
e.g. related to the processes of DNA repair. On the other hand, redox potentials of metalloproteins are modulated by binding to DNA [27]. 
Particularly interesting are [4Fe-4S] glycosylases, iron-sulfur cluster containing enzymes involved in DNA base excision repair. There exists 
a hypothesis that disturbance of charge transfer along DNA is a signal associated with the regulation of cellular response to damage of the 
double helix. In the following review, based on the work of J. Barton and coworkers, the question is discussed of whether the [4Fe-4S] cluster 
may participate in the process of finding the DNA damage by repair proteins through detection of electronic structure perturbations.
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Dynamika mitozy i cytokinezy symetrycznej i asymetrycznej

STRESZCZENIE

W  przebiegu cyklu komórkowego, po fazie replikacji DNA, we wszystkich chromoso
mach tworzy się dwubiegunowe mikrotubularne wrzeciono mitotyczne, które za

pewnia właściwą segregację potomnych chromosomów. W strefie równikowej wytwarza 

się bruzda podziałowa rozdzielająca genetycznie identyczne komórki potomne. Etapy tego 

procesu — profaza, metafaza, anafaza i cytokineza — są dobrze scharakteryzowane morfolo
gicznie. Współczesne badania nad procesami rozwoju i badania onkologiczne dotyczą me
chanizmów, które mogą powodować zmiany w położeniu (rotację) wrzeciona mitotycznego 

w profazie i przesunięcie ku tyłowi wrzeciona mitotycznego w anafazie. Oba zjawiska są 

związane z mitozami asymetrycznymi i różnicującymi. Celem tego artykułu jest omówienie 

molekularnych mechanizmów regulujących mitozę symetryczną i asymetryczną.

WPROWADZENIE

Mitoza jest procesem, w czasie którego następują kondensacja chromosomów, 
a następnie rozdzielenie i segregacja chrom atyd siostrzanych (chromosomów 
potomnych) do biegunów wrzeciona mitotycznego. D w ubiegunowe wrzeciono 
zbudow ane jest z mikrotubul, powstaje w  trakcie mitozy i odpow iada za fizycz
ną segregację chromosomów potomnych. Po rozdzieleniu chromosomy potom 
ne rozchodzą się ku biegunom wrzeciona; a w  jego strefie równikowej powstaje 
bruzda podziałowa rozdzielająca komórki potom ne [1], Procesy te ilustruje cykl 
wspaniałych rycin dzielących się komórek naskórka salamandry, zatytułowany 
„Komórka w podwojeniu", które w 1884 roku, na polecenia profesora Henryka 
Hoyera, wykonał Stanisław Wyspiański.

Główne stadia mitozy obejmują profazę z kondensacją chromosomów potom 
nych i wytworzeniem  w każdym  chromosomie dwóch kinetochorów (Ryc. 1A), 
prometafazę, podczas której w komórce powstaje dw ubiegunow e wrzeciono 
mitotyczne (Ryc. IB), metafazę, kiedy dochodzi do skupiania się chromosomów

Rycina 1A-F. Komórka w  podwojeniu. Ryciny Stanisława W yspiańskiego datow ane i scharakteryzow ane 
przez Prof. J. Jurę są własnością M uzeum  U niw ersytetu Jagiellońskiego w  Krakowie. Są to rysunki p repara 
tów  utrw alonych osm em  (dobrze uwidaczniające m ikrotubularne wrzeciono centralne) i barw ionych hem a- 
toksyliną (z zastosow aniem  m etody H aidenhaina), pokazujące kondensację i w ystępow anie chrom osom ów  
(rdzawego koloru) w  trakcie mitozy. Inne objaśnienia w tekście. Dzięki uprzejm ości prof. d r hab. Stanisława 
Waltosia, Dyrektora M uzeum  U niw ersytetu Jagiellońskiego. A utorzy dziękują Pani prof. d r hab. Teresie 
Szklarzewicz za informację na ich temat.
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w środku komórki i ich precyzyjnego obustronnego łącze
nie się z włókienkami wrzeciona mitotycznego w strefie 
równikowej wrzeciona (Ryc. 1C), przejście od metafazy do 
anafazy, w trakcie którego dochodzi do fizycznego rozdzia
łu chromosomów potomnych (Ryc. ID), anafazę, kiedy na
stępuje rozsuwanie kompletów potomnych chromosomów 
ku biegunom wrzeciona (Ryc. 1E) i cytokinezę, kiedy w 
strefie równikowej zanikającego wrzeciona powstaje bruz
da podziałowa pomiędzy potom nym i komórkami (Ryc. 1F).

Procesy mitozy i cytokinezy są aktywowane przez czyn
niki mitogenne, które oddziałują na receptory w błonie 
komórkowej, uruchamiając w ew nątrz komórki ścieżki sy
gnalizacji prowadzące do kolejnych zmian morfologicznych 
cytoszkieletu i do podziału komórki. Położenie bruzdy po
działowej prostopadłej do osi wrzeciona wyznacza płasz
czyzna jego równika [1,2]. W trakcie mitoz symetrycznych 
osie wrzecion biegną na ogół w zdłuż osi długiej komórki, a 
w następnym  podziale bruzdy podziałowe są prostopadłe 
względem siebie (reguła Sachsa). Ale już w przypadku tw o
rzenia warstwy komórek, na przykład nabłonka, nowe ko
mórki wrastają pom iędzy istniejące komórki, a to wymaga 
wtórnej rotacji wrzeciona mitotycznego i w  konsekwencji 
odpowiedniej zmiany przyszłego położenia bruzdy podzia
łowej. Wiele typów komórek now otworowych charaktery
zuje się brakiem regulacji położenia bruzd podziałowych. 
To wskazuje, jak ważne są reguły dotyczące geometrii po
działu komórkowego. Chociaż ogólne reguły znane są od 
ponad stu lat, to dopiero teraz poznajemy mechanizmy, 
które wyznaczają zarówno pierwotne położenie wrzecio
na mitotycznego w komórce, jak i mechanizmy, które de
terminują w tórną adjustację jego położenia. W niniejszym 
artykule przeglądowym  zanalizowano globalne przemiany 
zachodzące w trakcie mitozy i cytokinezy oraz m echanizmy 
molekularne sterujące tymi przemianami, zarówno w trak
cie mitoz symetrycznych, jak i mitoz, w trakcie których po
łożenie bruzdy ulega zmianie.

Nawet w  sytuacji, w  której początkowo powstaje dw u 
biegunowe wrzeciono symetryczne, może ono ulegać prze
mieszczeniu, na przykład pod wpływ em  adhezji komórki 
rodzicielskiej do podłoża, a to wyznacza nowe położenie 
bruzdy podziałowej. Zmiana położenia bruzdy podziałowej 
może wiązać się z asymetrią podziału komórki i nierównym 
rozdziałem cytoplazmy. Zmiana położenia wrzeciona mito
tycznego i wtórna regulacja lokalizacji bruzdy podziałowej 
mogą prowadzić do mitozy różnicującej dwie identyczne 
genetycznie komórki. Mechanizm takiego podziału może 
być indukowany przez receptorowy, albo przez nie recep
torowy mechanizm regulacji i zmiany położenia bruzdy. 
Przykładem mechanizmu receptorowego jest zmiana poło
żenia bruzdy w trakcie adhezji komórki nabłonka do pod 
łoża zawierającego fibronektynę, co powoduje skupienie 
receptorów integrynowych w tej części błony komórkowej, 
która przylega do podłoża [3]. Przykładem stosunkowo nie
daw no odkrytego mechanizmu nie receptorowego jest rota
cja wrzeciona i asymetryczna cytokineza w trakcie bruzd- 
kowania i embriogenezy nicienia Caenorhabditis elegans [4]. 
Przedstawione poniżej wyniki badań pozwalają na nowe 
spojrzenie na zagadnienie morfogenezy organizmów wie
lokomórkowych.

30

KONTROLA PRZEBIEGU MITOZY

W cyklu komórkowym wyróżnia się kolejne cztery fazy: 
fazę przedreplikacyjną G l, fazę replikacji sDNA, fazę G2 a 
następnie mitozę (profaza, metafaza i anafazę) zakończoną 
rozdziałem komórek potomnych (cytokinezą) i wejściem 
komórek potomnych w kolejną fazę G l. Następstwo tych 
faz jest pod ścisłą kontrolą. Nieukończenie poszczególnej 
fazy cyklu, lub jej w adliwy przebieg oznacza zatrzymanie 
podziału i brak przejścia do następnej fazy, przez aktywację 
tzw. punktów  kontrolnych cyklu. Aktywacja punktów  kon
trolnych cyklu powoduje albo trwałe uszkodzenie i śmierć 
komórki, albo powolną napraw ę uszkodzeń (zagadnienia te 
zostały omówione w polskojęzycznych artykułach przeglą
dowych [5-8]).

ROLA BIAŁEK G W REGULACJI 
CYKLU KOMÓRKOWEGO

W trakcie mitozy i cytokinezy dochodzi do charaktery
stycznych zmian cytoszkieletu (Ryc. 1A-F), które są induko
wane przez aktywację błonowych receptorów GPCR sprzę
żonych z heterotrimerycznymi białkami G (ang. GPCR, 
G-protein coupled receptors) [4], Aktywacja tych białek w y
maga wym iany GDP na GTP w podjednostce (lub podjed- 
nostkach) G a przez odpowiednie białko GEF (ang. protein G 
exchange factor), co powoduje dysocjację podjednostki G(3y; 
aktywowane podjednostki białka G aktywują wewnątrz 
komórki monomeryczne GTPazy Ran, Ras, Rho, Rab lub 
innych typów. Cykl aktywacji heterotrimerycznych białek 
G kończy hydroliza GTP katalizowana przez podjednostkę 
Ga, w wyniku jej pobudzenia przez specyficzne białko GAP 
(ang. protein G activating protein). W konsekwencji GDP G a 
wraz z podjednostką G^y przywracają spoczynkowy stan 
białek G i receptora GPCR. Monomeryczne GTPazy Rho, 
w skład których wchodzą białka Rho, Rac i Cdc42, działają 
jako przełączniki molekularne, które aktywują przemiany 
cytoszkieletu [4,9-11],

W interfazie, nieaktywne monomeryczne GTPazy mi- 
totyczne Rho, Rac i Cdc42 występują w formie związanej 
z GDP. W komórce spoczynkowej są związane z białkami 
GDI (ang. protein G dissociation inhibitors) stabilizującymi 
cytoszkielet. Pod błoną kom órkową znajduje się fosfomio- 
zyna cytoszkieletu aktynowego; GTPazy w formie związa
nej z GDP są ham owane przez odpow iednie GDI szkieletu 
błony ERM (ang. ERM complex ezrin/ radixin/ moesin). Szkie
let błony wykazuje elastyczność. W czasie replikacji DNA 
następuje aktywacja receptorów GPCR przez zewnątrz ko
mórkowe ligandy, powodując aktywację GTPaz Ran i mi- 
totycznych GTPaz Rho, Rac i Cdc42 [12]. Aktywacja recep
torów GPCR pociąga za sobą także aktywację fosfolipazy 
C (PLC, ang. phospholipase C), kinazy 5 (ang. phosphatidyli- 
nositol-4-phosphate 5 kinase) i kinazy C fosfatydyloinzytolu 
(PIKC, ang. phosphatidylinositol kinase C) [13]. Te przemiany 
w fosfolipidach umożliwiają przemieszczanie się monom e
ry cznych GTPaz do błony komórkowej. Istnieją także białka 
GDF (ang. GDI displacement factors) sprzyjające wypieraniu 
GDI z błony komórkowej i aktywujące w ew nątrzkom órko
we GTPazy [14], Wszystkie te procesy powodują zaokrągla
nie komórki i usztywnianie jej korteksu przed wejściem w 
mitozę [15]. Podobnie jak w przypadku heterotrimerycz-
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nych białek G, aktywacja monomerycznych GTPaz wymaga 
odpow iednich białek typu GEF (które wymieniają GDP na 
GTP), co aktywuje mediatory i efektory cytoszkieletu [10]; 
hydroliza GTP katalizowana przez GTPazy Rho i stym ulo
w ana przeez białka GAP, kończy proces aktywacji [11].

Jak dotąd wykryto około 200 genów regulujących synte
zę czynników enzymatycznych i strukturalnych uczestni
czących w mitozie. Badania genetyczne nad m utantam i z 
delecją lub inaktywacja poszczególnych genów pozwoliły 
na rozpoznanie roli niektórych białek w mitozie komórek 
ssaków, Drosophila, C. elegans i Xenopus.

PRZEBIEG MITOZY SYMETRYCZNEJ 
W KOMÓRKACH ZWIERZĘCYCH

CENTROSOM IINTERFAZOWA DUPLIKACJA CENTRIOLI

Zwykle w komórkach zwierzęcych (ale nie zawsze) pier
wotny biegun wrzeciona mitotycznego jest wyznaczony 
przez biegunową lokalizację centrosomu [16]. Centrosom 
składa się z centrioli i skupionych wokół niej specyficznych 
białek centrosomalnych. Centriola jest pierścieniem zbu
dow anym  z dziewięciu tripletów m ikrotubularnych [17]. 
Obok centrosomu macierzystego powstaje centriola po
tom na zwana procentriolą, położona pod kątem prostym 
względem  macierzystego centrosomu. W centrosomie zlo
kalizowane są ligazy ubikwitynowe, a degradacja kinazy 
PLK4 w macierzystej centrioli jest warunkiem  w ytworzenia 
procentrioli [19]. W centrosomach, obok kinazy A urora A są 
także zlokalizowane inne regulatory mitozy, takie jak polo- 
kinaza Pik, cyklina B i mitotyczne fosfatazy. W takich zdu- 
plikowanych centrosomach (macierzystym i procentrioli) 
związany jest na trwale aktywator Cdc20 ligazy ubikwityny 
A P C /C  (ang. anaphase promoting factor), który także pojawia 
się w anafazie w kinetochorach wszystkich chromosomów 
[20], Niektóre komórki w końcowych etapach różnicowa
nia tracą zdolność do wejścia w  mitozę, co jest związane ze 
zmianami w centrioli. Centriola podczepia się do błony i 
wówczas w tym miejscu powstaje z niej (centriola staje się 
ciałkiem podstawowym) nieruchoma rzęska (ang. primary 
cilium). Dopiero „uwolnienie" centrioli z takiej rzęski przez 
kinazę Aurora A i białko HEF1 aktywują deacetylazę tubu- 
liny HDAC6, co w konsekwencji prow adzi do inaktywacji 
punktu  kontrolnego cyklu i umożliwia wejście komórki w 
cykl mitotyczny [18]. W komórkach acentriolarnych (które 
nie mają centrosomów, np. w  linii komórek S2 Drosophila) 
przedni biegun komórki może być wyznaczony albo term i
nalnymi białkami polarnymi, albo (u drożdży) strukturam i 
polarnymi (ang. bud-neck sites).

We wszystkich przypadkach w polarnej przedniej i tyl
nej lokalizacji biegunów wrzeciona uczestniczą mikrotu- 
bularne włókna łączące wrzeciono z błoną komórkową. Ich 
funkcje regulowane są przez białka G, kotwiczące białka cy
toszkieletu aktynowego i miozyny (np. miozynę X) [15,21], 
W centrosomach komórek ssaków, wyznaczających biegu
ny wrzeciona, wykryto podjednostki receptorów białek G 
(podjednostkę Gia) oraz białko RGS (ang. regulator of G- 
protein signaling) uczestniczące w  regulacji lokalizacji i funk
cji centrosomów w komórce [22]. W ażnym składnikiem 
centrosomu jest białko N uM A /LIN 5 (ang. nuclear protein 
associated with mitotic apparatus) wykryte także w chroma-

tynie. Jest to regulator tworzenia wrzeciona mitotycznego i 
aktywności białek cytoszkieletu aktynowego kotwiczącego 
wrzeciono w komórce [15,21], W anafazie, po degradacji cy
kliny B, białko N uM A /LIN 5 znika z centrosomów, ale poja
wia się we wrzecionie mitotycznym i reguluje funkcję białek 
G wrzeciona [23].

REGULACJA DUPLIKACJI BIEGUNÓW 
WRZECIONA MITOTYCZNEGO

Niedawno wykryto mechanizm regulacji tylko jednego 
cyklu duplikacji biegunów wrzeciona w trakcie mitozy. 
Okazało się, że w  przypadku nadmiernej liczby centrioli 
w komórce (na ogół w  komórce nowotworowej), centriole 
łączą się w zespoły, a komórka może nadal tworzyć dw u 
biegunowe wrzeciona. Łączenie poszczególnych centrioli 
w  pojedynczą strukturę biegunową odbywa się praw dopo
dobnie dzięki udziałowi augm in [24].

W trakcie interfazy komórek grzybów, które nie posiada
ją centrioli, ich funkcje spełniają ciałka biegunowe SPB (ang, 
spindle pole bodies) znajdujące się w  otoczce jądrowej. W 
tworzących się biegunach, podobnie jak centriolach wcho
dzących w  skład zespołu centrioli, występuje kompleks bia
łek związanych z y tubuliną — y TuRC (ang. y tubulin ring 
complex). Wyniki badań nad rolą kompleksu y tubuliny w 
tworzeniu biegunów przyszłego wrzeciona mitotycznego 
w  acentriolarnych komórkach Drosophila S2 wykazały, że 
białka należące do rodziny augm in (Dgt2-6) regulują bie
gunową lokalizację kompleksów y TuRC [25] i organizację 
dw ubiegunow ych wrzecion mitotycznych, współdziałając z 
chromatyną w obecności aktywnych GTPaz Ran [26].

KONDENSACJA CHROMOSOMÓW W KOMÓRCE 
I TWORZENIE KINETOCHORÓW

Wejście w  mitozę związane jest z aktywacją GTPaz Rho 
i Ran aktywowanych przez odpow iednie białka GEF. W 
trakcie tego złożonego procesu dochodzi do kondensacji 
zduplikowanych chromosomów i wytworzenia dwóch ki- 
netochorów na każdym  chromosomie, zdolnych do wiąza
nia włókien mikrotubularnych. Po rozproszeniu otoczki ją
drowej, tworzy się lokalny gradient stężeń aktywnej formy 
Ran-GTP, który sprzyja dośrodkowej lokalizacji skondenso
wanych chromosomów (ang. chromosome congression) (Ryc.
IA) [27],

DWUBIEGUNOWE WRZECIONO 
MITOTYCZNE W PROMETAFAZIE

Oś dwubiegunow ego wrzeciona wyznacza albo lokali
zacja macierzystego centrosomu i centrosomu potomnego 
powstałego z procentrioli (który przesuw a się do drugie
go bieguna komórki), albo oba centrosomy (lub ich rów 
noważniki, na przykład u drożdży SPB), które wzajemnie 
rozsuwają się. Ruch ten zachodzi dzięki polimeryzacji włó
kien m ikrotubularnych centrosomów. Jeżeli procesy ak
tywacji centrosomów przebiegają z tą samą dynamiką, w 
obu przypadkach powstaje wrzeciono symetryczne (Ryc.
IB) [2,15,21]. Jeżeli jednak zabraknie jednego z kilkunastu 
białek regulacyjnych (lub w obecności inhibitorów tych 
białek), powstaje wrzeciono jednobiegunowe (monopolar- 
ne) [2], Zatem tworzenie dwubiegunow ego wrzeciona jest 
procesem złożonym, w  którym  uczestniczą (przynajmniej
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w komórkach zwierzęcych) kinazy (w tym Aurora A i B, 
polokinaza, CDK1), białka centrosomów regulujące prom ie
nistą polimeryzację m ikrotubul na biegunach oraz białka 
motoryczne typu dynein. Dyneiny transportują dimery a/(3 
m ikrotubul do biegunów wrzeciona w czasie polimeryza
cji na biegunach wrzeciona (ang. aster formation). Bieguny 
wrzeciona mitotycznego (centrosomy lub ich funkcjonalne 
równoważniki) stanowią więc ośrodki inicjacji polimeryza
cji m ikrotubul wrzeciona mitotycznego (MTOC, ang. micro- 
tubule organizing centers) [28].

Bieguny wrzeciona mitotycznego (MTOC) aktywują za
chodzącą stosunkowo wolno polimeryzację cytoplazma- 
tycznych dim erów a / p  tubulin we włókna m ikrotubularne 
z tym, że centriole nie są bezpośrednio połączone z tw orzą
cymi się promieniście włóknami m ikrotubularnymi. Poli
meryzacja włókien m ikrotubułarnych jest spolaryzowana: 
rozpoczyna się od biegunów (są to tak zwane końce (-) mi
krotubul). Dimery a /P  tubulin dodaw ane są także na koń
cach (+) włókien; w  tym w ypadku polimeryzacja jest szyb
ka, ale prow adzi do powstania niestabilnych mikrotubul. 
Niestabilne końce (+) włókien m ikrotubułarnych podlega
ją zm iennym losom; albo polimeryzują a naw et podlegają 
stabilizacji przez towarzyszące im białka, tzw. białka TIP 
końców (+), albo depolimeryzują na skutek własnej niesta
bilności. Ich depolimeryzacja może zachodzić także dzięki 
białkom o charakterze depolim eraz końców (+) włókien m i
krotubułarnych, takich np. jak białko MCAK lub katanina. 
Niektóre białka motoryczne, np. kinezyna 7, CENP E (ang. 
centromere protein E) i inne białka towarzyszące mikrotubu- 
lom (np. KinI o charakterze kinezyny, ale nie wykazujące 
aktywności motorycznej), są białkami uczestniczącymi w 
stabilizacji włókien m ikrotubułarnych; są to włókna wycho
dzące z biegunów, które natrafiły na kinetochor chromoso
m u [2],

Ostateczna struktura wrzeciona jest wynikiem procesów 
zachodzących na zasadzie „prób i błędów" i obejmuje trzy 
typy włókien mikrotubułarnych. Pierwszy typ to włókna 
m ikrotubularne skierowane ku biegunom  komórki, tw orzą
ce tak zwane włókna astralne (lub anastralne w  przypad 
ku funkcjonalnych rów now ażników  centrosomów), pod
czepiające bieguny do błony komórkowej lub biegnące ku 
strefie równikowej wrzeciona tuż pod błoną komórkową. 
Często zdarza się, że te włókna pochodzące z różnych bie
gunów biegną równolegle względem  siebie, ale mają różną 
polarność, a więc są włóknami anty-równoległymi i mogą 
w tedy wzajemnie oddziaływać ze sobą przez białka sieciu
jące (sprzyja to stabilizacji włókien centralnego wrzeciona 
mitotycznego). Drugi typ to włókna m ikrotubularne skie
rowane do wnętrza komórki i tworzące tak zwane włókna 
m iędzybiegunowe. Włókna międzybiegunowe mogą mieć 
położenie anty-równoległe i podlegać sieciowaniu. Trzecią 
grupę włókien stanowią mikrotubule, które łączą oba bie
guny mitotyczne z kinetochorami chromosomów, spycha
jąc je ku równikowi. Są to tak zwane włókna kinetochorowe 
(ang. Kfibers) [28].

W różnych typach komórek (drożdży, Drosophila, Xeno- 
pus i w liniach komórek człowieka) tworzeniu włókien ki- 
netochorowych towarzyszy wędrująca do końca (+) mikro- 
tubuli kinezyna motoryczna Eg5/Bim C/KLP61F/XlEg5/

HsEg5. Ta niezwykła kinezyna jest bipolarnym homotetra- 
merem i jest zdolna jednocześnie do sieciowania i wiązania 
równolegle spolaryzowanych włókien, a także do rozsuw a
nia w łókien w położeniu anty-równoległym. Te cechy kine
zyny Eg5 powodują, że może ona powodować ruch przyle
głej cytoplazmy ku biegunom  (ang. poleward flux ) i zarazem  
rozsuwać centrosomy i naprężać włókna chromosomowe 
wrzeciona [29], Inną ważną grupę białek towarzyszących 
włóknom  chrom osom owym  są białka motoryczne (+) typu 
MKLP (ang. mitotic kinesin like protein), ulegające fosforylacji 
w  mitozie przez kinazę Aurora A. N adm iar białek MKLP 
powoduje nie tylko zaburzenia w  tworzeniu dw ubieguno
wego wrzeciona, ale stymuluje replikację DNA jądrowego 
i zatrzymanie podziału komórki. Ten rodzaj tetraploidii 
występuje w  komórkach nowotworowych, a zapobiega 
m u związanie dom eny kinezyny Eg5 C z końcem kinezyny 
MKLP kontrolującej przebieg mitozy [30].

METAFAZA

Chromosomy, które nie są jeszcze podczepione dw u
stronnie do wrzeciona, mogą ślizgać się po praw idłow o 
podczepionym  chromosomie, dzięki w ystępow aniu na ki- 
netochorze mikrotubularnej kinezyny CENP-E (Ryc. 1C)
[31]. Szczególną rolę w  metafazie odgrywają także konden- 
syny wywołujące kondensację chromosomów [32]; konden
sację umożliwia utworzenie kompleksu GTPazy Cdc42 z 
białkiem mDia3 (ang. formiń) w  kinetochorach, stabilizując 
połączenia dwóch kinetochorów z m ikrotubulam i wrzecio
na wybiegającymi z dwóch biegunów [33], W ten sposób 
chromosomy ostatecznie grom adzą się w  strefie równikowej 
komórki i są podczepione za pomocą włókien K, tworząc 
tzw. płytkę metafazową (ang. metaphase plate) ułożoną pro 
stopadle do osi wrzeciona (Ryc. 2). W tym czasie dochodzi 
do aktywacji kinezyny MKLP1 (ang. mitotic kinesin-like-pro- 
tein 2) na końcach (+) włókien mikrotubułarnych, która tw o
rzy dimer z białkiem MgcRac GAP (zdolnym do aktywacji 
GEFGTPaz typu Rac). Dimer ten (MKLP1 i MgcRacGAP) 
nazwano centralspindliną (ang. centralspindlin). Aktywność

Rycina 2. Elektronogram  kom órki m ikrosporocytu w  pyln iku  Nymphea alba 
w ykonany w zdłuż osi dw ubiegunow ego wrzeciona. W płytce m etafazowej w i
doczne są skondensow ane chrom osom y (jeden z nich zaznaczono jako X) oraz 
m ikrotubularne w łókna kinetochorowe podczepione z obu stron  (strzałki) do  ki
netochorów  chrom osom ów . Zaznaczono rów nież oś w rzeciona (czerwona strzał
ka). A utorzy dziękują prof. d r hab. Ewie Szczuce z U niw ersytetu Marii Curie- 
Skłodowskiej w Lublinie za udostępnienie zdjęcia.
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centralspindliny jest regulowana w metafazie przez białko 
sieciujące Cep55 (ang. centrosomal protein 55kDa) [34], przez 
białko Rho GEF (czyli białko Ect2/Pebble), białko Cdc20 
(kofaktor A PC/C) w  kinetochorach oraz białko sieciują
ce P R C l/ase l/M A P 6 5  (ang. protein regulating cytokinesiś), 
które hamuje aktywność centralspindliny[35] W ymienione 
białka regulują pojawianie się centralspindliny w struktu 
rach m ikrotubularnych wrzeciona mitotycznego, a to z ko
lei inicjuje przejście komórki do anafazy [36].

WCZESNA ANAFAZA

Centralspindlina występuje we włóknach astralnych 
(mikrotubulach wychodzących z biegunów wrzeciona m i
totycznego ku korteksowi) i w  korteksie przylegającym do 
wrzeciona mitotycznego w strefie równikowej (Ryc. ID). W 
tym  okresie kinaza Aurora B w kinetochorach katalizuje re
akcję fosforylacji szeregu białek towarzyszących kinetocho- 
rom  i aktywuje separazę. Anafazę charakteryzuje spadek 
aktywności kinazy CDK1 i aktywacja separazy oraz fosfa
tazy mitotycznej Cdcl4, co powoduje rozdział potomnych 
chromosomów w regionie kinetochorów [21]. Następnie 
wybiórcza depolimeryzacja włókien chromosomowych 
(włókien K) wywołuje ich skracanie i segregację chromoso
m ów  potomnych. Taka depolimeryzacja włókien kinetocho- 
rowych odbyw a się tylko na końcu (+) kinetochorów i jest 
katalizowana przez specyficzną, lokalnie działającą, depo- 
limerazę — białko motoryczne MCAK (ang. mitotic centro- 
mere associated kinesin). Białko to ulega aktywacji w wyniku 
fosforylacji przez kinazę Aurora B [36], Procesowi rozdziału 
chrom atyd towarzyszy także stopniowa degradacja cykliny 
B, a następnie przemieszczanie białka NuM A z centrosomu 
do wrzeciona mitotycznego, co wym aga defosforylacji tego 
białka, w celu uwolnienie go z kompleksu z dyneiną i dy- 
naktyną w centrosomie [23].

STREFA RÓWNIKOWA WE WCZESNEJ ANAFAZIE 
I TWORZENIE BRUZDY PODZIAŁOWEJ

Włókna astralne pełnią zasadniczą rolę w  pow staw aniu 
strefy równikowej wyznaczonej przez w kontakt central
nego wrzeciona mitotycznego i centralspindliny z błoną 
kom órkową (Ryc 1E). W tworzeniu strefy równikowej, a 
następnie bruzdy podziałowej uczestniczą białka sieciujące 
Eg5 [29], CEP55 [34] i PRC1[35]. Białka te przenoszą sygnał 
z wrzeciona do błony komórkowej i w  strefie ich kontak
tu tworzą pierścień równikowy. W ytworzenie kurczliwego 
pierścienia (ang. contractile assembling ofring) (przynajmniej 
w  przebiegu mitozy komórek Drosophila i ssaków) wymaga 
bezpośredniego kontaktu m ikrotubul połączonych z cen- 
tralspindliną ze strefą równikową w obecności aktywnej 
formy białka GTP-GEF (Ect2/Pebble) i cytoplazmatycznych 
GTPaz RhoA i Cdc42. Aktywne białko RhoA, znajdujące się 
w  regionie bruzdy podziałowej, odpow iada za rekrutację 
do błony plazmatycznej składników pierścienia kurczli
wego, takich jak miozyna II, aktyna, formina i anilina [38], 
Dodatkowym  elementem strukturalnym  pierścienia są 
GTPazy septyny, które występują jako dw a podbłonowe 
pierścienie w przewężeniu pom iędzy komórką rodziciel
ską a pączkiem u drożdży, we fragmoplaście dzielących się 
komórek roślin, a także w bruździe komórek zwierzęcych. 
Septyny spełniają rolę bariery w  dyfuzji wielu czynników

cytoplazmatycznych pomiędzy tworzącymi się komórkami 
potom nym i [39],

CYTOKINEZA - WYTWORZENIE 
KURCZLIWEGO PIERŚCIENIA

Następnym  etapem  jest związanie GTPazy Rho z fosfoli
pidam i błony komórkowej czemu towarzyszy zaham ow a
nie aktywności białka Rho GEF (Ryc. 1F) [15,40]. Cytokineza 
wym aga bowiem aktywności białka Rac GAP (w celu za
ham owania aktywności GTPazy Rac) i lokalnej aktywacji 
błonowej GTPazy (a więc tylko lokalnie działającego białka 
Rho GAP). Proces ten opisano przy okazji odkrycia, że biał
ko MgcRac GAP centralspindliny (funkcjonujące jako białko 
GAP dla GTPaz Rac i Cdc42) jest funkcjonalnie zmienione 
na białko Rho GAP w wyniku fosforylacji przez kinazę Au
rora B [41]. Proces ten jest sprzężony z przemieszczeniem 
się kinazy Aurora B (i innych białek) z kinetochorów do stre
fy bruzdy podziałowej i powstaniem  w tej strefie kurczliwe
go pierścienia aktomiozynowego [38]. Podobnie inne białko 
regulatorowe IQGAP1 (ang. Cdc2 i Racl-interacting protein) 
przemieszcza się z wrzeciona i korteksu do pierścienia cy- 
tokinetycznego oocytów myszy regulując lokalizację septyn 
i bruzdy podziałowej w mejozie [42], Podsumowując, prze
bieg mitozy jest regulowany przez: (1) aktywację kolejnych 
regulatorów mitozy (kinaz, fosfataz, białek G), a (2) w  koń
cowych stadiach mitozy przez podlegającą ścisłej regulacji 
proteolizę wielu białek, oraz (3) przemieszczenie białek z 
jednej struktury mitotycznej (na przykład wrzeciona lub 
centrosomu) do bruzdy podziałowej [1,42].

WIELOETAPOWE PROCESY ZWIĄZANE Z 
POWSTANIEM BRUZDY PODZIAŁOWEJ I 
ROZDZIAŁEM KOMÓREK POTOMNYCH

W przebiega cytokinezy wyróżnia się dw a odrębne sta
dia: stadium  pierwotnego w puklania się bruzdy podziało
wej i stadium  rozdzielenia komórek potomnych [1,38,43], 
Tworzenie się bruzdy podziałowej wym aga z jednej stro
ny wytworzenia sprawnego pierścienia kurczliwego, a z 
drugiej wytworzenia dodatkowej błony cytoplazmatycznej 
umożliwiającej jej wpuklenie. Dodatkowa błona kom órko
w a dostarczana jest do bruzdy w postaci pęcherzyków wy- 
dzielniczych wytwarzanych w systemie trans aparatu Gol- 
giego, a ich fuzja z błoną komórki zależy od GTPaz Rab [43], 
W tym procesie współuczestniczy sieciujące białko Cep55, 
kontrolujące rozdział komórek potomnych i tworzenie kom 
pleksu tak zwanych białek podróżnych, które znajdują się 
ostatecznie w  błonie rozdzielającej komórki potomne [34], 
Proces ten jest bardzo skomplikowany i regulowany przez 
odrębną grupę białek G (GTPaz Rab) i został omówiony w 
artykułach przeglądowych [1,21,43,44]. Skurcz pierścienia 
aktomiozynowego w trakcie cytokinezy przyczynia się do 
depolimeryzacji aktyny z udziałem  takich białek, jak kofi- 
lina i a-aktynina, prowadzących ostatecznie do depolime
ryzacji wrzeciona mitotycznego [44]. Przebieg cytokinezy 
zależy także od degradacji cyklin i szeregu białek mitotycz- 
nych (kinazy Pik i Aurora B), białek sieciujących wrzeciono 
i aniliny oraz białka regulatorowego IQGAP1 [36]. Degrada
cji tych białek towarzyszy zanik wrzeciona mitotycznego i 
przejście komórek potom nych w  fazę G1 cyklu [44].
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WYZNACZANIE POZYCJI BRUZDY PODZIAŁOWEJ 
W KOMÓRKACH WIELOBIEGUNOWYCH I W 
KOMÓRKACH Z PRZESUNIĘTYMI WRZECIONAMI

Jakkolwiek w  badaniach na komórkach ssaków stwier
dzono, że centralne wrzeciono mitotyczne jest głównym 
źródłem pozycjonowania i indukcji tworzenia bruzdy po
działowej [45], inni badacze [46] zaobserwowali, że usu 
nięcie z dzielącej się komórki jeżowca wrzeciona mitotycz
nego nie zakłóca przebiegu cytokinezy. Jeszcze większe 
zdum ienie wzbudził wynik innego doświadczenia [47] 
przeprow adzonego na dzielących się komórkach jajowych 
jeżowca. Przy pomocy tępej igły przesunięto w komórce 
jajowej wrzeciono na jedną stronę, co spowodowało ukoń
czenie mitozy z jednostronną bruzdą podziałową (a więc 
powstanie dwujądrowej komórki z jednostronną bruzdą 
1) (Ryc. 3A). Taka dw ujądrow a komórka w następnym  cy
klu mitotycznym tworzyła oczywiście dw a dwubiegunow e 
wrzeciona i dwie bruzdy, ale także powstawała w  niej do
datkowa trzecia bruzda (mniej sprawna) pom iędzy oboma 
wrzecionami (Ryc. 3B). Taki w ynik sugerował, że u jeżow
ców dw a bieguny naw et różnych wrzecion mogą induko
wać powstanie pom iędzy nimi bruzdy, bez bezpośredniego 
udziału centralnego wrzeciona mitotycznego. W jeszcze in
nym  doświadczeniu przesunięto igłą wrzeciono mitotyczne 
w komórkach jajowych jeżowca ku tyłowi, co spowodowało 
bardzo szybką regresję tworzącej się już w  środku komórki 
bruzdy i wytworzenie nowej bruzdy w tylnej części komór
ki, odpowiadającej nowej lokalizacji wrzeciona [48]. Dane 
uzyskane w opisanych doświadczeniach pozostawały w 
sprzeczności z obowiązującym modelem podziału komórki 
zwierzęcej, w którym wrzeciono mitotyczne wyznacza rów 
nikowe położenie bruzdy podziałowej. Problemy te były 
nierozwiązane przez wiele lat.

Dopiero porównanie przebiegu mitoz w komórkach jajo
wych jeżowca, w komórkach Drosophila, Xenopus i ssaków 
pozwoliły na wyjaśnienie tej sprzeczności [49], W trakcie 
badań stwierdzono, że położenie biegunów wrzeciona mi
totycznego, począwszy od stadium  późnej anafazy, jest już 
kompetentne i pozwala na wyznaczenie pozycji bruzdy w 
każdym  rejonie korteksu, jeśli tylko m ikrotubule astralne,

3

Rycina 3. Schemat dośw iadczenia R appaporta w ykonanego na jaju jeżowca, 
prow adzącego do pow stania strefy tw orzenia bruzdy  podziałowej pom iędzy 
biegunam i różnych w rzecion mitotycznych. Objaśnienia: A) schem at pow staw a
nia jednostronnej b ruzdy  (1 ) w  jaju z  m echanicznie przesuniętym  w rzecionem  
m itotycznym  przez przygniecenie jaja tępą igłą (kolor niebieski regionu zgnie
cionego), co p row adzi do pow stania kom órki dw ujądrow ej. B) następny podział 
m itotyczny p row adzi do jednostronnego utw orzenia b ruzd  podziałow ych w każ
dym  m itotycznym  w rzecionie (2 ), oraz do pow stania dodatkow ej trzeciej bruzdy 
(3) pom iędzy biegunam i różnych wrzecion. Funkcjonalne bieguny w rzecion z 
prom ienistym i w łóknam i m ikrotubulam ym i zaznaczono czerw onym  kolorem.

biegnące pod korteksem ku równikowi z obu biegunów ko
mórki, przyjmą wzajemne położenie włókien anty-równo- 
ległych (ang. overlapping of astral microtubules) i zostaną po
łączone przez białka sieciujące. Takie procesy mogą zacho
dzić także między biegunami różnych wrzecion mitotycz
nych. Zdolność do tworzenia dodatkowej bruzdy w  takich 
przypadkach wynika z faktu, że w  anafazie cały korteks ko
mórki jest już przygotowany do zapoczątkowania pow sta
nia pierścienia aktomiozynowego, w  którym  uczestniczy 
GTPaza Cdc42. W ykazano także, że zlokalizowany proces 
specyficznej aktywacji GTPazy Rho przez białko MgcRac 
GAP może zachodzić między wszystkimi biegunam i wielo- 
jądrowej komórki (Ryc. 3) i może być szybko zmieniony w 
w yniku mechanicznego przesunięcia wrzeciona [15,38,41], 
Wobec tego wyznaczenie położenia bruzdy (lub bruzd) i 
możliwość szybkiej zm iany lokalizacji bruzdy po przesu
nięciu wrzeciona mitotycznego jest procesem doraźnym  i 
krótkotrwałym  (trwającym około 2 minut), a towarzyszy 
temu gromadzenie się i szybka aktywacja białka Rac GAP, a 
następnie GTPazy Rho w rejonie tworzącej się bruzdy [41]. 
Wówczas nawet w  przypadkach zmiany położenia wrzecio
na lub oddziaływ ań biegunów różnego pochodzenia, może 
powstać bardzo szybko (w ciągu 20 sekund) strefa rekru 
tacji aktomiozyny i innych białek pierścienia kurczliwego.

Przytoczone dane nie do końca tłumaczą, w  jaki sposób 
dochodzi do wyznaczenia pozycji bruzdy podziałowej w 
komórkach roślin wyższych. W acentriolarnych komórkach 
roślinnych lokalizacja przyszłej bruzdy odbyw a się przed 
wejściem komórki w  mitozę, a nie w trakcie mitozy, jak to 
ma miejsce w komórkach zwierzęcych i w  komórkach d roż
dży. Ta wczesna lokalizacja bruzdy jest wyznaczona przej
ściowym pojawianiem się okrężnego pasm a mikrotubul i 
filamentów aktynowych przed przejściem do profazy (PPB 
ang. preprophase band). Pierścień ten zanika po wejściu ko
mórek w mitozę, ale wyznacza miejsce, w którym  w trak
cie cytokinezy wytworzy się fragmoplast czyli now a ściana 
komórkowa pom iędzy komórkami potomnymi. Sugeruje 
to, że pierścień PPB jest źródłem sygnałów wyznaczających 
położenie strefy równikowej wrzeciona [44,51].

WYZNACZANIE POZYCJI BRUZDY 
PODZIAŁOWEJ PRZEZ FIBRONEKTYNĘ

Komórki nabłonkowe linii HeLa, wysiane na podłożu po
krytym fibronektyną, przylegają do tego podłoża. Skoordy
nowane działanie integryn i receptorów typu RTK wpływa 
na zdolność komórek do wejścia w  mitozę. Adhezja kom ó
rek do podłoża powoduje, że w trakcie mitozy wrzeciona 
aktywnie zmieniają swoją orientację w komórce, przyjmując 
pozycję równoległą do podłoża Dzięki temu komórki po
tomne także przylegają do podłoża pokrytego fibronektyną 
lub macierzą zewnątrzkom órkową. Proces dostosowania 
pozycji wrzeciona mitotycznego względem  podłoża stano
wi odpow iedź na sygnał jakim jest oddziaływanie integryn 
(receptorów) korteksu i fibronektyny (liganda receptorów 
integrynowych). Sygnał ten powoduje, że włókna m ikrotu
bularne (ang. retraction fibers) wraz z białkami związanym i z 
cytoszkieletem aktynow ym  w części korteksu, która przyle
ga do podłoża, „ciągną" znacznie silniej, niż słabsze i łatwo 
odkształcające się włókienka m ikrotubularne w „grzbieto
wej" części korteksu czyli tej, która nie przylega do podłoża
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[15,52], Oznacza to, że proces reorientacji wrzeciona mito- 
tycznego związany jest z dynamicznym generowaniem sił 
(ang. force generation) we wrzecionie, które prow adzą do jego 
rotacji. [3,15,52]. W trakcie prometafazy proces ten indukuje 
aktywację GTPazy Rho (Cdc42) i mDia, które regulują od 
powiednie ułożenie chromosomów w płytce metafazowej
[15,33], Zmiana położenia wrzeciona, a następnie bruzdy 
podziałowej, zachodzi w  wyniku oddziaływ ań włókien 
astralnych z korteksem poprzez silniejsze lub słabsze dzia
łanie białek kotwiczących mikrotubule wrzeciona w błonie 
komórkowej. Białkami kotwiczącymi są białko EB (ang. end 
binding protein) i białko APC (ang. adenomatous polyposis coli). 
Oba białka należą do rodziny białek przesuwających się po 
mikrotubulach ku końcowi (+) (ang. plus end tracking prote
ins), a ich przesuwanie i zakotwiczanie w błonie reguluje 
stopniową zmianę położenia wrzeciona komórki przylega
jącej do podłoża [15]. Mechanika procesu rotacji wym aga 
obecności w  korteksie także specyficznej 
miozyny X oraz zmian w składzie fosfo
lipidów błony komórkowej [15]. Reorien
tację wrzeciona, obok procesów ciągnięcia 
wrzeciona przez m ikrotubule astralne, 
ułatwia także przejściowe skracanie i de- 
polimeryzacja „grzbietowych" włókien 
astralnych. Położenie bruzdy podziałowej 
komórki przyczepionej do podłoża po
krytego fibronektyną zostaje wyznaczone 
przez płaszczyznę równika obróconego 
wrzeciona, czemu towarzyszy lokalna 
aktywacja GTPazy Rho A [1,3,15,21,52], Z 
zastosowaniem techniki wyciszenia genu 
Cdc42 (RNAi) stwierdzono, że proces ten 
zakłóca prawidłową reorientację wrzecion 
mitotycznych w komórkach przylegają
cych do podłoża, między innymi przez 
zahamowanie zmian w składzie fosfoli
pidów błon oraz aktywności kinaz PAK 
(ang. p i l  activated kinases), która jest regu
lowana przez GTPazę Cdc42 [53],

W nieobecności fibronektyny, nieak
tywne podjednostki receptora integry- 
nowego (GPCR) są związane z nieak
tywnym heterotrimerycznym białkiem G 
(zbudowanym z podjednostek G a  i G(3y; 
podjednostka G a jest związana z GDP).
Taki nieaktywny kompleks związany z 
nieaktywnym receptorem integryny, nie 
działa na cytoplazmatyczne białko regula
torowe p l l5  Rho GEF [21]. Dopiero akty
wacja receptora GPCR przez fibronektynę 
powoduje dwojaki efekt: 1) białko p l l5  
Rho GEF podlega aktywacji i działa na G a 
12/13, co wywołuje dysocjację kompleksu 
na aktywną podjednostkę G a GTP i pod- 
jednostkę G(3y, 2) cytoplazmatyczne biał
ko p l l5  Rho GEF jednocześnie aktywuje 
monomeryczne GTPazy typu Rho (Rac i

W ten sposób powstają asymetrycznie siły oddziałujące na 
włókna astralne i powodujące opisaną wyżej zmianę orien
tacji wrzeciona mitotycznego [54],

Aktywacja białka p l l5  Rho GEF powoduje nie tylko 
przeniesienie sygnału fibronektyny z receptorów GPCR 
(w tym przypadku jest nim integryna) na monomeryczne 
GTPazy uczestniczące w  regulacji cytoszkieletu, ale jedno
cześnie aktywuje zmianę strukturalną w podjednostkach 
białka G, umożliwiając związanie się białka RGS z błoną ko
mórkową w pobliżu receptora GPCR. Białko RGS rozdziela 
podjednostki G a 12/13 i podjednostki G(3y białka G. Pełni 
także funkcje specyficznego białka GAP dla podjednostek 
G a 12/13, przywracając po zakończeniu mitozy, pierwotny 
nieaktywny stan GPCR (Ryc. 4) [55].

Rycina 4. Schemat receptorowej ścieżki sygnalizacyjnej aktyw ow anej fibronektyną z udziałem  białka p l l5  Rho 
GEF. H eterodim eryczny receptor integrynow y sprzężony z nieaktyw nym  kom pleksem  heterotrim erycznego 
białka Gapy GDP ulega aktywacji w  obecności fibronektyny (nici dotykające receptor integrynowy), co p ro 
w adzi do aktywacji specyficznego białka p l l 5  Rho GEF. Strzałki czarne — aktywacja i rekrutacja białka p l l5  
Rho GEF z cytoplazm y do  błony plazmatycznej, aktywacja podjednostki G ai 12/13  w  białku G, przeniesienie 
sygnału do cytoplazm y oraz (w w yniku aktywacji GTPaz Racl i Cdc42) do  m ediatorów  i efektorów pow odu- 

Cdc42). Aktywowane GTPazy typu Rho Hcych w ytw orzenie i reorientację funkcjonalnej bruzdy cytokinetycznej. C zerw ona strzałka przy białku p i l 5

są mediatorami regulującym i'przestrzeń- Rh° GEF ~ sk o ń c z e n ie  s tym ulaqi GTPaz m onom erycznych przez sygnał RGS (czerwony prostokąt) który 
“  o  1“ J r  przyw raca nieaktyw ny stan białka G sprzężonego z receptorem  m tegrynow ym  (prawy receptor spoczynkow y

ne rozmieszczenie białek EB i APC W  kor- staje się zdolny do ponow nej aktywacji przez fibronektynę tak jak to pokazuje strzałka). O pracowano na pod- 

teksie komórki przyczepionej do podłoża. staw ie [3,4,10].
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MECHANIZM NIERECEPTOROWYCH 
ASYMETRYCZYCH MITOZ - ORIENTACJA 
WRZECIONA W ZARODKU C. elegans

W poprzednich rozdziałach opisana została dynamika 
przebiegu mitozy i cytokinezy, która powoduje powstanie 
dwóch identycznych komórek potomnych. Opis asyme
trycznej cytokinezy [15,21] w  dwóch pierwszych podziałach 
zygoty nicienia otwiera jednak zupełnie nowe problemy. 
Proces bruzdkow ania zapłodnionego jaja nicienia związa
ny jest z regulacją rozmieszczenia determ inant wyznacza
jących odm ienne losy poszczególnych komórek (blastome- 
rów) zarodka. Ten przestrzenny rozdział determ inant do 
blastomerów wiąże się z wyznaczaniem  pozycji wrzecion 
mitotycznych i ich zmianami w pierwszym  i drugim  po
dziale mitotycznym zygoty nicienia. Mitozy te odbywają się 
w  otoczce zarodka; wykluczono oddziaływania z jakimikol
wiek ligandami i nie wykryto receptorów, które mogłyby 
powodować rotację wrzecion w niektórych blastomerach. 
Jaki jest wobec tego przebieg i molekularny mechanizm nie- 
receptorowej regulacji przebiegu dwóch pierwszych cykli 
komórkowych w zarodku nicienia?

PRZEBIEG PROCESU BRUZDKOWANIA 
NICIENIA C. elegans

W trakcie embriogenezy wielu typów zarodków  poja
wiają się mitozy różnicujące, w  wyniku których powstają 
komórki o różnych cechach i o różnych dalszych losach. 
Przebieg i mechanizmy tego typu rozwoju są dobrze zba-

Przód Tył
L E T  9 9

Rycina 5. Schemat zm ian morfologicznych w  trakcie dw óch cykli mitotycznych 
bruzdkow ania  zarodka C. elegans. A) Zapłodnienie zarodka i tylna lokalizacja 
(strzałka) pronukleusa męskiego i dw óch centrosom ów  (kolor czerwony) oraz 
wytw orzenie p rądów  cytoplazm atycznych zw iązanych ze zm iana lokalizacji bia
łek PAR3, PAR6 i aPKC do korteksu bieguna przedniego komórki; efektem zm ian 
jest zw iększoną kurczliwość korteksu w  tej strefie. Pronukleus żeński znajduje się 
w  części przedniej zarodka. B) Oscylacyjne fale kurczliwego korteksu przednie 
go, tw orzenie przew ężenia bruzdy rzekomej na granicy sztywniejszego korteksu 
bieguna tylnego i przesunięcie pronukleusa żeńskiego ku tyłowi zarodka. C) Etap 
„centrowania", zanik fal kurczliwości i ustalenie kortykalnych stref: przedniej 
(kolor niebieski) i mniejszej tylnej (kolor zielony). Zanik otoczek jądrow ych obu 
pronukleusów  i rotacja centrosom ów  (regulow ana p rzez słabe i zm ienne p rzy 
czepy w łókien m ikrotubulam ych białkiem  LET99, małe czerw one strzałki) w  ten 
sposób, aby jeden centrosom  był skierow any ku biegunow i przedniem u, a drugi 
ku  biegunowi tylnem u zarodka. Wejście kom órki w  profazę pierw szego podzia 
łu mitotycznego. D) Anafaza pierw szego podziału  mitotycznego; w ytw orzone 
wrzeciono m itotyczne jest aktyw nie p rzesuw ane ku biegunow i tylnem u kom ór
ki dzięki silnem u ciągnięciu w rzeciona p rzez w łókna astralne bieguna tylnego. 
To przesunięcie powoduje, że b ruzda podziałow a rozdziela w iększy blastom er 
przedni AB z białkami kortykalnym i przednim i PAR3, PAR6  i aPKC (kolor nie
bieski) od mniejszego blastom eru tylnego P, charakteryzującego się obecnością 
białek kortykalnych bieguna tylnego, PARI i PAR2 (kolor zielony). E) Drugi po 
dział m itotyczny: prostopadła orientacja w rzeciona m itotycznego w  blastom erze 
p rzednim  AB i rotacja wrzeciona mitotycznego w blastom erze P (strzałki). F) Wy
tw orzenie czterech blastom erów; regu laqa przestrzenna determ inant w  poszcze
gólnych blastom erach po dw óch m itozach różnicujących zarodka.

dane w przypadku zarodka nicienia C. elegans. Wyniki 
pionierskich badań (rozpoczętych przez laureata nagrody 
Nobla z 2002 roku, H. Roberta Horvitza) wykazały, że u ni
cienia występują specyficzne białka subkortykalne oraz ich 
kinazy; mutacje w genach kodujących wymienione białka 
pow odow ały podział symetryczny zarodka nicienia i na
stępnie jego śmierć. M utanty te nazw ano m utantam i PAR 
(ang. partitioning defective). Okazało się, że polarność oocytu 
nicienia wyznaczają kompleks białek PAR-3, PAR-6 i aty
powej kinazy aPKC-3, zlokalizowany w  korteksie bieguna 
przedniego komórki. Z korteksem tylnego bieguna zwią
zane są białko PAR-1 i kinaza serynowo-treoninowa PAR2. 
Natom iast kinaza PAR-4 i białko PAR 5 (o charakterysty
ce białka 14-3-3) są równom iernie rozłożone w korteksie 
oocytu, biorąc udział w  utrzym yw aniu polarnego rozkład 
innych białek PAR. W ykazano także, że kinaza PAR1 w tyl
nym  biegunie reguluje lokalizację subkortykalnych ziaren 
P, które są wyznacznikami przyszłej linii komórek płcio
wych zarodka.

Przebieg dwóch pierwszych podziałów zarodka nicienia 
został zilustrowany na Ryc. 5 [56]. Po wniknięciu plem ni
ka do acentriolarnego jaja rozpoczyna się pierwszy podział 
zygoty. Plemnik wnosi do zapłodnionego jaja zarówno pro- 
nukleus męski, jak i duplikujący centrosom. Miejsce w nik
nięcia plemnika wyznacza biegun tylny powstającej zygoty 
(Ryc. 5A) W ciągu następnych 8 m inut odbyw a się aktywa
cja prądów  cytoplazmatycznych pod korteksem, które skie
rowane są ku przodowi komórki, a na biegunie przednim  
zawracają w głębszych warstw ach cytoplazmy do tyłu, po
wodując przesuwanie matczynego pronukleusa do tylnego 
końca komórki. Stadium to poprzedza polaryzację korteksu 
zarodka [57], W tym okresie zachodzi funkcjonalne i struk
turalne zróżnicowanie przedniej i tylnej strefy kortykalnej 
zarodka, a przez to wyznaczenie przednio-tylnej osi zarod
ka. Jak już wspomniano, w  przedniej części korteksu zlo
kalizowany jest kompleks białek PAR-3, PAR-6 i aPKC-3, 
natomiast w  mniejszej części tylnej są zlokalizowane białka 
PAR2, PAR1 i ziarna P (Ryc. 5B). Opisane zmiany w stre
fach korteksu powodują przestrzenne zróżnicowanie kurcz
liwości korteksu: przez przednią część korteksu przebie
gają oscylacyjne fale skurczów, dzięki obecności miozyny 
NMY-2 (ang. non-mitotic myosin 2) i aktyny; tylko korteks 
tylnego bieguna zarodka zachowuje sztywność. Na granicy 
strefy kurczliwej i sztywnej pojawia się przejściowo w yraź
ne wpuklenie, tak zw ana bruzda rzekoma [38]. Stadium to 
trwa około 30 m inut (Ryc. 5B) [57].

Wejście w mitozę charakteryzuje zanik oscylacyjnych fal 
kurczliwości korteksu. Dochodzi wówczas do biernego po
w rotu do strefy środkowej zespolonych już pronukleusów 
matczynego i ojcowskiego wraz z przylegającymi dwom a 
zduplikow anym i centrosomami tworzącymi tzw. kompleks 
jądrowo-centrosomalny (ang. nuclear-centrosomes complex 
NCC). Jest to stadium  tak zwanego „centrowania" jądra 
[58]. W trakcie prometafazy następuje rotacja kompleksu 
NCC, w wyniku której centrosomy przyjmują pozycję zgod
ną z polarnością zarodka (Ryc. 5C). Położenia centrosomów 
(które wyznaczają oś wrzeciona mitotycznego) regulowane 
jest przez wychodzące z nich włókna m ikrotubularne, za
kotwiczające centrosomy w korteksie. Biegunowe włókna 
m ikrotubularne wychodzące z obu centrosomów są stabil
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ne. Włókna boczne, tworzące okrężny równikowy pas, za
wierają specyficzne białko LET 99 (ang. DEP domain LET99 
protein), którego obecność powoduje, że włókna te są słabiej 
zakotwiczone. A więc mikrotubule boczne generują słabsze 
„ciągnięcie" centrosomów do błony komórkowej, uczestni
cząc w ten sposób w regulacji przestrzennego rozmieszcze
nia centrosomów. Doświadczalnie wykazano, że m utanty 
LET99 wykazują nadm ierne oscylacje i zmienne położenia 
kompleksu NCC, a następnie zmienną lokalizację bruzdy 
podziałowej w  zarodku [59], Ostatecznie białka kompleksu 
PAR3, PAR6 i aPKC, które początkowo były zlokalizowane 
na przednim  biegunie komórki, tworzą w arstw ę subkor- 
tykalną obejmującą dwie trzecie długości zarodka, która 
graniczy z korteksem bieguna tylnego (Ryc. 5C). W tym 
stadium  profazy otoczka jądrowa obu pronukleusów  ulega 
rozproszeniu i odbywa się kondensacja wszystkich chro
mosomów. W metafazie odpowiednio rozmieszczone cen- 
trosomy tworzą funkcjonalne dw ubiegunow e wrzeciono 
mitotyczne. W anafazie wrzeciono to zostaje przesunięte ku 
tyłowi komórki co decyduje o jej asymetrycznym podzia
le. (Ryc. 5D). Doświadczalnie wykazano, że przesunięcie 
bruzdy ku tyłowi komórki, w  czasie pierwszego podziału 
zygoty, związane jest z aktywnością fosfolipidów błony [15] 
i spowodowane jest większą siłą ciągnięcia tylnych włókien 
astralnych wrzeciona mitotycznego niż przednich [60,61], 
W ten sposób przesunięta ku tyłowi bruzda podziałowa 
dzieli zarodek na większy blastomer przedni (nazwany bla- 
stomerem AB) i mniejszy tylny blastomer P. A więc jest to 
asymetryczna mitoza różnicująca. Białka motoryczne: dy- 
neiny oraz białko NuM A/Lin-5, także wpływają na asym e
trię podziału [15]. Należy podkreślić, że m utanty z delecją 
genów PAR-3, PAR-2 i GTPazy Cdc42 traciły zdolność do 
przesunięcia wrzeciona ku tyłowi komórki i zarodki dzieli
ły się symetrycznie. M utanty te wykazywały także defekty 
cytokinezy, a potomne blastomery ginęły po paru  podzia
łach [57],

W trakcie drugiego podziału bruzdkowania, zgodnie z 
regułą Sachsa, oś wrzeciona komórki wyznaczona przez 
położenie centrosomów w blastomerze AB jest prostopadła 
w  stosunku do pierwszego podziału bruzdkow ania, nato
miast w blastomerze P odbywa się rotacja wrzeciona mito
tycznego i jego oś przebiega tak samo, jak w pierwszym  po
dziale (Ryc. 5E, strzałki). W rezultacie po dwóch podziałach 
mitotycznych powstają cztery blastomery; tylny blastomer 
P-2 zawiera ziarna P (Ryc. 5F).

GENETYCZNE UWARUNKOWANIA 
ROTACJI WRZECIONA MITOTYCZNEGO 
W PROCESIE BRUZDKOWANIU NICIENIA

Rotacja wrzeciona w blastomerze P zależy od obecności 
subkortykalnego białka PAR3; niefunkcjonalne m utanty 
genu PAR3, lub delecja tego genu charakteryzują się bra
kiem rotacji wrzeciona w blastomerze P w 70% zarodków 
w drugim  podziale bruzdkowania. Natomiast mutacje genu 
kodującego białko PAR2 powodowały, że w  20% zarodków 
zachodziła rotacja wrzecion, zarówno w  blastomerze AB, 
jak i P, po czym wszystkie zarodki ginęły. A więc praw i
dłowa determinacja dalszych losów czterech blastomerów 
nicienia wymaga prawidłowej reorientacji wrzeciona w bla
stomerze P [62],

UDZIAŁ BIAŁEK G W NIERECEPTOROWYM 
MECHANIZMIE ASYMETRYCZNEGO 
BRUZDKOWANIA ZYGOTY NICIENIA C. elegans

Regulacja położenia i orientacji wrzecion mitotycznych 
w  zarodku nicienia wymagają obecności heterotrimerycz- 
nych białek G w korteksie [62]. Natomiast niereceptorowy 
charakter tego procesu oznacza, że aktywacja podjednostek 
białka Ga(3y nie wym aga obecności liganda i receptora. Ten 
system związany jest z białkami polarnymi, regulacją po
łożenia wrzecion mitotycznych w bruzdkującym  zarodku 
nicienia i może być testowany doświadczalnie w  badaniach 
siły motorycznej [60,61] w  trakcie mitoz mutantów. W tym 
celu wiązką lasera w ypalano przednie lub tylne włókna 
astralne w czasie anafazy komórki, generując zahamowanie 
lub przesuwanie ku tyłowi bruzdy pomiędzy blastomerami 
AB i P [60,61].

Heterotrimeryczne białko G C. elegans występuje począt
kowo w centrosomach zarodka. Zbudow ane jest z dwóch 
podjednostek G ai i jednej podjednostki G^y. Z zastosowa
niem RNAi wykazano, że przesunięcie wrzeciona mitotycz
nego do tyłu w anafazie pierwszego podziału zygoty nicie
nia wym aga obecności przynajmniej jednego z dwóch spe
cyficznych białek, a mianowicie białka GO A -l lub GPA-16 
w podjednostkach typu G ai (i oznacza , że dane białko G a 
hamuje aktywność cyklazy adenyłanowej). W nieobecności 
obu genów w genomie nicienia kodujących białka GOA-1 
i GPA16 dochodzi wyłącznie do symetrycznego podziału 
na blastomery AB i P identycznych rozmiarów i obumarcia 
zarodków.

Wyniki badań heterotrimerycznego białka G w  bruzd
kującym zarodku nicienia wykazały, że pomiędzy dwie

LIN-5

Rycina 6. Schemat niereceptorowej ścieżki sygnalizacyjnej białek G w  regulacji 
sił m otorycznych wpływ ających na położenie bruzdy  w  asym etrycznych po 
działach kom órki w  bruzdkującym  nicieniu (wg [4] zm odyfikowano). Kompleks 
heterotrim erycznego białka G w  stanie spoczynku z podjednostką GOA-1 jest ak
tyw ow any przez cytoplazm atyczne białko Ric-8  GEF. N astępnie oddziaływ ania 
z dom eną GPR1 /  2 GoLoco prow adzą  do dysocjacji kom pleksu G(3y. W anafazie, 
białko Lin 5 oddziałuje z aktyw ow anym i p rzez Ric-8  GEF podjednostkam i Ga. 
Podjednostki te ak tyw ow ane w  obecności pep tydu  RGS-7 (AGS3) generują siłę 
m otoryczną w e w łóknach m ikrotubularnych zakotwiczonych w  korteksie biegu
na tylnego. W ynikiem  tego jest przesunięcie w rzeciona m itotycznego ku biegu
now i tylnem u kom órki (strzałka), aktywacja hydrolizy GTP przez białko G a  i 
pow rót do stanu spoczynku kom pleksu heterotrim erycznego białka G.
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podjednostki G ai i podjednostki G(3y, podczas ich dysocja- 
cji, wchodzi dom ena GoLoco białek regulacyjnych GPR1 
lub GPR2 (ang. G protein regulators) [63], Początkowo kom 
pleks białek GO A -l i GPA16 oraz białek GRP1/2 i G(3y jest 
zlokalizowany w strukturach biegunów wrzeciona (w cen
trosomach); w  metafazie kompleksy te przemieszczają się 
do korteksu. W arunkiem translokacji kompleksu GOA-1 i 
GPA16 oraz białek GRP1 / 2  i G(3y do korteksu jest aktywacja 
podjednostki GOA-1 przez zlokalizowany w cytoplazmie 
czynnik Rho Ric-8 GEF [64], W ykazano bowiem, że m u
tanty Ric-8 GEF dzielą się symetrycznie, bez przesuwania 
bruzdy podziałowej w  bruzdkującym  nicieniu [64], Po
nadto stwierdzono [65], że Ric-8 GEF działa tylko na pod- 
jednostkę GOA-1, ale tylko w tedy gdy występuje w  kom 
pleksie z GDP i białkami GPR1/2. N ieaktywne G ai GOA-1 
oddziałuje z GPR1/2, a w  tym stanie podjednostka GPy nie 
kontaktuje się z tym kompleksem. A zatem wstępna dyso- 
cjacja podjednostki GPy z kom pleksu GOA-1 i GPA16 (w 
wyniku działania białek GRP1 /2 ) jest warunkiem  aktywacji 
Ric-8 GEF. Do aktywacji procesu niezbędne jest związanie 
G PR1/2 z białkiem LIN-5 (odpowiadającym białku NuMA 
w innych organizmach) w  korteksie. Kompleks białek Gai- 
G PR l/2-L in  5 [65] pojawia się w metafazie, zarówno we 
wrzecionie, jak i w korteksie.

Funkcje i budow a zlokalizowanego w korteksie kom 
pleksu G ai-G PR l/2-L in 5 [65] zależą od zlokalizowanych 
w korteksie polarnych białek PAR. W korteksie tylnego bie
guna komórki pojawia się większa ilość białek GPR1 /2 , niż 
w  biegunie przednim  zarodka. Asymetria w  rozmieszcze
niu białek GPR1 / 2  powoduje, że w anafazie mikrotubular- 
ne włókna astralne generują na biegunie tylnym silniejsze 
siły ciągnące wrzeciono niż te włókna, które są zakotwi
czone na biegunie przednim  [63,66], Podsumowując, akty
wacja białek G i ich translokacja do korteksu ma wpływ  na 
asymetryczne ciągnięcie do tyłu wrzeciona, a następnie na 
asymetryczne tworzenie bruzdy podziałowej w pierwszym 
podziale bruzdkow ania [4,63,66], Jednakże procesy regulu
jące ten proces to nie tylko przejaw funkcji specyficznych 
białek regulatorowych GPR1 i GPR2, które wykazują w y
sokie powinowactwo do podjednostek G ai i są niezbędne 
do aktywacji czynnika Ric-8 GEF. Aktywacja mechanizmu 
generującego siły mechanicznego przesuw ania wrzeciona 
w anafazie jest spow odow ana obecnością innego regulato
ra tego procesu, a mianowicie białka z dom eną RGS. Białko 
RGS jest aktywatorem reakcji hydrolizy GTP przez białko 
G (a więc spełnia funkcje białka GAP) i działa po aktywacji 
Ric-8 GEF i translokacji białek w anafazie w  trakcie cytoki- 
nezy [4], Wszystkie białka typu RGS (w tym białko RGS-7 
nicienia) zawierają domenę RH (ang. Ras-homology domaiń), 
która wiąże działanie białek RGS z cyklem aktywacji GTPaz 
Ras w komórce [4,67], Białko RGS-7 nicienia (w niektórych 
publikacjach określane jako białko AGS3, ang. activator ofG  
signaling) spełnia funkcję białka GAP w niereceptorowym 
cyklu aktywacji białek G. Potwierdzeniem roli RGS-7 jest 
fakt, że delecja genu z dom eną RGS-7 i nieobecność tego 
białka w komórce powoduje przesuwanie do przodu w rze
ciona w anafazie pierwszego podziału bruzdkowania, co 
jest spow odow ane obniżoną siłą ciągnięcia wrzeciona ku 
tyłowi komórki [67], W oparciu o wyniki opisanych badań, 
stworzono [4] model niereceptorowej sygnalizacji białek G

w regulacji sił motorycznych regulujących położenie bruz
dy w asymetrycznych podziałach komórek nicienia (Ryc. 6).

ZNACZENIE BADAŃ NAD MECHANIZMEM 
BRUZKOWANIA NICIENIA

W obrębie różnych typów komórek Eukaryota istnieją 
wspólne mechanizmy duplikacji DNA i procesów mito- 
tycznych [1,21,44]. Rodzi się pytanie, czy mechanizmy re
ceptorowych i nie receptorowych podziałów różnicujących 
zwierząt są wspólne dla innych typów komórek Eukaryota 
(np. brunatnie i orzęsków)? Ostatnio wykazano, że homolo- 
gi białek PAR i Ric 8 GEF występują w  nabłonkach ssaków i 
w  neuroblastach Drosophila. W dzielących się neuroblastach 
Drosophila zachodzi mitoza asymetryczna, a tylna kom ór
ka w drugim  podziale mitotycznym zmienia oś wrzeciona; 
dochodzi także do rotacji wrzeciona mitotycznego podob
nej do tej obserwowanej w  trakcie bruzdkow ania C. elegans 
[68]. Różnicujące mitozy wyznaczają także przebieg neuro- 
genezy w trakcie rozwoju mózgu ssaków [69]. Co więcej, 
to prawidłowe pozycjonowanie wrzeciona symetrycznego 
regulowane przez białko Lisi jest czynnikiem kluczowym 
w rozwoju neuroepitelium  ssaków; niedorozwój neuroepi- 
telium towarzyszy lissencefalii, genetycznie uw arunkow a
nem u schorzeniu charakteryzującemu się niepraw idłow ym  
rozwojem m ózgu [70], Zatem badania nad mitozą sym e
tryczną i asymetryczną u nicienia C. elegans, w komórkach 
drożdży i zwierząt otwierają nowe perspektywy dotyczące 
biologii rozwoju i stają się centrum  zainteresowania wielu 
ośrodków badawczych na świecie.
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Dynamics of symmetric and asymmetric mitosis and cytokinesis 
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ABSTRACT
During cell division the bipolar microtubular mitotic spindle ensures faithful segregation of daughter chromosomes and appearance of the cy- 
tokinetic membrane in an equatorial area separating genetically identical daughter cells. This process proceeds in consecutive morphological 
stages of prophase, metaphase, anaphase and cytokinesis. The progress in embryology and oncology concerns the new data about intervening 
mechanisms of rotation of a bipolar spindle in prophase and the change of the position of a mitotic spindle in anaphase that result in an 
asymmetric and differential mitoses. The aim of this review is a discussion of some of molecular and signaling mechanisms which regulate 
position of mitotic spindles in different types of cells. It turns out that the knowledge of receptor-dependent and receptor-independent mole
cular mechanisms controlling geometry and localization of cytokinesis in some human cells and in early stages of development of C. elegans 
opens the new important research fields.
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Kompleks kohezyjny chromatyd siostrzanych u Eukaryota

STRESZCZENIE

P rawidłowa segregacja chromosomów w mitozie i mejozie wymaga obecności kompleksu 
kohezyjnego chromatyd siostrzanych. Kompleks ten był początkowo zidentyfikowany u 

drożdży Saccharomyces cerevisiae i na tym organizmie wykonano większość badań dotyczą
cych jego budowy i funkcjonowania. W dalszej kolejności elementy kom pleksu zidentyfiko
wano u innych Eukaryota i stwierdzono, że są one zachowane w trakcie ewolucji i niezbęd
ne do życia. Rdzeń kompleksu składa się z czterech pod jednostek (kohezyn): Smcl, Smc3, 
Sccl/M cdl i Irrl/Scc3. Poza białkami tworzącymi rdzeń, do kohezji chromatyd niezbędne są 
elementy biorące udział w przyłączaniu kohezyn do chromatyny oraz uczestniczące w usta
nowieniu i regulacji kohezji. Istnieje kilka modeli budowy i funkcjonowania kompleksu. 
Najstarszy i najpopularniejszy model pierścieniowy — stopniowo zastępowany jest przez 
tzw. model kajdanek. Regulacja kohezji jest słabo poznana, zaś najważniejszymi białkam i 
w niej uczestniczącymi są Ecol, Irrl — STAG2, Pds5 oraz Wapl/Rad61. Kohezja w mejozie 
przebiega nieco inaczej niż w mitozie i wymaga udziału specyficznych białek Rec8 i Sgol. 
Poza udziałem w kohezji chromatyd kohezyny uczestniczą w naprawie DNA, morfogenezie 
chromosomów i regulacji ekspresji genów.

(fff) Kompleks kohezyjny

a  Kmetoclioi

Rycina 1. (A) Schemat przebiegu cyklu kom órkow ego na przykładzie d rożdży  S. cereińsiae. Poszczególne eta
py cyklu są ściśle regulow ane przez kom pleksy kinazy zależnej od cyklin (CDK, ang. cychn-dependent kinase) 
z w łaściwym i cyklinami. W ew nątrz różow ych kom órek kolorem  białym  oznaczono jądro  z chrom osom am i 
(szare). (B) Pojawianie się i rozpad kohezji chrom atyd siostrzanych skoordynow ane są z przebiegiem  cyklu.
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trolny wrzeciona podziałowego; SMC (ang. 
Structural Maintenance of Chromosome) — grupa 
białek regulujących strukturalną i funkcjonal
ną organizację chromosomów; PCNA — anty
gen jądrowy komórek proliferujących; APC/C 
(ang. Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) 
— kompleks wyzwalający wejście z metafazy 
w anafazę; ORC (ang. Ońgin Recognition Com
plex), — kompleks odpowiedzialny za identy
fikowanie miejsc startu replikacji DNA; ORF 
(ang. Open Reading Frame) — otwarta ramka 
odczytu, sekwencja DNA kodująca białko; 
CAR (ang. Cohesion Associated Regions) — ob
szary chromatynowe związane z kohezynami. 
Stosowano przyjęty dla danego organizmu 
zapis genów lub białek. Na przykład: drożdże 
SCC1 — gen kodujący białko dzikiego typu, 
Scclp — białko dzikiego typu, sccl-1 — for
ma zmutowana genu SCC1; ST AGI — forma 
zapisu nazwy białka w komórkach ssaczych, 
STAG1 — gen kodujący białko
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WPROWADZENIE MITOZA

Cykl komórkowy jest sekwencją zdarzeń, których efek
tem jest wzrost komórki i jej podział na dwie komórki po
tomne. Zasadniczym celem każdego podziału komórko
wego jest przekazanie komórkom  potom nym  identycznej 
kopii informacji genetycznej. U Eukaryota cykl komórkowy 
jest podzielony na cztery etapy: fazę G l, w  której następują 
ważne decyzje dla dalszego przebiegu cyklu. Cykl może być 
zatrzym any w przypadku w arunków  niesprzyjających dla 
dalszego wzrostu albo pojawienia się inhibitorów lub też w 
fazie tej następuje synteza białek (lub aktywacja białek już 
obecnych w  komórce) potrzebnych do replikacji DNA. W 
fazie S najważniejszym elementem jest replikacja DNA, zaś 
w fazie G2 następuje przygotowanie komórki do podziału 
w  fazie M, czyli mitozy, podczas której następuje segrega
cja chromosomów zakończona cytokinezą. Na rycinie 1A 
pokazano przebieg cyklu komórkowego na przykładzie 
Saccharomyces cerevisiae, zaś na rycinie IB jak pojawianie się 
kohezji skoordynowane jest z przebiegiem cyklu.

Prawidłowy przebieg cyklu komórkowego zapewniają 
punkty kontrolne. Pojęcie punktu kontrolnego obejmuje za
równo elementy strukturalne — białka odpowiedzialne za 
jego funkcjonowanie, jak i przekaz informacji o stanie ko
mórki. Nośniki tej informacji nie są znane. Punkty kontro
lne rejestrują nieprawidłowości i w  miarę potrzeby zatrzy
mują cykl komórkowy, co pozwala na napraw ę uszkodzeń. 
Prawidłowo działające punkty kontrolne gwarantują prze
kazanie potomnej komórce w pełni zreplikowanego i nie
uszkodzonego materiału genetycznego. Najważniejszym 
punktem  kontrolnym  segregacji chromosomów jest punkt 
kontrolny wrzeciona podziałowego (SAC, ang. Spindle A s
sembly Complex). Poniżej omówiono zagadnienia związane z 
mitotyczną i mejotyczną segregacją chromosomów.

Mitoza jest złożonym procesem zachodzącym w komór
kach eukariotycznych. W wyniku tego procesu dochodzi 
do rozdzielenia zestawu zreplikowanych chromosomów 
do dwóch jąder potomnych, identycznych pod względem 
zestawu chromosomów. Po mitozie zazwyczaj dochodzi do 
szybkiej cytokinezy. Mitoza i cytokinezą stanowią fazę M 
cyklu komórkowego. Mitoza może przebiegać całkowicie 
w ew nątrz jądra, bez rozpadu otoczki jądrowej, tak jak ma 
to miejsce u drożdży S. cerevisiae, otoczka może być czę
ściowo zachowana, jak u Aspergillus nidulans, lub dochodzi 
do całkowitego rozpadu otoczki w  fazie G 2/M  cyklu ko
mórkowego, tak jak ma to miejsce u większości Eukaryota. 
Mitozę można podzielić na cztery główne etapy: profazę, 
metafazę, anafazę i telofazę. Mitoza poprzedzona jest repli- 
kacją genomu, w  wyniku czego każdy chromosom posia
da dwie identyczne cząsteczki dwuniciowego DNA, które 
w raz z towarzyszącymi im białkami tworzą siostrzane chro- 
matydy. Fizyczne połączenie chromatyd, zwane kohezją, 
zapewnione jest głównie przez kompleks kohezyjny chro
m atyd siostrzanych i uzupełniane poprzez katenację DNA 
oraz kompleks ORC (ang. Origin Recognition Complex), zna
ny dotąd głównie jako odpowiedzialny za identyfikowanie 
miejsc startu replikacji DNA [1], Mechanizmy zapewniające 
kohezję chromatyd są precyzyjnie regulowane i zachowane 
w trakcie ewolucji.

Kohezja chrom atyd siostrzanych jest niezbędnym w a
runkiem  wiernej segregacji chromosomów w trakcie po
działu komórki, dlatego też musi być ustanawiana i u trzy 
m ywana w każdym  cyklu komórkowym. Kohezja ta jest 
ustanaw iana w trakcie replikacji i jest utrzym yw ana na całej 
długości chromosomu [2,3]. Kohezja wym aga współdzia
łania przynajmniej czterech różnych grup białek: kohezyn 
wchodzących w skład kompleksu kohezyjnego, białek bio
rących udział w deponow aniu elementów kompleksu ko
hezyjnego, białek uczestniczących w  ustanowieniu kohezji i 
białek uczestniczących w regulacji kohezji. Struktura więk-

Tabela 1. Podjednostki mitotycznego kom pleksu kohezyjnego oraz ważniejsze białka regulatorow e w ystępujące w wyszczególnionych organizm ach.

c , . . Schizosaccharomyces „ . . .  , „  . 
Saccharomyces cereinsiae pombe Drosphtla melanogaster Xenopus laevts Homo sapiens

1. BIAŁKA STRUKTURALNE KOMPLEKSU (KOHEZYNY)

Smcl Psm l SMC1 SMC1 

Smc3 Psm3 SMC3 SMC3 

Sccl /  Mcdl /  Rad21 Rad21 RAD21 RAD21 

I r r l /  Scc3 Psc3 SA SAI, SA2

SMC1 

SMC3 

RAD21/SCC1 

SA1/STAG1, SA2/ STAG2

2. BIAŁKA UCZESTNICZĄCE W DEPONOWANIU KOHEZYN NA CHROMATYNIE

Scc2 Mis4 NIPBL SCC2 

Scc4 Ssl3 nie zidentyfikowano xSCC4

NIPBL 

MAU2 /hSCC4

3. BIAŁKA POŚREDNICZĄCE W USTANOWIENIU KOHEZJI

Ecol Esol San, Deco XECOl, XEC02
EFOl
EF02

4. BIAŁKA POŚREDNICZĄCE W REGULACJI KOHEZJI j

Pds5 Pds5 PDS5
PDS5A
PDS5B

Radól* Wpll* WAPL nie zidentyfikowano

*homologia na podstaw ie  podobieństw a sekwencji, scharakteryzow ana niewystarczająco lub funkcje nie są całkowicie zbieżne.

PDS5A
PDS5B

WAPL
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Liniowe monomery 
Smc1 i Smc3

Zwinięte monomery 
Smc1 i Smc3 Dimer Smc1-Smc3

Domeny
zawiasowe

domeny 
AT P azowe

Rycina 2. Schemat budow y białek z rodziny SMC. Zw inięty m onom er ma dom enę ATPazową 
oraz dom enę zawiasową, połączone d ługą przeciwstaw nie zw iniętą dom eną coiled-coil. Domena 
„head" składa się z N- i C- końcowego fragm entu białka. D im er Sm clp- Smc3p pow staje przez 
asocjację dom en zaw iasow ych oraz zależne od ATP oddziaływ anie dom en „head" obu białek.

szóści z tych białek została zachowana w trakcie ewolucji, a 
nazw y odpowiednich homologów u różnych organizmów 
podano w Tabeli 1. Oprócz białek uczestniczących w ko
hezji chromatyd siostrzanych wymienionych w tej tabeli 
można wyróżnić kilka innych, które są niezbędne w  pra 
w idłow ym  procesie segregacji chromosomów. Ważniejsze 
z nich: Sgolp, Cdc20p i P d s lp  będą omówione w dalszej 
części artykułu.

KOMPLEKS KOHEZYJNY CHROMATYD 
SIOSTRZANYCH

Główną funkcją kompleksu kohezyjnego jest udział w 
segregacji chromosomów, jednakże w trakcie kilkunastu lat 
badań nad tym zagadnieniem dowiedziono, że kompleks 
ten pełni również funkcje w regulacji transkrypcji, bierze 
udział w naprawie DNA i morfogenezie chromosomów. 
Kompleks kohezyjny składa się z co najmniej czterech pod 
jednostek, zwanych kohezynami. Nom enklatura tych białek 
nie jest do końca ustalona (Tabela 1), ponieważ jednak pier
wotnie ich funkcje były opisane w S. cerevisiae, więc 
przeważnie do tej nom enklatury nawiązuje nazew 
nictwo u innych organizmów. Jednakże również w 
przypadku S. cerezńsiae niekiedy spotykamy się z 
kilkoma różnymi nazwami tych samych białek.

Wiele informacji zawartych w niniejszym arty
kule pochodzi z badań przeprowadzonych na droż
dżach S. cerezńsiae. W organizmie tym podjednost
ki kompleksu to białka Smcl i Smc3, S c c l/M c d l/
Rad21 oraz Irrl/Scc3. Wszystkie te podjednostki są 
niezbędne dla życia, zaś mutacje w genach je kodu
jących powodują śmierć komórki lub wiele pow aż
nych nieprawidłowości, w tym zaburzoną segrega
cję chromosomów. Wszystkie kohezyny drożdży 
zlokalizowane są w jądrze kom órkowym  i wiążą 
się z chromatyną począwszy od późnej fazy G1 do 
metafazy [3]. Z kolei kohezyny ssaków potrzebne w 
danym  cyklu komórkowym wiążą się z chrom aty

ną już w telofazie cyklu poprzedniego. Większość 
kohezyn ssaków oddysocjowuje od chromatyny w 
profazie [4,5],

BIAŁKA SMC1 I SMC3

Rdzeń kompleksu kohezyjnego stanowi dimer 
Smcl-Smc3. Obie te podjednostki należą do rodzi
ny SMC (ang. Structural Maintenance ofChromosome), 
stanowiącej ważną grupę białek regulujących struk
turalną i funkcjonalną organizację chromosomów 
zarówno w Prokaryota, jak i Eukaryota [6,7]. Białka 
należące do rodziny SMC charakteryzują się szcze
gólną strukturą. Mają globularne domeny N- i C- 
końcowe, cześć centralną zaś stanowią dw a odcinki 
o strukturze helisy a, które rozdziela globularna 
dom ena „zawiasowa". Domena zawiasowa, zgina
jąc cząsteczkę białka, zbliża do siebie dwie helisy a, 
w wyniku czego powstaje przeciwstawnie zwinięta 
dom ena podwójnej helisy (ang. coiled-coil). Zgięcie 
cząsteczki umożliwia zbliżenie dwóch końcowych 
dom en globularnych, które tworzą domenę typu 
głowy (ang. head) (Ryc. 2). Głowa wykazuje podo
bieństwo do dom en ATPazowych transporterów 

ABC (wchodzą w skład kanałów w ew nątrz błonowych) 
oraz białka Rad50, biorącego udział w naprawie DNA [2], 
Domena głowy ma trzy ściśle zachowane w ewolucji moty
wy: Walker A i Walker B znajdujące się odpowiednio w N- i 
C- końcowej części białka oraz motyw sygnaturowy (motyw 
C) — niezbędny do hydrolizy ATP [8]. Zwinięte cząsteczki 
białek SMC tworzą strukturę, w której część zawiasowa w y
stępuje w odległości około 45 nm  od dom eny głowy.

Białka Smcl i Smc3 oddziałują najprawdopodobniej po
przez hydrofobowe oddziaływania dom en zawiasowych, 
w wyniku czego powstaje dim er o strukturze podobnej do 
litery V [9,10], Oddziaływanie dwóch domen głowy dime- 
ru Sm clp- Smc3p zamyka pierścień, zbliżając dwie połówki 
dom en ATPazowych, w wyniku czego powstaje funkcjonal
na ATPaza. Asocjacja dwóch dom en głowy zależy od wią
zania ATP, które zachodzi pom iędzy motywami Walker A 
i B jednej z dom en ATPazowych a sekwencją sygnaturową 
drugiej [6].

ATP

Rycina 3. Schemat kom pleksu kohezyjnego nieuw zględniający obecności chrom atyny. Przyłącze
nie dw óch cząsteczek ATP zbliża dw ie globularne dom eny ATPazowe S m clp  i Smc3p (oznaczone 
kolorem  niebieskim  i zielonym), kleizyna Scclp (kolor żółty) zam yka pierścień, w iążąc się C- koń
cem z S m clp  i N- końcem z Smc3p. W iązanie C- końcowej dom eny kleizyny z Sm clp  jest zależne 
od ATP. Kolorem czerw onym  oznaczono podjednostkę Irrlp .

Postępy Biochemii 56 (1) 2010 43http://rcin.org.pl



B

Smc1

Smc

*/ lr r1 /S T A G 2

\
Scc1

11 nm

30 nm

ryzowany wówczas szczep o obniżonej ekspresji 
genu IRR1 nie tworzył kolonii na podłożu stałym 
choć rósł w  pożywkach płynnych, wykazywał także 
zaburzenia w  tworzeniu zygot i kiełkowaniu spor. 
Zaburzenia te częściowo znosiło podwyższenie 
dawki genu kodującego białko Its2 (potencjalnego 
osmoregulatora) lub genu kodującego białko Nog2 
(GTPaza, potencjalnie zaangażow ana w dojrzewa
nie rybosomów) [12,13]. Dalsze prace wskazały po
nadto, że I rr lp  może być pośrednio zaangażowane 
w  dojrzewanie mRNA i replikację DNA [13].

Irrl jest dużym  białkiem o przewidywanej masie 
cząsteczkowej 133 kDa, słabo scharakteryzowanym  
biochemicznie i strukturalnie. Ma ono jedną zacho
w aną ewolucyjnie dom enę ST AG (ang. STromal An- 
tiGen, num er dom eny w bazie Pfam: PF08514) oraz 
zawiera powtórzenia HEAT (Pfam: PF00514) o nie 
do końca sprecyzowanej lokalizacji. Domena STAG

Rycina 4. Schemat w ybranych m odeli kom pleksu kohezyjnego. A - popularny  m odel pierścienia 
otaczającego dw ie siostrzane chrom atydy w  postaci w łókien o średnicy około 11 nm. B - m odel 
dw upierścieniow y („kajdanki") postu low any dla ssaków  wg. Z hang i w sp. [26]. Zgodnie z tym  
m odelem  w obrębie jednego pierścienia kohezynow ego zaw arte jest jedno w łókno chrom atynow e praw dopodobnie obejmuje obszar pom iędzy K211 
o średnicy ok. 30 nm. Połączenie obu pierścieni zachodzi w w yniku oddziaływ ania  kleizyn SCC1 • £ 3 5 9  w sekwencji aminokwasowej Irrlp . Domena 
obu pierścieni z białkiem  STAG2 (odpow iednik Irrl). ' 1 1 1 1 1

HEAT (skrót od ang. nazw y białek, w których po raz 
pierwszy zidentyfikowano tę domenę: Huntingtin,KLEIZYN A SCC1/MCD1

Białko Sccl, najczęściej badany element kompleksu kohe
zyjnego, jest niezbędne do utrzym ania kohezji, począwszy 
od fazy S aż do anafazy [3]. Białko to należy do rodziny za
chowanych w  ewolucji kleizyn. Ich nazwa pochodzi z języ
ka greckiego i oznacza zamknięcie. Kleizyna Sccl łączy dwie 
dom eny typu głowy dim eru Sm clp/Sm c3p, w wyniku cze
go powstaje trójkątno - pierścieniowa struktura białkowa. 
Części N- i C-końcowe Scclp wiążą się odpow iednio z do 
menami głowy białek Smcl i Smc3. Wiązanie C-końcowej 
części Scclp z dom eną głowy białka Smcl jest zależne od 
ATP (Ryc. 3) [10]. Poziom białka Sccl ściśle zależy od fazy 
cyklu komórkowego: ekspresja genu SCC1 rozpoczyna się 
we wczesnej fazie S i jest kontynuow ana poprzez mitozę aż 
do fazy G1 [3] Wiązanie innych białek kompleksu kohezyj
nego zachodzi tylko w obecności białka Sccl, które szybko 
asocjuje z pozostałymi elementami [10]. Białko Sccl ma dwa 
miejsca cięcia dla specyficznej proteazy, separazy Esplp. 
Przecięcie Scclp przez E sp lp  następuje w anafazie mitozy 
i jest niezbędne do rozejścia się siostrzanych chromałyd [6].

KOHEZYNA IRR1

Białko Irrl, kodowane przez gen o num erze chromoso
mowym  w genomie drożdży YIL026C, zw anym  otwartą 
ramką odczytu (ORF, ang. Open Reading Frame), występuje 
często w literaturze pod nazwą Scc3. Ponieważ ta druga na
zwa jest u S. cerevisiae także symbolem cyklofiliny (izome- 
razy cis-trans peptydyloprolinowej, ORF YCR069W), dla
tego też w  niniejszej pracy stosowana będzie tylko nazwa 
Irrl, zaproponow ana wcześniej niż Scc3. Białko to zostało 
zidentyfikowane jako element kompleksu kohezyjnego w 
1999 roku [11] i jest najsłabiej poznanym  jego składnikiem. 
Należy do rodziny zachowanych w ewolucji stromalin, zaś 
homologi podano w Tabeli 1. Irr lp  oddziałuje bezpośred
nio z C- końcowym fragmentem Scclp (Ryc. 3) [10]. Poza 
uczestniczeniem w kohezji siostrzanych chromatyd, białko 
Irrl praw dopodobnie ma też inne funkcje. O jego wielo- 
funkcyjności świadczyły już pierwsze badania. Charakte-

Elongation factor, A  protein phosphatase, TOR lipid kinase) w y
stępuje w  wielu białkach. Składa się ona z około 37-47 reszt 
aminokwasowych, które tworzą od trzech do 36 powtórzeń, 
formując pałeczkowate struktury, powstałe z dw óch prze
ciwbieżnych helis i dwóch zagięć ułożonych w zdłuż w spól
nej osi. Powtórzenia HEAT występują w licznych białkach, 
głównie cytoplazmatycznych, ale również w niektórych 
białkach chromosomowych. Uważa się, że ułatwiają one od 
działywania białko - białko [14]. Do grupy białek z pow tó
rzeniami HEAT należy też białko Scc2, opisane dokładniej 
poniżej. Struktury wyższego rzędu Irr lp  nie są znane, brak 
jest danych krystalograficznych lub uzyskanych za pomocą 
magnetycznego rezonansu jądrowego.

Białko Irrl ma dw a odpowiedniki w komórkach dzielą
cych się mitotycznie u ludzi: STAG1 oraz STAG2. Wiedza 
na temat funkcjonowania kompleksu kohezyjnego czło
wieka jest dość ograniczona, a o podjednostkach ST AGI i 
STAG2 wiadom o szczególnie mało. Dotychczas zgrom a
dzone skąpe dane sugerują, że białka te w interfazie są obec
ne wyłącznie na terenie jądra komórkowego, a kompleksy 
kohezyjne mogą zawierać tylko jedno z nich. Nie w iadom o 
co decyduje o obecności danego typu białka STAG w kom 
pleksie, nie w iadom o także czy skład danego kompleksu 
jest stały czy też się zmienia. W prawdzie cDNA kodujący 
białka ST AGI i STAG2 człowieka sklonowano i scharakte
ryzowano już w roku 1997, nie znano jednak wówczas funk
cji produktów  tych genów [15]. Trzy lata później Sumara i 
wsp. [4] wyizolowali dw a kompleksy kohezyjne 14S i 12.5S 
z komórek somatycznych człowieka. Kompleksy te zawie
rają odpow iednio podjednostkę ST AGI lub STAT2 i wydaje 
się, że białka STAG1 i STAG2 nie w spółwystępują w jednej 
komórce [4,16]. Zauważono, że u człowieka jest trzykrotnie 
więcej kompleksów zawierających STAG2 niż tych zawie
rających ST AGI, lecz nie są znane pow ody tych różnic [17]. 
Przypuszcza się, że skład kompleksu może się zmieniać w 
zależności od stadium  różnicowania tkanek lub fazy cyklu 
komórkowego, lecz nie są znane mechanizmy tych zmian.
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Ostatnio wykazano, że białko Irrl ma znaczący udział w 
regulacji kohezji w komórkach drożdży [18,19], Wykazano, 
że kohezyna ta, oprócz oddziaływania z Scclp, tworzy tak
że kompleks z regulatorami kohezji - białkami Pds5 i W apl 
(Radól). Sugeruje to, że I rr lp  nie tylko jest elementem struk
turalnym  kompleksu kohezyjnego, ale bierze też udział w 
regulacji kohezji.

MODELE KOMPLEKSU KOHEZYJNEGO

Badania biochemiczne oraz obserwacje za pośrednic
twem mikroskopii elektronowej wskazują, że kohezyny 
mogą tworzyć strukturę przypominającą pierścień. Najczę
ściej cytowany w literaturze model zakłada, że kompleksy 
kohezyjne w  formie pojedynczych pierścieni otaczają dwie 
chrom atydy powstałe w wyniku zreplikowania cząsteczki 
DNA (Ryc. 4A) [10,20,21], Jednopierścieniowy model dom i
nuje w  literaturze głównie ze względu na to, że w prosty 
sposób wyjaśnia zarówno mechanizm ustanowienia kohe
zji, jak i jej rozpad. W edług tego modelu kohezja chromatyd 
siostrzanych ustanawiana jest pasywnie w trakcie replikacji 
DNA. Przechodząc przez pierścień, widełki replikacyjne 
miałyby zapewniać kohezję chromatyd siostrzanych. Kohe
zja taka u S. cerevisiae byłaby utrzym yw ana aż do m omentu 
przecięcia kleizyny Sccl przez separazę na początku anafa- 
zy, co powoduje rozpad kompleksu [6]. Wiele wczesnych 
doświadczeń, zwłaszcza z użyciem drożdży, potwierdza 
ten model. Jednak coraz częściej w literaturze pojawiają 
się obserwacje, które model jednopierścieniowy podają w 
wątpliwość. Najwięcej zastrzeżeń wobec modelu jednopier- 
ścieniowego dotyczy ograniczonej przestrzeni w ew nątrz 
pierścienia, która miałaby pomieścić dwie chromatydy. Za
strzeżenia budzi też statyczna konfiguracja kompleksu, któ
ra nie jest wystarczająco elastyczna w takich procesach, jak 
replikacja, transkrypcja i napraw a DNA.

M aksymalna średnica kompleksu kohezyjnego, jeśli 
przyjąłby on kształt pierścienia, jest szacowana na 38-50 
nm. Podstaw ow ą jednostkę strukturalną chromatyny sta
nowi nukleosom o średnicy 11-13 nm. Uważa się, że u 
wyższych Eukaryota strukturą wyższego rzędu jest włókno 
chrom atynowe o średnicy ok. 30 nm, a w późnej profazie 
i metafazie stopień kondensacji chromatyny, a co za tym 
idzie — grubość włókna — są znacznie większe [22,23], 
Dlatego też można przypuszczać, że pojedynczy kompleks 
kohezyjny mógłby pomieścić co najwyżej dwie cząsteczki 
DNA wraz z histonami o stopniu zwinięcia odpowiadają
cym włóknu 11-13 nm, ale jego średnica nie jest wystarcza
jąca, aby pomieścić dw a 30 nanom etrowe włókna chrom aty
nowe. Struktury chromatynowe wyższego rzędu u drożdży 
są słabo poznane. Wiadomo, że łącznikowy DNA pomiędzy 
nukleosomami jest znacznie krótszy (o około 30-40 pz) niż u 
wyższych Eukaryota i ma długość średnio około 15 pz, brak 
jest typowego histonu łącznikowego H I oraz obserwuje 
się niewielki stopień kondensacji. Niemniej jednak włók
no chrom atynowe S. cerevisiae jest zdolne do tworzenia in 
vitro struktur przypominających włókno 30 nm  wyższych 
Eukaryota [24], Dlatego też można przypuszczać, że model 
jednopierścieniowy jest nie do końca popraw ny również w 
odniesieniu do drożdży. Statyczny model zakłada ponad 
to ustanowienie kohezji w  trakcie replikacji. Nie tłumaczy
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jednak, jak w takim pierścieniu, oprócz cząsteczki DNA, 
miałby się pomieścić cały replisom, na który składa się sze
reg białek, m.in. polimerazy a  ,p, e, 5, helikaza, PCNA oraz 
białka związane z regulacją topologii DNA.

Statyczny jednopierścieniowy model kompleksu omawia 
krytycznie w  pracy przeglądowej Guacci [25] i proponuje 
alternatywny, dynamiczny model jedno- lub dwupierście- 
niowy. Uwzględnia on to, że po zdeponow aniu kohezyn na 
DNA kohezja jest ustanawiana wieloetapowo, zaś oddyso- 
cjowanie kompleksów od DNA nie jest niezbędne do rozpa
du kohezji. Ponadto uwzględnia też fakt, że u kręgowców 
kompleksy kohezyjne są usuw ane w profazie bez prote
olitycznej degradacji Sccl, a także że możliwy jest rozpad 
kohezji w  anafazie, bez konieczności proteolitycznej degra
dacji Sccl.

Model dwupierścieniowy (Ryc. 4B), proponow any jako 
jedna z alternatyw, porów nyw any jest do „kajdanek", w 
których każdy heterodim er Smcl / Smc3 otacza pojedynczą 
chromatydę, a kohezja jest ustanaw iana dzięki połącze
niu obu heterodim erów kleizynami Sccl przez białko Irrl, 
przy czym położenie I rr lp  nie jest jasno określone. Ostatnio 
Zhang i wsp. [26] dostarczyli kolejnych dowodów w spiera
jących ten model. Na podstawie zakrojonych na dużą ska
lę badań przeprow adzonych w komórkach ludzi wskazali 
na centralną rolę w  tym modelu białek ST AG - homologów 
podjednostki drożdżowej Irrlp . Zgodnie z ich propozycją 
kompleks składa się z dwóch jednopierścieniowych pod- 
kompleksów, z których każdy otacza pojedynczą chrom a
tydę (Ryc. 4B). Połączenie obu pierścieni, a tym samym ko
hezję chromatyd, zapewnia kohezyna ST A G l-2/Irrl, która 
antyrównolegle łączy kleizyny Sccl z obu kompleksów. 
Niektóre badania w  drożdżach wspierają ten model [27], 
Także Chang i wsp. [28] dowodzą, że w rejonach wyciszo
nej transkrypcji kohezja jest utrzym ana przez kompleks, na 
który składają się dwa pierścienie kohezynowe, z których 
każdy otacza pojedynczą cząsteczkę DNA. Co więcej, Yeh 
i wsp. [29] uważają, że w rejonie pericentromerowym w y
stępuje specjalna forma kohezji. Polega ona na tworzeniu 
pętli w obrębie pojedynczych chromatyd, a nie jak dotych
czas opisywano - kohezji pom iędzy chromatydami sio
strzanymi. W tworzeniu pętli uczestniczy praw dopodobnie 
kompleks CBF3 (ang. Core centromere-DNA Binding Factor), 
który zgina centromer o ok. 60°. Pętle w  obrębie jednej czą
steczki DNA są spięte przez dwupierścieniowe kompleksy 
kohezyjne. Zagadnienie to szerzej opisano w dalszej części 
artykułu.

PRZYŁĄCZANIE DO CHROMATYNY I 
ROZMIESZCZENIE KOMPLEKSÓW KOHEZYJNYCH

Przyłączanie kohezyn do chrom atyny jest regulowane 
zarówno przebiegiem cyklu komórkowego, jak też poprzez 
specyfikę miejsca przyłączenia. U drożdży S. cereińsiae ko
hezyny wiążą się z DNA w fazie G l/S , G2 i w trakcie mito
zy [3], a u kręgowców - w późnej telofazie [30], U większo
ści organizm ów deponowanie kohezyn na DNA wymaga 
uprzedniej obecności na chromatynie kompleksu dwóch 
białek: Scc2 i Scc4 oraz aktywności dom en ATPazowych 
kompleksu Sm clp/Sm c3p. Kompleksy kohezyjne nie są 
rozmieszczane na chromatynie ani równomiernie, ani w
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sposób przypadkowy. Na centromerach i w  rejonach pe- 
ricentromerowych są one rozmieszczone znacznie gęściej 
niż w  miejscach CAR (ang. Cohesion Associated Regions) w 
obrębie ramion chromosomu i w  obszarach transkrypcyjnie 
nieaktywnej chromatyny [31, 32].

Rola białek Scc2 i Scc4 w deponow aniu kohezyn jest za
chowana ewolucyjnie, ale ich mechanizm działania nie jest 
do końca poznany. Przypuszcza się, że tworzą one d w u 
składnikowy kompleks, który pełni funkcję aktywatora 
ATPaz heterodim eru Sm cl/Sm c3 lub ułatwia dimeryzację 
dom en zawiasowych. Inna interpretacja funkcji kompleksu 
Scc2/Scc4 zakłada, że pierwotnie lokuje się on na chroma- 
tynie, przyłączając do niej najpierw Sm clp  w fazie G l, a na 
stępnie - w fazie S - kleizynę Sccl, której obecność na DNA 
rozpoczyna finalne składanie kompleksu [13].

REGION PERICENTROMEROWY

W regionie pericentromerowym liczba kompleksów 
kohezynowych związanych z DNA jest znacznie większa 
niż w  pozostałych obszarach chromosomowych. U droż
dży S. cereoisiae jest to region o wielkości 20-50 kpz ota
czający niewielki (125 pz) centromer [33,34]. Region ten 
jest szczególnie istotny dla chromosomów ze względu na 
bezpośrednie działanie w  nim rozciągających sił wrzeciona 
podziałowego. Na centromerze zlokalizowany jest kineto- 
chor, duża struktura białkowa zawierająca elementy struk
turalne punktu kontrolnego mitozy, a także stanowiąca 
miejsce przyłączania m ikrotubul wrzeciona. Centromery 
siostrzanych chrom atyd musza oprzeć się siłom rozciągają
cym wrzeciona aż do końca metafazy. Kohezyny zarówno 
utrzymują spójność/kohezję w  regionie centrom erowym  i 
pericentromerowym, jak też uczestniczą w biorientacji sio
strzanych kinetochorów względem  biegunów wrzeciona

siostrzane chromatydy

mikrotubula

[35]. Wzbogacenie kohezyn w tym regionie zależy od białek 
kinetochorowych Mif2 i Cse4 (ortologi CENP-C, CENP-A 
ssaków) [13]. Pomimo tak dużego zagęszczenia kohezyn, 
centromery w metafazie mogą chwilowo oddzielić się na 
odległość ok. 700 nm. Zjawisko to nazwano „oddychaniem 
chromosomów" lub „paradoksem  kohezji", ponieważ re
gion o największej koncentracji kohezyn jest również regio
nem, w którym dochodzi do największej chwilowej separa
cji chrom atyd [33,36]. Próbując wyjaśnić to zjawisko, Yeh i 
wsp. [29] zaproponowali model, w edług którego w rejonie 
pericentromerowym każda z siostrzanych chrom atyd tw o
rzy pętlę na długości ok. 25 kpz oskrzydlającą sekwencję 
centromerową (Ryc. 5). Jak już wspominano, koniec pętli 
stanowi centromer, którego kinetochor przyłącza się do 
końca plus mikrotubuli. Autorzy uważają, że pętle te (wraz 
z kompleksami kohezyjnymi) mogą zapewnić mechaniczne 
połączenie o dużej elastyczności pomiędzy rozdzielonymi 
kinetochorami siostrzanych chrom atyd powodujący efekt 
pozornego rozdzielenia chromatyd. Nie tłumaczą jednak, 
w jaki sposób mogłoby dojść do tej nietypowej dodatkowej, 
stabilnej lokalizacji kompleksów na wewnętrznej pętli po
chodzącej z pojedynczej chromatydy.

REGIONY CAR

CAR to miejsca lokalizacji kohezyn na ramionach chro
mosomów. Obejmują one obszary o długości około 800 pz, 
oddalone od siebie o około 10-15 kpz [32], Miejsca CAR nie 
mają szczególnej sekwencji nukleotydowej, ale charakte
ryzują się dużą zawartością zasad A i T. Ponad 80% regio
nów CAR leży w obszarach m iędzygenowych w miejscach 
zbieżnej transkrypcji, tzn. w obszarach między końcami 3' 
sąsiednich genów. Zarówno obserwacje mikroskopowe, jak 
i doświadczenia z wykorzystaniem  immunoprecypitacji 
chromatyny wskazują, że kompleksy kohezyjne znajdują 

---------  się w innych miejscach chromosomu niż kom plek
sy je deponujące [13,48]. Możliwe więc, że po zde
ponowaniu kompleksy kohezyjne lub kompleksy 
Scc2-Scc4 są przesuw ane w inne regiony DNA. 
Zasugerowano, że praw dopodobnie to polimeraza 
RNA przesuwa kompleksy kohezyjne po ich zdepo
now aniu na DNA - w miejsca zbieżnej transkrypcji 
[13,48].

biegun wrzeciona 
podziałowego

kompleksy
kohezyjne

Rycina 5. M odel kohezji chrom atyny pericentrom erowej w metafazie m itozy S. cerevisiae. Każda 
z siostrzanych chrom atyd tw orzy pętlę rozciągającą się po obu stronach centrom eru na długość 
około 11,5 kpz. Pętle są spięte kom pleksam i kohezyjnym i tw orzącym i w ew nętrzne mostki. DNA 
centrom erow y o długości 125 pz naw inięty jest na białko Cse4 (kolor szary) przypom inające hi- 
ston H3. Kolorem bladoniebieskim  oznaczono histonow e rdzenie nukleosom ów , czarnym-DNA. 
Wg. Yeh i wsp. [29]

OBSZARY WYCISZONEJ TRANSKRYPCJI

Przyłączanie kohezyn do chromatyny ma miejsce 
również na obszarach wyciszonych transkrypcyjnie
[32], W DNA S. cerevisiae miejsca te stanowią nie
czynne kasety związane z określaniem typu koniu- 
gacyjnego: HML i HMR  i powtórzenia subtelomero- 
we. Kohezja w regionie kasety HMR  zależy zarówno 
od kompleksów kohezyjnych, jak i od kompleksu 
Sir2p/4p (ang. silent information regulator) wycisza
jącego transkrypcję. Białko Sir2 jest niezbędną do 
życia deacetylazą histonową o szerokim spektrum  
działania. Jest konieczne do wyciszenia zarówno 
obu kaset, jak i wyciszenia transkrypcji w regio
nie subtelom erowym  oraz w regionie powtórzeń 
rDNA. Wraz z białkami Sir3 i Sir4, białko Sir2 od 
działuje m. in. z histonami H3 i H4 [37], powodując 
ich deacetylację i lokalne zm iany struktury chroma-
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tyny. Praw dopodobnie poprzez to oddziaływanie 
dochodzi również do oddziaływ ań z kompleksem 
kohezyjnym. Również u S. pombe oraz u wyższych 
Eukaryota deponowanie kohezyn w specjalnych re
gionach jest wynikiem modyfikacji histonów (mety- 
lacja, acetylacja) i zmian w strukturze chromatyny 
[28,38,39]. Ostatnie prace dotyczące regionów w y
ciszonej transkrypcji wskazały, że do ustanowienie 
kohezji w  tych regionach wym agana jest obecności 
genu kodującego tRNA oraz białek związanych z 
polimerazą RN A III [40].

REJONY PĘKNIĘĆ PODWÓJNEJ NICI DNA (DSB)

Irr1/STAG Eco1

replisom

G1 G1/S G2/M

Rycina 6. Model ustanow ienia kohezji w trakcie replikacji. Replisom (szary) przechodzi przez 
zdeponow any w  G1 pierścień kohezynow y (Sm clp — morski, Smc3p — zielony, Scclp — żółty, 
I r r lp  — czerwony, M odel ten nie precyzuje roli Eco lp  w  ustanow ieniu  kohezji.

W w yniku uszkodzenia DNA, prowadzącego do po 
wstania pęknięć w obu niciach, dochodzi do dodatkowego 
nagrom adzenia kompleksów kohezyjnych. Udział kohezyn 
w napraw ie DNA opisany jest w dalszej części artykułu. W 
niniejszym podrozdziale chcemy jednak nadmienić, że w 
przypadku takiego uszkodzenia - w  fazie G 2/M  cyklu ko
mórkowego dochodzi do ustanowienia dodatkowej kohezji. 
Kompleksy kohezyjne lokują się w  obszarze ok. 50-100 kpz 
otaczającym pęknięcie DNA oraz pojawiają się w całym ge
nomie, niezależnie od regionów CAR. Proces ten wym aga 
fosforylacji histonu H2AX oraz w spom nianego wyżej kom 
pleksu deponującego Scc2p/Scc4p [41,42].

USTANOWIENIE KOHEZJI

Zdeponowanie kompleksów kohezyjnych na chromaty- 
nie nie wystarcza do zajścia kohezji chromatyd siostrzanych. 
Ustanowienie kohezji jest bowiem zjawiskiem złożonym, 
nie do końca poznanym, zachodzącym tylko raz w trakcie 
cyklu komórkowego - podczas replikacji DNA [6,43]. Dru
gim, szczególnym przypadkiem  ustanowienia kohezji w  fa
zie G 2/M , jest, w spom niana powyżej, odpow iedź komórki 
na pojawienie się DSB.

Ustanowienie kohezji wymaga aktywności acetylo- 
transferazy Ecol. Białko to (zwane też Ctf7) jest niezbędne 
do życia i zawiera motyw palca cynkowego C2H2 [13,44]. 
Substratami Ecolp in vitro są podjednostki kompleksu ko
hezyjnego Scclp i Irr lp  oraz regulator kohezji Pds5p, na
tomiast in vivo Ecolp acetyluje preferencyjnie dwie reszty 
K112 i K113 w domenie ATPazowej podjednostki Smc3p. 
Zamiana obu reszt lizyn (K) na reszty argininy w Smc3 nie 
zmienia zdolności kohezyny do wiązania się z chromatyną 
natomiast uniemożliwia ustanowienie kohezji, co w konse
kwencji prow adzi do zaburzeń w segregacji chro- ---------
mosomów oraz do śmierci komórek. O niezbędno
ści acetylacji Smc3 w procesie ustanowienia kohezji 
świadczy wynik doświadczenia, w którym  w pro 
wadzenie formy Smc3p naśladującej stan zacetylo- 
wania (reszty lizyn zmienione na reszty glutamin 
K112G i K113G) do komórek pozbawionych acety- 
lotransferazy Ecol przywróciło ich żywotność [45],

brak lub mutacje w  genach je kodujących powodują częścio
we zaburzenia kohezji. Białkami tymi są: Ctf4 - p raw dopo
dobnie odpowiedzialne za powiązanie kohezji z replikacją 
DNA, Ctfl8 - zaangażowane w replikację, kohezję, jak też 
napraw ę pęknięć dwuniciowych, Chll - helikaza DNA, 
Tofl - biorące udział w  funkcjonowaniu punktu  kontrolne
go replikacji, Csm3 - białko o podobnej funkcji, niezbędne 
też w  mejozie, polimerazy DNA kappa, sigma i epsilon, 
Rfc4 - podjednostka kompleksu RFC (ang. Replication Factor 
C) oraz Orc5 - podjednostka kompleksu rozpoznającego ori 
[13, 30].

Wydaje się, że odm ienną rolę pełni Ecolp, wiążące się 
bezpośrednio z kompleksem RFC i z PCNA (antygen jądro
wy komórek proliferujących). W obszarze odpowiedzial
nym  za wiązanie z PCNA, występuje zachowana w ewolucji 
dom ena PIP (ang. PCNA-Interacting Protein). Punktowa m u
tacja w obrębie tej sekwencji prow adzi do śmierci komórki 
[46,47], Zauważono, że w m utantach wykazujących defekty 
replikacji DNA proces kohezji jest zaburzony w stopniu nie
znacznym, a Ecolp nie znika z chromatyny. W skazywałoby 
to, że niektóre czynniki zaangażowane w  replikację DNA są 
w kohezji zbędne lub uczestniczą w  niej jedynie pośrednio. 
Przypuszczenie to stało się tym silniejsze odkąd wiadomo, 
że Ecolp zaangażowane jest powstawanie kohezji induko
wanej pęknięciami dwuniciowym i DNA na obszarze całego 
genomu.

Zaproponow ano dwa modele ustanowienia kohezji w 
trakcie replikacji. Modele te są ściśle związane z modelami 
kompleksów kohezyjnych. Pierwszy i historycznie najstar
szy model jednopierścieniowego kompleksu kohezyjnego 
zakłada, że kompleks replikacyjny (replisom) przechodzi 
przez pojedynczy pierścień utw orzony przez kohezyny 
otaczające dwie siostrzane chrom ałydy (Ryc. 6). Model

Irr1/STAG

replisom

G1 G1/S G2/M

Powszechnie uważa się, że ustanowienie kohezji Rycina 7. A lternatyw ny m odel ustanow ienia kohezji w trakcie replikacji. Kompleksy kohezyno- 

zachodzi W  trakcie replikacji DNA. Udział niektó- w e s4 deponow ane w fazie G l/S ,  a następnie przesuw ane w miejsca CAR pasyw nie lub przez 
, , . , , . , t i  t— t a i i  •• otwarcie pierścienia pom iędzy Smc3p i Scclp. Acetylacja Smc3p praw dopodobnie  u łatw ia za-

rych białek związanych Z replikacją DNA W  kohezji m ĵ njęCje pierścienia. Pierścienie otaczające obie chrom atydy połączone są kohezyną Irrl-S A l/2 . 

chromatyd postuluje się odkąd zauważono, że ich Kolory jak na Ryc. 6.
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ten jest mało praw dopodobny ze względu na ograniczoną 
przestrzeń wew nątrz pierścienia kohezynowego, praw do
podobnie niewystarczającą do pomieszczenia replisomu. 
Jeżeli jednak uwzględni się udział Ecolp w  funkcjonowa
niu pierścienia kohezynowego i założy, że kompleks ten jest 
dynamiczny, to regulator kohezji Ecolp lub Pds5p mogłyby 
inicjować otwarcie pierścienia, który po przejściu widełek 
replikacyjnych natychmiast byłby zamykany [43],

Z kolei drugi model, zakładający budow ę kompleksu 
typu „kajdanki", uwzględnia od początku aktywności ace- 
tylazy Ecolp w ustanowieniu kohezji (Ryc. 7). Białko Ecol, 
prawdopodobnie wraz z białkiem Pds5, miałoby w pływ na 
zmianę konformacji kompleksów. Uważa się, że acetylacja/ 
deacetylacja podjednostki Smc3p odsłania powierzchnie 
kontaktu pom iędzy podjednostkami kompleksów kohe
zyjnych (szerzej opisane dalej), umożliwiając połączenia 
pomiędzy częścią pierścieni deponowanych w fazie G1 a 
pierścieniami deponowanym i w fazie S.

REGULACJA KOHEZJI

Raz ustanowiona kohezja pom iędzy chromatydami musi 
być utrzym ana do rozpoczęcia anafazy. Za utrzym anie ko
hezji do tego m om entu odpowiedzialne są co najmniej trzy 
białka: ssaczy homolog Irrl — STAG2, Pds5 i W ap l/R ad ó l. 
Rola drożdżowego białka Irrl w  tym procesie nie jest usta
lona, choć homologi Irrl są trwale związane z pozostałymi 
elementami kompleksu kohezyjnego. Wiązanie Pds5p jest 
mniej stabilne i mało poznane. Białko W apl u  drożdży jest 
niezbędne do utrzym ania kohezji, zaś jego odpowiednik 
W apl u zwierząt ułatwia dysocjację kohezyny z ramion 
chromosomów w profazie i prometafazie oraz zwiększa 
dynamikę oddziaływań tego kompleksu z chromatyną w 
interfazie [30].

Białko Pds5, zachowane ewolucyjnie wśród Eukaryota, 
jest niezbędne do życia komórek [48], Jest duże (m. cz. 147 
kDa) i zawiera powtórzenia HE AT, podobnie jak Irr lp  i 
Scc2p. Pds5p nie jest stałym elementem kompleksu kohe
zyjnego, ale lokalizuje się na chromosomach, tak jak kohe
zyny. Wiadomo, że oddziałuje ono bezpośrednio z acetyla- 
zą Ecolp, białkiem W apl oraz z podjednostką kompleksu

kohezyjnego Irrlp , co również sugeruje potencjalną funkcję 
tej podjednostki w  regulacji kohezji [18].

W literaturze dotyczącej regulacji kohezji pojawił się 
n iedawno termin „antiestablishment activity" na oznaczenie 
procesu, który zapobiega ustanowieniu kohezji w  fazie S. 
W mechanizmie tym  uczestniczą białka Pds5 i W apl, które 
przypuszczalnie tworzą kompleks, wiążący się z kohezy- 
nami i uniemożliwiający ustanowienie kohezji poprzez sta
bilizację pierścienia kohezyjnego. Zaproponow ano zatem 
inny model ustanowienia i utrzym ania kohezji siostrzanych 
chromatyd. W edług tego m odelu Ecolp, acetylując kohe- 
zynę Smc3p, chwilowo osłabia oddziaływanie komplek
su W aplp-Pds5p z pierścieniem kohezynowym  i ułatwia 
ustanowienie kohezji. Przypuszczalnie acetylacja Smc3p 
zmienia konfigurację kohezyn, osłabiając ich powinowac
two do W apl-Pds5p. Miejsca acetylacji Smc3p znajdują się 
blisko domeny ATPazowej niezbędnej do wiązania z DNA 
[18,45,49],

SEGREGACJA SIOSTRZANYCH CHROMATYD

Prawidłowe przyczepienie mikrotubul wrzeciona po
działowego do kinetochorów zlokalizowanych w obszarach 
centromerowych chromosomów, osiągające kulminację w 
metafazie, inicjuje wyłączenie punkt kontrolnego wrzeciona 
podziałowego (SAC, ang. Spindle Assembly Complex) i akty
wuje kompleks A P C /C  (ang. Anaphase Promoting Complex/ 
Cyclosome). Kompleks A PC /C , zwany inaczej kompleksem 
anafazowym lub cyklosomem, jest ligazą ubikwitynową 
składającą się z kilkunastu podjednostek. Aktywność cyklo- 
somu jest niezbędna do segregacji chromosomów, wyjścia 
komórki z mitozy oraz w etapie przygotowującym kom ór
kę do syntezy DNA [50], Specyficzność substratowa AP
C /C  w cyklu kom órkowym  regulowana jest przez dodat
kowe elementy (kofaktory) Cdc20p i C dh lp , przyłączane 
do podstawowego kompleksu. Białko Cdc20, wiążąc się z 
cyklosomem, ukierunkowuje jego specyficzność na cyklinę 
B i sekurynę Pdsl. Przyłączenie tego kofaktora zachodzi w 
profazie i sprzyja mu dodatkowa regulacja - fosforylacja 
podjednostek cyklosomu. Kompleks APC/C-Cdc20 mimo 
to nie jest aktywny aż do m om entu prawidłowego (dwubie
gunowego) ustawienia kinetochorów siostrzanych chroma

tyd względem  wrzeciona. Do tego mom entu punkt 
kontrolny wrzeciona podziałowego SAC utrzymuje 
cyklosom w stanie nieaktywnym. Jest to mecha
nizm, który opóźnia postęp cyklu komórkowego 
wtedy, gdy wrzeciono podziałowe nie zostało pra 
widłowo złożone, a kinetochory są nieprawidłowo 
przyczepione i źle zorientowane. SAC praw dopo
dobnie przekazuje na drodze dyfuzji sygnał, który 
hamuje kompleks APC/C-Cdc20. Elementami SAC 
jest wiele białek wewnętrznych kinetochoru, które 
wiążąc się z APC/C-Cdc20 hamują specyficznie 
jego aktywność wobec sekuryny i cyklin B [50]. W 
wyniku aktywacji A P C /C  następuje ubikwityna- 
cja i degradacje wielu substratów tego kompleksu, 
m.in. P d s lp  (sekuryny) oraz cyklin B (ClbB). Wobec 
separazy E sp lp  sekuryna pełni podwójną funkcję: 
jest jej białkiem opiekuńczym  (ang. chaperone) i in
hibitorem. Oba białka, P dsl i Espl, są zachowane w 
ewolucji wśród Eukaryota.

Smc1

Smc3

siostrzane chromatydy

Rycina 8. Rozpad kom pleksu kohezyjnego podczas przejścia z m etafazy do anafazy. W anafazie 
aktyw na sepraza przecina podjednostkę Scclp (kolor żółty), w  w yniku czego następuje rozpad 
kom pleksu (utrata kohezji), a chrom atydy, rozciągane p rzez m ikrotubule (nieuw zględnione na 
rysunku), rozchodzą się do biegunów  kom órkowych.
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Separaza E splp  jest podobną do kaspaz protezą cyste
rnową, której aktywność jest sygnałem do wyjścia komórki 
z mitozy [51,52]. W interfazie i wczesnej mitozie sekuryna 
P d s lp  wiąże się z seprazą, uniemożliwiając jej rozpozna
nie substratu  - podjednostki Scclp kompleksu kohezyjne
go. Aktywność separazy reguluje również cyklinozależna 
kinaza C d k l (ClbB-Cdkl). Degradacja sekuryny i cyklin 
B umożliwia aktywację separazy [50], Aktywna separaza 
przecina kleizynę Scclp w dwóch miejscach, co prow adzi 
do rozpadu kompleksu kohezyjnego, oddysocjowania ko- 
hezyn od chromosomów i rozdzielenia siostrzanych chro
matyd (Ryc. 8). Proteolityczną degradację Scclp ułatwia 
jej dodatkow a fosforylacja przez kinazę Cdc5. Powstałe po 
przecięciu fragmenty Scclp są ubikwitynowane i degrado
wane od N-końca. W kolejnym cyklu kom órkowym  poziom 
kleizyny Sccl wzrasta w  fazie G l, praw dopodobnie w w y
niku inaktywacji A PC /C  i akumulacji sekuryny [3],

U wyższych Eukaryota, w przeciwieństwie do drożdży 
S. cerevisiae, u trata kohezji chromatyd siostrzanych jest 
dwustopniowa. Pierwszy etap zachodzi w  profazie, a na 
stępny - w  anafazie mitozy. Zanik kohezji w  profazie do
tyczy ram ion chromosomów, jest niezależny od degradacji 
Scclp i indukow any aktywnością kinaz Piki i Aurora B. 
Kinaza P ik i destabilizuje kompleks kohezyjny w wyniku 
fosforylacji jednej z jego podjednostek — STAG2, hom olo
ga Irr lp  [5,53]. Kinaza Aurora B praw dopodobnie reguluje 
inne czynniki biorące udział w tym  procesie. Utrata kohe
zji w profazie, oprócz fosforylacji STAG2, wym aga obec
ności białka W apl [30]. Jak już wspomniano, białko W apl 
kontroluje dynamikę oddziaływań pomiędzy chromaty- 
ną i kohezynami. Możliwe, że fosforylacja STAG2 ułatwia 
w iązanieW aplp, wspomagając oddysocjowanie kohezyn 
od chromatyny [17], Utrata kohezji w  rejonie peri- i centro- 
merowym  zachodzi dopiero w anafazie. Kohezja w okolicy 
centromeru jest niezbędna do biorientacji i prawidłowego 
przyczepu kintochorów, dlatego musi być utrzym ana w 
tracie profazy. Ochronę kohezji w tym regionie zapew nia
ją shugoshina (Sgol) (opisana także poniżej) oraz fosfata
za PP2A, która defosforyluje STAG2 [54,55]. Shugoshina 
ochraniająca fizycznie kohezję centromerową jest substra- 
tem A P C /C  i znika w anafazie, odsłaniając Scclp. Kinaza 
Polo z kolei fosforyzuje Scclp, ułatwiając jego proteolitycz
ną degradację przez separazę [30], Utrata kohezji w anafazie 
zachodzi podobnie jak u drożdży, z tą różnicą, że u innych 
Eukaryota centromer jest znacznie większy niż u drożdży, 
dlatego kinetochory przyłączają większą liczbę mikrotubul.

A B

Rycina 9. Sposób przyłączania kinetochorów  do w łókien m ikrotubul w mitozie i 
mejozie. A - w  mitozie oraz w  mejozie II kinetochory (czerwone) są przyczepione 
do m ikrotubul (czarne kreski) w ychodzących z przeciwległych biegunów  w rze
ciona podziałow ego (bipolarnie). B - w  pierw szym  podziale mejotycznym kine
tochory chrom atyd siostrzanych są przyczepione do m ikrotubul wychodzących z 
tego sam ego bieguna (m onopolarnie).

KOHEZJA W MEJOZIE

Mejoza jest wyspecjalizowanym podziałem komórko
wym, w wyniku którego z komórki diploidalnej powstają 
cztery haploidalne o zredukowanej o połowę liczbie chro
mosomów. U S. cerevisiae mejoza prow adzi do powstania 
worka zawierającego cztery haploidalne spory. W trakcie 
mejozy, po replikacji DNA, zachodzą dwie rundy segrega
cji chromosomów (mejoza I i mejoza II), z których pierwsza 
jest podziałem redukcyjnym, a druga przypom ina mitozę 
[56]. W trakcie mejozy I zachodzą trzy unikatowe zdarze
nia: i) crossing-over pomiędzy sparowanym i chromosoma
mi homologicznymi, w trakcie którego powstają chiazmy i 
zachodzi w ym iana fragmentów DNA; ii) jednobiegunowe 
(monopolarne) przyłączenia obydw u siostrzanych kineto
chorów chromosomów homologicznych do mikrotubul; 
iii) stopniowa utarta kohezji siostrzanych chromatyd. W 
trakcie anafazy I kompleksy kohezyjne oddalone od chiazm 
są usuw ane z ramion chromosomów, podczas gdy kohe
zja ustanowiona w rejonie pericentromerowym musi być 
utrzym ana aż do anafazy mejozy II.

Utarta kohezji ramion chromosomów umożliwia roz
dzielenie całych chromosomów homologicznych. Segre
gacja siostrzanych chrom atydy zachodzi dopiero podczas 
drugiego podziału mejotycznego wyniku proteolitycznej 
degradacji mejotycznego odpowiednika kleizyny Sccl — 
białka Rec8. W wyniku zainicjowania mejozy dochodzi do 
wymiany kleizyny Sccl na Rec8p. Nie jest to wymiana cał
kowita, bowiem na chromatynie pozostaje niewielka pula

Tabela 2. Białka tworzące kom pleks kohezyjny w mejozie z uw zględnieniem  nazew nictw a specyficznego dla różnych organizm ów .

Saccharom yces
cerevisiae

Schizosaccharom yces
pom be

D rosph ila
m elan ogaster

X enopus
la ev is

H om o sapiens

Smcl Psml SMC1 SMC1 SMClß

Smc3 Psm3 SMC3 SMC3 SMC3

Sccl
Rec8*

Rad21
Rec8*

RAD21
RAD21
REC8

RAD21/SCC1

I r r l /  Scc3
Irrl

Reell*

DSA1
DSA2* SAI, SA2

SAI/ST AGI 
SA2/STAG2 
SA3/STAG3*

‘oznaczono podjednostki specyficzne dla mejozy.
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Scclp. Kleizyna Rec8, podobnie jak Scclp, ma odpow ied
niki u innych organizmów (Tabela 2) i uczestniczy w kohe
zji centromerów siostrzanych oraz - u roślin i S. pombe - w 
m onopolarnym  przyłączeniu kinetochorów chromatyd sio
strzanych [32,57], Oprócz funkcji w kohezji, Rec8p jest nie
zbędne w innych procesach niezależnych od kohezji, m.in. 
w tworzeniu chiazm i w rekombinacji DNA. Niewielkie ilo
ści mitotycznej kleizyny Scclp nie pełnią specyficznych dla 
mejozy funkcji, ich rola jest nieznana. Zwiększenie ekspresji 
genu SCC1 w  mejozie nie znosi efektów braku genu REC8 
[58].

Podczas mejozy kohezja siostrzanych chromatyd ustano
wiona jest w  premejotycznej fazie S. Utrata kohezji w trakcie 
mejozy zachodzi stopniowo, najpierw z ramion, a następ
nie z centromerów. Rejony pericentromerowe zachowują 
kohezję najdłużej. Białko Sgol (wspomniane już powyżej) 
odpowiedzialne za ochronę tej kohezji zidentyfikowano po 
raz pierwszy w drożdżach [60], Shugoshina (po japońsku 
„strażnik duszy") jest zachowana w ewolucyji u Eukaryota. 
U S. pombe i wyższych organizmów występują dw a homo- 
logi: Sgolp  i Sgo2p. Jeden z nich jest obecny w mitozie, a 
drugi w mejozie. W komórkach pozbawionych Sgol, w ana- 
fazie I Rec8p znika z ramion i z centromerów, co prowadzi 
do przedwczesnej separacji siostrzanych chromatyd i przy
padkowej segregacji chromosomów w dalszych etapach 
mejozy [60].

Centromerowa lokalizacja Sgolp  zależy od zachowanej 
w ewolucji kinazy Bublp, elementu punktu kontrolnego 
wrzeciona podziałowego [55]. Ostatnio dowiedziono, że za
równo u S. pombe, jak i w  komórkach człowieka za rekruta
cję Sgolp do regionu pericentromerowego odpowiedzialne 
jest białko heterochromatynowe Swi6 [61]. Sgolp  tworzy 
ponadto kompleks z ważną dla życia komórki fosfatazą 
PP2A. Inaktywacja tej fosfatazy daje takie same fenotypy 
jak mutacje w genie SGOl - powoduje zaburzenia w ochro
nie kohezji rejonów pericentromerowych i losową segre
gację chromosomów w mejozie II [55]. Z kolei efektywna 
degradacja Rec8p przez separazę wym aga obecności innej 
specyficznej kinazy - Plklp. Fosforylacja przez tę kinazę uła
twia przecięcie Rec8. W rejonie centromerowym fosforylacji 
Rec8p zapobiega kompleks Sgol-PP2A [62],

ORIENTACJA KINETOCHORÓW PODCZAS MEJOZY

W komórkach dzielących się mitotycznie bipolarna 
orientacja kinetochorów chromatyd siostrzanych (Ryc. 9A) 
zapewnia prawidłową segregacje chromosomów, a właści
wie pojedynczych chromatyd, do przeciwległych biegunów 
dzielącej się komórki. W trakcie mejozy w pierwszym po
dziale mejotycznym (redukcyjnym) segregacji poddane są 
całe chromosomy homologiczne. Napięcie pom iędzy homo- 
logami, przeciwstawiające się siłom wrzeciona, zapewnia 
kohezja w rejonie centromerowym chromatyd siostrzanych, 
obecność chiazm pomiędzy homologami oraz monoorien- 
tacja kinetochorów chrom atyd siostrzanych. Kinetochory 
siostrzanych chromatyd zmieniają swoją geometrię, zapew 
niając ich monopolarny przyczep do włókien wrzeciona po
działowego wychodzącego z jednego bieguna (Ryc. 9B).
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Trójwymiarowa ultrastruktura mejotycznego wrzeciona 
podziałowego S. cerevisiae wskazuje, że para siostrzanych 
kinetochorów przyczepiona jest do jedynej mikrotubu- 
li [63], Przypuszcza się zatem, że m onopolarny przyczep 
może wynikać z fuzji siostrzanych centromerów (kineto
chory zachowują się jak pojedynczy) lub spowodowany 
jest inaktywacją jednego kinetochoru z pary. W przeciwień
stwie do drożdży S. cerevisiae, u wyższych organizmów eu
kariotycznych w  mejozie obydwa kinetochory siostrzane 
wiążą się z mikrotulami [64], U S. cerevisiae monoorienta- 
cja kinetochorów chromatyd siostrzanych w  mejozie I w y
maga kompleksu monopoliny, na który składają się białka 
M am l, C sm l i Lrs4. Kompleks ten w metafazie I lokalizuje 
się na kinetochorze [58,65]. M am l jest białkiem specyficz
nym  dla mejozy, podczas gdy Lrs4 i Csm l są stale obecne 
w komórkach mitotycznych i mejotycznych. W komórkach 
wegetatywnych Lrs4 i C sm l tworzą kompleks zlokalizowa
ny na terenie jądra, a w komórkach podejmujących podział 
redukcyjny przesuwają się wraz z M am lp  na kinetochor tuż 
przed metafazą I. Brak którejkolwiek podjednostki kom
pleksu monopoliny powoduje biorientację kinetochorów 
chromatyd siostrzanych w mejozie I [58,65], Krytycznym 
elementem w ustanowieniu monoorientacji jest rekrutacja 
zachowanej w  ewolucji kinazy kazeinowej 1 (Hrr25) do 
centromerów [66]. Asocjacja podjednostek kompleksu m o
nopoliny regulowana jest również przez kinazę Cdc5 oraz 
przez specyficzne dla mejozy białko Spol3, niezbędne do 
utrzymania kompleksu monopolarnego na kinetochorze w 
trakcie metafazy I [67],

Kompleks monopolarny praw dopodobnie nie był zacho
wany w trakcie ewolucji. Drożdże S. pombe mają podobne 
do Csm l białko Pcsl, jednakże jest ono niezbędne tylko w 
trakcie mitozy i mejozy II [65]. Zarówno w  S. pombe, jak i 
u Arabidopsis thaliana, w monoorientacji kinetochorów w 
mejozie I niezbędna jest mejotyczna kleizyna Rec8p lokali
zująca się specyficznie na centromerze [57,68], Ponadto, u 
S. pombe czynnikiem regulującym m onopolarną orientację 
kinetochorów jest białko kinetochorowe M oal. W profazie/ 
metafazie I znajduje się ono w centralnym rdzeniu centro- 
meru i zanika w anafazie I [59],

INNE FUNKCJE KOHEZYN

Wiadomo od pewnego czasu, że do prawidłowej segre
gacji chromosomów niezbędna jest jedynie kohezja rejonów 
centromerowych. Kohezja w obrębie ramion nie jest ko
nieczna i przypuszczalnie ma inne znaczenie biologiczne. 
Kohezyny, zależnie lub też niezależnie od ich funkcji kohe
zyjnych, mogą uczestniczyć w różnych procesach w kom ór
ce: naprawie DNA, morfogenezie chromosomów, regulacji 
ekspresji genów [69], Poniższe przykłady potwierdzają wie- 
lorakość funkcji kohezyn.

Mutacje w  genach kodujących kohezyny u S. pombe i Xe- 
nopus laevis powodują nadwrażliwość na substancje uszka
dzające DNA, w  tym na promieniowanie UV, kamptote- 
cynę, hydroksymocznik [13]. Wrażliwość m utantów  na te 
substancje wspiera pogląd, według którego kohezja chro
matyd siostrzanych popraw ia efektywność rekombinacyj- 
nej napraw y DNA poprzez zapewnienie bliskiego kontaktu
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z matrycą [70]. Początkowo sądzono, że bliskość chromatyd 
jest utrzym ywana przez niezależną od napraw y DNA kohe
zję ustanowioną w fazie S, niezbędną do prawidłowej segre
gacji chromosomów. Obecnie wiadomo, że do efektywnej 
poreplikacyjnej napraw y DNA niezbędne jest dodatkowe 
ustanowienie kohezji.

Jak już kilkakrotnie wspominano, specyficzna i komplek
sowa odpowiedź komórki na pęknięcia dwuniciowe DNA 
(DSB) indukuje kohezję w fazie G 2/M  [41,42], Wiadomo, 
że w pobliżu pęknięcia DNA następuje szybka fosforylacja 
histonu H2AX, należącego do podrodziny histonów H2A 
[71]. Fosforylacji tej dokonują główne regulatory napraw y 
DNA: M eclp i Tellp. W iadomo też, że w odpowiedzi na 
uszkodzenie DNA następuje aktywacja acetylotransferazy 
Ecolp regulującej ustanawianie kohezji. W niedawno opu 
blikowanym artykule dowiedziono, że w kohezji induko
wanej przez pęknięcia dwuniciowe szczególną rolę odgry
wa podjednostka Scclp [72], Powstanie pęknięcia aktywuje 
kinazę C hklp , efektor punktu kontrolnego rejestrującego 
uszkodzenia DNA, która fosforyluje zachowaną w ewolucji 
resztę seryny w pozycji 83 w Scclp. Ta reszta seryny jest 
zlokalizowana w domenie oddziałującej z drugą podjed- 
nostką rdzenia kohezynowego - Smc3p. Ponieważ Smc3p 
jest ponadto substratem Ecolp, także aktywowanego przez 
DSB, jest więc możliwe, że modyfikacje w Scclp i Smc3p w 
obrębie kontaktujących się domen obu białek są istotne dla 
ustanowienia dodatkowej kohezji w fazie G 2/M .

Fenotypy m utantów w genach kodujących kohezyny w 
S. pombe i wyższych Eukaryota sugerują udział tych białek 
także w morfogenezie chromosomów, zarówno w mitozie, 
jak i w mejozie. Zaobserwowano, że w mejozie kompleksy 
kohezyjne są głównym składnikiem osi chromosomów [73]. 
Obecność tych kompleksów jest niezbędna do utworzenia 
kompleksu synaptonemalnego, białkowej struktury, która 
tworzy się pomiędzy chromosomami homologicznymi i 
jest niezbędna w mejotycznym parowaniu chromosomów, 
tworzeniu chiazm i rekombinacji. Chociaż molekularne 
mechanizmy tych zjawisk nie są znane, uw aża się, że kom 
pleksy kohezyjne mogą pełnić funkcję platformy, na której 
organizują się inne kompleksy organizujące chromosomy. 
Zaobserwowano również, że zmiana poziomu kohezyn w 
komórkach S. cerevisiae i S. pombe powoduje hipo- lub hiper- 
kondensację chromosomów [74,75]. Powyższe obserwacje 
sugerują istotny udział kohezyn w utrzym yw aniu struktury 
chromosomów.

Kohezyny jako potencjalne elementy ograniczające spe
cyficzne obszary chromatynowe oraz jako platformy do 
składania dużych kompleksów białkowych praw dopodob
nie mają znaczenie w  regulacji transkrypcji. Pierwsze bada
nia łączące kohezyny z ekspresją genów przeprow adzono w 
D. melanogaster i drożdżach. Wykazano, że białko Nipped-B, 
ortolog drożdżowego Scc2p, jest niezbędne do regulowania 
na daleki dystans (ang. long-range activation) aktywności 
genu homeotycznego cut u D. melanogaste [76]. Stwierdzono 
również, że w S. cerevisiae kohezyny pełnią funkcje elemen
tów limitujących wyciszanie transkrypcji w regionach sąsia
dujących z kasetą koniugacyjną HMR [77]. Z  kolei STAG2, 
ludzki homolog kohezyny Irrl, posiada motyw LXXL za
chowany w  ewolucji w rodzinach białek pełniących funkcje
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koaktywatorów transkrypcji. Wykazano, że STAG2 wzmac
nia aktywność promotora czynnika matrwicy nowotworu 
TNFa, a także CD69 oraz HIV-LTR zależnych od czynni
ka transkrypcyjnego NF-kappa B. STAG2 przyłącza się do 
transaktywacyjnej domeny p65/RelA czynnika NF-kappa B 
i wzmacnia jego aktywność [78].

Przeprowadzone ostatnio na dużą skalę doświadczenia 
immunoprecypitacji chromatyny wykazały kolokalizację 
kohezyn z białkiem CTCF [79,80], CTCF jest białkiem za
chowanym  w ewolucji wśród kręgowców. Pełni ono funk
cje ograniczające oddziaływania pomiędzy enhancerem 
(wzmacniaczem) a promotorem, wiążąc się z izolatorami 
(sekwencjami DNA, które wraz z przyłączonymi białkami 
mają zdolność ochrony genu lub większego obszaru geno
mu przed wpływam i enhancerów). ST AGI wiąże się prefe
rencyjnie z DNA sekwencji wiążącej CTCF izolatora c-Myc. 
U myszy wykazano, że kohezyny w fazie G2 i G l, w raz z 
CTCF, kontrolują imprinting locus H19/IGF2 [81]. Rozre
gulowana ekspresja genu kodującego CTCF związana jest 
z syndrom em  Beckwith-Wiedemann. Pacjenci z tym syn
drom em  narażeni są na wysokie ryzyko rozwoju now otw o
rów. Jedynym do tej pory przykładem  pozytywnej regulacji 
transkrypcji z udziałem kohezyn jest morfogeneza neuro 
nów, w której niezbędne są białka STAG2 i Sm clp  [82].

KOHEZYNOPATIE

Choroby wynikające z zaburzenia kohezji u ludzi nazy
wane są kohezynopatiami. Najczęstszą chorobą jest zespół 
Downa (trisomia 21 chromosomu), którego przyczyną jest 
nondysjunkcja chromosomu 21 w trakcie mejozy oocytów 
[83]. Mimo stosunkowo dużej częstości występowania (1 
na 800-1000 urodzeń), molekularne mechanizmy pow sta
wania zespołu Downa nie są znane. Inne trisomie zachodzą 
z różną częstością, ale niektóre, np. trisomia chromosomu 
13 lub 18, są trudne do śledzenia, gdyż powodują letalność 
embrionów. Częstość nondysjunkcji jest większa w mejozie 
oocytów starszych kobiet, bowiem dodatnio współzależy 
od wyższej częstości niesparowanych chromosomów oraz 
od ich przedwczesnej segregacji [84],

Mutacje w  genach kodujących niektóre kohezyny lub 
białka regulujące kohezję są związane z zespołami Cornelii 
de Lange i Robertsa, czyli fokomelią, zaburzeniami rozwo
jowymi [85]. Połowa przypadków  pierwszego zespołu jest 
związana z mutacją w genie NIPBL kodującym ludzki or
tolog białka Scc2 niezbędnego do deponowania komplek
sów kohezyjnych, a kilka - z mutacją w  genach SMC1 lub 
SMC3 — ATPaz, pełniących funkcję rdzenia kompleksu 
kohezyjnego. Mutacje te są semi-dominujące, ale w kom ór
kach pacjentów z tymi syndrom am i nie ma wyraźnie zabu
rzonej segregacji chromosomów. Przypuszcza się więc, że 
defekty te mogą dotyczyć zaburzonej funkcji kohezyn w re
gulacji transkrypcji. Zespół Robertsa różni się klinicznie od 
syndrom u Cornelii de Lange i spow odow any jest mutacją 
w  genie ESC02, który koduje ludzki ortolog acetylotransfe
razy Ecolp, niezbędnej w ustanowieniu kohezji chromatyd 
siostrzanych. Mutacje w  ESC02 powodują zaburzenia w 
kohezji centromerów chromosomów oraz ramion chromo
somu Y.
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PODSUMOWANIE

Pierwsze obserwacje segregacji chromosomów miały 
miejsce około 150 lat temu, zaś prace nad poznaniem me
chanizmów molekularnych tego zjawiska trwają od około 
30 lat. Pomimo tego że nagrom adzono szereg obserwacji i 
wniosków, nie stworzono dotąd spójnego i kompletnego 
opisu tego procesu. W ydawało się, że kompleks kohezyjny, 
zidentyfikowany pod koniec lat 90-tych XX wieku, będzie 
najważniejszym czynnikiem odpowiedzialnym  za wierność 
segregacji. Na podstawie badania głównego organizmu 
modelowego - drożdży S. cerevisiae stworzono jednopier- 
ścieniowy model budow y kompleksu i zaproponow ano 
sposób funkcjonowania. Jednakże systematyczne badania 
elementów kompleksu zamiast przyczyniać się do dopre
cyzowania sposobu jego funkcjonowania - dostarczają co
raz więcej pytań. Obecnie kwestionuje się uniwersalność 
jednopierścieniowego modelu dla wszystkich Eukaryota, u 
organizmów wyższych bardziej niż jednopierścieniowy — 
staje się popularny model kajdanek. Ponieważ pojawiają 
się coraz liczniejsze prace dotyczące dodatkowych (nie w 
kohezji) ról odgrywanych przez kohezyny i białka regulu
jące kohezję, zaczyna się przypuszczać, że utrzym ywanie 
przylegania chromatyd to tylko jedno z zadań kompleksu. 
Proponuje się, że zasadniczą funkcją kohezyn mogłoby być 
usuwanie białek, RNA i zmian topologicznych DNA, któ
re były niezbędne w trakcie funkcjonowania chromatyny 
w interfazie mitozy [86], W ten sposób kohezyny przygo
towywałyby chromosomy do kondensacji i późniejszej se
gregacji. Kolejne lata zapewne pozwolą na weryfikację tych 
przypuszczeń.
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ABSTRACT

Faithful chromosome segregation in mitosis and meiosis requires the presence of the sister chromatid cohesion complex. The complex, which 
was initially identified and characterized in yeast Saccharom yces cerevisiae, and subsequently detected in other E ukaryo ta , is composed of 
four evolutionarily conserved core subunits (cohesins) Smcl, Smc3, Sccl/Mcdl and Irrl/Scc3. Apart from the core proteins, accurate segre
gation requires also elements necessary for the deposition of cohesins and for the establishment and the regulation of cohesion. There are 
several models of cohesin structure and functioning. The oldest and the most popular ring model is currently replaced by the handcuff model. 
Regulation of cohesion is not very well established but the regulatory role of the Ecol, Irrl — STAG2, Pds5 and Wapl/Rad61proteins seems 
undoubted. Meiotic cohesion differs from cohesion in mitosis and requires the specific Rec8 and Sgol proteins. Apart from the main function 
— the participation in chromosome segregation — cohesins are also involved in the regulation of transcription, DNA double-strand break 
repair and chromosome morphogenesis. Here we characterize elements of the complex, and describe models of the complex functioning. 
Moreover, we discuss the regulation of sister chromatid cohesion in mitosis and meiosis and, additionally, we describe atypical functions of 
cohesins.
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HINT1 — nowy supresor nowotworów w rodzinie białek HIT

STRESZCZENIE

H INT1 (ang. h istid in e  tr ia d  n u cleo tide-b in d in gpro te in )  należy do najstarszej ewolucyjnie 
gałęzi rodziny białek HIT (ang. h istid in e  tr ia d  prote ins). Enzym ten jest fosforoamidazą 

i katalizuje hydrolizę wiązania P-N w następujących substratach: AMP-NHy AMP-lizynie, 
AMP-alaninie. Fizjologiczna i komórkowa rola HINT1 pozostaje niewyjaśniona. Coraz wię
cej badań wskazuje na to, że HINT1 może być obok FHIT (ang .fra g ile  h istid itie  tr ia d  protein) 
nowym białkiem supresji nowotworów w rodzinie białek HIT. Ostatnie doniesienia suge
rują rolę HINT1 w hamowaniu aktywności czynników transkrypcyjnych, takich jak API 
(ang. a c tiv a to r  prote in), MITF (ang. m icro p h th a lm ia -a sso c ia ted  tran scrip tion  fac to r)  i USF2 
(ang. upstream  tran scrip tion  fa c to r  2), a także wpływ na transkrypcję genów szlaku Wnt/P- 
kateniny. Wydaje się, że zadaniem HINT1 w komórce jest regulacja procesów transkrypcji 
i z tym związana jest jego potencjalna rola jako supresora nowotworów. W dalszym ciągu 
niewiele wiadomo na temat klinicznego znaczenia zmiany ekspresji HINT1 w odniesieniu 
do powstawania nowotworów. Istnieją jednak doniesienia literaturowe wskazujące, iż po 
indukcji czynnikami kancerogennymi komórki z obniżoną ekspresją HINT1 wykazują sta
tystycznie znamienny wzrost podatności na wystąpienie nowotworów.

WPROWADZENIE

HINT1 należy do białek triady histydynowej HIT, a jego homologi w ystępu
ją we wszystkich organizmach [1], Charakterystycznym elementem struktury 
rodziny tych białek jest, znajdujący się na C-końcu, m otyw HiscpHiscpHiscpcp (cp 
- reszta am inokwasu hydrofobowego), stanowiący enzymatyczne centrum  kata
lityczne [2], Białka HIT są enzymami należącymi do grupy hydrolaz lub trans- 
feraz nukleotydylowych. Ze względu na strukturę, specyficzność substratową 
oraz mechanizm działania, enzymy te można podzielić na pięć podklas, przy 
czym HINT1 należy do pierwszej i najstarszej ewolucyjnie gałęzi. Do tej gru
py należy również HINT2, białko mitochondrialne charakterystyczne tylko dla 
ssaków, którego nadekspresja indukuje apoptozę [3]. Przedstawicielem drugiej 
podklasy jest białko FHIT o aktywności hydrolazy dinukleozydopolifosfora- 
nów (Ap3A i Ap4A). FHIT jest białkiem supresorowym  (pro-apoptotycznym), 
biorącym udział w  kontroli cyklu komórkowego i indukcji apoptozy [4,5]. Trze
cią podgrupę reprezentuje enzym GalT (urydylylotransferaza galaktozo-l-fo- 
sforanowa), który przekształca galaktozę w glukozę. Defekty tego białka obja
wiają się galaktozemią - ciężką chorobą o podłożu genetycznym [6]. Dcps (ang. 
scavenger decapping enzyme) jest przedstawicielem czwartej podklasy i wykazuje 
zdolność usuw ania m 7GMP z m 7G pppN  pozostałych po zdegradow aniu mRNA 
[7], Ostatnią piątą grupę reprezentuje białko o nazwie aprataksyna, które, jak 
ostatnio wykazano, odgrywa ważną rolę w  procesie napraw y DNA. Enzym ten 
usuw a AMP z 5'-końca pękniętej lub rozciętej jednej nici DNA, a następnie kata
lizuje ligację obu końców tej nici [8]. Mutacje aprataksyny prow adzą do ataksji, 
autosomalnej recesywnej choroby neurodegeneracyjnej AOA1.

Obecność genów rodziny HIT stwierdzono w ok. 30 gatunkach, od myko- 
plazm po rośliny, zwierzęta i człowieka [9]. Pierwsze w zm ianki o białku HINT1 
pojawiły się w  połowie lat 80-tych w trakcie badań nad inhibitorami kinazy biał
kowej C. N azywane wówczas PKC-I (ang. protein kinase C inhibitor) białko H in tl 
o masie 17 000 Da zostało wyizolowane z komórek m ózgów bydła i sklasyfiko
wane jako inhibitor kinazy białkowej C, zależny od jonów Ca2+ [10]. Ponieważ 
inhibitory PKC były ważnym  narzędziem  do badań nad funkcją tego enzymu 
w  regulacji, wzroście i różnicowaniu się komórek, prow adzono liczne badania, 
mające na celu określenie właściwości i rozmieszczenia nowo odkrytego białka. 
U zwierząt zaobserwowano jego wysoką syntezę, m.in. w  wątrobie, nerkach, 
mózgu i sercu, natomiast w  żołądku, aorcie, jelicie i tchawicy poziom  tego białka 
był niższy [11]. Na przykładzie analizy składu aminokwasowego białka H in tl 
bydła, wykazano obecność sześciu reszt histydynowych w C-końcowym frag
mencie łańcucha polipeptydowego [12], Badania struktury drugorzędowej za
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pomocą 1H  NMR i analiza procesu wym iany wodór-deuter 
w widmie zarejestrowanym w D20  udowodniły, że spośród 
czterech widocznych reszt histydynowych jedynie jedna 
jest dostępna na powierzchni cząsteczki w  roztworze, a trzy 
pozostałe, oddzielone od siebie tylko przez reszty hydro
fobowe w kolejności HtpHcpHcpcp, znajdują się wew nątrz 
sfałdowanego białka. W ten sposób odkryto obecność m o
tywu trzech reszt histydyny na C-końcu białka. Późniejsze 
doniesienia zakwestionowały fizjologiczną rolę HINT jako 
inhibitora kinazy białkowej C. Ostatecznie potwierdzono 
wyniki tych badań, gdy zidentyfikowano geny kodujące 
białka H in tl u Mycoplasma genitalium, które to organizmy 
nie posiadały genów kodujących kinazę białkową C (PKC) 
ani żadną inną kinazę podobną do eukariotycznych [9],

BADANIA KRYSTALOGRAFICZNE I 
CHARAKTERYSTYKA SUBSTRATÓW

Badania krystalograficzne HINT1 były prow adzone rów 
nolegle w  dwóch zespołach. W roku 1996 przeprow adzono 
analizę strukturalną białka HINT1 człowieka [13], Aczkol
wiek nie zaobserwowano obecności jonów cynku w bada
nych kryształach, sugerowano że dwie z trzech reszt histy
dyny m otywu HcpHcpHcpcp (H isll2  i H isll4 ) oraz His51 są 
praw dopodobnie zaangażowane w wiązanie jonu cynku. W 
roku 1997 opublikowano badania, które ostatecznie zaprze
czyły hamującej aktywności enzym u HINT1 wobec kinazy 
białkowej C, a także wykluczyły postulowaną dotychczas 
zdolność enzym u do wiązania jonów Zn2+ przez motyw 
histydynowy [9]. Ponadto, porównano sekwencję HINT1 z 
jego homologiem FHIT, który sklasyfikowano jako asyme
tryczną hydrolazę Ap4A, co pomogło zidentyfikować grupę 
potencjalnych substratów dla enzymu HINT1. Badania kry
stalograficzne H in tl królika (rHintl), także w kompleksie 
z adenozyną, GMP i 8-Br-AMP, dostarczyły informacji, iż 
enzym ten posiada domeny (także m iędzy innymi triadę hi- 
stydynową) zaangażowane w wiązanie 5'-monofosforanów 
rybonukleozydów purynow ych [9], Zauważono, że brak jest 
oddziaływania enzymu z kinazą białkową C i dlatego od tej 
pory nowo powstałą gałąź rodziny HIT nazywa się HINT 
od ang. histidine triad nucleotide-binding protein. Porównanie 
sekwencji aminokwasowej oraz badania krystalograficzne 
dowiodły również, że H in tl królika nie różni się od białka 
pochodzącego z człowieka (powyżej 93% homologii), poza 
małymi odstępstwami dopuszczalnymi pośród homologów 
gatunkowych, a także, że białko to ewolucyjnie jest p rzod
kiem pozostałych białek rodziny HIT [9].

MECHANIZM DZIAŁANIA HINT1 
JAKO FOSFOROAMIDAZY

Formą aktywną enzym u jest hom odim er o masie -30 
kDa, z dwom a miejscami wiązania substratu, wykazujący 
właściwości fosforoamidazy, tj. zdolność hydrolizy w ią
zania P-N w substratach, takich jak AM P-NH2, AMP-Lys 
czy też AMP-Ala z szybkością powyżej 1 nmol m in 'fig -1 
(rHintl) [14] zgodnie ze schematem (Ryc. 1). Ponadto zaob
serwowano, iż enzym ten może się wiązać również z Ap4A 
i Ap„A, ale w przeciwieństwie do Fhit nie katalizuje ich hy
drolizy. H in tl może również wiązać się z ATP, ADP oraz 
AMPS i hydrolizować te związki, jednakże szybkość reakcji 
jest kilka rzędów wielkości niższa niż dla amidofosforanów

Rycina 1. Reakcja hydrolizy am idofosforanów  adenozyny katalizowana za po 
mocą białka H in tl.

nukleozydów. Ponadto, ostatnie doniesienia literaturowe 
wskazują, że AMPS (5'-0-tiofosforan adenozyny) może 
ulegać reakcji desulfuracji pod w pływ em  działania rH intl 
[15]. Stwierdzono także, iż zachowanie aktywności katali
tycznej jest związane z obecnością środkowej reszty histy
dyny m otyw u HIT (dla rH intl jest to H isll2 ), podobnie jak 
w przypadku Fhit, przedstawiciela drugiej gałęzi białek 
HIT. Ostatnie badania sugerują, że naturalnym  substratem 
H in tl może być adenylo-lizyna, generowana przez synte- 
tazę lizylo-tRNA (LysRS). W tym kontekście enzym  H intl 
o aktywności hydrolazy aminoacylo-adenylanowej, może 
odgrywać ważną rolę w regulacji procesu translacji [16].

W celu zbadania mechanizmu i specyficzności działania 
H in tl wykorzystano związki adenozyno-sulfamoilowe jako 
inhibitory tego białka zarówno w  badaniach krystalogra
ficznych, jak i biochemicznych (oznaczanie K.) [17], Analiza 
struktury krystalicznej kompleksów rH in t/inh ib ito r suge
rowała, iż w katalizie kwasowo-zasadowej funkcję zasady 
może spełniać atom tlenu grupy karbonylowej Glyl05, a 
proton grupy hydroksylowej Serl07 spełnia funkcję kwasu. 
Biochemiczna charakterystyka zm utowanego białka H in tl 
S107A potwierdziła taką możliwość.

Niedawno określono stereochemię katalizowanego przez 
rH intl procesu rozszczepienia wiązania P-N w substratach 
nukleotydo-aminokwasowych (Ryc. 1) [17]. Stwierdzono, że 
reakcja przebiega dw uetapow o z w ypadkow ą retencją kon
figuracji na atomie fosforu. W pierwszym etapie, (zachodzą
cym z inwersją konfiguracji) pod w pływ em  reszty histydy
ny 112, następuje rozerwanie wiązania P-N z utworzeniem 
kowalencyjnego kompleksu pośredniego enzym-substrat 
(Hintl-NMP). W drugim  etapie produkt ten, pod w pływ em  
cząsteczki wody, ulega hydrolizie (reakcja nukleofilowego 
podstawienia zachodząca z inwersją konfiguracji) z w ydzie
leniem NMP i cząsteczki wolnego enzymu.

HAMOWANIE AKTYWNOŚCI CZYNNIKÓW 
TRANSKRYPCYJNYCH - ROLA HINT1 JAKO 
SUPRESORA NOWOTWOROWEGO

Badania ostatnich lat rzuciły nieco światła na fizjologicz
ną i biologiczną rolę HINT1. Identyfikacja partnerów  od 
działujących z tym białkiem za pomocą m.in. systemu dwu- 
hybrydowego wskazuje, że HINT1 może być zaangażow a
ny w  regulację procesów transkrypcyjnych. Dowiedziono, 
między innymi, funkcji HINT1 jako represora czynnika 
transkrypcyjnego MITF, który reguluje ekspresję genów od 
grywających istotną rolę w  pigmentacji i proliferacji komó
rek tucznych [18]. W dalszych badaniach wykazano, że syn- 
tetaza lizylo-tRNA jest kolejnym składnikiem kompleksu 
HINT1- MITF [19], Co więcej, A p4A - endogenna cząstecz
ka syntetyzowana przez LysRS, również oddziałuje z tym
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kompleksem i, wiążąc się z HINT1, uwalnia 
MITF, co prow adzi do aktywacji genów za
leżnych od tego czynnika transkrypcyjnego. 
Podobny mechanizm regulacji stwierdzono 
w przypadku innego czynnika transkryp
cyjnego USF2, który jest powszechnie spoty
kany w komórkach eukariotycznych i bierze 
udział w  transkrypcji genów odpowiedzial
nych za proliferację i metabolizm komórek 
[20]. Ponieważ USF2 ma kluczowe znacze
nie dla w ielu funkcji komórki, ten sposób 
regulacji transkrypcji z udziałem HINT1, 
LysRS oraz Ap4A może być ogólnym me
chanizmem regulacji ekspresji genów w  ko
mórkach.

Ostatnie doniesienia Wyraźnie podkre- Rycina 2 Schem at oddziaływ ania  białka H IN T l z  czynnikam i transkrypcyjnym i.(A , B, E, F, H- czynniki 

Ślają, Że ham ow anie aktywności czynników transkrypcyjne) w  oparciu o badania prow adzone na kom órkach człowieka.

transkrypcyjnych jest ściśle związane z rolą ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------
HINTl jako supresora nowotworów [21].
Autorzy cytowanej pracy dowodzą, że wiązanie się H IN Tl 
z kom pleksem  POSH-JNK2 w komórkach now otw oru je
lita grubego hamuje aktywność transkrypcyjną czynnika 
AP1, który pełni istotną funkcję w  transkrypcji genów od
powiedzialnych za proliferację komórek, angiogenezę i in
wazję now otw oru. Aktywność AP1, co istotne, jest zawsze 
podw yższona w komórkach nowotworowych, zatem za
ham owanie aktywności AP1 tłumaczy supresorową funk
cję HINTl. Autorzy podkreślają, że zwiększona ekspresja 
HINTl w  komórkach nowotworowych (raka jelita grubego, 
piersi, płuc, wątroby) hamuje ich wzrost, co wyraźnie iden
tyfikuje H IN T l jako nowe białko supresji nowotworów.

Zauważono też oddziaływania pomiędzy białkiem 
HINTl człowieka a CDK7 (ang. cyclin dependent kinase 7), co 
wskazuje na jego rolę w  kontroli wzrostu komórek i regulacji 
transkrypcji [22], CDK7 jest cyklino-zależną kinazą tw orzą
cą, razem z cykliną H i MAT-1 (fr. ménage à trois 1), kompleks 
CAK (ang. CDK-activating kinase), który jest częścią czynni
ka transkrypcyjnego TFIIH. Pomimo początkowej sugestii, 
iż to fizyczne oddziaływanie HINTl w pływ a na regulację 
procesu transkrypcji, istnieją przesłanki do stwierdzenia, 
że to aktywność enzymatyczna HINT 1 jest niezbędna dla 
pozytywnej regulacji tego procesu [23], Dowiedziono tak
że bezpośrednich oddziaływań H INTl z pontyną i reptyną, 
białkami antagonistycznie regulującymi aktywność trans
krypcyjną jądrowej (3-kateniny [24]. W w yniku oddziaływ a
nia tych białek z H INTl następuje ham owanie transkrypcji 
genów szlaku W n t/ (3-katenina. Zaburzenia w regulacji tego 
szlaku indukuje proces nowotworzenia wywołany akum u
lacją [3-kateniny w jądrze komórkowym. H IN Tl okazał się 
dodatkow ym  czynnikiem w szlaku Wnt, który powoduje 
rozbicie homodimerycznego lub heterodimerycznego kom 
pleksu pontyna/rep tyna, co prowadzi do supresji aktyw 
ności transkrypcyjnej kompleksu TCF/(3-katenina. Wyniki 
doświadczeń zaprezentowanych w pracy [24] wskazują, że 
molekularny mechanizm działania H IN Tl jako supresora 
now otworowego nie jest jednakowy dla wszystkich czynni
ków transkrypcyjnych, z którymi HINTl oddziałuje. Istnie
ją również przesłanki, że HINTl może być zaangażowany 
w regulację transkrypcji p53, jednakże potrzebne są dalsze

badania dla wyjaśnienia czy jest to mechanizm bezpośred
niej regulacji transkrypcji, czy może H INTl działa poprzez 
innych partnerów białkowych [25] (Ryc. 2).

HINTl A PROMIENIOWANIE JONIZUJĄCE

W literaturze opisano obserwacje na temat roli białka 
H in tl w  zwiększaniu wrażliwości komórek na promienio
wanie jonizujące poprzez ham owanie transkrypcji genu 
c-fos w  fibroblastach myszy [26], Fibroblasty pozbawione 
genu HINT1, w  odpowiedzi na uszkodzenia DNA w yw o
łane przez promieniowanie jonizujące, wykazują zmniej
szoną zdolność naprawczą DNA i upośledzoną kontrolę 
szlaku ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) [27], Szlak 
ten jest odpowiedzialny za kontrolę cyklu komórkowego. 
W wyniku aktywacji szlaku ATM przez czynniki pow odu
jące uszkodzenia DNA, takie jak promieniowanie jonizują
ce, czynniki chemiczne, itd., następuje stymulacja procesów 
odpowiedzialnych za napraw ę DNA oraz zatrzymanie cy
klu komórkowego. Szlak ten jest również współodpowie
dzialny za indukcję apoptozy w następstwie uszkodzeń 
DNA (fosforylacja białka p53 zależna od ATM). Ponieważ 
HINT1 odgrywa istotną rolę w  procesie odpowiedzi ko
mórki na uszkodzenia DNA, jego obniżona ekspresja może 
zwiększać praw dopodobieństw o niestabilności genomu, co 
w konsekwencji sprzyja rozwojowi nowotworów i potwier
dza rolę HINT1 jako supresora nowotworowego.

REGULACJA EKSPRESJI HINT1

Jak przedstawiono powyżej, liczne badania prow adzo
ne zarówno na m odelu komórkowym, jak i zwierzęcym 
(myszy), wykazały, że ekspresja HINT1 może być znacznie 
obniżona wskutek procesów epigenetycznych. Jednakże, 
regulacja ekspresji HINT1 nie zachodzi jedynie poprzez 
metylację regionu promotorowego. Wykazano także, że 
ekspresja HINT1 zależy również od aktywności kinazy biał
kowej G (PKG) [28]. Poziom tego białka jest często obniżo
ny w komórkach nowotworowych. Aktywacja PKG w ko
mórkach raka jelita grubego spowodowała wzrost ekspresji 
kilku supresorów nowotworowych, w  tym również HINT1. 
Znane są aktywatory kinazy białkowej G, analogi cGMP,
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które zwiększają aktywność fosforylującą PKG w stosunku 
do czynnika transkrypcyjnego Spl (ang. Specific protein 1). 
Ufosforylowana forma czynnika Spl posiada podwyższoną 
aktywność transkrypcyjną i poprzez związanie się z prom o
torem genu HINT1, zwiększa poziom ekspresji tego genu 
(Ryc. 3).

HINT1 A APOPTOZA KOMÓREK

Supresorowa rola HINT1 została poparta również jego 
zdolnością do indukcji apoptozy [25]. Nadekspresja HINT1 
w komórkach now otw orów  piersi i jelita grubego indukuje 
apoptozę poprzez uwolnienie cytochromu c do cytoplazmy, 
aktywację kaspazy 3 oraz fragmentację DNA. Podwyższe
nie poziomu HINT1 indukuje także wzrost poziomu pro- 
apoptycznego białka Bax i spadek poziomu anty-apopto- 
tycznego białka Bcl-2. HINT1 może mieć również wpływ 
na regulację transkrypcji p53, jednego z podstaw ow ych re
gulatorów apoptozy, jednakże dokładny mechanizm dzia
łania HINT1 nie został jeszcze zaproponowany, U dow od
niono także, że wyciszenie HINT1 w  komórkach powoduje 
spadek syntezy pro-apoptotycznych białek Bax i p53. Na
tomiast utrata aktywności enzymatycznej HINT1, spowo
dowana przez mutację centralnej reszty histydyny motywu 
histydynowego, nie ma wpływ u na indukcję apoptozy [25], 
W konsekwencji można wysnuć wniosek, że aktywność hy- 
drolazowa HINT1 nie ma w pływ u na rolę tego białka jako 
supresora nowotworowego.

ROLA HINT1 W KOMÓRKACH NEURONALNYCH

W 2001 roku pojawiły się informacje o znacznie zmniej
szonej ekspresji HINT1 w mózgach płodów z zespołem Do
wna [29], a ostatnio stwierdzono oddziaływanie kompleksu 
HINT1-RGS17 z receptorem opioidowym  g [30], Oddziały
wanie to polega na kontroli aktywności receptora morfiny 
i zapobieganiu osłabieniu odpowiedzi receptora na kolej
ne dawki narkotyku. H in tl tworzy kompleks z RGSZ1/ 
Z2 (ang. regulator of G-protein signalling) oddziałuje z yPKC, 
jedną z izoform PKC, co prow adzi do fosforylacji reszt tre- 
oniny/seryny  w białku receptora morfiny i powoduje jego 
zwiększoną wrażliwość na kolejne dawki morfiny.

Ciekawostką może być fakt, że HINT1, enzym działają
cy zazwyczaj jako hom odim er (postać białka w ym agana do 
uzyskania aktywności enzymatycznej) w  kompleksie HIN- 
T1-RGS17, jest najprawdopodobniej m onom erem  i działa 
jako adaptor białka RGS17, a działanie to jest niezależne

od jego aktywności enzymatycz
nej. Ponadto, w  doświadczeniach 
wykorzystujących mikromacierze, 
potwierdzonych m etodą real time 
RT-PCR, zauw ażono znacznie niż
szą ekspresję HINT1 na poziomie 
mRNA u pacjentów ze schizofrenią
[31]. Inni autorzy w swoich bada
niach wskazują HINT1 jako jeden z 
wielu genów, które mogą być po
wiązane ze schizofrenią, dodatko
wo uzależnioną od płci pacjentów
[32], Te badania wyraźnie podkre
ślają istotną rolę ekspresji HINT1 w 
chorobach neurorozwojowych.

EKSPRESJA HINTl A POWSTAWANIE NOWOTWORÓW

Doświadczenia przeprow adzone na myszach H IN T-/-  
wykazały, że brak ekspresji tego białka nie ma w pływ u na 
rozwój i wzrost badanych zwierząt [33], Jednakże, jak się 
okazało, w odpowiedzi na czynnik kancerogenny NBCA 
(N-nitrozometylobenzyloamina) pojawiła się u takich my
szy statystycznie znamienna zwiększona liczba przypad 
ków raka żołądka w porównaniu z grupą kontrolną m y
szy wt [34], Ponadto, myszy całkowicie pozbawione genu 
HINT1, jak również zwierzęta o genotypie H INT+ /-  wyka
zywały podobnie zwiększoną podatność na indukow ane 
przez DMBA (7,12-dimetylobenzantracen) nowotwory jaj
nika i piersi [23],

Stwierdzono także, że po dodaniu 5-aza-dC, inhibitora 
aktywności enzymatycznej DNMT, hamującego metylację 
DNA i wykazującego właściwości przeciwnowotworowe, 
następuje spadek inwazyjności nowotworowej komórek 
NCI-H522, spow odow any demetylacją sekwencji promoto- 
rowych kilkunastu różnych genów supresorowych, w  tym 
także genu HINT1 [35].

Podobny epigenetyczny efekt obniżenia ekspresji genu 
białka HINT1, spow odow any metylacją reszt cytozyny, 
zauważono w komórkach nowotworu jelita grubego i płuc 
człowieka. Efekt ten mógł być odwrócony po podaniu ko
mórkom 5-aza-dC. Wyniki te po raz kolejny potwierdziły 
działanie HINT1 jako supresora procesu nowotworzenia. 
Ostatnie doniesienia wskazują, że wyciszenie ekspresji 
HINT1 w  komórkach raka wątroby jest także spow odow a
ne hipermetylacją regionów promotorowych. Badania te 
przeprowadzono wśród pacjentów z USA i Tajwanu zara
żonych również w irusem  wątroby typu B i C [36]. Ostatnio 
wykazano, że przywrócenie ekspresji HINT1 w  komórkach 
złośliwego raka wątroby powoduje zaham owanie wzrostu 
komórek guza [37].

Istnieje również hipoteza, że defekty spow odow ane dele- 
cją HINT1 mogą być bardziej wyraźne w komórkach z jed
noczesną delecją genu FHIT, białka tej samej rodziny, które 
posiada również powinowactwo do substratów dla HINT1 
[38].

PODSUMOWANIE

HINT 1 jest hydrolazą należącą do rodziny białek triady 
histydynowej, której biologiczna i fizjologiczna rola polega
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Rycina 3. Schem at regulacji ekspresji genu HINT1 za pom ocą kinazy białkowej G.
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na regulacji procesów transkrypcji. Ostatnie badania jedno
znacznie wskazują, że HINT1, obok białka FHIT, może być 
kolejnym supresorem  nowotworowym  w rodzinie białek 
HIT. Wydaje się, że działanie HINT1 jako nowego supreso- 
ra nowotworowego polega na ham owaniu licznych czyn
ników transkrypcyjnych. Chociaż dotychczas nie zapropo
nowano jednego wspólnego mechanizmu działania białka 
HINT1 w regulacji procesów transkrypcji różnych genów, 
udokum entow ano, że w  każdym przypadku aktywność 
HINT1 prow adzi do zahamowania transkrypcji genów od
powiedzialnych za proces nowotworzenia.

Ponadto, HINT1 jest zaangażowany w indukcję apop- 
tozy w odpowiedzi komórki na promieniowanie jonizują
ce i procesy napraw y DNA. Obniżenie poziomu ekspresji 
HINT1 może prowadzić do powstawania chorób neuroro- 
zwojowych. Ciągle jednak niewiele wiadom o o klinicznej 
istotności roli obniżenia ekspresji HINT1 w odniesieniu do 
powstawania now otw orów  człowieka. Dlatego studia nad 
fizjologiczną rolą białka HINT1 w supresji procesu now o
tworzenia są przedm iotem  zainteresowania i studiów wielu 
zespołów badawczych [39].
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HINT1 - a novel tumor suppressor protein of the HIT superfamily 
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ABSTRACT

The histidine triad nucleotide binding proteinl (Hintl) belongs to the first branch of the HIT superfamily. Hintl catalyses the process of 
hydrolysis of the P-N bond in AMP-lysine, AMP-alanine, AMP-NH2. The physiological role of this enzyme is still unclear. There is accumu
lating evidence that HINT1 is a novel tumor suppressor protein, albeit the mechanism of action of HINT1 in respect to tumor suppression is 
not fully understood. Recent findings have shown that Hintl inhibits the activity of the transcription factors API, MITF and USF2, as well as 
influences the transcription process of some genes of Wnt/p-catenin pathway. Thereby, it seems that Hintl exerts its major cellular function as 
gene transcription regulator, and thus, this function provides its potential role as a tumor suppressor protein. The clinical relevance of impair
ments in the Hintl expression with the respect to specific human cancers is still a matter of extensive studies.
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Wpływ fosforyłazy tymidynowej (płytkopochodnego czynnika wzrostu komórek 
śródbłonka) na angiogenezę guzów. Inhibitory aktywności katalitycznej enzymu

STRESZCZENIE

Fosforylaza tymidynowa utożsamiana jest z płytkopochodnym czynnikiem wzrostu 
komórek śródbłonka. W pracy przedstawiono pośredni wpływ produktu jej katalizy -  

2'-deoksyrybozylo-l-fosforanu -  na angiogenezę guzów i najnowsze informacje dotyczące 
związków, które hamują jej aktywność. Inhibitorem fosforyłazy jest chlorowodorek 5-chlo- 
ro-6-[l-(2-iminopirolidyno) metylo] uracylu (TPI), który hamuje aktywność enzymu 1000 
razy silniej niż 5-chloro-6-aminouracyl -  najsilniejszy znany do roku 1999 inhibitor. Aktyw
ność enzymu hamują istotnie zsyntetyzowane związki podstawione w pozycji 5,6 pierście
nia pirymidynowego, 5'-0-propyloinozyna (KIN59) i jej pochodne, 2-deoksy-L-ryboza oraz 
związki glikozydowe wyizolowane z roślin.

WPROWADZENIE

Aktywność fosforyłazy tymidynowej wykryto po raz pierwszy w roku 1930 
w tkankach zwierząt (szpiku kostnym, leukocytach, śledzionie i nerce) [1]. W 
następnych latach białko enzymatyczne wyizolowano, oczyszczono z wielu ga
tunków roślin, zwierząt oraz bakterii, a także zbadano jego strukturę i właściwo
ści [2-4], Fosforylaza tym idynowa (ang. thymidine phosphorylase -TP) katalizuje 
odwracalną fosforolizę tym idyny (dThd) do ty miny (T) i 2-deoksyrybozylo-l-fo
sforanu (2-dRlP) (Ryc. 1). Główną metaboliczną funkcją enzymu w komórkach 
prawidłowych jest katabolizm [5,6], W latach dziewięćdziesiątych stwierdzono, 
że płytkopochodny czynnik w zrostu komórek śródbłonka (PD-ECGF, ang. plate- 
let-derwed endothelial celi growth factor) i fosforylaza tym idynowa są produktam i 
tego samego genu oraz tą samą jednostką transkrypcyjną [7], Od tego m om en
tu wzrosło zainteresowanie enzymem. W naszym laboratorium stwierdziliśmy 
ostatnio, że aktywność fosforyłazy tymidynowej w cytosolu raka endom etrium  
jest wyższa aniżeli w prawidłowym  endom etrium  i dodatnio związana z syn
tezą białka PD-ECGF oraz z gęstością mikronaczyń [8] i jest ham ow ana przez 
pewne pochodne pirym idynowe [9],

Z danych literaturowych wynika, że wysoka aktywność fosforyłazy tym i
dynowej promuje proliferację komórek śródbłonkowych przez redukcję stę
żenia tymidyny [10], natomiast produkt jej katalizy, 2'-deoksyryboza, posiada 
angiogenną i chemotaktyczną aktywność [11]. Nowsze badania wskazują, że 
w tkance nowotworowej fosforylaza tym idynowa jest aktywowana przez che
miczny i fizyczny stres [12]. Indukcja ta chroni komórki guza przed apoptozą, 
pomagając przetrwać niekorzystne warunki poprzez zwiększenie metabolizmu 
nukleozydowego oraz angiogenezy [13]. Biorąc pod uwagę powyższe, obecnie 
poszukiwane są intensywnie związki, które zmniejszają aktywność fosforyłazy 
tymidynowej.
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ność fosforyłazy tym idynowej. -----
dThd -  tym idyna, T -  Ty mina,
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FOSFORYLAZA TYMIDYNOWA A ANGIOGENEZA 
W KOMÓRKACH NOWOTWOROWYCH

PŁYTKOPOCHODNY CZYNNIK WZROSTU KOMÓREK 
ŚRÓDBŁONKA NA TLE CZYNNIKÓW WZROSTOWYCH 
WPŁYWAJĄCYCH NA ANGIOGENEZĘ W GUZACH

Powstawanie nowych naczyń krwionośnych jest przeło
m owym etapem w rozwoju guzów i zostało już wielokrotnie 
opisane. Nadm ienim y jedynie, że płytkopochodny czynnik 
wzrostu komórek śródbłonka należy do czynników stym u
lujących angiogenezę, wśród których wymienia się czynnik 
wzrostu fibroblastów, czynnik w zrostu śródbłonka naczyń, 
naskórkowy czynnik wzrostu czy transformujący czynnik 
wzrostu obok czynników hamujących angiogenezę, takich 
jak trom bospondyna czy angiostatyna [14].

PD-ECGF wydzielany przez komórki nowotworowe w y
kazuje aktywność fosforylazy tymidynowej, którą udało 
się zahamować zsyntetyzowanym  inhibitorem (tzw. TPI). 
Zasugerowano w ten sposób, że można ograniczyć angio
genezę i wzrost guza, hamując aktywność fosforylazy ty
midynowej [15,16]. Następne badania potwierdziły tę suge
stię, gdyż wykazały, że u myszy komórki nowotworowe z 
nadekspresją białka PD-ECGF (TP+) rosną szybciej i mają 
lepiej wykształconą sieć naczyń włosowatych niż komórki 
TP-. Aktywność angiogenna PD-ECGF, według autorów, 
jest głównym pow odem  tego, iż w  guzach TP+ komórki 
nowotworowe ulegają apoptozie w  znikomym stopniu [17].

Kluczowym regulatorem angiogenezy wydaje się być 
VEGF. Czynnik ten jest indukow any przez hipoksję oraz 
niedobór glukozy. Badania wykazały, że ekspresja mRNA 
VEGF w endom etrium  wzrasta podczas fazy wydzielniczej 
cyklu miesiączkowego, natomiast maleje pod koniec fazy 
proliferacyjnej oraz w fazie wydzielniczej. Świadczyć to 
może o wpływie horm onów jajnikowych na poziom VEGF. 
Zaobserwowany został dodatkowo związek między VEGF

a PD-ECGF i dlatego naukowcy zasugerowali synergistycz- 
ne oddziaływanie między tymi czynnikami [18]. W komór
kach prawidłowych PD-ECGF indukuje magazynowanie 
VEGF. Funkcjonalne połączenie między czynnikami zaob
serwowano również w komórkach nowotworowych, gdzie 
PD-ECGF jako TP indukuje stres oksydacyjny i powoduje 
wydzielanie VEGF [10,19], Istnieją prace świadczące o tym, 
że VEGF oraz PD-ECGF są jednymi z najsilniej działających 
czynników angiogennych [17,20-22], M anipulowanie tymi 
czynnikami może okazać się skuteczną metodą w  anty-an- 
giogennej terapii przeciwnowotworowej. Terapia ta może 
być efektywna dla większego spektrum  guzów, wywoływać 
mniej skutków ubocznych oraz w znacznie mniejszym stop
niu powodować pojawienie się komórek nowotworowych 
odpornych na leki przeciwnowotworowe [17]. Dokładniej, 
sposób w który PD-ECGF poprzez swoją aktywność katali
tyczną skierowaną w  kierunku rozkładu tym idyny promuje 
angiogenezę poprzez pobudzanie komórek now otw oro
wych do wydzielania innych czynników wpływających 
bezpośrednio na wzrost naczyń krwionośnych przedsta
wiono na rycinie 2.

UDZIAŁ Z-DEOKSYRYBOZYLO-l- 
FOSFORANU, BEZPOŚREDNIEGO PRODUKTU 
KATALIZY FOSFORYLAZY TYMIDYNOWEJ 
W PROCESIE ANGIOGENEZY

Brown i wsp. [10] zasugerowali, że fosforylaza tymidy- 
nowa obecna w komórkach now otworowych indukuje w 
nich stres oksydacyjny, pod w pływ em  którego komórki te 
wydzielają, czułe na obecność rodników tlenowych, czyn
niki angiogenne. (Ryc. 2.) Stwierdzili oni, że dodatek ty
m idyny do linii komórkowej z nadekspresją TP wywołuje 
komórkowy stres oksydacyjny. Stres ten prawdopodobnie 
wywołany jest przez jeden z produktów  katabolizmu tymi
dyny, którym jest 2 '-deoksyrybozylo-1-fosforan ( 2-dRlP). 
Jak dotychczas nie ma na to bezpośrednich dowodów, jed
nak cukry redukujące mają zdolność generowania wolnych 

rodników tlenowych. Na przykład, produk
cja wolnych rodników w wyniku oksydacji 
glukozy, mająca miejsce podczas hiperglike- 
mii, powoduje szereg powikłań. Jest przy 
czyną wielu zaburzeń metabolizmu i pow o
duje uszkodzenie małych naczyń krwiono
śnych (mikroangiopatię) oraz dużych tętnic 
(makroangiopatię). Prowadzi również do 
uszkodzenia struktury DNA komórek śród
błonka, powodując zaburzenia w replikacji i 
dojrzewaniu tych komórek. Spowodowane 
to jest faktem, iż zredukow ane monosacha- 
rydy występują jako zamknięte pierścienie 
hemiacetalowe w rów now adze z otwartym  
łańcuchem aldehydowym . Przyłączenie 
białka do formy aldehydowej następuje w 
wyniku serii reakcji, w których nie biorą 
udziału enzymy. 2-dDR i 2-dRlP mają naj
większy odsetek cząsteczek w formie łańcu
chowej, dzięki czemu klasyfikuje się je jako 
jedne z najsilniejszych generatorów wol
nych rodników [10] (Ryc. 3).

komóika nowotwoiowa

Rycina 2. Schemat działania angiogennego fosforylazy tym idynow ej zaproponow any przez Browna i wsp. 
[10], zm odyfikowany. VEGFR - receptor czynnika w zrostu śródbłonka naczyń; CXCR2 - receptor IL-8 ; 2'- 
d R lP  -  2-deoksyrybozyło-l-fosforan.
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Rycina 3. Schemat generow ania w olnych rodników  przez cukry redukujące wg. 
Browna i w sp. [10], zm odyfikowany.

Katabolizm tymidyny pod w pływ em  fosforylazy ty- 
midynowej zwiększa wydzielanie IL-8, VEGF oraz MMP- 
1, trzech czynników, których wydzielanie następuje pod 
wpływem  stresu oksydacyjnego. IL-8 oraz VEGF są bezpo
średnimi i silnie działającymi czynnikami angiogennymi. 
Wydzielanie MMP-1 przez komórki śródbłonka towarzyszy 
angiogenezie in vivo, z czego wynika, że również wydzie
lanie MMP-1 przez komórki nowotworowe ułatwia wzrost 
naczyń krwionośnych w guzach. Zarówno tymina, jak i 
inhibitory fosforylazy tymidynowej zapobiegają indukcji 
tych trzech czynników. Dlatego też autorzy pracy sądzą, że 
2-dRlP jest niezbędny do wywołania tej odpowiedzi. Wy
niki przez nich otrzymane pozwalają zasugerować, że IL-8, 
VEGF oraz MMP-1 są odpowiedzialne za aktywność angio- 
genną fosforylazy tymidynowej in vivo [10].

Sengupta i wsp. [12] przeprowadzili również dośw iad
czenia mające na celu zbadanie wpływ u fosforylazy tym i
dynowej na angiogenezę w warunkach in vivo i in vitro. 
Zaproponowali model działania enzymu przedstawiony na 
rycinie 4. Ich badania wykazały, że fosforylaza tym idynowa 
nie powoduje wzrostu proliferacji komórek śródbłonka, na
tomiast VEGF silnie ją indukuje. Biorąc pod uwagę fakt, iż 
komórki śródbłonka podczas procesu napraw y uszkodzeń 
wymagają składników indukujących zarówno migrację, jak 
i proliferację, można zasugerować, że odpowiedzią kom ó
rek śródbłonka na działanie fosforylazy jest ich migracja
[12]. Badania Sholley'a i wsp. [13] dowiodły, że to właśnie 
migracja, a nie proliferacja komórek śródbłonka jest istotą 
angiogenezy, natomiast M oghaddam 'a i wsp. [23] w w a
runkach in vitro wykazały dodatkowo, iż enzym ten posiada 
zdolność stymulacji migracji komórek śródbłonka tylko w 
obecności tymidyny w medium. Na tej podstawie stwier
dzają oni, iż enzymatyczna aktywność fosforylazy jest istotą 
angiogennej aktywności tego enzymu.

W edług schematu działania angiognnego fosforylazy 
tymidynowej (Ryc. 4) mechaniczne uszkodzenie komó
rek może uaktywnić w niej mechanizm prowadzący do jej

śmierci, co w rezultacie powoduje uwolnienie tym idyny z 
mikrośrodowiska. Tymidyna może przenikać do żywych 
komórek nowotworowych, gdzie jest katabolizowana przez 
enzym do 2-dRlP, który z kolei ulega defosforylacji do 
2-dDR. W ewnątrz komórki nowotworowej (faza 1) zredu 
kowane cukry ulegają szeregowi reakcji, prowadzących do 
powstania wolnych rodników i wpływają na oksygenazę 
hemową (HO-1), co wiąże się z uwolnieniem czynników 
angiogennych. Czynniki te działają na komórki śródbłonka, 
indukując angiogenezę in vivo. Dodatkowo, enzym uw ol
niony z uszkodzonych komórek lub pochodzenia egzo
gennego (faza 2) może działać na tymidynę i prowadzić do 
powstania 2-dRlP, który wykazuje właściwości chemotak- 
tyczne i indukuje angiogenezę. 2-dDR przenika do komórek 
i może zostać włączona w  cykl przem ian glikolitycznych, 
podczas których dochodzi do w ytworzenia energii, wyko
rzystywanej przez komórki podczas migracji. Zaobserwo
w ano również, że dodatek do m edium  tyminy może zno
sić działanie angiogenne fosforylazy tymidynowej, które z 
kolei może być przywrócone poprzez dodatek 2-dRlP [12].

Liekens i wsp. [24] zaproponowali podobny schemat 
działania fosforylazy tymidynowej do opisanych pow y
żej, uwzględniając na nim dodatkowo bezpośredni wpływ 
2-dDR na integryny indukujące migrację komórek śródbłon
ka. W swojej pracy podkreślili, że PD-ECGF/TP jest celem 
terapii rakowej, biorąc również pod uwagę w pływ  enzymu 
na metabolizm cytostatyków fluoropirymidynowych.

Nakajima i wsp. [25] zebrali dotychczasowe w iadom o
ści dotyczące 2-dDR jako mediatora fosforylazy tym idyno
wej w  regulacji angiogenezy i progresji guza i przedstawili 
znaczenie jej inhibitorów w chemioterapii różnych guzów.

komórka śródbłonka

Rycina 4. Schemat działania angiogennego fosforylazy tym idynowej zapropono
w any przez Sengupta i wsp. [12], zm odyfikow any, Faza 1 -  działanie fosforylazy 
tym idynow ej na kom órki now otw orow e. Faza 2 -  działanie fosforylazy tym idy
nowej na kom órki śródbłonka.
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Fosforylaza tym idynowa uw ażana jest obecnie za jeden z 
głównych obiektów badań w terapii rakowej [26-30].

INHIBITORY FOSFORYLAZY TYMIDYNOWEJ

Inhibitory fosforylazy tymidynowej poszukiwane są in
tensywnie od m om entu utożsamienia tego enzym u z płyt- 
kopochodnym  czynnikiem wzrostu komórek śródbłonka. 
Fosforylaza tym idynowa katalizuje w  guzach rozkład ty
m idyny do ty miny i 2-deoksyrybozylo-l-fosforanu (Ryc. 1). 
Syntetyzowane są analogi tymidyny, jak również izolowa
ne są z roślin związki glikozydowe jako analogi deoksyry- 
bozy, które spełniają funkcję inhibitorów kompetycyjnych 
enzymu. N a podstawie zbadanej krystalicznej struktury 
cząsteczki enzymu, projektuje się również związki, które 
hamują aktywność enzymu w sposób niekompetycyjny.

Jednakże użycie tych związków jako czynników prze- 
ciwnowotworowych ma wiele wad, ponieważ hamują one 
aktywność fosforylazy bezpośrednio. H am owanie enzymu 
może doprowadzić do wzrostu stężenia tym idyny w oso
czu, co jest toksyczne. Nishino i wsp. [31] stwierdzili, że pa 
cjenci z mitochondrialną encefalopatią, którzy mają bardzo 
niską ekspresję fosforylazy tymidynowej w  osoczu w yw o
łaną mutacją w genie kodującym fosforylazę tymidynową, 
wykazują patologiczne zmiany w  mózgu oraz mięśniach 
wywołanych uszkodzeniem  mitochondriów [31].

Obecnie żaden inhibitor fosforylazy tymidynowej nie jest 
zatwierdzony do użytku klinicznego, choć pewne leki za
wierające inhibitory tego enzym u były testowane przedkli- 
nicznie i klinicznie [32],

ANALOGI PIRYMIDYNOWE

Od ponad 30 lat znane są związki, które hamują aktyw
ność fosforylazy tymidynowej. Jest to 6-aminotymina (6AT) 
i jej pochodne, takie jak 6-amino-5-chlorouracyl (6A5CU) i 
6-amino-5-bromouracyl (6A5BU) (Ryc. 5) [33].

W 1997 roku w naszym  laboratorium zbadany został 
w pływ pochodnych pirym idynowych na aktywność fosfo
rylazy w cytosolu guzów łagodnych (mięśniakach macicy). 
Spośród badanej puli związków inhibitorem enzymu był 
5-nitrouracyl, 5-bromouracyl oraz 6-aminouracyl. Zsynte- 
tyzowane acyklonukleozydy również, choć w mniejszym 
stopniu, hamowały aktywność fosforylazy tymidynowej 
[34].

W 1999 roku zsyntetyzowano nowy inhibitor fosfo
rylazy tymidynowej — chlorowodorek 5-chloro-6-[l-(2- 
iminopirolidyno) metylo] uracylu (TPI) (Ryc. 5). Zbadano 
w pływ  tego związku na angiogenezę w komórkach z na- 
dekspresją fosforylazy tymidynowej. Badania te dowiodły, 
że fosforylaza odgrywa ważną rolę we wzroście guza, a TPI 
ogranicza ten wzrost poprzez zwiększenie udziału komó
rek apoptycznych i zahamowanie angiogenezy [15]. Zwią
zek ten okazał się 1000 razy bardziej aktywny niż 6-amino- 
5-chlorouracyl, jeden z najsilniejszych dotychczas znanych 
inhibitorów [35], W oparciu o te dane uwzględniono TPI 
w  połączonej terapii z trzyfluorotymidyną (TFT), która jest 
szybko inaktywowana przez fosforylazę tymidynową. TAS-
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102 (podawany doustnie TFT i TPI w  stosunku 1:0,5) jest 
oceniany w I fazie badań u pacjentów ze stwierdzonymi 
różnymi guzami stałymi. Badania przedkliniczne w ykaza
ły, że ta połączona terapia zmniejsza angiogenezę induko
waną przez fosforylazę tym idynową i jednocześnie zmniej
sza toksyczność TFT u myszy [36-38].

Reigan i wsp. [39] w 2005 r. zaprojektowali prolek 5-ha- 
lo-6-[(2,nitroimidazolo-l'ylo) metyl] uracyl, redukow any 
przez oksydazę ksantynową do 2'-amino analogów, któ
re są potencjalnymi inhibitorami TP. Ostatnio, z szeregu 
zsyntetyzowanych i zbadanych związków niektóre okazały 
się inhibitorami fosforylazy tymidynowej [40-42]. Nie w y
mieniamy prac dotyczących syntezy pochodnych uracylu, 
związków o potencjalnych właściwościach inhibitorowych 
dla TP, które jednak nie hamowały aktywności enzymu.

ANALOGI PURYNOWE

Do zaprojektowania pierwszej pochodnej purynowej z 
aktywnością inhibitorową wobec TP, którą nazw ano 7DX, 
użyto modelu cząsteczki enzymu. 7DX może być uważana 
jako pirym idyna (6-aminotymina), do której dodano drugi 
pierścień, aby utworzyć stabilne, wzajemne oddziaływanie 
z enzymem (Ryc. 5). Aktywność inhibitorowa tak otrzym a
nego związku była porów nyw ana z 6-aminotyminą [32].

Następnie, na podstawie krystalicznej struktury czą
steczki fosforylazy tymidynowej E. coli, zaprojektowano 
inhibitor fosforylazy tymidynowej o nazwie TP65 (Ryc. 5), 
który w miejsce ty miny zawiera 7DX i łańcuch węglowy 
odpowiedni do struktury fosforylazy tymidynowej. TP65 
hamuje indukow ane przez enzym tworzenie mikronaczyń 
przez agregację komórek śródbłonka [32,43],

W 2006 roku zsyntetyzowano nowy inhibitor fosfory
lazy tymidynowej, 5 '-0-propyloinozynę (KIN59) (Ryc. 5). 
Hamuje on aktywność enzymu pochodzącego z komórek, 
człowieka jak i z bakterii. KIN59 nie wykazuje kompetycji w 
stosunku do tym idyny oraz fosforanu nieorganicznego. Ba-

Rycina 5. W zory strukturalne  w ybranych inhibitorów  fosforylazy tym idynow ej 
[24]. Symbole pod w zoram i objaśnione są w  tekście.
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dania mogą zasugerować istnienie allosterycznego centrum 
aktywnego enzymu. Okazało się także, że KIN59 całkowicie 
hamuje odpowiedź angiogenną komórek. Jednak sama ino
zyna nie ma właściwości hamujących aktywności TP oraz 
angiogenezy wywołanej przez enzym i dlatego wydaje się, 
że kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym  za efekt ha
mujący jest grupa 5 '-0-propylow a [44],

Casanowa i wsp. [45] poddali modyfikacji inhibitor 
KIN59. Zsyntetyzowali serię nukleozydowych analogów 
podstawionych w  pozycji 1, 2 i 6 pierścienia purynowego 
oraz 5'-rybozy. Okazało się, że włączenie grupy cyklopro- 
pylometylowej lub cykloheksanometylowej w  pozycję N(l) 
5'-0-propyloinozyny zwiększa hamowanie w  stosunku do 
KIN59 dziesięciokrotnie. Wydaje się, że grupa propylowa 
w pozycji 5' rybozy jest kluczowym elementem dla ham o
wania enzymu. Przedstawione wyniki mogą sugerować, że 
5'-0-propylonukleozydy stanowią nową klasę inhibitorów 
TP [45],

2-DEOKSY-L-RYBOZ A

Stwierdzono również, że 2-deoksy-L-ryboza (2-dLR) 
stereoizomer 2-dDR może tłumić antyapoptyczny efekt 
izomeru D i ograniczać wzrost komórek z nadprodukcją 
TP. 2-dLR hamuje angiogenezę, w zrost guza oraz przerzuty 
wywołane przez fosforylazę tymidynową. M echanizm ha
mowania jest jednak nadal niejasny [46],

ZWIĄZKI GLIKOZYDOWE ROŚLINNE

W 2004 roku wyizolowano pewne związki glikozydowe 
z kory drzewa Symplocos racemosa, które in vitro hamują ak
tywność fosfory lazy tymidy nowej [47]. W bieżącym roku 
zbadano ich kinetykę ham owania i stwierdzono, że związki 
te są niekompetycyjnymi inhibitorami fosforylazy tymidy- 
nowej i hamują migrację komórek śródbłonka [48],

PODSUMOWANIE

Choć mechanizm działania fosforylazy tymidynowej 
(płytkopochodnego czynnika w zrostu komórek śródbłon
ka) na angiogenezę pozostaje do końca nie wyjaśniony, to 
udowodniono, że 2-deoxy-D-ryboza, produkt działania 
enzymatycznego tego białka, wywołuje komórkowy stres 
oksydacyjny, co generuje powstawanie wolnych rodników 
i promuje wydzielanie czynników angiogennych. Poszuka
nie inhibitorów tej aktywności enzymatycznej wydaje się 
być jednym z głównych obiektów terapii rakowej.
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Influence of the thymidine phosphorylase (platelet-derived endothelial cell 
growth factor) on tumor angiogenesis. Catalytic activity of enzyme inhibitors
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ABSTRACT

Thymidine phosphorylase, also known as platelet-derived endothelial cell growth factor, is a potent angiogenic factor. Thymidine phospho
rylase is overexpressed in various human tumors and plays an important role in angiogenesis. A novel inhibitor of thymidine phosphorylase 
(TP), 5-chloro-6-[l-(2-iminopyrrolidinyl) methyl] uracil hydrochloride (TPI) is about 1000-fold more active than 6-amino-5-chlorouracil, one of 
the most potent TP inhibitors to 1999 year. Thymidine phosphorylase is also inhibited by 5'-0-trityl-inosine (KIN59) and related compounds, 
2-deoxy-L-ribose and glycosides isolated from the bark of S ym plocos racem osa.
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STRESZCZENIE

Przedsięwzięcia nakierowane na sekwencjonowanie całych genomów wraz z rozwojem 
informatyki umożliwiają odtwarzanie ewolucji układu krzepnięcia krwi z zastosowa

niem metod bioinformatycznych. Na tej podstawie można stwierdzić, że system kontaktu 
krzepnięcia krwi wydaje się być ewolucyjnie młody, ukształtowany w pełni dopiero przed 
rozejściem się ssaków łożyskowych i torbaczy. Płazy, ptaki i dziobaki posiadają pojedynczy 
gen odpowiadający przodkowi czynnika XI i prekalikreiny. Opos ma zarówno prekalikre- 
inę osoczową, jak i czynnik XI, podobnie jak ssaki łożyskowe. Czynnik XII pojawia się po 
raz pierwszy u płazów, jest obecny zarówno u dziobaka, jak i oposa, ale brak go u kury, 
prawdopodobnie wskutek utraty genu w linii prowadzącej do ptaków. Niedawne odkry
cia przywróciły zainteresowanie wewnątrzpochodnym torem krzepnięcia krwi, gdy stwier
dzono, że myszy z wyłączonym genem czynnika XII są chronione przed formowaniem się 
indukowanych doświadczalnie zakrzepów, nie wykazując jednocześnie zmian w obrębie 
parametrów prawidłowego krzepnięcia krwi. Proteazy kontaktu mogą być celem działania 
nowych leków przeciwzakrzepowych.

WPROWADZENIE

Krzepnięcie krwi i zachowanie jej płynności określane są łącznie mianem he- 
mostazy. Hemostazę m ożna podzielić na starszą ewolucyjnie hemostazę pier
wotną — z udziałem  komórek (płytek krwi u saków, trombocytów u pozosta
łych kręgowców) i w tórną — z udziałem  białek krzepnięcia i fibrynolizy [1], O d
działywanie pom iędzy wyspecjalizowanymi komórkami a czynnikami krzep
nięcia prow adzi do utworzenie czopu hemostatycznego, blokującego wypływ  
krwi w miejscu uszkodzenia. Rolę równoważenia krzepnięcia, przywracania i 
utrzym ania prawidłowej płynności krwi i nie dopuszczenia do zablokowania 
naczyń krwionośnych odgrywa układ fibrynolizy [2].

Pojawienie się kaskadowego mechanizmu krzepnięcia krwi jest niezwykłym 
osiągnięciem ewolucyjnym kręgowców, które umożliwiło skuteczną ochronę 
przed utratą płynów ciała oraz obronę przed wnikaniem patogenów [3], Poczy
nając od gromady kręgoustych, a kończąc na ssakach, krzepnięcie krwi zacho
dzi gdy proteaza serynowa trombina (T) przekształca rozpuszczalny fibrynogen 
(Fg) w nierozpuszczalną fibrynę (Fb) [4], Sama trombina jest produktem  pro 
teolitycznego przekształcenia protrombiny (PT), co możliwe jest po aktywacji 
kaskady czynników krzepnięcia.

Obecność trom biny i jej aktywację przez proteazy serynowe zależne od wi
taminy K, stabilizację fibrynogenu przez czynnik XIII (FXIII) oraz fibrynolizę 
stwierdzono już naw et u bezżuchwowców — najbardziej prym itywnych przed 
stawicieli kręgowców [5]. Mechanizmów takich brak jest u strunowców, takich 
jak lancetnik czy żachwa, oraz u bezkręgowców [6],

W jaki sposób doszło do powstania tak niezwykłego układu kontroli płynno
ści i zestalania krwi u kręgowców? Złożoność mechanizmów hemostazy próbo
wano wykorzystywać jako dow ód fałszywości ewolucji biologicznej, jednakże 
kiedy różnorodne sekwencje białek i DNA stały się szerzej dostępne, to właśnie 
ewolucja molekularna dostarczyła mocnych dow odów  na to, że ten niezwykle 
skomplikowany układ nie pojawił się ex nihilo w w yniku jednorazowego aktu 
kreacji [3], Wiele białek hemostazy, zarówno tych odpowiadających za krzepnię
cie, jak i takich których rola polega na przeciwdziałaniu zakrzepom, wykazuje 
pewne podobne cechy świadczące o ich wspólnym rodowodzie. Cały układ w y
daje się być efektem serii duplikacji, mutacji i tasowania dom en w  obrębie ge
nomu przodków  współcześnie istniejących grom ad kręgowców zachodzących 
w  czasie około 450 min lat [7], Rola czynnika tkankowego (TF) i czynnika VII 
(FVII) sięga już samych początków ewolucji kręgowców, gdyż ich w ystępow a
nie stwierdzono u minoga, u którego zarazem występuje tylko jedna proteaza
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odpowiadająca czynnikom X (FX) i IX (FIX) oraz jeden ko- 
faktor odpowiadający czynnikowi VIII (FVIII) i czynnikowi 
V (FV) [8], Pełny zestaw czynników szlaku zewnątrzpo- 
chodnego pojawia się u ryb, które nie posiadają wykształ
conego toru wewnątrzpochodnego. Czynnik XII (FXII) w y
stępuje u płazów, natomiast czynniki kontaktu wiążą układ 
kininogenezy z układem  krzepnięcia dopiero u ssaków po 
pojawieniu się u przodków łożyskowców i torbaczy czyn
nika XI (FXI) [9].

WSPÓŁCZESNA TEORIA HEMOSTAZY 
WTÓRNEJ SSAKÓW

Krzepnięcie krwi ssaków tworzy złożoną sieć oddzia
ływań, regulowanych przez dodatnie i ujemne sprzężenia 
zwrotne. Zgodnie z obecnie obowiązującym paradygm atem  
kaskadę krzepnięcia dzieli się na trzy etapy: fazę indukcji, 
fazę wzmocnienia i fazę efektorową [1] (Ryc. 1).

W fazie indukcji dochodzi do wystawienia FVII na dzia
łanie czynnika tkankowego [10]. Przerwanie ochronnej 
warstwy komórek śródbłonka umożliwia kontakt czynnika 
tkankowego z FVII i utworzenie kompleksu proteolitycz
nego przy współudziale jonów w apnia i fosfolipidów (FL) 
[11].

Kolejną fazę krzepnięcia krwi — fazę wzmocnienia — 
zapoczątkowuje aktywacja FIX poprzez kompleks czynnik 
tkankow y/FVila. FIXa wraz z aktyw nym  FVIII (FVilla), 
jonami Ca2+ i fosfolipidami tworzy kompleks tenazy, który 
aktywuje FX. Aktywny FX (FXa) w  obecności nieenzyma- 
tycznego kofaktora — FV i fosfolipidów powierzchniowych 
tworzy kompleks, zwany protrombinazą, a ten z kolei ka
talizuje proteolizę protrombiny (czynnika II) do trombiny. 
Głównym źródłem fosfolipidów jest błona płytek krwi, 
która pełni funkcję podłoża, na którym formują się tena
za i protrombinaza. Na tym etapie stężenie trombiny jest 
jeszcze zbyt niskie, aby przekształcać fibrynogen (czynnik
I) w  fibrynę (włóknik). Wystarcza jednakże do aktywacji 
FV, FVIII, FIX i płytek krwi. Powstaje w ten sposób układ 
dodatnich sprzężeń zwrotnych znacznie zwiększający ilość 
trombiny [12].

Rycina 1. Schemat uk ładu  krzepnięcia krw i ssaków. C zynniki krzepnięcia: V, 
czynnik V; VII, czynnik VII; VIII, czynnik VIII; IX, czynnik IX; X, czynnik X; XI, 
czynnik XI; XII, czynnik XII; KO, kalikreina osoczowa; PK, prekalikreina osoczo- 
wa; WK, wielkocząsteczkowy kininogen; Fg, fibrynogen; T, trom bina.
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Na ostatnim etapie kaskady krzepnięcia, w  fazie efekto- 
rowej, trombina odszczepia od cząsteczki fibrynogenu fi- 
brynopeptydy A i B. Monomery fibryny polimeryzują, two
rząc zewnątrz- lub w ew nątrznaczyniowe złogi włóknika 
stabilizowanego dodatkowo przez wiązania kowalencyjne 
w prow adzane przez aktywny FXIII (FXIIIa) m iędzy reszta
mi lizyny a glutaminy różnych cząsteczek monom erów fi
bryny. Włóknik z jednej strony spełnia fizjologiczną funkcję 
naprawczą po uszkodzeniu ściany naczynia, blokując utratę 
krwi i wnikanie patogenów, a z drugiej — może odpow ia
dać za tworzenie zakrzepów, utrudniając lub naw et unie
możliwiając dopływ krwi do narządów, co w konsekwencji 
prow adzi do ich uszkodzenia [13]. Zapoczątkowany przez 
czynnik tkankowy i FVII mechanizm krzepnięcia uw aża się 
obecnie za główny szlak aktywacji krzepnięcia in vivo oraz 
wciąż jeszcze używ a się względem  niego nazwy zewnątrz- 
pochodny tor aktywacji [14].

Narastający lawinowo proces krzepnięcia krwi m usi być 
bardzo precyzyjnie kontrolowany. Trombina, kluczowy en
zym fazy efektorowej, zapoczątkowuje równocześnie szlak 
antykoagulacyjny, wiążąc się z obecną na powierzchni śród
błonka trombomoduliną. Powstały kompleks aktywuje biał
ko C (PC) i zarazem indukuje przejście TAFI (ang. thrombin 
activatable fibrinolysis inhibitor) w formę aktywną. Aktyw
ne białko C w kompleksie ze swoim kofaktorem, białkiem 
S (PS), degraduje FVa (przy współudziale heparyny) oraz 
FVIIIa i działa w  ten sposób przeciwzakrzepowo, natomiast 
TAFIa hamuje fibrynolizę poprzez blokowanie konwersji 
plazminogenu (Pig) do plazminy (Pin) [15].

Inne białko — TFPI (ang. tissue factor pathway inhibitor) 
inaktywuje czynnik tkankowy (kompleks czynnik tkanko- 
wy/FVIIa) oraz FXa [11]. Kolejny mechanizm negatywnej 
regulacji krzepnięcia zostaje zapoczątkowany przez anty- 
trombinę III (AT3) i kofaktor heparyny II (HC2), które two
rzą nieaktywny kompleks po połączeniu się z enzym em  
docelowym (trombina, FIXa, FXa, FXIa i FXIIa). Białko Z 
(PZ), którego struktura przypom ina FVII, FIX, FX i białko C, 
ale w którym brakuje kluczowej reszty His i Ser w  triadzie 
katalitycznej histydyny, asparaginianu i seryny (HDS), nie
zbędnej do aktywności proteolitycznej proteaz serynowych, 
również wykazuje działanie hamujące proces krzepnięcia 
poprzez tworzenie kompleksu z czynnikiem FXa oraz z in
hibitorem proteaz zależnym od białka Z [16].

U ssaków łożyskowych ważną rolę w  regulacji krzep
nięcia odgryw a także FXII. Ulega on aktywacji po wejściu 
w  kontakt z FXI, prekalikreiną osoczową (PK) i wielkoczą
steczkowym kininogenem (WK) na ujemnie naładowanej 
powierzchni. Dochodzi w tedy do przecięcia cząsteczki FXII 
na łańcuch beta (P-XIIa), posiadający aktywność enzym a
tyczną, i łańcuch alfa (a-XIIa), zawierający miejsce wiązania 
fosfolipidów. W w arunkach in vitro funkcję ujemnie nała
dowanej powierzchni spełnia szkło lub kaolin, natom iast in 
vivo odpowiadają za to praw dopodobnie aktyw ow ane płyt
ki krwi, tkanki bogate w kolagen, białka z dużą zaw arto
ścią aminokwasów siarkowych, agregaty zdenaturow anych 
białek [17] czy też ugrupow ania fosforanowe uwalnianych 
podczas uszkodzenia komórek RN A [18]. W ymienione biał
ka (kininogen, FXII, FXI i prekalikreina osoczowa) zalicza się
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do czynników kontaktu, które zapoczątkowują wewnątrz- 
pochodny tor krzepnięcia krwi. Aktywny FXII (FXIIa) ma 
zdolność przekształcania prekalikreiny osoczowej w  kali- 
kreinę (KO) i aktywowania FXI, a ten może przekształcać 
FIX w FIXa, prowadząc dalej do powstawania kompleksu 
tenazy. Okazuje się jednak, że FXII nie jest niezbędny do 
zainicjowania krzepnięcia, a osoby wykazujące jego brak 
mogą nie wykazywać szczególnych objawów klinicznych 
zaburzeń krzepnięcia, jak w przypadku pacjenta Johna 
Hagemana, od którego pochodzi alternatywna nazwa tego 
białka [19]. FXIIa ma zdolność konwersji plazm inogenu w 
plazminę, odgrywając w  ten sposób rolę w  zapoczątkowa
niu fibrynolizy [20], Prekalikreina osoczowa i FXI również 
mogą bezpośrednio aktywować plazminogen [21,22], Poza 
czynnikami kontaktu, plazminogen jest aktywowany do 
plazminy przede wszystkim przez uwalniane ze śródbłon- 
ka aktywatorów typu tkankowego (t-PA) i urokinazowego 
(u-PA). W w arunkach fizjologicznych ten mechanizm ma 
większe znaczenie niż aktywacja poprzez czynniki kontak
tu. Głównym inhibitorem plazminy jest a2-antyplazmina. 
Aktywatory plazminy ham owane są przez inhibitory (PAI- 
1, PAI-2) [23],

Kalikreina może zwrotnie aktywować FXII, a FXIIa może 
słabo bezpośrednio aktywować FIX, ale ten mechanizm 
nie ma istotnego znaczenia fizjologicznego. Aktywacja 
czynników kontaktu nie tylko odgrywa pomocniczą rolę 
w  aktywacji krzepnięcia krwi, lecz także rozpoczyna akty
wację fibrynolizy, układu dopełniacza i przede wszystkim 
kininogenezy. Stwierdzono, że aktywacja poprzez czynniki 
kontaktu jest istotna w powstawaniu skrzeplin w  różnych 
stanach patologicznych, jednakże w w arunkach fizjologicz
nych zapoczątkowanie krzepnięcia krwi in vivo nie wym aga 
udziału układu związanego z aktywacją FXII, ponieważ ak
tywacja krzepnięcia jest wtedy zdom inowana przez układ 
zależny od uwalniania czynnika tkankowego i aktywacji 
FVII [19]. FXII może odgrywać rolę w  powstawaniu zakrze
pów w ew nątrz naczyń krwionośnych żywego organizmu, 
ponieważ wyłączenie genu dla tego białka u myszy chroni 
przed sztucznie indukowaną zakrzepicą, nie wpływając na 
param etry prawidłowego krzepnięcia krwi [24,25]. Mógłby 
to być cel działania nowych leków przeciwzakrzepowych 
[26],

BADANIE EWOLUCJI HEMOSTAZY

O ile początki poznawania podstaw  biochemicznych 
układu krzepnięcia człowieka sięgają XIX wieku, sam pro 
ces ewolucji krzepnięcia krwi kręgowców badany jest zale
dwie od ponad pół wieku. Do realizacji tego celu możliwe 
jest zastosowanie czterech strategii badawczych. Dwie z 
nich poznają mechanizmy krzepnięcia krwi prostszych or
ganizmów z zastosowaniem metod biochemicznych. W yni
ki porów nyw ane są z wcześniej zgrom adzoną wiedzą o sys
temie krzepnięcia krwi człowieka. W pierwszej dośw iad
czenia polegają na studiowaniu oddziaływania niezbada
nych wcześniej czynników danego kręgowca ze znanymi 
czynnikami pochodzącymi od człowieka. Problemem jest 
tutaj specyficzność gatunkowa. Badanie oddziaływ ań bia
łek pochodzących od różnych gatunków może prowadzić 
do błędnych wniosków.

Kolejne podejście opiera się na oczyszczeniu każdego z 
czynników krzepnięcia z osobna, określeniu jego właściwo
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ści chemicznych i znalezieniu odpowiadającego składnika 
człowieka. Taka taktyka umożliwia zbadanie czynników 
występujących w znacznych ilościach, jak protrombina czy 
fibrynogen, lecz nie nadaje się do białek, które są obecne w 
osoczu w  ilościach śladowych, jak na przykład FVIII. Głów
ną trudnością w  obu m etodach jest konieczność zdobycia 
znacznych ilości osocza pochodzącego od różnych gatun
ków kręgowców. Doświadczenia tego typu umożliwiły jed
nakże uzyskanie wielu ciekawych informacji [6].

Trzecia strategia możliwa jest dzięki rozwojowi metod 
genetyki molekularnej i obejmuje klonowanie molekularne i 
sekwencjonowanie DNA. Technika rekombinacji DNA zre
wolucjonizowała badania ewolucyjne, umożliwiając uzy
skiwanie sekwencji białek występujących nawet w  bardzo 
małych ilościach.

Czwarte podejście jest możliwe dzięki niezwykłemu roz
wojowi informatyki, przyrostowi mocy obliczeniowej kom 
puterów oraz program om  badawczym  sekwencjonowania 
całych genomów różnych organizmów. Metody kom pute
rowej analizy sekwencji DNA i kodowanych przez nie bia
łek polegają na rekonstrukcji ewolucji in silico, umożliwiając 
ograniczenie kosztownych badań in vitro czy ex vivo. Bada
nia laboratoryjne mogą zostać dzięki temu precyzyjnie za
planowane jako potwierdzenie spostrzeżeń poczynionych 
w trakcie analiz kom puterowych. Każda z wymienionych 
metod badawczych przyczynia się znacząco do odtw orze
nia faktycznego obrazu ewolucji molekularnej układu he- 
mostazy.

OD SEKWENCJI GENOMOWYCH DO DOMEN I 
KONSTRUOWANIA DRZEW FILOGENETYCZNYCH

Zanim możliwe stało się sekwencjonowanie kwasów nu 
kleinowych cała wiedza na temat struktury białek pocho
dziła z określania sekwencji aminokwasowej [27,28] oraz z 
krystalografii rentgenograficznej [29],

Znacznie później opracowane zostały metody sekwen- 
cjonowania DNA [30,31] i określania struktury białek z za
stosowaniem metody jądrowego rezonansu magnetycznego 
(NMR, ang. nuclear magnetic resonance) [32]. Liczba danych 
pochodzących z sekwencjonowania DNA bardzo szybko 
przerosła liczbę danych sekwencji aminokwasowych bia
łek dzięki automatyzacji metody, co znacznie przyspieszy
ło uzyskiwanie wyników oraz znacznie obniżyło koszty. 
Gwałtownie powiększające się bazy danych sekwencji nu- 
kleotydowych umożliwiają porównania ze znacznie wolniej 
przyrastającymi bazami bezpośredniego sekwencjonowa
nia białek [33], Dzięki takim program om  jak BLAST (ang. 
Basic Local Alignment Search Tool), możliwe stało się dopa
sowywanie i przeszukiwanie sekwencji nukleotydowych i 
aminokwasowych [34]. Nie jest obecnie problemem przy
równanie fragmentu znanej sekwencji aminokwasowej biał
ka w materiale DNA tego samego lub innego gatunku pod 
warunkiem, że mam y do dyspozycji dość obszerną bazę 
sekwencji nukleotydowych danego organizmu. Można w 
ten sposób znajdować zarówno paralogi, spokrewnione 
ewolucyjnie sekwencje u tego samego gatunku, powstałe w 
w yniku duplikacji, jak i ortologi, sekwencje będące efektem 
rozdzielenia się gatunków [33].
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Poczynając od 1990 roku, w  którym ruszył projekt pozna
nia genomu człowieka, określono pełne sekwencje nukle- 
otydowe nie tylko człowieka, ale także wielu innych orga
nizmów pochodzących ze wszystkich trzech nadkrólestw: 
Archaea, Bacteria, Eucarya [35]. Prace znacznie przyspieszyło 
opracowanie metody sekwencjonowania WGS (ang. whole 
genome shotgun), w  której przeprow adza się przypadkow e 
szatkowanie całego DNA na fragmenty, sekwencjonowa- 
nie i analizowanie wyników za pomocą specjalistycznego 
oprogram owania kom puterowego [36,37], Postawiono w 
ten sposób pierwszy krok konieczny do identyfikacji funk
cjonalnych genów. Z drugiej strony, już pierwsze pełne ge
nomy umożliwiły konstrukcję drzew  filogenetycznych w 
oparciu o różne metody i strategie.

W celu identyfikacji genów w uzyskanych sekwencjach 
DNA opracowano szereg metod i program ów. Wymienić 
tutaj można takie aplikacje jak GRAIL, FGENEH, MZWF, 
GENSCAN, GenelD, Geneparser czy HMMgene. Umożli
wiają one poszukiwanie genu i przew idyw anie jego struk
tury. Określają położenie intronów lub eksonów i generują 
sekwencję am inokwasową produktu  białkowego. Nie ist
nieje co praw da jeden prosty sposób, który pozwoliłby na 
przewidywanie eksonów ze 100% praw dopodobieństwem , 
jednakże w  celu uzyskania maksymalnie dokładnych w yni
ków stosuje się algorytmy oparte na kombinacji kilku me
tod. Strategie poszukiwania genów m ożna podzielić na trzy 
główne kategorie: metody oparte na składzie — uwzględnia
ją ogólne właściwości sekwencji, m etody oparte na sygna
łach — analizują obecność lub brak specyficznych sekwencji 
i konsensusów sekwencji oraz m etody porównawcze opar
te na homologii sekwencji [38], Użytecznym programem do 
przewidywanie kompletnej struktury genu jest GENSCAN. 
Umożliwia on identyfikację intronów, eksonów, regionów 
promotorowych oraz sygnałów poliadenylacji. Sekw encja 

wejściowa nie musi przy tym reprezentować jednego genu. 
Może on dokonywać przew idyw ań z dużą dokładnością na 
sekwencjach niekompletnych genów albo wielu genów roz
dzielonych innymi fragmentami DNA. GENSCAN, opra
cowany w MIT (ang. Massachusetts Institute of Technology,), 
opiera się na modelu probabilistycznym składu sekwencji 
genomowej i struktury genu [39].

Pewnym utrudnieniem  komputerowej analizy ewolucji 
sekwencji białkowych jest zjawisko tasowania eksonów. 
Umożliwia ono z jednej strony powstawanie nowych białek 
o nowych właściwościach biochemicznych poprzez prze
stawianie domen, z których zbudow ane są białka i na pod
stawie których grupuje się je do określonych rodzin biał
kowych PFAM [40]. Z drugiej u trudnia  to znacznie analizę 
ewolucyjną białek, jeśli bierze się pod uw agę całą sekwencję 
aminokwasową danego białka. Obejściem tego problemu 
jest przyrównywanie jedynie sekwencji wybranej domeny, 
najlepiej o określonej dobrze funkcji biologicznej [9], Dome
na wybrana do studiów ewolucyjnych powinna być w mia
rę dobrze zachowana w ewolucji, co świadczy dodatkowo 
o jej istotnej roli w organizmie. N aw et jeśli znajduje się w 
kilku eksonach, co jest powszechne w  przypadku dużych 
domen, a zdarza się także i w mniejszych, powinna być ona 
chroniona przed tasowaniem budujących ją eksonów, przez 
silną presję selekcyjną, ponieważ mogłoby to prowadzić do 
utraty funkcji, za którą odpow iada w białku.

70

Na podstawie wyszukanych w DNA eksonów możliwe 
jest odtworzenie sekwencji aminokwasowej zarówno ca
łych białek, jak i poszczególnych domen. Właściwości bada
nej sekwencji można sprawdzić za pomocą takich narzędzi 
bioinformatycznych, jak PFAM (h t tp : / / pfam.sanger.ac.uk/ 
search) [41] czy PROSITE (h ttp ://w w w .expasy .o rg /p rosi-  
te /)  [42],

Sekwencji aminokwasowych białek i ich domen można 
poszukiwać z użyciem TBLASTN. Jako zapytanie stosuje się 
w tedy matrycę znanej sekwencji aminokwasowej wybranej 
dom eny badanego białka jednego gatunku, przeszukując 
bazę danych sekwencji nukleotydowych innego gatunku. 
O dpowiedzią są dopasowania sekwencji aminokwaso
wych, na podstawie których możliwe jest odtworzenie frag
mentów lub całości nieznanego białka homologicznego [34],

Niezwykle użytecznymi narzędziami są coraz powszech
niejsze przeglądarki genomów (ang. genome browsers), które 
łączą w sobie zwykle od razu kilka narzędzi bioinforma
tycznych. Dostępne są przez dowolną przeglądarkę inter
netową, udostępniają sekwencje nukleotydowe różnych 
organizmów, zawierają różne wersje BLAST, przewidują 
występowanie eksonów, zawierają mapy genomu oraz 
umożliwiają łatwe przemieszczanie się pomiędzy sekwen
cjami. Jednym z bardziej zaawansowanych modułów tego 
typu jest ENSEMBL (www.ensembl.org), wspólny projekt 
WTSI (ang. The Wellcome Trust Sanger Institute) i EMBL (ang. 
European Molecular Biology Laboraton/) — EBI (ang European 
Bioinformatics Institute), zawierający genomy wielu gatun
ków, sekwencjonowane w różnych ośrodkach badawczych 
na całym świecie [43], Innym rozwijającym się i szybkim 
narzędziem jest przeglądarka Uniwersytetu Kalifornijskie
go Santa Cruz h ttp ://g en o m e.u csc .ed u /. Obie posiadają 
bogaty zbiór genomów rożnych organizm ów wraz z narzę
dziami do ich badania.

Badanie sekwencji kodujących i niekodujących zidenty
fikowanych już genów jest bogatym źródłem informacji nie 
tylko o produktach ich ekspresji, ale i o samych genach. Jest 
to niezmiernie pomocne dla poznania funkcji biologicznej 
w aspekcie całego proteom u oraz umożliwia badanie ewo
lucji nie tylko organizmów, z których pochodzą, ale także 
ewolucji samych białek poprzez dopasowanie sekwencji 
i konstruowanie drzew filogenetycznych za pomocą takich 
programów, jak PHYLIP (http://evolution.genetics.w a- 
shington.edu/phylip .htm l) czy Phylodendron (h t tp : / / iu -  
b io.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form .htm l). Wszyst
kie wymienione narzędzia znacznie ułatwiają rekonstrukcje 
ewolucji molekularnej białek hemostazy kręgowców.

Wspólna strategia biochemii porównawczej i bioinfor- 
matyki opiera się na zbadaniu najpierw grup najbardziej 
oddalonych od siebie ewolucyjnie. W przypadku gromad 
kręgowców ważne jest dokładne ustalenie kiedy się one 
od siebie oddzieliły metodami datowania stosowanymi w 
paleontologii. Gen lub produkt genu obecny u obu gromaci 
świadczy, że musiał istnieć także u ich wspólnego przodka. 
Ustalając czy dany gen występuje u organizmów, które w y
odrębniły się wcześniej, można ustalić jego względny czas 
duplikacji. Dodatkowo, należy pamiętać, że niektóre linie 
ewolucyjne czasami tracą pewne geny. Pomocne może być
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także znalezienie najprostszego sposobu złożenia różnych 
dom en sekwencyjnych [6].

BUDOWA DOMENOWA BIAŁEK HEMOSTAZY

Poznano już dość dużo typów różnych dom en sekwen
cyjnych, które odpow iednio nazwano i pogrupowano. Biał
ka mają zwykle charakterystyczny układ dom en i na tej 
podstawie zaliczane są do określonych rodzin i podrodzin. 
Wiele sekwencji tworzących dany typ domeny wykazuje 
podobieństwo i występuje często nawet w białkach pełnią
cych odm ienne funkcje, jak np. w przypadku tzw. dom en A 
typu 1, 2, 3 występujących w białkach osocza ceruloplazmi- 
nie, FV i FVIII oraz w białku błonowym hefestynie — fer- 
roksydazie nabłonka jelit, które z kolei jest odpowiedzial
ne za transport żelaza w jelitach [44]. Może to świadczyć o 
ich wspólnym pochodzeniu, a analiza budow y domenowej 
wraz z przyrów nyw aniem  sekwencji jest niezwykle uży
teczna w rekonstrukcji ewolucji białek.

Wiele białek krzepnięcia ma charakter proteaz sery no
wych, dlatego do badania ich ewolucji użyć można sekwen
cji aminokwasowej domeny proteazowej (SP), zakodowanej 
zwykle w kilku eksonach, w  której to obrębie występują 
silnie zachowane w ewolucji reszty aminokwasowe triady 
katalitycznej HDS [9], Proteazy układu hemostazy charak
teryzują się złożoną budow ą domenową, a każde z tych bia
łek, oprócz wymienionej C-końcowej domeny proteazowej, 
posiada różnorodne domeny N-końcowe.

Jedną z ważniejszych takich dom en jest GLA, zawierają
ca liczne reszty kwasu y-glutaminowego, którego synteza 
jest zależna od witaminy K. Do białek krzepnięcia krwi krę
gowców, posiadających domenę GLA, należą: protrombina, 
FVII, FIX i FX, białko C, białko S i białko Z1. Pozostałe pery- 
feryczne domeny, występujące w proteazach układu hem o
stazy, to: dom eny kringlowe, palce fibronektynowe (FN-1, 
FN-2 i FN-3), domeny czynnika wzrostu naskórka (EGF) i 
domeny jabłkowe (PAN). Domeny kringlowe są charakte
rystyczne dla protrombiny, FXII, plazminogenu oraz t-PA 
i u-PA. Domeny EGF są typowe dla wszystkich proteaz 
serynowych układu hemostazy za wyjątkiem protrom bi
ny, plazm inogenu oraz FXI i prekalikreiny osoczowej [44], 
Domeny PAN występują w czterech kopiach w FXI i preka- 
likreinie osoczowej (Ryc. 2) oraz w jednej kopii w plazmi- 
nogenie [45],

EWOLUCJA UKŁADU KONTAKTU

Już pierwsze analizy porównawcze sekwencji proteaz 
serynowych układu hemostazy doprowadziły do wniosku, 
że pewne białka, szczególnie te zaliczane do czynników 
kontaktu — FXI, FXII i prekalikreina osoczowa, musiały 
pojawić się stosunkowo niedawno w toku ewolucji, znacz
nie wcześniej niż inne i powinny być nieobecne u niższych 
kręgowców. W ykazano brak aktywności FXI u gadów i pta
ków przy istniejącej aktywności odpowiadającej prekalikre- 
inie osoczowej. Stwierdzono także brak aktywnego FXII u

1 Białko S nie posiada domeny proteazowej, lecz dwie domeny lamininy 
G, białko Z nie ma aktywności proteazowej, ponieważ brak jest w dome
nie proteolitycznej prawidłowej triady katalitycznej.
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Rycina 2. Budowa dom enow a w ybranych proteaz serynowych. FXI, czynnik XI; 
PK, prekalikreina osoczowa; FXII, czynnik XII; HGFA, aktyw ator czynnika w zro 
stu  hepatocytów . Domeny: SP, dom ena proteazowa; P, dom ena jabłkowa (PAN); 
K, dom ena kringlowa; F, dom ena fibronektynowa; E, dom ena czynnika w zrostu  
naskórka (EGF).

ptaków i węży, ale zarazem  wrażliwość tego czynnika na 
prekalikreinę osoczową u żółwi i krokodyli [46].

Porównywanie sekwencji proteaz serynowych czynni
ków kontaktu potwierdziły, że białka te musiały wyewolu
ować stosunkowo niedawno. FXI i prekalikreina osoczowa 
człowieka wykazują tak duże podobieństwo pod względem 
sekwencji aminokwasowej, iż duplikacja musiała nastąpić 
w  niezbyt odległym ewolucyjnie momencie2. Silnych do
wodów dostarczyły ostatnio przeprowadzone analizy kom 
pletnych genomów oposa, dziobaka, kury domowej, żaby z 
rodzaju Xenopus, danio pręgowanego i rozdymki tygrysiej. 
Potwierdzono brak FXI, FXII i prekalikreiny osoczowej u 
ryb. Występuje jednakże gen białka homologicznego do ak
tywatora czynnika w zrostu hepatocytów (HGFA) człowie
ka, który jest paralogiem FXII. Stwierdzono obecność genu 
FXII u żab, dziobaka i oposa, natomiast brak u kury. Paralo- 
gi FXII i czynnika wzrostu hepatocytów położone są u ssa
ków na odrębnych chromosomach, a u Xenopus znaleziono 
je na odrębnych fragmentach sekwencjonowanego DNA. W 
przypadku ptaków musiało dojść do utraty genu dla FXII, 
na co wskazuje porównanie położenia sąsiadujących genów 
u badanych przedstawicieli ssaków, ptaków i płazów [9] 
(Ryc. 3). Jest to w zgodzie z ponad stuletnimi obserwacjami 
wydłużonego czasu krzepnięcia krwi na drodze kontaktu u 
kury oraz z niedawnym i badaniami biochemicznymi u sępa 
i strusia, co potwierdza utratę genu dla FXII w  całej groma
dzie [47,48],

W przypadku pozostałych proteaz kontaktu pojedynczy 
gen, odpowiadający przodkow i FXI i prekalikreiny osoczo
wej (prePK/FXI), pojawił się u żaby, kury i dziobaka (Ryc. 
4). Opos, przedstawiciel torbaczy, posiada zarówno preka
likreinę osoczową, jak i FXI, podobnie jak ssaki łożyskowe. 
Podobnie jak u człowieka, geny paralogów prekalikreiny 
osoczowej i FXI położone są jeden za drugim  na tym samym 
chromosomie, wskazując na lokalną duplikację. Na uwagę 
zwraca też syntenia sąsiadujących genów, zarówno w przy
padku par paralogów FXII — HGF, jak i FXI — PK (Ryc. 
3,4).

Na podstawie powyższych analiz oraz drzewa filoge
netycznego skonstruowanego na podstawie dopasowania 
sekwencji dom en proteazowych (SP) stwierdzić można, że 
pojawienie się wśród czynników krzepnięcia proteaz kon
taktu: FXII, PK i FXI miało miejsce wskutek przynajmniej 
dwóch duplikacji w trakcie kilkuset milionów lat ewolucji, 
poczynając od FXII i HGFA oraz prePK-FXI u przodka krę-

258% pełne sekwencje, 68% domeny proteazowe
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Wcześniejsze prace wskazywały na aktywność układu 
kininogenezy u gadów i aktywację czynnika odpow iada
jącego prekalikreinie osoczowej przez FXII. Można zatem 
przypuszczać, że pierwotną funkcją proteaz kontaktu była 
kininogeneza, a dopiero pojawienie się FXI u przodka ssa
ków łożyskowych i torbaczy wskutek duplikacji prekalikre- 
iny osoczowej4 umożliwiło udział w procesie krzepnięcia 
krwi i tym samym aktywację przez kontakt.

Rycina 3. Położenie sąsiadujących genów dla czynnika XII i HGFA u człowieka, 
kury  (tylko HGFA) i żaby. Geny: RGS14, 14 regulator białka G; N a+/P i; białko 
transportujące fosforany zależne od jonów  sodu; F12, czynnik XII; GRKó, kinaza 
6  pow iązana z białkiem  G; RGS12,12 regulator białka G; HGFA, aktyw ator czyn
nika w zrostu hepatocytów ; DOK7, białko Dok-7.

gowców czworonożnych, a kończąc na FXI i prekalikreinie 
osoczowej przed rozejściem się ssaków łożyskowych i tor
baczy (Ryc. 5).

FXI ssaków w czwartej domenie jabłkowej (PAN) posiada 
zachowaną w ewolucji resztę cysteiny w pozycji 321, dzięki 
czemu formuje homodimery. Prekalikreina osoczowa po
siada dodatkowo resztę cysteiny 3263, która z resztą Cys321 
tworzy wewnątrzłańcuchowe wiązanie disulfidowe i, po
dobnie jak większość proteaz układu krzepnięcia krwi, w y
stępuje w  postaci monomerów. Mutacja w  kodonie Cys326 
do glicyny, po duplikacji genu dla prePK/FXI, umożliwiła 
pojawienie się niespotykanych u innych proteaz właściwo
ści FXI do tworzenia dimerów. Białko występujące u żaby,

PK F11 PG MNTR1A
■■■■ mam mam

CYTP450

Rycina 4. Lokalizacja genów  sąsiadujących z FXI/PK na chrom osom ie człowieka 
i kury. Geny: CYTP450, cytochrom  P450; NOVEL, przodek PK-FXI; PK, prekali
kreina; F i l ,  czynnik XI; PG, pseudogen; MNTR1A, receptor m elatoniny typu  1A 
(na podstaw ie ENSEMBL).

kury i dziobaka jest monomerem, ponieważ, podobnie jak 
prekalikreina osoczowa człowieka, zawiera dwie reszty cy
steiny w pozycji odpowiadającej 321 i 326 [9],

W innym niedawnym, niezależnym doniesieniu, doty
czącym analizy ewolucyjnej kininogenów, okazało się, że 
mimo występowania u ryb kininogenu podobnego do wiel
kocząsteczkowego kininogenu ssaków, białko nie posiada 
segmentu bogatego w reszty histydyny, który jest niezbęd
ny do aktywności w układzie kontaktu [49], Fragment ten 
pojawia się po raz pierwszy dopiero u płazów, co zgadza 
się z pojawieniem się FXII i prePK/FXI w  tej właśnie gro
madzie kręgowców.

’Numeracja według sekwencji aminokwasowej białka człowieka.
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HUHGFA

Rycina 5. Drzewo filogenetyczne na podstaw ie  dopasow ania sekwencji am ino
kwasowej dom en SP proteaz kontaktu  i ak tyw atora czynnika w zrostu  hepato 
cytów w ybranych kręgowców: LAHGFAF12, przodek aktyw atora czynnika 
w zrostu  hepatocytów  i czynnika XII u  minoga; FRF12, czynnik XII żaby Xeno- 
pus; PLF12, czynnik XII dziobaka; OPF12, czynnik XII oposa; HUF12, czynnik XII 
człowieka; FRHGFA, aktyw ator czynnika w zrostu  hepatocytów  żaby Xenopus; 
CHHGFA, aktyw ator czynnika w zrostu hepatocytów  kury; PLHGFA, aktyw ator 
czynnika w zrostu  hepatocytów  dziobaka; OPHGFA aktyw ator czynnika wzrostu 
hepatocytów  oposa; HUHGFA, aktyw ator czynnika w zrostu  hepatocytów  czło
wieka; FRPKF11, przodek prekalikreiny i czynnika XI u żaby, CHPKF11, przodek 
prekalikreiny i czynnika XI u kury; PLPKF11, przodek prekalikreiny i czynnika 
XI u dziobaka; OPF11, czynnik XI oposa; HUF11, czynnik XI człowieka; OPPK, 
prekalikreina osoczowa oposa; PKHU, prekalikreina osoczowa człowieka.

PODSUMOWANIE

Należy jeszcze raz podkreślić, że naw et u ssaków FXII 
nie jest niezbędny do aktywacji układu krzepnięcia, a jego 
brak u człowieka nie wiąże się z groźnymi objawami kli
nicznymi. Czynnik ten został wykryty przez Oscara Ratnof- 
fa w  1955 roku po stwierdzeniu w ydłużonego czasu krzep
nięcia u Johna Hagemana, który w ykazywał brak wcześniej 
nie odkrytego czynnika krzepnięcia, ale zarazem nie miał 
objawów krwotocznych [50,51], Paradoksalnie, bezpośred
nią przyczyną śmierci H agem ana była zatorowość tętnicy 
płucnej jako powikłanie po w ypadku przy pracy [52], Co 
ciekawe, wśród ssaków walenie wykazują brak ekspre
sji genu tego białka wskutek w ystępowania pseudogenu 
[53,54]. Brak FXII stwierdzono także u niektórych węży i 
żółwi morskich, lecz u żółwi lądowych i krokodyli w yka
zano aktywność tego białka [46,55], Gen dla FXII występuje

4Czynnik ten, wcześniej określany jako prePK/FXI, uznać można jako 
prekalikreinę osoczową ponieważ wykazuje on budowę i aktywność 
prekalikreiny osoczowej ssaków łożyskowych i torbaczy.
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także w genomie jaszczurki Anolis carolinensis (podobnie jak 
tylko jeden gen dla prePK-FXI)5, a zanika w linii prow adzą
cej do ptaków.

Wyłączenie genu dla FXII u myszy chroni przed sztucz
nie indukow aną zakrzepicą, nie wpływając na parametry 
prawidłowego krzepnięcia krwi [24,25], co otwiera per
spektywy opracowania nowych terapii przeciwzakrzepo- 
wych działających na wewnątrzpochodny szlak aktywacji 
i krzepnięcia krwi, które byłyby pozbawione komplikacji 
krwotocznych związanych z ham owaniem  zewnątrzpo- 
chodnego toru aktywacji krzepnięcia krwi [26],
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The contact factors of hemostasis: examination of molecular 
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ABSTRACT
Enterprises of whole genome sequencing together with information technology progress enable reconstruction of blood clotting evolution by 
bioinformatic methods. It together offers a base to conclude that the contact phase of vertebrate blood coagulation is evolutionary young and 
shaped merely before divergence of marsupial and placental mammals. Amphibians, birds and platypus own a single gene corresponding to 
the predecessor of factor XI and plasma prekallikrein. The opossum has both PK and FXI like eutherian mammals. FXII appears first in am
phibians, it is present in platypus and opossum, but disappears in lineage leading to birds, probably by gene loss. The last findings brought to 
live the intrinsic coagulation pathway as it was discovered that FXII-knockout mice were protected from experimentally induced thrombosis, 
with no changes of proper clotting. The contact proteases may be a target for new antithrombotic therapies.
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S T R E S Z C Z E N IE

Transport białek w szlaku wydzielniczym ma charakter pęcherzykowy - z błon jedne
go organellum tworzą się pęcherzyki, które ulegają fuzji z błonami następnego. Białka 

rodziny p24 są obecne w błonach organelli szlaku wydzielniczego (ER, aparat Golgiego, pę
cherzyki typu COPII i COPI). Doniesienia o ich znaczeniu w rozwoju choroby Alzheimera 
czynią je przedmiotem szczególnego zainteresowania. Umiejscowienie białek z rodziny p24 
w organellach szlaku wydzielniczego oraz poziom ich syntezy, zależny od rodzaju tkanki 
i związany z jej aktywnością wydzielniczą, wskazuje na udział białek p24 w procesie wy
dzielniczym. Na poziomie molekularnym ich funkcja pozostaje nadal nieznana. Dotychczas 
zaproponowano, że białka p24: (1) są receptorami dla wybranych białek transportowanych 
szlaku wydzielniczego; (2) regulują powstawanie pęcherzyków transportowych; (3) pełnią 
funkcje strukturalne i morfogenetyczne w organellach szlaku wydzielniczego; (4) biorą 
udział w kontroli jakości transportowanych białek. Niniejsza praca stanowi krytyczny prze
gląd doniesień na temat funkcji białek z rodziny p24.

T R A N S P O R T  P Ę C H E R Z Y K O W Y  W  K O M Ó R C E  E U K A R IO T Y C Z N E J

GŁÓWNE SZLAKI TRANSPORTOWE W KOMÓRCE

Budowa komórki eukariotycznej -  występowanie na jej terenie w yodrębnio
nych, obłonionych organelli wewnątrzkomórkowych -  oraz jej rozmiar wymusiły 
wykształcenie regulowanych systemów wewnątrzkomórkowego transportu bia
łek, lipidów i innych makrocząsteczek. Jednym z rodzajów transportu w ew nątrz
komórkowego jest transport pęcherzykowy. Pęcherzyki transportowe powstają 
przez pączkowanie z błony jednego organellum i są aktywnie transportowane w 
kierunku drugiego organellum docelowego, z którym następnie łączą się w pro 
cesie fuzji błonowej, uwalniając swoją zawartość do światła tego organellum [1,2]. 
W systemie transportu pęcherzykowego wyróżniamy trzy podstaw ow e szlaki 
transportowe: szlaki wydzielniczy i biosyntetyczny prow adzą z siateczki śrópla- 
zmatycznej (ER) do aparatu Golgiego, gdzie szlaki te rozdzielają się, transporto
wany materiał jest sortowany, po czym pęcherzyki wydzielnicze kierowane są 
do błony komórkowej, a transport biosyntetyczny kierowany jest do lizosomów 
(wakuol u grzybów i roślin) lub do innych lokalizacji komórkowych, właściwych 
dla transportowanych białek. Trzeci szlak -  endocytozy -  prow adzi od błony 
komórkowej przez wczesne i późne endosomy do lizosomów (Ryc. 1). Trans
port pęcherzykowy jest zawsze dwukierunkowy: transport wychodzący (ang. 
anterograde) prowadzi od ER do miejsca działania białka, a transport powrotny 
(ang. retrograde) w  kierunku przeciwnym. Transport powrotny jest niezbędny dla 
zachowania niezmienności i spójności poszczególnych organelli -  odpow iada za 
dynamiczne zatrzymywanie białek we właściwych im organellach szlaku w y
dzielniczego (przez ich odzyskiwanie z dalszych etapów transportu), zapewnia 
zachowanie równowagi błon komórkowych i umożliwia ponow ne wykorzysta
nie białek odpowie- _______________________
dzialnych za proces ER
transportu [1,3].

ERGIC

R ycina 1. Szlaki transpor
tu  pęcherzykowego. AG 
— aparat Golgiego, PK — 
pęcherzyki opłaszczone 
klatryną, EW — wczesny 
endosom , EP — późny en- 
dosom , EFL — endosom  w 
fuzji z lizosomem, niebie
skie kółko — pęcherzyki z 
płaszczem  COPII, zielone 
kółko — pęcherzyki z płasz
czem  COPII.
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Bardzo istotne dla prawidłowego przebiegu transportu 
pęcherzykowego jest wydajne selekcjonowanie i akumu- 
lowanie białek i innych cząsteczek będących przedm iotem  
transportu (ang. cargo) oraz proces fuzji pęcherzyka z odpo
wiednią błoną docelową. Kluczową rolę w  rozpoznawaniu 
i pakowaniu transportowanych cząsteczek odgrywają biał
ka płaszcza, pokrywające od strony cytoplazmatycznej po
wierzchnię tworzącego się pęcherzyka. W przypadku prze
znaczonych do transportu białek błonowych zawierających 
domeny cytoplazmatyczne, selekcja polega na rozpoznaniu 
sygnałów kierujących, obecnych w ich domenach cytosolo- 
wych, przez białka płaszcza [1]. Natomiast białka, które nie 
mogą bezpośrednio oddziaływać z białkami płaszcza, na 
przykład białka pozbawione fragmentów cytoplazmatycz- 
nych, białka wiążące się z błoną za pomocą kotwicy glikozy- 
lofosfatydyloinozytolowej (GPI) oraz białka rozpuszczalne, 
wymagają dodatkowych białek receptorowych [1,2]. Selek
cja do pęcherzyka białek przeznaczonych do transportu za
chodzi jednocześnie z procesem zakrzywiania błony w sku
tek działania na błonę białek płaszcza. Za wybór właściwej 
błony docelowej -  zależnie od transportowanych cząsteczek
-  odpowiadają czynniki kotwiczące pęcherzyki (ang. vesicle 
tethering factors) oraz czynniki fuzyjne (ang. membrane fusion 
factors). Jedne i drugie uczestniczą także w sortowaniu białek 
przeznaczonych do transportu [4], w związku z czym uważa 
się, że w komórce występują różne rodzaje pęcherzyków, 
specyficzne dla danego typu białka, oraz że przed pączko
waniem następuje koncentracja odpowiednich białek. Za 
koncentrację białek odpowiadają praw dopodobnie zarówno 
białka płaszcza, jak i czynniki kotwicząco-sortujące. Zgod
nie z przewidywaniam i tego modelu pokazano ostatnio, że 
w ER istnieją rejony błony, z których powstają pęcherzyki 
określonego typu [5],

PĘCHERZYKI COPI11 COPI

Na różnych etapach transportu funkcjonują różne białka 
płaszcza (Ryc. 1), charakterystyczne dla danej populacji pę
cherzyków. Na wczesnych etapach szlaku wydzielniczego
-  od ER do aparatu Golgiego -  za transport odpowiadają pę
cherzyki z płaszczami COPI i COPII. Transport wychodzący 
z ER wym aga białek płaszcza COPII. Płaszcz COPII budują 
dwa kompleksy białkowe, Sec23/24 i Secl3/31, oraz GTPaza 
Sari. Białko Sec24 jest receptorem dla większości transporto
wanych białek, a białko Sec23 reguluje hydrolizę cząsteczki 
GTP przez Sari [1], Ostatnie prace nad białkiem Sari w yka
zały, że jego N-koniec ma zdolność do zakrzywiania błony 
[6]. W związku z tym postuluje się, że za zakrzywianie bło
ny podczas powstawania pęcherzyków odpow iada GTPa
za Sari razem z kompleksem Sec23/24, który dodatkowo 
wpływ a na kształt pęcherzyka [6]. U roślin i drożdży pęche
rzyki COPII ulegają fuzji bezpośrednio z aparatem Golgiego, 
natomiast w  komórkach ssaków pęcherzyki te łączą się ze 
sobą na drodze fuzji homotypowej, tworząc w  ten sposób 
większą strukturę błonową -  ERGIC (ang. ER-Golgi Interme
diate Compartment). Jest to dodatkowy przedział komórko
wy, którego podstaw ow ą funkcją jest sortowanie białek na 
wczesnych etapach wydzielania [7],

Z błon struktury ERGIC i aparatu Golgiego powstają pę
cherzyki COPI, które odpowiadają za transport na odcinku 
ERGIC-Golgi oraz za transport prowadzący z aparatu Gol
giego do ER i ERGIC. Płaszcz pęcherzyków COPI składa się
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z podjednostek a-, [3-, P'-, y-, 6-, £-, Ę-COP oraz z GTPazy 
Arfl. Od niedawna do białek płaszcza COPI zalicza się 
również białka aktywujące hydrolityczną funkcję GTPazy 
Arfl, tzw. białka ArfGAP. Białka ArfGAP uczestniczą też w 
sortowaniu białek przeznaczonych do transportu, a w do
świadczeniach in vitro wykazano, że wzmagają formowanie 
pęcherzyków z błon komórkowych i z liposomów [8], Za
blokowanie działania białek płaszcza COPI hamuje zarów
no transport z ERGIC do aparatu Golgiego, jak i transport 
powrotny z ERGIC do ER i z aparatu Golgiego do ER. Do
świadczenia prow adzone w  komórkach ssaków wykazały 
jednak, że niektóre rodzaje białek mogą być transportowane 
nawet wtedy, gdy funkcjonowanie białek COPI jest zablo
kowane, co wskazuje na istnienie kilku równoległych dróg 
transportu powrotnego z aparatu Golgiego, w  tym  również 
dróg niezależnych od COPI [3,8,9],

ROLA LIPIDÓW W TRANSPORCIE PĘCHERZYKOWYM

Oprócz białek istotną rolę w  transporcie pęcherzykowym 
odgrywają także lipidy. Jako składniki błon biologicznych, 
lipidy są pasywnym i uczestnikami transportu, ale nie tylko: 
wraz z wyizolowaniem i scharakteryzowaniem drożdżowe- 
go m utanta secl4 stało się jasne, że pełnią one również w aż
ne funkcje regulacyjne. W mutancie tym, który w ykazywał 
zaburzenia w transporcie wydzielniczym, uszkodzone jest 
białko regulujące poziom fosfatydyloinozytolu i fosfatydy- 
locholiny w wybranych błonach, co wskazywało na udział 
tych lipidów w praw idłow ym  przebiegu wydzielania [10]. 
Udział lipidów staje się oczywisty, gdy uzm ysłowim y so
bie kilka rzeczy. Przede wszystkim  skład lipidowy błony 
jest istotny dla prawidłowego wiązania wielu białek zaan
gażowanych w powstawanie oraz fuzję pęcherzyków, na 
przykład dla GTPaz. Prawidłowy skład lipidowy w arunku 
je również samo kształtowanie się pęcherzyków, wpływa 
bowiem na proces deformacji błony. Ponadto, lipidy mogą 
regulować koncentrację niektórych białek przeznaczonych 
do transportu przez bezpośrednie oddziaływania z nimi lub 
przez swój wpływ na ich oligomeryzację [11,12].

W naszym  myśleniu o transporcie pęcherzykowym  po 
winniśmy zatem uwzględniać błony biologiczne w całej ich 
złożoności -  jako struktury utworzone zarówno z białek, jak 
i z lipidów. Co więcej, musimy pamiętać także o tym, że 
błony są strukturami dynamicznymi i że w  trakcie tworzenia 
się i fuzji pęcherzyka dochodzi nie tylko do zmian w od 
działywaniach między białkami, ale też do zmian w  składzie 
lipidowym błon i w oddziaływaniach białkowo-lipidowych, 
a zatem do przeorganizowania całych fragmentów błon.

B IA Ł K A  p 24  -  C H A R A K T E R Y S T Y K A  R O D Z I N Y

WYSTĘPOWANIE, LOKALIZACJA, STRUKTURA

Białka rodziny p24 występują zarówno u grzybów, np. 
u drożdży, jak i u wyższych Eukaryota. Pierwsze białka z tej 
rodziny scharakteryzowano najpierw biochemicznie, przez 
izolację z błon aparatu Golgiego z komórek HeLa u ludzi
[13], z komórek trzustki szczura [14] i z drożdży [15]. N a
stępnie, na podstawie analizy dostępnych w bazach danych 
sekwencji białkowych, zidentyfikowano całą grupę podob
nych do siebie białek (wykazujących około 30% identyczno
ści), którą od masy najwcześniej opisanego białka (24 kDa) 
nazwano rodziną p24. Dotychczas u drożdży zidentyfiko
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wano osiem białek z tej rodziny -  należą do nich Emp24, 
Erv25 oraz sześć białek Erpl-6 [16]. U Caenorhabditis elegans 
znanych jest sześć białek p24, a u ssaków siedem (p23, p24, 
p25, p26, p27, tp24, Ers25) [17-19]. Najwięcej białek p24 jest 
u roślin -  u Arabidopsis thaliana przynajmniej jedenaście [20]. 
Zachowanie białek p24 w toku ewolucji oraz ich powszech
ność i obfitość wśród eukariontów sugerują, że odgryw a
ją one ważną rolę w życiu komórki. Rzeczywiście, delecje 
genów p24 u ssaków są letalne: zarodki myszy z delecjami 
obydw u alleli genu p23 obumierają na wczesnych etapach 
embriogenezy [21]. W iadomo też, że białka rodziny p24 
odgrywają istotną rolę w patogenezie choroby Alzheimera 
[22], Natomiast komórki drożdży pozostają żywotne nawet 
wtedy, gdy są pozbawione jednocześnie wszystkich ośmiu 
genów kodujących białka p24 [23].

Białka p24 występują nie tylko w aparacie Golgiego, ale 
też w  błonach ER, ERGIC oraz w pęcherzykach transporto
wych COPI i COPII [16,18,24]. U myszy białko p23 znalezio
no też w błonach granul wydzielniczych komórek (3 trzustki 
[25], Lokalizacja w  organellach szlaku wydzielniczego oraz 
poziom ekspresji zależny od rodzaju tkanki i związany z jej 
aktywnością wydzielniczą, wskazuje na udział białek p24 
w procesie wydzielania [25]. Zaangażowaniem w regula
cję transportu białek ważnych dla procesu embriogenezy i 
sygnalizacji komórkowej tłumaczyć m ożna letalność zarod
ków myszy pozbawionych białek p24.

Oprócz podobieństwa struktury pierwszorzędowej -  na 
podstawie którego zidentyfikowano całą rodzinę -  biał
ka p24 mają także identyczną budow ę dom enow ą (Ryc.
2). Wszystkie mają jedną domenę transblonową i dużą N- 
końcową część zlokalizowaną w świetle ER (około 170 reszt 
aminokwasowych), zaś domena cytoplazmatyczna jest 
krótka (10-15 reszt aminokwasowych). Ze względu na ho- 
mologię fragmentu lumenalnego białka p24 podzielono na 
cztery podrodziny: a, (3, 6 i y [17,18]. W części lumenalnej 
występuje ponadto domena GOLD z dwiema zachowanymi 
w ewolucji resztami cysteiny [26].

OLIGOMERYZACJA

Wszystkie białka p24 wykazują zdolność do tworzenia 
heterooligomerów -  zazwyczaj występują w postaci hete- 
rodimerów i heterotetramerów, w skład których w chodzą 
podjednostki należące do różnych podrodzin [16,18,27]. Ho- 
mooligomerów nie znaleziono, natomiast białka p24 w ystę
pują również jako monomery [27], Za oligomeryzację odpo
wiada fragment poprzedzający domenę błonową, o struk tu 
rze superhelisy (ang. coiled-coil) [28], P roponowane jest, że w 
powstawanie oligomerów może być zaangażowana domena 
transbłonowa, jednak sama nie jest ona wystarczająca [29],

W przypadku drożdży wiadomo, że funkcjonalnym 
kompleksem białek p24 jest heterotetramer i że w  jego skład 
wchodzi po jednym białku z każdej z podrodzin rodziny 
p24. Białka Emp24 i Erv25, jako jedyni przedstawiciele swo
ich podrodzin, stanowią rdzeń kompleksu [30], Brak choćby 
jednego z białek rdzenia kompleksu p24 powoduje desta
bilizację heterotetrameru i degradację wolnych białek p24 
[16,31],

Zdolność białek p24 do tworzenia heterooligomerów jest 
cechą zachowaną u wszystkich eukariontów, gdyż jest istot
na dla funkcjonowania i dystrybucji tych białek [16]. Przy
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kładowo, w komórkach ssaczych nadprodukcja białka p23 
prow adzi do jego akumulacji w ER, co z kolei w pływa na 
lokalizację pozostałych białek p24. Jednocześnie oznacza to, 
że lokalizacja białka p23 nie zależy jedynie od obecnego w 
nim  sygnału eksportu z ER (patrz dalej). Zaproponowano 
więc, iż opuszczenie ER przez białko p23 zależy od obecno
ści specyficznych sygnałów w kontekście całego kompleksu 
białek p24 [18]. Jest to zgodne z obserwacją, że obecność bia
łek p25 i p26 ułatwia transport pary p23/p24 [24], Natomiast 
transport białek p24, p26 i tp24 praw dopodobnie nie w y
maga heterooligomeryzacji. W komórkach HeLa białko p26 
występuje w  wyższych stężeniach niż pozostałe białka p24 
i funkcjonuje głównie w formie monomeru. Z kolei białko 
tp24 występuje w mniejszych ilościach niż pozostałe białka 
rodziny. Uważa się więc, że zmieniające się oddziaływania 
między białkami z rodziny p24 decydują o tym, w jakim kie
runku są one transportowane [27],

SYGNAŁY LOKALIZACYJNE W BIAŁKACH p24

Kompleksy białek p24 tworzą się praw dopodobnie w 
momencie wychodzenia z ER [32], Eksport białek p24 z ER 
jest regulowany i zależy od występujących w nich sygnałów 
lokalizacyjnych, takich jak motyw LV (reszty leucyny, wa- 
liny), aromatyczny motyw FF (dwóch reszt fenyloalaniny), 
czy od reszty kwasu glutaminowego i reszty glutaminy w 
domenie błonowej [29,33]. Za efektywność eksportu niektó
rych białek p24 mógłby też odpowiadać motyw dwóch reszt 
aminokwasów kwaśnych (reszta kwasu asparaginowego i 
kwasu glutaminowego, rozdzielone inną resztą am inokwa
sową) [34], Eksport białek p24 z ER następuje dzięki wiąza
niu z podjednostkami płaszcza COPII. In vitro białko Emp24 
wykazuje powinowactwo do wszystkich podjednostek tego 
płaszcza -  Sari, Sec23/24 i Secl3/31. Usunięcie sygnału FF 
z Emp24 zaburza wiązanie białek Secl3/31 i Sari, ale nie 
wpływa na wiązanie Sec23/24. Z kolei białko Erv25 posiada 
zmodyfikowany motyw aromatyczny (sekwencja YF), dzięki 
któremu wiąże kompleksy Sec23/24 i Secl3/31, natomiast 
białko Erv25 nie wykazuje powinowactwa do GTPazy S a ri . 
Dlatego też oba białka -  Emp24 i Erv25 -  są tak samo ważne 
dla efektywnego eksportu całego kompleksu z ER [30]. Być 
może wiązanie przez białka p24 kompleksu Secl3/31 -  co 
ma miejsce podczas eksportu białek p24 z ER -  stymuluje 
aktywację GTPazy Sari przez dim er Sec23/24. Byłoby to 
zgodne z hipotezą, że rekrutacja Secl3/31 przez p24 wpływa 
na tempo hydrolizy GTP przez Sari [30],

Za pow rót białek p24 do ER także odpowiadają specjalne 
motywy aminokwasowe. Najlepiej poznanym  jest motyw 
dwóch sąsiadujących lizyn (KKXX lub wariant KXKXX na C- 
końcu białka), który jest odpowiedzialny za oddziaływania z

LV 
FF/YF 

KKXX/KXKXX

— i-C
GOLD COILED-COIL DB

Rycina 2. Schemat s truk tury  białka z rodziny  p24. Zaznaczono dom enę GOLD, 
dom enę o struk tu rze  superhelisy, dom enę transblonow ą (DB), dw ie zachow ane 
w  ewolucji reszty cysteiny (C), m otyw y sygnałow e obecne w  cytoplazm atycz
nych dom enach białek p24 (LV, FF/YF, KKXX/KXKXX).
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płaszczem pęcherzyków COPI (podjednostkami a- i (3'-COP) 
[7,35], Przykładowo, motyw ten jest zarazem konieczny i 
wystarczający do osiągnięcia właściwej lokalizacji w błonie 
ER przez białko Atp24 (białko z rodziny p24 z Arabidopsis 
thaliana). W badaniach in vitro wykazano, że m otyw dwóch 
sąsiadujących lizyn wiąże nie tylko białka płaszcza COPI, ale 
też GTPazę Arfl. Pozbawione tego motywu sygnałowego 
białko Atp24 trafia do wakuoli oraz na powierzchnię błony 
komórkowej [20]. U ssaków motyw dwóch sąsiadujących 
lizyn występuje jedynie w białkach p23 oraz p25, gdzie za
pewnia silne wiązanie płaszcza COPI. W przypadku białka 
p25, wyłączenie tego sygnału powoduje transport białka do 
aparatu Golgiego, do dalszych organelli oraz na powierzch
nię komórki, gdzie następnie białko to podlega endocytozie 
[36]. Drożdżowy homolog białka p25 -  Emp24 -  jest po
zbawiony m otywu dwóch sąsiadujących lizyn, natomiast 
podobną funkcję spełnia tu motyw dwóch aminokwasów 
aromatycznych (opisany wyżej m otyw dwóch fenyloalanin), 
wiążący podjednostkę y-COP [28, 35]. Białko Erv25 też nie 
zawiera typowego m otyw u KKXX, a jego funkcję pełni w 
tym przypadku zmodyfikowany m otyw KTKHII [30],

P R O P O N O W A N E  F U N K C J E  B IA Ł E K  p24

Mimo dość szczegółowych danych co do lokalizacji ko
mórkowej białek p24 i ich oddziaływ ań z innymi białkami, 
nie udało się dotychczas ustalić ich funkcji ani wyjaśnić, 
dlaczego zostały one utrzym yw ane w toku ewolucji. W 
komórkach ze zm utowanym i genami p24 opisano wiele 
bardzo różnych fenotypów, na podstawie których zapro
ponowano co najmniej cztery różne funkcje dla białek p24. 
Poniżej przedstawiam y najpierw krótki przegląd znanych 
fenotypów i ich interpretacji, a następnie próbujemy poka
zać, że wszystkie fenotypy związane z mutacjami w genach 
p24 m ożna wytłumaczyć jedną funkcją molekularną -  rolą 
w  utrzym aniu homeostazy lipidowej w błonach organelli 
szlaku wydzielniczego.

BIAŁKA p24 SĄ RECEPTORAMI DLA 
WYBRANYCH BIAŁEK TRANSPORTOWANYCH 
SZLAKIEM WYDZIELNICZYM

W komórkach drożdży białka p24 są potrzebne do wydaj
nego transportu niektórych białek z ER; dotyczy to przede 
wszystkim białek z kotwicą GPI, jak na przykład Gasi. W 
mutancie emp24A ilość białka G asi pakowanego do pęche
rzyków COPII wynosi około 70% w porów naniu ze szcze
pem typu dzikiego, co powoduje częściową akumulację 
G asi w komórce [15,37]. Fakt, że zatrzymanie transportu 
G asi w mutancie emp24A jest niepełne (spadek o około 30%) 
[15], wynika prawdopodobnie z aktywności transportu nie
specyficznego -  tzw. bulk-flow -  któremu białka te miałyby 
podlegać [38]. Ponieważ białka Emp24 i Erv25 oddziałują z 
Gasi (choć na razie nie wiadomo, który fragment białka Gasi 
odpow iada za te oddziaływania), a jednocześnie obydwa 
wiążą też podjednostki płaszcza COPII, zaproponow ano że 
białka p24 funkcjonują jako receptory dla G asi, a także dla 
innych białek z kotwicą GPI [39], Jednak najnowsze prace z 
laboratorium H. Riezmana wykazują, że to raczej inne biał
ka są aktywnie segregowane, podczas gdy białka z kotwicą 
GPI nie trafiają wybiórczo do pęcherzyków transportowych, 
zaś rolą białek p24 w tym procesie może być rekrutowanie 
białek z kotwicą GPI do odpowiednich miejsc „wyjścia" z
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ER albo wręcz udział w organizacji tych rejonów błony ER 
[5,38], W pływ białek p24 na transport białek z kotwicą GPI 
nie jest ograniczony tylko do drożdży. Ostatnio opisano, 
że w komórkach ssaków transport białka DAF (ang. decay- 
accelerating factor), wyposażonego w  kotwicę GPI, wym aga 
specyficznie białka p23 [40],

Konsekwencją zaburzeń w transporcie niektórych białek 
jest ich akumulacja w ER i pobudzenie w  m utantach p24 
systemu odpowiedzi na stres w  ER, tzw. unfolded protein re
sponse (UPR). To może tłumaczyć nieprawidłowe w ydziela
nie Kar2 (drożdżowy homolog ssaczego białka BiP), obser
w owaną w  drożdżowych m utantach pozbawionych jedne
go z genów białek p24. Aktywacja systemu UPR powoduje 
bowiem zwiększenie syntezy białka opiekuńczego Kar2, co 
może prowadzić do wysycenia receptora odpowiedzialnego 
za jego odzysk z aparatu Golgiego -  białka Erd2 -  i w  kon
sekwencji -  do wydzielenia samego Kar2 [41]. Aktywacją 
systemu UPR można też wytłumaczyć inny fenotyp zw ią
zany z mutacją emp24A: przywrócenie żywotności m utanta 
secl3A (gen SEC13, kodujący podjednostkę płaszcza COPII, 
jest dla drożdży genem niezbędnym  do życia) -  w iadom o 
bowiem, że pobudzenie systemu UPR pozwala na przeżycie 
m utantom  upośledzonym  w tworzeniu pęcherzyków COPII 
[42,43]. Tak więc proponow ana funkcja białek p24 jako re
ceptorów dla wybranych białek wydzielniczych dobrze tłu
maczy również fenotypy wydzielania Kar2 i przywrócenia 
żywotności szczepom z mutacją secl3A.

BIAŁKA p24 REGULUJĄ POWSTAWANIE 
PĘCHERZYKÓW COPI

Jak już wspominaliśmy wyżej, białka p24 oddziałują z 
podjednostkami płaszcza COPI. Obecność niektórych białek 
rodziny p24 w pęcherzykach COPI jest kwestią kontrow er
syjną -  istnieją zarówno doniesienia, że są nieobecne [44], jak 
i takie, w  których ilościowo określono ich zawartość w  pę
cherzykach COPI [45] -  jednak obecnie powszechnie przyj
muje się, że białka z rodziny p24 występują w pęcherzykach 
COPI. Jak można uzasadnić ten fakt? Przede wszystkim, 
jeżeli pełnią one w komórce funkcję receptorów dla białek 
transportowanych w pęcherzykach COPII, to oddziaływ a
nie z COPI może służyć odzyskowi kompleksu p24 do ER 
w raz z innymi elementami strukturalnym i pęcherzyków 
[31]. Jednak wiadomo, że w mutancie emp24A zaburzone 
jest również powstawanie pęcherzyków COPI oraz trans
port z aparatu Golgiego do ER [46]. Te fenotypy wskazują, 
że białka p24 występują w  pęcherzykach COPI nie tylko w 
charakterze biernego „ładunku".

Udokum entowane oddziaływania białek p24 z takimi 
białkami, jak GTPaza Arfl i aktywujące ją białka ArfGAP, 
oraz z elementami płaszcza COPI sugerują, że białka p24 
aktywnie uczestniczą w transporcie powrotnym . W yda
je się, że odgrywają ważną rolę w  procesie pączkowania 
pęcherzyków COPI. Wniosek ten oparty jest na wynikach 
badań in vitro, w  których odtwarzano powstawanie pęche
rzyków COPI, używając liposomów i oczyszczonych białek. 
W reakcji prowadzonej jedynie w obecności GTPazy Arfl, 
jej regulatorów oraz podjednostek płaszcza COPI, w ydaj
ność powstawania pęcherzyków z liposomów jest jednak 
niska, podczas gdy dodanie do mieszaniny reakcyjnej cyto- 
plazmatycznego fragmentu białka p23 z kotwicą lipidową 
-  lipopeptydu -  popraw ia wydajność reakcji. Stwierdzono
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ponadto, że lipopeptyd jest konieczny do związania z lipo- 
somami białek płaszcza COPI i że w obecności lipopeptydu 
p23 efektywność pączkowania jest niezależna od składu lipi
dowego liposomów. Dodatkowo, obecność lipopeptydu po
wodowała segregację GTPazy Arfl do wyróżnionych domen 
błonowych [47], Obecnie białka p24 są uważane za niezbęd
ny składnik liposomów w doświadczeniach odtwarzających 
pączkowanie pęcherzyków COPI in vitro [47].

Wpływ białek p24 na wydajne pączkowanie wynika 
zapewne z ich zdolności do stymulowania polimeryza
cji płaszcza COPI. Właściwość tę wykazano in vitro, przy 
czym heterotetramery -  forma występująca in vivo -  dzia
łały silniej niż homooligomery [48]. Stymulujący wpływ 
białek p24 na płaszcz COPI wiąże się prawdopodobnie z 
ich oddziaływaniami z Arfl-GDP -  GTPazą Arfl w  postaci 
związanej z cząsteczką GDP. Postulowany mechanizm tego 
zjawiska zakłada, że oddziaływanie takie powoduje zw ią
zanie GTPazy z błoną, gdzie rezydują białka GEF, które w y
mieniają nukleotyd GDP na GTP, co z kolei prow adzi do 
bezpośredniego zakotwiczenia Arfl w błonie [7], O ddzia
ływanie z p23 zapewniałoby tu szybką i precyzyjnie zloka
lizowaną wymianę nukleotydu związanego z GTPazą Arfl. 
Po związaniu GTP, Arfl oddysocjowywałaby od białka p23, 
dzięki czemu powstawałyby na błonie dw a osobne miejsca 
wiązania płaszcza COPI: jedno tworzone przez białko p23, 
wiążące podjednostkę y-COP [35], a drugie tworzone przez 
GTPazę Arfl, oddziałującą z podjednostką (3-COP [7], Takie 
podwójne wiązanie COPI działałoby stymulująco na two
rzenie płaszcza. W dodatku stwierdzono in vitro, że  dimery 
białek p24 wiążą się do białka y-COP w dwóch niezależ
nych miejscach. Zarazem to właśnie dimery, a nie m ono
mery są wydajnie selekcjonowane do pęcherzyków COPI. 
Na podstawie tych wyników postawiono więc hipotezę, iż 
obecność białek p24 w pęcherzykach COPI regulowana jest 
dynamicznymi zmianami stanu ich oligomeryzacji. W edług 
tego modelu, kompleksy wstępne COPI, występujące w cy- 
toplazmie, wykorzystują podjednostkę y-COP do stałego 
sondowania powierzchni aparatu Gołgiego. Jeżeli dojdzie 
do związania aktywnej GTPazy Arfl-GTP oraz dimerów 
p24 przez podjednostkę y-COP, to inicjowane jest składanie 
pęcherzyka [35].

Jednocześnie istnieją dane wskazujące, że cytoplazma- 
tyczne końce białek p24 są inhibitorami reakcji hydrolizy 
GTP przez Arfl wywołanej związaniem białek płaszcza 
COPI. Bez zahamowania tej reakcji doszłoby najpewniej 
do zbyt wczesnej depolimeryzacji powstającego płaszcza 
białkowego, jeszcze przed pełnym uformowaniem się pę
cherzyka. Jest to istotne zwłaszcza dla procesu sortowania 
białek przeznaczonych do transportu do tworzących się 
pęcherzyków. Brak białek p24 w błonie, powodujący zbyt 
szybką dysocjację elementów płaszcza ze względu na w yż
szą aktywność ArfGAP, ograniczałby czas, jakim powstający 
kompleks dysponuje na wyselekcjonowanie białek. Z tego 
powodu białka p24 określa się jako „wewnętrzny zegar" re
akcji hydrolizy GTP przez Arfl [7].

Także u drożdży badania nad w pływ em  białek p24 na 
formowanie pęcherzyków COPI sugerują, że białka te są 
aktywne w  transporcie z aparatu Gołgiego do ER. Na ich 
udział w  transporcie COPI wskazują oddziaływania gene
tyczne między genami białek rodziny p24 a genami kodu 
jącymi podjednostki płaszcza pęcherzyków COPI: SEC21
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(kodującym y-COP), SEC27 (kodującym p'-COP), czy ge
nem GL03 (kodującym białko o aktywności GAP względem 
Arfl). M utant emp24A glo3A jest nieżywotny, zaś m utanty 
emp24A sec21-l i erv25A sec21-l nie rosną w temperaturze, w 
której rośnie każdy z pojedynczych mutantów. Sugeruje to, 
że białka Emp24 lub Erv25 są istotne gdy kompleksy COPI 
są nie w pełni funkcjonalne na skutek mutacji w  genach ko
dujących ich podjednostki. Natomiast zwiększenie poziomu 
Glo3 w tych mutantach (emp24A sec21-l i erv25A sec21-l) zno
si efekt, odpowiednio, braku Emp24 lub Erv25. Ponieważ 
wiadomo, że białko Glo3 wiąże podjednostkę y-COP, może 
to sugerować udział białek p24 w wiązaniu do błony białek 
płaszcza COPI. Podobny wniosek wynika z doświadczeń 
in vitro, w których przeprow adzano reakcję tworzenia pę
cherzyków COPI z błon aparatu Gołgiego wyizolowanych z 
m utanta emp24A. Obserwowano w tych warunkach defekt w 
tworzeniu pęcherzyków COPI, który jest niewidoczny, gdy 
reakcję przeprow adza się przy nadm iarze oczyszczonych 
białek COPI. Za rolą białek p24 w stabilizacji kompleksów 
inicjujących składanie pęcherzyków COPI przem awia też 
fakt, że cytoplazmatyczne końce białek Emp24 i Erv25 wiążą 
białko Glo3 [46]. Dotychczas nie udało się jednak wyjaśnić 
eksperymentalnie, jakie znaczenie dla transportu mają te 
oddziaływania.

Jak ma się funkcja białek p24 w powstawaniu pęcherzy
ków COPI do ich roli w  transporcie białek z kotwicą GPI? 
Trzeba tu rozważyć dwie możliwości. Po pierwsze, białka 
p24 mogą pełnić dwie niezależne funkcje: jedną związaną 
z sortowaniem białek z kotwicą GPI do pęcherzyków CO- 
PII i drugą związaną z formowaniem pęcherzyków COPI. 
Natomiast druga możliwość -  prostsza i naszym zdaniem  
bardziej praw dopodobna -  jest taka, że białka p24 uczest
niczą bezpośrednio w tworzeniu pęcherzyków COPI, a za
burzenia w przenoszeniu białek z kotwicą GPI są wtórnym  
efektem zablokowania transportu powrotnego, niezbędnego 
dla odzyskiwania składników maszynerii transportowej.

BIAŁKA p24 BIORĄ UDZIAŁ W KONTROLOWANIU 
STRUKTURY TRANSPORTOWANYCH BIAŁEK

W ER dochodzi do fałdowania i modyfikacji białek. Te o 
nieprawidłowej konformacji, z podstawieniami aminokwa- 
sowymi lub źle zmodyfikowane, ulegają zatrzymaniu w  ER 
i stają się substratem dla systemu degradacji związanej z ER, 
tzw. ERAD (ang. Endoplasmic Reticulum Associated Protein De
gradation). Mechanizm ten zabezpiecza komórkę przed tok
sycznością związaną z nagrom adzeniem  nieprawidłowych 
białek. Postuluje się, że białka z rodziny p24 uczestniczą 
w tej kontroli. Funkcję taką zaproponow ano na podstawie 
doświadczeń, w  których badano oddziaływania genetycz
ne między genem SEL-9 (koduje białko p24 u Caenorhabditis 
elegans) a genami L1N-12 i GLP-1 (kodują białka receptorowe 
LIN-12/NOTCH, odpowiedzialne za oddziaływania mię
dzykomórkowe i za określenie specyficznego przeznaczenia 
komórki podczas embriogenezy). Zaobserwowano bowiem, 
że redukcja aktywności białka Sel-9 powoduje wzmożoną 
aktywność receptorów LIN-12/ NOTCH oraz zwiększenie 
ilości zm utowanych receptorów na powierzchni komórek, 
podczas gdy przy normalnie funkcjonującym białku Sel-9 
zmienione receptory zatrzym ywane były w ewnątrz kom ór
ki [49], Wyniki te wskazywały na udział białka Sel-9 w  usu 
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waniu nieprawidłowych białek ze szlaku wydzielniczego, 
zapewne poprzez ich degradację.

Również badania nad odkładaniem  w mózgu złogów 
peptydu p-amyloidu (AP) i rozwojem choroby Alzheime
ra, wskazują na udział białek p24 w kontroli jakości trans
portowanych białek. Wyciszenie genu białka p23 skutkuje 
bowiem zwiększeniem stabilności i poziomu wydzielania 
prekursora p-amyloidu -  białka APP (ang. Amyloid Precur- 
sor Protein). Podwyższony poziom komórkowego APP może 
wynikać z tego, że także cząsteczki APP o nieprawidłowej 
konformacji są transportowane na powierzchnię komórki 
[50]. Kwestia ta jest jednak kontrowersyjna, gdyż inni au 
torzy twierdzą, że brak jest w pływ u p23 na poziom APP na 
powierzchni komórki [51]. W iadomo natomiast, że białko 
p23 jest składnikiem kompleksu y-sekretazy, który prote
olitycznie tnie APP. Wyciszenie ekspresji genu białka p23 
z użyciem techniki małych interferencyjnych RNA (siRNA) 
powoduje zwiększenie aktywności tego kompleksu wzglę
dem APP i tworzenie większych ilości peptydu A(3. Co wię
cej, mutacje zmieniające aktywność y-sekretazy (związane z 
dziedzicznymi formami choroby Alzheimera) w połączeniu 
z wyciszeniem p23, wpływają dodatnio na zwiększenie ilo
ści Ap [50], Jedna z możliwych interpretacji tego faktu jest 
taka, że białko p23 uczestniczy w kontroli jakości białek i 
jest potrzebne do degradacji zmienionych podjednostek 
y-sekretazy.

W stanach wzmożonej aktywności wydzielniczej wydaj
na kontrola fałdowania białek jest szczególnie ważna, gdyż 
podwyższone stężenie transportowanych białek może pro 
mować ich agregację. Wzrost poziomu syntezy białek p24 
jest związany ze w zm ożonym  wydzielaniem podczas w y
dzielania insuliny przez komórki p trzustki [25] oraz pod 
czas wydzielania horm onu proopiomelanokortyny (POMC) 
przez komórki przedniego płata przysadki u  żaby Xenopus 
laevis [52,53]. Zaobserwowano też wzrost ekspresji jednego 
z genów kodujących białko z rodziny p24 -  ERS25 -  w  róż
nych warunkach stresowych, kiedy gromadzą się białka o 
nieprawidłowej konformacji i / lu b  zatrzymane jest wydzie
lanie (stres oksydacyjny, podwyższona temperatura, zasto
sowanie związków chemicznych, takich jak tunikamycyna 
czy brefeldyna A). Spostrzeżenie to wspiera hipotezę o roli 
białek p24 w monitorowaniu homeostazy na szlaku w ydzie
lania [19].

Z kolei u drożdży opisano sytuację odwrotną. W m utan
cie emp24A stwierdzono bowiem przyspieszoną degradację 
zmutowanej formy wakuolarnego białka karboksypeptyda- 
zy Y (CPY), tak zwanego CPY*. Szybkość degradacji CPY* 
zależy od aktywności systemu ERAD i od wydajności trans
portu z ER do aparatu Golgiego [54], Przyspieszenie degra
dacji CPY* wskutek mutacji emp24A może więc wynikać z 
dodatkowego pobudzenia systemu UPR, który reguluje 
transkrypcję wielu genów, między innymi stymulując eks
presję genów systemu ERAD i genów białek zaangażowa
nych w transport ER-Golgi-ER [55].

Na udział białek p24 w kontroli jakości białek u droż
dży wskazują natomiast podobieństwa między mutacjami 
emp24A i yos9A (białko Yos9 jest elementem systemu ERAD), 
takie jak brak w pływ u na wzrost w  różnych warunkach i 
opóźnienie transportu białka Gasi, a także bezpośrednie od 
działywanie białek Yos9 i G asi [56,57]. Oddziaływanie Yos9

z G asi wiąże się z udziałem  białka Yos9 w kontroli jakości 
głikozylowanych białek [58]. Inną przesłanką wspierającą 
hipotezę o udziale białek p24 w procesie kontroli jakości 
białek u drożdży, jest fakt że brak białka Bstl, deacetylazy 
kotwicy GPI -  podobnie jak brak białka Emp24 -  pozwala 
na przeżycie m utantowi secl3A, pozbawionem u podjed
nostki płaszcza COPII [57], Należy przy tym zauważyć, że 
etap deacetylacji kotwicy jest jednym  z etapów kontroli ja
kości białka z kotwicą GPI [59]. Podobieństwa oddziaływ ań 
i fenotypów m utantów  emp24A i yos9A czy emp24A i bstlA  
wspierają hipotezę, że białka p24 stanowią element systemu 
kontroli jakości w ybranych białek, a w  szczególności białek 
z kotwicą GPI.

BIAŁKA p24 PEŁNIĄ FUNKCJE STRUKTURALNE I 
MORFOGENETYCZNE W ERGIC I APARACIE GOLGIEGO

Badania nad funkcją białek p24, oparte głównie na ana
lizie mikroskopowej, biochemicznej oraz doświadczeniach 
in vitro, pokazują, że białka p24 pełnią w  błonach funkcje 
strukturalne i morfogenetyczne. Szczególne znaczenie przy 
pisuje się w  tym kontekście białku p23. W komórkach HeLa 
sprowokowanie akumulacji p23 w ER -  przez nadprodukcję 
tego białka -  prow adzi do w ytworzenia się dom en o regu 
larnej morfologii, zawierających zakum ulow ane białko p23. 
Towarzyszy tem u fragmentacja aparatu Golgiego, pozba
wionego w tych w arunkach białka p23. Mimo tak silnego 
wpływ u na morfologię ER i aparatu Golgiego, w  kom ór
kach nadprodukujących p23 nie stwierdzono zaham owania 
transportu z udziałem  pęcherzyków COPI i COPII, co suge
ruje, że fenotyp morfologiczny nie jest po prostu w tórnym  
skutkiem zaburzeń w transporcie białek [60]. Także u myszy 
wykazano wpływ p23 na morfologię aparatu Golgiego w 
komórkach nerek i wątroby: delecja jednego allelu tego genu 
powoduje rozszerzenie cystern Golgiego oraz pojawienie się 
błoniastych struktur sferycznych [21]. Ponadto, białka p24 są 
niezbędne w procesie tworzenia peroksysomów u Hansenula 
polimorpha [61].

Wpływ białek p24 na kształtowanie organelli szlaku w y 
dzielniczego może wynikać z ich oddziaływań z innymi 
białkami. Na przykład, zmiany w budow ie aparatu Gol
giego mogą wynikać z oddziaływ ań z pełniącymi funkcje 
strukturalne białkami macierzy aparatu Golgiego, jak p i l 5, 
GM130, GRASP55 czy GRASP65 [62]. Z kolei oddziaływanie 
białek p24 z płaszczem COPI i ich udział w  stabilizowaniu 
COPI na błonie, jest istotny nie tylko dla w spom nianego już 
tworzenia pęcherzyków, ale także dla utrzym ania struktury 
aparatu Golgiego i dla pow staw ania struktury ERGIC [63], 
Jednak rola białek p24 w morfologii organelli wydzielni- 
czych może się też wiązać z ich w pływ em  na rozmieszcze
nie cholesterolu w błonach. Taką hipotezę postawiono na 
podstawie analizy komórek nadprodukujących białko p25 
pozbawione sygnału dwóch sąsiadujących lizyn (KKVV). 
Zmienione białko akumulowało się w późnych endosomach, 
powodując zmiany w morfologii endosom ów i promując ich 
agregację. Okazało się, że akumulacji p25 w endosomach 
towarzyszy relokacja cholesterolu: wykluczenie go z błon 
endosomalnych i akumulacja w regionach perinuklearnych, 
w  strukturach zawierających białko Lam pl -  marker lizo- 
somów [36]. Efekt wykluczania cholesterolu przez białka z 
rodziny p24 praw dopodobnie występuje także w obrębie 
aparatu Golgiego. Na podobnej zasadzie, akum ulowanie
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białek p24 do pęcherzyków COPI również może pow odo
wać wykluczanie cholesterolu z błon tych pęcherzyków. 
Mechanizm ten tłumaczyłby, w jaki sposób utrzym yw any 
jest gradient stężenia cholesterolu obserwowany w błonach 
organelli szlaku wydzielniczego [36].

Z A K O Ń C Z E N IE

Wymienione powyżej proponowane funkcje białek p24 
nie wykluczają się wzajemnie. Transport z ER do aparatu 
Golgiego w pęcherzykach COPII, powstawanie pęcherzy
ków COPI i transport powrotny z aparatu Golgiego do ER, 
kontrola jakości białek w  szlaku wydzielniczym i praw idło
wa morfogeneza organelli wydzielniczych, to zjawiska ściśle 
ze sobą powiązane. System kontroli jakości transportow a
nych białek może działać poprawnie tylko wtedy, gdy zaan
gażowane w  ten transport organella są zbudow ane praw i
dłowo, zaś zaburzenia w kontroli jakości prowadzą do trans
portowania nieprawidłowych białek, co może powodować 
zmiany w morfologii organelli wydzielniczych. Zmianami w 
budowie tych organelli można wyjaśnić również defekty w 
funkcjonowaniu pęcherzyków COPI i COPII, a zaburzenia 
w transporcie mogą z kolei odpowiadać za nieprawidłowy 
skład i budow ę organelli wydzielniczych. Tak więc wszyst
kie opisane fenotypy m utantów p24 można sprowadzić do 
nieprawidłowej budowy organelli szlaku wydzielniczego 
i wynikających z tego wtórnych zaburzeń. Proponujemy 
zatem model, w którym białka p24 regulują strukturę błon 
organelli szlaku wydzielniczego i w  ten sposób pośrednio 
wpływają na sortowanie i transport zarówno białek, jak i 
lipidów.

W tej sytuacji powstaje jednak pytanie, w  jaki sposób 
białka p24 wpływają na budow ę organelli wydzielniczych. 
Stawiamy hipotezę, że może to wynikać z ich udziału w 
utrzym ywaniu homeostazy lipidowej błon. Jak białka p24 
miałyby realizować tę funkcję? Być może przez swój wpływ 
na GTPazę Arfl i czynniki ArfGAP, a co za tym idzie -  na 
szereg białek efektorowych GTPazy -  na przykład na fosfo- 
lipazy. A może poprzez bezpośredni w pływ  na segregację 
w błonach cholesterolu i innych lipidów. Przyszłe ekspery
menty powinny dostarczyć nam odpowiedzi na powyższe 
pytania.

P I Ś M I E N N I C T W O

1. Bonifacino J, Glick B (2004) The mechanisms of vesicle budding and 
fusion. Cell 116:153-166

2. Lee M, Miller E, Goldberg J, Orci L, Schekman R (2004) Bi-directional 
protein transport between the ER and Golgi. Annu Rev Cell Dev Biol 
20:87-123

3. Pavelka M, Neumuller J, Ellinger A (2008) Retrograde traffic in the bio
synthetic-secretory route. Histochem Cell Biol 129:277-288

4. Mayor S, Riezman H (2004) Sorting GPI-anchored proteins. Nature Rev 
Mol Cell Biol 5:110-120

5. Castillon G, Watanabe R, Taylor M, Schwabe T, Riezman H (2009) Con
centration of GPI-anchored proteins upon ER exit in yeast. Traffic 10: 
186-200

6. Lee M, Orci L, Hamamoto S, Futai E, Ravazzola M, Schekman R (2005) 
Sarlp N-terminal helix initiates membrane curvature and completes the 
fission of a COPII vesicle. Cell 122:605-617

7. Bethune J, Wieland F, Moelleken J (2006) COPI-mediated transport. J 
Membr Biol 211: 65-79

8. Sannerud R, Saraste J, Goud B (2003) Retrograde traffic in the biosyn
thetic-secretory route: pathways and machinery. Curr Opin Cell Biol 15: 
438-445

9. Appenzeller-Herzog C, Hauri H (2006) The ER-Golgi intermediate com
partment (ERGIC): in search of its identity and function. J Cell Sci 119: 
2173-2183

10. Mousley C, Tyeryar K, Vincent-Pope P, Bankaitis V (2007) The Secl4- 
superfamily and the regulatory interface between phospholipid meta
bolism and membrane trafficking. Biochim Biophys Acta 1771: 727-736

11. Watanabe R, Funato K, Venkataraman K, Fu ter man A, Riezman H
(2002) Sphingolipids are required for the stable membrane association 
of glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins in yeast. J Biol Chem 
277:49538-49544

12. Lee M, Hamamoto S, Schekman R (2002) Ceramide biosynthesis is requ
ired for the formation of the oligomeric H+-ATPase Pmalp in the yeast 
endoplasmic reticulum. J Biol Chem 277: 22395-22401

13. Stamnes M, Craighead M, Hoe M, Lampen N, Geromanos S, Tempst P, 
Rothman J (1995) An integral membrane component of coatomer-coated 
transport vesicles defines a family of proteins involved in budding. Proc 
Natl Acad Sci USA 92:8011-8015

14. Blum R, Feick P, Puype M, Vandekerckhove J, Klengel R, Nastainczyk 
W, Schulz I (1996) Tmp21 and p24A, two type I proteins enriched in 
pancreatic microsomal membranes, are members of a protein family 
involved in vesicular trafficking. J Biol Chem 271:17183-17189

15. Schimmöller F, Singer-Krüger B, Schröder S, Krüger U, Barlowe C, Rie
zman H (1995) The absence of Emp24p, a component of ER-derived 
COPII-coated vesicles, causes a defect in transport of selected proteins 
to the Golgi. EMBO J 14:1329-1339

16. Marzioch M, Henthom D, Herrmann J, Wilson R, Thomas D, Bergeron 
J, Solari R, Rowley A (1999) Erplp and Erp2p, partners for Emp24p and 
Erv25p in a yeast p24 complex. Mol Biol Cell 10:1923-1938

17. Carney G, Bowen N (2004) p24 proteins, intracellular trafficking, and 
behavior: Drosophila melanogaster provides insights and opportunities. 
Biol Cell 96: 271-278

18. Dominguez M, Dejgaard K, Füllekrug J, Dahan S, Fazel A, Paccaud 
J, Thomas D, Bergeron J, Nilsson T (1998) gp25L/ emp24/ p24 protein 
family members of the cis-Golgi network bind both COP I and II coato- 
mer. J Cell Biol 140: 751-765

19. Hwang S, Boswell S, Seo J, Lee S (2008) Novel oxidative stress-responsive 
gene ERS25 functions as a regulator of the heat-shock and cell death re
sponse. J Biol Chem 283:13063-13069

20. Langhans M, Marcote M, Pimpl P, Virgili-Löpez G, Robinson D, Anien- 
to F (2008) In vivo trafficking and localization of p24 proteins in plant 
cells. Traffic 9:770-785

21. Denzel A, Otto F, Girod A, Pepperkok R, Watson R, Rosewell I, Berge
ron J, Solari R, Owen M (2000) The p24 family member p23 is required 
for early embryonic development. Curr Biol 10:55-58

22. Verdile G, Gandy S, Martins R (2007) The role of presenilin and its inte
racting proteins in the biogenesis of Alzheimer's beta amyloid. Neuro- 
chem Res 32: 609-623

23. Springer S, Chen E, Duden R, Marzioch M, Rowley A, Hamamoto S, 
Merchant S, Schekman R (2000) The p24 proteins are not essential for 
vesicular transport in Saccharomyces cerevisiae. Proc Natl Acad Sci USA 
97:4034-4039

24. Emery G, Rojo M, Gruenberg J (2000) Coupled transport of p24 family 
members. J Cell Sci 113: 2507-2516

25. Hosaka M, Watanabe T, Yamauchi Y, Sakai Y, Suda M, Mizutani S, Ta- 
keuchi T, Isobe T, Izumi T (2007) A subset of p23 localized on secretory 
granules in pancreatic beta-cells. J Histochem Cytochem 55: 235-245

26. Anantharaman V, Aravind L (2002) The GOLD domain, a novel protein 
module involved in Golgi function and secretion. Genome Biol 3: rese- 
arch0023.1-0023.7

27. Jenne N, Frey K, Brugger B, Wieland F (2002) Oligomeric state and sto
ichiometry of p24 proteins in the early secretory pathway. J Biol Chem 
277: 46504-46511

28. Ciufo L, Boyd A (2000) Identification of a lumenal sequence specifying 
the assembly of Emp24p into p24 complexes in the yeast secretory pa
thway. J Biol Chem 275: 8382-8388

29. Fiedler K, Rothman J (1997) Sorting determinants in the transmembrane 
domain of p24 proteins. J Biol Chem 272: 24739-24742

30. Beiden W, Barlowe C (2001) Distinct roles for the cytoplasmic tail se
quences of Emp24p and Erv25p in transport between the endoplasmic 
reticulum and Golgi complex. J Biol Chem 276:43040-43048

31. Beiden W, Barlowe C (1996) Erv25p, a component of COPII-coated ve
sicles, forms a complex with Emp24p that is required for efficient endo
plasmic reticulum to Golgi transport. J Biol Chem 271: 26939-26946

Postępy Biochemii 56 (1) 2010 81http://rcin.org.pl



32. Fullekrug J, Suganuma T, Tang B, Hong W, Storrie B, Nilsson T (1999) 
Localization and recycling of gp27 (hp24gamma3): complex formation 
with other p24 family members. Mol Biol Cell 10:1939-1955

33. Nakamura N, Yamazaki S, Sato K, Nakano A, Sakaguchi M, Mihara K
(1998) Identification of potential regulatory elements for the transport 
of Emp24p. Mol Biol Cell 9:3493-3503

34. Nishimura N, Balch W (1997) A di-acidic signal required for selective 
export from the endoplasmic reticulum. Science 277:556-558

35. Bethune J, Kol M, Hoffmann J, Reckmann 1, Brugger B, Wieland F (2006) 
Coatomer, the coat protein of COPI transport vesicles, discriminates en
doplasmic reticulum residents from p24 proteins. Mol Cell Biol 26:8011- 
8021

36. Emery G, Parton R, Rojo M, Gruenberg J (2003) The trans-membrane 
protein p25 forms highly specialized domains that regulate membrane 
composition and dynamics. J Cell Sci 116: 4821-4832

37. Muniz M, Riezman H (2000) The Emp24 complex recruits a specific car
go molecule into endoplasmic reticulum-derived vesicles. J Cell Biol 148: 
925-930

38. Watanabe R, Castillon G, Meury A, Riezman H (2008) The presence of 
an ER exit signal determines the protein sorting upon ER exit in yeast. 
Biochem J 414: 237-245

39. Muniz M, Nuoffer C, Hauri H, Riezman H (2000) The Emp24 complex 
recruits a specific cargo molecule into endoplasmic reticulum-derived 
vesicles. J Cell Biol 148: 925-930

40. Takida S, Maeda Y, Kinoshita T (2008) Mammalian GPI-anchored pro
teins require p24 proteins for their efficient transport from the ER to the 
plasma membrane. Biochem J 409:555-562

41. Belden W. Barlowe C (2001) Deletion of yeast p24 genes activates the 
unfolded protein response. Mol Biol Cell 12: 957-969

42. Sato M, Sato K, Nakano A (2002) Evidence for the intimate relationship 
between vesicle budding from the ER and the unfolded protein respon
se. Biochem Biophys Res Commun 296: 560-567

43. Higashio H, Kohno K (2002) A genetic link between the unfolded pro
tein response and vesicle formation from the endoplasmic reticulum. 
Biochem Biophys Res Commun 296: 568-574

44. Rojo M, Pepperkok R, Emery G, Kellner R, Stang E, Parton R, Gruenberg 
J (1997) Involvement of the transmembrane protein p23 in biosynthetic 
protein transport. J Cell Biol 139:1119-1135

45. Sohn K, Orci L, Ravazzola M, Amherdt M, Bremser M, Lottspeich F, 
Fiedler K, Helms J, Wieland F (1996) A major transmembrane protein 
of Golgi-derived COPI-coated vesicles involved in coatomer binding. J 
Cell Biol 135:1239-1248

46. Aguilera-Romero A, Kaminska J, Spang A, Riezman H, Muniz M (2008) 
The yeast p24 complex is required for the formation of COPI retrograde 
transport vesicles from the Golgi apparatus. J Cell Biol 180: 713-720

47. Bremser M, Nickel W, Schweikert M, Ravazzola M, Amherdt M, Hu
ghes C, Sollner T, Rothman J, Wieland F (1999) Coupling of coat assem
bly and vesicle budding to packaging of putative cargo receptors. Cell 
96:495-506

48. Nickel W, Brugger B, Wieland F (2002) Vesicular transport: the core 
machinery of COPI recruitment and budding. J Cell Sci 115: 3235-3240

49. Wen C, Greenwald I (1999) p24 proteins and quality control of LIN-12 
and GLP-1 trafficking in Caenorluibditis elegans. J Cell Biol 145:1165-1175

50. Vetrivel K, Gong P, Bowen J, Cheng H, Chen Y, Carter M, Nguyen P, 
Placanica L, Wieland F, Li Y, Kounnas MZ, Thinakaran G (2007) Dual 
roles of the transmembrane protein p23/TMP21 in the modulation of 
amyloid precursor protein metabolism. Mol Neurodegener 2:4

51. Chen F, Hasegawa H, Schmitt-Ulms G, Kawarai T, Bohm C, Katayama 
T, Gu Y, Sanjo N, Glista M, Rogaeva E, Wakutani Y, Pardossi-Piquard 
R, Ruan X, Tandon A, Checler F, Marambaud P, Hansen K, Westaway 
D, St George-Hyslop P, Fraser P (2006) TMP21 is a presenilin complex 
component that modulates y-secretase but not e-secretase activity. Na
ture 440:1208-1212

52. Kuiper R, Bouw G, Janssen K, Rotter J, van Herp F, Martens G (2001) Lo
calization of p24 putative cargo receptors in the early secretory pathway 
depends on the biosynthetic activity of the cell. Biochem J 360:421A29

53. Rotter J, Kuiper R, Bouw G, Martens G (2002) Cell-type-specific and 
selectively induced expression of members of the p24 family of putative 
cargo receptors. J Cell Sci 115:1049-1058

54. Caldwell S, Hill K, Cooper A (2001) Degradation of endoplasmic reticu
lum (ER) quality control substrates requires transport between the ER 
and Golgi. J Biol Chem 276: 23296-23303

55. Travers K, Patil C, Wodicka L, Lockhart D, Weissman J, Walter P (2000) 
Functional and genomic analyses reveal an essential coordination be
tween the unfolded protein response and ER-associated degradation. 
Cell 101:249-258

56. Friedmann E, Salzberg Y, Weinberger A, Shaltiel S, Gerst J (2002) YOS9, 
the putative yeast homolog of a gene amplified in osteosarcomas, is 
involved in the endoplasmic reticulum (ER)-Golgi transport of GPI- 
anchored proteins. J Biol Chem 277:35274-35281

57. Elrod-Erickson M, Kaiser C (1996) Genes that control the fidelity of 
endoplasmic reticulum to Golgi transport identified as suppressors of 
vesicle budding mutations. Mol Biol Cell 7:1043-1058

58. Szathmary R, Bielmann R, Nita-Lazar M, Burda P, Jakob C (2005) Yos9 
protein is essential for degradation of misfolded glycoproteins and may 
function as lectin in ERAD. Mol Cell 19: 765-775

59. Fujita M, Yoko-O T, Jigami Y (2006) Inositol deacylation by Bstlp is re
quired for the quality control of glycosylphosphatidylinositol-anchored 
proteins. Mol Biol Cell 17: 834-850

60. Rojo M, Emery G, Marjomaki V, McDowall AW, Parton R, Gruenberg J 
(2000) The transmembrane protein p23 contributes to the organization 
of the Golgi apparatus. J Cell Sci 113:1043-1057

61. Otzen M, Krikken A, Ozimek P, Kurbatova E, Nagotu S, Veenhuis M, 
van der Klei I (2006) In the yeast Hansenula polymorpha, peroxisome 
formation from the ER is independent of Pexl9p, but involves the func
tion of p24 proteins. FEMS Yeast Res 6:1157-1166

62. Barr F, Preisinger C, Kopajtich R, Komer R (2001) Golgi matrix proteins 
interact with p24 cargo receptors and aid their efficient retention in the 
Golgi apparatus. J Cell Biol 155:885-891

63. Mitrovic S, Ben-Tekaya H, Koegler E, Gruenberg J, Hauri H (2008) The 
cargo receptors Surf4, endoplasmic reticulum-Golgi intermediate com
partment (ERGIC)-53, and p25 are required to maintain the architecture 
of ERGIC and Golgi. Mol Biol Cell 19:1976-1990

The p24 family proteins - regulators of vesicular trafficking

Joanna Kamińska , Marta Hoffman-Sommer, Michał Płachta
Institute of Biochemistry and Biophysics PAS; 5a Pawinskiego St., 02-106 Warsaw, Poland 

e-mail: kaminska@ibb.waw.pl 

Key words: p24 family proteins, vesicular trafficking, COPI coat, COPII coat 

ABSTRACT

The trafficking of proteins in the secretory pathway is mediated by vesicles. Proteins of the p24 family are present on the membranes of secre
tory pathway organelles (ER, Golgi, COPI and COPII vesicles). Evidence exists showing that p24 proteins play a role in the development of Al
zheimer disease, making them an interesting research subject. Their presence in the secretory pathway and their tissue-dependent expression 
levels suggest that p24 proteins are involved in secretion. However, their molecular function is not clear. Several potential functions have been 
proposed for p24 proteins: (1) that they function as receptors for selected cargo; (2) that they regulate vesicle biogenesis; (3) that they perform 
structural and morphogenetic functions in the secretory pathway; (4) that they are responsible for quality control of transported proteins. In 
this article, we provide a critical review of the postulated functions of p24 proteins.
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Szok termiczny a podatność organizmów na zakażenie i stres osmotyczny

STRESZCZENIE

S zok cieplny wywołuje wiele fizjologicznych zmian w każdej komórce. Detekcja szoku 
oraz aktywacja szlaków przekazywania sygnałów komórkowych prowadzi do aktywacji 

czynników transkrypcyjnych z rodziny Hsf i do wzmożonej ekspresji genów kodujących 
białka stresu. Ich zadaniem jest szeroko pojęta ochrona białek, to jest zapobieganie agregacji 
polipeptydów o błędnej strukturze oraz niedopuszczanie do oddziaływania rozwiniętych 
białek z niewłaściwymi partnerami. Poza tym, białka Hsp przywracają uszkodzonym przez 
stres polipeptydom prawidłową konformację, a w przypadkach kiedy defekty są zbyt duże, 
kierują uszkodzone polipeptydy do degradacji. W pracy podkreślona jest szczególna rola 
białek Hsp w odpowiedzi immunologicznej dwóch odległych ewolucyjnie gromad zwierząt: 
ssaków i owadów. Poza ogólną charakterystyką odpowiedzi komórki na szok cieplny opi
sano pozytywne skutki, jakie może przynieść poddanie organizmu działaniu podwyższonej 
temperatury. Zwrócono uwagę na fakt, że doświadczenie szoku cieplnego może determino
wać reakcję organizmów na inny rodzaj stresu, jak na przykład zakażenie u ssaków i owa
dów czy szok osmotyczny u drożdży. W pracy uwzględniono również wzajemne oddziały
wanie szlaków przekazywania sygnałów aktywowanych w warunkach stresowych.

WPROWADZENIE

Każda żywa komórka, niezależnie od tego czy jest samodzielnym orga
nizmem czy częścią złożonego organizmu wielokomórkowego, reaguje na 
zmieniające się warunki środowiska zewnętrznego, jak i wewnętrznego. Na 
tę reakcję składa się percepcja zmiany oraz przekazanie sygnału prowadzące 
do adaptacji fizjologii komórki do zmienionych warunków. Takimi zmianami 
wymagającymi przystosowania mogą być: wzrost lub obniżenie temperatury, 
stres oksydacyjny, stres osmotyczny, niedobór substancji odżywczych, zmiana 
pH czy zakażenie. Każda z nich indukuje charakterystyczne dla siebie szlaki 
przekazywania sygnału. Oprócz tego aktywowane są mechanizmy bardziej uni
wersalne, regulujące ekspresję genów, których produkty białkowe pełnią istotną 
funkcję w adaptacji komórki do szeroko rozumianych niekorzystnych zmian. 
Należą do nich synteza białek szoku cieplnego (Hsp, ang. heat-shock proteins) czy 
też białek Grp (ang. glucose-regulated proteins), zwanych ogólnie białkami stresu. 
Jest to tak zwana ogólna odpowiedź na stres. U Saccharomyces cerevisiae w ogól
nej odpowiedzi na stres, zwanej czasami odpowiedzią na stres środowiskowy, 
biorą udział dwa czynniki transkrypcyjne zawierające motywy palców cynko
wych: Msn2p oraz Msn4p (ang. multicopy suppressor of snfl) [1,2]. W optym al
nych warunkach wzrostu czynniki te znajdują się w cytoplazmie, zaś w w arun 
kach stresowych przemieszczają się do jądra komórkowego, gdzie wiążą się do 
elementów STRE (ang. stress-response element), zawierających motyw CCCCT w 
promotorach genów docelowych [3], Wykazano, że u drożdży S. cerevisiae oko
ło 200 genów zawiera element STRE w sekwencji promotorowej [4,5], Należą 
do nich, między innymi, geny kodujące białka szoku cieplnego HSP12, HSP26, 
HSP104, geny biorące udział w metabolizmie komórkowym, np. gen kodujący 
heksokinazę HXK1, syntazę trehalozo-6-fosforanu TPS1, katalazę CTT1, dysmu- 
tazę ponadtlenkową SOD2. Należy tu wspomnieć, że ekspresja genów w od 
powiedzi na stres jest negatywnie regulowana przez kinazę białkową A (PKA; 
szlak RAS-cAMP). Aktywność PKA jest wyższa u drożdży w logarytmicznej fa
zie wzrostu, a obniża się w fazie stacjonarnej. Z tego pow odu, między innymi, 
drożdże intensywnie dzielące się są bardziej podatne na stres, niż drożdże z fazy 
stacjonarnej [6,7],

Dzięki poznaniu zjawiska ogólnej odpowiedzi na stres możemy wyjaśnić 
mechanizmy cross-protekcji, to znaczy zwiększonej odporności na jeden rodzaj 
stresu po uprzednim  działaniu innego. I tak na przykład, drożdże poddane dzia
łaniu podwyższonej tem peratury są bardziej odporne na stres osmotyczny [8]. 
Mechanizmy cross-protekcji obserwuje się również u wyższych organizmów. 
Drosophila melanogaster poddana szokowi cieplnemu jest bardziej odporna na
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obniżenie tem peratury [9], Można więc stwierdzić, że po
wiedzenie „co nas nie zabije, to nas wzmocni", ma moleku
larne uzasadnienie.

SZOK CIEPLNY

Zmiany tem peratury poza zakres w arunków  optym al
nych o 5-10°C prow adzą do szoku cieplnego [10]. U niektó
rych ryb może on być spow odow any wzrostem tem pera
tury w ody już do 5°C. Bakterie termofilne z kolei, dzielące 
się w  50°C, doświadczają szoku przy wzroście tem peratury 
powyżej 60°C. Drożdże pączkujące Saccharomyces cerevisiae, 
dla których optymalną tem peraturą w zrostu jest 28-30°C, 
doświadczają szoku w 35-37°C. Komórki, które nie są w  sta
nie dostosować się do podwyższonej tem peratury określa 
się jako termowrażliwe (Ts, ang. temperature-sensitive). Dla 
większości szczepów Saccharomyces cerevisiae tem peratura 
powyżej 41°C prowadzi do śmierci komórek. Drożdże, któ
re są w  stanie przeżyć w tem peraturze do 55°C określa się 
jako termotolerancyjne [11], M uszka owocowa, Drosophila 
melanogaster, posiada zdolność przetrwania w  zakresie od 
-10°C do ponad 40°C, przy czym tem peraturą optymalną 
jest dla niej około 25°C [12].

Poddanie żywego organizm u działaniu podwyższonej 
tem peratury powoduje wiele zmian w komórce, takich jak: 
denaturacja białek, powstawanie agregatów białkowych,

Homo sapiens

trimer Hsf-1

Rycina 1. Aktywacja czynnika Hsf u człowieka i drożdży Saccharomyces cerevisiae. 
W optym alnych w arunkach nieaktyw ne m onom ery H sf u człowieka znajdują się 
w cytoplazm ie, zaś w  szoku cieplnym  tw orzą ufosforylowane trim ery, nabywając 
kompetencji do w iązania DNA. A ktyw ny H sf w iąże się do prom otorów  genów 
docelowych, regulując ich transkrypcję. U drożdży Saccharomyces cerevisiae, czyn
nik transkrypcyjny Hsf, w połączeniu z białkam i H sp (które częściowo ham ują 
jego aktywność) znajduje się w  jądrze kom órkow ym , gdzie reguluje ekspresję 
w ybranych genów na podstaw ow ym  poziomie. W w arunkach  szoku cieplne
go, białka H sp są odłączane od Hsf przez niesfałdowane bądź niepraw idłow o 
sfałdow ane białka (kolor żółty), powodując pełną aktywację H sf i intensyw ną 
transkrypcję genów  zawierających m otyw  HSE. N a podstaw ie  [11,21] - zm ody
fikowane.

zmiany w strukturze lub płynności błon biologicznych oraz, 
w  zależności od intensywności szoku, przejściowe zaham o
wanie cyklu komórkowego. Szok cieplny hamuje przede 
wszystkim te procesy, które są przeprow adzane przez duże 
kompleksy białkowe. Jednym z takich procesów jest dojrze
wanie mRNA, którego zahamowanie powadzi do kum ula
cji pre-mRNA i niedoboru dojrzałego mRNA, a w  konse
kwencji -  do wstrzymania syntezy wielu białek przy jed
noczesnej wzmożonej produkcji białek Hsp. Czasami d łu 
gotrwały bądź zbyt drastyczny szok cieplny może okazać 
się dla komórki letalny. Dotychczas nie poznano wszystkich 
mechanizmów prowadzących do śmierci komórki w  szoku 
cieplnym. Istnieje kilka koncepcji wyjaśnienia tego zjawiska. 
Jedną z możliwości jest istnienie w komórce białek istotnych 
do przeżycia, a wyjątkowo wrażliwych na podwyższoną 
temperaturę. Inna możliwość jest taka, że zdenaturow ane 
lu b /i  zagregowane białka powstające w szoku cieplnym 
są dla komórki toksyczne. Możliwe jest również, że zaan
gażowanie wielu polipeptydów w odpow iedź komórki na 
działanie wysokiej tem peratury uniemożliwia ich udział w 
podtrzym yw aniu innych, istotnych dla życia funkcji [13].

Reakcję organizmu na szok cieplny po raz pierwszy 
opisał w 1962 roku Ferruccio Ritossa, który zauważył, że 
podwyższenie tem peratury hodowli muszki owocowej in
dukuje wzm ożoną aktywność niektórych loci na chromo
somach politenicznych larw [14], Poza tym zaobserwował 
szczególny profil ekspresji genów w śliniankach ow ada w 
warunkach szoku cieplnego. Jednak dopiero później, bo w 
1974 roku, wykazano że wiele genów ulegających intensyw
nej ekspresji w  podwyższonej tem peraturze koduje białka, 
które nazwano białkami szoku cieplnego [15]. Ekspresja ich 
genów zachodzi przy udziale czynników transkrypcyjnych 
z rodziny Hsf (ang. heat-shock factor). U ssaków zidentyfiko
wano cztery czynniki Hsf, z których największą ekspresję 
wykazują Hsf-1 i Hsf-2, przy czym Hsf-1 jest bardziej uni
wersalny. W optymalnych warunkach, Hsf-1 znajduje się w 
cytoplazmie jako monomer, który nie jest w stanie wiązać 
się do DNA. W warunkach stresu jest on fosforylowany, 
ulega trimeryzacji, nabywając kompetencji do wiązania się 
do DNA. Wędruje wówczas do jądra komórkowego, gdzie 
wiąże się do promotorów genów docelowych [16-19]. Po
dobnie wygląda aktywacja czynnika Hsf u Drosophila me
lanogaster [20], U drożdży Saccharomyces cerevisiae, czynnik 
Hsf-1 jest niezbędny do przeżycia. W optymalnych w arun 
kach wzrostu, w kompleksie z białkami, takimi jak Cpr7p, 
Hsc2p, Sselp, wiąże się on do prom otorów genów u trzy 
mując ich ekspresję na podstaw ow ym  poziomie. W w arun 
kach stresu, pojawienie się niesfałdowanych polipeptydów 
powoduje oddysocjowanie związanych z Hsf-1 białek, a 
tym samym jego pełną aktywację i intensywną transkrypcję 
genów zależnych od tego czynnika [11]. Aktywacja czynni
ka Hsf u ssaków i drożdży Saccharomyces cerevisiae jest sche
matycznie przedstawiona na Ryc. 1.

Geny, których transkrypcja jest regulowana przez Hsf, 
mają w swoich promotorach sekwencję HSE (ang. heat-shock 
element), zawierającą odwrócone, kom plem entarne pow tó 
rzenia m otywu nGAAn, np. nTTCnnGAAnnTTCn. Liczba 
powtórzeń oraz dzielących je nukleotydów jest czynnikiem 
warunkującym ekspresję konkretnego genu przez dany 
czynnik Hsf. Białkami regulowanym i przez Hsf są w spo 
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mniane wcześniej białka szoku cieplnego. Z drugiej strony 
wiadomo, że kumulacja białek szoku cieplnego hamuje ak
tywność czynnika Hsf i jest sygnałem do wyciszenia odpo
wiedzi na stres. Proces ten, zwany autoregulacją odpow ie
dzi na stres, ma miejsce zarówno u drożdży, owadów, jak i 
ludzi [18,22].

Białka szoku cieplnego można podzielić na te, które są 
konstytutywnie syntetyzowane - białka Hsc (ang. heat-shock 
cognate; na przykład Hsc70) oraz na indukowalne -  Hsp, 
których produkcja zwiększa się w  warunkach stresowych. 
Syntetyzowane w szoku cieplnym białka Hsp funkcjonu
ją głównie jako białka opiekuńcze. Przyłączają się one do 
uszkodzonych białek, uniemożliwiając ich oddziaływania z 
niewłaściwymi partnerami oraz przywracając im praw idło
wą strukturę. Białka, których struktura została nieodw ra
calnie uszkodzona są kierowane to proteolitycznej degrada
cji [23,24], Dzięki białkom Hsp ma miejsce indukcja syntezy 
trehalozy - dw ucukru, którego zadaniem jest ochrona bia
łek przed denaturacją. Z tego pow odu trehaloza nazyw a
na bywa „chemicznym chaperonem" [25]. Poziom syntezy 
białek Hsp zmienia się w zależności od fazy cyklu kom ór
kowego, stopnia rozwoju i różnicowania. W optymalnych 
warunkach wzrostu, białka szoku cieplnego odpowiadają 
za fałdowanie natywnych białek, zapobiegają ich niepo
żądanej agregacji, biorą udział w  tworzeniu kompleksów 
białkowych, transporcie białek przez błony biologiczne, 
degradacji białek, a także regulacji aktywności czynników 
transkrypcyjnych oraz kinaz białkowych. Odgrywają one 
również istotną rolę w reakcjach immunologicznych u bar
dziej złożonych organizmów, o czym będzie mowa później. 
Biorąc za kryterium ich masę cząsteczkową, jak również 
kompleksy funkcyjne jakie tworzą, białka szoku cieplnego 
możemy podzielić na kilka grup. Każda z nich mogłaby być 
tematem oddzielnego opracowania, dlatego poniżej nakre
ślę jedynie ogólny obraz tych białek, odsyłając czytelnika 
do prac przeglądowych, charakteryzujących szczegółowo 
daną grupę białek.

BIAŁKA HsplOO

Białka Cip/HsplOO należą do dużej rodziny AAA+ (ang. 
ATP-ases associated with various cellular activities). Cechuje je, 
między innymi, budowa oligomeryczna, obecność domen 
wiążących ATP typu Walker (ang. walker-type) oraz wyko
rzystywanie energii pochodzącej z hydrolizy ATP. Białka 
HsplOO cechuje zdolność do rozbijania kompleksów białko
wych oraz do rozwijania struktur prawidłowo zwiniętych 
białek. Tworzą one homoheksamery, a wiele z nich również 
heterooligomeryczne kompleksy z peptydazami. W pierw 
szym etapie białka Cip/HsplOO rozpoznają białko doce
lowe, wiążą je, a następnie, wykorzystując energię z ATP, 
rozwijają i aktywnie transportują wew nątrz kompleksu do 
miejsca o aktywności peptydazy, gdzie rozwinięte białko 
jest degradowane. W przypadku białek nie związanych z 
peptydazami ma miejsce rozbicie kompleksów białkowych 
bądź zmiana struktury białka. U drożdży Saccharomyces ce- 
rvisiae białko Hspl04 odgrywa istotną rolę w  rozpuszcza
niu agregatów białkowych powstałych wskutek w arunków  
stresowych (np. szoku cieplnego) podczas pow rotu do 
wzrostu w warunkach optymalnych. Preinkubacja droż
dży w 37°C, powoduje zwiększenie ich przeżywalności w
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tem peraturze 55°C, między innymi ze względu na zwięk
szoną ilość białka Hspl04. Więcej informacji na temat białek 
HsplOO znajdzie czytelnik w pracach [26,27].

BIAŁKA Hsp90

Białka Hsp90 (zwane także HSPC) są najliczniejsze spo
śród wszystkich białek szoku cieplnego. W stanie fizjo
logicznym mogą one stanowić od 1% do 2% wszystkich 
protein [28]. U ludzi istnieje wiele białek należących do tej 
rodziny: Hsp90a, Hsp90ß w cytoplazmie, Hsp90N — za- 
socjowane z kinazą Raf oraz Grp90, Trapi odpowiednio 
w siateczce śródplazmatycznej i m itochondrium [29,30]. 
Drożdże Saccharomyces cerevisiae posiadają dwa geny kodu
jące Hsp90, tj. HSP82, którego ekspresja jest indukowana 
szokiem cieplnym, oraz HSC82, którego ekspresja zachodzi 
konstytutywnie [31]. M utanty delecyjne w każdym  z tych 
genów są żywotne, podczas gdy utrata obydwu genów jest 
dla drożdży letalna. Drosophila melanogaster posiada jeden 
gen kodujący Hsp90, tj. HSP83 [32], Białka Hsp90, często w 
kompleksach z innymi białkami stresu (np. Hsp70), przyłą
czają się do polipeptydów, przywracając im bądź u trzym u
jąc je w odpowiedniej konformacji. W stanie fizjologicznego 
wzrostu Hsp90 wykazują pew ną wybiórczość, tj. łączą się z 
w ybranym i białkami, tzw. „klientami" Hsp90. Do tych bia
łek należą kinazy białkowe: Src, Raf, Akt, Her2, EGRF, Abl; 
czynnik transkrypcyjny Hsf; czynniki translacyjne: eIF2a, 
eIF4F; receptory steroidowe; białko p53 oraz telomeraza. 
Lista białek, u których stwierdzono oddziaływanie z Hsp90 
stale rośnie (h ttp ://w w w .p icard .ch /dow nloads/H sp90 in - 
teractors.pdf). Rolą hom odim erów Hsp90 jest utrzym yw a
nie swoich „klientów" w odpowiedniej konformacji, która 
umożliwia im aktywację w odpowiedzi na dany bodziec. 
Jest to tak zwany stan kompetencji konformacyjnej. O d
grywają więc ważną rolę w  przekazywaniu sygnałów w 
komórce. Białka Hsp90 „współpracują" z wieloma białka
mi pomocniczymi i do swojej aktywności potrzebują ATP. 
Zmiany konformacyjne spow odow ane wiązaniem ATP 
determinują wiązanie się Hsp90 z ich wieloma białkami 
pomocniczymi, co z kolei determinuje zdolność do wiąza
nia „klientów". Białka Hsp90 razem z Hsp40 biorą udział 
w regulacji aktywności czynnika transkrypcyjnego Hsf we 
wspomnianej wcześniej autoregulacji odpowiedzi na stres. 
W komórkach Drosophila melanogaster oraz w komórkach 
ssaków z zaham owaną aktywnością Hsp90 wykazano 
opóźnienie w nabyciu termotolerancji i wygaszeniu odpo
wiedzi na stres. Ponadto, zahamowanie aktywności Hsp90 
prowadzi do aktywowania odpowiedzi na stres pod nie
obecność stresu [19,33,34].

Szczególnie interesująca jest rola białek Hsp90 w bufo
rowaniu zmian genetycznych, to jest niedopuszczaniu do 
fenotypowego ujawnienia się mutacji, które zaszły w ge
nomie organizmu. Białka Hsp90 wiążą zm utowane białka/ 
peptydy i nadają im strukturę umożliwiająca prawidłowe 
wykonywanie swoich funkcji. Te utajone mutacje mogą 
ujawnić się w warunkach niedoboru białka Hsp90, na przy
kład w silnym stresie, kiedy Hsp90 są zaangażowane w ła
godzenie jego skutków. Osobniki z wyrażoną w fenotypie 
mutacją podlegają wówczas praw om  doboru naturalnego 
Darwina [35,36],
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RODZINA BIAŁEK Hsp70/Hsp40

Genom człowieka zawiera 13 genów kodujących białka 
rodziny Hsp70 (zwanej także rodziną HSPA), m uszka owo
cowa Drosophila melanogaster i drożdże Saccharomyces cere
visiae posiadają odpowiednio 12 i 14 genów dla Hsp70, zaś 
Escherichia coli - jedynie trzy [37], Białka Hsp70 mieszczą się 
w różnych przedziałach komórkowych, jak cytosol, światło 
siateczki śródplazmatycznej czy mitochondrium. Stabilizują 
one nowopowstające polipeptydy już w trakcie ich syntezy 
na rybosomie i transportu przez błony biologiczne. O dby
wa się to przy współudziale białek pomocniczych z rodziny 
Hsp40 (zwanej także rodziną DnaJ) oraz z wykorzystaniem 
energii czerpanej z hydrolizy ATP. Warto zaznaczyć, że po
lipeptydy ze znacznym uszkodzeniem  struktury mogą być 
kierowane do degradacji w systemie zależnym od ubikwi- 
tyny [38],

Ekspresja genów kodujących białka z rodziny Hsp70 
znacznie zwiększa się w stresie; niektóre z nich ulegają eks
presji tylko w warunkach stresowych co umożliwia „na
prawę" uszkodzonych białek oraz syntezę nowych. Należy 
również wspomnieć, że białka należące do rodziny Hsp70 
hamują apoptozę poprzez powstrzym ywanie tworzenia 
apoptosom u oraz blokowanie aktywacji kinaz z rodziny 
p38 i JNK indukowanych stresem, a także biorą udział w 
rozbijaniu niepożądanych agregatów białkowych. Z tego 
pow odu określa się je mianem molekularnych detergentów. 
Warto zauważyć, że u ssaków, między innymi ze względu 
na swoje antyapoptotyczne właściwości, białka Hsp70 od
grywają rolę w nowotworzeniu. W komórkach now otw o
rowych obserwuje się zwiększony poziom Hsp70. Więcej 
informacji dotyczących rodziny Hsp70 czytelnik może zna-

GM-CSF
NO
MCP-1
MIP1a

Rycina 2. Rola białek szoku cieplnego w  stymulacji odpow iedzi im m unologicz
nej. Białko szoku cieplnego (np. Gp96, Hsp70, Hsp90) w  połączeniu z peptydem  
w iąże się do receptora R1 (np. CD91) kom órki prezentującej an tygen (APC), ulega 
w łączeniu, po czym  peptyd jest p rezentow any przez M HC klasy I limfocytom T. 
Prow adzi to do pow stania limfocytów T pam ięci imm unologicznej skierow anych 
przeciwko prezentow anym  peptydom . A ntygenow o niespecyficzna odpow iedź 
polega na oddziaływ aniu kom pleksu z receptorem  R2 (np.TLR2, TLR4, CD36, 
CD91, CD40) i aktywacji kom órki prezentującej antygen, czego skutkiem  jest 
uw olnienie m ediatorów  oraz zw iązków  cytotoksycznych a także w zrost syntezy 
M HC klasy I i II, oraz kostym ulatorów  CD80/86. IL - interleukina; TNF - czynnik 
m artw icy now otw oru  (ang. tumor necrosis factor); GM-CSF - czynnik stymulujący 
tw orzenie kolonii granulocytów  i m akrofagów  (ang. granulocyte macrophage colo
ny-stimulating factor); N O  - tlenek azotu; MCP-1 - białko chem otaktyczne mono- 
cytów (ang. monocyte chemotactic protein); M lP la  - białko zapalne m akrofagów  
(ang. macrophage inflammatory protein); APC - kom órka prezentująca antygen (ang. 
antigen- presenting cell). N a podstaw ie [21,57,58] - zm odyfikowane.

leźć w kilku opublikowanych ostatnio pracach przeglądo
wych [39-43].

RODZINA BIAŁEK Hsp60/Hspl0

Podobnie do Hsp70, rodzina białek HspóO (zwana tak
że rodziną HSPD) bierze udział w  dojrzewaniu białek [44], 
Razem z białkami pomocniczymi - HsplO (GroES u Proka- 
ryota) -  tworzą wielkocząsteczkowe kompleksy, wew nątrz 
których powstaje środowisko, sprzyjające praw idłow e
mu fałdowaniu białka [44-47], Warto zaznaczyć, że białka 
HspóO są bardzo imm unogenne [48], Bakteryjne GroEL 
wielu patogenów silnie indukuje zarówno komórkową, jak 
i hum oralną odpow iedź immunologiczną [47,49].

MAŁE BIAŁKA SZOKU CIEPLNEGO

Do grupy sHsp (ang. small Hsp, HSPB) należą białka o 
masie cząsteczkowej od 12 do 43 kDa [50]. Tworzą one funk
cyjne oligomery składające się z 12- 24 podjednostek. Każda 
z nich zawiera ściśle zachowaną domenę a-krystaliny oraz 
słabo zachowane w ewolucji domeny N- końcową i krótką 
C-końcową [51]. Przykładami białek sHsp są: Hsp26, Hsp42 
u drożdży Saccharomyces cerevisiae, H sp27 /26 /22 /23  u Dro
sophila melanogaster czy Hsp25/27, Hsp20, HspB2/B3 u ssa
ków. Ekspresja genów kodujących białka sHsp zależy od 
w arunków  wzrostu, stopnia rozwoju tkank i/narządu  czy 
stopnia zróżnicowania. Nadekspresja genów niskocząstecz- 
kowych białek Hsp prow adzi do nabycia termotolerancji 
[52]. W przeciwieństwie do pozostałych białek, sHsp nie 
wymagają do swojej aktywności ATP [53]. Konsekwencją 
tego jest brak zdolności tych białek do fałdowania poli- 
peptydów. Ich rolą jest jedynie wiązanie zdenaturow anych 
białek i ich ochrona przed tworzeniem agregatów i precy- 
pitacją. Tak chronione białka mogą być następnie poddane 
fałdowaniu przez kompleksy białek opiekuńczych zależne 
od ATP. Z tego powodu, małe białka H sp nazywane są biał
kami podtrzymującymi (ang. holding chaperones) [54-56].

ROLA BIAŁEK SZOKU CIEPLNEGO W 
ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ

Białka szoku cieplnego od wielu lat są przedm iotem  za
interesowania immunologów. Ich synteza wzrasta w  czasie 
zakażenia czy uszkodzenia tkanki. Z uwagi na swą funkcję 
białek opiekuńczych, wiążą się z wieloma różnymi polipep- 
tydami. Oznacza to, że w danym  czasie, w  każdej komórce 
znajdują się białka Hsp związane z całą gamą różnych pep- 
tydów, stanowiących niejako „bibliotekę" peptydów  ko
mórkowych. Wśród nich znajdują się peptydy prawidłowe, 
jak również nieprawidłowe, powstające w w arunkach stre
sowych czy w wyniku mutacji. Te nietypowe peptydy mogą 
być eksponowane na powierzchnię komórki, stanowiąc sy
gnał, że dana komórka jest chora. Kiedy zmiany w kom ór
kach są znaczne, dochodzi do ich lizy, a zawartość, w  tym 
białka szoku cieplnego związane z peptydami, wydostaje 
się do przestrzeni międzykomórkowych, co stanowi sygnał 
niebezpieczeństwa dla układu immunologicznego. Akty
wowana jest wówczas odpow iedź skierowana przeciw tym 
nietypowym  komórkom (nowotworowym, zakażonym lub 
uszkodzonym). U ssaków białka Hsp w kompleksie z anty
genami nowotworowym i są rozpoznawane przez komórki
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układu immunologicznego, zwane komórkami prezentują
cymi antygen (APC, ang. antigen-presenting cells). Następnie 
kompleks peptyd - Hsp jest transportowany do węzłów 
chłonnych, po czym antygen pojawia się na powierzchni 
APC i jest prezentowany limfocytom T. Jednocześnie w ko
m órkach APC stym ulowany jest drugi receptor (np. CD36), 
co prow adzi do uwolnienia mediatorów układu im m uno
logicznego oraz syntezy kostymulatorów (CD80/ CD86). 
Powstaje więc pula limfocytów T „zaprogramowanych" 
na w yszukiw anie komórek noszących te anormalne pepty- 
dy (Ryc. 2). Poznanie tego zjawiska ma ogromne znaczenie 
w  opracow yw aniu szczepionek przeciwnowotworowych. 
Technologia ta opiera się na naśladowaniu sygnału niebez
pieczeństwa poprzez iniekcję do organizmu kompleksów 
peptydy- białka szoku cieplnego (Grp96, Hsp70, Hsp90, 
H spllO , Grpl70) otrzymanych z komórek now otw oro
wych. Ta wcześniej wspom niana „biblioteka" peptydów, 
charakterystyczna dla danego typu nowotworu, nazywana 
jest czasami jego antygenowym odciskiem palca i zawiera, 
na przykład, fragmenty onkoprotein czy antygeny embrio
nalne, powstałe w  wyniku derepresji niektórych genów 
w transformowanych komórkach dojrzałego organizmu 
[59,60]. Jak wykazano na myszach, jeśli w  tak zaszczepio
nym  organizmie pojawią się komórki tego samego typu no
wotw oru, zostaną one natychmiast rozpoznane i odrzucone 
przez układ immunologiczny [61-63]. Obecnie powyższe 
obserwacje mają zastosowanie kliniczne w immunoterapii 
now otw orów  [64,65].

Jednak rola białek Hsp w modulacji aktywności układu 
immunologicznego jest bardziej złożona. Istnieją doniesie
nia o przeciwzapalnym  działaniu białek szoku cieplnego. 
Własne białka Hsp czy, ogólnie, własne białka stresu (SP) 
są prezentow ane limfocytom T o niskim powinowactwie, 
zwykle bez kostymulacji, pod nieobecność czynników za
palnych. Są one rozpoznawane przez te limfocyty jako 
własne (self), skutkiem czego jest uwalnianie immunosu- 
presyjnych cytokin (IL-4, IL-10). Peptydy związane z takimi 
białkami Hsp są zwykle prawidłowe, a więc słabo immu- 
nogenne [58]. Warto zaznaczyć, że w chorobach, takich jak 
artretyzm, choroba Behceta i toczeń trzewny, obserwuje się 
aktywność układu immunologicznego skierowaną przeciw
ko własnym  białkom szoku cieplnego.

W ykazano także, że w czasie zakażenia białka Hsp wiążą 
się do peptydów  patogenu i w ten sposób wzmacniają ich 
immunogenność, działają więc jak adiuwanty [66-68], Poza 
tym, mogą one wiązać nie tylko białkowe cząsteczki pato
genu. Na przykład, Hsp90 wiążą niezmetylowany motyw 
CpG w DNA, charakterystyczny dla bakterii oraz (podobnie 
jak Gp96) wiążą lipopolisacharyd. Związanie bakteryjnych 
struktur z białkami Hsp ułatwia ich oddziaływanie z recep
torami TLR (ang. Toll-like receptor). Receptory te, znajdujące 
się na powierzchni komórek układu immunologicznego, 
rozpoznają i wiążą struktury charakterystyczne dla patoge
nu (PAMPs). U ssaków zidentyfikowano 12 tego typu re
ceptorów i nazwano TLR1-TLR12. Przyłączenie ligandu do 
receptora TLR powoduje stymulację kaskad sygnałowych, 
co prow adzi m.in. do aktywacji czynnika transkrypcyjnego 
NF-kB. [69,70]. Czynnik ten reguluje ekspresję genów w od 
powiedzi zarówno na stres, jak i na zakażenie. Aktywacja 
NF-kB polega, między innymi, na fosforylacji związanego

Rycina 3. Rola białka Hsp90 w  aktywacji m akrofagów  przez szlak TLR. Akty
wacja receptora TLR, a następnie białka IRAK-4 i IRAK-1 p row adzi do aktyw a
cji czynnika transkrypcyjnego NF-kB i do  w zrostu  ekspresji genów czynników 
prozapalnych. Hsp90 w  kom pleksie z Hsp70 oraz białkiem H op um ożliw ia 
uzyskanie praw idłow ej konformacji przez  now osyntetyzow ane białko IRAK-1. 
Następnie, w  kom pleksie z białkiem  pom ocniczym  Cdc37, Hsp90 w iąże dojrzałe 
białko IRAK-1, co chroni je p rzed  degradacją. Przy niedostatecznej ilości kom 
pleksu H sp90/ Cdc37 zw iązanie białka Hsp70 prow adzi do ubikwitylacji IRAK-1, 
skutkiem  czego jest skierow anie białka do  proteolitycznej degradacji. M a w ów 
czas miejsce wyciszenie szlaku p row adzącego do aktywacji NF-kB. W edług [73]— 
zm odyfikowane.

z nim inhibitora IkB przez kompleks kinaz IKK (ang. I kB- 

kinase). Powoduje to uwolnienie aktywnego czynnika i jego 
translokację do jądra komórkowego. Białka Hsp odgryw a
ją również istotną rolę w  dalszych etapach przekazywania 
sygnału. Mianowicie, stabilizacja kompleksu IKK jest moż
liwa dzięki białkom szoku cieplnego Hsp70 i Hsp90. O dłą
czenie tych białek w w arunkach silnego stresu bądź ich dez
aktywacja, prowadzi do zaham owania szlaku i wyciszenia 
reakcji zapalnej [71,72].

Kolejnym przykładem  udziału białek Hsp w przekazy
waniu sygnałów poprzez szlak TLR jest ich rola w  stymulacji 
makrofagów (Ryc. 3). Makrofagi, jak wiadomo, są istotnym 
składnikiem odporności wrodzonej, wytwarzają bowiem 
cytokiny zapalne (na przykład TNFa, IL-1), posiadają zdol
ności fagocytarne, jak również biorą udział w stymulacji 
odporności swoistej. Receptor TLR4 jest aktywowany przez 
lipopolisacharyd (LPS), zaś TLR9 -  przez niezmetylowaną 
sekwencję CpG. Związanie ligandu do receptora TLR pro
w adzi do aktywacji IRAK-4, a następnie IRAK-1 (ang. IL-1 
receptor-associated kinase). Prowadzi to do aktywacji czynni
ka NF-kB oraz szlaków kinaz MAP, a w  konsekwencji -  do 
uwolnienia czynników prozapalnych. W utrzym aniu IRAK- 
1 w stabilnej strukturze funkcjonalnej bierze udział białko 
Hsp90, w spom agane przez Cdc37. W podwyższonej tem pe
raturze (np. gorączka) wzrasta ilość kompleksów IRAK-1 /  
Hsp90/Cdc37. Jeśli ilość H sp90/Cdc37 jest niewystarczają
ca, po przyłączeniu Hsp70 IRAK-1 zostaje zdegradowane w 
systemie zależnym od ubikwityny. Nastąpi wówczas w y
ciszenie aktywności szlaku i wygaśnięcie reakcji zapalnej. 
Tak więc wiązanie odpowiedniego „zestawu" białek szoku 
cieplnego do IRAK-1 może wpływać na aktyw ację/w yci
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szenie szlaków przekazywania sygnałów w komórkach 
układu immunologicznego (Ryc. 3) [73],

Opisując funkcje białek Hsp w regulacji odpowiedzi im 
munologicznej, warto dodać, że białka H sp patogenów są 
czynnikami stymulującymi układ odpornościowy gospo
darza. Również własne białka Hsp zakażonego organizmu 
mogą modulować jego układ immunologiczny. Wykazano, 
że HspóO stymulują produkcję interleukin (IL-1, IL-6, IL-12, 
IL-15) oraz czynnika martwicy now otw oru (TNF-a) przez 
m onocyty/m akrofagi oraz stymulują limfocyty T. Z kolei 
Hsp70 stymulują produkcję IL-1 i TNFa przez te same ko
mórki [74,75]. Białka rodziny Hsp90 stymulują dojrzewa
nie komórek dendrytycznych oraz produkcję cytokin [76], 
Więcej informacji na temat roli białek stresu w odpowiedzi 
immunologicznej znajdzie czytelnik w  pracach przeglądo
wych [21,77,78]. Rola białek szoku cieplnego w stymulacji 
odpowiedzi immunologicznej u ssaków jest schematycznie 
podsum ow ana na Ryc. 4.

Jaką rolę ogrywają białka szoku cieplnego w  odporności 
bezkręgowców? Na początku należałoby ogólnie przedsta
wić jakie są różnice między odpowiedzią immunologiczną 
ssaków i bezkręgowców. Przede wszystkim u tych ostat
nich występuje tylko odporność wrodzona, która wykazuje 
zarówno strukturalne, jak i funkcjonalne podobieństwo do 
odporności wrodzonej ssaków. Pojawiają się w praw dzie 
prace sugerujące pewien rodzaj pamięci immunologicznej 
u bezkręgowców, jednak jest on ewolucyjnie różny od ty
powej odporności swoistej ssaków [79], O w ady stanowią 
prosty model badawczy, bowiem ich wrodzona odporność 
nie jest „zakłócona" odpornością nabytą. Ponieważ mecha
nizmy odporności wrodzonej u ssaków odgrywają istotną 
rolę w czasie zakażenia patogenami, wyniki otrzymane z 
wykorzystaniem owadów jako organizmów modelowych 
często mają swoje przełożenie na mechanizmy odporności u 
ssaków. Z tego pow odu owady są w ykorzystywane do ba
dania wirulentności wielu patogenów człowieka, np. Can- 
dida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus

białka Hsp

kompleksy 
z peptydami

-  własnymi 
nieprawidłowymi

- patogenu

▼
sygnał 

niebezpieczeństwa 
“danger signai'

kompleksy 
z niebiałkowymi 
strukturami 
patogenu:

- LPS
- niezmetylowane CpG

rozpoznanie ciał obcych 
“non-self signai'

udział w szlakach
przekazywania
sygnałów

ekspresja
czynników

prozapalnych

stymulacja układu immunologicznego

Rycina 4. Schemat podsum ow ujący udział białek H sp w  stymulacji układu od 
pornościowego ssaków. Objaśnienia w  tekście.

[80-82], jak również do badania skuteczności leków przeciw 
patogenom, zanim zostaną one przetestowane na ludziach 
[83-84], W odpowiedzi na zakażenie u ow adów  aktyw ow a
ne są dw a szlaki przekazywania sygnału: Toll i / lu b  Imd 
prowadzące do aktywacji czynników transkrypcyjnych Dif 
i Relish (homologi NF-kB). Następuje wówczas ich trans- 
lokacja do jądra komórkowego i indukcja ekspresji genów 
peptydów  odpornościowych. U ow adów  nie ma przeciw
ciał, a jedynie peptydy o aktywności przeciwbakteryjnej i /  
lub przeciwgrzybowej syntetyzowane głównie przez ciało 
tłuszczowe oraz hemocyty [85]. U ow adów  z przeobraże
niem zupełnym  peptydy są indukowane, zaś u tych z prze
obrażeniem niezupełnym  mogą być obecne w ciele tłusz
czowym lub hemocytach i uwalniane wskutek zakażenia. 
Należy pamiętać, że peptydy odpornościowe nie są swoiste, 
w  tym znaczeniu jak swoiste są przeciwciała w stosunku 
do danego antygenu. Dany organizm stale dysponuje pulą 
tych samych genów kodujących peptydy odpornościowe, a 
ilość i rodzaj syntetyzowanych w  danych warunkach pepty
dów zależą od rodzaju zakażenia: bakterie Gram-dodanie, 
Gram-ujemne, grzyby czy pierwotniaki.

Stosunkowo niewiele w iadom o jak szok cieplny w pływa 
na mechanizmy odpornościowe bezkręgowców. W ykaza
no, że u nicienia Caenorhabditis elegans podczas zakażenia 
aktywowany jest czynnik transkrypcyjny Hsf-1. Aktywacja 
tego czynnika odgryw a istotną rolę w zwiększonej odpor
ności nicienia na zakażenia w  w arunkach szoku cieplnego. 
Postuluje się tu również rolę Hsp90, którego odłączenie od 
Hsf-1 w  podwyższonej tem peraturze powoduje translo- 
kację czynnika transkrypcyjnego do jądra komórkowego i 
ekspresję genów kodujących b ia łka/pep tydy  odpornościo
we [86,87], Również hodowla immunizowanych gąsienic 
barciaka większego Galleria mellonella w  warunkach um iar
kowanego szoku cieplnego czy też ekspozycja gąsienic na 
krótkotrwały szok cieplny przed zakażeniem pozytywnie 
wpływa na aktywność odpornościową hemolimfy oraz 
ekspresję genów peptydów  odpornościowych. Co za tym 
idzie, owady poddane działaniu szoku cieplnego przed za
każeniem takimi entomopatogenami, jak Pseudomonas aeru
ginosa, Bacillus thuringensis czy Beauveria bassiana wykazują 
nieco większą odporność w porów naniu z owadami, które 
nie były eksponowane na działanie wysokiej tem peratury 
[88-91]. Nieznane są m olekularne mechanizmy powyższych 
obserwacji. Badania wskazują na rolę białek szoku cieplne
go Hsp90. Z uwagi na to, że biorą one udział w  utrzym aniu 
kompetencji konformacyjnej niektórych kinaz MAPKKK 
(np. Src), mogą odgrywać istotną rolę w aktywowaniu ukła
du immunologicznego owadów. W ykazano bowiem, że 
kinaza JNK ulega intensywnej fosforylacji po iniekcji LPS 
[88], jednak iniekcja mieszaniny żywych bakterii i drożdży 
indukuje wszystkie szlaki kinaz MAP (Wojda i inni, dane 
niepublikowane). Z drugiej strony samo białko Hsp90 i /  
lub produkty jego degradacji mogą działać jako cząsteczki 
sygnałowe w  mechanizmach aktywacji szlaków odporno
ściowych [89]. Również możliwe jest, że podobnie jak u C. 
elegants, Hsp90 może odgrywać rolę w aktywacji czynnika 
Hsf. Wyniki badań prowadzonych w naszym  laboratorium 
wskazują, że aktywność Hsp90 może mieć wpływ na sku
teczność niektórych mechanizmów przebijania się entomo- 
patogenów przez mechanizmy odpornościowe zakażonych 
ow adów  (Kowalski i inni, dane niepublikowane).
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Rycina 5. Szlaki kinaz M AP u  człowieka i drożdży Saccharomyces cerevisiae. U ssaków  w  w arunkach szoku term icz
nego aktyw ow ane są szlaki p38 oraz JNK. W zależności od rodzaju kom órek m oże być rów nież stym ulow any szlak 
ERK. U Saccharomyces cerevisiae w  podw yższonej tem peraturze  obserwuje się w zrost aktywności szlaku PKC oraz 
przejściowo szlaku HOG, jednak wszystkie szlaki są ze sobą strukturaln ie i funkcjonalnie powiązane. Pom iędzy 
k inazam i M AP ssaków  i d rożdży  w ystępuje w ysoka homologia.

SZLAKI PRZEKAZYWANIA 
SYGNAŁÓW W KOMÓRCE 
AKTYWOWANE W WARUNKACH 
SZOKU CIEPLNEGO

Komórki eukariotyczne rozwinęły 
szereg szlaków przekazywania sygna
łów umożliwiających detekcję, prze
kazanie, amplifikację sygnału oraz 
odpow iedź pozwalającą na adaptację 
do danych warunków, w  tym pod
wyższonej temperatury. Takimi szla
kami bardzo dobrze zachowanymi w 
całym świecie eukariotycznym są szla
ki kinaz MAP (ang. mitogen-activated 
protein kinases). Sercem takiego szlaku 
jest kaskada trzech kinaz: MAPKKK 
(MEKK), MAPKK (MEK) oraz MAPK 
(Ryc. 5). Pierwsze z nich, MAPKKK, 
po aktywacji fosforylują i aktyw u
ją MAPKK, czyli kinazy kinaz MAP.
MAPKK są enzymami o podwójnej 
specyficzności, to znaczy przenoszą reszty fosforanowe 
zarów no na treoninę, jak i tyrozynę w motywie Thr-X-Tyr, 
gdzie X oznacza aminokwas charakterystyczny dla danej 
kinazy MAP. U ssaków główne szlaki kinaz MAP to: szlak 
ERK (ang. extracellular signal-responsive kinase), prowadzący 
do aktywacji kinaz E R K I/2, oraz ERK5, szlaki prow adzą
ce do aktywacji kinaz p38 i JNK (ang. stress-activated prote
in kinases - SAPKs/JNKs). Ogólnie przyjmuje się, że szlak 
E R K I/2 jest aktywowany przez mitogeny oraz czynniki 
wzrostu, zaś szlaki p38 oraz JNK -  w  w arunkach streso
wych, takich jak promieniowanie UV, uszkodzenie m e
chaniczne, stres oksydacyjny czy szok cieplny. Informacje 
dotyczące aktualnej wiedzy odnośnie szlaków kinaz MAP 
znajdzie czytelnik w  pracy przeglądowej [92], Wiadomo, że 
aktywacja szlaku ERK w w arunkach um iarkowanego szoku 
cieplnego zależy od rodzaju kom órek/tkanki. Przejściową 
fosforylację kinaz ERKI/ 2  obserwuje się np. w  fibroblastach 
[93], Szlaki JNK oraz p38, aktywowane są zarówno w w a
runkach umiarkowanego, jak i drastycznego szoku cieplne
go. Warto jednak wspomnieć, że aktywacja szlaku JNK w 
silnym szoku cieplnym jest niezależna od białka Racl [94],

Uważa się, że kinazy ERK są enzymami, których akty
wacja sprzyja przeżyciu komórek (działanie antyapopto- 
tyczne), podczas gdy szlaki kinaz SAPK/JNK i p38 są pro- 
apoptotyczne. Uogólniając, stosunek jaki istnieje między 
stopniem aktywacji szlaku ERK a SAPK/JNK i p38 jest 
czynnikiem determinującym przeżycie lub wejście kom ór
ki w  apoptozę. Zależność ta nie jest jednak ścisła i zależy 
od rodzaju i siły stresu [95,96]. Poza szlakami kinaz MAP, 
w  warunkach umiarkowanego szoku cieplnego u ssaków, 
aktywowane są również szlaki kinaz PI3K-Akt/PKB-GSK- 
3(3, a także szlak oksydazy NADPH. Aktywacja szlaków w 
w arunkach umiarkowanego szoku cieplnego prow adzi do 
aktywacji czynnika transkypcyjnego Hsf, ekspresji genów 
białek szoku cieplnego, a także do syntezy cykliny D l [93]. 
Umiarkowany szok cieplny bowiem w komórkach ssaków 
pozytywnie reguluje przechodzenie do kolejnych etapów 
cyklu komórkowego oraz różnicowanie, podczas gdy dra 

styczny szok cieplny prow adzi do zaham owania cyklu ko
mórkowego i apoptozy. Różnice pomiędzy odpowiedzią 
komórki ssaczej na um iarkowany i drastyczny szok cieplny 
opisane są w pracy przeglądowej [94].

Szlaki kinaz MAP istnieją w  całym świecie eukario
tycznym. U drożdży pączkujących Saccharomyces cerevisiae 
istnieje 5 szlaków kinaz MAP aktywowanych przez szok 
osmotyczny, feromony, dostępność składników odżyw 
czych czy szok cieplny. Szlaki kinaz MAP u ssaków i droż
dży zestawione są na Ryc. 5.

O wysokim zachowaniu w ewolucji sekwencji kinaz MAP 
może świadczyć fakt, że drożdżow a kinaza H o g lp  (ang. 
high osmolarity glicerol kinase) wykazuje około 50% identycz
ności w stosunku do p38 człowieka [97], To pokrewieństwo 
kinaz MAP jest nie tylko strukturalne, ale i funkcjonalne. 
Na przykład ssacze kinazy p38 czy JNK mogą zastępować 
nieobecność H o g lp  u drożdży w w arunkach ciśnienia hi- 
perosmotycznego. Poza tym  kinaza ERK5 człowieka, może 
funkcjonalnie zastąpić kinazę M pk lp  S. cerevisiae, aktywo
w aną m.in. w  szoku cieplnym [98].

U drożdży S. cerevisiae szlakiem, którego aktywność 
znacznie wzrasta w  w arunkach szoku cieplnego jest szlak 
kinazy białkowej C (PKC), zwany inaczej szlakiem spójno
ści komórkowej (Ryc. 6). Receptorami szlaku są Wscl-4p, 
Mid2p, M tllp  - wszystkie posiadają jedną domenę trans- 
błonową, sekwencję sygnałową w  końcu N łańcucha oraz 
intensywnie glikozylowaną domenę zewnątrzkomórkową. 
Receptory te wykazują podobieństwo do ssaczych recepto
rów integryn [99], Centralnym elementem szlaku jest kinaza 
białkowa C (Pkclp) -  jedyna izoforma PKC u drożdży [100]. 
Związanie GTP do białka R holp  umożliwia przyłączenie 
i aktywację Pkclp. Aktywność R holp  jest stymulowana 
przez czynniki wymieniające GDP na GTP, to jest R om lp 
i Rom2p, natomiast ham ow ana przez białka stymulujące 
jego aktywność GTP-azową, to jest Sac7p oraz Bem2p. Biał
ko R holp  jest podjednostką regulatorową syntazy 0- gluka-
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Rycina 6. Szlak spójności kom órkowej d rożdży  Saccharomyces cerevisiae. Sygnał 
pochodzący z receptorów  błonow ych jest przekazyw any na białko Rholp. Biał
kam i regulującym i jego aktyw ność są R om lp  i Rom2p - czynniki wymieniają
ce GDP na GTP oraz Sac7p i Bem7p, które stym ulują aktyw ność GTP- azow ą 
R holp . N astępnie aktyw ow ana jest kinaza P k c lp  oraz m oduł kinaz MAP: Bcklp, 
M k k l/2 p  oraz S lt2 p /M p k lp , a w końcu czynniki transkrypcyjne regulujące eks
presję genów, których produk ty  białkowe w pływ ają na strukturę/w łaściw ości 
ściany komórkowej. W wyciszeniu szlaku biorą udział fosfatazy białkowe: P tclp , 
P tp2p, Ptp3p, Msg5p. Białka szoku cieplnego um ożliw iają praw idłow ą konfor
mację kom pleksu Slt2p z czynnikam i trankrypcyjnym i SBF i R lm lp . Aktywacja 
czynników  traskrypcyjnych SBF i R lm lp  p rzez Slt2p jest m ożliw a dzięki białkom 
H sp. Szlak PKC jest także regulow any p rzez szlak TOR (ang. target o f rapamycin), 
kontrolujący w zrost drożdży  w  zależności o dostępności składników  pokarm o
wych.

nu, która stymuluje aktywność podjednostki katalitycznej 
Fkslp  lub Fks2p. Aktywność kompleksu syntazy glukanu 
jest niezbędna w procesach przebudow y ściany komórko
wej, na przykład w czasie pączkowania czy w szoku ciepl
nym. M oduł kinaz MAP aktywowany przez P kclp  tworzą: 
MAPKKK -  Bcklp; MAPKK - M kklp , Mkk2p; MAPK - 
Slt2p, przez innych autorów zwana M pk lp  [101]. Stymu
lacja szlaku PKC w szoku cieplnym prow adzi do aktywacji 
czynników transkrypcyjnych R lm lp oraz kompleksu SBF 
(Swi4p i Swióp), które kontrolują ekspresję genów zaanga
żowanych w metabolizm ściany komórkowej, w  tym w spo
mnianej wyżej podjednostki katalitycznej syntazy glukanu 
Fkslp. M utanty w szlaku spójności mają ścianę komórko
wą cieńszą i mniej wytrzymałą. Cechuje je, między innymi, 
termowrażliwość, wrażliwość na kofeinę oraz odporność 
na działanie calcofluoru, a także liza komórek po zadziała
niu feromonu na wczesnym etapie tworzenia filamentów. 
Wzrost takim komórkom umożliwia obecność w podłożu 
tzw. osmotycznego stabilizatora (sorbitol, NaCl), który od 
zewnątrz równoważy nacisk, wywierany przez turgor ko
mórki na ścianę komórkową [102]. M utanty delecyjne pkcl 
wykazują znacznie silniejszy fenotyp niż m utanty w kina
zach MAP, co dowodzi dywergencji szlaku w tym punkcie.

W tym miejscu warto pokrótce napisać jak zbudow ana 
jest ściana komórkowa Saccharomyces cerevisiae. Stanowi ona 
aż 20 do 30% suchej masy drożdży. Warstwa wewnętrzna, 
która zapewnia ścianie komórkowej elastyczność, zbudo
wana jest z polimerów D-glukozy tworzących (3-glukan (80- 
90% stanowią połączenia (3-1,6- glikozydowe, zaś 8-18% to 
wiązania (3-1-3-glikozydowe) oraz chityny (1 do 2%). War
stwę zewnętrzną, zapewniającą ochronę przed enzymami 
degradującymi ścianę komórkową stanowią glikozylowa- 
ne mannoproteiny: glikozylofosfatydyloinozytole (GPI) 
oraz białka P ir lp  do Pir4p. Zmiany zachodzące w ścianie 
komórkowej w  czasie cyklu komórkowego czy stresu mogą 
być jakościowe, związanie z w budow aniem  bądź usunię
ciem konkretnych białek i ilościowe, czyli zmiany propor
cji poszczególnych składników [99], Warto zaznaczyć, że 
to właśnie składniki ściany komórkowej drożdży, głównie 
(3-glukany, są elementami rozpoznawanym i przez układ 
immunologiczny zakażonego organizmu.

Badania prow adzone w ciągu ostatnich dwóch lat w ska
zują na ścisłą zależność między aktywacją czynnika Hsf-1 
drożdży a zdolnością kinazy S lt2p /M pk lp  do aktywacji 
czynników transkrypcyjnych R lm lp i SBF w  szoku ciepl
nym. Jak wiadomo, aktywacja czynnika Hsf-1 prow adzi do 
indukcji ekspresji genów kodujących Hsp90. Wykazano, że 
Hsp90 stabilizuje i utrzymuje w  stanie aktyw nym  kinazę 
MAP- Slt2p. Umożliwia to oddziaływanie tego enzymu z 
czynnikami R lm lp i SBF, a w  konsekwencji -  ekspresję od 
powiednich genów i wzmocnienie ściany komórkowej. M u
tant w C-końcowej domenie transaktywacyjnej Hsf-1, w y
kazujący znacznie niższy poziom Hsp90 w szoku cieplnym, 
jest termowrażliwy wskutek zaham owania indukcji genów 
zależnych od R lm lp  [103], W dalszych badaniach w yka
zano, że oprócz Hsp90 i jego białka pomocniczego Cdc37, 
w stabilizacji Slt2p biorą również udział Hsp70 (Ssalp), 
H spllO  (Ssel) oraz S tilp  (białko pomocnicze w spółpra
cujące z Hsp90 oraz białko stymulujące aktywność GTP- 
azową Ssalp). Udział tych białek w aktywacji R lm lp oraz 
SBF przez Slt2p jest na tyle ważny, że m utanty defektywne 
w syntezie Hsp90 lub Sselp posiadają fenotyp typowy dla 
m utantów w szlaku spójności komórkowej (PKC). Są mia
nowicie niezdolne do wzrostu w podwyższonej tem pera
turze bez osmotycznego stabilizatora [104], Udział białek 
szoku cieplnego w  regulacji ekspresji genów zależnych od 
Rlmli SBF przez szlak PKC jest uwzględniony na Ryc. 6.

Wspomnę jeszcze, że do zwiększenia poziomu fosfory
lacji Slt2p w szoku cieplnym przyczyniają się dwa impulsy. 
Po pierwsze, aktywacja szlaku PKC „od góry" prowadząca 
do aktywacji kolejnych składników, a w końcu -  do aktywa
cji m odułu kinaz MAP, i po drugie, sygnał z niewiadomego 
dotąd źródła, który powoduje dezaktywację fosfataz de- 
fosforylujących kinazę Slt2p w szoku cieplnym [8]. Wzrost 
poziomu fosforylacji Slt2p ma miejsce dopiero po około 20 
minutach od podwyższenia tem peratury hodowli drożdży 
i osiąga maksimum po 30 minutach. Sugeruje to, że szlak 
PKC nie rozpoznaje bezpośrednio wysokiej temperatury, 
ale sygnał wtórny. Może nim być znaczny wzrost stężenia 
trehalozy w  cytoplazmie (dochodzący niekiedy do 0.5 M) 
skutkujący wzrostem ciśnienia osmotycznego wew nątrz 
komórki. Powoduje to nacisk na błonę komórkową drożdży 
i aktywację receptorów szlaku PKC.
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Podwyższona tem peratura nie jest jedynym czynnikiem 
aktywującym szlak spójności komórkowej drożdży. Fosfo- 
rylację kinazy Slt2p obserwuje się także w innych w arun 
kach, które wymagają przebudow y ściany komórkowej, to 
jest w  szoku hipoosmotycznym, w procesie pączkowania, w 
obecności feromonów (skutkiem czego jest wzrost filamen- 
tacyjny w kierunku partnera) oraz po działaniu czynników 
bezpośrednio uszkadzających ścianę komórkową (np. ko
feina, calcofluor). Szlaki kinaz MAP u Saccharomyces cerevi
siae są ze sobą funkcjonalnie powiązane [105], Po pierwsze 
należy zwrócić uwagę, że szlak HOG jest aktywowany w 
w arunkach hiperosmolarnych i jego zadaniem jest zwięk
szenie ciśnienia osmotycznego w ewnątrz komórki, podczas 
gdy szlak PKC jest aktywowany w warunkach m.in. hipo- 
osmolarnych - jego zadaniem jest zmniejszenie ciśnienia 
osmotycznego komórki lub wzmocnienie ściany kom ór
kowej. Kinaza MAP - Slt2p jest intensywnie fosforylowana 
w w arunkach szoku cieplnego. Fosforylacja ta jest jednak 
ham ow ana w warunkach podwyższonego ciśnienia osmo
tycznego, pomimo ciągłego działania wysokiej tem peratu
ry [105,106]. Warto również wspomnieć, że w warunkach 
izoosmotycznych szlak HOG odpow iada za prawidłowe 
funkcjonowanie ściany komórkowej drożdży. M utanty de
fekty w ne w tym szlaku (pbs2f hogl) są nadm iernie wrażliwe 
na działanie zymoliazy (preparat enzymatyczny degradują
cy glukan). Fenotyp ten może być odwrócony przez nade- 
kspresję genów kodujących białka ściany komórkowej [105].

Ponadto wiadomo, że szlak HOG jest również przejścio
wo aktywowany w szoku cieplnym. Aktywacja ta prowadzi 
do kilkukrotnego wzrostu aktywności kinazy H oglp , pod 
czas gdy stres osmotyczny prowadzi do ponad dw udzie 
stokrotnego w zrostu aktywności tego enzymu. Nieznana 
jest rola fosforylacji H o g lp  w szoku cieplnym. Wykazano, 
że m utanty delecyjne hogl mają opóźniony czas pow rotu do 
wzrostu po ustąpieniu szoku cieplnego w porów naniu ze 
szczepem dzikim. Aktywacja H og lp  w tych w arunkach nie 
prow adzi do jego translokacji do jądra komórkowego, jak 
to ma miejsce w  stresie osmotycznym. Być może aktywny 
H o g lp  fosfory luje jakiś cytoplazmatyczny substrat, istotny 
w szoku cieplnym. Fosfatazy białkowe Ptp2p i Ptp3p chro
nią H o g lp  przed hiperfosforylacją w danych warunkach 
oraz przed „przeciekaniem" sygnału ze szlaku PKC akty
wowanego w szoku cieplnym, a konkretnie przed fosfory- 
lacją H o g lp  przez M kk l/2 p , czyli kinazy MAPKK w szlaku 
spójności komórkowej. M utanty z delecją fosfataz Ptp2p i 
Ptp3p są niezdolne do wzrostu w 37°C [107],

SZOK CIEPLNY A ODPORNOŚĆ DROŻDŻY NA STRES

Poddanie drożdży działaniu szoku cieplnego może 
wpływać korzystnie na ich odporność na inny rodzaj nie
korzystnych zmian. Wiąże się to z aktywacją ogólnej od 
powiedzi na stres, o czym w spom niano wcześniej, ale nie 
tylko. Mutanty w  szlaku HOG (patrz Ryc. 5) są niezdolne do 
w zrostu w w arunkach podwyższonego ciśnienia osmotycz
nego. Ich osmowrażliwość jest jednak znacznie zreduko
w ana kiedy drożdże rosną w podwyższonej tem peraturze 
[105,108]. Różnicę w odpowiedzi Saccharomyces cerevisiae na 
stres hiperosmotyczny w różnych tem peraturach wyraźnie 
widać śledząc kinetykę fosforylacji kinazy H oglp . Ta kina
za MAP jest intensywnie fosforylowana już po 1 minucie 
od zwiększenia ciśnienia osmotycznego podłoża, a poziom
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jej fosforylacji utrzymuje się przez około 10-20 min w za
leżności od wielkości stresu. Jednak w w arunkach um iarko
wanego szoku cieplnego, przy tym samym ciśnieniu osmo
tycznym podłoża, fosforylację H o g lp  obserwuje się tylko 
po 1 minucie! [105,106], Poza tym kinetyka gromadzenia 
glicerolu w warunkach hiperosmolarnych jest odmienna w 
zależności od tem peratury w zrostu komórek [106], Glicerol 
jest bowiem głównym  osmolitem u drożdży, grom adzo
nym w celu zrekom pensowania ciśnienia osmotycznego z 
zewnątrz. Jego rola wydaje się być jednak bardziej intry
gująca. M utanty defektywne w szlaku produkcji glicerolu 
mają fenotyp wykazujący nieprawidłowe funkcjonowanie 
ściany komórkowej i są nadmiernie wrażliwe nie tylko na 
stres osmotyczny, ale również cieplny [108,109], Do tej pory 
nie udało się wyjaśnić szczegółowo tych obserwacji. W yka
zano, że istotną rolę w  utrzym aniu spójności komórkowej 
w  stresie hiperosmotycznym w podwyższonej tem peratu
rze odgryw a białko S te l lp  (MAPKKK), będące wspólnym 
składnikiem kilku szlaków przekazywania sygnałów ko
mórkowych (patrz Ryc. 5) [105,106], Warto również zazna
czyć, że drożdże są także mniej wrażliwe na działanie en
zymów uszkadzających ścianę komórkową, kiedy rosną w 
warunkach um iarkowanego szoku cieplnego [106].

PODSUMOWANIE

Białka szoku cieplnego biorą udział nie tylko w procesach 
prawidłowego zwijania białek. Odgrywają one także w aż
ną rolę w  regulacji odpowiedzi immunologicznej. Działają 
jak adiuwanty, wzmacniając immunogenność cząsteczek 
zwanych PAMPs, czyli tych związków chemicznych, które 
są charakterystyczne dla patogenu, a rozpoznawane przez 
układ immunologiczny gospodarza jako obce. Poza tym 
białka H sp pełnią istotną funkcję w mechanizmach przeka
zywania sygnałów komórkowych, a tym samym w regula
cji ekspresji genów. Szczególnie doceniana jest rola białek 
szoku cieplnego w indukcji aktywności przeciwnowotwo- 
rowej u ludzi, co daje nadzieję na skuteczną terapię tych 
chorób w  przyszłości. Um iarkowany szok cieplny zwiększa 
odporność bezkręgowców i sprzyja ich przeżyciu w czasie 
zakażeń. Zakażone organizm y zmiennocieplne migrują w 
kierunku środowiska o wyższej temperaturze, zwiększając 
swoją odporność. Jest to tak zwana gorączka behawioralna 
[110]. Ow ady żyjące w  grupach, jak np. Galleria mellonel- 
la, gdzie tem peratura ciała każdego z nich jest wyższa niż 
osobnika odizolowanego, są bardziej odporne na zakażenie. 
Być może właśnie dlatego owady żyjące w koloniach uzy
skały dominującą pozycję w  wielu niszach ekologicznych. 
Umiarkowany szok cieplny indukuje mechanizmy ogólnej 
odpowiedzi na stres, w  tym ekspresję białek Hsp, dzięki 
czemu komórka staje się bardziej odporna na innego ro
dzaju niekorzystne w arunki środowiska zewnętrznego czy 
wewnętrznego. W przypadku drożdży zmiany w kom ór
kach, wywołane działaniem podwyższonej temperatury, 
mogą determinować reakcję komórek na inny rodzaj stresu, 
między innymi poprzez wzajemne oddziaływanie na siebie 
szlaków kinaz MAP.
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Heat shock and the susceptibility of organisms 
to infection and osmotic challenge
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ABSTRACT

Heat shock causes many physiological changes in every living cell. The detection of higher temperature and activation of signal- transduc
tion pathways lead to the activation of transcription factors, belonging to Hsf family. In consequence, an increased expression of stress pro
teins takes place. The main role of heat-shock proteins is widely understood protection of proteins e.g. prevention of misfolded or unfolded 
proteins against aggregation and re-folding of denatured chains. In the case of highly damaged proteins, they are directed to proteolitical 
degradation. The article highlights the special role of heat-shock proteins in the immune response of mammals and insects. Apart from offer
ing a general characteristic of the heat-shock response of a cell, the article describes the positive effects of the exposition of living organisms 
to a mild heat shock. It also notes how the experience of heat shock may affect the response of mammals and insects to infection and in the 
adaptation of yeast to hyperosmotic conditions. The interplay of signaling pathways activated in different stressful conditions has also been 
taken into consideration.
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Zastosowania U-Tube™ oraz D-Tube™ w zagęszczaniu białek

STRESZCZENIE

Zbadano, że U-TubeTM Concentrator 15H-30, zgodnie z deklaracją producenta, jest bar
dzo skutecznym urządzeniem do zagęszczania białek, zwłaszcza tych, które mają ten

dencję do wiązania się z półprzepuszczalną błoną w koncentratorze.

WPROWADZENIE

W codziennej praktyce laboratoryjnej często spotykamy się z problemem zbyt 
dużego rozcieńczenia próbek. Można go rozwiązać na wiele sposobów, w  zależ
ności od późniejszego zastosowania próbki. Do najpopularniejszych należą: wy- 
salanie za pomocą siarczanu amonu, wytrącanie z zastosowaniem kwasu trójchlo- 
rooctowego (TCA) lub acetonu, dializa, elektroelucja i zagęszczanie z wykorzysta
niem specjalnych urządzeń do zagęszczania zwanych koncentratorami.

WYTRĄCANIE (WYSALANIE) BIAŁEK

Wytrącanie (wysalanie) białek jest metodą pozwalającą na frakcjonowanie 
białek o różnej rozpuszczalności oraz pozwalającą na zwiększenie stężenia prób
ki. Proces ten jest ściśle związany z rozpuszczalnością białek, o której decyduje 
zdolność do hydratacji, budowa chemiczna, obecność soli w  roztworze oraz pH 
roztworu. W procesie wysalania maleje rozpuszczalność białka wraz ze wzro
stem stężenia soli. Białko ma najmniejszą rozpuszczalność w pH  roztworu rów
nej wartości punktu  izoelektrycznego (pi), charakterystycznej dla danego białka 
(wypadkowy ładunek powierzchniowy białka jest równy zero). Powyżej pi roz
puszczalność białka wzrasta wraz z dodaniem jonów soli, aż do osiągnięcia mak
simum, a następnie gwałtownie spada. Im większe jest wyjściowe stężenie białka, 
tym większa skuteczność wytrącania. Jest kilka sposobów zmniejszenia rozpusz
czalności białek: wytrącanie solami (siarczanem amonu, chlorkiem sodu), zmia
na temperatury, zmiana pH, obecność jonów metali (np. ołowiu, srebra, rtęci), 
kwasów nieorganicznych, kwasów organicznych (np. kwasu trójchlorooctowego 
- TCA) lub rozpuszczalników organicznych (np. etanolu, acetonu).

Niestety zastosowanie większości wspomnianych wyżej metod może powo
dować denaturację lub spadek aktywności biologicznej białek. W celu otrzymania 
stabilnego, zachowującego właściwą konformację białka najpowszechniej stosuje 
się wysalanie siarczanem amonu, którego roztwór nasycony ma wystarczająco 
wysoką molarność, by spowodować wypadnięcie z roztworu większości białek. 
Rozpuszczanie związku nie powoduje zbyt dużego wzrostu temperatury, a gę
stość nasyconego roztworu nie utrudnia sedymentacji białka w  czasie wirowania. 
Ponadto stężony roztwór siarczanu amonu jest bakteriostatyczny i chroni więk
szość białek przed denaturacją. Stężenie siarczanu amonu potrzebne do wysolenia 
jest różne dla różnych białek i określane doświadczalnie. Podobny efekt można 
uzyskać stosując inne sole np. chlorek sodu, siarczan magnezu, fosforanu potasu 
lub sodu i octanu potasu lub sodu. Zastosowanie innych soli, w  odróżnieniu od 
zastosowania siarczanu amonu, nie jest tak wydajne i może prowadzić do dena- 
turacji białka [1].

ULTRAFILTRACJA

Prostszą a zarazem bardziej efektywną metodą jest zagęszczanie próbek z wy
korzystaniem dostępnych w sprzedaży koncentratorów. Metoda ta okazała się 
równie wydajna, jak wytrącanie białek z zastosowaniem TCA lub acetonu, a bar
dziej wydajna niż wytrącanie siarczanem amonu w  przypadku białek osocza krwi. 
Natomiast siarczan amonu okazał się efektywny w  przypadku albuminy. Niestety 
jego zastosowaniu towarzyszyły duże straty w ilości pozostałych białek [2],

Koncentratory są to zwykle probówki z w budowaną półprzepuszczalną błoną 
o określonej wielkości porów. Przy wyborze rodzaju koncentratora należy kiero
wać się wielkością MWCO (ang. molecular weight cut-off) czyli molekularną granicą 
rozdziału (zwaną punktem odcięcia). Wartość MWCO określa minimalną masę
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makrocząsteczki, która może być zatrzymana na błonie. Ze 
względu na fakt, że na skuteczność zagęszczania wpływają 
również inne czynniki, m.in. kształt i stan zatężanej próbki, 
najlepiej wybierać koncentratory charakteryzujące się w arto
ścią MWCO o połowę niższą od masy białka, które chcemy 
zagęścić [3]. Próbkę wystarczy nanieść na błonę i żwirować, 
a następnie zebrać roztwór nad błoną. Niestety zdarza się, 
że wydajność zagęszczania z zastosowaniem koncentrato
rów nie jest zgodna z oczekiwaniami, gdyż część białek może 
wiązać się z błoną.

Obecnie firma Merck (katalog Novagen) opracowała i 
wprow adziła na rynek wirówkowe probówki ultrafiltracyjne 
(koncentratory) nowej generacji o nazwie U-Tube™ Concen- 
trator (Ryc. 1), przeznaczone do zagęszczania materiału bio
logicznego, w  szczególności białek i kwasów nukleinowych. 
Koncentratory są dostępne w różnych zakresach pojemno
ści (od 0,5 ml do 20 ml) oraz wartości punktu odcięcia (od 3 
kDa do 30 kDa). Są wyposażone w błonę polieterosulfono- 
wą (PES), charakteryzującą się niską podatnością na wiąza
nie białek. Niektóre koncentratory są wyposażone w błonę 
typu Hydrosart®, charakteryzującą się bardzo niską podat
nością na wiązania białek; koncentratory te stosowane są w 
doświadczeniach wymagających wysokiego odzysku próbki.

Koncentratory są wyposażone w  błonę odporną na dzia
łanie różnorodnych substancji chemicznych (Tabela 1). Błona 
jest ustawiona w  pozycji pionowej, dlatego koncentratory na
leży umieszczać w wirówce tak, błona znajdowała się na kra
wędzi spływu, za próbką w stosunku do kierunku wirowa
nia rotora. Dodatkowo koncentratory posiadają zabezpiecze
nie przed wyschnięciem błony w czasie zagęszczania; jest to 
tzw. objętość graniczna (ang. dead-stop-volume), poniżej której 
nie następuje dalsze zagęszczanie próbki. Czas zagęszczania 
wynosi 10-30 min, a wydajność sięga 95% [4].

DIALIZA

Dializa jest najprostszą metodą wstępnego oczyszczania

R ycina 1. K oncentratory U-Tube™ o różnych objętościach.

białek. Dzięki zastosowaniu tej metody można oddzielić biał
ka o niskiej masie cząsteczkowej od białek o wysokiej masie 
cząsteczkowej. Cząsteczki o średnicy większej niż pory pozo
stają w  woreczku dializacyjnym, natomiast małe cząsteczki i 
jony przechodzą do roztworu, przenikając przez pory w  pół- 
przepuszczalnej błonie celulozowej. Odpowiednio m anipu
lując składem roztworu wewnątrz woreczka i na zewnątrz, 
można doprowadzić do rozcieńczenia i w  niewielkim stop
niu zagęszczenia próbki. Dializa najczęściej służy do wym ia
ny składu buforu [5].

Nowe możliwości daje zastosowanie dializerów D-Tube™ 
oferowanych przez firmę Merck (katalog Novagen), dostęp-
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T abela  1. O dporność chem iczna koncentratorów  U-Tube™. PES, błona polietero- 
sulfonowa; Hy, błona Hydrosart® ; + bardzo dobra odporność chem iczna; X arak 
odporności; nd  nie spraw dzano.

zakres pH 1-9 1-9

kwas octowy (25%) + +

aceton (10%) X X

DMSO (5%) + X

etanol (70%) + +

glicerol (70%) + +

guanidylny HC1 (6 M) + +

HC1 (1 M) + +

imidazol (0.3 M) + nd

isopropanol (70%) + +

merkaptoetanol (1 M) X +

metanol (60%) nd +

bufor fosforanowy (1 M) + +

PEG (10%) + nd

deoksycholan sodu (5%) + nd

SDS (0.1 M) + +

NaOH (2.5 M) X X

podchloryn (200 ppm) + X

TFA (10%) + +

Tween® 20 (0.1%) + +

Triton® X-100 (0.1%) + +

mocznik (8 M) + +

nych w różnych zakresach punktu odcięcia (od 3,5 kDa do
14 kDa) i o sześciu różnych pojemnościach: mini (10-250 pl), 
midi (50-800 pl), maksi (500-3000 pl) oraz mega (3-10 ml, 10-
15 ml lub 15-20 ml) (Ryc. 2). Są to łatwe i proste w użyciu 
zakręcane probówki, pozbawione proteaz, RNaz i DNaz. 
Zawierają okienka z ultra czystą błoną dializacyjną, pozba
wioną siarki i metali ciężkich, wykonaną z regenerowanej 
celulozy wstępnie potraktowanej EDTA. Przez okienka z 
błoną dializacyjną zachodzi wymiana buforu oraz usuw a
nie mocznika i detergentów z badanego materiału. Dializery 
D-Tube™ zapewniają wysoki wskaźnik odzysku próbek po 
dializie (> 97%). Nadają się również do elektroelucji materia
łu biologicznego z jedno- i dwukierunkowych żeli poliakry- 
loamidowych oraz żeli agarozowych. Ciekawą propozycją są 
dializery D-Tube96™ (Ryc. 3) idealne do dializy małych obję
tości. Ich zastosowanie pozwala na przeprowadzenie jedno
czesnej dializy 96 próbek do buforu 
o określonym składzie, co znacznie 
ułatwia pracę i skraca czas prze
prowadzenia doświadczeń [6].

ELEKTROELUCJA

Elektroelucja jest jedną z metod 
odzyskiwania kwasów nukleino
wych z żeli po rozdziale elektro- 
foretycznym, w której odzyski
wanie materiału biologicznego z 
fragmentu wyciętego żelu zostaje 
wymuszone przez przepływ prą
du elektrycznego. Zastosowanie

www.postepybiochemii.pl

Rycina 2. Dializery D-Tube™ 
o różnych objętościach. A) D- 
Tube™ mini (10-250 fil), m idi 
(50-800 pl), m aksi (500-3000 pl). 
B) Dializery D-Tube™ mega.
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woreczków dializacyjnych do odzyskiwania DNA z żelu
jest mało wygodne 
w porównaniu do 
innych metod. Jest 
jednak najbardziej 
efektywne w odzy
skiwaniu dużych 
fragmentów DNA, 
powyżej 5 kb [7].

Wysoką wydaj
ność odzysku nie 
tylko DNA, ale 
również białek, 
kompleksów biał- 

ko-białko lub białko-DNA, oligonukleotydów oraz RNA po 
elektroelucji z żeli PAGE (ID i 2D) i agarozowych można 
osiągnąć stosując dializery D-Tube™ o pojemnościach od 10 
pl do 3 ml (Ryc. 2). W czasie krótszym niż 2 godziny można w 
60% odzyskać białka i w 90% oligonukleotydy, RNA i DNA o 
długościach łańcucha od 15 nt do 80 kbp. W celu przeprowa
dzenia elektroelucji fragment żelu z badaną próbką przenosi 
się do dializera D-Tube™, dodaje odpowiedniego buforu do 
elucji i umieszcza w specjalnych sankach w aparacie elektro- 
foretycznym. Zapewniają one ustawienie okienek dializacyj
nych w probówkach dializerów, prostopadle do kierunku 
przepływu prądu. Pod wpływem pola elektrycznego, badany 
materiał migruje z żelu i zatrzymuje się przy wewnętrznych 
ściankach błony dializacyjnej, skąd może być łatwo przenie
siony z użyciem pipety do nowej probówki. Oczyszczone w 
ten sposób próbki mogą być używane do dalszych analiz z 
wykorzystaniem np. MALDI-MS i HPLC.

PORÓWNANIE KONCENTRATORÓW 
U-TUBE™ I AMICON ULTRA-4

W doświadczeniu przeprowadzonym na potrzeby pu 
blikacji niniejszego artykułu informującego użyto preparat 
dodekahedronu (Dd). Jest to cząsteczka pseudowirusowa 
złożona z 12 pentamerów białka (podstawa pentonu). Biał
ko to wchodzi w  skład otoczki adenowirusa serotypu 3. Dd 
oczyszczono przy użyciu chromatografii jonowymiennej, 
zgodnie z wcześniej opracowaną procedurą [8]. W doświad
czeniu zastosowano U-Tube™ Concentrator 15H-30 (zawie
rający błonę typu Hydrosart®) oraz koncentrator Amicon 
Ultra-4. Próbkę białka podzielono na dwie równe części po 
4 ml każda, a następnie nałożono na oba rodzaje koncentra

torów. Tak przygotowane próby 
wirowano przez 10 min, 3000 x g 
w temperaturze 25°C. Skład ze
branych próbek analizowano z za
stosowaniem elektroforezy na na 
12,5% żelu poliakryloamidowym.
Jak wynika z przeprowadzonego 
doświadczenia U-Tube™ Concen
trator 15H-30 jest bardziej sku
teczny niż koncentrator Amicon 
Ultra-4 (Ryc. 4). Pozwala na uzy
skanie białka o większej gęstości z 
tej samej objętości materiału wyj
ściowego. Gęstość uzyskanego w 
ten sposób materiału jest odpo
wiednia do dalszych badań.

Podsumowując wykazano, że 
U-Tube™ Concentrator, 15H-30 
jest użytecznym urządzeniem, 
które można wykorzystać w  celu 
uzyskania preparatu białka o do
brej jakości i dużej gęstości, przy 
jednoczesnym zachowaniu pełnej 
aktywności biologicznej. Potwier
dzają to wyniki doświadczeń in 
vitro i in vivo, w  których zastoso
wano preparat Dd zagęszczony z zastosowaniem koncentra
tora U-Tube™ (dane niepublikowane).
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Rycina 4. Rozdział elektrofore- 
tyczny obrazujący skuteczność 
zagęszczania białka z w ykorzy 
staniem  dw óch rodzajów  koncen
tratorów: 1) białko Dd nie zagęsz
czone; 2) białko Dd po zagęszcze
n iu  z w ykorzystaniem  koncentra
tora Am icon Ultra-4; 3) białko Dd 
zagęszczone z w ykorzystaniem  
U-Tube™ C oncentrator 15H -30; 
4) s tandardy białkowe.

Possibility of practical application of U-Tube™ and 
D-Tube™ for proteins concentration
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ABSTRACT
It was considered in practice that the U-Tube™ Concentrators, 15H-30 according to the manufacturer's statement, show a lower susceptibility 
to the binding of proteins to the membrane. Therefore, they are effective tools for proteins concentration, especially these proteins that tend 
to bind to the membrane.
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Biotechnologia Molekularna dla Zdrowia bmz

Projekt PO IG 2.1 Biotechnologia Molekularna dla Zdrowia (BMZ) jest realizowany 
na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellońskiego 
(WBBiB UJ). Projekt współfinansuje Unia Europejska w ramach Programu 
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka. Na nowe inwestycje WBBiB UJ przyznano 
ponad 28 830 000 zł. Do końca grudnia 2009 roku zakupiono aparaturę o łącznej 
wartości ponad 8 milionów zł.

W ramach projektu powstanie nowoczesna zwierzętarnia, a zakupiona aparatura 
znajdzie zastosowanie w nowych pracowniach:

• Cytometrii Obrazowej,
• Proteomiki i Transkryptomiki,
• Inżynierii Komórkowej ¡Tkankowej,
• Wirusologicznej Diagnostyki Molekularnej,
• Biotechnologii Roślin,
• Banku Komórek.

System do mikroskopowej laserowej mikropreparatyki zakupiony do Pracowni Proteomiki i Transkryptomiki

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz
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Restriction Enzymes Choose Green!
SaveTime - Digest DNA in FastDigest Green Buffer and load directly on a gel

•  100% activity of all FastDigest@enzymes in the new green universal digestion buffer.

•  100% buffer compatibility with all downstream applications.

• Complete digestion in 5-15 minutes.

• Direct loading of a reaction mixture on gels.

FastDigest® FastDigest® Green
Buffer Buffer

M C 1 2 C 3 4  M

M -  GeneRuler™ Express DNA Ladder (#SM1551).

C -  Undigested plasmid DNA control.

1 -  Plasmid DNA triple digested with FastDigesP EcoRI, FastDigest® Kpnl and
FastDigest® Smal in FastDigest® Buffer.

2 - T h e  reaction mixture after ligation in FastDigest3' Buffer.

3 -  Plasmid DNA trip le digested w ith FastDigest® EcoRI, FastDigest® Kpnl and
FastDigest® Smal in FastDigest® Green Buffer.

4 - T h e  reaction mixture after ligation in FastDigest® Green Buffer.

1 -  Reaction m ixture containing FastDigest® Green Buffer
before electrophoresis.

2 -  Reaction mixture containing FastDigest® Green Buffer
after electrophoresis.
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Merck Sp. z o.o.

Aleje Jerozolimskie 178 

0 2 -4 8 6  Warszawa 

tel.: 022 53 59 770 

fax: 022 53 59 945 

dz ia l.hand lowy@ merck.p l 

www.merck-chemica ls .p l

Novagerí
Czy f irm a Merck może popraw ić

proces zatężania próbek?

U-Tube™ koncentratory
popraw ia ją  odzysk białek, 

koncentrację, szybkość o trzymania wyników, 

oraz redukują ryzyko wysuszenia próbek.

That's what 's  in it  fo r  you. Merck Chemicals

Cechy i korzyści:

Membrana polieterosulfonowa (PES) 

lub Hydrosart® (typ „U ltra-low protein binding")

•  Niewielka podatność do wiązania białek 

i wysoki wskaźnik odzysku

•  Wysoki przepływ umożliwia szybką 

koncentrację próbek

•  Ustalony punkt końcowy zapobiega 

wysychaniu próbek

•  Różne pojemności koncentratorów

- od 0,5 ml do 20 ml

•  Różne wartości punktu odcięcia

- od 3 kDa do 30 kDa

•  Łatwe i wygodne w użyciu

www.merck-chemicals.pl
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