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POSTĘPY BIOCH EM II „PO PIĘĆD ZIESIĄ TCE"

Ta okrągła  rocznica jak  zw ykle skłania do refleksji i do zadaw ania pytań. Jedno, w m oim  odczuciu najw ażniejsze, to pytanie, czy cza­
sopism o takie jak  „Postępy B iochem ii" jest p otrzebne? W  dobie zalew u inform acji, ogrom nej liczby istniejących i now opow sta jących  

czaso p ism  naukow ych, internetu oraz w ziąw szy pod uw agę fakt, że p iśm iennictw o z zakresu biochem ii od końca II w ojny św iatow ej jest 
zd om in ow ane przez op racow ania w języku angielskim , odpow iedź na tak postaw ione pytanie nie jest łatw a. Rów nież w naszym  kraju 
k on ieczność przyw rócenia polskiej b iochem ii w ym iaru p orów nyw alnego z rep rezentow an ym  w w ysokorozw iniętych krajach eu rop ej­
skich , n ie  służy najlepiej rozw ojow i p iśm iennictw a nau kow ego w ojczystym  języku. Począw szy od w ym agań, jakie staw ia się m łodym  
ad ep to m  biochem ii, a skończyw szy na ocenie działalności nau kow ej całych  p laców ek badaw czych, zdolność do p raw id łow ego posługi­
w ania się  język iem  polskim  nie stoi na pierw szym  m iejscu w hierarchii potrzeb. T eoretycznie, praw dziw y bastion, w którym  znajom ość 
języ k a polsk iego w piśm ie jest konieczna, stanow ią prace m agisterskie i licencjackie oraz rozpraw y doktorskie i habilitacy jne. A le czy  i ta 
ostatn ia tw ierdza nie u legnie w krótce nap orow i języka angielskiego?

M ów iąc o języku  m am y najczęściej na m yśli ludzką m ow ę, to jest system  artykułow anych dźw ięków , układających się zgod nie z kon­
w encją, gdzie m ow a oznacza używ anie języka w procesie p orozu m iew ania się. A jeśli tak, jeśli ten system  p orozum iew ania się jest tak 
w ażny, choćby w procesie edukacji, to czy przed p olskojęzycznym  p iśm iennictw em  naukow ym  nie stoi w ażne zadanie, w ręcz m isja 
do spełn ienia? N a język  ojczysty, jako  u kształtow any społecznie zespół sym boli, używ anych w procesie kom unikow ania się zgodnie 
z ob iektyw nym i regułam i budow ania w ypow iedzi językow y, składają się dw a elem enty: zbiór znaków  (fonem ów , m orfem ów  i w yra­
zów ) oraz regu ły  tychże znaków  łączenia (fonologia, m orfologia, syntaktyka i sem antyka). Jeśli uśw iadom im y sobie znaczenie tej definicji 
języka, dalsza dyskusja na tem at podtrzym yw ania polskiego p iśm iennictw a biochem icznego jest bezprzedm iotow a. Przecież jako  Polacy 
zam ierzam y w m ożliw ie najbogatszy  sposób p orozu m iew ać się ze sobą w o jczystym  języku. Zatem  żadne w zględy koniunkturalne, 
m ody i trendy św iatow e, nie w spom inając o odgórnych decyzjach czy p olityce m iędzynarodow ej, nie m ogą zm ienić faktu nie tylko ko­
nieczności podtrzym yw ania o jczystego p iśm iennictw a naukow ego, ale jego p ropagow ania i rozw oju.

Taką m isję  do w ypełnienia zaw sze m iały i m ają „Postępy B io ch em ii"; stanow ią n ie tylko łam y służące przybliżeniu osobom  zain te­
resow anym  PO STĘPU  w biochem ii i nau kach pokrew nych, w tym  m edycznych, ale przede w szystkim  m iejsce, gdzie p ow staje  polska 
term inolog ia  naukow a, gdzie autorzy, czyteln icy  i redaktorzy dodadzą w spólną cegiełkę, dzięki której nasz język ojczysty  jako  najlep ­
szy  sposób p rzedstaw iania przedm iotów , czynności czy abstrakcy jnych pojęć za pom ocą um ow nego system u dźw ięków  bąd ź znaków , 
stanie się bogatszy. Jedynym  u kłonem  w stronę m ód jest now a szata graficzno-edytorska czasopism a. Jeśli m am y zam iar dać „szansę" 
językow i ojczystem u, zadbajm y żeby ten języ k  m iał „rów ny start" i żeby po czaso p ism o nie tylko było w arto sięgnąć, ale także by była 
to przy jem ność.
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Naczyniowe oksydazy NAD(P)H -  znaczenie w patogenezie miażdżycy

STRESZCZENIE

Naczyniowe oksydazy NAD(P)H to wielopodjednostkowe kompleksy enzymatyczne, 
występujące w komórkach miocytów naczyń krwionośnych i komórkach śródbłonka. 

Enzymy te są głównym źródłem anionorodnika ponadtlenkowego na terenie ścian naczyń  
krwionośnych. Związane z błonami plazmatycznymi aktywne formy oksydaz NAD(P)H  
zbudowane są co najmniej z sześciu podjednostek, mianowicie białek NOX, p22phox, 
p47phox, p67phox, p40pHox i małej GTPazy Rac. Głównym aktywatorem naczyniowych  
oksydaz NAD(P)H jest angiotensyna II. Angiotensyna II stymuluje wytwarzanie anionorod­
nika ponadtlenkowego i pośrednio nadtlenku wodoru. Oba wolne rodniki aktywują wiele 
procesów sprzyjających rozwojowi miażdżycy, między innymi podwyższają ekspresję bia­
łek anhezyjnych, chemoatraktantów i aktywują czynnik transkrypcyjny NF-kB. Mogą także 
indukować apoptozę komórek śródbłonka, tlenowe modyfikacje lipoprotein o niskiej gęsto­
ści oraz przerost i proliferację miocytów naczyń. Specyficzne inhibitory oksydaz NAD(P)H  
mogą okazać się dobrym narzędziem badawczym i niewykluczone, że przyczynią się do roz­
woju nowych terapeutycznych strategii leczenia chorób sercowo-naczyniowych.

WPROWADZENIE

Oksydazy NAD(P)H to wielopodjednostkowe kompleksy enzymatyczne, 
występujące w komórkach mięśni gładkich naczyń krwionośnych i komór­
kach śródbłonka, dlatego nazywane są naczyniowymi oksydazami NAD(P)H. 
Enzymy te są głównym źródłem anionorodników ponadtlenkowych (CV) na 
terenie ścian naczyń krwionośnych [1, 2], Aktywne formy oksydaz NAD(P)H 
zlokalizowane są w błonach plazmatycznych i wykazują duże podobieństwo do 
oksydazy NADPH obecnej w komórkach fagocytów, uczestniczącej w niszcze­
niu mikroorganizmów [3, 4], Kompleks oksydazy NADPH fagocytów składa 
się z pięciu białek phox (ang. piliagocyte oxidase). Białka gp91phox i p22phox są 
zlokalizowane w błonie komórkowej. Białko gp91phox jest podjednostką katali­
tyczną kompleksu. Pozostałe trzy białka p47phox, p67phox i p40phox występują 
w cytosołu.

Aktywacja kompleksu naczyniowych oksydaz NAD(P)H zachodzi z udziałem 
licznych agonistów, w tym angiotensyny II [5-13] i związana jest z fosforylacją 
białka p47phox [14, 15]. Fosforylacja p47phox umożliwia translokację podjed­
nostek cytoplazmatycznych do błony komórkowej i ich asocjację ze składnikami 
błonowymi [14,15], W tworzeniu kompleksu aktywnego uczestniczy białko G o 
niskiej masie cząsteczkowej, Rac-1 lub Rac-2. W komórkach naczyń krwiono­
śnych, obok białka gp91phox, występują także jego homologi, takie jak NOX1 
(ang. NADPH oxidase 1) i NOX4 [16-19] oraz homologi białek p47phox i p67phox 
[20, 21], które w połączeniu z pozostałymi podjednostkami kompleksu mogą 
tworzyć aktywne katalitycznie formy oksydaz NAD(P)H, zdolne do produkcji
o 2-.

Anionorodnik ponadtlenkowy wytwarzany na terenie ścian tętniczych przez 
oksydazy NAD(P)H, stymuluje wiele procesów prowadzących do rozwoju 
miażdżycy, takich jak osłabianie relaksacji naczyń zależnej od tlenku azotu [22], 
uszkadzanie komórek śródbłonka i tlenowe modyfikowanie lipoprotein o niskiej 
gęstości [23-26]. Nadtlenek wodoru (H^02), będący produktem przekształcenia 
Op przez dysmutazę ponadtlenkową zapoczątkowuje kaskady sygnalizacyjne, 
aktywując wiele kinaz białkowych i czynników transkrypcyjnych, zależnych od 
stanu redoks komórki. Nadtlenek wodoru może stymulować wzrost i prolifera­
cję miocytów naczyń [27-32], a także aktywować śródblonek naczyń, co przeja­
wia się wzrostem syntezy i ekspresji receptorów adhezyjnych na powierzchni 
błony [33-36] oraz wydzielaniem chemokin [11, 37, 38],

Do inhibitorów naczyniowych oksydaz NAD(P)H należą między innymi 
difenylenojodonian (DPI, ang. diphenylene iodonium), apocynina, estrogen i mo-
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Słowa kluczowe: oksydazy NAD(P)H, m iaż­
dżyca, reaktywne formy tlenu

W ykaz skrótów: CYBA -  cytochrom b alfa 
(ang. cytochrome b alpha), gen dla p22phox; 
CYBB -  cytochrom b beta (ang. cytochrome b be­
ta), gen dla gp91phox; DPI -  ang. diphenylene 
iodonium; ICAM-1 -  międzykomórkowa czą­
steczka adhezyjna -1 (ang. intercellular adhesión 
molecule 1); MCP-1 -  chemokina monocytów 
typu pierwszego (ang. monocyte chemoattrac- 
tant protein type -  1); NF-kB -  czynnik jądrowy 
-  kB (ang. nuclear factor-xB ); NOX -  oksydaza 
NADPH (ang. NADPH oxidase), białko NOX; 
RFT -  reaktywne formy tlenu; SH3 -  domena 
homologiczna z Src -3 (ang. Src homology doma- 
in-3); VCAM-1 -  naczyniowa cząsteczka adhe- 
zyjna-1 (ang. vascular celi adhesión molecule-l).

Postępy Biochemii 51 (1) 2005 1http://rcin.org.pl

mailto:pniemiec@slam.katowice.pl


dulatory receptorów estrogenowych [39-49], oraz kwas ace­
tylosalicylowy, inhibitory składników układu renina-an- 
giotensyna i statyny [28, 50-56], Większość wymienionych 
inhibitorów to związki działające nieswoiście lub inhibitory 
pośrednie. Poznanie roli naczyniowych oksydaz NAD(P)H 
w patogenezie miażdżycy oraz szczegółowego mechani­
zmu ich aktywacji i działania są przedmiotem licznych 
badań, prowadzonych z zastosowaniem swoistych inhibi­
torów. Badania te wyjaśniają szczegóły rozwoju miażdżycy 
i mogą przyczynić się do wprowadzenia nowych strategii 
terapeutycznych w leczeniu chorób sercowo-naczyniowych 
o podłożu miażdżycowym.

BUDOWA OKSYDAZ NAD(P)H

SKŁADNIKI BŁONOWE KOMPLEKSU

Białka gp91phox i p22phox tworzą heterodimer związa­
ny na stałe z błoną plazmatyczną. Kompleks ten nazwano 
cytochromem b55g, ze względu na maksimum absorbcji przy 
długości fali 558 nm. W stanie spoczynku cytochrom b55g 
zlokalizowany jest w błonie pęcherzyków wydzielniczych 
[3, 4]. Podczas aktywacji dochodzi do fuzji pęcherzyków 
wydzielniczych z błoną komórkową, wędrówki podjedno- 
stek cytosolowych w kierunku błony komórkowej i formo­
wania kompleksu aktywnego.

gp91phox. Białko gp91phox, inaczej NOX2 (ang. NADPH 
oxidase 2) jest podjednostką katalityczną fagocytarnej oksy­
dazy NADPH. Obecność gp91phox wykazano także w ko­
mórkach śródbłonka i miocytach naczyniowych [18, 19]. 
Białko to zbudowane jest z 570 reszt aminokwasowych. 
Łańcuch polipeptydowy gp91phox tworzy sześć domen 
w błonie i zawiera przynajmniej trzy miejsca glikozylacji 
(Asnl31, Asnl48, Asn239) [57], W rejonie C-końcowym 
zlokalizowane jest centrum flawinowe i miejsce wiązania 
NADPH (Rys. 1). Białko gp91phox jest hemoproteiną, której 
dwa centra hemowe usytuowane są pomiędzy trzecią i pią­
tą domeną błonową. Atom żelaza pierwszej grupy hemowej, 
znajdującej się bliżej powierzchni cytoplazmatycznej błony, 
związany jest z resztami konserwatywnych ewolucyjnie hi- 
stydyn: HislOl i His209. Natomiast atom żelaza drugiego 
centrum hemowego związany jest z resztami H isll5 i Hi- 
s222, również zachowawczymi ewolucyjnie [57, 58].

gp91phox, oraz pozostałe białka z rodziny NOX, to oksy­
dazy zależne od FAD, generujące transport elektronu na 
tlen cząsteczkowy, który jest redukowany do anionorod- 
nika ponadtlenkowego [59, 60]. Donorem elektronów jest 
NADPH+H+ lub NADH+H+, a ich kolejnymi akceptorami 
pośrednimi są FAD, centrum hemowe 1 i centrum hemowe
2. Ostatecznym akceptorem elektronu jest zewnątrzkomór- 
kowy tlen cząsteczkowy. Transport elektronów generuje 
depolaryzację błony. Ujemny ładunek jest kompensowa­
ny przez proton pochodzący z NADPH, ponieważ białko 
gp91 jest kanałem protonowym bramkowanym napięciem 
[59, 60]. Jeśli depolaryzacja nie zostanie skompensowana 
następuje wstrzymanie przepływu elektronów i wytwarza­
nia 0 2‘ [61]. Na rysunku 1 przedstawiono model budowy 
białka gp91phox i mechanizm jego działania. Model ten jest 
właściwy także dla innych białek z rodziny NOX. Białko

gp91phox jest kodowane przez gen CYBB (ang. cytochrome 
b beta), znajdujący się na chromosomie X (Xp21) [62],

Inne białka NOX. Białko NOX1, inaczej moxl (ang. mito- 
genic oxidase 1) lub NOH-1 (ang. NADPH oxidase homolog-1) 
jest homologiem białka gp91phox, występującym w komór­
kach śródbłonka i miocytach naczyniowych [16-19, 63], Biał­
ko NOX1 człowieka zbudowane jest z 564 reszt aminokwa­
sowych. NOX1 wykazuje 56% podobieństwo do gp91phox, 
jednak miejsce wiązania FAD oraz miejsca wiązania hemów 
są prawie identyczne w obu białkach [63]. Białka NOX1 
i gp91phox charakteryzują się bardzo podobnym profilem 
hydrofobowości, wskazującym na obecność sześciu domen 
błonowych [63]. Znane są dwie formy białka NOX1, będą­
ce produktami różnicowego cięcia i składania pierwotnego 
transkryptu; NOX1L (ang. NOX1 long), czyli forma dłuższa 
i NOX1S, forma krótsza, utworzona z 191 reszt aminokwa­
sowych [64]. W łańcuchu polipeptydowym NOX1S obecne 
są jedynie cztery pierwsze domeny błonowe oraz krótki 
cytoplazmatyczny rejon C-końcowy. Brak miejsc wiązania

Rysunek 1. M odel budowy i m echanizm  działania białka gp91phox oraz innych 
przedstaw icieli rodziny NOX. Cyfram i rzym skim i oznaczono kolejne domeny 
błonowe: H islO l, H is ll5 , His209, His222 -  reszty histydyny w pozycji 101, 115, 
209 lub 222 łańcucha polipeptydowego. Linią czerw oną zaznaczono przepływ 
elektronów, natom iast zieloną protonów. Brązowe tło -  cytosol, beżow e tło -  
przestrzeń zew nątrzkom órkow a lub pęcherzyków w ydzielniczych. Szczegółow e 
objaśnienia w tekście (wg [57-61], zm odyfikowane).
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NADPH+FP, FAD i hemów powoduje, że forma krótsza nie 
pośredniczy w transporcie elektronów i produkcji 0 2. Biał­
ko NOXlS pełni jedynie rolę kanału protonowego [59, 64], 
Białko NOXl kodowane jest przez gen NOXl (inaczej NOH, 
NOH1 czy MOXl), znajdujący się na chromosomie X (Xq22) 
[63]. W komórkach śródbłonka i miocytach naczyniowych 
występuje także białko NOX4 [16-19],

p22phox. Łańcuch polipeptydowy p22phox składa się 
z 195 reszt aminokwasowych i posiada cztery domeny 
błonowe (Rys. 2). Oba, N- i C- końce polipeptydu znajdu­
ją się po cytoplazmatycznej stronie błony komórkowej. Na 
C-końcu p22phox znajduje się rejon bogaty w reszty pro- 
liny (w pozycjach 151-160), który bierze udział w oddzia­
ływaniu pomiędzy p22phox, a N-końcową domeną SH3 
(ang. Src homology domain) cytoplazmatycznej podjednost- 
ki p47phox, podczas formowania aktywnego kompleksu. 
Białko p22phox posiada dodatkowe miejsce wiązania dla 
p47phox i dwa potencjalne miejsca wiązania dla p67phox 
[65]. Białko p22phox kodowane jest przez gen CYBA (ang. 
cytochrome b alpha), który znajduje się na chromosomie 16 
(16q24) [66],

SKŁADNIKI CYTOPLAZMATYCZNE KOMPLEKSU

p47phox. Łańcuch polipeptydowy białka p47phox zło­
żony jest z 390 reszt aminokwasowych, które tworzą kilka 
funkcjonalnych domen (Ryc. 2). Na N-końcu znajduje się 
domena PX (ang. Pbox homologous domain) [67], Podobne do­
meny obecne są także w białku p40phox i izoformach fosfo- 
lipazy D. Funkcja domeny PX nie została jeszcze poznana. 
Białko p47phox posiada dwie domeny SH3, uczestniczące 
w oddziaływaniach typu białko-białko z rejonami białek

bogatymi w reszty proliny. N-końcowa domena SH3Ą zlo­
kalizowana jest między resztami aminokwasowymi 159- 

-213. Domena SH3B zlokalizowana jest w C-końcowym re­
jonie białka, pomiędzy resztami aminokwasowymi 231-287 
[67], Rejon wzbogacony w reszty proliny znajduje się w czę­
ści C-końcowej białka p47phox. Pomiędzy domeną SH3B 
a rejonem bogatym w reszty proliny, występuje domena 
bogata w reszty argininy i lizyny (ang. Arg/Lys rich domain) 
o wypadkowym ładunku dodatnim. Obecne w tym rejonie 
białka powtarzające się reszty seryny stanowią miejsca fos­
forylacji dla licznych kinaz białkowych, np. kinazy białko­
wej C. Białko p47phox jest kodowane przez gen NCF1 (ang. 
neutrophil cytosol factor 1) znajdujący się na chromosomie 7 
(7qll.23) [68].

p67phox. Białko p67phox jest zbudowane z 526 reszt 
aminokwasowych. W N-końcowym rejonie polipeptydu 
występuje domena TPR (ang. tetratricopeptide repeat domain), 
zawierająca cztery motywy TPR [67, 70], Motywy TPR od­
powiedzialne są za wiązanie białka Rac. Motywy te wyka­
zują wysoką homologią z motywem CRIB (ang. Cdc42/Rac 
interactive binding motif) obecnym w białkach wiążących 
Rac [70]. W białku p67phox występują także dwie dome­
ny SH3 i przynajmniej jeden rejon bogaty w reszty proliny 
[67], W rejonie C-końcowym zlokalizowana jest domena 
PB1 (ang. Phox and Bemlp domain), której funkcja polega na 
tworzeniu heterodimerów pomiędzy białkami zawierający­
mi domeny PB1. Białko p67phox kodowane jest przez gen 
NCF2 (ang. neutrophil cytosol factor 2), który znajduje się na 
chromosomie lq25 [68],

Homologi p47phox i p67phox. Homologami białek 
p47phox i p67phox są białka p41phox i p51phox [20, 21],

W białku p41phox, podob­
nie jak p47phox, występują 
domena PX, dwie dome­
ny SH3 i konserwatywny 
ewolucyjnie C-końcowy 
rejon bogaty w reszty proli­
ny. Białko p41phox oddzia­
łuje z p22phox poprzez do­
meny SH3. Białko p51phox, 
analogicznie do p67phox, 
może tworzyć kompleks 
z p47phox oraz z p41phox 
poprzez domenę SH3, 
a jego domena TPR wiąże 
białko Rac. Białka p41phox 
i p51phox aktywują NOX1 
i mogą funkcjonować ra­
zem lub z innymi skład­
nikami kompleksu, biał­
kami p47phox i p67phox 
[21]. Genami kodującymi 
p41phox i p51phox są od­
powiednio NOXOl (ang. 
Nox organizer 1) i NOXA1 
(ang. Nox activator 1) [21],

p40phox. Białko
p40phox człowieka składa 
się z 339 reszt aminokwa-

6

Rysunek 2. Schem at budowy naczyniow ych oksydaz N AD(P)H ; PX -  dom ena PX, SH 3 -  dom ena SH3, TPR -  dom ena TPR, PB1 
-  dom ena PB1, PC -  motyw PC, P -  rejon bogaty w reszty proliny, S  -  reszty seryny. Zakresy cyfr przedstawiają pozycje reszt 
am inokw asow ych w łańcuchu polipeptydow ym  zajm ow ane przez odpow iednie domeny, rejony lub motywy (na podstaw ie [65, 
67, 69], zm odyfikow ane).
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Rysune*. 1V1UUC1 NUUipiCIOU OMV WI ICKU UlO^UdZ. l^nLy^l f l  1, 1 /\ — UUUlClId 1 /\, J l l J  — uuilicna 11 1\ — UWUICllU l i  1\, x l/l — uvmv.nu x VI, X v_ Uiuijr »* X X rejon
bogaty w reszty proliny, S  -  reszty seryny, P (w okręgu) -  reszty fosforanowe. Brązowe tło -  cytosol.

sowych. Zawiera ono domenę PX i jedną domenę SH3 (Ryc. 
2). Na C-końcu białka znajduje się motyw PC [67], który jest 
konserwatywnym ewolucyjnie fragmentem domeny PB1, 
niezbędnym do łączenia się domen PB1 w heterodimery. 
Białko p40phox nie jest konieczne do aktywacji komplek­
su oksydazy. Prawdopodobnie jego funkcją jest stabilizacja 
kompleksu p67phox -  p44phox w cytoplazmie. Gen kodu­
jący białko p40phox to NCF4 (ang. neutrophil cytosol factor 4), 
obecny na chromosomie 22 (22ql3.1) [7l].

p21Rac. Rac-1 i Rac-2, o masie 21 kD to najliczniejsze biał­
ka Rac w komórkach neutrofili, miocytach naczyniowych 
i komórkach endotelialnych. Białka te należą do GTPaz kla­
sy Rho. Białka Rac w cytoplazmie występują w formie nie­
aktywnej i są związane z GDP. Aktywacja kompleksu oksy­
daz NAD(P)H wymaga wymiany GDP na GTP i związania 
białka Rac z p67phox [70].

ODDZIAŁYWANIA POMIĘDZY SKŁADNIKAMI KOMPLEK­
SU OKSYDAZ NAD(P)H

W komórkach w stanie spoczynku białka p47phox, 
p67phox i p40phox tworzą kompleks (1:1:1, mol/mol) 
o masie cząsteczkowej 250-300 kDa [67]. Białko p67phox jest 
łącznikiem pomiędzy p40phox i p47phox w kompleksie. 
Białka p67phox i p47phox oddziałują ze sobą na dwa sposo­
by (Rys. 3). W pierwszym przypadku domena SH3 C-końca 
p67phox wiąże rejon bogaty w reszty proliny, znajdujący 
się na C-końcu p47phox. W drugim przypadku rejon bo­
gaty w reszty proliny białka p67phox wiąże domenę SH3B 
białka p47phox (Rys. 3) [67], Białko p40phox związane jest 
z domeną PB1 białka p67phox poprzez motyw PC (Ryc. 3).

Białko p47phox pełni funkcję łącznika pomiędzy skład­
nikami cytosolowymi a błonowymi. W cytoplazmie białko 
p47phox występuje w konformacji, w której jego aktyw­

ność jest zahamowana (konformacja autoinhibicyjna), co 
uniemożliwia połączenie elementów błonowych z cytopla- 
zmatycznymi. Obie domeny SH3 są zablokowane przez 
wewnątrzcząsteczkowe oddziaływania z rejonem bogatym 
w reszty proliny w C-końcu białka [14, 15]. Molekularnym 
przełącznikiem, aktywującym białko p47phox przez odblo­
kowanie domeny SH3, jest fosforylacja przez kinazę biał­
kową C reszt seryny w domenie bogatej w reszty argininy 
i lizyny. Dzięki temu domena SH3A p47phox może związać 
się z rejonem bogatym w reszty proliny w C-końcu białka 
p22phox (Ryc. 3), co prowadzi do integracji kompleksu, za­
początkowaniu przepływu elektronów i produkcji 0 2 [14, 
15], Opis ten nie uwzględnia wszystkich prawdopodobnych 
oddziaływań w obrębie kompleksu oksydaz NAD(P)H. 
W białku p22phox wykryto dodatkowe miejsce wiązania 
p47phox i dwa potencjalne miejsca wiązania p67phox [67], 
natomiast białko gp91phox posiada kilka potencjalnych 
miejsc wiązania p47phox [72]. Przypuszczalnie oddziałują 
ze sobą także białka p67phox i gp91phox [73],

AKTYWACJA KOMPLEKSU NACZYNIOWYCH OKSYDAZ 
NAD(P)H

Sygnałem stymulującym tworzenie kompleksu aktyw­
nego oksydazy NADPH fagocytów jest obecność mikroor­
ganizmów [3, 4], W stanie spoczynku, w nieobecności pato­
genów, enzym nie ulega aktywacji. Naczyniowe oksydazy 
NAD(P)H wykazują aktywność konstytutywną [19, 74, 75], 
jak i indukowaną agonistami. Jednak najważniejszą cechą 
odróżniającą naczyniowe enzymy od oksydazy NADPH 
fagocytów jest ich niska aktywność. Komórki ściany naczy­
nia wytwarzają 1%-10% ilości O, uwalnianej przez fagocyty 
w obecności mikroorganizmów, podczas tzw. eksplozji tle­
nowej (ang. oxidative burst) [5, 76], Tkankowe różnice w ak­
tywności oksydaz NAD(P)H mogą być uwarunkowane
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mniejszą dostępnością substratów NADPH+H+ lub NAD- 
H+H+ w komórkach śródbłonka i miocytach naczyniowych.

Aktywatorami naczyniowych oksydaz NAD(P)H są 
liczne zewnątrzkomórkowe czynniki humoralne, takie jak 
angiotensyna II [6-8], trombina [9] lub czynnik wzrostowy 
pochodzenia płytkowego (PDGF) [10, 11], czynnik mar­
twicy nowotworu a (TNF-a) [12, 13], naskórkowy czynnik 
wzrostu (EGF) [7] oraz utlenione formy lipoprotein o ni­
skiej gęstości (oxLDL) [5]. Wewnątrzkomórkowa aktywacja 
kompleksu oksydaz NAD(P)H zachodzi przy udziale me­
tabolitów lipidów błony komórkowej, powstających w wy­

niku aktywności fosfolipaz. Na rysunku 4 przedstawiono 
propozycję mechanizmu aktywacji naczyniowych oksydaz 
NAD(P)H przez angiotensynę II.

FOSFORYLACJA BIAŁKA p47phox

Fosforylacja białka p47phox jest kluczową reakcją podczas 
aktywacji kompleksu oksydaz NAD(P)H. Enzymem odpo­
wiedzialnym za ten proces jest kinaza białkowa C (PKC) [7, 
8,15]. Kinaza białkowa C jest aktywowana przez Ca2+ i dia- 
cyloglicerol (DAG), produkt hydrolizy lipidów z udziałem 
fosfolipazy C (PLC). Inkubacja miocytów naczyniowych

Rysunek 4. Schem at aktywacji naczyniowych oksydaz N AD (P)H  przez angiotensynę II. Kinaza białkow a C (PKC), kinaza c-Src, kwas arachidonowy (AA) i H ,0 2 to 
wew nątrzkom órkow e aktywatory kompleksu oksydaz N AD(P)H  (linie pogrubione koloru żółtego). Stym ulacja receptora A T I przez angiotensynę II (Ang II) w pierw ­
szej kolejności aktywuje fosfolipazę C (PLC) (pogrubiona linia przerywana), która hydrolizuje fosfatvdyloinozytolo(4,5)bisfosforan do diacyloglicerolu (DAG) i inozy- 
tolotrifosforanu (IP3). IP3 uwalnia jony Ca2+ z retikulum  endoplazm atycznego (ER). Ća2+ i DAG aktywują PKC. Aktywna PKC fosforyluje białko p47phox, uczestnicząc 
w składaniu kompleksu aktywnego oksydaz NAD(P)H. Ca2ł uwalniany z ER może zw rotnie aktywować PLC, a także fosfolipazy D (PLD) i A2 (PLA2). PLD i PLA2 są 
aktyw ow ane także poprzez białko Gq (Py) (cienka linia przerywana) zw iązane z receptorem  A T I. Aktywna PLD działa głównie na fosfatydylocholinę, dostarczając kwasu 
fosfatydowego, który pod w pływem  fosfohydrolazy ulega defosforylacji do DAG. Aktywna PLA2 uwalnia z lipidów błony kwas arachidonowy. W ysokie stężenie kwasu 
arachidonow ego w spom aga translokację p47phox do błony kom órkowej i znosi autoinhibicje p47phox. Ang II poprzez białko Gq (Py) aktywuje także kinazę Src -  zależną 
od H 20 2, która może uczestniczyć w fosforylacji p47phox i pośredniczyć w aktywacji białka Rac. Konsekwencją aktywacji naczyniow ych oksydaz N AD(P)H jest produkcja 
anionorodnika ponadtlenkow ego ( 0 2), przekształcanego do H ,0 2 pod w pływem  dysm utazy ponadtlenkowej (SOD). Oba rodniki tlenowe mogą wywoływać efekty biolo­
giczne, takie jak: skurcz ściany naczynia, w yw oływ anie apoptozy kom órek śródbłonka i utlenianie LDL. H ,0 ,  uczestniczy w aktywacji kinaz tyrozynowych i M A PK, które 
aktyw ują czynniki transkrypcyjne, w tym  NF-kB, w yw ołując zależne od H 20 2 efekty biologiczne zw iązane z m odulacją ekspresji inform acji genetycznej, zaburzeniam i 
funkcji śródbłonka, proliferacją i przerostem  m iocytów naczyń. Obecność katalazy (czerwona strzałka) znosi efekty działania H 20 2. Brązow e tło -  cytosol.
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R ysun ek  5. Udział kinaz c-Src i PI3K w podtrzym yw aniu aktyw ności naczyniowych oksydaz NAD(P)H . A ngiotensyna II (Ang II) aktywuje kinazę białkow ą C (PKC). 
PKC fosforyluje białko p47phox i jednocześnie uczestniczy w aktyw acji kinazy c-Src. Kinaza c-Src jest enzym em  zależnym  od H 20 2 i w form ie aktywnej stym uluje receptor 
naskórkow ego czynnika wzrostu (EGF). Aktywny receptor EG F pobudza kinazę fosfatydylo-3-fosfoinozytoIow ą (PI3K) do produkcji fosfa ty dyloinozytolo-3,4<5-tri fosfo­
ranu (PI(3,4,5)P3), który uczestniczy w aktywacji białka Rac-1. W iązanie G TP przez Rac-1 i jego przem ieszczanie do błony kom órkow ej aktyw ują oksydazę N AD (P)H  do 
produkcji 0 2. 0 2'  przekształcany jest do H20 2 z udziałem  dysm utazy ponadtlenkowej (SOD). H 20 2 ponow nie pobudza kinazę c-Src, która pośredniczy w aktyw acji oksy­
daz N AD (P)H . Obecność katalazy (czerwona strzałka) obniża produkcję w olnych rodników. Brązow e tło -  cytosol (na podstaw ie [7], zm odyfikowane).

z inhibitorami kinazy białkowej C (chelerytryna, kalfosty- 
na C lub GF109203X) zapobiega fosforylacji p47phox, jego 
przemieszczaniu się do błony komórkowej i w rezultacie 
prowadzi do obniżenia wytwarzania reaktywnych form tle­
nu (RFT) indukowanego przez angiotensynę II, PDGF lub 
TNF-a [7,11, 77, 78].

Podczas stymulacji miocytów naczyniowych przez angio­
tensynę II fosfolipaza D hydrolizuje fosfatydylocholinę do 
kwasu fosfatydowego. Inhibitor fosfolipazy D (dihydro-D- 

-erytrosfingozyna) oraz DPI, inhibitor flawoprotein [77, 79], 
redukują generowanie reaktywnych form tlenu wywołane 
przez angiotensyną II [77, 79], Wprowadzenie do komórek 
kwasu fosfatydowego znosi efekt hamowania i powoduje 
wznowienie wytwarzania 0 2. Kwas fosfatydowy może być 
dodatkowym źródłem diacyloglicerolu i kwasu arachido- 
nowego, który jest również wewnątrzkomórkowym akty­
watorem naczyniowych oksydaz NAD(P)H.

Enzymem odpowiedzialnym za uwalnianie z błonowych 
fosfolipidów kwasu arachidonowego jest fosfolipaza Av 
Antysensowny DNA dla fosfolipazy A2 hamuje w około 85% 
przemieszczanie się podjednostek cytosolowych oksydazy 
NADPH do błony komórkowej [80]. Kwas arachidonowy 
znosi efekt tego hamowania [80] i indukuje wytwarzanie re­
aktywnych form tlenu zależne od oksydaz NAD(P)H [6, 80], 
Związek ten w wyższych stężeniach wspomaga nie tylko 
przemieszczanie się białka p47phox do błony komórkowej, 
ale znosi również autohamowanie p47phox i odsłania jego 
domeny SH3 [81]. Kwas arachidonowy umożliwia łączenie 
się składników cytoplazmatycznych z białkiem p22phox 
bez udziału kinazy białkowej C. Kinaza białkowa C jest jed­
nak niezbędna do aktywacji kompleksu przy niskich stęże­

niach kwasu arachidonowego [81]. Rolę oksydaz NAD(P)H 
w tworzeniu reaktywnych form tlenu zależnym od kwasu 
arachidonowego podkreśla fakt, że kwas arachidonowy nie 
jest zdolny do indukcji wytwarzania 0 2 w miocytach naczy­
niowych transfekowanych antysensownym p22phox [6].

AKTYWACJA BIAŁKA Rac-1

Agoniści i czynniki wzrostowe wzmagają ekspresję biał­
ka Rac-1, indukują jego aktywność GTPazową oraz wę­
drówkę do frakcji błonowej [43,46], Procesy te są niezbędne 
do aktywacji kompleksu oksydaz NAD(P)H [7, 8] (Rys. 5). 
Hamowanie Rac-1 poprzez toksynę A (Clostridium difficile) 
lub transfekcja ludzkich miocytów naczyń adenowirusem 
z cDNA dla białka Rac-1 dominacyjnie negatywnego (ang. 
dominant negative Rac cDNA) w stosunku do produktu genu 
Rac-1 typu dzikiego, hamują produkcję reaktywnych form 
tlenu stymulowaną angiotensyną II [7], Do aktywacji Rac-1 
oraz fosforylacji p47phox indukowanej przez angiotensynę 
II konieczna jest obecność kinazy tyrozynowej c-Src [7, 8] 
(Rys. 5). Aktywacja kinazy c-Src zależy od obecności H20 2. 
Aktywna kinaza c-Src fosforyluje białko p47phox oraz sty­
muluje aktywację receptora dla naskórkowego czynnika 
wzrostu, co prowadzi do wzrostu aktywności kinazy fosfa- 
tydylo-3-fosfoinozytolu (PI3K) i wzmożonej produkcji fosfa- 
tydyloinozytolo-(3,4,5)-trifosforanu (PI(3,4,5)P3). PI(3,4,5)P3 
stymuluje aktywność GTPazową białka Rac-1 i umożliwia 
jego związanie z błoną [7, 8]. Inhibitory kinazy fosfatydylo- 
-3-fosfoinozytolu (wormanina lub LY294002) oraz recepto­
ra dla naskórkowego czynnika wzrostu (AG1478) osłabiają 
zarówno aktywację Rac-1, jak i wytwarzanie reaktywnych 
form tlenu [7],
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Opisane w tym rozdziale wyniki badań doświadczal­
nych wskazują na występowanie pozytywnego sprzęże­
nia zwrotnego, dzięki któremu wolne rodniki wytwarzane 
przez oksydazę stymulowaną przez angiotensynę II, akty­
wują receptor naskórkowego czynnika wzrostu z udziałem 
kinazy c-Src, podtrzymując aktywność oksydaz NAD(P)H 
(Rys. 5).

Złożoność mechanizmów prowadzących do aktywacji 
naczyniowych oksydaz NAD(P)H stwarza możliwości po­
wstawania zakłóceń na wielu etapach przekazywania sy­
gnału. Konsekwencje zakłóceń prowadzących do nadmier­
nej aktywacji oksydaz NAD(P)H obserwuje się podczas 
patologicznych procesów zachodzących na terenie ściany 
naczynia, prowadzących do formowania blaszek miażdży­
cowych.

ROLA NACZYNIOWYCH OKSYDAZ NAD(P)H W PATO­
GENEZIE MIAŻDŻYCY

Reaktywne formy tlenu wytwarzane na terenie ścian tęt­
niczych przez oksydazy NAD(P)H wywołują zaburzenia 
funkcji śródbłonka oraz proliferację i przerost miocytów 
naczyń. Reaktywne formy tlenu osłabiają relaksację naczyń 
tętniczych zależną od śródbłonka i zwiększają ciśnienie tęt­
nicze krwi. Wszystkie te procesy są kluczowymi w rozwoju 
miażdżycy.

ZABURZENIA FUNKCJI ŚRÓDBŁONKA

Zaburzenia funkcji śródbłonka uważane są za przyczy­
nę większości chorób układu sercowo-naczyniowego [82]. 
Mogą mieć one podłoże mechaniczne, chemiczne lub immu­
nologiczne. Relaksacja naczyń krwionośnych jest jednym 
z podstawowych czynników utrzymujących integralność 
endotelium i zależy od równowagi między czynnikami wy­
wołującymi skurcz naczyń (np. angiotensyna II, endotelina), 
a czynnikami rozkurczającymi. Czynnikiem rozkurczają­
cym pochodzenia śródbłonkowego jest tlenek azotu. Poza 
utrzymywaniem tonu naczyniowego, NO zapobiega apop- 
tozie komórek endotelialnych indukowanej przez oxLDL 
[83], hamuje podziały i indukuje apoptozę miocytów na­
czyniowych [84], NO zmniejsza także ekspresję białek ad- 
hezyjnych [85], Tlenek azotu reaguje z CL dostarczając nad- 
tlenoazotynu (ONOO), który znosi ochronne właściwości 
NO [22], Nadtlenoazotyn i O, uczestniczą w tlenowych mo­
dyfikacjach lipoprotein, w tym klasy LDL na terenie ściany 
naczynia [23]. W miocytach naczyniowych i komórkach za­
palnych stężenie oxLDL zależy od ilości wytwarzanego O, 
i obecności p22phox [25, 26]. Podanie makrofagom apocyni- 
ny, specyficznego inhibitora oksydaz NAD(P)H, powoduje 
redukcję tlenowych modyfikacji LDL o 89% [24],

Anionorodniki ponadtlenkowei cząsteczki oxLDL uszka­
dzają śródbłonek lub indukują apoptozę jego komórek [83, 
86], Do pobudzonych urazem rejonów śródbłonka przyle­
gają leukocyty (głównie monocyty), co wywołuje ich mi­
grację do ściany naczynia. Adhezja i diapedeza monocytów 
zachodzą z udziałem białek adhezyjnych, między innymi 
VCAM-1 (ang. vascular celi adhesión molecule 1), ICAM-1 (ang. 
intercellular adhesión molecule 1) i selektyn prezentowanych

na powierzchni komórek. Ekspresja genów kodujących 
VCAM-1, ICAM-1 i selektynę E indukowana jest przez cy- 
tokiny i angiotensynę II [33-36]. Procesy te zależą od stanu 
redoks komórek i zachodzą z udziałem czynnika transkryp- 
cyjnego NF-kB (ang. nuclearfactor-xB) aktywowanego przez 
H20 2 [33, 34, 36]. Hamowanie oksydaz NAD(P)H powoduje 
zahamowanie ekspresji ICAM-1 indukowanej angiotensy- 
ną II, przenikanie makrofagów z nieuszkodzonych naczyń 
krwionośnych do otaczających tkanek (diapedezę) oraz na­
czyniową hipertrofię [35].

Anionorodnik ponadtlenkowy stymuluje miocyty na­
czyń, komórki endotelialne oraz komórki jednojądrzaste 
do wydzielania chemoatraktantów, głównie białka MCP-1 
(ang. Monocyte Chemoattractant Protein type -  1) [11, 37, 38]. 
Inhibitory naczyniowych oksydaz NAD(P)H, takie jak DPI 
lub apocynina, obniżają ekspresję genu kodującego MCP-1 
indukowaną przez angiotensynę II i PDGF [11, 12], H ,0 2 
pełni rolę wtórnego przekaźnika w aktywacji ekspresji genu 
dla MCP-1, hamowanej przez katalazę [37].

Oksydazy NAD(P)H mogą uczestniczyć w uszkadzaniu 
śródbłonka oraz w migracji monocytów do wnętrza ściany 
naczynia. Monocyty/makrofagi są dodatkowym źródłem 
wolnych rodników, cytokin i czynników wzrostu na terenie 
ściany naczynia, zatem ich obecność może sprzyjać prolife­
racji i przerostowi miocytów warstwy wewnętrznej ściany 
naczynia.

WZMOŻONA PROLIFERACJA I PRZEROST MIOCYTÓW 
NACZYNIOWYCH I KARDIOMIOCYTÓW

Proliferacja komórek mięśni gładkich błony wewnętrz­
nej naczynia towarzysząca rozwojowi miażdżycy jest kon­
sekwencją uszkodzenia i zaburzenia funkcji śródbłonka. 
Głównym aktywatorem tego procesu jest angiotensyna II 
[27-29], natomiast H/Zastanowi sygnał do zapoczątkowania 
wzrostu [27, 28], Nadekspresja katalazy, podobnie jak DPI 
lub losartan (inhibitor receptora AT, dla angiotensyny II), 
obniżają proliferację miocytów naczyń indukowaną angio- 
tensyną II. Podobny efekt biologiczny wywołuje transfekcja 
anty sensownego DNA dla p22phox [27, 28].

Kinazy MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases) na­
leżą do białek wrażliwych na zmiany stanu redoks komórki, 
które aktywują czynniki transkrypcyjne takie jak NF-kB lub 
AP-1 (ang. activator protein-1). Wszystkie cztery podstawo­
we typy kinaz MAPK, czyli kinazy ERK1/2 (ang. extracel­
lular signal-regulated kinase 1/2), kinazy JNK (ang. c-Jun N- 

-terminal kinases), kinazy MAPK p38 i duża kinaza MAPK-1 
są aktywowane przez H.CX w miocytach naczyń krwiono­
śnych [30, 31], W miocytach szczura antysensowny cDNA 
dla p22phox hamuje aktywację kinaz JNK i p38 MAPK, ale 
nie ERK [31]. W kardiomiocytach angiotensyna II zapocząt­
kowuje ekspresję TGF-p (ang. transforming growth factor -  f )  
w szlaku zależnym od kinazy p38 MAPK, a antysensowny 
p22phox i NOX hamują aktywację p38 MAPK oraz ekspresję 
TGF- p [32].
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NADCIŚNIENIE

Nadciśnienie sprzyja rozwojowi zmian miażdżycowych, 
wywołując między innymi przerost miocytów naczyń i lewej 
komory serca. Układ renina-angiotensyna odgrywa znaczą­
cą rolę w patogenezie nadciśnienia. Nadciśnienie wywoła­
ne angiotensyną II jest zależne od produkcji O, przez oksy­
dazę NAD(P)H [87, 88], natomiast nadciśnienie wywołane 
noradrenaliną jest niezależne od wolnych rodników tleno­
wych [89], U myszy pozbawionych genu i białka p47phox 
(p47phox-/-) podanie angiotensyny II nie wpływa na ilość 
wytwarzanego Oy i nie podnosi ciśnienia krwi, w odróż­
nieniu od myszy typu dzikiego [90]. Znaczne obniżenie 
ciśnienia krwi uzyskano podając dysmutazę ponadtlenko- 
wą szczurom z nadciśnieniem wywołanym angiotensyną 
II. U szczurów z nadciśnieniem wywołanym noradrenaliną 
i zwierząt kontrolnych nie wykryto różnic w ciśnieniu krwi 
po podaniu dysmutazy [89], Apocynina i kwas acetylosali­
cylowy obniżają ciśnienie krwi i wytwarzanie 0 7 u szczu­
rów ze spontanicznym nadciśnieniem (ang. spontaneously 
hypertensive rats) [50, 91]. Hamowanie oksydaz NAD(P)H 
obniża także wartość ciśnienia krwi myszy z nadciśnieniem 
wywołanym angiotensyną II [92],

INHIBITORY KOMPLEKSU, IMPLIKACJE KLINICZNE

Do inhibitorów oksydaz NAD(P)H należą między inny­
mi difenylenojodonian, apocynina, estrogen i modulatory 
receptorów estrogenowych. DPI jest akceptorem elektronów 
pochodzących ze zredukowanych centrów redoks oksydaz 
NAD(P)H, hamując w ten sposób produkcję anionorodnika 
ponadtlenkowego [39, 40].

DPI jest niespecyficznym inhibitorem wszystkich fla- 
woenzymów i poza oksydazami NAD(P)H hamuje także 
działanie oksydazy ksantynowej, syntaz tlenku azotu i en­
zymów cytochromu P450.

Apocynina (4-hydroksy-3-metoksy-acetofenon) otrzy­
mywana jest z ekstraktu korzenia Picrorhiza kurroa. Zwią­
zek ten blokuje tworzenie kompleksu aktywnego oksydaz 
NAD(P)H, zapobiegając wędrówce składników cytosolo- 
wych do błony komórkowej [41, 42], Apocynina indukuje 
czynnik transkrypcyjny AP-1 (ang. activator protein-1) [43], 
którego aktywacja wywołuje efekty biologiczne przeciw­
stawne do wywoływanych przez potencjalnie prozapalny 
czynnik transkrypcyjny NF-kB. AP-1 należy do czynników 
transkrypcyjnych silnie zależnych od stanu redoks komórki, 
a jego aktywacja ma przypuszczalnie związek z hamowa­
niem oksydaz NAD(P)H.

Estrogen (17-beta estradiol) hamuje aktywność oksydaz 
NAD(P)H indukowaną przez angiotensynę II, w takim sa­
mym stopniu jak dysmutaza ponadtlenkowa lub inhibitory 
receptora ATj [44], W komórkach endotelialnych człowie­
ka 17-beta estradiol powoduje obniżenie ekspresji białka 
gp91phox, oksydazy zależnej od dawki i czasu, któremu 
towarzyszy redukcja poziomu mRNA i białka nawet o 60%
[45]. Estrogen hamuje również ekspresję chemokin i białek 
adhezyjnych [45], obniża ekspresję mRNA dla Rac-1 indu­
kowaną angiotensyną II, w sposób zależny od czasu i dawki

[46]. W modelu in vivo u szczurów ze spontanicznym nad­
ciśnieniem, estrogen redukuje ilość mRNA dla Racl i synte­
zę białka Rac-1, odpowiednio o 32 i 58%, w porównaniu ze 
szczurami nie poddanymi działaniu estrogenu [46].

Deksametazon w hodowli komórkowej ludzkich mio­
cytów naczyniowych obniża wytwarzanie 0 2 i ekspresję 
p22phox wywołaną angiotensyną II i PDGF. Efekt ten znosi 
zahamowanie receptora glukokortykoidowego przez jego 
antagonistę RU486 [47],

Selektywne modulatory receptorów estrogenowych, 
idoksyfen (ang. idoxifene) oraz raloksyfen (ang. raloxifene), 
hamują działanie oksydaz NAD(P)H [48, 49]. Długotrwałe 
(10 tygodni) podawanie raloksyfenu samcom szczurów ze 
spontanicznym nadciśnieniem powoduje spadek produk­
cji O, oraz ciśnienia krwi a także obniżenie ekspresji białka 
Racl [49], Raloksyfen powoduje także wzrost wydzielania 
NO w modelu in vivo.

Wiele leków, od dawna stosowanych w terapii farma­
kologicznej chorób sercowo-naczyniowych, zapobiega po­
wstawaniu 0 2\ Przedstawicielami tej grupy związków są 
kwas acetylosalicylowy, inhibitory konwertazy angioten- 
synowej (ACE), antagoniści receptora dla angiotensyny II 
typu pierwszego (AT^ oraz statyny.

Kwas acetylosalicylowy jest inhibitorem cyklooksyge- 
nazy, jednocześnie wpływa na aktywność naczyniowych 
oksydaz NAD(P)H. Długotrwałe podawanie kwasu acety­
losalicylowego szczurom z nadciśnieniem indukowanym 
angiotensyną II obniża aktywność oksydazy NAD(P)H 
i wytwarzanie 0 2‘ o 45%, oraz całkowicie znosi nadciśnienie 
wywołane angiotensyną II [50].

Inhibitory ACE i antagoniści receptora ATI hamują eks­
presję podjednostek oksydaz NAD(P)H i wytwarzanie 
anionorodnika ponadtlenkowego zależne od oksydaz [28, 
51-53],

Statyny są nie tylko inhibitorami reduktazy 3-hydroksy- 
-3-metyloglutarylo-CoA, kluczowego enzymu w syntezie 
endogennego cholesterolu, ale również obniżają wytwa­
rzanie On poprzez hamowanie acylacji białka Rac-1 [54-56]. 
Uniemożliwia to jego zakotwiczenie w błonie komórkowej 
i wytworzenie aktywnego katalitycznie kompleksu oksyda­
zy NAD(P)H, redukując syntezę Ó2 [54-56].

Większość omawianych w tym rozdziale inhibitorów 
oksydaz NAD(P)H (z wyjątkiem apocyniny) to związki 
działające nieswoiście lub inhibitory pośrednie, zatrzymu­
jące wczesne etapy przekazywania sygnału, wywoływane 
przez angiotensynę II. Poznanie roli naczyniowych oksy­
daz NAD(P)H, mechanizmu ich aktywacji i działania w pa­
togenezie miażdżycy w dużym stopniu umożliwiło użycie 
swoistych inhibitorów w badaniach eksperymentalnych. 
Swoiste inhibitory oksydaz NAD(P)H nie wydają się jednak 
być dobrym narzędziem w terapii przeciwmiażdżycowej, 
ponieważ białka phox należą do bardzo konserwatywnych 
i budują także fagocytarną oksydazę NADPH. Podanie 
inhibitorów białek phox lub inhibitorów zapobiegających 
formowaniu kompleksu aktywnego, hamowałoby nie tylko
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oksydazę naczyniową ale również oksydazę fagocytarną. 
Wiązałoby się to z niekorzystnym zjawiskiem, jakim jest 
obniżenie odporności na mikroorganizmy. Obiecującym 
obiektem przyszłych badań farmakologicznych wydają się 
być białka NOX1 i NOX4. NOX1 nie występuje w fagocy- 
tach i charakteryzuje się bardzo niską ekspresją w zdrowej 
tkance a wysoką w chorej, przykładowo we wczesnym sta­
dium nawrotu zwężenia (ang. restenosis) po balonowej an­
gioplasty ce tętnicy szyjnej [17].

Swoiste inhibitory białek NOX czekają na odkrycie i nie­
wykluczone, że przyczynią się one do rozwoju nowych te­
rapeutycznych strategii leczenia chorób, których patologia 
związana jest ze stresem oksydacyjnym, wywoływanym 
przez naczyniowe oksydazy NAD(P)H.
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ABSTRACT

Vascular NAD(P)H oxidases are multicomponent enzymes found in vascular smooth muscle cells and endothelial cells. Vascular NAD(P)H  
oxidases are predominant sources of superoxide in the vasculature. Active forms of NAD(P)H oxidases are associated with plasma mem brane and 
consist of at least six components, namely: NOX, p22phox peptides and p47phox, p67phox, p40phox and Rac.

Angiotensin II is the most important activator of NAD(P)H oxidases in vasculature. Angiotensin II induces superoxide and superoxide-deri­
ved hydrogen peroxide production, which may stimulate many proatherosclerotic processes, including increased expression of adhesion m ole­
cules, chemoattractants and activation of transcription factor NF-kB. Moreover, reactive oxygen species produced by NAD(P)H oxidases may be 
involved in endothelial cells apoptosis, oxidation of low density lipoproteins and vascular myocytes hypertrophy and proliferation.

Specific inhibitors of NAD(P)H oxidases may be useful experimental tools for atherosclerosis research and may have potential therapeutic 
significance in the future.
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W ykaz skrótów: ERK (ang. extracellularly re­
gulated protein kinases) -  kinazy regulowane 
sygnałami zewnątrzkomórkowymi; FAK (ang. 
focal adhesion kinase) -  kinaza ognisk adhezyj- 
nych; FGF (ang. fibroblast growth factor) -  czyn­
nik wzrostu fibroblastów; Flk-1 (ang. foetal 
liver kinase 1) -  płodowa kinaza wątrobowa 1; 
Flt-1 (ang. fm s-related tyrosine kinasel) -  kinaza 
tyrozynowa 1 związana z fms; HIF-1 (ang. hy­
poxia inducible factor-1) -  czynnik indukowany 
hipoksją; FIUVEC (ang. human umbilical vein 
endothelial cells) -  komórki śródbłonka ludzkiej 
żyły pępowinowej; KDR (ang. kinase insert do­
main receptor) -  receptor z domeną kinazową; 
MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) -  
kinaza białkowa aktywowana przez mitogeny; 
P1GF (ang. placenta growth factor) -  łożyskowy 
czynnik wzrostu.
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STRESZCZENIE

Czynnik wzrostu śródbłonka naczyń (VEGF), opisany początkowo jako czynnik stymulu­
jący przepuszczalność naczyń krwionośnych, uważany jest obecnie za jeden z głównych 

czynników regulujących proces angiogenezy, czyli tworzenia nowych naczyń krwionośnych 
w postaci wypustek z naczyń już istniejących. Pełni on wiodącą rolę w regulacji zarówno 
prawidłowej, jak i patologicznej angiogenezy. Niniejsza praca jest próbą zwięzłego podsu­
mowania aktualnego stanu wiedzy na temat rodziny białek VEGF, struktury genu kodują­
cego ludzki VEGF, regulacji jego ekspresji, receptorów VEGF oraz jego udziału w przeka­
zywaniu sygnału. Celem tej pracy jest również przedstawienie najnowszych osiągnięć do­
tyczących poznanych biologicznych funkcji pełnionych przez czynnik wzrostu śródbłonka 
naczyń oraz ich klinicznego znaczenia.

WPROWADZENIE

Czynnik wzrostu śródbłonka naczyń (VEGF - ang. vascular endothelial groioth 
factor) jest głównym regulatorem procesu różnicowania komórek, powstawania 
nowych naczyń krwionośnych (waskulogeneza) oraz tworzenia odgałęzień z już 
istniejącej sieci naczyń (angiogeneza) [1 ]. VEGF moduluje wiele ważnych funkcji 
fizjologicznych komórek śródbłonka i jest jednym z najważniejszych czynników 
wzrostu i przeżycia śródbłonka naczyń. Stymuluje on rozwój prawidłowej sieci 
naczyń krwionośnych w procesie embriogenezy, jak również dalszego rozwo­
ju organizmu, w przebiegu ciąży, gojenia się ran i cyklu miesięcznego u kobiet
[2], VEGF jest także zaangażowany w proces angiogenezy towarzyszący stanom 
patologicznym takim jak: retinopatia cukrzycowa, choroba nowotworowa, reu­
matoidalne zapalenie stawów, łuszczyca i inne [2,3].

Początkowo VEGF opisany był jako czynnik stymulujący przepuszczalność 
naczyń krwionośnych [4], Obecnie wiedza dotycząca zarówno złożoności typów 
i izoform VEGF, jak i procesów regulowanych przez ten czynnik jest ogromna. 
Najszersze zainteresowanie budzi jednak jego rola w procesach nowotworo­
wych. Stymulowanie komórek śródbłonka do proliferacji oraz tworzenia no­
wych naczyń krwionośnych stanowi ważny element regulowania procesu wzro­
stu i przenoszenia się nowotworu. Badania ostatnich lat nad prawdopodobnymi 
regulatorami procesu angiogenezy wykazały wiodącą rolę VEGF w regulacji za­
równo prawidłowej, jak i patologicznej angiogenezy. Obecne wysiłki badawcze 
w dziedzinie terapii nowotworów skupiają się między innymi na neutralizowa­
niu VEGF w celu zahamowania procesu angiogenezy [3], Celem tej pracy jest 
przedstawienie aktualnego stanu wiedzy o VEGF, jego budowie, receptorach, 
a w szczególności pełnionych funkcjach biologicznych i znaczeniu klinicznym.

RODZINA BIAŁEK VEGF

VEGF występuje w postaci glikozylowanego homodimeru o masie cząstecz­
kowej 46-48 kDa, który w warunkach redukujących dysocjuje na dwie identycz­
ne podjednostki, monomery o masie 24 kDa połączone wiązaniami disiarczko- 
wymi [4-6]. Oczyszczone białko VEGF (VEGF-A) otrzymali po raz pierwszy 
Gospodarowicz i in. [5] oraz Ferrara i Henzel [6] w roku 1989. Do rodziny VEGF 
należą również spokrewnione strukturalnie, lecz różniące się aktywnością biolo­
giczną VEGF-B, -C, -D i E oraz łożyskowy czynnik wzrostu (P1GF). Członkowie 
rodziny VEGF różnią się m.in. powinowactwem wiązania z receptorami VEGF, 
lokalizacją oraz intensywnością ekspresji.

VEGF (VEGF-A) jest pierwszym opisanym czynnikiem wzrostu naczyń na­
leżącym do rodziny czynników, których geny zostały zidentyfikowane w ciągu 
ostatnich kilku lat. Geny P1GF, VEGF-A, -B, -C, -D zlokalizowane są w genomie 
komórek ssaków, natomiast sekwencję homologiczną do pozostałych, a kodują-
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cą czynnik VEGF-E odnaleziono w genomie wirusa orf {pa- 
rapoxwirusa).

Łożyskowy czynnik wzrostu występujący w postaci 
dwóch izoform P1GF131 oraz P1GF152, będących wynikiem 
różnicowego cięcia i składania pierwotnego transkryptu, 
został zidentyfikowany jako pierwszy czynnik homologicz­
ny do VEGF [7]. P1GF występuje w postaci homodimeru 
i wykazuje niewielkie działanie mitogenne w stosunku do 
komórek śródbłonka. Heterodimery P1GF:VEGF, które two­
rzą się zarówno in vitro jak i in vivo wykazują nieco silniej­
szą aktywność, jednak nadal około siedmiokrotnie słabszą 
niż homodimery VEGF. Sugeruje to, że P1GF bierze udział 
w negatywnej regulacji aktywności VEGF poprzez przesu­
nięcie równowagi w kierunku dimerów o mniejszej aktyw­
ności biologicznej [8],

owce i sporadycznie człowieka, sekwencji homologicznej 
do genów pozostałych członków rodziny VEGF [2], Może to 
sugerować, że gen wirusowego VEGF pochodzi od ssaków 
jako żywicieli i ulega dryfowi genetycznemu. VEGF-E wy­
kazuje działanie proangiogenne [18], a dotychczasowa wie­
dza na temat oddziaływania tego czynnika z jednym z re­
ceptorów VEGF została streszczona w pracy Shibuya [19].

Do rodziny białek VEGF możemy również zaliczyć biał­
ka sv-VEGF wyizolowane z jadów węży. Z powodu ich ho- 
mologii do VEGF występującego u naczelnych nazywane są 
one białkami „VEGF-like". Jedno z nich wyizolowane zosta­
ło z jadu węża Bothrops insularis [20].

STRUKTURA GENU KODUJĄCEGO VEGF (VEGF-A) 
CZŁOWIEKA ORAZ IZOFORMY YEGF

Badania funkcji VEGF-B, odkrytego w 1995 roku w klo­
nowanym fragmencie cDNA myszy [9], nie zyskały począt­
kowo dużego zainteresowania. Ekspresja VEGF-B, często 
razem z VEGF-A, ma miejsce już we wczesnym życiu pło­
dowym, głównie w kardiomiocytach, mięśniach szkieleto­
wych i mięśniach gładkich dużych naczyń krwionośnych 
[9,10], Na skutek alternatywnego składania genu, zlokalizo­
wanego u człowieka na chromosomie llq l3 , powstają dwie 
izoformy: VEGF-B[67 oraz VEGF-B|Sh [9], które po uwolnieniu 
wiązane są z proteoglikanami błony komórkowej. Doniesie­
nia na temat fenotypu myszy pozbawionych genu VEGF-B 
są sprzeczne. Wiadomo, że brak tego genu nie wpływa na 
żywotność i płodność zwierząt. Bellomo i in. [11] donoszą, 
że myszy takie mają mniejsze serca oraz charakteryzują się 
dysfunkcją tętnic wieńcowych, podczas gdy Aase i in. [12] 
udowadniają, że brak tego czynnika nie wpływa szkodli­
wie na prawidłowe ukształtowanie systemu sercowo-na- 
czyniowego zwierząt zarówno w okresie rozwoju, jak i w 
dorosłym organizmie. Silvestre i in. [13] wskazują także na 
istotną rolę czynnika w stymulacji procesu angiogenezy in 
vivo, jednak nadal główną przeszkodą w określeniu funkcji 
biologicznej samego VEGF-B jest jego częste współwystępo- 
wanie z VEGF-A, z którym tworzy heterodimery wykazują­
ce własną aktywność biologiczną.

VEGF-C człowieka syntetyzowany jest w formie białka 
prekursorowego, które po całkowitej obróbce proteolitycz­
nej jest uwalniane z komórki w postaci homodimeru [2,9], 
Jego gen jest zlokalizowany na chromosomie 4q34. VEGF-C 
jest konieczny w procesie tworzenia naczyń limfatycznych 
w rozwoju embrionalnym, lecz wykazuje aktywność rów­
nież w tworzeniu naczyń krwionośnych [14,15]. Ze wzglę­
du na jego mitogenne i ochronne działanie w stosunku do 
komórek białaczkowych, uwalniany z komórki VEGF-C, 
może mieć negatywny wpływ na postępy leczenia białaczek 
[16],

VEGF-D wykazuje podobne do VEGF-C działanie mito­
genne w stosunku do komórek śródbłonka naczyń krwio­
nośnych i limfatycznych. Czynnik ten syntetyzowany jest 
w komórkach płuc, serca, mięśni szkieletowych, okrężni- 
cy i jelita cienkiego. Czynniki regulujące ekspresję genu 
VEGF-D, zlokalizowanego na chromosomie Xp22.3, nie 
zostały dotychczas poznane [17], Interesującym odkryciem 
jest znalezienie w genomie wirusa orf atakującego kozy,

Gen kodujący czynnik wzrostu VEGF człowieka zloka­
lizowany jest na chromosomie 6p21.3, a na jego strukturę 
składa się osiem egzonów oddzielonych siedmioma regio­
nami niekodującymi (Rys. 1) [21,22], Analizy sekwencji 
cDNA wskazywały na możliwość występowania kilku izo­
form VEGF, różniących się długością łańcucha aminokwa- 
sowego, a więc również właściwościami. Różnorodność 
ta, będąca skutkiem procesu dojrzewania mRNA, jest już 
opisana. W wyniku alternatywnego składania genu VEGF 
powstaje kilka izoform białka zawierających odpowiednio 
121,145,148,162,165,183,189 i 206 aminokwasów [21-23].

Analiza regionu promotorowego genu ujawniła istnienie 
pojedynczego miejsca startu transkrypcji w bezpośrednim 
sąsiedztwie potencjalnego wiązania czynnika transkrypcyj- 
nego Sp-1, oraz dwóch potencjalnych miejsc wiązania dla 
czynników AP-1 i AP-2 [21], Egzony 1-5 oraz 8 kodują część 
białka niezbędną do prawidłowego wiązania się Uganda 
z jego receptorami. Natywny VEGF jest glikoproteiną wy­
stępującą w postaci homodimeru o charakterze zasadowym, 
wiążącą heparynę. Najbardziej rozpowszechniona, syntety­
zowana przez wiele typów komórek zarówno zdrowych jak 
i zmienionych, oraz najbardziej aktywna biologicznie forma 
to VEGF165. Pozbawiona jest ona reszt kodowanych przez 
egzon 6. Transkrypt izoformy VEGFpi wykrywany w więk­
szości komórek i tkanek, w których ulega ekspresji VEGF]tP 
[21,22], nie ma reszt kodowanych zarówno przez egzon 6 jak 
i 7, niosący informację o sekwencji, która oprócz wiązania 
heparyny odpowiada za wiązanie z jednym z receptorów 
VEGF, neuropiliną-1. W przeciwieństwie do powszechnie 
występujących izoform VEGF|21, VEGF165, VEGF189, formy 
VEGF145, VEGFlg3 oraz VEGF2()h występują in vivo niezwy­
kle rzadko, np. najdłuższą z nich zlokalizowano jedynie 
w tkankach embrionalnych.

-  2 6 -

ATG TGA

1-5, 8 - domeny wiążące VEGFR

6 - domena wiążąca heparynę

7 - domena wiążąca heparynę, neuropilinę

Rysunek 1. Struktura genu kodującego VEGF.
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Wiele bodźców prowa­
dzi do aktywacji ekspre­
sji i uwalniania izoform 
VEGF, jednak sugeruje się 
występowanie dwóch me­
chanizmów, dzięki którym 
VEGF staje się dostępny 
dla komórek śródbłonka.
Pierwszy z nich oparty jest 
na krótszych izoformach 
VEGFp| i VEGF165, które wy­
dzielane głównie w postaci 
rozpuszczalnej dyfundują 
swobodnie do powierzchni 
śródbłonka. Niewielka część 
wydzielonego VEGF,6_ zo­
staje co prawda związana 
z błoną komórkową i ma­
cierzą zewnątrzkomórko- 
wą, jednak nie w tak dużym 
stopniu jak w przypadku 
dłuższych izoform. Różnice 
w wartości punktu izoelek-
trycznego i powinowactwa wiązania z mukopolisacharyda- 
mi glikokaliksu ściany naczyń mogą być przyczyną różnej 
aktywności biologicznej białek [22], Białka VEGFlg9 i VEG- 
F mają charakter bardziej zasadowy niż VEGF|(-, wiążą 
się z silnym powinowactwem do heparyny [22] i wykazują 
silniejszą aktywność mitogenną niż krótsze izoformy [24], 
jednak silnie wiązane zarówno z macierzą zewnątrzkomór- 
kową jak i błoną komórki, stają się niedostępne dla recep­
torów VEGF. Dłuższe izoformy VEGF (VEGF,89 i VEGF?06) 
mogą przejść w postać rozpuszczalną po przyłączeniu do 
nich heparyny, zadziałaniu heparynazy, metaloproteinaz 
lub innych zewnątrzkomórkowych proteaz. Formy krótsze 
dyfundują do receptorów docelowych i indukują w komór­
kach wiele procesów, wśród których znajduje się również 
aktywacja plazminogenu wraz z jego inhibitorem (PAI-1) 
[22], Aktywacja plazminogenu prowadzi do uwolnienia 
plazminy, która tnie związane z macierzą cząsteczki VEGF 
(VEGFlg9, VEGF206) uwalniając dyfuzyjny fragment VEGFn0 
[24], a więc udostępniając receptorom na powierzchni ko­
mórki kolejne cząsteczki liganda.

RECEPTORY VEGF

RECEPTORY O AKTYWNOŚCI KINAZ TYROZYNOWYCH

Trzy główne receptory VEGF: VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 
(KDR/Flk-1) oraz VEGFR3 (Flt-4) są strukturalnie spokrew­
nione z rodziną receptorów czynnika wzrostu pochodzenia 
płytkowego (klasa III receptorowych kinaz tyrozynowych). 
Zawierają one cytoplazmatyczną domenę o aktywności 
kinazy tyrozynowej przedzieloną fragmentem niekatali- 
tycznym, istotnym w procesie rozpoznawania liganda [25]; 
krótką domenę błonową oraz region zewnątrzkomórkowy 
zbudowany z siedmiu domen homologicznych do immu- 
noglobuliny. Druga i trzecia domena zewnątrzkomórkowa 
zostały zidentyfikowane jako odpowiedzialne za wiązanie 
liganda [26]. Podobnie jak w przypadku innych receptorów 
tej klasy, wiązanie liganda indukuje homodimeryzację re­
ceptorów VEGF, co umożliwia transfosforylację ich domen

VEGF-A
N/EGF-B

PIGF

VEGF-A
N/EGF-B

PIGF

N/EGF-A
N/EGF-C
N/EGF-D
N/EGF-E

N/EGF-C
N/EGF-D

N/EGFR1 

(Flt1)
180 kDa

sVEGFR1 N/EGFR2
(KDR/Flk1)

230 kDa

N/EGFR3 
(Flt4) 

195 kDa

Rysunek 2. Budow a receptorów VEGF i ich ligandy. a -  domeny hom ologiczne do niekatalitycznych regionów składników C lr  
i C is  kom plem entu; b - dom eny hom ologiczne do dom en C l i C2 czynników krzepnięcia krwi (VII i V); c -  dom ena hom ologicz­
na do dom eny M AM , biorącej udział w oddziaływ aniach białko-bialko; Y -  miejsca fosforylacji tyrozyny.

cytoplazmatycznych i indukcję szlaków sygnałowych. Re­
ceptory wiążą różne typy VEGF, charakteryzując się rów­
nież różnym powinowactwem do liganda (Rys. 2). Sekwen­
cje aminokwasowe receptorów VEGFR1 i VEGFR2 wykazu­
ją około 44% homologii. Ekspresja receptorów pojawia się 
już we wczesnym rozwoju organizmu, głównie w komór­
kach śródbłonka [9],

VEGFR1 występuje w śródbłonku, a także na powierzch­
ni makrofagów i monocytów. Jest to receptor o najwyż­
szym powinowactwie do liganda (Kd ~T0 - 20 pM), jednak 
odpowiedź na związanie VEGF w postaci jego fosforylacji 
jest słaba. Ekspresja receptora utrzymuje się na stałym po­
ziomie podczas życia organizmu zarówno w komórkach 
dzielących się, jak i uśpionych [2], Fong i in. zaobserwowa­
li, że myszy pozbawione genu VEGFR1 mają wykształcone 
dojrzałe komórki śródbłonka, jednak ich morfologia oraz 
struktura ścian powstałych naczyń są zaburzone. Udowod­
niono, że przyczyną tych zaburzeń jest zwiększona liczba 
hemangioblastów, które gromadząc się wewnątrz powsta­
jących naczyń zamykają je. Pozbawienie receptorów VEG- 
FR1 ich domen wewnątrzkomórkowych nie prowadzi do 
patologicznego rozwoju embrionów i nie zaburza przebie­
gu angiogenezy [8], Na podstawie powyższych obserwacji 
możemy wnioskować, że VEGFR1 odgrywa istotną rolę 
w tworzeniu i utrzymaniu prawidłowej morfologii naczyń 
krwionośnych [27], Receptor ten funkcjonuje jednak głów­
nie jako cząsteczka wiążąca ligand, bez krytycznej roli do­
meny kinazowej. VEGFR1 jako jedyny wiąże łożyskowy 
czynnik wzrostu i VEGF-B z dużym powinowactwem.

VEGFR2 ulega ekspresji w komórkach śródbłonka oraz 
megakariocytach, płytkach krwi i komórkach hematopo- 
etycznych [28] głównie podczas życia płodowego, kiedy 
procesy przez niego stymulowane -  angio- i waskulogeneza 
- zachodzą bardzo intensywnie. Ilość mRNA dla VEGFR2 
spada w komórkach dorosłego organizmu. Myszy pozba­
wione genu VEGFR2 charakteryzują się brakiem dojrzałych 
komórek śródbłonka, zorganizowanej sieci naczyń i prekur-
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sorowych komórek hematopoetycznych [9], Ekspresja VEG- 
FR2 zachodząca we wczesnych etapach rozwoju odgrywa 
istotną rolę w różnicowaniu i dojrzewaniu komórek śród­
błonka, ich proliferacji i migracji. Receptor ten wykazuje 
mniejsze powinowactwo do liganda niż VEGFR1 (Kd -75 
-125 pM).

VEGFR3 wykrywany jest we wszystkich embrionalnych 
komórkach śródbłonka, a w dorosłych tkankach obecny jest 
głównie w śródbłonku naczyń limfatycznych, co wskazuje 
na jego udział w limfangiogenezie. Receptor ten nie rozpo­
znaje VEGF-A, natomiast wiąże formy VEGF-C i -D. Izofor- 
my VEGF-C i -D są również rozpoznawane przez receptor 
VEGFR2, chociaż z niższym powinowactwem. Brak genu 
VEGFR3 zaburza prawidłowy rozwój układu naczyniowe­
go [9].

ROZPUSZCZALNE RECEPTORY sVEGFRl I sVEGFR2

W celu zbadania miejsc wiążących ligand konstruowano 
różne typy rozpuszczalnych receptorów VEGF, sprawdza­
jąc równocześnie ich zdolność do wywołania odpowiedzi 
biologicznej [8]. Obecnie zidentyfikowano dwa naturalnie 
występujące rozpuszczalne receptory: sVEGFRl i sVEGFR2. 
sVEGFRl powstaje na skutek różnicowego cięcia i składania 
pierwotnego transkryptu VEGFR1 [9], Forma ta zawiera je­
dynie domeny homologiczne do immunoglobulin, przez co 
nie wykazuje aktywności kinazowej. Wykazano, że wiąże 
on z wysokim powinowactwem wszystkie izoformy VEGF 
oraz różne formy P1GF i VEGF-B. Wysoki poziom sVEGFRl 
występuje w surowicy kobiet ciężarnych [29],

Receptor sVEGFR2 został zidentyfikowany przez Ebos'a 
i in. [29] w ludzkim i mysim osoczu. Budowa sVEGFR2 i je­
go powinowactwo do poszczególnych form VEGF pozosta­
ją dotychczas nieznane.

Rola biologiczna krótszych form receptorów nie jest do 
końca poznana. W przypadku sVEGFRl badania wskazują 
głównie na jego funkcję jako negatywnego regulatora ak­
tywności VEGF, a więc naturalnego inhibitora angiogenezy 
[29].

NEUROPILINY

Białka błonowe neuropilina-1 i neuropilina-2 stanowią 
specyficzną grupę receptorów dla dwóch strukturalnie nie- 
związanych rodzin białek -  semaforyn klasy 3 i niektórych 
form VEGF wiążących heparynę, tj. VEGF](- [30], Wiązanie 
liganda z neuropiliną-1 lub neuropiliną-2 nie jest w stanie 
uruchomić szlaku sygnałowego w nieobecności innych 
białek na powierzchni komórki. Do zapoczątkowania pro­
cesu przekazania sygnału do wnętrza komórki, po zwią­
zaniu VEGF z neuropilinami, niezbędne jest sąsiedztwo 
innego receptora np.VEGFRl lub VEGFR2. VEGFlh_ wiąże 
się z obiema neuropilinami, VEGF14_ może wiązać się tyl­
ko z neuropiliną-2, natomiast forma VEGFpi zwykle nie 
wiąże się z żadną z nich. Wiązanie VEGFlh_z neuropiliną-1 
wzmacnia funkcję sygnałową receptora VEGFR2. Neuro­
pilina-1 została pierwotnie zidentyfikowana jako receptor 
semaforyny kontrolujący wzrost aksonów. Obecność tego 
białka obserwuje się również w komórkach śródbłonka

i komórkach mezenchymy otaczających naczynia krwio­
nośne oraz w niektórych komórkach nowotworowych [31], 
Białko to bierze udział w kształtowaniu systemu naczynio­
wego serca. Na część zewnątrzkomórkową neuropiliny-1 
składa się część homologiczna do domeny MAM (ang. 
meprin, A5 protein, receptor protein - tyrosine phosphatase mu) 
biorącej udział w oddziaływaniach białko-białko, domeny 
b homologicznej do domen Cl i C2 czynników krzepnię­
cia krwi (VII i V) oraz domeny a homologicznej do nieka- 
talitycznych regionów składników Clr i C is komplementu 
[31], Ze względu na niewielką domenę cytoplazmatyczną, 
neuropilina nie odgrywa roli w aktywacji złożonych szla­
ków sygnałowych. Z uwagi na jej występowanie wspólnie 
z pozostałymi receptorami VEGF [31] uważa się ją raczej za 
dodatkowy receptor VEGFR2 wiążący ligand. Nadekspre- 
sja neuropiliny u myszy prowadzi do różnego rodzaju wad 
w budowie morfologicznej naczyń oraz do zniekształcenia 
mięśnia sercowego, natomiast brak tego białka prowadzi do 
nieprawidłowego unaczynienia neuronów oraz wad aorty 
i innych naczyń krwionośnych [31]. Ostatnio wykazano, 
że semaforyna-3F działająca poprzez receptor neuropili- 
ny-2 hamowała proliferację, angiogenezę in vivo oraz fos- 
forylację kinazy ERK1/2 stymulowaną VEGF1(_ w ludzkich 
komórkach śródbłonka HUVEC (ang. human umbilical vein 
endothelial cells). Semaforyna 3A blokuje wiązanie VEGF]6_ 
z neuropiliną-1 (koreceptorem VEGFR2). Sugeruje się, że 
w ten sposób hamowane jest przekazywanie przez VEGFR2 
sygnału proangiogennego [30], W wiązaniu VEGFlh- z neu- 
ropiliną współzawodniczą w różnym stopniu semaforyny. 
Rola neuropiliny jako mediatora procesu angiogenezy zo­
stała opisana szczegółowo w pracy Miao i in. [31].

REGULACJA EKSPRESJI VEGF

STYMULACJA EKSPRESJI

Jednym z głównych czynników indukujących ekspresję 
mRNA dla VEGF, zarówno w warunkach fizjologicznych, 
jak i patologicznych, jest obniżenie ciśnienia parcjalnego 
tlenu. Wysoka ekspresja VEGF w niedotlenionych komór­
kach nowotworowych, wystawionych na bezpośredni 
kontakt z komórkami nekrotycznymi sugeruje, że lokalna 
hipoksja jest głównym czynnikiem indukującym ekspre­
sję VEGF. W 1995 roku w regionie promotorowym 5' genu 
VEGF zidentyfikowano 28-zasadową sekwencję wysoce ho­
mologiczną do miejsca wiążącego, zasadowe białko HIF-1 
(czynnik indukowany hipoksją), którego związanie stymu­
luje transkrypcję genu VEGF [32], Zaobserwowano również 
niezależną od HIF-1 stymulację transkrypcji tego genu na 
skutek niedotlenienia [33], W odpowiedzi na niskie ciśnie­
nie tlenu może następować nagromadzenie adenozyny, 
która aktywując swój receptor A2 powoduje wzrost stęże­
nia cAMP, co prowadzi do podniesienia poziomu mRNA 
dla VEGF [2], Stymulacja transkrypcji genu VEGF nie jest 
jednak jedynym mechanizmem działającym w odpowiedzi 
na niedotlenienie komórki. Hipoksja może przyczyniać się 
także do wiązania z mRNA dla VEGF białek wywołujących 
potranskrypcyjny wzrost stabilności mRNA (m.in. białka 
HuR) [2]. Stymulacja ekspresji VEGF może nastąpić rów­
nież pod wpływem działania różnego rodzaju cytokin, czy 
też na skutek mutacji niektórych onkogenów prowadzącej 
do transformacji nowotworowej (Tab. 1).
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HAMOWANIE EKSPRESJI

Szeroko prowadzone badania nad lekami antynowotwo- 
rowymi blokującymi angiogenezę doprowadziły do odkry­
cia wielu jej inhibitorów, które bezpośrednio oddziałują 
z VEGF łub z jego receptorami. Inhibitory RAS farnezylo- 
transferazy blokują szlak sygnałowy onkogenu, prowadzą­
cy do wzrostu produkcji VEGF przez komórki nowotwo­
rowe oraz obniżenia syntezy inhibitora angiogenezy, jakim 
jest trombospondyna-1. Wiele działających pośrednio inhi­
bitorów procesu angiogenezy tj. ZD1839 (Iressa), ZD6474, 
OSI774 (Tarceva), CI1033, PKI1666, IMC225 (Erbitux) [3] 
i PS 341 [34] (inhibitor proteasomu) hamuje syntezę VEGF 
przez komórki nowotworowe. Syntezę niektórych czyn­
ników angiogennych, m.in. transformującego czynnika 
wzrostu (3 (TGF-P) i VEGF hamują przeciwciała Trastuzu- 
mab -  blokujące szlak sygnałowy jednego z onkogenów, 
zwiększając równocześnie ekspresję inhibitora angiogenezy 
-  trombospondyny. Inne przeciwciała monoklonalne Beva- 
cizumab (Avastin) przeciw VEGF są obecnie stosowane w II 
i III fazie badań klinicznych. Niskocząsteczkowy inhibitor 
VEGF, NM-3 izokumaryna hamuje selektywnie proliferację 
komórek śródbłonka oraz tworzenie nowych naczyń in vi­
tro. Stosowany szeroko w badaniach klinicznych talidomid 
powoduje obniżenie poziomu VEGF w krążeniu, co jest sko­
relowane z pozytywnym efektem terapeutycznym w wielu 
typach białaczek i innych chorobach krwi [3].

Na uwagę zasługuje także oddziaływanie VEGF z meta- 
loproteazą macierzy zewnątrzkomórkowej ADAMTS1 (ang. 
disintegrin and metalloproteinase with thronibospondin motif-1), 
która po związaniu z VEGF blokuje fosforylację receptora 
VEGFR2 i hamuje jego funkcję sygnałową [35]. Hamowa­
nie proangiogennego działania VEGF przez ADAMTS1 jest 
procesem odwracalnym, gdyż dysocjacja tego kompleksu 
przywraca naturalną aktywność VEGF.

UDZIAŁ VEGF W PRZEWODZENIU SYGNAŁU

Receptory VEGF różnią się stopniem aktywacji po zwią­
zaniu Uganda, jak również uruchamianymi ścieżkami sy­
gnałowymi. Jak już wspomniano, VEGFR1, mimo dużego 
powinowactwa do VEGF, ulega niewielkiej aktywacji. Jego 
zdolność do przekazywania sygnału wydaje się być mała, 
jednak wciąż pojawiają się doniesienia podkreślające istotne 
znaczenie biologiczne tego receptora. Najlepiej zbadanym

Tabela 1: Czynniki stymulujące ekspresję VEGF

Hipoksja Cytokiny Onkogeny

HIF-1 EGF, TGF-(3, KGF KRAS, HRAS
IL-ip SRC

adenozyna IL-1, PGE, ERBB2
IL-6 EGFR

potranskrypcyjna IGF-1 FOS
stabilizacja mRNA v-p3k

PTTG1
Bcl-2

EGF - ang. epiderm al growth factor, naskórkowy czynnik wzrostu ; TGF-p - ang. trans­
form ing growth fa cto r  f ,  transform ujący czynnik wzrostu P; KGF -ang. keratinocyte 
growth factor, czynnik wzrostu keratynocytów; IL - interleukina; PGE2 - ang. pro­
staglandin E2, prostaglandyna E2; IGF-1 - ang. insulin-like growth factor, insulino- 
podobny czynnik wzrostu.

działaniem VEGF, poprzez receptor VEGFR1, jest stymula­
cja migracji monocytów oraz ekspresji czynnika tkankowe­
go w tych komórkach, jednak znaczenie tych procesów nie 
jest w pełni poznane. Ostatnie badania wskazują na udział 
VEGFR1 w pozytywnej regulacji tworzenia struktur kapila- 
ropodobnych [36] oraz w podtrzymaniu angiogenezy po­
przez stymulację szlaków antyapoptotycznych biegnących 
przez białko antyapoptotyczne Bcl-2 i kinazę PI3 [37],

Głównym receptorem, poprzez który VEGF wywołuje 
szerokie spektrum odpowiedzi biologicznych jest receptor 
VEGFR2. Receptor ten pośredniczy w większości znanych 
szlaków przekazywania sygnału, w komórkach śródbłon­
ka aktywowanych VEGF, prowadzących do określonych 
funkcji biologicznych (Rys. 3). Wykazano, że podobnie jak 
inne receptory kinazowe, wiąże się on z białkami zawiera­
jącymi domeny SH2 i białkowymi fosfatazami tyrozyno- 
wymi [1], uruchamia także skomplikowaną sieć sygnałową 
prowadzącą do regulacji prawie wszystkich procesów skła­
dających się na efekt biologiczny wywoływany VEGF. Ak­
tywacja VEGFR2, po związaniu liganda, następuje w wy­
niku dimeryzacji receptorów i autofosforylacji tyrozyny 
w cytoplazmatycznej części receptora. W cząsteczce tego 
receptora zidentyfikowano sześć miejsc autofosforylacji na 
tyrozynach w pozycjach: 951, 996, 1054, 1059, 1175 i 1214 
[38]. VEGF stymuluje fosforylację tyrozynową i aktywność 
białek sygnałowych komórek śródbłonka tj. PLCy, MAPK, 
kinazy PI3, FAK, białek adaptorowych Nck, Crk, i paksy- 
liny. Również członek rodziny białek sygnałowych She 
-  białko Sck bierze udział w przekazywaniu sygnału indu­
kowanego pod wpływem VEGF w komórkach śródbłonka 
naczyń. Pod wpływem VEGF w komórkach HUVEC nastę­
puje przyłączenie Sck do tyrozyny w pozycji 1175 receptora 
VEGFR2 [39], Rola fosforylacji większości miejsc receptora 
VEGFR2 jest w dalszym ciągu nieznana. Badania ostatnich 
lat wykazują, że w proces angiogenezy inicjowany przez 
VEGF zaangażowane są również niektóre szlaki integryno- 
we, pośredniczone przez receptory dla białek adhezyjnych, 
m.in. integryny avP3 oraz a v(33 [1].

AKTYWNOŚĆ BIOLOGICZNA VEGF

VEGF jest silnym i specyficznym mitogenem dla komórek 
śródbłonka pochodzących z naczyń układu krwionośnego 
i limfatycznego [1], Wywołuje on tworzenie struktur kapila- 
ropodobnych w modelu angiogenezy in vitro, podobnie jak 
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów -  bFGF (ang. basie 
fibroblast growth factor) [40], oraz silną odpowiedź w postaci 
angiogenezy w różnych modelach in vivo [21,41], Możemy 
stwierdzić, że VEGF jest niezbędny do tworzenia nowych 
naczyń krwionośnych, ale nie jest wystarczający. Stymulu­
je on powstawanie naczyń „niedojrzałych", o ścianie zbyt 
przepuszczalnej, które bez udziału takich czynników jak 
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów, angiopoetyna-1, 
czy efryny, nie są w stanie „dojrzeć" i prawidłowo funkcjo­
nować [41],

Udział VEGF oraz jego receptorów w regulacji wielu 
genów jest już dobrze udokumentowany [1], VEGF bierze 
udział w reorganizacji macierzy zewnątrzkomórkowej po­
przez indukcję ekspresji aktywatorów plazminogenu i ich 
inhibitorów [42] oraz metaloproteinaz [43], Działa on rów­
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W ZROST VEG FR2 WZROST
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Rysunek 3. W ew nątrzkom órkow e drogi przekazyw ania sygnału przez VEG FR2 (opis w tekście). Używ ane skróty: AA -  kwas arachidonowy; Akt/PKB -  kinaza Akt/ 
białkow a kinaza B; Bad, Bax -  proapoptotyczne białka z rodziny Bcl-2; Bcl-2 -  białko antyapoptotyczne; c-Jun - czynnik transkrypcyjny; COX-1 - cyklooksygenaza; DAG 
- diacyloglicerol; N OS - syntaza tlenku azotu; ERK1/2 -  kinazy regulow ane sygnałami zew nątrzkom órkow ym i; FAK -  kinaza ognisk adhezyjnych; G rb2 - białko ada- 
ptorowe; H CPTPA  - ludzka białkowa fosfataza tyrozynow a A; H SP -  białko szoku term icznego; IP, - inozytolo-l,4,5-trisfosforan; JN K - kinazy fosforylujące N-końcową 
dom enę białka c-Jun; M APKAP - białko związane z kinazą białkow ą M APK; MEK -  kinaza kinaz M AP-ERK; Nck -  białko adaptorowe; PGI2 - prostacyklina; PI3K -  3- 
-kinaza fosfatydyloinozytolu; PIP2 - fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PKC - kinaza białkow a C; PLC -  fosfolipazy typu C; PLA2 - fosfolipaza A2; Raf -  kinaza seryno- 
w o/treoninow a; Ras -  rodzina białek onkogennych; Rho, Rac - małe białka G; SO S -  aktyw ator wym iany nukleotydów guaninowych; SEłP-1, SH P-2 - białkow e fosfatazy 
tyrozynow e; Src -  kinaza tyrozynowa.

nież jako czynnik stymulujący przepuszczalność naczyń 
krwionośnych. Potwierdzono także jego ochronne działanie 
w stosunku do komórek poprzez stymulację szlaków an- 
tyapoptotycznych. VEGF wpływa ponadto na wzrost wy­
stępowania białek adhezyjnych takich jak VCAM-1 (ang. 
vascular celi adhesión molecule 1) i ICAM-1 (ang. intracellular 
adhesión molecule 1) na powierzchni komórki oraz stymula­
cję transportu heksoz do wnętrza komórki [44,45]. Oprócz 
specyficznego działania na komórki śródbłonka, VEGF 
wpływa także na inne komórki wywołując m.in. chemo- 
taksję monocytów i prekursorowych komórek nerwowych
[46], jak również stymuluje komórki mięśni gładkich do wy­
dzielania fibronektyny w przebiegu astmy [47],

OCHRONNA ROLA VEGF

VEGF bierze udział nie tylko w stymulacji procesu two­
rzenia nowych naczyń krwionośnych, ale poprzez aktywa­
cję szlaków antyapoptotycznych w komórkach śródbłonka 
odgrywa również istotną rolę w utrzymaniu prawidłowej 
morfologii już wykształconej sieci naczyń. Ochronne działa­
nie VEGF zostało po raz pierwszy udokumentowane w sto­
sunku do komórek śródbłonka siatkówki oka [48],

W głównej ścieżce sygnałowej prowadzącej do ochrony 
komórki przed apoptozą bierze udział kinaza PI3. Kinaza

ta po aktywacji fosforyluje antyapoptotyczną kinazę Akt/ 
PKB (ang. Akt-kinase/protein kinase B), co prowadzi do hamo­
wania proapoptotycznych białek: Bad, Bax [49] oraz CREB 
i kaspazy-9. Szlak sygnałowy związany z Akt okazał się być 
silnie zależny od VE-kadheryn (ang. Vascular Endothelial- 
-catherins), receptorów białek adhezyjnych będących głów­
nymi składnikami połączeń międzykomórkowych. Spadek 
ilości kadheryn niezależnie od jego przyczyn, wiąże się z le- 
talnym zahamowaniem dojrzewania embrionalnych naczyń 
krwionośnych, wywołanym podwyższoną śmiertelnością 
komórek śródbłonka, utratą wiązania VEGFR2 z kadhery- 
nami, beta-kateninami i kinazą PI3 oraz zredukowanym 
działaniem kinazy Akt [50], Szlak sygnałowy prowadzący 
do zwiększonej przeżywalności komórki, wiodący przez 
VEGFR2, jest więc ściśle związany z istnieniem funkcjonal­
nych połączeń międzykomórkowych.

Długotrwałe efekty ochronne VEGF związane są praw­
dopodobnie ze stymulacją komórkowych mechanizmów 
ochronnych, a więc z aktywacją białek Bcl-2, Al, IAP (ang. 
inhibitors o f apoptosis), surwiwiny i XIAP (ang. X-chromoso- 
me-linked IAP) [51].

W przekazywaniu proprzeżyciowego sygnału w wielu 
typach komórek adherentnych bardzo istotną rolę odgrywa 
kinaza FAK [8], związana również ze szlakami sygnałowy­
mi integryn. VEGF oddziałuje bezpośrednio na to białko
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zwiększając fosforylację i gromadzenie się FAK, jak rów­
nież na białka z nim związane: paksyłinę oraz kinazę tyro- 
zynową Pyk2 [8]. Oprócz bezpośredniej aktywacji zaobser­
wowano także selektywne wiązanie VEGFR2 z integryną 
a vPv Adhezja takiego kompleksu do witronektyny, liganda 
a vP3, zwiększała zarówno mitogenne działanie VEGF, jak 
i aktywność receptora [52], którego rola w ochronie powsta­
jących naczyń krwionośnych została już potwierdzona. Na 
podstawie wyników badań procesu unaczyniania siatkówki 
oka myszy pozbawionej genu kodującego p, można wnio­
skować, że funkcja kompleksu VEGFR2/ avP3 w tworzeniu 
i utrzymaniu prawidłowej struktury naczyń jest jednak dru- 
gorzędowa. Obserwacje przebiegu patologicznej angioge- 
nezy u zwierząt pozbawionych podjednostek p3 i (3_ wska­
zują nawet na możliwość hamowania angiogenezy przez 
integryny a v(33 i a v(35 [53],

MITOGENNE DZIAŁANIE VEGF

VEGF poprzez aktywację VEGFR2 wykazuje działanie 
mitogenne w stosunku do wielu typów komórek śródbłon­
ka. Główne ścieżki sygnałowe prowadzące do wzrostu syn­
tezy DNA i proliferacji komórek prowadzą przez silnie ak­
tywowane VEGF kinazy ERK1/2, stymulujące z kolei sze­
reg czynników transkrypcyjnych. Jedna z tych dróg oparta 
jest na znanej ścieżce sygnałowej Ras/Raf/MEK/ERK wio­
dącej od kinazowych receptorów czynników wzrostu [54], 
Droga ta indukowana jest fosforylacją białka adaptorowego 
Grb2, które kierując białko SOS do błony komórkowej wy­
wołuje aktywację białka Ras i uruchamia kaskadę sygnału. 
Są jednak dowody na istnienie niezależnej od białka Ras 
drogi aktywującej kinazy ERK. Ścieżka ta uruchamiana jest 
przez aktywny receptor VEGFR2, który fosforyluje związa­
ną z nim fosfolipazę C-y [55], Prowadzi to do powstawa­
nia diacyloglicerolu (DAG) oraz trisfosfoinozytolu (IP3), 
a w konsekwencji do aktywacji kinazy białkowej C (PKC) 
i uwolnienia jonów wapnia do cytoplazmy. Droga ta zosta­
ła potwierdzona poprzez badania, w których obserwowano 
zahamowanie aktywacji ERK po zastosowaniu inhibito­
rów farmakologicznych kinazy białkowej C oraz oligonu- 
kleotydów antysensowych przeciwko izoformom kinazy 
białkowej C-a i [56], Inhibitory kinazy białkowej C efek­
tywnie hamowały również stymulowany VEGF proces an­
giogenezy [57], Istnieją jednak doniesienia, że stymulacja 
proliferacji przez VEGF wiąże się ze spadkiem aktywności 
jednej z izoform kinazy biakowej C, PKC-5 [58]. W zgodzie 
z tymi sygnałami pozostaje obserwacja spowolnienia cyklu 
komórkowego w komórkach śródbłonka z nadekspresją ki­
nazy biakowej C-5. Mitogenne działanie VEGF może więc 
zależeć zarówno od wzrostu jak i obniżenia aktywności po­
szczególnych izoform kinazy białkowej C.

Kolejną drogą działania VEGF jest indukcja szlaku kinaz 
MAP związana z aktywacją kinazy JNK. Dodatkowo wska­
zuje się na możliwe wzajemne oddziaływanie pomiędzy tą 
drogą sygnałową a ścieżką angażującą kinazy ERK w szla­
ku prowadzącym do wywoływanych przez VEGF efektów 
mitogennych [1].

MIGRACJA KOMÓREK

Degradacja błony podstawnej i macierzy zewnątrzko- 
mórkowej przez metaloproteinazy jest procesem umożli­
wiającym migrację komórek śródbłonka. VEGF indukując 
wzrost poziomu tych enzymów zaangażowany jest już 
w początkowe etapy tego procesu [43].

Głównym przekaźnikiem sygnału wiodącego do stymu­
lacji migracji komórek jest kinaza FAK (ang. focal adhesión 
kinase), która jak już wspomniano, zaangażowana jest także 
w szlak sygnałowy prowadzący do zwiększenia przeży- 
walności komórek. VEGF indukuje fosforylację tyrozynową 
FAK oraz paksyliny kierując tym samym białka do nowych 
ognisk adhezyjnych, co zostało zbadane w komórkach HU- 
VEC [8], VEGF aktywuje kinazę FAK bezpośrednio poprzez 
fosforylację reszt Tyr-397 i Tyr-861, która w przypadku Tyr- 
-861 może następować pośrednio również poprzez kinazę 
Src. Zahamowanie działania kinazy Src zmniejsza migrację 
komórek indukowaną przez VEGF. Stwierdzono, że fosfo­
rylacja kinazy FAK jest ułatwiana przez białko Hsp90, a za­
stosowanie inhibitora białka szoku termicznego zatrzymy­
wało migrację [59],

Obserwacje zahamowania migracji stymulowanej VEGF 
pod wpływem inhibitora kinazy p38 (SB203580), sugerują 
udział tej kinazy należącej do rodziny kinaz MAP w tym 
procesie [59]. Ostatnie doniesienia wskazują, że zarówno 
szlak prowadzący przez białko p38, jak również kinazę FAK 
indukowany jest poprzez VEGFR2, którego pełna fosforyla­
cja i zdolność do aktywacji powyższych szlaków jest zależ­
na od jego interakcji z integryną a vP3 [60],

Kolejna droga prowadząca od VEGF do migracji wiedzie 
prawdopodobnie przez oddziaływanie szlaku kinazy FAK 
z NO, który stymuluje ruch komórki bez obecności che- 
moatraktanta. NO reguluje stabilność ognisk adhezyjnych 
i fosforylację kinazy FAK, a fosforylacja syntazy tlenku azo­
tu (eNOS -  ang. endothelial nitric oxide synthase) jest koniecz­
na do indukcji migracji przez VEGF [61].

Oprócz wymienionych już szlaków VEGFR2 pośredni­
czy również w aktywacji białek z rodziny Rho i chociaż me­
chanizm tego działania jest nieznany, to wiadomo, że jest 
on niezależny od jonów wapnia i kinazy PI3K, a białka te 
odgrywają istotną rolę w regulacji migracji komórek śród­
błonka, w której pośredniczą także białka adaptorowe Nck 
i Crk [62].

WZROST PRZEPUSZCZALNOŚCI NACZYŃ KRWIONO­
ŚNYCH

VEGF był zdefiniowany początkowo jako czynnik zwięk­
szający przepuszczalność naczyń, jednak do dziś ścieżki sy­
gnałowe uczestniczące w tym procesie zostały słabo pozna­
ne. Stwierdzono na przykład, że w regulacji przepuszczal­
ności naczyń uczestniczą białka z rodziny Src; brak genu 
kodującego pp60c'Src hamuje odpowiedź komórek na VEGF 
[63]. Udział w tym procesie tlenku azotu i prostacyklin zo­
stał potwierdzony obserwacjami spadku przepuszczalności
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naczyń wywołanym działaniem inhibitorów zarówno syn- 
tazy tlenku azotu (eNOS), jak i cyklooksygenazy (COX) [1].

Fosforylacja białek odpowiedzialnych za adhezję mię­
dzykomórkową indukowaną VEGF, która prowadzi do 
zniszczenia połączeń między komórkami, może być jednym 
z mechanizmów wywołujących wzrost przepuszczalności 
naczyń [!]•

PATOLOGICZNA ANGIOGENEZA

Podwyższony poziom VEGF obserwowany jest w więk­
szości tkanek nowotworowych [2], VEGF uważany jest za 
aktywator angiogenezy nowotworowej. Zwiększona eks­
presja genu VEGF jest ściśle związana ze złym rokowaniem 
i zwiększoną częstością występowania przerzutów u pa­
cjentów z nowotworami. U pacjentów z rakiem przewodu 
pokarmowego lub sutka obserwuje się pozytywną korelację 
między ekspresją VEGF a gęstością naczyń krwionośnych 
w bezpośrednim otoczeniu guza nowotworowego. Wysoka 
ekspresja mRNA dla VEGF w nowotworach oraz wysoki 
poziom VEGF w innych jednostkach chorobowych związa­
nych z patologiczną angiogenezą potwierdzają hipotezę, że 
VEGF jest kluczowym mediatorem tego procesu. Zwiększo­
ną ekspresję mRNA dla VEGF obserwuje się bezpośrednio 
w komórkach nowotworowych, podczas gdy w komórkach 
śródbłonka sąsiadujących z nowotworem zwiększeniu 
ulega poziom mRNA dla receptorów VEGFR1 i VEGFR2. 
Wskazuje to na parakrynny mechanizm działania VEGF. 
Duże zainteresowanie budzi ostatnio możliwy udział VEGF 
w tworzeniu się i rozwoju blaszki miażdżycowej. Okazuje 
się, że substancja, która według wielu badaczy miała być 
panaceum na miażdżycę i jej konsekwencje, może tę choro­
bę pogłębiać. Badania przeprowadzone na myszach i króli­
kach wykazały, że VEGF zwiększa rozmiary i przyspiesza 
tworzenie blaszek miażdżycowych. Celletti i in. stwierdzili, 
że po wstrzyknięciu VEGF, do krwi przedostaje się bardzo 
wiele komórek macierzystych śródbłonka. Takich komó­
rek było również znacznie więcej w blaszkach miażdżyco­
wych myszy traktowanych VEGF, niż u zwierząt, którym 
podano obojętne białko [64,65], Wiele wskazuje na to, że 
tworzenie unaczynienia może przyspieszać rozwój miaż­
dżycy. Neowaskularyzacja w blaszce miażdżycowej pod 
wpływem podwyższonego, w odpowiedzi na hipoksję, po­
ziomu VEGF może prowadzić do niestabilności i pęknięcia 
tej blaszki [27,66]. Dotychczasowej wiedzy na temat pozy­
tywnej roli egzogennie użytego VEGF w regeneracji tkanek 
towarzyszyły kontrowersyjne doniesienia o wpływie VEGF 
na tworzenie patologicznej blaszki wewnętrznej naczynia 
(neointimy). W świetle najnowszych badań bardzo ważną 
rolę zarówno w procesie regeneracji uszkodzonej tkanki, jak 
i tworzenia neointimy odgrywa endogenny VEGF [67], Za­
równo jego nadekspresja, jak i rozmieszczenie w komórce 
endogennej formy prowadzą do zaburzenia czasu trwania 
odnowy uszkodzonego śródbłonka. Opóźnienie procesu 
regeneracji śródbłonka może inicjować kaskadę złożonych 
molekularnych i komórkowych oddziaływań, mogących 
prowadzić do zmiany wielkości tworzącej się neointimy. 
Może ono być również odpowiedzialne za różnice w loka­
lizacji komórek progenitorowych. Różny czas ekspozycji 
uszkodzonej tkanki na krążące czynniki wzrostu i tlenek 
azotu może mieć wpływ na wielkość neointimy. Wyjaśnie­

nie mechanizmu tego bardzo złożonego procesu regulacyj­
nego z udziałem VEGF wymaga jeszcze dodatkowych ba­
dań.

PODSUMOWANIE

Pomimo różnorodności czynników mających prawdopo­
dobnie wpływ na proces angiogenezy, VEGF odgrywa klu­
czową, niezastąpioną rolę w wielu stanach fizjologicznych 
i patologicznych związanych z tym procesem. Zastosowa­
nie przeciwciał anty-VEGF lub inhibitorów sygnału przeka­
zywanego przez receptory, a także oligonukleotydów anty- 
sensowych blokujących działanie VEGF może mieć znacze­
nie w leczeniu wielu nowotworów i innych chorób, również 
jako terapia wspomagająca. Biorąc pod uwagę kluczową rolę 
systemu VEGF -  receptory VEGF w rozwoju układu naczyń 
krwionośnych i homeostazie komórek śródbłonka naczyń, 
poznanie właściwości sygnałowych receptorów VEGFR1 
i VEGFR2 może określić drogi prowadzące do regulacji 
podstawowych funkcji biologicznych komórek śródbłon­
ka takich jak: różnicowanie, morfogeneza i angiogeneza. 
Oprócz głównych terapeutycznych wysiłków badawczych 
dotyczących zahamowania stymulacyjnego działania VEGF 
na proces angiogenezy, bardzo obiecującą możliwością jest 
zastosowanie rekombinowanego VEGF lub terapii genowej 
w przypadkach uszkodzenia lub upośledzonego rozwo­
ju śródbłonka. Metody analizy proteomicznej stosowane 
ostatnio do identyfikacji białek, które ulegają modyfikacji 
pod wpływem aktywacji komórek śródbłonka czynnikiem 
VEGF, pozwalają lepiej poznać mechanizmy jego działania 
prowadzące do regulacji angiogenezy [68,69], Wiedza na 
temat tych oddziaływań może znaleźć zastosowanie w le­
czeniu wielu chorób, u podłoża których leży zaburzenie 
procesu angiogenezy.
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ABSTRACT

Vascular endothelial cell growth factor (VEGF), oryginally described as a vascular permeability factor, is currently known as one of the main 
factors which regulate angiogenesis. It plays an important role in the regulation of normal as well as pathological angiogenesis. In this paper 
we try to shortly review the actual knowledge on VEGF protein family, its expression, VEGF receptors and role of VEGF in signal transduction. 
The aim of this review is also to summarize recent achievements in research on biological functions of vascular endothelial growth factor and 
their clinical applications.
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Słowa kluczowe: wirus zapalenia wątro­
by typu C, białko niestrukturalne 5A, białko 
otoczki E2, rejony wiążące kinazę białkową R, 
oporność na interferon alfa

W ykaz skrótów: C -  białko rdzenia (ang. core); 
E l i E2 -  białka otoczki 1 i 2 (ang. envelope); elF
-  inicjacyjne czynniki translacyjne Eukarion- 
tów (ang. eukaryotic initiation factors); HCV - 
wirus zapalenia wątroby typu C (ang. hepatitis 
C virus); IFN -  interferon; ISDR - rejon deter­
minujący wrażliwość na interferon; (ang. IFN  
sensitivity-determining region); ISGF3 - czynnik 
trzeci genów stymulowanych przez interferon 
(ang. IFN-stimulated gene factor 3); ISRE - region 
odpowiedzi stymulowanej przez interferon 
(ang. interferon-stimulated response element); NS2 
do NS5 -  białka niestrukturalne (ang. nonstruc- 
tural proteins NS2 to NS5); PePHD -  domena 
homologiczna do miejsc autofosforylacji PKR 
i fosforylacji eIF2a (ang. PKR-eIF2a phosphory­
lation homology domain); PKR - kinaza białkowa 
R (ang. protein kinase R), STA T- transduktory 
sygnału i aktywatory transkrypcji (ang. signal 
transducers and activators o f  transcription); UTR
-  rejon, który nie ulega translacji (ang. untran­
slated region).

STRESZCZENIE

Celem pracy jest opisanie roli białek wirusa zapalenia wątroby typu C (białka niestruk- 
turalnego NS5A oraz białka otoczki E2) w oporności na interferon alfa. Białka te za­

wierają domeny wiążące kinazę białkową R, indukowaną przez interferon alfa. Związanie 
kinazy z tymi białkami prowadzi do zahamowania jej aktywności, a tym samym zahamo­
wania fosforylacji czynnika inicjacji translacji eIF2. Jak wskazują badania, zahamowaniu 
ulega również fosforylacja czynnika eIF4E. W  rezultacie, w zakażonej komórce w obecności 
aktywnego czynnika eIF2, może odbywać się synteza białek wirusa przy równocześnie obni­
żonej, zależnej, między innymi, od czynnika eIF4E, syntezy białek gospodarza. Wydaje się, 
że proces ten stanowi jeden z molekularnych mechanizmów odpowiedzialnych za oporność 
wirusa zapalenia wątroby typu C na interferon alfa, na jego utrzymywanie się w zakażonej 
komórce i wynikające stąd trudności w leczeniu zakażonych osób.

WPROWADZENIE

Wirus zapalenia wątroby typu C (ang. hepatitis C virus, HCV) jest głównym 
czynnikiem powodującym przewlekłe zapalenie wątroby u człowieka, pro­
wadzące do marskości, a także w wielu przypadkach będące wskazaniem do 
przeszczepu tego narządu. Genom wirusa stanowi nić RNA(+) o długości ok. 
9500 nukleotydów, zawierająca jedną otwartą ramkę odczytu [1-3], Pierwotny 
produkt translacji, długości ok. 3000 aminokwasów, jest hydrolizowany przez 
proteazy komórki gospodarza i wirusowe, do dojrzałych białek strukturalnych: 
rdzenia (ang. core, C), glikoprotein otoczki El i E2 (ang. envelope), a także białek 
niestrukturalnych NS2 do NS5 (ang. nonstructural proteins NS2 to NS5) [1-3],

Genom HCV charakteryzuje się wysokim stopniem zmienności. Zmienność 
międzyosobnicza, a także dystrybucja geograficzna, doprowadziła do wyróżnie­
nia co najmniej sześciu głównych genotypów, natomiast zmienność wewnątrzo- 
sobnicza związana jest z powstaniem tzw. cjuasispecies, czyli genetycznych, ściśle 
spokrewnionych ze sobą, ale rozróżnialnych wariantów wirusa w organizmie 
gospodarza [4],

Obecnie leczenie zakażenia HCV polega na podawaniu interferonu alfa 
(IFN-a), często w połączeniu z rybawiryną [5, 6J. Zastosowanie zmodyfikowa­
nego interferonu, połączonego z polietylenoglikolem, tzw. PEG-interferon-a, 
pozwoliło zwiększyć odsetek osób wyleczonych z ok. 20 % do ok. 46 % [6], jed­
nakże nadal nie wiadomo dlaczego wielu chorych nie odpowiada na terapię. 
Wydaje się, że wielkość wiremii czy genotyp wirusa odgrywają w tym procesie 
dużą rolę [7], W trakcie terapii wirus również przeciwdziała efektom wywoła­
nym przez podanie interferonu, wytwarzając mechanizmy molekularne pozwa­
lające na przetrwanie w komórce.

Celem pracy jest przedstawienie stanu wiedzy o oporności HCV na interfe­
ron alfa, a przede wszystkim opisanie roli białek wirusa, NS5A i E2, jak również 
białka rdzenia C, w kontekście neutralizacji, a przynajmniej osłabienia działania 
tej cytokiny. Ekspresja tych białek, jak się wydaje, nie tylko stanowi niezbędny 
fragment prawidłowego cyklu rozwojowego wirusa, lecz także przyczynia się 
do utrzymywania się wirusa w zakażonym organizmie oraz jest odpowiedzial­
na za oporność na leczenie interferonem.

WPŁYW BIAŁEK HCV NA ŚCIEŻKĘ SYGNAŁOWĄ JAK-STAT

W odpowiedzi na zakażenie wirusem komórki produkują i wydzielają do 
osocza interferony. Są to cytokiny, które po dotarciu do innych zakażonych ko­
mórek indukują w nich powstanie aktywnej odpowiedzi przedwwirusowej. Po 
zadziałaniu interferonu-a, przekazywanie sygnału do wnętrza komórki odby-
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wa się za pośrednictwem receptora, który aktywuje zwią­
zane z nim cytosolowe kinazy tyrozynowe, Jaki i Tyk2, 
należące do rodziny JAK [8]. Kinazy te fosforylują białka 
ST ATI i STAT2, tworzące następnie heterodimer łączący się 
dodatkowo z białkiem p48, w wyniku czego powstaje ak­
tywny czynnik transkrypcyjny zwany czynnikiem trzecim 
genów stymulowanych przez interferon (ISGF3) [9, 10]. Po 
wejściu do jądra ISGF3 wiąże się ze swoistą sekwencją zwa­
ną regionem odpowiedzi stymulowanej przez interferon 
(ISRE), obecnym w miejscach promotorowych genów akty­
wowanych przez interferon. Wśród nich wymienić można 
geny: syntetazy 2',5' oligoizoadeninowej RNazy L, kinazy 
białkowej R, białka przeciwwirusowego Mx [11, 12]. Na 
podstawie eksperymentów z użyciem linii komórkowych, 
które transfekowano plazmidem zawierającym całkowity 
genom HCV dowiedziono, że po dodaniu interferonu-a do 
hodowli, w obecności białek wirusowych w komórce nastę­
puje zahamowanie indukcji ścieżki sygnałowej Jak-STAT
[13]. Wyniki pozwoliły ustalić, że działanie hamujące białek 
HCV polegało na zniesieniu ekspresji ISGF3 (Rys. 1). O tym, 
że zjawisko to jest swoiste, świadczy obserwacja, że jedno­
cześnie białka HCV nie hamowały przekazywania sygna­
łu za pomocą ścieżki sygnałowej indukowanej czynnikiem 
martwicy nowotworu a (TNF-a) i prowadzącej do aktywa­
cji czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. nuclear factor of 
kappa chain B cells) [13]. Chociaż wtedy nie ustalono, które 
z białek HCV i w jaki sposób, bezpośrednio lub za pośred­
nictwem białka czy białek komórkowych, wpływa na zaha­
mowanie transdukcji sygnału za pomocą ścieżki sygnałowej 
Jak-STAT, indukowanej interferonem-a, wyniki nowszych 
badań wskazują na rolę białek rdzenia C i NS5A w tym pro­
cesie [14]. W badaniach tych, z użyciem linii komórkowych, 
w których ekspresji ulegały różne białka HCV, wykazano, że
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------------------------------------------ R -------------------------------------------------

Cytoplazma Jaki Tyk2 ▼

Jądro

ISRE

R ysunek 1. Uproszczony schem at działania interferonu alfa na kom órkę i zabu­
rzenie przekazyw ania sygnału przez białka wirusa H CV. Interferon alfa (poka­
zany jako IFN), po związaniu się z receptorem  (R) pow oduje uaktyw nienie kinaz 
tyrozynow ych Ja k i i Tyk2, które spośród różnych białek fosforylują m.in. białka 
STAT1 i STAT2, tworzące następnie heterodim er. Po dołączeniu białka p48 po­
wstaje aktywny czynnik trzeci genów stym ulow anych przez interferon (ISGF3). 
Po wniknięciu do jądra aktywuje on transkrypcję genów poprzez interakcję z re­
gionem  odpow iedzi stym ulow anej przez interferon (ISRE), obecnym  w miejscach 
prom otorow ych genów indukowanych przez interferon. W  kom órce zakażonej 
HCV zachodzi zniesienie ekspresji czynnika ISGF3 oraz jego transportu do jądra, 
jak się wydaje za pośrednictwem  białek w irusow ych rdzenia C i NS5A [14], jed­
nakże nie jest znany dokładny m echanizm  tego procesu.
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R ysunek 2. W pływ interferonu na zaham ow anie translacji. Czynnik inicjacji 
translacji eIF2, z dołączonym  GTP, wprowadza metionylo-tRN A inicjatorowy 
do podjednostki 40S rybosomu. Kiedy podjednostka ta, jako kom pleks preini- 
cju jący 43S, odnajdzie na m RNA właściwy kodon start, dochodzi do hydrolizy 
G TP, um ożliwiającej oddysocjow anie eIF2 od kompleksu. Do następnej rundy 
translacji eIF2 musi w ym ienić G DP na G TP, z pom ocą czynnika eIF2B [45]. Pod 
wpływ em  interferonu alfa (IFN) następuje w zm ożona ekspresja kinazy białkow ej 
R (PKR), która fosforyluje podjednostkę alfa czynnika eIF2 (+). U fosforylow any 
eIF2 wykazuje bardzo w ysokie powinowactw o do eIF2B, co zapobiega dysocjacji 
czynników od siebie, a wym iana G DP na GTP, potrzebna do następnej rundy 
translacji, jest zaham owana [45]. W ten sposób, jednym  z efektów działania inter­
feronu jest ograniczenie ogólnej produkcji białka w zakażonej komórce..

białko rdzenia C i NS5A hamowały indukowaną za pomo­
cą interferonu-a jądrową akumulację STAT1, a akumulację 
STAT2 częściowo blokowało białko C (Rys. 1). Dodatkowo, 
o tym, że nie było to ogólne osłabienie systemu transportu 
jądrowego, świadczy brak wpływu tych białek na jądrowy 
import czynnika transkrypcyjnego NF-kB, wy indu kowany 
czynnikiem martwicy nowotworu a (TNF-a) [14].

Jednocześnie doniesiono, że po stymulacji interferonem 
gamma (IFN-y) komórek, które produkowały białko rdzenia 
C HCV, następowało zwiększenie fosforylacji kinaz tyrozy­
nowych Jakl/2 i poziomu transkrypcji za pośrednictwem 
STATI i STAT2 [15]. O tym, że białko C różnie reguluje daną 
ścieżkę sygnałową w odpowiedzi na poszczególne cytoki- 
ny, świadczy już opisany wyżej przykład z interferonem-a
[14], jak i stymulacja nie interferonem-y, a interleukiną 6, 
po której białko C hamowało fosforylację kinaz Jaki /2 oraz 
transkrypcję za pośrednictwem STAT3 [15]. Z kolei donie­
sienie Sarcar i wsp. [16] sugeruje, że białko wirusowe NS5A 
aktywuje STAT3 poprzez kooperację (w formie kompleksu) 
z kinazą Jaki. Po dotarciu do jądra, ufosforylowany STAT3 
wpływa na transkrypcję genów białek regulujących wzrost 
komórki, Bcl-xL i p21, co może mieć związek z ogólnymi 
efektami wywołanymi zakażeniem HCV [16].

ROLA BIAŁKA NS5A W OPORNOŚCI NA INTERFERON

NS5A jest fosfoproteiną o masie od 56 do 58 kD (w zależ­
ności od stopnia fosforylacji), występującą w cytoplazmie, 
w sąsiedztwie błony jądrowej lub siateczki śródplazma- 
tycznej i aparatu Golgiego, i odgrywającą rolę w niektórych 
etapach replikacji RNA wirusa [17-19], Według nowszych 
doniesień NS5A stanowi integralne białko błonowe, zako­
twiczone w błonie za pomocą domeny N-końcowej o struk-
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turze amfipatycznej helisy alfa [19, 20]. Gao i wsp. [21] za­
proponowali model tworzenia się kompleksu replikacyj- 
nego HCV, w którym białko NS5A łączy się z tzw. tratwą 
lipidową, czyli nierozpuszczalną w detergentach, bogatą 
w cholesterol i sfingolipidy mikrodomeną błon komórko­
wych, jako prekursor NS4A-NS4B-NS5A. Połączenie zacho­
dzi dzięki właściwościom kotwiczącym NS4B. Następnie 
z NS4A wiąże się NS3, po czym do całego kompleksu przy­
łącza się NS5B. To połączenie umożliwia białko komórkowe 
o masie cząsteczkowej 33 kDa, hVAP33 (ang. human vesicle 
associated protein), które jedną domeną wiąże się z NS5B, 
a drugą z NS5A [21]. Ponadto wskazano na asocjację NS5A 
z kroplami lipidowymi oraz apolipoproteiną A l (apoAl), co 
sugeruje, że NS5A, razem z białkiem C wirusa, może zabu­
rzać prawidłowy metabolizm lipidów, przyczyniając się do 
stłuszczenia wątroby, obserwowanego w zakażeniu HCV
[22], Białko to powstaje jako prekursor NS5, hydrolizowany 
przez proteazę serynową NS3 do NS5A i NS5B [1-3]. W czę­
ści 3' genu kodującego NS5A wykryto sekwencję, którą 
określono jako rejon determinujący wrażliwość na interfe­
ron, w skrócie ISDR (ang. 1FN sensitivity-determining region)
[23]. Początkowe zainteresowanie białkiem NS5A wzrosło 
w wyniku doniesień z Japonii, sugerujących, że ilość muta­
cji w obrębie ISDR, wpływających na zamiany reszt amino- 
kwasowych, korelowała z wrażliwością na leczenie inter­
feronem [23, 34], Jednakże inne badania, przeprowadzone 
w Europie i Stanach Zjednoczonych, nie potwierdziły tych 
informacji [25-27], Natomiast stwierdzono, że NS5A wią­
że się z indukowaną przez interferon-a kinazą białkową 
R (ang. protein kinase R, PKR), hamując jej aktywność, po­
legającą na unieczynnieniu czynnika inicjacji translacji eIF2 
poprzez fosforylację jego podjednostki alfa (eIF2a) (Rys. 2) 
[28,29], W ten sposób białko NS5A przeciwdziała antywiru­
sowym właściwościom interferonu-a, polegającym m.in. na 
ograniczeniu produkcji wszystkich białek w zakażonej ko­
mórce. Domena NS5A, wiążąca kinazę białkową R, zawiera 
odcinek o długości 66 aminokwasów, z których pierwsze 40 
tworzy wcześniej opisany ISDR (reszty 237-276), a następ­
ne 26 aminokwasów (277-302) znajduje się bezpośrednio 
za ISDR, w kierunku końca karboksylowego białka (Rys. 3) 
[30]. U chorych przed leczeniem interferonem, badania se­
kwencji domeny wiążącej kinazę białkową R nie wykazały

5’ UTR
E1 E2 NS2 NS3 NS4 NS5A NS5B

3’ UTR

znaczących różnic w zmienności regionu ISDR, zarówno 
u pacjentów, którzy zostali wyleczeni, jak i u tych, którzy 
nie wyzdrowieli [27], Zaobserwowano jednak zmiany w se­
kwencji domeny wiążącej kinazę białkową R, w obrębie 26 
aminokwasów znajdujących się poza ISDR. U chorych, któ­
rzy odpowiadali na terapię interferonem, zmiany te, w po­
staci liczby mutacji, były większe, niż u pacjentów niewraż­
liwych na lek [27], Wydaje się, że większa zmienność tego 
rejonu powoduje, że wiązanie kinazy białkowej R przez 
NS5A jest słabsze, a zatem taki NS5A słabiej przeciwdziała 
aktywności interferonu alfa. Dotyczy to zarówno chorych 
zakażonych wirusem o genotypie la, jak i lb  [27].

Jak wykazały badania He Y i wsp. [29], białko NS5A, po­
przez wiązanie kinazy białkowej R, hamuje nie tylko fos­
forylację eIF2a, ale także czynnika inicjacji translacji eIF4E, 
wpływając na ścieżkę sygnałową PKR-p38-Mnkl-eIF4E, 
w której p38 jest kinazą białkową aktywowaną przez mi- 
togen (ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK), biorącą 
udział w przekazywaniu sygnałów odpowiedzi na stres 
i aktywującą m.in. kinazę Mnkl (ang. MAPK-interacting 
protein kinase 1), która z kolei fosfory luje czynnik eIF4E. Po­
twierdzeniem tego jest obserwacja, że bezpośrednie zablo­
kowanie tej ścieżki sygnałowej, poprzez podanie inhibitora 
p38 komórkom, w których następuje produkcja HCV, i któ­
re rosną w obecności interferonu-a, powodowało zreduko­
wanie przeciwwirusowego efektu interferonu-a na wirusa 
[31]. W ten sposób HCV hamowałby translację białek, za­
leżną od czapeczki (ang. cap-dependent translation), w której 
uczestniczy eIF4E, ale przy dostatecznej podaży eIF2 (w po­
staci defosforylowanej), nadal trwałaby translacja RNA 
wirusowego, gdyż zachodzi ona w sposób niezależny od 
czapeczki, poprzez wewnętrzne miejsce wiązania z ryboso- 
mem, tzw. strukturę IRES (ang. internal ribosome entry site), 
znajdującą się w rejonie 5'-UTR wirusa (Rys. 4) [32].

Zakażenie HCV

Ekspresja E2, NS5A

IFN PKR PKR:E2
PKR:NS5A\

\ elF2

Domena PePHD

ISDR

Domena NS5A, wiążąca PKR

Rysunek 3. D omeny wirusa HCV, w iążące kinazę białkow ą R. Dwa białka wirusa 
HCV, N S5A oraz E2 pochodzące z HCV o genotypie 1, mogą potencjalnie w ią­
zać i inaktyw ow ać kinazę białkow ą R (PKR), indukowaną przez interferon alfa. 
Uczestniczą w tym  domeny wiążące kinazę białkow ą R. W  białku NS5A domena 
ta zawiera 66 am inokwasów i obejm uje reszty 237-302, a jej częścią (reszty amino- 
kwasowe 237-276) jest tzw. rejon determ inujący w rażliw ość na interferon (ISDR). 
W białku otoczki E2 domeną tą jest tzw. PePHD, odcinek o długości 12 am ino­
kwasów (reszty 276-287), w ykazujący podobieństwo do miejsca autofosforylacji 
kinazy białkow ej R oraz miejsca fosforylacji czynnika inicjacji translacji eIF2.

elF4E
Rysunek 4. Zaham ow anie aktyw ności kinazy białkow ej R przez białka wirusa 
HCV. W  zakażonej kom órce białka wirusa, NS5A i E2, poprzez sw oje domeny 
wiążące kinazę białkow ą R (PKR), mogą ham ować jej aktywność. W  ten sposób 
w irus przeciw staw ia się efektom  w yw ołanym  przez interferon alfa (IFN): nastę­
puje zaham ow anie fosforylacji czynnika inicjacji translacji eIF2, przez co ogólna 
produkcja białek, w tym w irusow ych, nie ulega obniżeniu. Inny m echanizm  za­
kłada, że kinaza białkow a R uczestniczy w fosforylacji czynnika inicjacji translacji 
eIF4E, wchodzącego w skład kom pleksu w iążącego się z czapeczką na 5'-końcu 
mRNA [45]. Ograniczenie fosforylacji tego czynnika przez białka HCV zw iązane 
z kinazą białkow ą R prowadzi do zm niejszenia jego aktyw ności, a tym samym 
translacji zależnej od czapeczki. W ten sposób produkcja białek kom órki uległaby 
obniżeniu, w przeciw ieństw ie do białek HCV, których translacja nie jest zależna 
od czapeczki i odbyw a się poprzez strukturę IRES -  w ew nętrzne m iejsce w iąza­
nia z rybosom em  (ang. internal ribosome entry site).
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Doniesiono ostatnio, że NS5A może wiązać syntetazę 
2',5' oligoizoadeninową, kolejne, oprócz kinazy białkowej 
R, kluczowe białko antywirusowe [33], Wiązanie wydaje się 
zachodzić w sposób niezależny od ISDR czy też całego re­
gionu wiążącego białkową kinazę R, gdyż skrócone białko 
NS5A, pozbawione tego regionu, równie silnie wiązało syn­
tetazę 2',5' oligoizoadeninową, co NS5A o pełnej długości
[33], Zamiana jednego aminokwasu w N-końcowej części 
skróconej wersji NS5A spowodowała znaczne osłabienie 
wiązania syntetazy 2',5' oligoizoadeninowej, wskazując tym 
bardziej na rolę innej domeny niż wiążącej kinazę białkową 
R w tym oddziaływaniu [33], Zatem, przeciwdziałanie an­
tywirusowej aktywności interferonu-a przez białko NS5A 
może, jak się wydaje, nie tylko polegać na hamowaniu trans­
krypcji genów zależnych od interferonu-a, takich jak geny 
kinazy białkowej R czy syntetazy 2',5' oligoizoadeninowej, 
ale na blokowaniu aktywności produktów tych genów.

Wskazano też na rolę NS5A w aktywacji transkrypcyjnej 
promotora interleukiny 8 (IL-8), której wysoki poziom w su­
rowicy osób zakażonych częściowo znosi efekt przeciwwi- 
rusowy, indukowany interferonem alfa [34, 35], Postulowa­
ny jest tutaj inny mechanizm niż poprzez wiązanie kinazy 
białkowej R. Być może białko NS5A podlega transportowi 
do jądra gdzie ulega interakcji z czynnikami transkrypcyj- 
nymi, aktywując ekspresję genu IL-8, ale nie wiadomo, czy 
następuje to bezpośrednio, czy za pomocą mechanizmu 
pośredniego [34], Dokładnie nie wiadomo też, jak IL-8, cy- 
tokina indukująca odpowiedź przeciwzapalną w zakaże­
niach wirusowych i bakteryjnych, w postaci zwiększonej 
chemotaksji i degranulacji neutrofili, limfocytów T i bazo- 
fili, działa przeciwstawnie do interferonu. Ponieważ IL-8 
jest produkowana przez wiele komórek, m.in. przez hepa- 
tocyty, wydaje się, że w przebiegu zakażenia HCV, zwięk­
szone jej stężenie, wyindukowane dodatkowo obecnością 
białka NS5A, powoduje napływ i infiltrację wątroby przez 
limfocyty, przyczyniając się do zaostrzenia objawów zaka­
żenia, a także rozprzestrzeniania się wirusa poza wątrobę
[34], Szkodliwy efekt podniesionego stężenia tej cytokiny 
potwierdzili Mihm U i wsp. [36], którzy wykazali, że u pa­
cjentów zakażonych przewlekle HCV o genotypie 1, niższe 
stężenie IL-8 w surowicy przed leczeniem wiąże się z lepszą 
odpowiedzią na interferon, niż u pacjentów z wyższym stę­
żeniem IL-8 przed leczeniem.

WPŁYW HAMUJĄCY BIAŁKA OTOCZKI E2

Białko strukturalne E2 jest glikoproteiną otoczki wirusa 
HCV, biorącą udział w wiązaniu z receptorem CD81 i in­
ternalizacją wirusa [37, 38]. Powierzchniowa lokalizacja 
powoduje, że w trakcie zakażenia może nastąpić indukcja 
i wytwarzanie przeciwciał neutralizujących skierowanych 
przeciwko temu białku [39], Jednakże wysoka zmienność 
E2, zwłaszcza w tzw. rejonach hiperzmiennych 1 i 2 (ang. 
hyperuariable regions 1 and 2, HVR1 and HVR2), wynikająca 
z braku funkcji naprawczej polimerazy wirusowej, powo­
duje, że z czasem odpowiedź w postaci przeciwciał staje 
się nieefektywna [40], Stanowi to jeden z powodów małej 
skuteczności układu immunologicznego, przez co wirus 
utrzymuje się w organizmie [41]. Ponadto doniesiono, że 
białko E2 wywodzące się z HCV o genotypie 1 może odpo­

wiadać za oporność wirusa na interferon-a, gdyż, podob­
nie jak NS5A, wykazuje zdolność hamowania aktywności 
kinazy białkowej R indukowanej interferonem (Rys. 4) [42], 
Jak się wydaje, nie dotyczy to jednak białek E2 wywodzą­
cych się z wirusów o innym genotypie. W sekwencji białka 
E2 zidentyfikowano 12-aminokwasowy, konserwatywny 
odcinek łączący się z kinazą białkową R, tzw. PePHD (ang. 
PKR-eIF2a phosphorylation homology domain) (Rys. 3) [42]. 
Wykazuje on podobieństwo do miejsca autofosforylacji ki­
nazy białkowej R oraz miejsca fosforylacji czynnika eIF2a 
i właśnie stopień tego podobieństwa decyduje o tym, że 
białko E2 wywodzące się z genotypu 1 HCV, w odróżnieniu 
od białek E2 pochodzących z innych genotypów, wykazuje 
największą zdolność wiązania kinazy białkowej R [42], Być 
może tym wytłumaczyć można największą oporność wiru­
sów HCV o genotypie 1 na terapię interferonem, w porów­
naniu z wirusami o innym genotypie. Natomiast, jak wska­
zano, u chorych zakażonych HCV o tym samym genotypie 
i poddanych leczeniu interferonem, sekwencje odcinków 
PePHD mogą być identyczne zarówno u tych, którzy zosta­
li wyleczeni, jak i u tych, którzy nie zostali wyleczeni [43]. 
Podobnie zauważył Yang SS i wsp. [44], badając trzydzie­
stu pacjentów zakażonych HCV o genotypie lb , z których 
dziewięciu wyzdrowiało po terapii interferonem-a i ryba- 
wiryną, i stwierdzając, że heterogenność odcinka PePHD 
nie może służyć do przewidzenia możliwego wyniku tera­
pii, gdyż nie było znaczących różnic w sekwencji PePHD 
w obydwu grupach, tj. u osób wyleczonych, jak i niewyle­
czonych. Potwierdza się jednak fakt, że w obrębie genotypu 
1, gdzie występuje największa zgodność odcinka PePHD 
z odpowiednim miejscem kinazy białkowej R i eIF2a, mniej 
osób zostało wyleczonych (dwie na osiem osób poddanych 
terapii wg [43]; dziewięć na trzydzieści wg [44]), w porów­
naniu z genotypem 3, gdzie na siedem leczonych osób, pięć 
wyzdrowiało [43]. Zatem, można wyciągnąć dwa wnioski:
(i) sekwencja PePHD pochodząca z HCV o genotypie 1, jest 
związana z większą opornością na leczenie interferonem;
(ii) chociaż PePHD uczestniczy w oporności na interferon, 
fakt, że w obrębie tego samego genotypu ci pacjenci, którzy 
w wyniku terapii wyzdrowieli, jak i ci, którzy nie wyzdro­
wieli, mogą mieć identyczne sekwencje PePHD, wskazuje, 
że za ogólną oporność na interferon odpowiadają również 
inne mechanizmy, m.in. opisany powyżej wpływ białka 
NS5A.

PODSUMOWANIE

Wirus zapalenia wątroby typu C stanowi ważny pro­
blem epidemiologiczny. Dotychczas, inaczej niż w przy­
padku wirusa zapalenia wątroby typu B, nie opracowano 
jeszcze skutecznej szczepionki. Leczenie zakażonych osób 
polega na podawaniu interferonu alfa, często w połączeniu 
z rybawiryną. Jednakże skuteczność terapii ocenia się na 
ok. 46 %; nadal zbyt mało, jak na wysokie jej koszty. U pod­
staw tego, jak się wydaje, leży nie tylko stan pacjenta, ale 
przede wszystkim wysoka zmienność wirusa, pozwalają­
ca na utrzymywanie się w organizmie mimo aktywności 
układu immunologicznego, jak i mechanizmy, które wirus 
wykształcił, aby przeciwstawić się działaniu interferonu. 
Istotna rola białek NS5A i E2 w tym procesie pozwala zro­
zumieć niską wydajność leczenia za pomocą interferonu, ale 
równocześnie wzmaga nadzieję na opracowanie bardziej
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skutecznej terapii. Mimo to, niewykluczone, że wkrótce 
zostaną odkryte jakieś inne, nieznane dotychczas sposoby 
obrony HCV przed efektami podania interferonu, dlatego 
duże znaczenie mają prowadzone równolegle badania nad 
uzyskaniem skutecznej szczepionki przeciwwirusowej.
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ABSTRACT

The aim of this review is to describe the role of hepatitis C proteins, non-structural protein 5A and envelope protein E2, in resistance to in­
terferon alpha. These proteins contain interferon induced-protein kinase R binding domains. The binding renders the kinase inactive; therefore  
the phosphorylation of translation factor eIF2 is inhibited. The studies indicate that phosphorylation of eIF4E is also inhibited. As a result, with 
the sufficient pool of active eIF2 in infected cell, synthesis of viral proteins proceeds while cap- and cap binding factors-, among them eIF4E, 
-dependent synthesis of host proteins is diminished. It seems this process is one of the molecular mechanisms responsible for the resistance of 
hepatitis C virus to interferon, persistence in infected cell and the resultant difficulties in treatment of infected individuals.

Postępy Biochemii 51 (1) 2005 27http://rcin.org.pl

mailto:dkmiec@am.poznan.pl


Udział sekwencji AURE w regulacji stabilności mRNA

Dominika Trzaska1' 

Jarosław Dastych2

la b o ra to riu m  Immunologii Molekularnej, 
Międzynarodowy Instytut Biologii Molekular­
nej i Komórkowej, Warszawa 
2Centrum Biologii Medycznej PAN, Łódź

“ Laboratorium Immunologii Molekularnej, 
Międzynarodowy Instytut Biologii 
Molekularnej i Komórkowej, 02-109 
Warszawa, e-mail: nika@iimcb.gov.pl, 
tel. (22) 659 55 33 wew. 501

Artykuł otrzymano 15 lipca 2004 
Artykuł zaakceptowano 15 listopada 2004

Słowa kluczowe: stabilność mRNA, ekspresja 
genów, regulacja post-transkrypcyjna, sekwen­
cje AURE, region 5'UTR, region 3'UTR

W ykaz skrótów: AUF1 (ang. A li binding fa c ­
tor 1) — wiążący sekwencje bogate w adeninę 
i uracyl czynnik 1; AURE/ARE (ang. A U -rich 
element) — bogata w adeninę i uracyl sekwen­
cja; CRD (ang. coding region determinant o f  in­
stability) — położony w regionie kodującym 
mRNA determinant niestabilności; CRE (ang. 
C-rich stability element) — bogata w cytozynę 
sekwencja wpływająca na stabilność mRNA; 
ERK (ang. extracellular signal-regulated kinase)
— kinaza regulowana sygnałami zewnątrzko- 
mórkowymi; GM-CSF (ang. granulocyte-mac­
rophage colony stimulating factor) — czynnik 
stymulujący tworzenie kolonii granulocytów 
i makrofagów; IŁ (ang. interleukin) — interleu- 
kina; IRE (ang. iron-responsive element) — ele­
ment odpowiadający na żelazo; JNK (ang. jun  
N-terminal kinase) — kinaza N-końca białka c- 
-Jun; JRE (ang. JNK responsive element) — ele­
ment odpowiadający na kinazę JNK; MAPK 
(ang. mitogen-activated protein kinase) — kinaza 
aktywowana czynnikami mitogennymi; TNF 
(ang. tumor necrosis factor) — czynnik martwicy 
nowotworów; UTR (ang. untranslated region)
— region mRNA nie ulegający translacji.

STRESZCZENIE

Procesy post-transkrypcyjne decydujące o stabilności mRNA są ważnym punktem kon­
troli regulacji ekspresji genów. Spośród sekwencji regulatorowych, których obecność 

w mRNA wpływa na stabilność transkryptu, najlepiej poznano bogate w uracyl i adeninę 
sekwencje AURE, występujące na obszarze 3'UTR wielu genów kodujących między innymi 
cytokiny i białka zaangażowane w odpowiedź komórki na czynniki stresowe. Obecność tych 
motywów powoduje, że transkrypt ma krótki czas półtrwania, zaś na skutek stymulacji czy 
działania czynników stresowych jego czas półtrwania znacznie się wydłuża. Badania nad 
regulacją procesu degradacji mRNA zależnej od AURE doprowadziły do poznania wielu 
białek wiążących AURE oraz do określenia ścieżek przekazywania sygnału zaangażowanych  
w regulację stabilności transkryptów. Stwierdzono również, że zaburzenia w regulacji sta­
bilności mRNA mogą stanowić podłoże stanów chorobowych takich jak chloniaki, nerwiaki, 
choroby immunologiczne lub stany zapalne.

WPROWADZENIE

Ekspresja genów w komórce eukariotycznej kontrolowana jest na wielu po­
ziomach. Struktura chromatyny decyduje o tym, czy dany gen może podlegać 
transkrypcji. Nasilenie transkrypcji aktywnych transkrypcyjnie genów poddane 
jest z kolei ścisłej kontroli, w której decydującą, choć nie wyłączną, rolę odgry­
wa oddziaływanie jądrowych czynników transkrypcyjnych z promotorem. Re­
gulacja ekspresji genów nie ogranicza się jednak do decydowania o tym, które 
sekwencje DNA i w jakim tempie zostaną przepisane na sekwencje mRNA. Na 
poziomi ekspresji danego genu wpływają również procesy post-transkrypcyjne 
decydujące o stabilności mRNA, wydajności translacji oraz o stabilności białka 
będącego końcowym produktem ekspresji.

Czas rozpadu mRNA w komórkach eukariotycznych jest odmienny dla róż­
nych transkryptów. U drożdży czas półtrwania mRNA może wynosić od około 
5 minut do ponad godziny, natomiast u kręgowców — od kilku minut do po­
nad 24 godzin. Regulacja stabilności mRNA w odpowiedzi na swoiste sygnały 
jest istotnym sposobem kontroli ekspresji wielu genów w procesach wzrostu 
i różnicowania, w odpowiedzi komórki na czynniki stresowe, a także stanowi 
jeden z głównych mechanizmów odpowiedzialnych za szybką zmianę ekspre­
sji genów obserwowaną w komórkach układu odpornościowego pobudzonych 
swoistym antygenem [1-3].

Coraz więcej wiadomo o mechanizmach, jakie decydują o zmianach stabil­
ności mRNA w komórce. Na stabilność transkryptu wpływają zarówno wspól­
ne dla większości mRNA czynniki takie, jak czapeczka na jego 5'-końcu, ogon 
poli(A) na 3'-końcu, czy pojawienie się przedwczesnych kodonów „stop" w se­
kwencji kodującej przed intronem, jak i obecność w sekwencji mRNA swoistych 
motywów pełniących rolę sygnałów dla białek zaangażowanych w procesy 
lokalizacji, translacji i degradacji mRNA [4-6], Te ostatnie motywy mogą znaj­
dować się zarówno na obszarze sekwencji kodującej białko, np. element CRD 
(ang. coding region determinant o f instability) — położony w regionie kodującym 
mRNA dla c-FOS determinant niestabilności [7], jak i na obszarach nieulegają- 
cych translacji (UTR, ang. untranslated region), np. elementy wpływające na sta­
bilność transkryptu znajdujące się w mRNA dla interleukiny 2, położone zarów­
no na obszarze 5'UTR (np. odpowiadający na kinazę JNK element JRE, ang. JNK 
responsive element), jak i na obszarze 3'UTR [8]. Wydaje się jednak, że większość 
tych motywów zlokalizowana jest na obszarze sekwencji niekodujących. Może 
mieć to związek z mniejszą presją na konserwowanie ewolucyjne tych regionów, 
co daje większe możliwości powstawania nowych elementów regulatorowych.
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ELEMENTY SEKWENCJI WPŁYWAJĄCE NA STABILNOŚĆ 
TRANSKRYPTU

W ostatnich latach poznano liczne sekwencje regulatoro­
we, których obecność w mRNA wpływa na stabilność trans- 
kryptu. Wiązanie się białek z tymi motywami może zależeć 
zarówno od ich sekwencji, jak i od struktury przestrzennej, 
jaką przyjmują. Przykład takiego elementu regulatorowego 
mogą stanowić tworzące strukturę typu łodyżka i pętla (ang. 
stem-loop) elementy IRE (ang. iron-responsive element) obecne 
w nieulegających translacji rejonach wielu genów zaanga­
żowanych w metabolizm żelaza, np. w genach kodujących 
ferrytynę (w 5'UTR) czy receptor transferyny (w 3'UTR) [9]. 
Innym przykładem motywu wpływającego na stabilność

3'UTR sekwencje bogate w AU. Przykładami genów, które 
nie kodują cytokin, a u których czas półtrwania transkryptu 
podlega regulacji poprzez sekwencje AURE, mogą być geny 
c-FOS czy c-MYC. Jednak czas półtrwania mRNA nie jest 
jedynym parametrem określającym dostępność transkryptu 
dla syntezy białka. Sekwencje znajdujące się na obszarach 
3'UTR wielu genów regulują transport produkowanego 
mRNA do właściwego przedziału komórkowego. Na przy­
kład sekwencja AUUUA znajdująca się w 3'UTR genu c- 

-Myc jest odpowiedzialna nie tylko za kontrolę stabilności 
transkryptu, ale i za jego lokalizację [13].

Wydaje się, że sekwencje AURE są bardzo silnie konser­
wowane ewolucyjnie, np. w przypadku genów interleukiny 
3 człowieka i myszy region kodujący białko odznacza się

Rysunek 1. R ozm ieszczenie elem entów w pływających na stabilność transkryptu. Elementy sekwencji w pływające na stabilność mRNA mogą znajdować się zarówno 
w rejonie kodującym  białko (zielony), jak i w rejonach nieulegających translacji na końcu 5' (żółty) i 3' (pomarańczowy). Elem enty te mogą być specyficzne dla danego 
transkryptu czy grupy transkryptów (np. CRE, AURE), lub wspólne dla większości mRN A (czapeczka lub jej brak, w ystępow anie przedwczesnych kodonów STOP, 
długość ogona poli(A )).

transkryptu jest bogaty w cytozyny motyw znajdujący się 
w 3'UTR a-globiny, nazwany CRE (ang. C-rich stability ele­
ment). Z sekwencją tą wiąże się kompleks złożony z wielu 
białek, powodując stabilizację mRNA, prawdopodobnie po­
przez ochronę ogona poli(A) (Rys. 1) [10].

Spośród zaangażowanych w stabilizację transkryptu 
sekwencji znajdujących się na obszarze 3'UTR najlepiej po­
znane są bogate w uracyl i adeninę sekwencje AURE, nazy­
wane też sekwencjami ARE (ang.AU-rich elements). Motywy 
AURE, oprócz wysokiej zawartości adeniny i uracylu, cha­
rakteryzują się często występowaniem jednego lub więcej 
powtórzeń pentameru AUUUA. Obecność tych motywów 
powoduje, że transkrypt ma krótki czas półtrwania, np. 
wstawienie fragmentu 3'UTR GM-CSF o długości 51 nu- 
kleotydów do stabilnego transkryptu p-globiny powoduje 
jego destabilizację [11]. Na skutek stymulacji czy działania 
czynników stresowych czas półtrwania transkryptu zawie-

zaledwie 45% homologią, regiony niekodujące są homolo­
giczne w 73%, zaś motywy AURE aż w 93% [14]. W przy­
padku genów TNF-a człowieka i myszy region kodujący 
białko jest homologiczny w 80%, natomiast znajdująca się 
w 3'UTR tego genu sekwencja AURE o długości 33 nukle- 
otydów odznacza się 100% homologią [15]. Występowanie 
sekwencji bogatych w AU stwierdzono w 3'UTR licznych 
niepochodzących od ssaków transkryptów związanych 
z odpowiedzią komórki na stres [16,17].

KLASYFIKACJA AURE

Występujące w 3'UTR sekwencje typu AURE, które regu­
lują stabilność mRNA, charakteryzują się występowaniem 
znacznych ilości adeniny i uracylu. Zazwyczaj mają one 
długość od 50 do 150 nukleotydów. Pierwszej próby klasy­
fikacji destabilizujących mRNA sekwencji AURE dokonali 
Chen i Shyu, dzieląc je na trzy klasy (Tab. 1) [18].

Tabela 1. Klasyfikacja sekwencji AURE wg Chen i Shyu [18]

Klasa Przykład AUUUA Charakterystyczne sekwencje
Klasa I c-Fos, c-Myc występują 1-3 kopie pentameru AUUUA, 

domena bogata w U lub ciąg U

Klasa II GM-CSF, IL-3, TN F-a występują co najmniej dwie zachodzące na siebie kopie nonameru UUAUUUA(U/ 
A)(U/A),
domena bogata w U lub ciąg U

Klasa III c-Jun brak domena bogata w U lub ciąg U

rającego AURE znacznie się wydłuża. Na przykład czas 
półtrwania mRNA dla interleukiny 3 w spoczynkowych 
limfocytach wynosi ok. 30 min., ale po aktywacji komórek 
antygenem wydłuża się nawet do kilku godzin [12]. Inny­
mi przykładami cytokin, których ekspresja jest w znacznym 
stopniu regulowana na poziomie post-transkrypcyjnym, są 
geny kodujące TNF-a, interleukiny 2, 6 i 8, których ekspre­
sja podlega regulacji poprzez znajdujące się na obszarze

3'UTR genów c-Fos i c-Myc zawierają sekwencje AURE 
zaliczane do klasy I, zawierające od jednego do trzech po­
wtórzeń pentameru AUUUA w otoczeniu sekwencji o wy­
sokiej zawartości adeniny i uracylu, z często występującymi 
ciągami uracylu. AURE klasy II, występujące np. w mRNA 
dla GM-CSF, IL-3 czy TNF-a, zawierają wiele zachodzących 
na siebie powtórzeń motywu AUUUA w sąsiedztwie se­
kwencji o wysokiej zawartości adeniny i uracylu, natomiast
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Tabela 2. Klasyfikacja sekwencji AURE oparta na ilości powtórzeń AUUUA [24]

Klasa Motyw Przykład

Klasa I W AUUUA W i region bogaty w U c-Fos, c-Myc

Klasa II A AUUUAUUUAUUUAUUUAUUUA GM-CSF, TN F-a

Klasa II B AUUUAUUUAUUUAUUUA interferon-a

Klasa II C W AUUUAUUUAUUUAW cyklooksygenaza-2, IL-2

Klasa II D W W AUUUAUUUAW W FGF2

Klasa II E W WW W  AUUUA WWWW receptor u-PA

Klasa III region bogaty w U, brak AUUUA c-Jun

AURE klasy III, takie jak w c-JunmRNA, nie zawierają pen- 
tameru AUUUA, ale charakteryzują się znaczną zawarto­
ścią adeniny i uracylu oraz występowaniem ciągów uracy­
lu. Transkrypty zawierające AURE klasy I oraz III ulegają 
degradacji, gdy ich ogon poli(A) ma długość od 30 do 60 
nukleotydów, natomiast degradacja mRNA zawierających 
AURE klasy II rozpoczyna się od całkowitego usunięcia 
ogona poli(A) [18,19].

Wzrost ilości poznanych sekwencji niekodujących za­
owocował powstaniem kilku baz danych zawierających 
informacje o nich. Jedną z nich jest ARED, baza sekwen­
cji mRNA, w których występują motywy AURE (http:// 
rc.kfshrc.edu.sa/ared) [20, 21]. Stworzono również dwie 
inne bazy danych zawierające informacje o sekwencjach 
niepodlegających translacji (UTR). Są to UTRdb — baza nie- 
podlegających translacji sekwencji mRNA organizmów eu­
kariotycznych, oraz UTRsite — baza sekwencji i sygnałów 
regulatorowych specyficznych dla sekwencji niepodlegają­
cych translacji (http://bighost.area.ba.cnr.it/BIG/UTRHo- 
me) [22, 23],

Analiza bazy danych ARED dowodzi, że mRNA zawie­
rające AURE reprezentują 5-8% genów człowieka, wśród 
których są geny kodujące białka zaangażowane we wzrost 
i różnicowanie się komórek, przekazywanie sygnału, kon­
trolę transkrypcji i translacji, hematopoezę, apoptozę, trans­
port składników odżywczych i metabolizm komórki. Na 
podstawie analizy tej bazy danych powstała nowa, bardziej 
szczegółowa klasyfikacja elementów AURE oparta na ilości 
powtórzeń pentameru AUUUA (Tab. 2) [24].

Obie zaproponowane klasyfikacje motywów AURE nie 
pozwalają na dokładne przewidywanie czasu półtrwania 
transkryptu, ani na stwierdzenie, czy jego stabilność pod­
lega regulacji po wpływem swoistych sygnałów. Prace nad 
ustaleniem sekwencji konsensusowej, wystarczającej do de­
stabilizacji mRNA, doprowadziły do stwierdzenia, że mo­
tyw AUUUA, nawet otoczony sekwencją bogatą w AU, nie 
zawsze funkcjonuje jako sygnał do destabilizacji transkryp­
tu [25], Wydaje się, że najkrótszą sztuczną sekwencją powo­
dującą destabilizację mRNA jest nonamer UUAUUUA(A/ 
U)(A/U) [26,27], Jednak istnieją AURE, w których nie wystę­
pują ani pentamery AUUUA, ani nonamery UUAUUUA(A/ 
U)(A/U), a mimo to mają one działanie destabilizujące [25]. 
Jak dotąd nie udało się zatem określić uniwersalnej sekwen­
cji konsensusowej, która odpowiada za regulację stabilności 
transkryptu. Być może, tak jak w przypadku innych moty­

wów regulatorowych w RNA, istotne jest występowanie 
słabo zdefiniowanego motywu w odpowiednim kontekście 
przyjmowanej przez RNA struktury przestrzennej. Ostat­
nie doniesienia sugerują, że w niektórych przypadkach se­
kwencje AURE mogą tworzyć struktury wyższego rzędu, 
które wpływają na ich interakcje z białkami. Przykładowo 
wydaje się, że struktura przestrzenna transkryptu odgrywa 
rolę w interakcjach białka AUF1 z RNA [28]. Podobnie biał­
ko HuR wiąże się z sekwencją bogatą w uracyl o długości 
17-20 nukleotydów, która przyjmuje strukturę przestrzenną 
typu łodyżka i pętla [29]. Można więc przypuszczać, że rolę 
sygnału destabilizującego w transkryptach niosących AURE 
pełni charakterystyczna struktura przestrzenna w połącze­
niu z motywem bogatym w adeninę i uracyl.

BIAŁKA WIĄŻĄCE SIĘ Z AURE

Sekwencje regulatorowe występujące w mRNA umożli­
wiają zmianę stabilności mRNA pod wpływem swoistych 
sygnałów dzięki interakcjom z białkami wiążącymi mRNA. 
Poznano liczne białka wiążące się z sekwencjami AURE, 
jednak tylko w przypadku niektórych z nich wykazano, że 
ich wiązanie z RNA odgrywa rolę w regulacji stabilności 
transkryptu. Zalicza się do nich AUF1, HuR i białka z jego 
rodziny, a także tristetraprolinę i inne białka z jej rodziny. 
Białka wiążące AURE mogą brać udział zarówno w stabi­
lizacji transkryptu, jak i w przyspieszaniu jego rozpadu. 
Najlepiej poznano dwa z nich, HuR (antygen Hu) — białko 
stabilizujące, i AUF1 — białko destabilizujące transkrypty 
zawierające AURE (Rys. 2).

Białko HuR (HuA) tak, jak inne białka z jego rodziny, 
zawiera trzy motywy wiążące RNA. Wydaje się, że dwa 
z nich biorą udział w wiązaniu sekwencji AURE, zaś trze­
ci prawdopodobnie zaangażowany jest w wiązanie ogona 
poli(A) [30], Białko HuR zawiera także domenę pozwalają­
cą na przemieszczanie się pomiędzy jądrem a cytoplazmą 
komórki [31].

Nadekspresja białka HuR powoduje zwiększenie sta­
bilności licznych mRNA zawierających AURE, takich jak 
mRNA dla c-Fos, GM-CSF [32] czy TNF-a [33]. Zaobserwo­
wano także, że poziom tego białka w komórce zwiększa się 
podczas aktywacji limfocytów T, kiedy dochodzi do stabili­
zacji licznych transkryptów cytokinowych [34], Wykazano 
również, że HuR jest zaangażowane w takie procesy zacho­
dzące w komórce, jak różnicowanie komórek w procesie 
miogenezy, gdzie działa poprzez stabilizację transkryptów
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dla miogeniny, MyoD i p21 [35], czy regulacja proliferacji 
komórek, gdzie działa poprzez stabilizację transkryptów 
kodujących cyklinę A i cyklinę BI [36]. Badania nad eks­
presją genu kodującego HuR w starzejących się komórkach 
pokazały, że spada w nich poziom HuR, a także, że zmniej­
sza się jego wiązanie z transkryptami kodującymi cyklinę A, 
cyklinę BI oraz c-FOS. Co ciekawe, nadekspresja HuR w ta­
kich komórkach przywracała „młody" fenotyp [37],

Mechanizm stabilizacji mRNA pod wpływem białka HuR 
może wiązać się ze zdolnością tego białka do przemiesz­
czania się pomiędzy cytoplazmą i jądrem komórkowym. 
Dzięki tej zdolności białko HuR może po przyłączeniu się 
do mRNA wpływać na dystrybucję transkryptu w komórce, 
zmieniając jego dostępność dla aparatów translacji i degra­
dacji [38].

Innym dobrze poznanym białkiem wiążącym AURE jest 
AUF1. Zawiera ono dwa motywy wiążące RN A i bogaty 
w glutaminę C-koniec. Występuje w czterech izoformach 
o masie 37, 40, 42 i 45 kDa, powstających na skutek alter­
natywnego splicingu [39, 40], Wiązanie białka AUF1 z se­
kwencją AURE powoduje szybką degradację transkryptów 
[41, 42], Zaobserwowano jednak także, że pod wpływem 
czynników stresowych, takich jak szok cieplny, wiązanie 
tego białka może powodować ich stabilizację. AUF1 od- 
działywuje z innymi białkami, takimi jak białka szoku ciepl­
nego, eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4G i białko 
wiążące poli(A). W efekcie tych oddziaływań dochodzi do 
powstania kompleksu białek z RNA. Odłączenie się od tego 
kompleksu czynnika inicjacji translacji 4G i jednoczesna 
ubikwitynacja, a następnie de­
gradacja proteasomalna AUF1 
mogą być sygnałem urucha­
miającym proces degradacji 
mRNA [43],

Regulacja stabilności mRNA 
za pośrednictwem białka AUF1 
odgrywa rolę w tak istotnych 
procesach biologicznych, jak 
apoptoza. AUF1 wiąże się 
z sekwencją AURE w 3'UTR 
genu BCL-2, kodującego białko
0 działaniu antyapoptotycz- 
nym. Wykazano, że naświetla­
nie komórek UVC powoduje 
zwiększenie się ilości izoformy 
p45 białka AUF1 w cytopla- 
zmie komórki, wzmożone wią­
zanie się AUF1 z BCL-2mRNA
1 destabilizację tego transkryp­
tu [44], AUF1 może również 
wiązać się z mRNA dla p21, 
inhibitora cyklin o działaniu 
antyapoptotycznym [45].

Białko AUF1 bierze udział 
także w obróbce mRNA nie 
zawierających AURE. 
dzi ono w skład kompleksu 
białkowego wiążącego się

z elementem CRE (ang. C-rich element) w 3'UTR mRNA dla 
a-globiny, który powoduje jego stabilizację [46], Zaobserwo­
wano też wiązanie się AUF1 z wpływającym na stabilność 
mRNA motywem znajdującym się w regionie kodującym 
genu c-FOS [7], AUF1 bierze zatem udział zarówno w de­
stabilizacji, jak i w stabilizacji transkryptów, w zależności 
od stanu komórki i sekwencji mRNA, z którą się wiąże.

Białkiem wiążącym się z sekwencjami AURE jest tak­
że tristetraprolina. Zawiera ona dwie domeny typu palca 
cynkowego CCCH oraz trzy motywy tetraproliny (PPPP). 
Białko to pełni rolę destabilizującą mRNA między innymi 
dla TNF-a [47] i GM-CSF [48], W makrofagach inkubowa- 
nych z lipopolisacharydem tristetraprolina przemieszcza 
się z jądra do cytoplazmy, a jej ilość w komórce wzrasta
[49], Powoduje to jej zwiększone wiązanie się z 3'UTR TNF- 

-amRNA i jego destabilizację, co ogranicza produkcję tej 
cytokiny. U myszy pozbawionych tristetraproliny rozwijają 
się stany zapalne stawów i pojawiają się reakcje autoimmu- 
nologiczne, spowodowane zwiększonym poziomem eks­
presji genu kodującego TNF-a [50].

Sekwencje AURE oraz wiążące się z nimi białka mogą od­
grywać istotną rolę w szczególnej regulacji obróbki mRNA, 
jaka ma miejsce w komórkach podczas stresu takiego jak 
szok cieplny czy naświetlanie UV. W takiej sytuacji docho­
dzi do powstrzymania translacji poprzez zgromadzenie 
mRNA w wydzielonych granulach stresowych. W trans­
porcie mRNA do granul stresowych biorą udział niektóre 
białka wiążące AURE [51]. Białka te nieustannie przemiesz­
czają się do granul stresowych i z powrotem, biorąc udział

Rysunek 2. Rola białek w iążących AURE w degradacji transkryptu. Białka w iążące sekwencje AURE są zaangażow ane za­
równo w stabilizację, jak  i w destabilizację transkryptu. Zw iązanie się z mRNA białka o działaniu stabilizującym  (np. HuR) 

Wcho- chroni rnRNA przed degradacją, natom iast związanie się białka o działaniu destabilizującym  (np. AUF1) stym uluje degradację 
transkryptów zawierających AURE poprzez dysocjację kom pleksu białkow ego zawierającego białko w iążące poli(A) (PABP) 
oraz eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4G, a także przez ułatw ienie kontaktu mRNA z egzosom em  i rybonukleazą spe­
cyficzną dla ogona poli(A) (PARN).
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w procesie, który pozwala na selektywną degradację lub 
translację określonych mRNA [52, 53].

DROGI PRZEKAZYWANIA SYGNAŁU

W przekazywaniu sygnału regulującego stabilność 
mRNA zawierającego sekwencje AURE istotną rolę odgry­
wają kinazy białkowe należące do grupy MAPK, czyli kinaz 
aktywowanych mitogenami. Kinazy z tej grupy są aktywo­
wane przez czynniki wzrostu, hormony i cytokiny, a także 
przez czynniki stresowe.

Stwierdzono, że stabilizacja mRNA dla interleukiny 6 i 8 
obserwowana w pobudzonych komórkach zależy od drogi 
przekazywania sygnału obejmującej kinazę MAPK p38 [54], 
Ścieżka przekazywania sygnału obejmująca kinazę p38 jest 
również zaangażowana w następującą na skutek pobudze­
nia komórek stabilizację mRNA dla cyklooksygenazy-2 [55, 
56] i dla TNF-a [57], oraz w indukcję ekspresji genu kodują­
cego tristetraprolinę, a także w stymulację wiązania się tego 
białka z AURE w mRNA dla TNF-a [58]. Fosforylacja triste- 
traproliny in vitro jest zależna od kinazy MAPKAPK2 (ang. 
MAPK-actiimted protein kinase 2) [58], która stanowi substrat 
dla kinazy p38 w kaskadzie kinazowej MAPK. Przypusz­
czalny mechanizm działania kinazy p38 w regulacji stabil­
ności transkryptów cytokinowych polega na fosforylacji ki­
nazy MAPKAPK2, która z kolei fosforyluje tristetraprolinę 
regulując jej zdolność do oddziaływania z AURE [54, 59]. 
Wymienione powyżej transkrypty nie są jedynymi, których 
stabilność jest zależna od p38. Na przykład w ludzkich 
monocytach stymulowanych lipopolisacharydem zaobser­
wowano, że aktywność kinazy p38 wpływa na stabilność 
czterdziestu dwóch nieopisanych wcześniej transkryptów 
zawierających AURE [60].

Także inne kinazy z grupy MAPK biorą udział w regula­
cji stabilności transkryptów zawierających elementy AURE. 
W przypadku mRNA dla IL-2 i IL-3 zaangażowana jest 
droga przekazywania sygnału obejmująca kinazę JNK (ang. 
jun N-terminal kitiase — kinaza N-końca białka c-Jun) [8,12]. 
Z kolei w regulację stabilności mRNA dla GM-CSF zaanga­
żowana jest kinaza ERK (ang. extracellular signal-regulated 
kinase — kinaza regulowana sygnałami zewnątrzkomórko- 
wymi) [61].

DEGRADACJA mRNA

Mechanizmy degradacji RNA w komórkach eukario­
tycznych poznano najlepiej u drożdży, gdzie proces ten 
rozpoczyna się od skracania ogona poli(A) czyli deade- 
nylacji, w którą są zaangażowane specyficzne rybonukle- 
azy — deadenylazy. Następnie degradacja mRNA może 
przebiegać dwiema drogami. Na pierwszym z tych szla­
ków katabolicznych po usunięciu ogona poli(A) transkrypt 
jest trawiony w kierunku 3' — 5' przez egzosom — duży 
kompleks złożony z co najmniej jedenastu białek. Następ­
nie hydrolizowana jest czapeczka na 5'-końcu pozostałego 
oligonukleotydu. Natomiast na drugiej drodze degradacji 
po usunięciu ogona poli(A) następuje usunięcie czapeczki, 
po którym rozpoczyna się trawienie transkryptu w kierun­
ku 5' — 3' przez egzorybonukleazę cytoplazmatyczną [62], 
U ssaków proces degradacji mRNA jest gorzej poznany, ale

zidentyfikowano już liczne białka, które biorą w nim udział, 
np. rybonukleaza specyficzna dla ogona poli(A) [63, 64] czy 
ludzkie homologi białek wchodzących w skład drożdżowe- 
go egzosomu [65].

Obecność sekwencji typu AURE w mRNA stymuluje za­
równo deadenylację, jak i degradację transkryptu. Oddziały­
wująca z sekwencjami AURE tristetraprolina stymuluje de­
adenylację w procesie zależnym od aktywności rybonukle- 
azy specyficznej dla ogona poli(A) [66]. Oddziaływuje rów­
nież z egzosomem i wspomaga kontakt egzosomu z mRNA 
[67]. Ponadto jedna z podjednostek egzosomu, PM-Scl75, 
może kierować go bezpośrednio do mRNA zawierających 
sekwencje AURE [68]. Wykazano także, że dysocjacja kom­
pleksu ryboproteinowego zawierającego białko AUF1 może 
służyć jako sygnał uruchamiający proces degradacji mRNA 
[43]. Przypuszcza się, że również inne białka wiążące AURE 
mogą wchodzić w interakcje z białkami zaangażowanymi 
w degradację RNA i wpływać na jej przebieg.

ROLA 3'UTR W PROCESACH PATOLOGICZNYCH

Zarówno mutacje sekwencji regulatorowych znajdują­
cych się obszarze 3'UTR wielu mRNA, jak i zaburzenia eks­
presji genów kodujących białka wiążące te sekwencje, mogą 
stanowić podłoże stanów chorobowych takich, jak chłonia- 
ki, nerwiaki, choroby immunologiczne lub stany zapalne 
[69, 70],

Przykładem choroby wiążącej się z zaburzeniami funk­
cjonowania sekwencji typu AURE może być odmiana chło- 
niaka nieziarniczego wiążąca się z translokacją chromoso- 
malną, która powoduje rearanżację genu kodującego cykli­
nę D l. W efekcie gen ten przesuwa się w pobliże sekwencji 
wzmacniającej transkrypcję immunoglobulin. Rearanżacja 
powoduje także pojawienie się krótszych transkryptów tego 
genu, w których brak jest rejonu bogatego w AU, zaangażo­
wanego w kontrolę translacji i stabilności tego mRNA. Czas 
półtrwania tak zmienionych transkryptów wydłuża się z 30 
minut do 3 godzin. Uważa się, że wywołana sąsiedztwem 
sekwencji wzmacniającej transkrypcję i zwiększeniem sta­
bilizacji transkryptu nadekspresja cykliny Dl powoduje 
zaburzenia w cyklu komórkowym i przyczynia się do roz­
woju nowotworu [71].

Myszy z delecją sekwencji AURE w genie kodującym 
TNF-a wykazują nadekspresję TNF-a prowadzącą do reu­
matoidalnego zapalenia stawów i stanów zapalnych jelit 
przypominających chorobę Crohna [72],

Z kolei w niektórych nowotworach obserwowano pod­
wyższony poziom białka HuR połączony ze wzmożoną eks­
presją genów stymulujących angiogenezę, zawierających 
w obszarze 3'UTR sekwencje typu AURE, takich jak cyklo- 
oksygenaza-2 czy IL-8 [73], Można więc przypuszczać, że 
nadekspresja tych istotnych dla wzrostu nowotworu genów 
wynika ze zwiększonej ilości białka HuR. Podobnie istotny 
dla wzrostu niektórych nerwiaków podwyższony poziom 
czynnika transkrypcyjnego MYCN [74] może być spowodo­
wany nadmierną ekspresją genu kodującego HuD, specyficz­
ny dla tkanki nerwowej homolog HuR, które bierze udział
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w stabilizacji transkryptu dla MYCN [75]. Nadekspresja 
cyklooksygenazy-2, która odgrywa rolę w karcynogenezie 
nowotworów jelita grubego, również może być związana 
z zaburzeniami ekspresji genów kodujących białka wiążące 
AURE. Jedną z przyczyn nadekspresji cyklooksygenazy-2 
w nowotworach jelita grubego jest bowiem nadmierne wią­
zanie się HuR z transkryptem cyklooksygenazy-2, którego 
3'UTR zawiera sekwencję AURE, oraz z innymi transkryp- 
tami zawierającymi AURE, np. z IL-8mRNA, powodujące 
ich stabilizację, co stymuluje neoangiogenezę [76]. Także 
białko AUF1 może odgrywać rolę w onkogenezie. U myszy, 
u których obserwuje się znaczną nadekspresję izoformy p37 
białka AUF1, rozwijają się liczne nowotwory. Towarzyszą 
temu zaburzenia ekspresji genów kodujących cyklinę Dl, c- 

-Myc, c-Jun, c-Fos, GM-CSF oraz TNF-a [77],

Istnieją również dane wskazujące na antynowotworo- 
we działanie niektórych białek wiążących się z sekwencją 
AURE, na przykład nadekspresja tristetraproliny, białka 
destabilizującego transkrypty zawierające sekwencje AURE, 
hamuje onkogenezę w mysim modelu mastocytomy desta­
bilizując IL-3mRNA [78]. Wiadomo też, że działanie anty- 
nowotworowe prostaglandyny A2 opiera się na hamowaniu 
ekspresji genu kodującego cyklinę Dl poprzez destabiliza­
cję jego transkryptu, który wykazuje zdolność do wiązania 
białka AUF1 [79].

Podsumowując, istnieją przesłanki wskazujące na to, 
że zaburzenia procesów związanych z regulacją ekspresji 
genów poprzez stabilność transkryptu są elementem pa­
togenezy niektórych chorób, a ingerencja w regulację tych 
procesów może być sposobem na rozwinięcie nowych form 
terapii.

PODSUMOWANIE

Regulacja stabilności transkryptu w odpowiedzi na swo­
iste sygnały to ważny punkt kontroli ekspresji genów w ko­
mórce eukariotycznej. Biorą w tym udział liczne sekwencje 
regulatorowe DNA, znajdujące się głównie w regionach 
niekodujących, a zwłaszcza na obszarze 3'UTR. Badania 
prowadzone w ciągu ostatnich kilkunastu lat pozwoliły na 
naszkicowanie ogólnych zarysów funkcjonowania mecha­
nizmu regulacji stabilności mRNA w komórce eukariotycz­
nej. Jak dotychczas najlepiej poznano działanie elementów 
AURE, występujące w licznych genach kodujących cytokiny 
i proto-onkogeny. Obecność tych motywów sekwencyjnych 
w mRNA łączy się zazwyczaj z niestabilnością transkryptu. 
W odpowiedzi na czynniki stresowe mRNA niosące elemen­
ty AURE ulega stabilizacji, co pozwala na szybką zmianę 
ilości mRNA dostępnego dla translacji. W procesie regulacji 
stabilności mRNA biorą udział liczne białka zaangażowane 
zarówno w stabilizację, jak i w destabilizację transkryptu. 
Coraz więcej wiadomo także o ścieżkach przekazywania 
sygnału do stabilizacji transkryptu. Pojawiają się również 
intrygujące doniesienia sugerujące, że rozregulowanie tych 
mechanizmów może stanowić podłoże patogenezy pew­
nych chorób.
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ABSTRACT

Post-transcriptional processes influencing mRNA stability are an important control point in gene expression regulation. The best-studied  
regulatory elements controlling mRNA stability are AU-rich sequences (AURE) found in 3'UTRs of many genes coding cytokines and stress re­
sponse proteins. The presence of these elements results in short half-life of mRNA, but such mRNA half-life is prolonged upon cell stimulation 
or exposition to stress factors. Research on AURE-mediated mRNA decay resulted in discovery of AURE-binding proteins and in elucidating 
signal transduction pathways involved in the process of mRNA stability regulation. Defects in mRNA stability regulation can result in diseases 
such as lymphomas, neuromas or immunological and inflammatory disorders.
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STRESZCZENIE

Ruchem pełzającym przemieszczają się organizmy jednokomórkowe oraz niektóre ko­
mórki tkankowe. Migracja tych komórek jest związana z dynamiczną reorganizacją cy- 

toszkieletu aktomiozynowego i angażuje procesy polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny, 
formowania i dezorganizacji sieci aktynowej oraz interakcji miozyny II z filamentami akty­
nowymi. Procesy te odpowiedzialne są za: ekspansję frontu, obkurczanie i przesuwanie uro- 
podu w kierunku migracji oraz adhezję komórki do podłoża. Komórki zaczynają migrować 
w odpowiedzi na różnorodne bodźce, aktywujące różne receptory i uruchamiające rozmaite 
szlaki sygnałowe. Ogniwami tych szlaków są m. in. wiążące GTP białka z rodziny Rho. Naj­
lepiej poznanymi i pełniącymi istotną rolę w kontroli migracji poprzez regulację organizacji 
cytoszkieletu aktynowego oraz aktywności kurczliwej systemu aktomiozynowego są białka 
Rho, Rac i Cdc42. Podczas migracji komórek pełzających wyróżnić można trzy etapy: ekspan­
sję strefy frontalnej, adhezję (umożliwiającą stabilizację wysuniętego frontu) oraz deadhezję 
strefy tylnej (uropod) i przesunięcie ciała komórki w kierunku migracji. W e wszystkich tych 
etapach rolę regulatorów pełnią białka z rodziny Rho. Cdc42 i Rac są niezbędne dla uzyska­
nia polaryzacji przez rozpoczynającą migrację komórkę, kontrolują formowanie i ekspansję 
lamellipodiów oraz organizację miejsc adhezji w strefie frontalnej. Białko Rho reguluje ak­
tywność kurczliwą systemu aktomiozynowego poza strefą frontalną, kontrolując obkurcza­
nie ciała komórki i adhezję uropodu.

WPROWADZENIE

Dynamiczna reorganizacja cytoszkieletu aktomiozynowego w odpowiedzi na 
różnorodne bodźce leży u podstaw wszystkich zjawisk związanych z ruchliwo­
ścią komórek. Jednym z nich jest migracja komórek pełzających.

Ruchem pełzającym, zwanym również ameboidalnym przemieszczają się 
różne komórki zwierzęce. Wolno żyjące ameby, np. Atnoeba proteus, Acathamoeba 
castellanii, śluzowiec Dictyostelium discoideum w komórkowym stadium rozwo­
jowym oraz komórki tkankowe: komórki zarodka, których migracja odgrywa 
istotną rolę podczas embriogenezy, fibroblasty i komórki nabłonkowe biorące 
udział w gojeniu ran, komórki układu odpornościowego (limfocyty, granulocy- 
ty i makrofagi) odpowiedzialne za obronę organizmu przed czynnikami choro­
botwórczymi, a także inwazyjne komórki nowotworowe, których migracja jest 
zjawiskiem patologicznym i prowadzi do powstawania przerzutów.

Tak migrujące komórki tkankowe oraz jednokomórkowe organizmy nie po­
siadają wyspecjalizowanych, trwałych narządów ruchu takich jak rzęski czy wici, 
lecz rozwijają przejściowe organy lokomotoryczne o różnym kształcie i wielkości 
(ameby -  pseudopodia, komórki tkankowe -  lamellipodia i filopodia). Komórki 
pełzają przyczepione do podłoża, mają morfologicznie i funkcjonalnie zróżnico­
wany przedni oraz tylny rejon (polaryzacja ruchowa). Siłę niezbędną dla ruchu 
komórki generują dzięki procesom zachodzącym w cytoszkielecie kortykalnym, 
znajdującym się pod błoną plazmatyczną. Podstawowym składnikiem tego cy­
toszkieletu są filamenty aktynowe, które formują wiązki albo sieci. Organizacja 
cytoszkieletu kortykalnego zależy od białek regulujących i wiążących aktynę.

Migracja angażuje procesy polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny, formowa­
nia i dezorganizacji sieci aktynowej oraz interakcji miozyny z filamentami akty­
nowymi. Ekspansja czoła komórki jest związana z organizacją struktur cytosz- 
kieletalnych de novo, a więc: polimeryzacją aktyny i sieciowaniem filamentów. 
Zmiany zachodzące w tylnej strefie migrującej komórki dotyczą zorganizowa­
nych już struktur cytoszkieletu aktynowego i są związane z aktywacją miozyny. 
Rozdzielenie tych procesów w migrującej komórce możliwe jest dzięki asymetrii 
przestrzennej, czyli polaryzacji komórki, która pojawia się natychmiast po uzy­
skaniu przez komórkę kontaktu z podłożem, podczas zjawiska zwanego roz­
płaszczaniem.
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RODZINA BIAŁEK Rho

Komórki zaczynają migrować w odpowiedzi na różno­
rodne bodźce, które aktywują różne receptory i uruchamia­
ją rozmaite szlaki sygnałowe. Ogniwami tych szlaków są m. 
in. wiążące GTP białka z rodziny Rho. Współdziałają one sy- 
nergistycznie albo antagonistycznie z innymi białkami szla­
ków sygnałowych oraz wtórnymi przekaźnikami informa­
cji, takimi jak jony wapnia, fosfatydyloinozytole (PIP, PIP.,, 
P1P3), czy cykliczny adenozyno monofosforan (cAMP).

Rodzinę Rho tworzą małe, monomeryczne białka, o ma­
sach cząsteczkowych 20-30 kDa, wykazujące homologię 
do białka Ras. Występują we wszystkich organizmach eu­
kariotycznych, od mikroorganizmów do ssaków, i wyka­
zują między sobą znaczny stopień homologii (ponad 50% 
identycznych aminokwasów). Znane są przede wszystkim 
z roli jaką odgrywają w regulacji organizacji cytoszkieletu 
aktynowego i aktywności miozyn. Jakkolwiek ich wpływ 
na dynamikę mikrotubul, drogi transportu wewnątrzko­
mórkowego i aktywność czynników transkrypcyjnych jest 
także znaczący. Ponadto białka te uczestniczą w regulacji 
cyklu komórkowego i morfogenezy.

U człowieka zidentyfikowano 20 genów kodujących 
białka Rho. Podzielono je na 5 grup: Rho, Rac, Cdc42, Rnd, 
RhoBTB [1]. W komórkach drożdży Saccharomyces cerevisiae 
znaleziono geny kodujące cztery izoformy białek z grupy 
Rho i jedną izoformę z grupy Cdc42 [2], Dictyostelium po­
siada geny kodujące izoformy białka tylko z grupy Rac [3, 
4], W chorobotwórczym pierwotniaku Entamoeba histolytica 
wykryto geny kodujące białka homologiczne do Rac i Rho 
[5, 6], Białka należące do rodziny Rho występują również 
w wolno żyjących amebach -  Acanthamoeba castellanii [7] 
i Amoeba proteus [8],

Najlepiej poznanymi i odgrywającym istotną rolę w kon­
troli organizacji cytoszkieletu są białka Rho, Rac i Cdc42. 
Poprzez kontrolę organizacji cytoszkieletu aktynowego oraz 
aktywności kurczliwej systemu aktomiozynowego białka te 
regulują szereg procesów i zjawisk, takich jak: migracja, en- 
docytoza, cytokineza, skurcz mięśni gładkich, transport pę­
cherzyków sekrecyjnych, formowanie kontaktów między­
komórkowych [9], Białka Rho, podobnie jak heterotrime- 
ryczne białka G są aktywne, gdy przyłączony jest do nich 
nukleotyd guanylowy GTP, a nieaktywne z przyłączonym

P.

R ysunek 1. Aktywacja i dezaktywacja białek z rodziny Rho (dokładny opis 
w tekście). W ykaz skrótów zastosowanych na rycinie: G D P -  guanozyno difosfo- 
ran, G EF, GDI, GAP -  białka regulujące aktywność białek Rho, G TP -  guanozyno 
trifosforan..

GDP [10, 11], Przejście ze stanu nieaktywnego w aktywny 
i odwrotnie wymaga udziału dodatkowych białek regulu­
jących (Rys. 1): GEF (ang. guanine nucleotide exchange factor), 
GAP (ang. GTPase-activating proteins) oraz GDI (ang. guanine 
nucleotide dissociation inhibitor). W cytoplazmie występuje 
nieaktywna forma białek Rho w postaci kompleksu z biał­
kiem regulatorowym GDI. Białka GDI hamują dysocjację 
GDP, a poprzez zamknięcie motywu geranylogeranylowe- 
go w domenie hydrofobowej uniemożliwiają zakotwiczenie 
białek Rho w błonie. Zamianę formy nieaktywnej w aktyw­
ną poprzedza dysocjacja GDI i przemieszczenie białka Rho 
do błony komórkowej. Białka GEF ułatwiają zarówno dyso­
cjację GDI, jak też wymianę GDP na GTP, a więc aktywują 
białka Rho. Aby pełnić swoje funkcje i związać się z błoną, 
białka Rho ulegają farnesylacji, bądź geranylogeranylacji. 
Białka GAP aktywują hydrolizę GTP do GDP, a więc przy­
spieszają przejście ze stanu aktywnego w nieaktywny [11],

Białka Rho odbierają sygnały z różnych receptorów po­
wierzchniowych: z receptorów posiadających aktywność 
kinaz tyrozynowych, aktywowanych przez naskórkowy 
i płytkopochodny czynnik wzrostu (EGF, PDGF), czy in­
sulinę, receptorów o siedmiu domenach transbłonowych 
związanych z heterotrimerycznymi białkami G, a stymulo­
wanych m. in. przez takie ligandy jak: kwas lizofosfatydo- 
wy, bombezyna, bradykinina, czy trombina, a także cząste­
czek adhezywnych, takich jak integryny, kadheryny i białka 
z nadrodziny immunoglobulin [12,13,14,15].

Za specyficzność szlaków sygnałowych związanych 
z białkami Rho odpowiedzialne są białka regulatorowe 
GEF, które oprócz aktywacji wyznaczają również konkret­
ną drogę przekazywania informacji przez białka Rho [9]. 
Aktywne formy białek z rodziny Rho wiążą się z białkami 
efektorowymi, za pośrednictwem których oddziałują na 
białka biorące udział w reorganizacji cytoszkieletu. W ciągu 
ostatnich lat zidentyfikowano i scharakteryzowano szereg 
efektorów specyficznie aktywowanych przez białka z grup 
Rho, Rac i Cdc42. Każdy szlak sygnałowy stymuluje spe­
cyficzny model organizacji aktyny, angażując różne białka 
regulujące i wiążące aktynę. Konsekwencją jest formowa­
nie różnych struktur cytoszkieletalnych -  wiązek albo sieci, 
a w powiązaniu z dynamicznymi zmianami błony plazma- 
tycznej tworzenie, odpowiednio filopodiów, lamellipodiów 
albo pseudopodiów.

MIGRACJA

Podczas migracji komórek pełzających wyróżnić można 
trzy etapy: ekspansję strefy frontalnej, adhezję (umożliwia­
jącą stabilizację wysuniętego frontu) oraz deadhezję strefy 
tylnej (uropod) i przesunięcie ciała komórki w kierunku 
migracji. We wszystkich tych zjawiskach rolę regulatorów 
pełnią białka z rodziny Rho. Cdc42 i Rac są niezbędne dla 
uzyskania polaryzacji przez rozpoczynającą migrację ko­
mórkę, kontrolują formowanie i ekspansję lamellipodiów 
oraz organizację miejsc adhezji w strefie frontalnej (Rys. 2a). 
Białko Rho reguluje aktywność kurczliwą systemu aktomio­
zynowego poza strefą frontalną, kontrolując obkurczanie 
ciała komórki i adhezję uropodu (Rys. 2b).
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R ysunek 3. Funkcje białek z rodziny Rho w regulacji ekspansji, adhezji i przem ieszczenia kom órki podczas m igracji: a. Eks­
pansja i adhezja strefy frontalnej. Udział białek Rac i Cdc42 w kontroli polim eryzacji aktyny oraz kurczliwości cytoszkieletu 
aktom iozynow ego, b. Adhezja, deadhezja i przem ieszczenie uropodu. Udział białka Rho w regulacji polim eryzacji aktyny i ak­
tyw ności m iozyny II. W pływ białek Rac i Cdc42 na aktyw ność m iozyny II (opis procesów i zjawisk w tekście). W ykaz skrótów 
zastosow anych na rycinie: Arp2/3 -  (ang. actin related proteins), LIM  -  serynow o/treoninow a kinaza, M H C -  ciężki łańcuch 
m iozyny, M LCK -  kinaza lekkich łańcuchów m iozyny, M LCP -  fosfataza lekkich łańcuchów m iozyny, M LC-P -  fosforylow ane 
lekkie łańcuchy m iozyny, PAK (ang. p21-activated kinase), Src -  niereceptorow a kinaza tyrozynowa, W ASp -  (ang. W iskott-Al- 
drich Syndrom e protein).

EKSPANSJA FRONTU

Utworzenie strefy frontalnej, a następnie jej progresja 
są związane z intensywną, zlokalizowaną polimeryzacją 
aktyny i formowaniem struktur cytoszkieletalnych. W od­
powiedzi na bodziec komórki uruchamiają mechanizmy 
zapoczątkowujące polimeryzację aktyny w ściśle określo­
nym miejscu, tuż pod błoną plazmatyczną. Mechanizmy te 
polegają na: udostępnianiu dla polimeryzacji skierowanych 
ku błonie plazmatycznej końców kolczastych istniejących 
filamentów, do których preferencyjnie przyłączane są mo­
nomery aktyny związane z ATP, oraz tworzeniu zarodzi 
nowych filamentów w procesie zwanym nukleacją [16, 17, 
18]. Białka Cdc42 oraz Rac, stanowią ogniwa szlaków sy­
gnałowych indukujących polimeryzację aktyny (Rys. 2a). 
Współdziałają z nimi m. in. fosfatydyloinozytole: PIP, i PIP3 
[19].

Końce kolczaste udostępniane są dla polimeryzacji, gdy 
ma miejsce dysocjacja białek zakrywających je oraz frag- 
mentacja filamentów. Białka skracające długość filamentów 
mogą się jednocześnie wiązać z ich szybciej przyrastający­
mi końcami, blokując polimeryzację. Jednym z białek frag­
mentujących filamenty i kontrolujących dostępność koń­
ców kolczastych jest żelsolina [20], występująca w komór­

kach wyższych organizmów 
eukariotycznych. Białko to 
jest regulowane przez jony 
wapnia i fosfatydyloinozyto­
le. W obecności mikromolar- 
nych stężeń wolnego wapnia 
w cytoplazmie żelsolina tnie 
filamenty aktynowe i wiąże 
się z ich końcami kolczasty­
mi, a więc powoduje rozpad 
sieci i jednocześnie blokuje 
polimeryzację. Natomiast, 
przy niższym poziomie Ca2+ 
i w obecności PIP i PIP, oddy- 
socjowuje, odsłaniając końce 
kolczaste [21, 22], Wykazano, 
że w obecności aktywnego 
białka Rac odsłanianych jest 
9 razy więcej miejsc dla poli­
meryzacji niż w obecności sa­
mych fosfatydyloinozytoli.

Proces tworzenia zarodzi 
nowych filamentów jest naj­
wolniejszym etapem polime­
ryzacji. Zarodzie składają się 
z trzech monomerów, któ­
rych układ stanowi zaczątek 
struktury helikalnej. Ich for­
mowanie ma miejsce wów­
czas, gdy bodziec uruchamia 
szlaki sygnałowe aktywujące 
białka z rodziny WASp/Scar. 
W komórkach ssaków wystę­
pują białka WASp, N-WASp 
(w komórkach nerwowych) 
oraz cztery izoformy Scar, 
z których jedną określa się 

jako WAVE [23]. Białka te lub ich homologi zidentyfikowa­
no również u niższych Eukaryota, np. białko Scar wykryto 
u śluzowca Dictyostelium discoideutn [24], W przyspieszaniu 
nukleacji aktyny kluczową rolę odgrywa, występujący po­
wszechnie w komórkach eukariotycznych kompleks bia­
łek Arp2/3 (ang. actin related proteins). Białka WASp/Scar 
wiążą się bezpośrednio z kompleksem Arp2/3 i stymulują 
jego aktywność [25, 26, 27], Oprócz motywu oddziałujące­
go z kompleksem Arp2/3 w C-końcowym odcinku białek 
WASp/Scar znajduje się domena wiążąca monomery akty­
nowe. Obie te domeny są niezbędne dla aktywacji komplek­
su Arp2/3 [25, 27, 28]. Bogate w prolinę sekwencje białek 
WASp/Scar mogą wchodzić w interakcje z profiliną oraz 
białkami posiadającymi domeny SH3 np. kinazami tyrozy- 
nowymi Src, czy białkami adaptorowymi Nck i Grb2 [29], 
Koniec N białek WASp i N-WASp zawiera motyw GBD 
(ang. GTPaze binding domain), wiążący bezpośrednio Cdc42 
i domenę plekstrynową (ang. PH -  pleckstrin homology), wią­
żącą PIP,. Związanie Cdc42 i PIP, powoduje aktywację bia­
łek WASp i N-WASp (Rys. 2a) dzięki uwolnieniu zabloko­
wanych przez motyw GBD domen wiążących Arp2/3 i mo­
nomery aktynowe na końcu C cząsteczki [25]. Autoinhibicja 
tych białek może być również zniesiona przez odpowiednie 
białka wiążące się z domenami bogatymi w prolinę. Białka
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Scar/ WAVE nie posiadają motywu GBD ani domeny wią­
żącej PIP0 i są pośrednio aktywowane przez białko Rac. Rac 
aktywuje białka Scar/WAVE (Rys. 2a) za pośrednictwem 
białka IRSp53 [30], będącego substratem receptora insuliny 
albo przy udziale białka adaptorowego Nck, indukując dy- 
socjację kompleksu białek PIR121, Napl25 i HSPC300, który 
inaktywuje białko WAVE [31]. Sugeruje się, że białka Scar/ 
WAVE i kompleks Arp2/3 wiążą się do boków filamentów 
i tam formując zarodzie polimeryzacji, tworzą kolejne odga­
łęzienia filamentów [32].

Polimeryzację aktyny kontroluje również miozyna 
I przez wiązanie białek z rodziny WASp i kompleksu 
Arp2/3 [33], U niższych Eukaryota (Acanthamoeba castellanii 
i Dictyostelium discoideum) miozyny I są regulowane przez 
fosforylację reszty serynowej lub treoninowej ciężkiego 
łańcucha w obrębie główki [34], Jednym z regulatorów 
miozyn jest kluczowy efektor białek Cdc42 i Rac - 
serynowo/treoninowa kinaza PAK (ang. p2l-activated 
kinase), która jest kinazą ciężkiego łańcucha amebowych 
izoform miozyny I [34], Fosfory luje ona i aktywuje miozyny
I. Wszystkie kinazy z rodziny PAK, podobnie jak inne białka 
aktywowane przez Rac i Cdc42 mają w pobliżu końca 
N motyw CRIB (ang. Cdc42/Rac interactive binding), znany 
również pod nazwą PBD oraz ewolucyjnie konserwatywną 
domenę katalityczną w rejonie końca C. Kinazy z rodziny 
PAK pełnią istotne funkcje w regulacji nie tylko procesów 
związanych z ruchliwością komórek, ale także morfogenezą, 
mitozą, angiogenezą czy przeżywaniem komórek [35], 
Zidentyfikowane w komórkach A. proteus białko Rac [8] 
także zaangażowane jest w regulację procesu nukleacji. 
Blokada amebowego białka Rac powoduje zwolnienie 
tempa polimeryzacji aktyny [36],

Formowanie struktur cytoszkieletalnych (wiązek, sieci) 
polega na wiązaniu filamentów aktynowych przez białka 
sieciujące. Regulacja aktywności tych białek, a także regu­
lacja ilości miejsc dostępnych dla polimeryzacji wpływają 
na geometrię cytoszkieletu i wyznaczają jego funkcje. Poli­
meryzacji aktyny towarzyszy stale jej depolimeryzacja od 
strony końca ostrego i zjawisko, polegające na przenoszeniu 
uwalnianych monomerów na koniec kolczasty przy błonie 
plazmatycznej. Za ten etap dynamicznych przemian w ob­
rębie filamentu aktynowego odpowiedzialne jest małe biał­
ko -  profilina występujące we wszystkich komórkach eu­
kariotycznych [37]. Szybkość depolimeryzacji aktyny oraz 
ilość dostępnych końców kolczastych determinują tempo 
polimeryzacji aktyny, a tym samym efektywność tego pro­
cesu [38], Widocznym tego efektem jest ekspansja krawędzi 
komórki.

Za depolimeryzację filamentów aktynowych odpowie­
dzialne są białka należące do rodziny ADF/kofilina (ang. ac- 
tin depolymerizing factor). Białka te znaleziono we wszystkich 
badanych komórkach od pierwotniaków do ssaków. Wiążą 
się one preferencyjnie z monomerami aktyny, a także frag­
mentami filamentu związanymi z ADP, a więc zwiększają 
szybkość uwalniania monomerów od strony końca ostre­
go [37, 38, 39]. Depolimeryzacja aktyny jest kontrolowana 
zarówno przez białko Rac jak i Rho. Efektory tych białek, 
odpowiednio -  kinaza PAK i kinaza zależna od Rho, fos- 
forylują sery nowo/treoninową kinazę LIM, co zwiększa jej

zdolność do fosforylacji i inaktywacji kofiliny (Rys. 2a i 2b) 
[35, 40, 41, 42]. Fosforylacja przez kinazę LIM reszty sery­
nowej w rejonie N-końca kofiliny blokuje wiązanie się tego 
białka z monomerami-ADP. Hamowana w ten sposób de­
polimeryzacja jest jednym z czynników czasowo stabilizują­
cych struktury cytoszkieletalne: podbłonową sieć aktynową 
w lamellipodiach czy pseudopodiach lub włókna napręże­
niowe w cytoplazmie niektórych komórek.

Dla progresji frontu niezbędny jest również brak 
aktywności kurczliwej cytoszkieletu przy krawędzi 
wiodącej. Takie warunki zapewnia lokalizacja miozyny II 
poza strefą frontalną migrującej komórki oraz negatywna 
regulacja miozyny przez białka Rac i Cdc42. Efektorem 
tego szlaku sygnałowego jest kinaza PAK, która wpływa 
zarówno na stopień ufosforylowania lekkich łańcuchów 
miozyny zmniejszając jej aktywność, jak też fosforyluje 
ciężki łańcuch miozyny II w C-końcowym rejonie pałeczki 
(Rys. 2a), co powoduje dezorganizację filamentów 
miozynowych i obniżenie aktywności tego białka [1, 35], 
W komórkach układu immunologicznego brak aktywności 
kurczliwej w rejonie frontu jest również skutkiem lokalnego 
hamowania aktywności białka Rho [43, 44],

Mechanizm migracji ameb oraz małych szybko prze­
mieszczających się komórek tkankowych, takich jak keraty- 
nocyty czy leukocyty bazuje tylko na dynamice cytoszkiele­
tu aktynowego. W polaryzacji i ekspansji niektórych komó­
rek, np. Dictyostelium, czy  fibroblastów biorą udział również 
mikrotubule. Ich ustawienie w szyku wyznaczającym pola­
ryzację kontrolują białka z rodziny Rho. Zlokalizowane na 
krawędzi wiodącej białko IQGAP1, będące efektorem Rac 
i Cdc42 wchodzi w interakcje z CLIP170, jednym ze skład­
ników kompleksu białek końca plus mikrotubul i lokalizu­
je skierowany ku peryferiom komórki koniec mikrotubuli 
[45], Z drugiej strony czasowe interakcje końców plus mi­
krotubul z aktyną powodują ich wzrost w strefie frontal­
nej, co z kolei lokalnie aktywuje białko Rac, a więc pośred­
nio stymuluje polimeryzację aktyny i ekspansję komórki. 
Natomiast skracanie mikrotubul od strony końca minus, 
w rejonie jądra komórkowego, powoduje aktywację białka 
Rho [46], Gradient dynamiki mikrotubul jest więc jednym 
z czynników uruchamiających lokalnie właściwe szlaki sy­
gnałowe niezbędne dla polaryzacji i migracji komórki.

Wyniki niektórych badań wskazują, że energia polimery­
zacji aktyny jest w stanie pokonać opór mechaniczny błony 
plazmatycznej i jest wystarczająca dla ekspansji krawędzi 
wiodącej [18, 38, 39], Wiadomo jednak, że w wielu komór­
kach szybkość progresji czoła znacznie przewyższa tempo 
polimeryzacji aktyny. Wydaje się, że mechanizmy odpowie­
dzialne za wysuwanie frontu komórek migrujących tzw. ru­
chem ameboidalnym są różne i zależą od rodzaju komórki. 
W niektórych komórkach, np. u makrofagów [47], D. disco­
ideum [48], czy u A. proteus [49] siła motoryczna dla ekspan­
sji krawędzi komórki jest generowana podstawowo przez 
aktywność kurczliwą systemu aktomiozynowego poza 
frontem. Cykliczne osłabienia frontalnej ściany komórki 
przez odsunięcie sieci aktynowej od błony umożliwia jej 
przesunięcie ku przodowi przez napływającą endoplazmę. 
Zachodząca pomiędzy tymi cyklami polimeryzacja aktyny 
i odbudowywanie sieci pod błoną frontu wyznacza kieru­
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nek migracji i stanowi znacznie wolniejszy etap progresji. Za 
ekspansję czoła komórki czyni się również odpowiedzialny­
mi miozyny niekonwencjonalne, zlokalizowane w strefach 
frontalnych migrujących komórek, a mające zdolność wią­
zania filamentów aktynowych z błoną i przesuwania ich 
względem tej błony.

ADHEZJA

Wysuwana strefa frontalna komórek jest stabilizowana 
dzięki formowanym w tym rejonie strukturom adhezyw- 
nym, których budowa i funkcjonowanie zależne są od ro­
dzaju podłoża i środowiska, w którym żyją komórki. Swo­
bodnie żyjące komórki nie migrują po podłożu białkowym 
i nie mają specjalnych receptorów adhezywnych, jakimi są 
integryny. Struktury adhezywne tych komórek są bogate 
w F-aktynę, obecne są w nich białka wiążące i regulujące 
aktynę [50, 51]. Formowanie i dezorganizacja miejsc adhezji 
we wszystkich komórkach przemieszczających się ruchem 
ameboidalnym związane jest z reorganizacją cytoszkieletu 
aktynowego oraz aktywnością kurczliwą systemu akto- 
miozynowego, jednak mechanizmy kontrolujące adhezję 
i deadhezję w organizmach jednokomórkowych są słabo 
poznane.

Receptorami adhezywnymi biorącymi udział w migracji 
pełzających komórek ssaków są integryny pełniące również 
funkcje białek sygnałowych [52, 53, 54]. Regulują m.in. eks­
presję genów, proliferację, wzrost komórek. Współdziałają 
z ogniwami szlaków sygnałowych włączanych zarówno 
przez aktywację receptorów dla czynników wzrostu czy 
insuliny, jak też receptorów związanych z heterotrimerycz- 
nymi białkami G. Integryny są, podobnie jak inne recepto­
ry biorące udział w adhezji, integralnymi proteoglikanami. 
Ich cząsteczki tworzą heterodimery a/p, które wiążą różne 
białka zewnątrzkomórkowej macierzy (kolagen, fibronekty- 
na, laminina), zależnie od rodzaju podjednostki a i formują 
różne typy struktur adhezywnych, o czym decyduje pod- 
jednostka p [55], Podjednostki pi np. biorą udział w adhezji 
wysuwanego frontu, podjednostki p2 i p3 formują bardziej 
stabilne struktury adhezywne, jakimi są kontakty ognisko­
we (ang. focal adhesions) [43, 55].

Funkcjonalną jednostkę adhezywną stanowi wielo-biał- 
kowy kompleks, na który składają się: receptory adhezyw­
ne, białka zewnątrzkomórkowej macierzy oraz kompleks 
białek cytoplazmatycznych, w skład którego wchodzą biał­
ka regulatorowe i cytoszkieletalne, tworzące szlaki sygna­
łowe i regulujące funkcje cząsteczek adhezywnych. Wiele 
integryn jest stale aktywna i może związać się z ligandem, 
inne wymagają dla aktywacji sygnału wewnątrzkomórko­
wego. W aktywacji integryn biorą udział białka z rodziny 
Rho oraz kinaza 3 fosfatyloinozytolu [43].

Związanie Uganda, którym może być cząsteczka adhe- 
zywna na powierzchni komórek śródbłonka albo białko ze­
wnątrzkomórkowej macierzy, przez integryny pi, biorące 
udział we wstępnej adhezji komórek rozpoczynających mi­
grację stymuluje, niezbędną dla aktywacji, asocjację białek 
Cdc42 i Rac oraz kinazy PAK z błoną i zmniejsza aktywność 
białka Rho [43], Te warunki promują polimeryzację aktyny 
i ekspansję frontu (Rys. 2). Jednocześnie aktywne białka

Cdc42 i Rac indukują agregację cząsteczek integryn i formo­
wanie u podstawy rosnących lamellipodiów tzw. komplek­
sów adhezywnych (ang.focal complex).

W regulacji aktywności białek Cdc42/Rac oraz kinazy 
PAK bierze udział kompleks białek związany z paksyli- 
ną -  białkiem sygnałowym struktur adhezywnych [55], 
Kompleks ten oprócz paksyliny tworzą białka adaptorowe 
p95PKL i Nck, białko GEF dla Cdc42/Rac -  PIX oraz kinaza 
PAK. PKL działa jako adaptor pomiędzy paksyliną i biał­
kiem PIX, Nck wiąże się z kinazą PAK [33]. Cały kompleks 
podtrzymuje aktywność białek Cdc42/Rac i kinazy PAK 
zapoczątkowującą rozpłaszczanie komórek, wysuwanie la- 
mellipodium i formowanie miejsc adhezji w strefie frontal­
nej [56]. Hamowanie aktywności Rho zachodzi za pośred­
nictwem aktywowanej przez integryny kinazy c-Src, która 
fosforyluje i aktywuje białko przyspieszające hydrolizę GTP 
-  pl90RhoGAP [57],

Poza strefą frontalną w niektórych komórkach integryny 
(32 i (33 tworzą znacznie silniejsze i trwalsze miejsca kontak­
tu z podłożem zwane kontaktami ogniskowymi. Połączone 
są one z biegnącymi przez cytoplazmę wiązkami mikrofi- 
lamentów powiązanymi krótkimi filamentami miozyny
II. Skurcz tych struktur generuje izometryczne naprężenia 
w komórce i stąd ich nazwa włókna naprężeniowe. W na­
turalnym środowisku pojawiają się one w komórkach pod­
czas cytokinezy oraz w komórkach biorących udział w za­
bliźnianiu ran: fibroblastach i komórkach nabłonkowych. 
Są to komórki, które migrują bardzo wolno i dla których 
migracja nie jest warunkiem umożliwiającym wypełnianie 
wyznaczonych im funkcji. Komórki układu immunolo­
gicznego, które muszą szybko przemieszczać się do miejsc 
infekcji są ok. 10 razy słabiej zaadherowane, co umożliwia 
im ok. 30 razy szybsze przemieszczanie się. Kontakty ogni­
skowe wraz z włóknami naprężeniowymi występują także 
powszechnie w kulturach komórek. Warunki w hodowlach 
pod pewnymi względami są podobne do tych, jakie wy­
stępują w miejscach gojenia się ran: płaskie i niedające się 
modelować podłoże oraz występujące w serum te same 
czynniki, które podczas zabliźniania ran aktywują białko 
Rho. Kontroluje ono formowanie włókien naprężeniowych 
i związanych z nimi miejsc adhezji poprzez regulację poli­
meryzacji aktyny oraz aktywności miozyny II. W komplek­
sie białek formujących kontakty ogniskowe jest białko sy­
gnałowe zyksyna, która wiąże jedno z białek GEFRho (Vav) 
i podtrzymuje aktywność Rho [55],

Efektorem Rho regulującym polimeryzację aktyny jest 
pl40mDia (Rys. 2b). Stymuluje polimeryzację aktyny bez­
pośrednio [58], albo pośrednio poprzez oddziaływanie 
z mikrotubulami [59] czy przez interakcję z profiliną [60], 
wiążącą monomery aktynowe i promującą polimeryzację. 
mDia jest istotnym czynnikiem regulującym ilość i struktu­
rę włókien naprężeniowych. Formowanie włókien napręże­
niowych i kontaktów ogniskowych jest związane również 
z aktywacją przez białko Rho kinazy 5 fosfatydyloinozytolu 
[61, 62, 63], której produktem jest PIP,, biorący udział w re­
gulacji profiliny, żelsoliny, a także białek wiążących aktynę 
z błoną, niezbędnych dla formowania połączeń pomiędzy 
włóknami naprężeniowymi i kontaktami ogniskowymi.
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Formowanie obu tych struktur wymaga również aktywno­
ści kurczliwej.

KONTROLA KURCZLIWOŚCI BAZUJE NA REGULACJI AK­
TYWNOŚCI MIOZYNY II.

Kluczowym regulatorem miozyny II szlaków sygnało­
wych związanych z białkiem Rho jest serynowo/ treoninowa 
Rho-kinaza zwana również ROCK (Rys. 2b). Kinaza ta zosta­
ła odkryta i scharakteryzowana jako białko pośredniczące 
w indukowanym przez Rho formowaniu właśnie włókien 
naprężeniowych i kontaktów ogniskowych. Znane są dwie 
izoformy tego białka [42]: ROCK I (plóOROCK) i ROCK II 
(ROKa). Kinazy te wykazują specyficzność tkankową, a ich 
funkcje i lokalizacja w komórkach są różne. Włączone są 
w kontrolę wielu zjawisk związanych z ruchliwością ko­
mórek od skurczu mięśni gładkich po migrację. Domenę 
katalityczną stanowi N-terminalny koniec cząsteczki, na 
końcu C znajdują się: motyw wiążący Rho (ang. RBD -  Rho 
binding domain) oraz domena homologiczna do plekstryny 
(PH) odpowiedzialna za lokalizację białka. Każda z domen 
końca C może niezależnie wiązać się z N końcem cząstecz­
ki i blokować jej aktywność katalityczną. Interakcja białka 
Rho z domeną GBD uwalnia domenę katalityczną kinazy 
i przywraca jej aktywność [64, 65], Kinazy Rho fosforylują 
liczne substraty (Rys. 2b), wśród których są: wiążąca mio­
zynę podjednostka fosfatazy lekkich łańcuchów miozyny 
II (MLCP -  ang. myosin light chain phosphatase) oraz lekkie 
łańcuchy miozyny (MLC -  ang. myosin light chain), kinaza 
LIM, czy białka z rodziny ERM (ang. ezrin-radixin-moesin) 
i adducyna, wiążące filamenty aktynowe odpowiednio 
z białkami błony plazmatycznej czy cytoszkieletem podbło- 
nowym [41].

Fosforylacja fosfatazy, powodująca hamowanie jej 
aktywności, jak też bezpośrednia fosforylacja łańcuchów 
regulatorowych miozyny II przez kinazy Rho pełnią ważną 
rolę w regulacji kurczliwości systemu aktomiozynowego. 
Wzrost stopnia ufosforylowania miozyny umożliwia jej 
interakcję z filamentami aktynowymi, co z kolei aktywuje 
ATPazę miozynową i indukuje skurcz (Rys. 2b). Kinaza 
Rho fosforyluje, w sposób niezależny od Ca2+, tę samą 
resztę serynową lekkich łańcuchów miozyny, co zależna 
od Ca2+ kinaza lekkich łańcuchów miozyny (MLCK -  ang. 
myosin light chain kinase) [66]. Prawdopodobnie aktywacja 
obu rodzajów kinaz jest niezbędna dla formowania włókien 
naprężeniowych w migrujących komórkach [42],

Istotne znaczenie dla formowania włókien naprężenio­
wych ma również stabilizacja filamentów aktynowych, 
która jest osiągana w wyniku hamowania depolimeryzacji 
aktyny. Jak już wspomniano, ROCK fosforyluje i aktywu­
je kinazę LIM, która fosforyluje i inaktywuje kofilinę (Rys. 
2b), białko przyspieszające odłączanie monomerów aktyno­
wych od strony końca ostrego filamentów, a więc biorące 
udział w ich dezorganizacji.

Miejsca adhezji umożliwiają komórkom odbieranie infor­
macji z zewnątrzkomórkowej macierzy. Mogą indukować 
polaryzację, zmiany morfologiczne podczas różnicowania, 
proliferację komórek. Jednak dopiero precyzyjnie regulo­
wana dynamiczna reorganizacja miejsc adhezji umożliwia

komórce migrację. Podobnie jak ekspansję frontu białka 
z rodziny Rho kontrolują również dynamikę adhezji mi­
grujących komórek, regulując reorganizację cytoszkieletu 
aktynowego i aktywność kurczliwą systemu aktomiozyno­
wego.

DEADHEZJA I PRZEMIESZCZENIE SIĘ KOMÓRKI

Dezorganizacja miejsc adhezji i skurcz cytoszkieletu 
kortykalnego poza strefą frontalną migrujących komórek 
są niezbędne dla ich przemieszczenia się za wysuwanym 
frontem. W deadhezji komórek biorą udział różne procesy, 
polegające na rozrywaniu połączeń pomiędzy integrynami 
i cytoszkieletem, m. in. proteoliza regulowana, fosforylacja 
integryn oraz zmiany regulowane przez białka z rodziny 
Rho. Efekty aktywacji i hamowania tych białek są różne 
i zależą od mechanizmu migracji i rodzaju komórki.

Zablokowanie szlaku sygnałowego Rho-ROCK, przez 
farmakologiczny inhibitor kinazy zależnej od Rho -  Y-27632 
w komórkach tkankowych powoduje obniżenie aktywności 
miozyny II. W silnie zaadherowanych i bardzo wolno mi­
grujących komórkach, takich jak fibroblasty, czy komórki 
glejaka C6 prowadzi to do dezorganizacji włókien napręże­
niowych i częściowo kontaktów ogniskowych, czego wyni­
kiem jest zmiana kształtu komórki oraz deadhezja. Rozpad 
włókien naprężeniowych i zerwanie połączeń z podłożem 
może być również wynikiem negatywnej regulacji miozy­
ny II (obniżenia jej aktywności) przez szlak sygnałowy Rac 
-  kinaza PAK (Rys. 2b) [67], Kinaza PAK fosforyluje kinazę 
lekkich łańcuchów miozyny, lecz ta fosforylacja reduku­
je aktywność tej kinazy, czego wynikiem jest zmniejszenie 
stopnia ufosforylowania lekkich łańcuchów miozyny [68].

W migrujących leukocytach natomiast dla oderwania 
uropodu od podłoża i przesunięcia ciała komórki za wy­
suwanym frontem niezbędna jest aktywacja szlaku Rho- 
-ROCK, indukująca skurcz sieci aktomiozynowej i dezorga­
nizację miejsc adhezji [69]. Zahamowanie białka Rho przez 
C3 transferazę, powodującą ADP-rybozylację tego białka, 
lub kinazy zależnej od Rho powoduje w tych komórkach 
akumulację integryn i uniemożliwia deadhezję. Aktywację 
białka Rho w uropodzie, powodują integryny (32 [43], któ­
re formują agregaty adhezywne w migrujących komórkach 
układu immunologicznego. Genetyczny defekt, polegający 
na zaburzeniu regulacji białek z rodziny Rho uniemożliwia 
migrację neuronów. Komórkom takim można przywrócić 
zdolność do normalnej migracji hamując szlak sygnałowy 
Rho-ROCK, albo C3 transferazą albo Y-27632. W takich 
warunkach zostaje przywrócona aktywność białek Rac 
i Cdc42, które promują polimeryzację aktyny i ekspansję 
frontu [70],

U A. proteus blokada szlaku sygnałowego Rho-ROCK, 
odwrotnie niż w komórkach tkankowych, powoduje wzrost 
aktywności amebowej izoformy miozyny II [71], która jest 
prawdopodobnie negatywnie regulowana przez fosforyla- 
cję ciężkiego łańcucha, podobnie jak miozyna II u Acantha- 
moeba castellanii [72], Konsekwencją blokady białka Rho lub 
kinazy Rho jest zahamowanie migracji na skutek silnego 
skurczu całego cytoszkieletu kortykalnego, a jednocześnie 
zbyt silnej adhezji. Kontrola aktywności białek z rodziny
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Rho, jak też antagonizm pomiędzy szlakami Rac i Rho są
więc odpowiedzialne za czasowo-przestrzenną regulację
procesów determinujących kolejne etapy migracji, a co za
tym idzie właściwą odpowiedź komórki na bodziec.
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The role of Rho family proteins in controlling the migration of crawling cells 
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ABSTRACT

Migration of crawling cells (amoebae and some kinds of the tissue cells) is a process related to the dynamic reorganization of actomyosin cyto­
skeleton. That reorganization engages actin polymeryzation and depolymeryzation, branching of actin network and interaction of myosin II with 
actin filaments. All those cytoskeleton changes lead to the cell progression, contraction and shifting of the uropod and the cell adhesion. N um ero­
us external stimuli, which activate various surface receptors and signal transduction pathways, can promote migration. Rho family proteins play 
an important role in the regulation of actin cytoskeleton organization. The most known members of this family are Rho, Rac and Cdc42 proteins, 
present in all mammalian tissue cells. These proteins control three different stages of cell migration: progression of the frontal edge, adhesion 
which stabilizes the frontal area, and deadhesion and shifting of the uropod. Cdc42 and Rac control cell polarization, lamellipodium formation  
and expansion, organization of focal complexes. Rho protein regulates contractile activity of actomyosin cytoskeleton outside the frontal area, 
and thus contraction and deadhesion of the uropod.
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W ykaz skrótów: CBP - (ang. CREB-binding pro­
tein) białko wiążące CREB (ang. cAMP-respon- 
se elem ent binding protein - białko wiążące się 
z elem entem  odpowiedzi na cAMP); MDM2
- (ang. murine double minute gene) onkogen ko­
dujący białko MDM2; MTBP - (ang. M DM  two 
binding protein) białko wiążące MDM2 zdolne 
do ham owania wzrostu i zatrzymania cyklu 
kom órkowego w fazie G1 niezależnie od p53; 
M yoD - czynnik transkrypcyjny istotny w róż­
nicow aniu fibroblastów w komórki mięśnio­
we; N um b - regulator różnicowania komórek 
nerw ow ych; PCAF - (ang. p300/CBP associated 
protein) kompleks białka p300 (koaktywator 
transkrypcji) i CBP o aktywności acetylotrans- 
ferazy histonowej, aktywujący transkrypcję 
genów, uczestniczących w różnicowaniu ko­
mórek, kontroli cyklu i apoptozie; TAFII70
- (ang. TBP-associated factor II) podjednostka 
podstaw ow ego czynnika transkrypcyjnego 
TFIID będącego składnikiem kompleksu ini­
cjującego transkrypcję z udziałem polimerazy 
RNAII; TBP - (ang. TATA box- binding protein) 
białko wiążące się z kasetą TATA; TSG101 - 
(ang. tumor susceptibility gene) - gen podatności 
na now otw ory produkujący białko TSG101, 
które jest inhibitorem degradacji MDM2; Twist
- inhibitor różnicowania komórek nerwowych, 
m ięśniow ych, kości, hamuje aktywność acety- 
lotransferazy histonowej p300 i PCAF.

STRESZC ZEN IE

U podstaw procesu onkogenezy leży zmiana mechanizmów kontrolujących cykl komór­
kowy, która prowadzi do zachwiania równowagi między proliferacją, a apoptozą. Biał­

ko MDM2 blokuje zdolność p53 do aktywacji genów związanych z naprawą lub apoptozą 
komórki, a także doprowadza do jego degradacji przez ubikwitynację. Hamuje również wła­
ściwości supresorowe białka pRb, poprzez uwolnienie czynnika transkrypcyjnego E2F1, któ­
ry indukuje fazę S - syntezy DNA. MDM2 wpływa także na procesy różnicowania komórek 
mięśniowych i nerwowych. Ilość i stabilność polipeptydu MDM2 jest regulowana przez p73, 
p53, TSG101, p l4 ARF i ścieżkę Ras-Raf-M EK-ERK. Zmiany poziomu białka MDM2 zaburzają 
kontrolę cyklu komórkowego, co może doprowadzić do onkogenezy.

W PR O W A D ZEN IE

Cykl komórkowy wymaga ścisłej kontroli. W kontroli tej uczestniczy wiele ge­
nów i produktów ich ekspresji uwikłanych w sieć wzajemnych połączeń. Ważną 
rolę odgrywa białko MDM2, które poprzez oddziaływanie z białkami p53, pRb, 
p !4ARF, £2F1 uczestniczy w szlakach proliferacji i apoptozy komórek [1-3]. Biał­
ko MDM2 jest głównym regulatorem białka p53. Wykazuje ono również nieza­
leżną od p53 funkcję, poprzez oddziaływanie z innymi białkami odgrywający­
mi ważną rolę biologiczną: Numb, TSG101, czynnikami transkrypcyjnymi TBP 
i Spl oraz rybosomalnym białkiem L5 [3],

O D D ZIA ŁYW A N IE BIA ŁEK  M D M 2 I p53

Gen p53 jest zlokalizowany w ramieniu krótkim chromosomu 17 człowieka 
(17pl3.1). Białko p53 zawiera domenę trans-aktywującą (N-koniec), domenę 
wiążącą DNA, miejsca oddziaływań typu białko-białko i sygnał lokalizacji jądro­
wej (NLS- ang. nuclear localization signal) na końcu C łańcucha [4], Reguluje ono 
dwa punkty kontrolne: przejście cyklu z fazy G1 do S i z fazy G2 do M. Kontro­
luje wejście w fazę syntezy DNA, poprzez opóźnienie tej fazy umożliwia repera­
cję uszkodzonego DNA. Przez to zapobiega sytuacji, w której uszkodzony DNA 
uległby powieleniu i przekazaniu komórkom potomnym. Z kolei zatrzymanie 
cyklu w punkcie G2/M zapobiega utracie materiału genetycznego, do którego 
mogłoby dojść w czasie mitozy, jeżeli przedtem nastąpiłaby niekompletna repli­
kacja. W przypadku zbyt dużych uszkodzeń białko p53 kieruje komórkę na tory 
apoptozy. W ten sposób przeciwdziała proliferacji komórek uszkodzonych [5]. 
p53 spełnia swoje zadanie poprzez funkcjonowanie jako czynnik transkrypcyj­
ny, aktywujący ekspresję genów:

1. p21 -  który zatrzymuje cykl komórkowy w fazie G1 i G2 przez hamowanie 
kinaz zależnych od cyklin [6],
2. Bax -  indukującego apoptozę [6],
3. GADD45 -  (ang. growth arrest DNA damage inducible) uczestniczącego w bloko­
waniu komórek w fazie G1 i reperacji DNA [6],
4. Cykliny G [6],

Funkcja p53 może zostać zablokowana przez białko MDM2. Hamowanie p53 
przez MDM2 odgrywa ważną rolę we wczesnych stadiach rozwoju. Homolo­
giczna delecja genu MD M2 jest letalna we wczesnej fazie embriogenezy [7],

Białko MDM2 człowieka zbudowane jest z 491 aminokwasów [3]. Jego N- 
-koniec oddziaływuje z domeną aktywującą p53 i w ten sposób hamuje jego ak­
tywność jako strażnika genomu [8,9]. MDM2 wiąże te same sekwencje amino- 
kwasowe p53, poprzez które p53 oddziałuje z podjednostkami podstawowego 
czynnika transkrypcyjnego TFIID- (TAFII31 i TAFII70), inicjującego transkrypcję

44 www.postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

mailto:elroz2@interia.pl
http://www.postepybiochemii.pl


[6]. To sugeruje, że MDM2 współzawodniczy z czynnikiem 
transkrypcyjnym TFIID w utworzeniu kompleksu z biał­
kiem p53 i blokuje zdolność p53 do aktywacji transkrypcji 
[6],

C-koniec MDM2 jest ewolucyjnie konserwatywny i wy­
kazuje aktywność ligazy ubikwitynującej białko supresoro- 
we p53 [3]. Zatem MDM2 nie tylko hamuje zdolność p53 do 
aktywacji transkrypcji genów, związanych z naprawą DNA 
lub z apoptozą, ale także sprzyja jego proteolitycznej degra­
dacji [1-3],

Polipeptyd MDM2 ma zdolność do przemieszczania się 
między jądrem a cytoplazmą komórki dzięki sekwencji 
NES (sygnał eksportu jądrowego), umożliwiającej opusz­
czenie jądra i sygnałowi lokalizacji jądrowej (NLS), pozwa­
lającemu na wejście do jądra przez pory jądrowe. Migracja 
białka MDM2 do cytoplazmy komórki jest wymagana dla 
degradacji p53 w proteasomie 26S- wielocząsteczkowym 
kompleksie przekształcającym ubikwitynowane białka do 
oligopeptydów [6].

Transport białek zawierających sekwencje NES ( w tym 
MDM2) z jądra do cytoplazmy, hamuje leptomycyna B (my- 
kotoksyna), co może zwiększać poziom białka p53, poprzez 
hamowanie jego degradacji [10,11].

W komórkach nieuszkodzonych poziom p53 jest niski 
z powodu degradacji przez MDM2. W odpowiedzi na wie­
le typów uszkodzeń DNA poziom białka p53 podnosi się 
w wyniku:

1. blokowania tworzenia kompleksu MDM2-p53 (fosforyla­
cja Ser15 i Ser31 białka p53 w miejscu wiążącym MDM2 unie­
możliwia tworzenie tego kompleksu) [6].
2. zmniejszania ilości MDM2 (poprzez degradację białka 
MDM2 i spadek poziomu mRNA MDM2) [6],
3. zablokowania przemieszczenia MDM2 z jądra do cyto­
plazmy (poprzez aktywację p53, który reguluje prawdopo­
dobnie transport MDM2) [11],

Fosforylacja p53 (Ser392) przez kinazę zależną od cyklin 
- H-CDK7 [6] i acetylacja p53 przez p300, aktywuje ten po­
lipeptyd do wiązania ze specyficznymi sekwencjami DNA 
i inicjuje transkrypcję genów związanych z reperacją uszko­
dzeń, blokowaniem cyklu komórkowego, apoptozą oraz 
genu MDM2 [3,6], Zaobserwowano gromadzenie się białka 
MDM2 bezpośrednio po uszkodzeniu komórki [3]. Nie wia­
domo jednak, czy jest to tylko wynikiem działania sprzęże­
nia zwrotnego ujemnego, czy też białko p53 reguluje two­
rzenie określonej izoformy białka MDM2, która uczestniczy 
w naprawie komórki [3].

Reasumując: oddziaływanie między genem supresoro- 
wym p53 a onkogenem MDM2 ma postać sieci ujemnego 
sprzężenia zwrotnego (Rys. 1) [12], Możliwe jest zabloko­
wanie tworzenia kompleksu MDM2-p53 [6] oraz wywoła­
nie apoptozy zależnej od p53 poprzez:

1. zastosowanie monoklonalnych przeciwciał anty-MDM2
2. fosforylację miejsc serynowych N-końca łańcucha p53

 1 hamowanie P1®
■ pobudzanie

Rysunek 1. Kontrola fazy G l-S  przez p53, pRb, E2F1 i MDM2. Czynnik w zrostu 
EGF aktywuje ścieżkę Ras-Raf-M EK-ERK, a ta aktywuje kom pleks cykliny D- 
-CD K4/6, który fosforyluje pRb. Kompleks D-CDK4/6 jest ham owany przez p ló . 
Rys. zm odyfikow any na podstaw ie [3],

3. zmniejszenie poziomu MDM2 przez zastosowanie anty-
sensowych konstruktów [6]

ZW IĄ ZEK  M IĘD ZY pRB, E2F1 I M D M 2

MDM2 reguluje aktywność białka pRb i czynnika trans-
krypcyjnego E2F1 [13] (Rys. 1). Gen Rb został odkryty
w siatkówczaku (retinoblastoma) w 1986 r. przez laborato­
rium Weinberga jako pierwszy gen supresorowy [14], Zbu­
dowany z 200 kpz gen Rb [4] koduje dużą rodzinę białek
o masie cząsteczkowej od 105 dol30 kDa [3]. Produkt tego
genu w formie hipofosforylowanej jest zdolny do hamowa­
nia transkrypcji genów zaangażowanych w replikację DNA.
Flamuje przejście komórki z fazy G1 do S poprzez wiązanie
się z rodziną czynników transkrypcyjnych E2F. Pod wpły­
wem bodźców stymulujących, np. czynnika wzrostu, do­
chodzi do aktywacji kaskady kinaz białkowych ścieżki Ras-
-Raf-MEK-ERK [3]. To prowadzi do fosforylacji pRb przez
kompleks cykliny D1-CDK4/6 (CDK-kinaza zależna od
cyklin) w fazie G1 i uwolnienia czynnika transkrypcyjnego
E2F1, który aktywuje geny ważne dla zainicjowania fazy S:
reduktazy dihydrofolianowej, syntazy tymidylanowej, poli- 
merazy DNA, reduktazy rybonukleotydowej [3,4],

Czynnik transkrypcyjny E2F należy do dużej rodzi­
ny białek oznaczonych od E2F1 do E2F6. E2F1 może być
uznany za gen supresorowy, ponieważ jego brak u myszy
zwiększa liczbę nowotworów [3,15], co jest związane z in­
dukowaniem przez niego apoptozy w komórkach z niepo­
hamowanym wzrostem na drodze zależnej i niezależnej od
p53. E2F1 może zatem uczestniczyć w procesie wzrostu ko­
mórek i w apoptozie.

Nadekspresja MDM2 zwiększa aktywność białka E2F1. 
Może to być spowodowane bezpośrednią stymulacją E2F1 
przez MDM2 lub występowaniem przeszkód w wiązaniu 
E2F1 przez pRb. Polipeptyd MDM2, wiążąc się z pRb, ha­
muje jego zdolność do blokowania E2F1 [13],

Białko MDM2 w kompleksie z p53 zwiększa aktywność 
E2F1 poprzez degradację białka p53, które z kolei hamuje 
domenę aktywującą E2F1 i wiązanie E2F1 z DNA. Zaobser-
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wowano, że w komórkach z nadekspresją MDM2 aktywa­
cja E2F1 występuje przy równoczesnym spadku poziomu 
białka p21. W związku z tym można stwierdzić, że MDM2 
aktywuje E2F1 przez hamowanie zależnej od p53 transkryp­
cji p21 (inhibitora kompleksu cdk-cykliny, fosforylującego
pRb) [16].

Białko MDM2, podobnie jak duży antygen T wirusa 40 
(T SV40), inaktywuje dwóch „stróżów" cyklu komórkowe­
go p53 i pRb. Szczegółowe badania wykazały jednak istnie­
nie znacznie bardziej skomplikowanej zależności między 
p53, pRb, E2F1 a MDM2 [3]. Zaobserwowano, że przy bra­
ku p53, MDM2 może hamować proapoptotyczny efekt E2F1 
i jednocześnie stymulować syntezę DNA przy współpracy 
z E2F1. Zależy to od poziomu czynnika transkrypcyjnego 
E2F1. Białko MDM2 obniża ilość E2F1 do poziomu umożli­
wiającego przejście z fazy G1 do S [17]. Również antyapop- 
totyczna i promująca wzrost rola MDM2 może zależeć od 
czynnika E2F1, który z kolei może decydować o niezależnej 
od p53 onkogennej właściwości MDM2 [3].

ODDZIAŁYWANIE p73 I MDM2

Pierwsze dane wskazujące na supresorowy charakter 
genu p73 uzyskali Brown i wsp. [18]. Zaobserwowali oni 
zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1 w komór­
kach NIH3T3 z nadekspresją MDM2, pozbawionych p53. 
To zwróciło uwagę na kontrolę cyklu przez inne geny. 
Białko p73 wykazuje wysoki stopień podobieństwa do p53 
[19,20], choć rzadko kodujący je gen ulega mutacji w nowo­
tworach człowieka [3]. Brak genu p73 u myszy wywołuje 
zaburzenia neurologiczne, hormonalne i odczyny zapalne 
[19]. Białko p73, podobnie jak p53, jest indukowane pod 
wpływem uszkodzeń DNA. Dochodzi wtedy do jego fos­
forylacji przez kinazę tyrozynową [20]. W odpowiedzi na 
uszkodzenia DNA, przy braku p53, p73 aktywowany przez 
E2F1 może indukować apoptozę [3,20]. Nadekspresja p73 
w komórkach nowotworowych z brakiem p53 prowadzi do 
zatrzymania proliferacji [3], Interesujące, że MDM2 oddzia­
łując z p73 nie prowadzi do jego degradacji, ale stabilizuje 
i wzmacnia jego funkcje jako supresora wzrostu [3] (Rys. 
2). Zahamowanie trans kry pcyjnej aktywności p73 przez 
MDM2 wymaga znacznie wyższego poziomu tego białka, 
w porównaniu z blokowaniem p53 [20], Molekularny me­
chanizm chroniący p73 przed degradacją nie jest znany. 
Gu i wsp. [21] określili sekwencje, które występują w p53, 
a brak ich w p73. Istotną przyczyną może być również nie­
zdolność p73 do przemieszczania się z jądra do cytoplazmy 
komórki w wyniku braku czynnych sekwencji sygnału 
eksportu jądrowego (NES). Białko p73 w komórkach z eks­
presją MDM2 kumuluje się w jądrze [21]. W komórkach po­
zbawionych p53, polipeptyd p73 zwiększa ilość i stabilność 
białka MDM2 (Rys. 2), ale nie wiadomo, czy bezpośrednie 
oddziaływania między p73 a MDM2 odpowiedzialne są 
za stabilizację MDM2 [20]. Wang i wsp. [20] wykazali, że 
poziom p53 może być zmieniony przez współdziałanie 
z MDM2 i p73. Jest to prawdopodobnie spowodowane 
zwiększeniem proteolizy p53. Stwierdzono, że MDM2 ma 
większe powinowactwo do p53 niż do p73.

HAMOWANIE pl4ARF PRZEZ TWIST, MDM2, EID1 DRO­
GĄ REGULACJI FUNKCJI p53

Gen INK4A koduje dwa białka. Eksony la , 2 i 3 tego genu 
kodują białko pló (specyficzny inhibitor kinaz CDK4/6 fos­
fory lujących pRb), a eksony 1(3, 2 i 3 - białko p l4ARF (ang. 
alternatwe reading frame). Białko p l4ARF nie wykazuje homo- 
logii strukturalnej z pló, ale pełni podobną do niego funkcję 
- zatrzymuje cykl komórkowy w fazie G1 lub G2 [1,22,23]. 
Białko pló wpływa na cykl komórkowy zależnie od pRb 
w postaci hipofosforylowanej, a białko p l4ARF niezależnie 
od pRb. Stwierdzono, że mimo inaktywacji pRb przez onko- 
proteinę E7 brodawczaka (papilloma), p l4ARF reguluje cykl 
komórkowy [3]. Myszy pozbawione genu p l4 ARI rozwijały 
się prawidłowo, wykazując predyspozycje do różnych ty­
pów nowotworów [3] częściej, niż gdy brakowało tylko p53, 
lub p53 i MDM2 [24], Homologiczną delecję eksonu 1(3 ge­
nu INK4A, kodującego p l4ARF znaleziono w glioblastoma 
i anaplastycznych astrocytach [25]. Gen INK4A jest aktywo­
wany w odpowiedzi na onkogeny. Onkogen Ras aktywuje 
ekspresję pló oraz p l4 ARF i w ten sposób zatrzymuje cykl 
komórkowy. Inne onkogeny, jak c-myc (homologiczny 
z v-myc wirusa mieloblastozy ptaków), czynnik transkryp- 
cyjny E2F1 i E1A (białko adenowirusa), aktywują ekspresję 
p l4 ARF, ale nie pló [26].

N-koniec białka p l4ARF wiąże się z MDM2 [3,25]. Kom­
pleks p l4ARF z MDM2 w jądrze zapobiega oddziaływaniu 
MDM2 z p53, chroniąc w ten sposób p53 przed transportem 
z jądra do cytoplazmy komórki [23], Białko p l4ARF hamuje 
także aktywność MDM2 jako ligazy ubikwitynowej w sto­
sunku do p53, a tym samym zapobiega degradacji biał­
ka p53, zwiększa jego poziom i stabilność oraz aktywuje 
jego funkcję supresorową [3]. MDM2 zaś hamuje zdolność 
p l4ARF do zatrzymania cyklu komórkowego (Rys. 2). Poli­
peptyd MDM2, wg Webera i wsp. [24], jest negatywnym re­
gulatorem pl4ARF, podobnie jak Twist, należący do rodziny 
czynników transkrypcyjnych zawierających motyw helisa -

Zahamowanie 
cyklu komórkowego 

lub apoptoza

/  \
p73 p53 * • — PCAF i 

p300 1

M D M 2 H p14ARF |- . EID1 
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p300
pRb

ham owanie
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Rysunek 2. Schem at współdziałania p l4  i M DM 2. MDM 2, Tw ist i EID1 są nega­
tyw nym i regulatoram i p l4 ARF. M DM 2 przy w spółudziale p300 i pRb degraduje 
Tw ist i EID1 w procesie ubikwitynacji. EID1 i Tw ist hamują aktywność acetylo- 
transferazy histonowej p300 i PCAF, która odgrywa ważną rolę w procesie acety- 
lacji p53. Rys. zm odyfikowany na podstaw ie [3,24,26-29].
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pętla - helisa HLH (ang. heliks-loop-heliks) [27]. Twist blokuje 
zatrzymanie cyklu komórkowego zależne od p53 poprzez 
hamowanie aktywacji genów uczestniczących w reperacji 
uszkodzonego DNA, np. p21, a także jest inhibitorem za­
leżnej od p53 apoptozy komórek. Wpływ tego białka na 
cykl komórkowy może wynikać ze zmniejszenia poziomu 
pl4ARF, chroniącego p53 przed degradacją [27], Komórki, 
w których Twist ulega ekspresji, zachowywały się podobnie 
jak komórki z brakującym eksonem 1(3 genu INK4A, kodu­
jącego p l4ARF - były oporne na zatrzymanie cyklu komórko­
wego i apoptozę zależną od p53 [27].

Jak dotąd nie ma bezpośrednich dowodów na to, że obni­
żenie poziomu pl4ARF jest wystarczające do zmiany aktyw­
ności p53 [27], ponieważ może być ona zmieniona poprzez 
oddziaływanie z kofaktorami p300, CBP (ang. CREB-bind- 
ing protein) i P/CAF (ang. p300 /CBP associated protein). Są 
to białka o aktywności acetylotransferazy, mające zdolność 
do acetylacji histonów i czynników transkrypcyjnych [3,28], 
Białko Twist hamuje aktywność acetylotransferazy p300 i P/ 
CAF [3,28]. Wiąże się ono z domenami HAT (acetylotrans­
ferazy histonowej), p300 i P/CAF. HAT zawiera 4 motywy 
oznaczone od A do D [28], Motywy A i B obejmują miejsca 
wiązania acetylo-CoA. Czynnik transkrypcyjny Twist blo­
kuje prawdopodobnie wiązanie acetylo-CoA do motywu 
A i B. Wykazano również, że HAT, p300 i P/CAF zawierają 
unikatowy motyw E [28], Prawdopodobnie Twist wiążąc się 
do motywu E, hamuje p300 i P/ CAF i w ten sposób blokuje 
różnicowanie mięśni, kości i komórek nerwowych [28],

Inhibitorem różnicowania jest również białko EID1 (ang. 
ElA - like inhibitor ofdifferentiation), które podobnie jak Twist 
przejawia zdolność do hamowania aktywności acetylo­
transferazy kofaktora p300 [29], Białko EID1 blokuje zależne 
od pRb różnicowanie, ale nie wpływa na zatrzymanie cyklu 
zależne od pRb. Białka pRb i p300 odgrywają ważną rolę 
w procesie degradacji EID1 na drodze ubikwitynacji. Do C- 
-końca EID1 wiążą się białka p300 i pRb, które mają zdolność 
oddziaływania z ligazą ubikwitynową MDM2 [29]. Miejsca 
wiążące p300 i pRb na MDM2 zostały scharakteryzowane 
przez Browna i wsp. [18] jako domeny ID1 i ID2.

Podsumowując: ubikwitynacja białka EID1 jest związana 
z MDM2, ale zachodzi przy współudziale p300 i pRb. EID1 
może hamować transkrypcję p l4ARF podobnie jak Twist. 
Usunięcie EID1 na drodze ubikwitynacji prawdopodobnie 
aktywuje p l4ARF [3],

ODDZIAŁYWANIE MDM2 Z INNYMI BIAŁKAMI

Białko MDM2 oddziałuje in vivo i in vitro niezależnie od 
p53 z białkami: Numb, TSG101, MTBP, TBP, Spl i L5 (Rys. 3). 
Polipeptyd MDM2 za pomocą N-końca łączy się z białkiem 
Numb o masie cząsteczkowej 65 kDa, związanym z błoną 
cytoplazmatyczną. Jest to regulator różnicowania, który od­
grywa ważną rolę w procesie rozwoju układu nerwowego 
[30], Gen Numb zlokalizowany jest w rejonie 14q24.3, który 
jest związany z chorobą Alzheimera [30], Uszkodzenie tego 
rejonu może być przyczyną rozwoju chorób neurodegene- 
racyjnych.

MDM2

1 i 1
Numb MyoD Sp1 TSG101

1 I!
MTBP TAFII 250

różnicowanie kom órek zaham owanie
cyklu

kom órkowego

cyklina A

synteza DNA

 1 ham owanie
*  aktyw acja

 niski poziom  MDM2

 H  wysoki poziom MDM2

Rysunek 3. W pływ MDM 2 na procesy różnicow ania i cykl kom órkowy, niezależ­
nie od p53. Rys. zmodyfikowany na podstawie [3,30 -34]..

Białko MDM2 degraduje Numb, a przez to hamuje róż­
nicowanie komórek [30], Ponadto MDM2 uczestniczy rów­
nież w degradacji innego białka - TSG101, kodowanego 
przez gen supresorowy tsglOl [31], Gen ten znajduje się na 
chromosomie 11 (pllpl5.2-pl5). Jego brak u myszy zwięk­
sza podatność na rozwój nowotworów. Polipeptyd TSG101 
(o masie cząsteczkowej 42.8 kD) odgrywa bardzo ważną 
rolę w utrzymaniu stabilności genomu i w regulacji cyklu 
komórkowego. Przeciwdziała ubikwitynacji MDM2, pod­
nosi jego poziom, stabilność i przedłuża okres półtrwania 
do 28 minut (okres połowicznego rozpadu prawidłowego 
białka MDM2 wynosi około 15-20 minut). TSG101 dopro­
wadza do nagromadzenia MDM2 - negatywnego regulato­
ra p53, a białko MDM2 na zasadzie sprzężenia zwrotnego 
zmniejsza poziom TSG101 poprzez zwiększenie jego degra­
dacji [31],

Polipeptydem zdolnym do hamowania wzrostu i zatrzy­
mania cyklu komórkowego w fazie G1 niezależnie od p53 
jest MTBP (ang. MDM two binding protein). Jest to białko
0 masie cząsteczkowej 104 kDa, kodowane przez gen Mtbp 
zlokalizowany na chromosomie 8 (8q24.1-q24.2). Gen ten 
ulega ekspresji w różnych tkankach, wykazując najwyższy 
poziom w grasicy, jądrach i jajnikach. Białko MDM2, two­
rząc kompleks z MTBP, hamuje jego funkcję jako supresora 
wzrostu [3], Należy podkreślić, że miejsca wiązania tego 
supresora do MDM2 nie są specyficzne, ponieważ w tym 
samym obszarze (167-304) mogą przyłączyć się inne białka 
supresorowe: pRb i pl9, podstawowe czynniki transkryp- 
cyjne TFII lub koaktywatory transkrypcji p300 [32], MTBP 
może współzawodniczyć z tymi białkami o wiązanie się 
z MDM2. W miejscu wiązania się MTBP do MDM2 znajdują 
się sekwencje NFS i NES, co może wpływać na lokalizację
1 funkcję tego supresora [32].

Ponadto MDM2 oddziałuje in vivo i in vitro z:

1. podjednostką czynnika transkrypcyjnego TFII wiążącą 
się z kasetą TATA- TBP (ang. TATA-binding protein), która 
odgrywa ważną rolę w inicjacji transkrypcji i funkcjonowa­
niu polimerazy RNA [3].
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2. podjednostką czynnika transkrypcyjnego TFU współdzia­
łającą z TBP - TAFII250 (ang. TBP- associated factor). TAFII- 
250 jest wymagany do transkrypcji cykliny A [33]. Oddziały­
wanie MDM2-TAFII250 prowadzi do aktywacji promotora 
cykliny A, natomiast delecja miejsc wiążących TAFII250 na 
MDM2 znosi tę aktywację. Niski poziom białka MDM2 ak­
tywuje promotor cykliny A poprzez usunięcie represorów 
jej transkrypcji, natomiast wysoki- wywołuje efekt przeciw­
ny. MDM2 poprzez regulację promotora cykliny A (cyklina 
ta jest odpowiedzialna za przejście komórki z fazy G1 do S i 
z S do G2 i ulega ona degradacji w końcu fazy G2 [33]) oraz 
oddziaływanie z E2F1 wpływa na proces replikacji DNA
[3], p53 hamuje ekspresję cykliny A, ale MDM2 hamuje p53, 
a aktywuje promotor cykliny A [33],

MDM2 bezpośrednio wiąże czynnik transkrypcyjny Sp 
1 (ang. specificity protein 1) i w ten sposób hamuje jego zdol­
ność do wiązania się z DNA. pRb uwalnia Spl z kompleksu 
Spl-MDM2 i przywraca jego zdolność do wiązania z DNA. 
Ten mechanizm jest ważny dla końcowego procesu róż­
nicowania [34] (Rys. 3). Polipeptyd MDM2 może tworzyć 
kompleksy z białkiem rybosomalnym L5 i podjednostką 
5S rRNA [3], Jednak rola MDM2 w regulacji biosyntezy 
białek nie jest znana. Białko L5 ma zdolność przemieszcza­
nia się między jądrem a cytoplazmą i może odgrywać rolę 
w transporcie MDM2 miedzy tymi przedziałami komórki. 
Białko MDM2 oddziaływuje z RNA, ale fizjologiczne zna­
czenie tych interakcji nie zostało jeszcze wyjaśnione [3]

MDM2 poprzez oddziaływanie z tymi białkami przeciw­
działa mechanizmom kontroli wzrostu, uczestniczy w pro­
cesie rozwoju i różnicowania komórek.

MDM2 A ŚCIEŻKA Ras-Raf-MEK-ERK

Gen MDM2 jest regulowany przez ścieżkę Ras-Raf-MEK- 
-ERK, niezależnie od p53 [35]. Przenoszenie sygnałów na 
tej ścieżce jest aktywowane przez czynniki wzrostu oraz 
hormony i uczestniczy w proliferacji komórki [36], Schemat 
transdukcji sygnałów na ścieżce Ras-Raf-MEK-ERK można 
przedstawić na przykładzie naskórkowego czynnika wzro­
stu EGF (ang. epidermal growth factor). Przyłączenie EGF do 
zewnątrzkomórkowej domeny receptora EGF wywołuje di- 
meryzację cząsteczek receptorowych i zmiany konformacyj- 
ne domeny wewnątrzkomórkowej receptora, co prowadzi 
do autofosforylacji jego reszt tyrozynowych. Do fosfotyro- 
zynowych miejsc receptora EGF przyłączają się białka ada­
pterowe. Białka te rozpoznają zaktywowaną formę recep­
torowej kinazy tyrozynowej, dzięki obecności domen SH2 
(Src Homology 2 - domeny homologiczne z domeną 2 kina­
zy Src -wirusa mięsaka Rousa - ang. sarcoma), wiążących się 
z ufosforylowanymi tyrozynami w pobliżu karboksylowe­
go końca aktywnego receptora.

Białkami adaptorowymi są Grb (ang. growth factor, recep­
tor binding protein), SOS (ang. Son o f sevenless) i Ras. Białka 
Ras są pokrewne z białkami G. Należą do nadrodziny ma­
łych białek GTP-azowych. Są one aktywowane po związa­
niu GTP, a nieaktywne po związaniu się z GDP (z uwagi na
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cykliny D-CDK4/6, a ham uje inhibitory kinaz zależnych od cyklin p21, p27, p l6 . Poziom  p53 jest niski, ponieważ jest zachowana równowaga między degradacją p53 
przez MDM 2 a stabilizacją przez p l4 ARF. Białko pRb jest ufosforylowane, a uwolniony czynnik E2F1 m oże aktyw ow ać p l4 ARF. Rys. zm odyfikowany na podstaw ie [39], b) 
Uszkodzenie komórki. Ścieżka Ras-Raf-M EK-ERK jest hiperaktyw na, aktyw uje inhibitory kinaz zależnych od cyklin p21, p27, p l6 . Dzięki temu zablokowana jest fosfory­
lacja pRb (nieaktywna CDK4/6) i białko to jest zdolne do zaham owania cyklu. Białko p53 jest stabilizow ane przez p l4 ARF, ale nie jest degradowane przez M DM 2. W ten 
sposób p53 jest również zdolne do zaham ow ania cyklu kom órkowego. Rys. zm odyfikowany na podstaw ie [39].
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to, że same hydrolizują GTP, następuje ich szybka autoinhi- 
bicja) [37], Przyłączenie się kompleksu Grb2-SOS do miejsc 
fosfotyrozynowych receptora EGF stymuluje przemianę 
GDP w GTP, co powoduje zmiany konformacyjne w białku 
Ras. Umożliwia to związanie się z kinazą Raf-1 z dużym po­
winowactwem, rekrutując ją z cytosolu do błony komórko­
wej, gdzie ma miejsce wieloetapowy proces aktywacji Raf-1. 
Proces ten obejmuje defosforylację miejsc inhibitorowych 
przez fosfatazy białkowe 2A (PP2A-ang. protein phosphatase 
2A) oraz fosforylację miejsc aktywnych przez kinazy: PAK 
(ang. p21-activated kinase, kinaza aktywująca białko p21), ki­
nazy tyrozynowe z rodziny Src oraz nierozpoznane dotąd 
inne kinazy [38]. Zaktywowana kinaza Raf-1 oddziaływu- 
je z MEK i fosforyluje jej dwie reszty serynowe. Następnie 
zaktywowane białko MEK fosforyluje, a tym samym akty­
wuje, kinazę ERK (ang. extracellular regulated kinases) [36,38], 
Kaskadowy proces fosforylacji doprowadza do aktywacji 
kolejnych etapów pobudzania i przekazywania sygnałów 
do jądra komórkowego. ERK może aktywować czynniki 
transkrypcyjne regulujące produkty białkowe onkogenów: 
c-fos, c-jun, c-myc, MDM2 i białko p l4ARF [37,39],

Ścieżka Ras-Raf-MEK-ERK reguluje ekspresję genu 
MDM2 i w rezultacie podnosi poziom białka MDM2. Pod 
wpływem sygnału mitogennego dochodzi do aktywacji nie 
tylko MDM2, ale i p l4ARF (Rys. 4a). Oba te białka mają wpływ 
na poziom p53. MDM2 degraduje p53, a p l4ARF - będąc in­
hibitorem MDM2 - zapobiega tej degradacji. Poziom p53 
jest zatem zależny od równowagi między aktywacją p l4ARF 
a MDM2 przez Ras-Raf-MEK-ERK. W komórkach dzielą­
cych się poziom p53 jest niski. Zachowana jest równowaga 
między degradacją p53 a jego stabilizacją [39], W komórkach 
spoczynkowych ścieżka Ras-Raf-MEK-ERK jest nieaktyw­
na. ERK nie aktywuje kompleksu cykliny D/Cdk4/6 i nie 
dochodzi do fosforylacji pRb. Poziom białka p53 jest niski 
ze względu na degradację p53 przez MDM2 [39]. W przy­
padku uszkodzenia komórki ścieżka Ras-Raf-MEK-ERK jest 
hiperaktywna (Rys. 4b) i aktywuje inhibitory cyklino-zależ- 
nych kinaz: p21, p27, pl6. W ten sposób utrzymuje białko 
pRb w formie hipofosforylowanej, zdolnej do blokowania 
cyklu komórkowego. Również aktywne i stabilne białko 
p53 prowadzi do naprawy komórki lub apoptozy. Stabili­
zacja p53 jest zapewniona dzięki indukcji p l4ARF przez ki­
nazę ERK. W przypadku utraty p l4ARFdochodzi do zmian 
poziomu p53. Wówczas MDM2 jest aktywowane przez ERK 
i doprowadza do degradacji p53 [39],

Podsumowując, aktywacja ścieżki przenoszenia sygna­
łów Ras-Raf-MEK-ERK odgrywa ważną rolę w onkogene- 
zie, ponieważ ma wpływ na poziom i aktywność białek: 
p53, pRb, p l4ARF, MDM2, które odgrywają kluczową rolę 
w regulacji cyklu komórkowego [38,39],

UDZIAŁ MDM2 W ONKOGENEZIE

Białko MDM2 odgrywa istotną rolę w kontroli cyklu ko­
mórkowego poprzez oddziaływanie z p53, pRb, E2F1, p73, 
p l4ARF. W związku z tym zmiana poziomu tego białka może 
doprowadzić do onkogenezy. Nadekspresję MDM2 zaob­
serwowano w ostrych białaczkach, przewlekłej białaczce 
szpikowej, chłoniakach i szpiczakach [40]. Nadmiar MDM2 
z jednej strony nasila aktywację E2F1, który ułatwia przej­

ście z fazy G1 do S, a z drugiej zwiększa degradację białka 
p53, hamując jego funkcję supresorową (aktywację genów 
zaangażowanych w proces naprawy komórki lub apopto- 
zę), co przyczynia się do intensywnego wzrostu i zwiększa 
przeżycie komórek nowotworowych [40], W liniach bia- 
łaczkowych nie tylko dochodzi do zwiększenia ilości białka 
MDM2, ale i jego trwałości, co może doprowadzić do za­
chwiania równowagi i niekontrolowanego wzrostu zmie­
nionych komórek. U podstaw tego zjawiska leży zmieniona 
degradacja białka MDM2 w proteasomie [41].

Ampifikację genu MDM2 i zmiany ścieżki pl4ARF/p53/ 
MDM2 znaleziono w glejakach (glioma, glioblastoma), 
mięsakach mózgu i gwiaździakach anaplastycznych [42]. 
W mięsakach kości [43], raku watrobowo-komórkowym, 
obok amplifikacji genu MDM2, występują punktowe mu­
tacje i insercje, które pociągają za sobą zmiany transkrypcji, 
a tym samym doprowadzają do powstania białka o innych 
właściwościach, a nawet do zatrzymania jego syntezy [44], 
Na tej podstawie można stwierdzić, że nie tylko nadekspre- 
sja, ale również brak białka MDM2 może mieć wpływ na 
proces onkogenezy.

W białaczkach [45], raku piersi [46], mięśniakomięsaku 
prążkowokomórkowym (agresywnym nowotworze tkanek 
miękkich) [47] znaleziono różnej długości mRNA MDM2 
i potwierdzono obecność białek o różnej masie, które mogą 
mieć odmienne funkcje biologiczne oraz zmienioną zdol­
ność blokowania p53. Występowanie zmian w transkrypcji 
oraz w translacji genu MDM2 u pacjentów z białaczkami, 
chłoniakami, szpiczakami, nowotworami mózgu i mięsaka­
mi, związane jest ze złym rokowaniem, skróceniem czasu 
przeżycia oraz opornością na chemioterapię [40,42], Kondo 
i wsp. [48] zaobserwowali, że białko MDM2 indukuje eks­
presję genu MDR1 (oporności wielolekowej), co prowadzi 
do zwiększenia ilości jego produktu- glikoproteiny P w linii 
komórek glioblastoma U87-MG. Leczenie antysensowymi 
konstruktami MDM2 hamuje produkcję glikoproteiny P, co 
podkreśla rolę MDM2 w rozwoju oporności wielolekowej.

Białko MDM2 może być również wskaźnikiem oceny 
stopnia złośliwości nowotworów. Blokuje ono bowiem 
czynnik transkrypcyjny MyoD, a tym samym przyczynia 
się do powstania niezróżnicowanych form mięśniakomięsa- 
ka prążkowokomórkowego opornego na leczenie [49],

PODSUMOWANIE

MDM2 uczestniczy w kontroli cyklu komórkowego i w 
różnicowaniu komórek nerwowych i mięśniowych. Zmiany 
poziomu białka MDM2 mogą przyczynić się do zachwiania 
równowagi cyklu komórkowego i ucieczki spod mechani­
zmów kontrolujących, co może doprowadzić do nowotwo- 
rzenia. W związku z tym celem dalszych badań powinno 
być sprawdzenie skuteczności antysensowych oligonukle- 
otydów blokujących syntezę MDM2 oraz poznanie mecha­
nizmów regulujących MDM2, a w szczególności hamują­
cych jego zdolność do indukcji fazy S.

Należy sobie postawić pytanie, dlaczego p53 - strażnik 
genomu - nie hamuje białka MDM2, a nawet zwiększa jego 
poziom po uszkodzeniu komórki. Być może białko MDM2
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ma dualistyczna naturę: uczestniczy w naprawie komórki 
oraz w indukcji cyklu komórkowego, ponieważ występuje 
w wielu odmianach, różniących się od siebie właściwościa­
mi. Dlatego dalszy kierunek badań powinien zmierzać do 
zbadania różnych izoform tego białka. Białko MDM2 ma 
zdolność hamowania p53, ale także wykazuje niezależną 
od p53 funkcję: indukuje syntezę DNA poprzez aktywacje 
E2F1, cykliny A i degradację supresorów MTBP, TSG101. 
Należy również zbadać, czy istnieją drogi przeciwdziała­
jące ekspansji MDM2 i dlaczego komórki z nich nie korzy­
stają oraz poznać czynniki doprowadzające do amplifikacji 
czy nadekspresji bez zwielokrotniania kopii genu MDM2. 
Przedmiotem dalszych badań powinno być szczegółowe 
poznanie regulacji tego genu na poziomie mRNA i określe­
nie właściwości odmian tego białka.
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ABSTRACT

The basis of oncogenesis underlies the modification of the control of the cell cycle, which leads to disturb balance between proliferation and 
apoptosis. The MDM2 protein supresses the ability of p53 to activate genes responsible for repairing or apoptosis, but also promotes p53 de­
gradation by ubiquitination. MDM2 inhibits tumor supressor property of pRb, by releasing E2F1, which stimulates DNA synthesis in S-phase. 
M DM 2 influences on the neuronal and muscle differentiation. Quantity and stability of the MDM2 protein is regulated by p73, p53, TSG101, 
p l4 ARF and Ras-Raf-M EK-ERK pathway. Changes of the level of the M DM 2 can disturb control of cell cycle and contribute to oncogenesis.
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W ykaz skrótów: ADAM -  metaloproteazy 
transbłonowe posiadające domenę dezinte- 
grynową (ang. A disintegrin and metallopro- 
teinases); CBD -  domena wiążąca komórkę 
(ang. cell binding domain); ECM -  macierz 
międzykomórkowa (ang. extracellular matrix); 
FGF -  czynnik wzrostu fibroblastów (ang. 
fibroblast growth factor); HGF- czynnik wzro­
stu hepatocytu (ang. hepatocyte growth factor); 
MMP - serynowo/cysteinowe metaloproteazy 
macierzy zewnątrzkomórkowej (ang. matrix 
metalloproteinases); PIP, - 4,5-difosforan fosfaty- 
dyloinozytolu; PKC - kinaza białkowa C (ang. 
protein kinase Q ; VEGF -  czynnik wzrostu 
komórek nabłonka naczyń (ang. vascular endo­
thelial growth factor).
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STRESZCZENIE

Syndekany (45-20 kDa) to rodzina proteoglikanów błonowych. Zbudowane są z krótkiej 
domeny cytoplazmatycznej, domeny błonowej i domeny kontaktującej się ze środowi­

skiem zewnętrznym, która posiada związane kowalencyjnie łańcuchy glikozaminoglikanu 
siarczanu heparanu i łańcuchy glikozaminoglikanu siarczanu chondroityny. Syndekany 
mają zdolność wiązania licznych ligandów obecnych w macierzy zewnątrzkomórkowej: 
czynników wzrostu, enzymów, białek macierzy zewnątrzkomórkowej (fibronektyna, lami- 
nina), a także wirusów i toksyn. Za pośrednictwem domeny cytoplazmatycznej syndekany 
łączą się z białkami cytoszkieletu oraz białkami biorącymi udział w przekazywaniu sygnału. 
Syndekany obok integryn są głównymi receptorami w tworzeniu połączeń komórka -  ma­
cierz zewnątrzkomórkowa. Zmiany w ich ekspresji wpływają na adhezję oraz migrację ko­
mórek, organizację płytek przylegania i cytoszkieletu. Syndekany są zaangażowane w pro­
cesy różnicowania komórek i regeneracji tkanek.

WPROWADZENIE

Syndekany (45-20kDa) stanowią rodzinę transbłonowych proteoglikanów 
siarczanu heparanu typu 1 [1-7], Zbudowane są z krótkiej domeny cytoplazma­
tycznej, domeny błonowej oraz domeny zewnątrzkomórkowej, z którą związane 
są kowalencyjnie łańcuchy glikozaminoglikanu siarczanu heparanu lub glikoza­
minoglikanu siarczanu chondroityny. Obecność łańcuchów glikozaminoglikanu 
siarczanu heparanu warunkuje szereg funkcji syndekanów w komórce. Wiążą 
one liczne ligandy obecne w macierzy zewnątrzkomórkowej: czynniki wzrostu, 
enzymy, białka macierzy zewnątrzkomórkowej, wirusy, toksyny, a także bakte­
rie. Syndekany biorą udział w procesach adhezji komórkowej, przekazywaniu 
sygnału oraz regulacji metabolizmu lipidów poprzez wiązanie lipoprotein [8], 
U ssaków znane są cztery syndekany, natomiast u Drosophilia melanogaster i Ce- 
anorlmbditis elegans jeden [9]. Syndekany 1-3 są specyficzne dla niektórych tka­
nek, natomiast syndekan-4 jest syntetyzowany w większości z nich [10], Synde- 
kan-1 występuje w komórkach nabłonka. Syndekan-2 obecny jest w komórkach 
mezenchymy, jest on również syntetyzowany w komórkach międzybłoniaka 
człowieka (nowotwór opłucnej i otrzewnej) [11]. Zarówno syndekan-1 jak i -3 
ulega ekspresji w tkance nerwowej [12].

W adhezję i migrację komórek zaangażowany jest przede wszystkim synde­
kan-4 [13-15]. Występuje on obok integryn na terenie płytek przylegania - miejsc 
adhezji komórek do macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM) (Rys. 1) [16,17].

Z badań przeprowadzonych na myszach z uszkodzonym genem syndeka- 
nu-4 wynika, iż zwierzęta takie rozwijają się i rozmnażają prawidłowo [18]. Po­
jawiają się jednak u nich pewne zaburzenia w rozwoju naczyń krwionośnych 
łożyska oraz nerek. Zaobserwowano również nieprawidłowości w gojeniu się 
ran i angiogenezie [19,20],

BUDOWA SYNDEKANÓW

Wszystkie syndekany to integralne białka błonowe, z N-końcem (ektodo- 
meną) zawierającym miejsce wiązania dla od 3 do 5 łańcuchów glikozamino­
glikanu siarczanu heparanu i siarczanu chondroityny (Rys. 2). Syndekany mają 
pojedynczą hydrofobową domenę transbłonową i krótką C-końcową domenę 
cytoplazmatyczną. Geny, kodujące poszczególne syndekany, znajdują się na 
różnych chromosomach, ale wykazują bardzo podobną organizację, co suge­
ruje, że powstały one przez duplikację genu prekursora [21]. Łańcuchy gliko­
zaminoglikanu siarczanu heparanu mają zdolność wiązania licznych ligandów 
obecnych w macierzy zewnątrzkomórkowej. Natomiast rdzeń białkowy synde­
kanów odpowiedzialny jest za zjawiska związane z adhezją komórek, łączenie
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Rysunek 1. Schem at budowy płytki przylegania. Płytki przylegania stanowią 
region w obrębie błony kom órkowej (BK), gdzie cytoszkielet oddziałuje z ma­
cierzą pozakom órkow ą (ECM). W skład płytek przylegania wchodzą: integryny 
(zbudow ane z podjednostek a  i p -  kolor czerwony i pom arańczowy), synde- 
kan-4 (S-4), filam enty aktynowe (FA), liczne białka stanow iące łącznik pom iędzy 
cytoszkieletem  a błoną kom órkową: talina (TA), winkulina (Win), a-aktynina 
(a-akt), tensyna (Ten) oraz cały szereg białek regulatorow ych, które przez fosfo­
rylację, defosforylację i proteolizę regulują strukturę, funkcję i dynam ikę płytek 
przylegania. Ze w zględu na przejrzystość ryciny nie pokazano bezpośrednich 
powiązań białek cytoszkieletu z syndekanem -4. GF- czynniki wzrostu.

-  galaktoza -  galaktoza - kwas glukuronowy, przy udziale 
enzymów: ksylozylotransferazy, galaktozylotransferazy I i 
II [22,23], Łańcuchy glikozaminoglikanu siarczanu hepa- 
ranu wiążą się z białkami macierzy zewnątrzkomórkowej: 
domeną HepII fibronektyny, lamininą, witronektyną i kola­
genem, a także z licznymi czynnikami wzrostu i ich recep­
torami, inhibitorami proteaz, enzymami i toksynami (Tab. 
1) [24,25], Liczne wirusy, bakterie i pasożyty (Herpes Simplex 
Virus, Neisseria gonorrhoea, Bordetella pertussis, Plasmodium 
falciparum) wykorzystują łańcuchy siarczanu heparanu jako 
miejsca przyczepu [8,26]. Wykazano na przykład, iż wią­
zanie Neisseria gonorrhoeae do syndekanu-1 lub -4 indukuje 
dalsze sygnały umożliwiające wejście bakterii do komórek 
gospodarza [8].

Łańcuchy glikozaminoglikanu siarczanu heparanu syn- 
dekanu-4 mogą również wiązać się z bogatą w reszty cy­
sternowe domeną transbłonowej metaloproteazy ADAM12 
[25,27]. Adhezja komórek do podłoża zsyntetyzowanego 
z bogatych w reszty cysteinowe fragmentów ADAM12, 
prowadzi do aktywacji PKCa oraz białka Rho i jest regulo­
wana przez sygnał pochodzący zarówno od syndekanu-4, 
jak i od podjednostki pi integryny [28]. Mc Fali i Rapraeger 
wykazali, że część białkowa domeny zewnątrzkomórkowej 
syndekanu-4 może oddziaływać z innymi białkami [29], Za­
wiera ona region CBD (ang. cell binding domain), który praw­
dopodobnie oddziałuje z innymi receptorami błonowymi
[15].

Domeny zewnątrzkomórkowe syndekanu-1 i -4 mogą 
być proteolitycznie odcinane tuż przy błonie komórkowej 
przez metaloproteazy wrażliwe na TIMP-3 (tkankowy in­
hibitor metaloproteaz -  3) [30,31]. Traktowanie komórek 
inhibitorami metaloproteaz powoduje zahamowanie od­
cinania tych domen. Proces ich proteolizy jest regulowa-

Tabela 1. Niektóre białka wiążące się z łańcuchami siarczanu heparanu syndekanów wg Tumova i wsp. [90]

Ligand białkowy Działanie

czynniki wzrostu i cytokiny FGF-2 dimeryzacja, ochrona przed degradacją i stymulacja interakcji z receptorem kina­
FGF-1 zy tyrozynowej

HGF wiązanie czynników wzrostu

interferon y dimeryzacja i modulowanie procesów proteolitycznych

interleukina-8 ochrona przed degradacją , wiązanie chemokin i zapobieganie dyfuzji

PDGF-AA akumulowanie i wydzielanie PDGF-AA, może wpływać na wiązanie receptora 
przez wypieranie innych ligandów z HS,

czynnik płytkowy 4 stymulowanie aktywności czynnika płytkowego 4

białka wirusów glikoproteina C wiązanie HSV (ang. herpes simplex virus ) do komórki gospodarza

enzymy lipaza lipoproteinowa stabilizacja dimerów LPL, unieruchamianie, internalizacja, transport

inhibitory proteaz antytrombina III zmiany konformacyjne inhibitora proteaz, zwiększenie aktywności antytrombiny

białka ECM laminina adhezja do ECM

fibronektyna adhezja, formowanie płytek przylegania

się z białkami macierzy zewnątrzkomórkowej, receptorami 
błonowymi oraz oddziaływania z innymi komórkami. Do­
mena cytoplazmatyczna białka wiąże się między innymi 
z białkami cytoszkieletu (aktyną, a-aktyniną) i białkami za­
angażowanymi w przekazywanie sygnału (P-kateninami, 
CASK (wapniowo/kalmodulino zależna białkowa kinaza 
serynowa), białkiem cytoszkieletu 4.1) [12],

DOMENA ZEWNĄTRZKOMÓRKOWA

Poszczególne syndekany bardzo różnią się budową do­
meny zewnątrzkomórkowej. Łańcuchy glikozaminoglika­
nu siarczanu heparanu są przyłączane do białka podczas 
obróbki post-translacyjnej poprzez region łączący: ksyloza
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MACIERZ ZEWNĄTRZKOMÓRKOWA KOMÓRKOWA

Rysunek 2. Schem at budowy syndekanu-4. D om ena zew nątrzkom órkow a -  ko­
lor zielony i pom arańczow y, domena błonow a -  kolor niebieski, dom ena cytopla- 
zm atyczna -  kolor czerw ony, zielony, żółty.

ny i może być indukowany przez szereg różnych czyn­
ników np. aktywatory: PKC, kinaz tyrozynowych i kinaz 
białkowych aktywowanych mitogenem (MAP) [8]. Odci­
nanie domen zewnątrzkomórkowych jest bardzo istot­
ne z dwóch powodów. Po pierwsze, syndekany poprzez 
swoje łańcuchy siarczanu heparanu łączą się z licznymi 
białkami macierzy zewnątrzkomórkowej, odcięcie domen 
zewnątrzkomórkowych uniemożliwia tworzenie tych 
wiązań i ułatwia migrację komórek. Po drugie, uwolnio­
ne domeny zewnątrzkomórkowe wiążą czynniki wzrostu, 
proteazy i inhibitory proteaz obecne w macierzy zewnątrz­
komórkowej [32,33], Przykładowo z powierzchni ludzkich 
komórek białaczkowych JJN3 i RPMI8226 odcinane są do­
meny syndekanu-1. Zjawisko to jest stymulowane przez 
aktywatory PKC, nie jest natomiast hamowane przez inhi­
bitory, związanych z macierzą zewnątrzkomórkową, sery- 
nowo/cysternowych metaloproteaz. Ponieważ jedynie inhi­
bitor BB-94 istotnie hamuje proteolizę domen syndekanu-1, 
prawdopodobnie odbywa się ona przy udziale metalopro­
teaz transbłonowych posiadających domenę dezintegryno- 
wą ADAM [34],

DOMENA TRANSBŁONOWA

W obrębie domeny błonowej znajduje się zachowana 
w ewolucji sekwencja aminokwasów, która jest odpowie­
dzialna za oligomeryzację syndekanu oraz za oddziaływa­
nie z innymi białkami i lokalizację syndekanu w płytkach 
przylegania [14].

DOMENA CYTOPLAZMATYCZNA

Domena cytoplazmatyczna zawiera dwa rejony iden­
tyczne we wszystkich syndekanach, proksymalny Cl i C- 
-końcowy rejon C2, rozdzielone przez rejon V o zmiennej 
dla poszczególnych typów syndekanów długości i sekwen­
cji aminokwasowej. Pierwszy z rejonów - Cl, zawiera ob­
szar 10 zachowanych w ewolucji aminokwasów (RM(R/ 
K)KKDGEGSY). Domena Cl może wiązać białko 4.1 (za 
pośrednictwem białka CASK [36-37]), ezrynę, radyksynę, 
moezynę (należące do grupy białek związanych z elemen­
tami cytoszkieletu - ERM (ang. Ezrin Radixin Moesin proteins) 
oraz syndesmos [38]. Syndesmos oddziałuje z domeną Cl 
i V syndekanu-4 i razem z nim występuje w płytkach przy­
legania. Nadekspresja syndesmosu w fibroblastach mysich 
3T3 powoduje, iż komórki lepiej przyczepiają się do podło­
ża, tworzą liczniejsze włókna aktynowe i są rozciągnięte na 
większej powierzchni [38]. Domena Cl syndekanu-3 może 
również wiązać kinazę Src i białko kortaktynę, która odzia- 
łuje z podbłonowymi mikrofilamentami aktynowymi i mi- 
krotubulami [8]. Rejon C2 domeny cytoplazmatycznej może 
poprzez sekwencje EFYA wiązać białka zawierające dome­
ny PDZ typu II [39], Do takich białek należy: syntenina [40],

CASK [37,41,42], synektyna (nazywana również SEMCAP-1 
lub GIPC) [43], synbindyna [44], Rejon C2 wiąże również 
białka: PSD-95 (ang. post-synaptic density 95), Dig (ang. discs 
large), ZO-1 (ang. zonula occludens-1) [45]. Rejon V zawie­
ra specyficzną sekwencję aminokwasową (FGKKPIYKK), 
która wiąże aktywną PKCa i 4,5-difosforan fosfatydyloino- 
zytolu (PIP,). Syndekan-4 jest zaangażowany w aktywację 
białka Rho, łączy się również z paksyliną i a-aktyniną, po­
przez które może tworzyć połączenia z cytoszkieletem i ki- 
nazą płytek przylegania FAK [36],

DIMERYZACJA I FOSFORYLACJA SYNDEKANU-4

Współwystępowanie syndekanu-4 z integrynami w ob­
rębie płytek przylegania jest zależne od aktywacji PKCa 
i PKCó [12,46] (Rys. 3). W domenie cytoplazmatycznej syn­
dekanu-4, w rejonie V znajdują się dwie pary lizyny, pomię­
dzy którymi zlokalizowana jest sekwencja: prolina-izoleu- 
cyna-tyrozyna. W tym regionie przyłączany jest PIP,, a na­
stępnie PKCa [35,47-49], Wiązanie PIP, umożliwia najpierw 
dimeryzację, a potem tworzenie oligomerów syndekanu-4 
w błonie komórkowej. Obecność PIP, stabilizuje oligomery
[50], Do dimerów syndekanu-4 wiązana jest PKCa, w obrę­
bie sekwencji LGKKPIYKK [51]. PKCa łączy się z syndeka- 
nem-4 poprzez swoją domenę katalityczną, natomiast PIP, 
wiąże domenę regulatorową kinazy [47], Aktywacja kinazy 
na tej drodze jest niezależna od poziomu Ca2+, co jest przy­
padkiem szczególnym dla rodziny cPKC (ang. conventional 
PKC), do której należy PKCa. Wszelkie mutacje w obrę­
bie domeny V syndekanu-4 zakłócają tworzenie dimerów 
i przyłączanie oraz aktywację PKCa [35]. Natomiast trak­
towanie komórek aktywatorami PKC indukuje transport 
syndekanu-4 do błony komórkowej i powstawanie licznych 
płytek przylegania [24], Tworzące się dimery syndekanu-4 
wiążą syndesmos oraz pozostałe białka kompleksu: synte- 
ninę, synbindynę, białka cytoszkieletu i inne [12].

Horowitz i Simons wykazali, że w komórkach 3T3 oligo­
mery domeny cytoplazmatycznej syndekanu-4 są wymaga­
ne do aktywacji PKCa [52,53], Pokazali, że fosforylacja reszt 
serynowych domeny C2 przez kinazę PKCó (występująca 
przy braku stymulacji czynnikami wzrostu), blokuje zdol­
ność domeny cytoplazmatycznej do oligomeryzacji i powo­
duje brak aktywacji PKCa. Fosforylacja syndekanu-4 przez 
PKCÓ na Ser183 uniemożliwia wiązanie PIP, w wyniku czego 
nie są tworzone dimery syndekanu-4, a PKCa nie jest przy­
łączana i aktywowana [52-54], Fosforylacja syndekanu-4 
następuje po dodaniu FGF-2 do komórek, który prawdo-

Rysunek 3. Proces dim eryzacji syndekanu-4 (S-4). Syndekan-4 w płytkach przy­
legania w ystępuje obok integryn (kolor czerwony i pom arańczow y) i jest zw iąza­
ny z PK Ca i PIP,.. Fosforylacja syndekanu-4 przez PKC6 uniem ożliwia tw orze­
nie jego dimerów. Ufosforylowany syndekan-4 działa jako receptor czynników 
wzrostu. R-FGF -  receptor FGF, SYN  -  syndesmos.
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podobnie wiąże się z łańcuchami siarczanu heparanu syn- 
dekanu-4 i poprzez swój receptor aktywuje PKCÓ. Trakto­
wanie komórek czynnikiem wzrostu fibroblastów (FGF-2) 
prowadzi do wzrostu zdolności komórek do migracji, po­
nieważ komórki nie tworzą połączeń syndekan-4-macierz 
zewnątrzkomórkowa [55].

SYNDEKAN-4 - UDZIAŁ W ADHEZJI KOMÓRKOWEJ

Adhezja komórkowa jest zapoczątkowana przez inte- 
gryny, ale również zależna jest od syndekanu-4 [56]. Inte- 
gryny wiążą się z białkami macierzy zewnątrzkomórkowej. 
Jednym z takich białek jest fibronektyna, z którą integryny 
wiążą się poprzez jej fragment RGD, znajdujący się w ob­
rębie domeny CBD (ang. celi binding domain). Syndekan-4 
także łączy się z licznymi białkami macierzy zewnątrzko­
mórkowej. Wiązanie syndekanu-4 z fibronektyną zachodzi 
przez jej domenę HepII (ang. Heparin binding domain II) 
[57], Wykazano, iż komórki mięśni gładkich aorty szczura 
(RASMCs, ang. rat aortic smooth muscle cells) przyczepiają się 
do podłoża zbudowanego z fragmentów fibronektyny pie­
rwszego typu poprzez integrynę a5pi i syndekany, i jest to 
związane z aktywacją kinazy ERKI/2 [58].

Fibroblasty wysiane na podłoże pokryte fragmentami fi­
bronektyny, zawierającymi domenę CBD, przyczepiają się 
do podłoża, chociaż nie formują typowych płytek przylega­
nia i nie rozciągają się na podłożu. Tworzenie właściwych 
płytek przylegania i aktynowych włókien naprężeniowych 
jest stymulowane przez aktywację białka Rho (traktowa­
nie kwasem lizofosfatydowym, LPA) lub aktywację PKC 
estrami forbolu lub reakcją komórek z przeciwciałami 
przeciwko domenie zewnątrzkomórkowej syndekanu-4. 
Wytworzenie typowych płytek przylegania zależne jest od 
syndekanu-4, który indukuje fosforylację tyrozyny 397 i ak­
tywację kinazy płytek przylegania (FAK), na drodze zależ­
nej od białka Rho [59,60]. Wytworzenie połączeń z macierzą 
zewnątrzkomórkową jest niezwykle istotnym zjawiskiem. 
Przykładowo komórki REF (ang. rat embryo fibroblasts) 
mają zdolność do przyczepiania się do fragmentów CBD 
fibronektyny przez integryny, nie tworząc połączeń, w któ­
rych bierze udział syndekan-4. Jednak po 8h komórki REF 
odczepiają się od podłoża i włączany jest program apop- 
tozy, związany ze spadkiem aktywności/stabilności kinazy 
tyrozynowej ppl25FAK [61].

Fibroblasty myszy z uszkodzonym genem syndekanu-4 
wykazują mniejszą zdolność do migracji i adhezji. Komórki 
takie przyczepiają się do podłoża zbudowanego z fragmen­
tów fibronektyny zawierających region HepII, ale nie two­
rzą płytek przylegania, ani nie reorganizują cytoszkieletu 
[57]. Zdolne są jednak do adhezji przy udziale integryn, do 
całego białka fibronektyny.

Nadekspresja syndekanu-4 prowadzi do zmian w organi­
zacji płytek przylegania oraz zdolności komórek do migracji. 
Transfekcja komórek CHO-K1 (ang. Chínese hámster ovan/) 
cDN A kodującym całą cząsteczkę syndekanu-4 powodowała 
wzrost liczby płytek przylegania. Komórki miały kształt 
charakterystyczny dla fibroblastów i wykazywały mniejszą 
zdolność do migracji [14,15]. Natomiast transfekcja tych 
samych komórek cDNA syndekanu-4, pozbawionego całej

domeny cytoplazmatycznej, lub antysensownym konstruk- 
tem, prowadziła do spadku liczby płytek przylegania [14], 
Na znaczący udział domeny wewnątrzkomórkowej synde- 
kanu-4 w organizacji płytek przylegania wskazują również 
wyniki prac, w których wykazano, że mutacje w regionie 
V domeny cytoplazmatycznej syndekanu-4 uniemożliwiają 
komórkom tworzenie tych struktur. Nadekspresja synde­
kanu-4 pozbawionego wyłącznie regionu V prowadziła do 
spadku liczby płytek przylegania. Podobnie nadekspresja 
białka pozbawionego domeny C2 była przyczyną zmniej­
szenia zdolności do adhezji, jednak brak domeny EFYA 
w obrębie rejonu C2, wiążącej białka zawierające domenę 
PDZ, nie hamuje powstawania płytek przylegania [15] .

Również wpływ nadekspresji białek związanych z do­
meną cytoplazmatyczną syndekanu na adhezję komórek 
był przedmiotem szeregu badań. Nadekspresja synteniny 
powodowała, iż komórki były bardziej rozciągnięte na 
podłożu. Wzrost syntezy synektyny redukował zdolność 
komórek do migracji. W środowisku pozbawionym surowi­
cy nadekspresja syndesmosu w komórkach 3T3 prowadziła 
do rozciągania się komórek i tworzenia większej ilości 
włókien naprężeniowych na podłożu z fibronektyny [15],

Syndekany są receptorami dla integryn w procesie ad­
hezji (Rys. 1). W tworzeniu płytek przylegania niezbędny 
jest sygnał pochodzący od integryn, które wiążą się z 
domeną CBD fibronektyny, i sygnał pochodzący od syn­
dekanu-4 wiążącego się z domeną C-końcową fibro­
nektyny HepII. Wytworzenie połączeń syndekan-4-ma- 
cierz zewnątrzkomórkowa związane jest z aktywacją 
PKCa i białka Rho, a dalej kinazy płytek przylegania FAK 
[15,59,60], W obrębie płytek przylegania syndekany wiążą 
się z białkami cytoszkieletu. Syndekany-2 i -3 wiążą się 
bezpośrednio z aktyną, a syndekan-4 z a-aktyniną i prawdo­
podobnie za jej pośrednictwem również z mikrofilamentami 
aktynowymi [15].

Do tej pory nie została wyjaśniona rola łańcuchów 
siarczanu heparanu w tworzeniu się płytek przylegania. 
Wiadomo, że zmutowane komórki CHO niesyntetyzujące 
łańcuchów glikozaminoglikanu nie są zdolne do 
wytwarzania płytek przylegania i włókien naprężeniowych 
na fibronektynie. Natomiast komórki te mogą tworzyć 
płytki przylegania, kiedy zostaną transfekowane cDNA 
syndekanu-4, mimo iż białko nie zawiera związanych 
łańcuchów siarczanu heparanu [62], Sugeruje to, iż łańcuchy 
HS odgrywają drugorzędową rolę w organizacji płytek 
przylegania, a najważniejsza jest tutaj oligomeryzacja 
samego białka.

Na terenie płytek przylegania występuje głównie 
syndekan-4; ani nadekspresja syndekanu-2, ani jego 
mutacje nie powodują żadnych zmian w płytkach 
przylegania [14], Jedynie w linii komórkowej raka płuc P29 
wykazano, iż syndekan-2 przyczepia się poprzez łańcuchy 
siarczanu heparanu do domeny HepII fibronektyny 
i razem z integryną a5pi indukuje tworzenie włókien 
naprężeniowych [63]. Również transfekcja komórek COS-7 
syndekanem-1 powoduje, iż komórki przyczepiają się 
do podłoża i rozciągają, ale nie tworzą typowych płytek 
przylegania [45]. W komórkach COS-1 i 3T3 nadekspresja
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syndekanu-2 wywołuje wydłużanie się fillopodiów, co 
jest związane z aktywacją Cdc42 [45]. Na uwagę zasługuje 
również fakt, iż poza tworzeniem połączeń komórka- 
macierz zewnątrzkomórkowa, syndekany biorą udział 
w formowaniu połączeń komórka-komórka. Wstępne 
wyniki badań wykazują, iż syndekany występują 
wspólnie z kadherynami (białkami tworzącymi połączenia 
międzykomórkowe) w miejscach adhezji komórka-komórka 
[64]. '

SYNDEKANY JAKO KORECEPTORY

Syndekany w komórce mogą funkcjonować jako kore- 
ceptory (Rys. 3) [12,24,64], Syndekany wiążą FGF, VEGF, 
FIB-EGF (wiążący heparynę naskórkowy czynnik wzrostu), 
HGF, PDGF (płytkopochodny czynnik wzrostu) i inne czyn­
niki wzrostu, interferon-y i chemokiny (Tab. 1) [2,5,65,66]. 
Syndekany zwiększają lokalnie stężenie czynników wzro­
stu przez wiązanie ich w okolicy występowania recepto­
rów. Syndekany mogą także zmieniać konformację czynni­
ków wzrostu, zwiększając ich powinowactwo do receptora. 
Syndekany mogą oddziaływać bezpośrednio z receptorami 
dla czynników wzrostu [64], tak jak ma to miejsce w przy­
padku FGF, gdzie syndekan nie tylko wiąże sam czynnik 
wzrostu, ale również jego receptor [65]. Przyłączenie FGF-2 
do syndekanu jest niezbędne do wytworzenia kompleksu 
z receptorem FGF-2. Syndekan-1 bierze udział w przeka­
zywaniu sygnału przez FGF-2 i FGF-8 oraz inne czynniki 
wzrostu wiążące się z siarczanami heparanu, a także białka 
regulatorowego Wnt-1 -  p kateniny [8,32,67-73].

Do tej pory nie wiadomo, na jakiej drodze syndekany 
biorą udział w przekazywaniu sygnału oraz jaka jest rola 
łańcuchów siarczanu heparanu i czy czynniki wzrostu są 
wiązane specyficznie przez poszczególne syndekany [74], 
Kombinacja cytoplazmatycznej domeny syndekanu-4, PIP, 
i PKCa stanowi potencjalny kompleks sygnałowy. Synde­
kany wiążą się z białkiem CASK (LIN-2 u Caenorhabditis 
elegans), synteniną, białkiem cytoszkieletu 4.1 i p-kateni- 
nami [15,37,41,42], Wszystkie z wymienionych białek od­
grywają rolę czynników regulujących transkrypcję [15]. 
Pojawiają się również doniesienia o lokalizacji synde- 
kanu-1 w jądrze komórkowym i wrzecionie mitotycznym 
(współwystępowanie z tubuliną) w dzielących się komór­
kach nabłonka linii STAV-AB [75].

SYNDEKANY W PROCESACH RÓŻNICOWANIA I REGE­
NERACJI

Integryny wspólnie z syndekanem-4 indukują procesy 
związane z adhezją i migracją komórek, regulują oddziały­
wania z białkami macierzy zewnątrzkomórkowej i czynni­
kami wzrostu. Syndekany biorą udział w procesach różni­
cowania komórek i regeneracji tkanek [12,76]. Po uszkodze­
niu skóry [77] lub naczyń krwionośnych [78] obserwowano 
wzrost ekspresji syndekanu-1 i -4 [15].

Syndekan-1 pojawia się w zarodku myszy już na etapie 
czterech komórek [79], Wpływa on na prawidłowy fenotyp 
komórek nabłonka, biorąc udział w organizacji szkieletu 
aktynowego i regulując ekspresję E-kadheryn [6,8,80]. Od­
grywa również rolę w rozwoju zębów, trzustki i kończyn

[81,82,83], Myszy z uszkodzonym genem syndekanu-1 roz­
wijają się i rozmnażają normalnie, ale zaobserwowano u nich 
nieprawidłowości podczas gojenia się ran [45], Syndekan-2 
ulega ekspresji w osteoblastach i bierze udział w przekazy­
waniu sygnału przez GM-CSF (czynnik pobudzający kolo­
nie granulocytów i makrofagów) [84], Syndekan-3 odgrywa 
również bardzo ważną rolę w rozwoju szkieletu i kończyn 
[85].

Syndekany mają istotny udział w rozwoju i różnico­
waniu się komórek mięśniowych, a także w zachowaniu 
w mięśniach dorosłych osobników puli niezróżnicowanych 
mioblastów. Ich obecność jest niezbędna w przekazywaniu 
sygnału od FGF i HGF. Sygnał przekazywany przez HGF 
prowadzi do migracji mioblastów z somitów do kończyn, 
a następnie do tworzenia miotub drugorzędowych. FGF 
reguluje wzrost i różnicowanie się wczesnych mioblastów 
zarodkowych i później dojrzałych mioblastów w mięśniach. 
Ekspresja syndekanu-3 i -4 jest ograniczona w dojrzałych 
mięśniach do komórek mających zdolność do miogenezy, 
tzn. do komórek satelitowych, obecnych pomiędzy błoną 
podstawną a sarkolemmą dojrzałych włókien mięśniowych
[76]. Obserwowano hamowanie ekspresji syndekanu-1, 
-2 i -3 podczas różnicowania się mioblastów [65,76,86,87]. 
Wykazano także ekspresję syndekanu-4 w różnicujących 
się mioblastach i wpływ TPA (12-O-tetradekanol 13-acylo- 
forbol, ester forbolu), oraz kalfostyny C (odpowiednio akty­
wator i inhibitor PKC) na jego lokalizację [88],

Syndekany obecne są także w tkance nerwowej. Synde­
kan-2 ulega ekspresji w synapsach, natomiast syndekan-3 
w aksonach [41]. Syndekan-3 wiąże HB-GAM (wiążąca 
heparynę cząsteczka związana z czynnikami wzrostu), któ­
ry ulega ekspresji miedzy innymi w rozwijającym się mó­
zgu i odgrywa bardzo ważną rolę we wzroście neuronów. 
Przekazywanie sygnału przez HB-GAM odbywa się po­
przez kinazę Src. Syndekan-3 i -4 występują w komórkach 
Schwanna otaczających komórki nerwu kulszowego szczura 
[89], Syndekan-3 początkowo zlokalizowany jest w bliskim 
sąsiedztwie kanałów sodowych, a u dorosłych osobników 
razem z syndekanem-4 w przewężeniach Ranviera.

Syndekany odgrywają również rolę w adhezji komórek 
nowotworowych, przez co wpływają na rozwój i inwazyj- 
ność nowotworów [45]. Spadek ekspresji syndekanu-1 ob­
serwuje się w nowotworach nabłonka, szyjki macicy, płuc 
i szpiczakach. Z drugiej strony, w niektórych typach nowo­
tworów obserwuje się wzrost ekspresji syndekanu-1, doty­
czy to nowotworu trzustki, żołądka, sutka. Podwyższony 
poziom syndekanu-2 występuje w komórkach nowotworu 
płuc i okrężnicy. Wzrost syntezy syndekanu-4 jest obserwo­
wany w komórkach raka wątroby i nabłonka surowiczego 
[45].
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ABSTRACT

Syndecans are transmembrane proteoglycans expressed on adherent cells. They are a family of four proteins, which participate in cell-matrix 
adhesion, the regulation of growth factors (FGFs, VEGF, HGF) binding and signaling. The extracellular domain of syndecans contains heparan  
sulfate and chondroitin sulfate glycosaminoglycan chains. Syndecans have transmembrane region and a short cytoplasmic domain. The cyto­
plasmic domain attaches activated protein kinase C a, phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphate, syntenin, p-catenin and many others molecules. 
Syndecans bind numerous ligands, which are present in extracellular matrix: growth factors, enzymes, extracellular matrix molecules (fibronec- 
tin, laminin). They form connections with actin cytoskeleton. The changes in syndecan expression influence on cell adhesion and migration, 
structure of focal contacts and cytoskeleton. Syndecans participate in cell differentiation and tissue regeneration.
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STRESZCZENIE

Geny regulowane przez czynnik transkrypcyjny NFkB są bardzo różnorodne. Należą do 
nich geny kodujące białka, kontrolujące odpowiedź immunologiczną organizmu i sta­

ny zapalne, geny antyapoptotyczne i geny kodujące białka regulujące proliferację komórki, 
a także białka hamujące aktywność NFkB. Czynnik transkrypcyjny NFkB, obecny niemal 
w każdej komórce, ulega aktywacji w odpowiedzi na sygnały zewnątrzkomórkowe takie jak 
interleukiny i czynniki wzrostu, infekcje wirusowe i bakteryjne oraz czynniki fizyczne (np. 
UV). Konstytutywna aktywacja NFk B przyczynia się do rozwoju nowotworów m.in. poprzez 
zwiększanie proliferacji komórek, hamowanie apoptozy, metastazę komórek nowotworo­
wych i angiogenezę. Z kolei całkowite zahamowanie aktywności NFkB może prowadzić 
do braku odporności immunologicznej. Dimeryczne białka, objęte wspólną nazwą czynnik  
transkrypcyjny NFkB, wykazują dużą specyficzność i selektywność działania. Dzięki temu 
nie wszystkie geny zależne od NFkB i nie w każdej komórce ulegają ekspresji. W  artykule 
przedstawiono specyficzność i selektywność działania czynników transkrypcyjnych NFkB 
jako wynik kombinacji wielu mechanizmów regulacyjnych.

WPROWADZENIE

Czynnik transkrypcyjny NFkB został odkryty w 1986 przez Sena i Baltimora 
[1] jako białko jądrowe wiążące sekwencję wzmacniającą w promotorze genu 
kodującego łańcuch lekki -  kappa immunoglobuliny po stymulacji limfocytów 
B za pomocą lipopolisacharydów (LPS). Stąd nazwa NFkB (ang. Nuclear Factor 
kappa B). Wkrótce potem okazało się, że białko to występuje powszechnie, a nie 
tylko w limfocytach B, oraz że jego funkcja regulatorowa nie ogranicza się jedy­
nie do genu kappa. Czynnik transkrypcyjny NFkB jest zaangażowany w odpo­
wiedź immunologiczną organizmu i stany zapalne, organogenezę, wzrost ko­
mórki i rozwój nowotworu, jest zdolny do indukcji genów, których produkty 
białkowe kontrolują proliferację i wpływają na apoptozę.

Aktywacja czynnika transkrypcyjnego NFkB występuje w odpowiedzi na sy­
gnały zewnątrzkomórkowe takie jak interleukiny i czynniki wzrostu, mitogeny, 
infekcje wirusowe i bakteryjne oraz działanie czynników fizycznych, na przy­
kład promieniowania ultrafioletowego (Tab. 1). Mechanizm aktywacji czynni-

Tabela 1. Aktywatory NFkB i geny regulowane przez ten czynnik transkrypcyjny 

Niektóre czynniki stymulujące NFkB

cytokiny, mitogeny, czynniki wzrostu IL-1, TN F-a, IFN-y, estry forbolu, PDGF, VEGF

mikroorganizmy i cząsteczki z nich LPS, dwuniciowe RNA, Chlamydia pneumoniae,
pochodzące Plasmodium falciparum

czynniki fizyczne promieniowanie y i UV, szok termiczny

trombina, homocysteina, metale ciężkie (Ni,
Co), leptyna, komplement, stres oksydacyjny

Niektóre geny regulowane przez NFkB

, , . . •• IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TN F-a, G-CSF, M-CSF,
interleukiny i czynnik, kolon,zaq, GM _CSp, M a M , r ANTES, MGSA

. . Selektyna E, ICAM-1, VCAM-1, MAdCAM-1,
cząsteczki adhezyjne RAGE

geny związane z apoptozą A20, A l, XIAP, c-IA Pl, C-IAP2

geny związane z odpowiedzią MHC-i, MHC-II, IRF-1
immunologiczną

iNOS, COX-2, czynnik tkankowy, PAI-1, IkBo,inne
MnSOD, MMP-2, MMP-9, PTX3
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ka transkrypcyjnego N FkB  przez czynnik martwicy nowo­
tworu (TNF-a) został szczegółowo opisany w „Postępach 
Biochemii" [2]. Wiele nowych oddziaływań molekularnych 
istotnych dla transdukcji sygnału TNF-a/N FkB  zostało od­
krytych dzięki zastosowaniu RNAi i metod proteomicznych 
[3],

RODZINA NFkB/IkB

Rodzina czynników transkrypcyjnych NFkB obejmuje 
wszystkie białka będące homo- i heterodimerami zbudo­
wanymi z dwóch spośród pięciu podjednostek: RelA (p65), 
RelB, c-Rel, NFkBI (p50) i NFkB2 (p52). N-końcowy frag­
ment podjednostek białka NFkB, nazywany rejonem ho- 
mologii Rei (około 300 aminokwasów), jest odpowiedzial­
ny za asocjację z białkiem inhibitorowym IkB, dimeryzację, 
lokalizację jądrową i wiązanie z DNA. W oparciu o sposób 
syntezy i zdolność do aktywacji transkrypcji, białka NFkB 
podzielono na dwie grupy. Pierwsza grupa obejmuje pod­
jednostki RelA (p65), c-Rel i RelB, które są syntezowane 
w formie dojrzałej i zawierają w końcu karboksylowym do­
menę odpowiedzialną za aktywację transkrypcji. W drugiej 
grupie są białka NFkBI i NFkB2, które są syntezowane jako 
wysokocząsteczkowe białka prekursorowe (odpowiednio 
pl05 i plOO) z powtórzeniami ankirynowymi w C-końcu. 
Zależna od ubikwitylacji degradacja proteolityczna końca 
ankirynowego przekształca pl05 w p50 oraz plOO w p52 
(Rys. 1). Obie podjednostki, p50 i p52, nie mają domen zdol­
nych do aktywacji transkrypcji. Czynnik transkrypcyjny 
NFkB w  większości niestymulowanych komórek pozosta­
je w nieaktywnym kompleksie z jednym z białek inhibito­
rowych: IkBo IkB|3 IkBy (C-końcowa część pl05, kodowa­
na również przez osobny gen), IkBe, Bcl-3, pl05, plOO lub 
IkB .̂ Białka inhibitorowe mają wiele cech wspólnych m.in. 
strukturę przestrzenną (powtórzenia ankirynowe w C-koń- 
cu) i wykazują selektywność w stosunku do białek NFkB. 
Stymulacja komórek włącza szlaki sygnalizacji wewnątrz­
komórkowej, które ostatecznie prowadzą do aktywacji spe­
cyficznej kinazy nazywanej IKK, fosforylującej białka inhi­
bitorowe IkB [2], IKK jest kompleksem złożonym z trzech 
podjednostek: IKKa (IKK1), IKKp (IKK2) i IKKy (NEMO). 
Dwie pierwsze podjednostki mają domeny katalityczne, 
NEMO jest podjednostką regulatorową. Ponadto w skład 
kompleksu wchodzą inne białka m.in. Cdc37 i Hsp90 [4], 
Substratem kinaz IKKp i IKKa są dwie reszty serynowe, 
odpowiednio w domenie regulatorowej białek IkB i plOO. 
Fosforylacja uruchamia poliubikwitylację z udziałem spe­
cyficznej ligazy ubikwityny E3 [5]. Po ubikwitylacji białka 
IkB są degradowane przez proteasom 26S. Uwolniony czyn­
nik transkrypcyjny NFkB przemieszcza się do jądra, wiąże 
się z DNA i aktywuje transkrypcję.

SPECYFICZNOŚĆ I SELEKTYWNOŚĆ DZIAŁANIA NFkB

Aktywacja czynników transkrypcyjnych NFkB nie wy­
maga syntezy białka. Ilość NFkB (podjednostki p65) wy­
nosi około 125 000 cząsteczek w komórce [6]. Oznacza to, 
że uruchomienie szlaku sygnałowego NFkB umożliwia 
szybkie włączanie transkrypcji genów docelowych. Białka 
NFkB wykazują dużą specyficzność i selektywność działa­
nia. Dzięki temu nie wszystkie geny zależne od NFkB i nie 
w każdej komórce ulegają ekspresji. W jaki sposób osiąga-

GENY KONTROLOWANE 
PRZEZ NFkB

R ysunek 1. Różne dim ery N FkB są selektyw nie aktywowane. W odpow iedzi na 
szereg czynników  prozapalnych (TN F-a, interleukina 1, lipopolisacharydy, dwu- 
niciow y RNA) podjednostką IKKp kompleksu kinaz IKK fosforyluje dwie reszty 
serynow e inhibitora IkB, c o  prowadzi do jego poliubikwitylacji i proteolitycznej 
degradacji. Uwolniony NFk B jest heterodim erem  zbudowanym  z p65 i p50 lub c- 
-Rel. Alternatyw na droga aktywacji urucham iana jest przez RANKL, Blys czy LT 
a/p. Podjednostką IKKa fosforyluje heterodim er plOO/RelB prowadząc do jego 
proteolitycznego przekształcenia w aktywny czynnik transkrypcyjny p52/RelB.

na jest specyficzność i selektywność działania czynników 
transkrypcyjnych NFkB obecnych w każdej komórce? Jest 
ona wynikiem kombinacji wielu mechanizmów regulacyj­
nych (Rys. 2).

LOKALIZACJA WEWNĄTRZKOMÓRKOWA

Przez wiele lat uważano, że w komórkach spoczynkowych 
nieaktywny kompleks N Fk B / IkB  pozostaje w cytoplazmie, 
ponieważ białko IkB przesłania sekwencję lokalizacji jądro­
wej (NLS; ang. nuclear localization sequence) znajdującą się 
w domenie homologii Rei białka N FkB  i dopiero degradacja 
inhibitora odsłania sekwencję pozwalającą na import NFkB

I. Selektywna aktywacja 
różnych dimerów NFkB VI. Ekspresja białek 

hamujących NFkB

II. Różne dimery wiążą 
różne sekwencje DNA

IV. Kooperatywne wiązanie 
innych czynników transkrypcyjnych

- O

III. Modyfikacje kowalencyjne 
NFkB

V. Dostępność koniecznych 
kooaktywatorów

Rysunek 2. M echanizm y odpow iedzialne za specyficzność i selektyw ność od­
pow iedzi z udziałem  NFkB. Selektyw na aktywacja różnych dim erów NFkB (I) 
pow oduje, że do jądra kom órkow ego wędrują dim ery o różnej specyficzności 
w stosunku do m iejsc wiążących w rejonach regulatorow ych genów (II). Zdol­
ność do wiązania DN A oraz do aktywacji transkrypcji jest regulowana przez mo­
dyfikacje kow alencyjne NFkB, głównie przez fosforylację (III). Zróżnicow ana eks­
presja genów zależnych od NFkB w  różnych kom órkach jest również efektem  ko­
nieczności kooperatyw nego w iązania innych czynników transkrypcyjnych (IV). 
W spółzaw odnictw o o koaktyw atory konieczne do uruchom ienia transkrypcji 
ostatecznie decyduje o w yborze genów, które ulegną ekspresji w danej komórce 
i w danych warunkach (V). NFkB aktyw uje szereg genów, w tym geny kodujące 
białka ham ujące aktyw ność NFkB, np. IkBo (VI). N egatywne sprzężenie zwrotne 
decyduje o tym, które dim ery NFkB pozostaną w nieaktywnym  kompleksie.
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Rysunek 3. Regulacja lokalizacji jądrowej nieaktywnych kom pleksów NFkB/IkB. 
Lewa strona rysunku dotyczy kom pleksu N FkB/IkBo. Kom pleks w ędruje w spo­
sób ciągły z cytoplazm y do jądra kom órkowego i z powrotem . Za w ędrówkę do 
jądra odpow iedzialna jest głównie sekwencja lokalizacji jądrow ej (NLS) podjed- 
nostki p50, która nie jest całkow icie przesłonięta przez białko inhibitorowe IkBci. 
Sekw encje eksportu jądrow ego (NES) obecne w IkBo i p65 są odpow iedzialne za 
dom inujący w kom órkach spoczynkowych proces przenoszenia kompleksu do 
cytoplazm y. Ponadto, do jądra kom órkow ego wędrują now osyntezow ane czą­
steczki IkBci, które w iążąc białko NFkB usuwją je  z prom otorów genów i prze­
noszą do cytoplazmy. Prawa strona rysunku dotyczy kom pleksu NFkB/IkBP. 
W komórkach spoczynkowych, w obecności białka KB-Ras, sekwencje NLS obu 
podjednostek są m askowane, a w ięc kom pleks pozostaje w cytoplazm ie. Usunię­
cie xB-Ras prowadzi do odsłonięcia NLS podjednostki p50, co umożliwia w ę­
drówkę kom pleksu do jądra kom órkowego. Kom pleks ten ma zdolność wiązania 
się z DNA, ale nie m oże aktyw ow ać transkrypcji.

do jądra komórkowego. Sprawa lokalizacji jądrowej białka 
N FkB  okazuje się być bardziej złożona (Rys. 3). Okazało się, 
że nowosyntezowane cząsteczki IkBci mogą przemieszczać 
się do jądra. Mechanizm przemieszczania się białka IkBci 
do jądra nie jest całkowicie poznany, aczkolwiek badania 
sugerują udział sekwencji lokalizacji jądrowej (NLS), która 
występuje w końcu ankirynowym cząsteczki [7], Również 
kompleks N FkB/.IkBo może wędrować do jądra komór­
kowego. Tu badania wskazują na dodatkowy udział NLS 
jednej z dwóch podjednostek N FkB  pozostających w kom­
pleksie z IkBci [8]. Tak jest w przypadku kompleksu IkBu 
z N FkB  zawierającym podjednostkę p50. Sekwencja NLS 
podjednostki p50 nie jest do końca maskowana przez białko 
inhibitorowe [9], Badania immunofluorescencyjne potwier­
dziły, że kompleksy N F k B / Ik B o  w  sposób ciągły wędrują 
do jądra i z powrotem [10]. Powrót do cytoplazmy jest moż­
liwy, gdyż cząsteczki IkBci posiadają bogatą w reszty leucy- 
ny sekwencję eksportu jądrowego (NES; ang. nuclear export 
sequence) [11]. Ponadto, eksport kompleksu z jądra do cyto­
plazmy jest wzmacniany przez obecność NES w domenie 
aktywacji transkrypcji podjednostki p65 [12]. Jednak głów­
ną lokalizacją kompleksu N F k B / Ik B o  jest cytoplazma, gdyż 
NES jest dominująca w stosunku do NLS. Transport przez 
błonę jądrową w obu kierunkach jest możliwy dla komplek­
sów N F k B / Ik B o  ale jest bardzo ograniczony w przypadku 
kompleksów zawierających IkBP. Nie tylko brak jest se­
kwencji eksportu jądrowego w tym białku inhibitorowym 
[9,13], ale również IkB(3 skuteczniej przesłania sekwencję 
lokalizacji jądrowej w obu podjednostkach białka N FkB. D o 
całkowitej blokady NLS przyczynia się wiązanie niewiel­
kiego białka KB-Ras z sekwencją znajdującą się w obszarze 
powtórzeń ankirynowych IkB(3 oraz fosforylacja IkB(3 na C-

-końcu [14]. Stwierdzono również, że białko KB-Ras blokuje 
degradację IkBP [15]. W komórkach spoczynkowych kom­
pleksy N Fk B / IkB P  pozostają w cytoplazmie. Nie wiadomo, 
co decyduje o wyborze inhibitora przy tworzeniu kom­
pleksu z N FkB . Niewątpliwie ma to znaczenie regulatoro­
we. Degradacja IkBci prowadzi bowiem do gwałtownej, ale 
przejściowej aktywacji N FkB  [16]. Natomiast inhibitor IkBP 
wydaje się być obecny w kompleksach, z których czynnik 
N FkB  uwalniany jest w formie aktywnej przez dłuższy czas. 
Dotyczy to m.in. rozwoju komórek limfoidalnych, funkcjo­
nowania komórek śródbłonka i komórek mózgu oraz wielu 
stanów patologicznych i infekcji wirusowych [17-19], W ni­
niejszej pracy pominięto rolę pozostałych inhibitorów IkB 
w komórkowej lokalizacji białka N FkB  [20], Ponadto, nie 
wszystkie podjednostki N FkB  i nie w każdym typie komó­
rek są wydajnie kontrolowane przez inhibitory IkB. Przy­
kładem może być podjednostka RelB, której stała aktywność 
jest istotna dla rozwoju komórek limfoidalnych [21].

SELEKTYWNA AKTYWACJA DIMERÓW NFkB

Odpowiedź z udziałem białek N FkB  występuje prak­
tycznie we wszystkich typach tkanek. Jednakże w poszcze­
gólnych tkankach wybiórczej aktywacji z różną kinetyką 
ulegają różne dimery N FkB  [22], Najbardziej rozpowszech­
nionym białkiem N FkB  jest heterodimer p50/p65(RelA). 
Pozostaje on w kompleksie z IkB  i ulega wczesnej aktywa­
cji na przykład po stymulacji TNF-a. W spoczynkowych 
komórkach B stale aktywne są kompleksy N FkB  zawiera­
jące podjednostki RelB i c-Rel [21]. Podczas stymulacji np. 
z udziałem CD40 w ciągu 2 godzin w jądrze pojawiają się 
heterodimery zawierające podjednostkę p65. W innych ty­
pach komórek tzw. wczesnej aktywacji często ulegają dime­
ry zawierające podjednostkę p65, natomiast późnej aktywa­
cji białka z udziałem c-Rel. U podstaw różnicy w składzie 
pojawiającego się w jądrze kompleksu leży m.in. fakt, że 
ekspresja genu c-rel zależy od N FkB. Ważnym mechani­
zmem regulacyjnym jest aktywowanie określonych podjed­
nostek N FkB  przez określone podjednostki kompleksu IKK 
(Rys. 1). Podjednostka IKK(3 jest aktywna w odpowiedzi na 
szereg czynników prozapalnych np. TNF-a, interleukinę-1, 
lipopolisacharydy i dwuniciowy RNA, natomiast podjed­
nostka IKKa jest uruchamiana przez RANKL (ang. receptor 
actinator o f NFicB-ligand) czy Blys/BAFF (ang. B lymphocyte 
stimulator). IKKp przez fosforylację IkB indukuje jego de­
gradację i translokację do jądra komórkowego uwolnionego 
białka N FkB  zawierającego podjednostki p65, p50 lub c-Rel. 
IKKa razem z kinazą NIK (ang. NFicB-inducing kinase) jest 
konieczna do proteolitycznego przekształcenia heterodi- 
meru plOO/RelB w aktywny czynnik transkrypcyjny p52/ 
RelB. W zależności od składu podjednostkowego białko 
N FkB  może mieć różną funkcję. Podjednostki p50 i p52 jako 
homodimery są represorami [23], gdyż nie mają domeny 
aktywującej transkrypcję. W kompleksie z innymi podjed- 
nostkami np. p65 lub RelB są aktywatorami. Podjednostka 
RelB nie tworzy homodimerów. Heterodimery RelB z pod- 
jednostkami p50 lub p52 są aktywatorami, natomiast hete­
rodimer RelB z p65 jest represorem, gdyż nie ma zdolności 
wiązania DNA [24],
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SPECYFICZNOSC W STOSUNKU DO SEKWENCJI WIĄŻĄ­
CYCH

Czynnik transkrypcyjny N Fk B  wiąże dziesięcionukleoty- 
dową sekwencję: 5'-GGGRNNTYCC-3' (R=puryna, Y=piry- 
midyna, N=dowolna zasada). Przykłady sekwencji wiążą­
cych dimery N FkB  zawiera tabela 2. Analiza kompleksów 
nukleoproteinowych wykazała, że obie podjednostki od­
działują z DNA, przy czym określone konfiguracje podjed- 
nostek N Fk B  wykazują pewną selektywność w stosunku do 
sekwencji nukleotydowych [22, 25, 26]. Sekwencje całkowi­
cie zgodne z powyższą sekwencją wiązane są zwykle przez 
heterodimer p50/p65. Miejsca N FkB  w  promotorach wielu 
genów aktywowanych w komórkach śródbłonka i mono- 
cytach (np. IL-8, ICAM-1), jeśli zamiast guaniny w pozycji 
pierwszej mają cytozynę, adeninę lub tyminę, to wiążą he­
terodimer c-Rel/p65. Tak jest również w przypadku genu 
kodującego czynnik tkankowy [27], W badaniach in vitro 
zmiana sekwencji nukleotydowej miejsca wiązania ozna­
czała zmianę efektu biologicznego mierzonego poziomem 
ekspresji genu [28], Badania z zastosowaniem metod kry­
stalograficznych wykazały, że miejsca kB  o  różnej sekwencji 
powodują powstawanie różnych konformacji w regionie 
homologii Rei (RHR) białka N FkB , odpowiedzialnym za 
tworzenie dimerów i wiązanie z DNA [26, 29-32], Każda 
z konformacji N FkB, powstała po związaniu określonej se­
kwencji kB, może tworzyć specyficzny kompleks aktywu­
jący transkrypcję. Oznacza to, że sekwencja nukleotydowa 
miejsca kB wpływa pośrednio na zdolność białka N FkB  do 
aktywacji transkrypcji. Na przykład, heterodimer p50/p65 
wiązał trzy różne sekwencje kB: 5'-GGGACTTTCC-3' (pro­
motor HIV-1), 5'-GGGACTCCTC-3' (promotor aktywatora 
plazminogenu typu urokinazowego, uPA), 5'-GGGAAAT- 
TCC-3' (promotor interferonu [3, IFN[3) z bardzo zbliżonym 
powinowactwem, ale wydajność transkrypcji wymienionych

Tabela 2. Sekwencje rozpoznawane przez NFkB w regionach regulato­
rowych wybranych genów

Gen zależny od NFkB Sekwencja wiążąca NFkB

sekwencja konsensowa GGGRNNTY CC
HIV-1 GGGACTTTCC

wirus cytomegalii GGGACTTTCC
GGGGATTTCC

adenowirus GGGACTTTCC 
G GGAAGTACC

SV 40 GGGACTTTCC
IFNp GGGAAATTCC
GM-CSF GGGAACTACC
G-CSF GGGGAATCTC
M-CSF GGGACTTTCC
IL-2 GGGATTTCAC
IL-8 TGGAATTTCC
TN F-a GGGGCTTTCC
uPA GGGAAAGTAC
czynnik tkankowy CGGAGTTTCC
receptor limfocytów T p GGGAGATTCC
ELAM-1 GGGGATTTCC

R=puryna, Y=pirymidyna, N=dowolna zasada. Czerwoną czcionką 
zaznaczono zasady tworzące oś kompleksu białko/DNA. Czcionką 
zieloną zaznaczono zasady, które nie pokrywają się z sekwencją kon- 
sensową NFkB.

genów była różna [26]. Różnice w wydajności transkryp­
cji są konsekwencją niewielkich różnic w orientacji domen 
w białku p50/p65 oraz zmian w strukturze przestrzennej 
DNA w miejscu wiązania białka. Wykazano, że poszczegól­
ne miejsca wiązania N FkB  mogą wydajnie uczestniczyć we 
włączaniu transkrypcji tylko w swoim natywnym otocze­
niu. Oznacza to, że jedno miejsce kB nie może być zastąpio­
ne miejscem o innej sekwencji bez wpływu na wydajność 
transkrypcji [28], Miejsce H IV -kB  nie może funkcjonalnie 
zastąpić miejsca kB w  promotorze interferonu p chociaż do 
obu miejsc czynnik transkrypcyjny N FkB  wykazuje takie 
samo powinowactwo. Miejsce kB z  promotora interferonu 
P wiąże dodatkowo czynnik transkrypcyjny HMG I(Y) (ang. 
high mobility group protein l(Y)), co wydaje się bardzo istotne 
dla utworzenia kompleksu kompetentnego transkrypcyjnie. 
Badania z zastosowaniem metod krystalograficznych wyka­
zały, że HMG I(Y) wiąże się z sekwencją bogatą w reszty AT 
w bruździe mniejszej miejsca kB w  promotorze interferonu 
p wywołując zmiany konformacyjne w związanym białku 
N Fk B , umożliwiające utworzenie efektywnego transkryp­
cyjnie kompleksu zawierającego ponadto czynniki trans- 
krypcyjne IRF-1 oraz ATF2/c-Jun. Natomiast miejsce kB 
z promotora HIV-1 nie posiada sekwencji bogatej w reszty 
AT (Tab. 2) i nie może wiązać HMG(Y), a więc wstawione 
w miejsce kB w  promotorze interferonu p uniemożliwia 
utworzenie aktywnego kompleksu [26].

M O D YFIK A C JE K O W A LEN C YJN E

Na aktywność czynnika transkrypcyjnego N FkB  mają 
wpływ modyfikacje kowalencyjne cząsteczki białka. Mogą 
one wyraźnie zwiększyć powinowactwo do określonej se­
kwencji DNA miejsca wiążącego lub zdolność do aktywacji 
transkrypcji. Modyfikacje kowalencyjne białka N FkB  uważa 
się za jeden z dwóch głównych mechanizmów kontrolują­
cych aktywność czynnika transkrypcyjnego N FkB. Drugim 
mechanizmem kontroli jest opisane wcześniej uwolnienie 
czynnika N FkB  z  kompleksu z inhibitorem IkB poprzez fos- 
forylację inhibitora. Badania in vitro sugerują, że fosforylacja 
podjednostek p50 i p65 zwiększa powinowactwo tych bia­
łek do określonych sekwencji wiążących [33,34], Większość 
podjednostek N FkB  posiada miejsce rozpoznawane przez 
kinazę białkową A (PKA). Znajduje się ono w odległości 
około 25 aminokwasów od sekwencji NLS w obrębie do­
meny homologii Rei (Ser-276). W procesie fosforylacji p65 
może również uczestniczyć kompleks kinaz fosforylujących 
IkB (IKK) aktywowanych za pomocą TNF-a. Fosforylacji 
pod wpływem IKK ulega reszta seryny w pozycji 536 w C- 
-końcowym fragmencie domeny aktywacji transkrypcji [35]. 
W czasie stymulacji IL-1, na fosforylację p65 pośrednio mają 
wpływ kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3K) i kinaza białko­
wa B (Akt). Aktywowana przez PI3K kinaza Akt uruchamia 
kinazę IKKa, która z kolei fosforyluje resztę seryny 536 pod­
jednostki p65 [36], Zdolność podjednostki p65 do aktywacji 
transkrypcji wzrasta również po fosforylacji reszty seryny 
w pozycji 529 z udziałem seryno-treoninowej kinazy CKII 
(ang. casein kinase II) [37,38]. CKII jest aktywna w większości 
komórek, ale możliwość fosforylacji podjednostki p65 jest 
blokowana w komórkach spoczynkowych przez oddziały­
wanie p65 z Ik B o . Dopiero uwolnienie N FkB  z  kompleksu 
z inhibitorem umożliwia indukowaną fosforylację z udzia­
łem CKII. Podobny mechanizm regulacji występuje w przy­
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padku działania kinazy PKC. Fosforylowana podjednostką 
p65 oddziałuje z podstawowymi czynnikami transkrypcyj- 
nymi tj. TBP, TFIIB i TAF105 [39],

Białko N FkB , a w szczególności p65 ulega również in­
nej modyfikacji kowalencyjnej -  acetylacji. Wydaje się, że 
fosforylacja p65 umożliwia przyłączanie do N Fk B  białek 
o aktywności acetylaz, HAT (ang. histone acetyl transferase). 
Wykazano, że PKA fosforylując resztę seryny w pozycji 276 
wywołuje wzrost aktywności transkrypcyjnej p65 przez 
wzmocnienie oddziaływania z transkrypcyjnym aktywato­
rem CBP (c-AMP responsive element binding protein)/p300 [22, 
40], a także z innym białkiem o aktywności acetylotransfe- 
razy -  aktywatorem p/CAF (ang. CBP associated factor) [41]. 
Acetylacja p65 negatywnie wpływa na wydajność oddzia­
ływania z IkB o  [42]. Dopiero deacetylacja p65 z udziałem 
deacetylazy histonowej 3 (HDAC3) umożliwia przyłączenie 
IkBci i eksport do cytoplazmy i w konsekwencji hamowanie 
aktywności N FkB.

ODDZIAŁYWANIA Z INNYMI CZYNNIKAMI TRANSKRYP- 
CYJNYMI

Różne podjednostki NFkB stymulują transkrypcję w róż­
ny sposób, ponieważ istnieje niewielka homologia ich do­
men odpowiedzialnych za aktywację transkrypcji. O tym, 
że poszczególne podjednostki mogą uczestniczyć w akty­
wacji różnych genów świadczą doświadczenia, w których 
inaktywacja genów (ang. knockouts) kodujących podjednost­
ki NFkB dawała różne fenotypy [43]. Następny poziom re­
gulacji polega na oddziaływaniu za pomocą domeny akty­
wacji transkrypcji z innymi czynnikami transkrypcyjnymi, 
takimi które są specyficzne tylko dla danej tkanki lub poja­
wiają się w jądrze komórkowym w odpowiedzi na sygnał 
przekazywany przez określony szlak sygnalizacji komór­
kowej. Na przykład, podjednostką p65 oddziałuje z podjed­
nostką c-Jun białka AP-1 [26, 44], czynnikiem transkrypcyj­
nym C/EBPbeta (ang. CCAAT/enhancer binding protein beta)
[45], Spl (ang. specificity protein 1) [46] i IRF-1 (ang. interferon 
regulatory factor-T) [47]. Efektem tych oddziaływań jest ko­
operatywne wiązanie DNA powodujące podwyższenie po­
ziomu transkrypcji, a więc jest to dodatkowy poziom spe­
cyficzności odpowiedzi z udziałem NFkB. Niektóre z tych 
oddziaływań możliwe są w obrębie miejsca wiązania NFkB, 
jak na przykład opisane wcześniej oddziaływanie p50/p65 
z HMG I(Y) w promotorze interferonu [3. Podobną sytuację 
obserwujemy w promotorze interleukiny-2 (IL-2), w któ­
rym z tzw. elementem CD28, CD28RE (ang. CD28 response 
element) wiążą się homodimer c-Rel i HMG I(Y) umożliwia­
jąc synergistyczną aktywację genu IL-2 [48].

Wiele genów ulega ekspresji tylko wówczas, gdy wszyst­
kie wymagane czynniki transkrypcyjne są związane z re­
jonem regulatorowym tworząc złożone kompleksy. Przy­
łączenie wyłącznie NFkB może być niewystarczające, aby 
wystąpiła ekspresja genu na poziomie potrzebnym do re­
alizacji określonej funkcji w komórce. W ten sposób aktyw­
ność NFkB jest zintegrowana z różnymi szlakami sygnaliza­
cji wewnątrzkomórkowej i to, które geny ulegają aktywacji 
zależy od typu komórki i jej otoczenia. Kompleksy aktywne 
transkrypcyjnie stanowią również bazę dla kowalencyj­

nych modyfikacji histonów, wywołujących lokalne zmiany 
w strukturze chromatyny.

AKTYWACJA GENÓW Z UDZIAŁEM NFkB WYMAGA WIE­
LU KOAKTYWATORÓW

Białka jądrowe zwane koaktywatorami pełnią w pro­
cesie transkrypcji dwie bardzo istotne funkcje: modyfiku­
ją chromatynę oraz łączą ze sobą czynniki transkrypcyjne 
rozpoznające specyficzne sekwencje nukleotydowe, z pod­
stawowymi czynnikami transkrypcyjnymi. Aktywacja ge­
nów z udziałem czynnika transkrypcyjnego N FkB  wymaga 
szeregu koaktywatorów. Inaktywacja CBP (ang. cyclic AMP 
response element binding protein; [CREB]- binding protein), ko­
aktywatorów grupy pl60 lub białka p/CAF uniemożliwia 
aktywację transkrypcji zależną od N FkB. Interesująca wy­
daje się obserwacja, że żaden z tych koaktywatorów osob­
no nie jest wystarczający, aby in vivo powstał funkcjonalny 
kompleks.

RÓŻNE PODJEDNOSTKI BIAŁKA NFkB -  RÓŻNE KOAKTY- 
WATORY

Homodimer p50 nie przyłącza koaktywatorów. Kom­
pleks koaktywatorów charakterystyczny dla p50/p65 jest 
zbliżony do kompleksu, jaki powstaje z receptorami ją­
drowymi. Aktywacja transkrypcji z udziałem p65 wyma­
ga przyłączenia CBP lub jego homologu strukturalnego 
p300 [49,50]. Dla ekspresji genów zależnej od heterodime- 
ru p50/p65 istotne są trzy regiony CBP. Rejon N-końcowy 
CBP oddziałuje z podjednostką p65. Fosforylacja białka p65 
z udziałem PKA wzmacnia to oddziaływanie [40,51], CBP 
za pośrednictwem rejonu N-końcowego może oddziaływać 
z różnymi czynnikami transkrypcyjnymi, przez co uważa 
się, że białko to funkcjonuje jako integrator sygnałów na 
poziomie transkrypcji przez koordynację różnych szlaków 
sygnalizacji wewnątrzkomórkowej. Współzawodnictwo 
o CBP pomiędzy różnymi czynnikami transkrypcyjnymi 
może regulować aktywację transkrypcji z udziałem białka 
N FkB  zawierającego w swoim składzie podjednostkę p65 
[6]. Drugi krytyczny rejon CBP to segment C/H3, który 
oddziałuje z adenowirusową onkoproteiną El A [52], poli- 
merazą RNA II [53] oraz p/CAF. p/CAF został znaleziony 
w kompleksie składającym się z ponad 20 białek [54], Ak­
tywator ten ma w rejonie N-końcowym unikalną domenę, 
która może oddziaływać z wieloma białkami jądrowymi, 
w tym CBP, SRC-1 / NCoA-1 oraz z receptorami jądrowy­
mi. Trzeci ważny fragment CBP znajduje się w rejonie C- 
-końcowym białka i oddziałuje z koaktywatorami z rodziny 
pl60 np. z białkiem SRC-1 / NCoA-1 (ang. steroid receptor 
coactivator 1 /  nuclear receptor coactivator-l). Oddziaływanie 
to odbywa się za pośrednictwem dwóch domen helikalnych 
zawierających sekwencje LXXLL [55], Białko SRC-1/NcoA-1 
oddziałuje również z podjednostką p50, ale tylko, jeśli jest 
ona składnikiem heterodimeru N FkB [56]. Prawdopodob­
nie przyłączenie koaktywatora SRC-1 do podjednostki p50 
umożliwia związanie CBP. Z kolei oddziaływanie CBP 
z podjednostką p65 wzmacnia wiązanie SRC-1/NCoA-1 
z p50 i CBP. Również inne białka z grupy pl60 uczestniczą 
w ekspresji genów zależnej od N FkB  np. GRIP-1 (ang. gluco- 
corticoid receptor interaction protein-1) oraz TIF-2 (ang. trans- 
criptional intermedíate factor-2) [57].
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KOAKTYWATORY PRZYŁĄCZANE PRZEZ NFkB REGU­
LUJĄ TRANSKRYPCJĘ PRZEZ INTEGRACJĘ SYGNAŁÓW 
I MODYFIKACJĘ STRUKTURY CHROMATYNY

Jedną z głównych modyfikacji chromatyny pozwalają­
cych na specyficzną ekspresję genów jest reakcja acetylacji 
grupy £-aminowej reszt lizyny histonów. Powoduje ona 
osłabienie oddziaływania elektrostatycznego pomiędzy 
białkami histonowymi i DNA, co w konsekwencji oznacza 
rozluźnienie chromatyny w miejscach modyfikowanych 
i umożliwia przyłączenie czynników transkrypcyjnych. 
CBP oraz p/CAF [58,59] mają domenę HAT o bardzo dużej 
aktywności, natomiast SRC-1 ma niską aktywność HAT [60], 
CBP może oddziaływać z białkami rodziny pl60 oraz biał­
kiem p/CAF, co sugeruje możliwość powstania kompleksu 
ze zwielokrotnioną aktywnością HAT. Tymczasem okazu­
je się, że poszczególne czynniki transkrypcyjne wymagają 
aktywności HAT określonego koaktywatora. Np. czynnik 
transkrypcyjny CREB wymaga aktywności HAT koaktywa­
tora CBP [61], podczas gdy czynnik transkrypcyjny MyoD 
[62], niektóre receptory jądrowe oraz czynnik transkrypcyj­
ny NFkB wymagają aktywności HAT białka p/CAF [57]. 
Wynika z tego, że istnieje selektywność nie tylko na pozio­
mie wyboru koaktywatora, ale również na poziomie wyko­
rzystania określonych funkcji tych białek.

POWSTAWANIE KOMPLEKSU AKTYWNEGO TRANS- 
KRYPCYJNIE ZALEŻNEGO OD NFkB

Najlepiej poznanym przykładem kompleksu aktywnego 
transkrypcyjnie (ang. enhanceosome) jest kompleks opisany 
dla genu IFN-p [63]. Przykładem kompleksu, którego po­
wstanie wydaje się zależeć od N FkB  jest kompleks tworzo­
ny w regionie regulatorowym genu kodującego inhibitor 
apoptozy Bfl-l/Al [64] (Rys. 4). Wcześniej wykazano, że 
czynniki indukujące N FkB  wywołują wzrost ekspresji genu 
bfl-1 w różnych komórkach [65], Pojedyncze miejsce kB jest 
odpowiedzialne za powstawanie kompleksu przez koope­
ratywne wiązanie N Fk B  (p50/c-Rel), a następnie C/EBPp 
i AP-1, a także HMGI-C, koaktywatorów transkrypcji (p300, 
TAFII250), czynników modyfikujących chromatynę BRG-1 
(SWI/SNF) oraz czynników tzw. maszynerii podstawowej, 
TBP i TFIIB (Rys. 4). Wykazano, że dla stabilności powsta­
łego kompleksu istotna jest orientacja miejsca kB. Przenie­
sienie miejsca kB na drugą stronę helisy DNA destabilizuje 
kompleks. Chociaż kontakt AP-1 i C/EBPp z DNA nie jest 
absolutnie konieczny przy tworzeniu kompleksu in vitro, to 
jednak zarówno oddziaływania białko-białko jak i białko- 
-DNA wydają się być konieczne dla powstania kompleksu 
zdolnego do optymalnej aktywacji ekspresji genu bfl-1 in 
vivo. Jednoczesne zaangażowanie N Fk B , AP-1 i C/EBPp 
w ekspresję genu bfl-1 odgrywa istotną rolę w hamowaniu 
apoptozy komórek układu immunologicznego.

HAMOWANIE AKTYWNOŚCI NFkB

W komórkach istnieje wiele negatywnych sprzężeń 
zwrotnych gwarantujących, że aktywacja NFkB, a w szcze­
gólności aktywacja dimerów z udziałem podjednostki p65, 
jest przejściowa i samoograniczająca się. NFkB aktywuje 
geny, które kodują białka będące inhibitorami aktywności

N Fk B  np. IkBci [66], Pozwala to na ponowną syntezę inhibi­
tora po jego degradacji. Białko Ik B o  ma sekwencję lokaliza­
cji jądrowej i sekwencję eksportu, a więc może przemiesz­
czać się do jądra komórkowego, usuwać N FkB  z regio­
nów regulatorowych genów i przenosić je do cytoplazmy 
[10,67], Nie bez znaczenia dla mechanizmów regulacyjnych 
ma ilość IkB o  oraz lokalizacja komórkowa tego inhibitora. 
Wydaje się, że zarówno ilość jak i lokalizacja są charakte­
rystyczne dla typu komórki i stanu, w jakim znajduje się 
komórka. W spoczynkowych neutrofilach bardzo dużo czą­
steczek IkB o  występuje w jądrze komórkowym, natomiast 
w monocytach i w wielu innych komórkach inhibitor ten, 
występujący w mniejszej ilości, zlokalizowany jest głównie 
w cytoplazmie [68,69], W odpowiedzi na cząsteczki zapalne 
Ik B o  może być degradowany zarówno w cytoplazmie jak 
i jądrze komórkowym [69].

Efekt hamujący mogą wykazywać niektóre podjednostki 
N FkB. Powstanie homodimerów p50 lub p52, po pierwsze 
usuwa te podjednostki z puli podjednostek, które mogą 
tworzyć aktywne dimery N Fk B , po drugie wiążąc miejsca 
kB homodimery blokują ekspresję genów, ze względu na 
brak domen aktywacji transkrypcji zarówno w p50 jak i w 
p52. Podobnie RelB usuwa z puli podjednostkę p65 tworząc 
z nią heterodimer, który z kolei nie ma zdolności wiązania 
DNA. Wykazano, że aby otrzymać odpowiedź z udziałem 
aktywowanych komórek T konieczna jest proteolityczna 
degradacja RelB [70],

Istotną rolę w hamowaniu aktywacji transkrypcji z udzia­
łem N FkB  odgrywają korepresory o aktywności HDAC. 
HDAC1 bezpośrednio oddziałuje z domeną homologii Rei 
podjednostki p65, co ogranicza ekspresję genów zależnych 
od N FkB  np. IL-8. HDAC2 nie wiąże N FkB bezpośrednio, 
ale reguluje aktywność N FkB  poprzez asocjację z HDAC1 
[71], Inne białko z grupy deacetylaz histonowych, HDAC3

Rysunek 4. Regulacja ekspresji bfl-1/A l przez kom pleks zależny od N FkB. W ko­
mórkach w stanie spoczynku białka histonow e w regionie regulatorow ym  bfl-1 / 
A l nie są acetylow ane i gen nie ulega ekspresji. W wyniku stym ulacji komórek 
np. przez cytokiny czynnik transkrypcyjny N FkB (p50/c-Rel) w ędruje do jądra, 
w iąże się z regionem  regulatorow ym  genu zapoczątkowując pow stanie kom­
pleksu aktywnego transkrypcyjnie. Przyłączane są inne czynniki (AP-1, C/EBPp, 
H M GI), co z kolei pow oduje rekrutację koaktywatorów zdolnych do acetylacji 
histonów i wiązania czynników  tzw. m aszynerii podstawowej. Pow stanie tego 
złożonego kom pleksu urucham ia ekspresję bfl-1/A l. Bfl-1/A l odgryw a istotną 
rolę w ochronie kom órek układu im m unologicznego przed apoptozą.
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deacetyluje podjednostkę p65, co umożliwia przyłączenie 
Ik B o  i eksport do cytoplazmy [42]. Represja z udziałem 
HDAC wydaje się być istotnym mechanizmem hamowania 
aktywności transkrypcyjnej N FkB  w  jądrze komórkowym.

Istnieją również mechanizmy, które ograniczają roz­
przestrzenianie się odpowiedzi z udziałem czynnika trans- 
krypcyjnego N FkB . Przeciwzapalna cytokina IL-10 hamuje 
zarówno aktywność IKK jak i wiązanie N FkB  z  DNA [72], 
Podobnie indukowana przez N FkB  ekspresja genu kodują­
cego cyklooksygenazę 2 (COX-2) powoduje powstawanie 
pochodnej prostaglandyny, która z kolei hamuje aktywność 
IKK [73], Receptory glukortykoidów, działające przeciwza­
palnie i antyproliferacyjnie, wpływają również na aktyw­
ność czynnika transkrypcyjnego N FkB. Odbywa się to przez 
indukcję ekspresji Ik B o  [74,75] lub przez bezpośrednie 
oddziaływanie z N FkB  [76]. Stwierdzono również, że jed­
na z domen receptorów glukokortykoidów odpowiedzial­
na za dimeryzację i wiązanie z DNA może wiązać domenę 
dimeryzacji p65 [77]. Ponadto, receptory glukokortykoidów 
współzawodniczą z N FkB  o  CBP/ p300, przez co zmniejsza­
ją aktywację transkrypcji z udziałem N FkB.

Innym mechanizmem ograniczającym aktywność N FkB  
jest oddziaływanie z białkiem p202a indukowanym przez 
interferon a. Interesujący jest fakt, że interferon a może 
również aktywować N FkB  przez uruchamianie degradacji 
IkB o  Aktywacja N FkB  rozpoczyna się już po kilku minutach 
od stymulacji interferonem i trwa około 4 godzin [78], Nato­
miast hamowanie aktywności N Fk B  przez białko p202a na­
stępuje po kilkunastu godzinach i utrzymuje się przez około 
48 godzin [79], Białko p202a jest zaangażowane w prolifera­
cję i apoptozę, a także w proces różnicowania prowadzący 
do powstania komórek mięśniowych. Hamuje aktywność 
wielu czynników transkrypcyjnych np. zdolność do wią­
zania się z DNA białek c-Fos, c-Jun, E2F1, E2F4, MyoD i c- 
-Myc. W  przypadku N FkB, białko p202a wiąże się z podjed- 
nostkami p50 i p65 i hamuje wiązanie z DNA aktywnego 
transkrypcyjnie heterodimeru p50/p65 oraz homodimeru 
p65 oraz wzmacnia wiązanie z DNA nieaktywnego homo­
dimeru p50 [80].

UWAGI KOŃCOWE

Geny regulowane przez czynnik transkrypcyjny NFkB 
są bardzo różnorodne. Należą do nich geny kodujące białka 
kontrolujące odpowiedź immunologiczną organizmu i sta­
ny zapalne, geny antyapoptotyczne i geny kodujące białka 
regulujące proliferację komórki, a także białka hamujące 
aktywność NFkB [81]. Zaburzenia w mechanizmach regu­
lacyjnych, które kontrolują specyficzność i zakres odpowie­
dzi z udziałem NFkB są przyczyną powstawania i rozwoju 
szeregu chorób np. autoimmunologicznych. Konstytutyw­
na aktywacja dimerów NFkB jest istotnym elementem pro­
cesów związanych z rozwojem nowotworów m.in. poprzez 
zwiększenie proliferacji komórek, hamowanie apoptozy, 
metastazę komórek nowotworowych i angiogenezę. Z kolei 
całkowite zahamowanie aktywności NFkB może prowadzić 
do braku odporności immunologicznej [82]. Z tego powo­
du konieczne jest zbadanie różnych dróg aktywacji NFkB, 
w różnych typach komórek oraz określenie ich roli w po­
wstawaniu i rozwoju chorób tak, aby w każdym przypadku

można było ustalić najbardziej korzystną strategię lecze­
nia. Poszerzenie wiedzy o mechanizmach działania białek 
NFkB, biorąc pod uwagę ich specyficzność i selektywność, 
może doprowadzić do odkrycia nowych leków, które będą 
stosowane w leczeniu stanów zapalnych lub będą wspierać 
terapię przeciwnowotworową.
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Specificity and selectivity of the NFkB response 
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ABSTRACT

NFkB target genes are very diverse. This transcription factor regulates expression of the genes which are involved in immunity and inflamma­
tion, cell proliferation and apoptosis, as well as genes that encode negative regulators of NFkB. Detected in the cytoplasm of almost all cell types, 
NFkB is activated in response to several external stimuli, including interleukines, growth factors, viral and bacterial infections, and physical 
factors (e.g. UV light). Constitutively activated NFkB has been associated with many aspects of tum our development, including promoting cancer 
cell proliferation, preventing apoptosis, and increasing a tumour's angiogenic and metastatic potential. The inhibition of NFk B activity, in turn, 
may affect the induction of genes that are required for immunity. Dimeric NFkB proteins, show high specificity and selectivity. This is why not 
all NFKB-dependent genes are expressed in every cell. In this review, specificity and selectivity of the NFkB response are presented as a result of 
a combination of many regulatory mechanisms.
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Insulinopodobny czynnik wzrostu i białka z nim współdziałające

STRESZCZENIE

Insulinopodobny czynnik wzrostu -  IGF-I jest małym 70-aminokwasowym peptydem  
o działaniu mitogennym, biorącym udział w procesach wzrastania, kancerogenezy, 

apoptozy, gojenia ran i wielu innych. Jest składnikiem tzw. 'osi somatotropowej GH-IGF', 
w skład której wchodzi również wiele innych czynników. Jest ona odpowiedzialna za re­
gulację procesów metabolicznych, a jej właściwe funkcjonowanie warunkuje homeostazę 
organizmu. Niniejsza praca przedstawia syntetyczny przegląd literatury dotyczącej budowy, 
funkcji oraz ekspresji IGF-I, a także białek wpływających na regulację jego aktywności, syn­
tezy i krążenia.

WPROWADZENIE

Wzrost jest zmianą makroskopową, którą można zaobserwować u wszyst­
kich organizmów żywych, polegającą na zwiększaniu się liczby oraz wymiarów 
komórek. Reguluje go szereg czynników wewnętrznych, takich jak hormony, 
cząsteczki sygnałowe, białka regulatorowe, enzymy oraz czynniki środowisko­
we, jak również dostarczane z pożywieniem: pierwiastki, witaminy czy amino­
kwasy. Nieprawidłowości związane z zaburzeniami wzrastania wpływają na 
metabolizm organizmu i są przyczyną licznych schorzeń. Głównymi regulatora­
mi procesu wzrastania są hormon wzrostu i insulinopodobny czynnik wzrostu 
IGF-I [1-3].

Linearny wzrost organizmu człowieka zachodzi podczas jego rozwoju. Pro­
ces ten wynika z kostnienia śródchrzęstnego w płytkach wzrostu kości długich 
i jest głównie regulowany przez ogólnoustrojowe hormony i czynniki para- i au- 
tokrynne.

Wśród czynników wpływających na wzrost człowieka, poza hormonem wzro­
stu i IGF-I, ważną rolę odgrywają: hormony podwzgórza stymulujące lub hamu­
jące wydzielanie hormonu wzrostu, białka wiążące hormon wzrostu, receptor 
hormonu wzrostu, białka wiążące insulinopodobne czynniki wzrostu oraz ich 
receptory. Poza tym istotny wpływ mają inne hormony, takie jak androgeny, 
estrogeny, hormony tarczycy, insulina, glukokortykosteroidy, hormon adreno- 
kortykotropowy, oraz leptyna i dieta [4].

WPŁYW HORMONU WZROSTU NA METABOLIZM ORGANIZMU

Hormon wzrostu (GH) reguluje postnatalny rozwój organizmu poprzez od­
działywanie na liczne procesy komórkowe odpowiedzialne za wzrost i metabo­
lizm tkanki tłuszczowej, mięśni szkieletowych oraz kości. Białko to ma wpływ 
na katabolizm tłuszczów (poprzez indukcję lipolizy w adipocytach), oksydację 
lipidów i węglowodanów, wzrost zużycia glukozy oraz efekt przeciwinsulino- 
wy w mięśniach [5,6]. Ponadto reguluje stężenie krążących we krwi wolnych 
kwasów tłuszczowych i ketokwasów, stanowiących dostępne źródło energii 
podczas hipoglikemii. U chorych z niedoborem hormonu wzrostu podawanie 
hormonu prowadzi do spadku poziomu triglicerydów w surowicy i wzrostu po­
ziomu lipoprotein o wysokiej gęstości - HDL oraz cholesterolu [7], Lipoproteiny 
o niskiej gęstości - LDL i cholesterol u osób zdrowych były zredukowane o 10- 
-30% [8], Egzogenny hormon wzrostu zmniejsza tłuszczową, a zwiększa bez­
tłuszczową masę ciała [9]. Działania te zachodzą przy współdziałaniu hormonu 
wzrostu i IGF-I.
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Słow a kluczowe: insulinopodobny czynnik 
wzrostu - IGF-I, oś somatotropowa, przekaz 
sygnału wywołany IGF-I, IGFBP

W ykaz skrótów : ADAM 9 -  (ang. a disintegrin and me- 
talloproteinase 9) - m etaloproteaza; ALS -  (ang. acid-la­
bile subunit) -  podjednostka kwasowolabilna; C/EBP
-  (ang. CCAAT/enhancer binding protein) -  czynnik 
transkrypcyjny; ERK 1/2 - (ang. extracellular-signal 
regulated kinase) -  kinaza regulowana sygnałem ze- 
w nątrzkom órkow ym ; FEłL -  (ang. four-and-a-half 
LIM domains) -  białko zawierające 4,5 domeny LIM; 
GH  -  (ang. growth hormone) -  horm on wzrostu; GHR
-  (ang. growth hormone receptor) -  receptor dla hor­
monu wzrostu; HDL -  (ang. high density lipoprotein)
-  lipoproteina o wysokiej gęstości; HNF 1/3 -  (ang. 
hepatocyte nuclear factor 1/3) -  czynnik transkrypcyjny; 
HS3D -  (ang. 3 hypersensitive DNA-se site) -  miejsca 
w rażliw e na traw ienie DNA-zą; IG F-I/II -  (ang. in- 
sulin-like growth factor-l/ll) -  insulinopodobny czyn­
nik wzrostu 1/II; IGF-I/I1R -  (ang. insulin-like growth 
factor-l/Il receptor) -  receptor insulinopodobny czyn­
nika wzrostu I/II; IGFBP -  (ang. insulin growth factor  
binding protein) -  białka wiążące IGF; IR -  (ang. insulin 
receptor) -  receptor insulinowy; 1RBP -  (ang. insulin- 
responsive binding protein) -  białko w iążące wrażliwe 
na insulinę; IRS-1 /2 -  (ang. insulin receptor stubstrate 
1/2) -  substrat receptora insulinowego 1 /2; LDL
-  (ang. low density lipoprotein) -  lipoproteina o niskiej 
gęstości; M -6-P -  mannozo-6-fosforan; M AP -  (ang. 
m itogen-activated protein) -  białko aktywowane przez 
czynniki m itogenne; M APK -  (ang. M AP kinase)
-  kinaza MAP; M EK -  (ang. mitogen-activated protein  
kinase kinase) -  kinaza kinazy MAP; PGE, -  (ang. pros­
taglandin £ ,) -  prostaglandyna E,; PKA/PKC -  (ang. 
protein kinase A/C) -  kinaza białkowa A/C; RGD
-  motyw am inokwasowy: arginina, glicyna, aspara- 
ginian; rhGH R -  (ang. recombinant human growth fa c ­
tor) -  rekom binow any horm on wzrostu człowieka; 
RXRalfa -  receptor kwasu retinowego; SH 2 -  (ang. src 
hom ology 2) -  domena kinaz tyrozynowych odpow ie­
dzialna za oddziaływ ania kinazy na substrat; TGF
-  (ang. transforming growth factor) -  transformujący 
czynnik wzrostu; TSH -  (ang. tyroid stymulating hor­
mone) -  horm on stym ulujący gruczoł tarczowy; 5'/3' 
UTR -  (ang. 5 /3 '  untranslated region) -  5'/3' region 
nieulegający translacji.
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OŚ SO M A T O T R O PO W A  H O RM O N  W Z R O ST U  -  IN SU LI- 
N O PO D O B N Y  CZYN N IK  W Z R O ST U

Hormon wzrostu wywiera większość swoich efektów 
metabolicznych poprzez indukcję syntezy insulinopodob- 
nych czynników wzrostu: IGF-I i IGF-II. Aktywność hor­
monu wzrostu i IGF-I stanowi tzw. oś somatotropową (Rys.
1), której składnikami są także liczne czynniki wydzielane 
przez komórki wątroby oraz innych tkanek, w tym takie jak 
receptor hormonu wzrostu (GHR), białka wiążące hormon 
wzrostu (GHBP) oraz wiążące insulinopodobne czynniki 
wzrostu (IGFBP), jak również ich specyficzne receptory. 
Centrum kontrolującym jest podwzgórze. Oś somatotropo- 
wa odgrywa kluczową rolę w regulacji procesów metabo­
licznych, w której biorą udział także insulina, leptyna, glu- 
kokortykoidy i hormony tarczycy [10].

Ekspresję IGF-I i wielu IGFBP reguluje hormon wzrostu. 
Dotychczas jednak tylko w promotorze genu jednego z bia­
łek osi somatotropowej - ALS (podjednostki kwasolabilnej) 
zidentyfikowano element wrażliwy na ten hormon [11]. 
Badania z wykorzystaniem hybrydyzacji in situ wykazały, 
że mRNA dla IGF-I, IGFBP-3 i ALS nie występują w tych 
samych komórkach wątroby. W hepatocytach ulega eks­
presji mRNA kodujący IGF-I i ALS, zaś mRNA dla IGFBP-3 
był identyfikowany wyłącznie w przyległych komórkach 
nabłonkowych zatoki wątrobowej. W komórkach sinuso­
idalnych nabłonka wątroby, w przeciwieństwie do hepato- 
cytów nie stwierdzono obecności mRNA GHR, natomiast 
w hepatocytach nie ulega ekspresji gen receptora IGF-I [12],

IN SU LIN O PO D O B N E CZYN N IK I W Z R O ST U  -  IG F

Insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF), nazywane 
również somatomedynami, należą do peptydów spokrew­
nionych z insuliną. Znane są dwa polipeptydy IGF-I i IGF-II 
o budowie podobnej do proinsuliny, które mogą reagować 
krzyżowo z receptorami insuliny.

Oba czynniki IGF (I i II) są zbudowane z pojedynczych 
łańcuchów peptydowych, strukturalnie podobnych do in-

Wzrost za pośrednictwem IGF-I Ponatalny wzrost
niezależny od GH GH-zależny

- wzrost somatyczny embrionalny
i wczesny ponatalny

- cykliczny wzrost jajników, macicy

Rysunek 1. M odel działania osi som atotropowej G H -IGF, wg [13] zm odyfikowa­
ne. A/P -  działanie autokrynne lub parakrynne, E -  działanie endokrynne.

suliny. W cząsteczce dojrzałych peptydów można wyróżnić 
cztery domeny wysoce zachowawcze wśród białek ssaków 
i innych kręgowców [14], oznaczone odpowiednio: B, C, A i 
D, licząc od końca N do C-końca cząsteczki, podobnie jak 
w insulinie. W rejonie C-końcowym cząsteczki prekursoro- 
wej występuje bardziej zmienny fragment E, wycinany pod­
czas dojrzewania tych białek [15]. Gen kodujący IGF-I znaj­
duje się na długim ramieniu chromosomu 12 (12q22-24.1), 
a IGF-II na krótkim ramieniu chromosomu 11 (llp l5.5).

IGF-I jest zbudowany z 70 aminokwasów. Jego prekursor 
występuje w dwóch formach: IGF-IA (zawierającej 153 ami­
nokwasy) i IGF-IB (zawierającej 195 aminokwasów). IGF-II 
jest zbudowany z 67 aminokwasów i wykazuje 65% homo­
logii z IGF-I [16], W budowie przestrzennej obu białek moż­
na rozróżnić trzy prawoskrętne helisy a i dwie struktury (3. 
W cząsteczce występują trzy mostki dwusiarczkowe. Biał­
ka te są syntetyzowane głównie w wątrobie, a także w fi- 
broblastach, mioblastach, chondroblastach, osteoblastach, 
w komórkach mózgu, w nabłonku przewodu pokarmowe­
go i nerek, w tkance tłuszczowej. Poziom ich w surowicy 
krwi (zwłaszcza IGF-I) jest zależny od stężenia hormonu 
wzrostu. Krążące w krwiobiegu insulinopodobne czynniki 
wzrostu są głównie związane z białkami IGFBP. Czynniki 
te oddziałują na komórki poprzez specyficzne receptory 
błonowe i mogą aktywować replikację DNA, transkrypcję 
RNA, syntezę białek, np. kolagenu i proteoglikanów, regu­
lować podział i wzrost komórek, w tym chondroblastów 
i chondrocytów. IGF-I jest również odpowiedzialny za włą­
czanie siarczanów do chrząstek i kości, ma wpływ na mi­
neralizację kości i zwiększa resorpcję fosforanów w nerkach
[17].

IGF-I

Badania na transgenicznych myszach pozbawionych 
genu kodującego IGF-I wykazały, że białko to ma ważny 
wpływ na pre- i postnatalny wzrost i rozwój organizmu
[18]. IGF-I pełni istotną rolę w regulacji wzrostu kości na 
długość. Jego brak lub niedobór w organizmie powoduje 
np. niskorosłość u człowieka i zwierząt [19]. Wykazano, że 
poziom IGF-I w osoczu człowieka jest skorelowany z roz­
miarami ciała. Dlatego podawanie egzogennego rhIGF-I 
zwiększa zarówno masę ciała i wzrost. Stwierdzono, że 
hormon wzrostu jest bardziej efektywny w stymulowaniu 
wzrostu, np. w kościach, podczas gdy IGF-1 w nerkach i śle­
dzionie [20], co sugeruje, że IGF-I może działać w niektórych 
tkankach niezależnie od hormonu wzrostu i jego receptora. 
Potwierdzają to obserwacje prowadzone na myszach, wy­
kazujące, że zwierzęta te pozbawione GHR są płodne, zaś 
przy braku IGF-I nie [21],

IGF-I najprawdopodobniej sam (bez stymulacji ze strony 
hormonu wzrostu) jest także zdolny do indukowania różni­
cowania się mioblastów w dojrzałe komórki [22], W tkance 
tłuszczowej białko to za pośrednictwem specyficznych re­
ceptorów insuliny wywiera efekty podobne do tego hormo­
nu. Działanie to jest jednak 16 razy słabsze. IGF-I powoduje 
zahamowanie lipolizy, nasilenie transportu glukozy do adi- 
pocytów i jej utlenianie oraz zmniejsza uwalnianie wolnych 
kwasów tłuszczowych. Może również być odpowiedzialne 
za hipoglikemię. Metaboliczne efekty działania IGF-I przez
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receptory insulinowe są przeciwstawne skutkom wywoły­
wanym przez hormon wzrostu. Nie wyjaśniono dotychczas 
związków pomiędzy wpływem IGF-I i hormonu wzrostu 
na homeostazę płynów ustrojowych. Stwierdzono jedynie, 
że IGF-I nasila produkcję estrogenów w jajnikach, zaś w ko­
mórkach tarczycy działa synergistycznie z TSFI, stymulując 
proliferację komórek pęcherzykowych.

Fizjologiczne znaczenie endokrynnego wydzielania IGF-I 
badano na zwierzętach pozbawionych genu IGF-l w wątro­
bie, która jest głównym miejscem jego syntezy. Wykazano, 
że poziom IGF-I w surowicy krwi obwodowej spadł o około 
75%, a wzrost zwierząt był możliwy tylko dzięki 6-krotne- 
mu zwiększeniu produkcji hormonu wzrostu przez przy­
sadkę (na zasadzie sprzężenia zwrotnego) [23], Myszy cał­
kowicie pozbawione genu IGF-I rodziły się z mniejszą masą 
urodzeniową, stanowiącą około 60% masy myszy dzikich, 
a ich wzrost postnatalny był osłabiony. W 7 tygodniu ży­
cia postnatalnego zwierzęta te były niepłodne, a ich masa 
ciała stanowiła już tylko 30% masy zwierząt zdrowych [24], 
Stwierdzono, że u szczurów chorych na cukrzycę poziom 
krążącego IGF-I jest zredukowany i powraca do normy po 
leczeniu insuliną [25]. IGF-I wzmaga także wychwyt gluko­
zy do tkanek obwodowych. Jest to efekt insulinopodobny, 
który może zachodzić za pośrednictwem receptora IGF-I 
lub insulinowego [13].

Pierwsze badania dotyczące roli IGF-I w cyklu komórko­
wym sugerowały, że białko to przyśpiesza przejście z fazy 
G1 cyklu do fazy S i było ono określane jak czynnik pro­
gresji fazy G r Najnowsze badania wskazują, że proces ten 
jest znacznie bardziej złożony. Komórki pozbawione genu 
IGF-I prawidłowo przechodzą z fazy G! do S cyklu komór­
kowego, jednak spowolniony jest czas ich wejścia z fazy G, 
doM [26], Wydłużenie czasu trwania wszystkich faz cyklu 
komórkowego obserwowano także w fibroblastach zarod­
ków mysich z delecją genu receptora IGF-I [27], IGF mogą 
promować progresję cyklu komórkowego albo przez bez­
pośrednią asocjację z innymi czynnikami wzrostu, albo po­
średnio przez interakcje z czynnikami odpowiedzialnymi 
za rozwój i promocję kancerogenezy, takimi jak hormony 
steroidowe i integryny.

Wzrost proliferacji komórek w odpowiedzi na IGF-I, 
obserwowano dla keratynocytów, osteoblastów, komórek 
mięśni gładkich i mięśni szkieletowych, komórek nerek, 
komórek pęcherzykowych tarczycy, chondrocytów, komó­
rek nabłonka macicy czy prekursorów erytrocytów. IGF-I 
stymuluje również różnicowanie i przeżycie neuronów. 
W dojrzałej tkance mózgowej jest on neuromodulatorem 
regulującym plastyczność synaptyczną, jak również bierze 
udział w odpowiedzi komórek tkanek nerwowych na ich 
uszkodzenie [28]. Udowodniono również antyapoptotycz- 
ne działanie IGF-I [13].

GEN KODUJĄCY IGF-I

W porównaniu z relatywnie prostą budową peptydu 
IGF-I, struktura jego genu oraz kontrola ekspresji jest bar­
dzo skomplikowana. Gen ten jest zachowany ewolucyjnie, 
zajmuje obszar około 90 kbp i składa się z 6 eksonów prze­
dzielonych bardzo długimi (1,9 do 50 kb) sekwencjami nie-

kodującymi (Rys. 2). Zgodnie z obecną nomenklaturą ekso- 
ny 1 i 2 są alternatywnymi eksonami liderowymi, które ule­
gają rozszczepieniu do eksonu 3 dając klasę transkryptów 
odpowiednio 1 i 2 [29], Eksony 3 i 4 kodują dojrzały peptyd 
IGF-I, zaś alternatywnie składane eksony 5 i 6 kodują pep­
tyd E, obecny w cząsteczce prekursorowej (odpowiednio Eb 
i Ea w cząsteczkach prełGF-IB i prełGF-IA), razem z przy­
legającym do genu rejonem 3'UTR [20]. Transkrypcja genu 
IGF-I jest pod kontrolą dwóch promotorów: głównego, 
umiejscowionego przed eksonem 1 -  oznaczanego PI IGF-I 
oraz z promotora P2 IGF-I, który występuje przed eksonem 
2. Jego transkrypty stanowią tylko nieznaczną część ogól­
nej puli transkryptów IGF-I. W początkowym okresie post- 
natalnym, kiedy IGF-I bierze udział w regulacji procesów 
wzrostowych organizmu, transkrypty z PI stanowią ponad 
90%, natomiast w wieku dorosłym stosunek ten się zmienia 
na korzyść transkryptów klasy 2, które np. w komórkach 
dorosłych szczurów stanowią już ok. 35% mRNA IGF-I 
[30-32], O różnorodności transkryptów genu IGF-I decy­
duje również obecność licznych miejsc inicjacji transkrypcji 
w obu promotorach oraz wykorzystanie wielu miejsc polia- 
denylacji występujących w rejonie eksonu 6.

W komórkach wątroby znaleziono także tzw. formę 
C IGF-I, w której ulegają transkrypcji eksony 3, 4, 49 pz eks­
onu 5 i ekson 6, przy czym ekson 6 jest krótszy niż w formie 
A, ponieważ w wyniku insercji wprowadzony został dodat­
kowy kodon stop. Transkrypt taki stanowi 10% ilości trans- 
kryptu formy IGF-IA [15].

REJONY REGULATOROWE GENU IGF-I

Regulacja ekspresji IGF-1 odbywa się głównie na pozio­
mie transkrypcji oraz translacji i jest pod kontrolą czynni­
ków specyficznych dla danej tkanki lub etapu rozwoju or­
ganizmu.

Transkrypcja genu IGF-I zachodzi z dwóch rejonów pro- 
motorowych PI i P2 IGF-I. Mechanizm molekularny odpo­
wiedzialny za ich aktywność jest słabo poznany. Obydwa 
promotory mają liczne miejsca inicjacji transkrypcji [33,34].

Promotor PI. Rejon promotorowy PI w genomie czło­
wieka składa się z 322 nukleotydów zlokalizowanych rejo­
nie 5'UTR eksonu 1 (+1 - +322) oraz 1630 nukleotydowego 
obszaru regulatorowego (-1630 - - 1) [32], Odcinek 322 nt 
jest najbardziej zachowawczą częścią genu i wykazuje ho- 
mologię rzędu 95% z odpowiednimi fragmentami genów 
szczurzego i kurzego [32,35], Sugeruje się, że ten zachowa­
ny w ewolucji fragment 5'UTR pełni ważną funkcję w kon-

Gen IGF-I

Poly A Poly A

PI P2

Ekson 2 Ekson 3 Ekson 4 Ekson 5 Ekson 6

Rysunek 2. Gen IGF-I z m iejscami prom otorow ym i P I i P2 oraz m iejscami po- 
liadenylacji.
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troli biosyntezy IGF-I w trakcie translacji [36], 5'UTR jest 
niezbędny dla transkrypcji podstawowej w liniach komór­
kowych produkujących IGF-I. W promotorze PI brak jest 
typowych dla promotorów sekwencji TATA, CCAAT czy 
rejonów szczególnie bogatych w reszty GC. W rejonie pro­
motora PI znajduje się 5 obszarów wrażliwych na DNAzę: 
HS3A, B, C, D, E.

Najważniejszym hormonalnym regulatorem ekspresji 
IGF-I jest hormon wzrostu [37], Badania pokazują, że hor­
mon ten stymuluje transkrypcję genu IGF-I w wątrobie 
przez skoordynowaną aktywację obydwu promotorów i nie 
wymaga to syntezy dodatkowych białek [38,39], Nie udało 
się jednak zidentyfikować w sekwencji promotorowej genu 
IGF-I elementu indukowanego przez hormon wzrostu. Być 
może stymulacja hormonalna zachodzi przez oddziaływa­
nia białko-białko, a nie w wyniku bezpośredniego działania 
na DNA.

Wykazano, że zrekombinowany plazmid zawierający 
cały 322 nt 5' UTR i 1630 nt segment 5' sekwencji regulatoro­
wej stymuluje aktywność transkrypcji lucyferazy prawie 70- 
krotnie w porównaniu do plazmidów pozbawionych tych 
elementów. Rejon od -15 od +5 zawiera optymalne miejsca 
wiązania dla członków oktamerowej rodziny czynników 
transkrypcyjnych (OCT). Jednak nie udało się za pomocą 
przeciwciał potwierdzić, że powstający tam kompleks two­
rzy białko OCT, [32], W rejonie +20 do +37 (5'UTR) zidenty­
fikowano potencjalne miejsce wiążące dla dwu rodzin wą­
trobowych czynników transkrypcyjnych: C/EBP a i p oraz 
HNF-la [40,41],

W rejonie promotora PI IGF-I szczura zlokalizowano 
także sekwencje wiążące tzw. czynniki GATA-A oraz GA- 
TA-B, zawierające palce cynkowe, wiążące się z elementami 
DNA o sekwencji (A/T)GATA(A/G), odpowiednio w rejo­
nach +108 oraz +183. Zmiana w sekwencji wiążącej czynnik 
GATA-A powodowała wzrost aktywności promotora o ok. 
68%, zaś w GATA-B hamowała ją ok. 4,4 krotnie, w komór­
kach różnych linii komórkowych [42],

Wykazano także, że synteza IGF-I w osteoblastach jest 
stymulowana przez hormon przytarczyc oraz przez lokalnie 
produkowane prostaglandyny E., -  PGE, [43-44], dwa hor­
mony, które są związane z reorganizacją, resorpcją i formo­
waniem de novo kości, oraz hamowana przez glukokortyko- 
idy, które zmniejszają ich tworzenie. Zarówno parathormon 
jak i PGE, podnoszą wewnątrzkomórkowy poziom cAMP 
w osteoblastach [43,44], Funkcjonalny element odpowie­
dzi na cAMP (CRE) został zmapowany w 5'UTR eksonu 1 
IGF-I między +202 do +209 nt (w genie szczura) w miejscu 
wrażliwym na DNA-zę zwanym HS3D [45], Stwierdzono, 
że C/EBP5 jest głównym czynnikiem transkrypcyjnym ak­
tywowanym przez cAMP w osteoblastach, który wiąże się 
z elementem sekwencji CGCAATCG, aktywując promotor 
PI IGF-I. Białko to należy do rodziny czynników transkryp­
cyjnych C/EBP zawierających w cząsteczce moduł o struk­
turze zamka leucynowego. W rejonach C-końcowych 
w cząsteczce tych białek występują motywy odpowiedzial­
ne za dimeryzację i wiązanie DNA. Do grupy tej należą tak­
że C/EBP a i p, działające jako aktywatory transkrypcyjne, 
odgrywające główną rolę w różnicowaniu adipocytów i re­

gulowaniu ekspresji genów w wątrobie i innych tkankach
[46], C/EBP 5 pełni także rolę w kontroli adipogenezy i po­
średniczy w odpowiedzi ostrej fazy reakcji zapalnej [46], 
C/EBPa i p izolowane z wątroby wzmacniają podstawową 
transkrypcję z promotora PI około 12-krotnie. Transakty- 
wacja PI przez te czynniki jest także zależna od obecności 
miejsc je wiążących zlokalizowanych w rejonie -119 [47],

Ważny wpływ na ekspresję genu IGF-I mają glukokor- 
tykoidy, które obniżają jego ekspresję w osteoblastach, 
zmniejszają ich proliferację, obniżają ekspresję kolagenu 
I typu, zwiększają ekspresję kolagenazy 3 [48], oraz stymulu­
ją apoptozę w wielu typach komórek, w tym w dojrzałych 
osteoblastach [49], Wykazano, że w wyniku działania kor­
tyzolu ekspresja genu IGF-I spada około 50%. W tych dzia­
łaniach kortyzolu pośredniczy również C/EBP, dla którego 
miejsce wiążące jest zlokalizowane pomiędzy +144 i +152, 
przylegle do trzeciego miejsca startu transkrypcji, które jest 
szczególnie aktywne w osteoblastach [50]. Wykazano, że 
C/EBPa oraz C/EBPp odziałują z miejscem regulowanym 
za pośrednictwem glukokortykoidów w komórkach oste- 
oblastów niestymulowanych, podczas gdy w komórkach 
traktowanych kortyzolem na element ten oddziałują C/EBP 
a, p i 5 .

W regulacji ekspresji genu IGF-I biorą także udział kina­
zy białkowe C i A. Kinaza białkowa A jest zaangażowana 
w aktywację genu IGF-I indukowaną hormonem przytar­
czyc i prostaglandynami E2, natomiast aktywność kinazy 
białkowej C obserwowano w kancerogenezie. Wykaza­
no, że PKC aktywuje transkrypcję C/EBPp oraz wiąże się 
z miejscem C/EBP (+23 do +29) [51].

Silniejszymi od C/EBP transaktywatorami promotora PI 
są czynniki HNF-la, które mogą wzmocnić podstawową 
transkrypcję w komórkach Hep3B około 16- krotnie. Białka 
te należą do rodziny czynników transkrypcyjnych zawie­
rających w cząsteczce motyw helisa-pętla-helisa. W PI wy­
stępują dwa miejsca je wiążące (w rejonie -282 oraz -119). 
Element wiążący w -119 całkowicie zachodzi na miejsce 
wiążące C/EBP i chociaż wiąże HNF-1 z mniejszym powi­
nowactwem, to odgrywa ważniejszą rolę w transaktywa- 
cji promotora PI IGF-I [41], W rejonie PI odkryto również 
obecność dwóch konserwowanych ewolucyjnie miejsc wią­
żących HNF-3, które są niezbędne dla maksymalnej trans- 
aktywacji transkrypcji genu IGF-I. W hepatocytach HNF-3 
pełnią funkcję aktywatorów genów transkrybowanych 
w wątrobie. W przypadku genu IGF-I, HNF-3 oddziałują 
one na elementy znajdujące się między -34 do -21 oraz +2 
a +18 nukleotydem w rejonie promotorowym genu [52],

W miejscach +42 i +129 genu IGF-I szczura zidentyfiko­
wano elementy wiążące czynniki transkrypcyjne, których 
aktywność jest zależna m. in. od poziomu insuliny [53], 
W rejonie tym występują miejsca wiązania SP1 oraz element 
bogaty w AT, który jest rozpoznawany przez słabo poznane 
białko wiążące wrażliwe na insulinę. Interakcje promotora 
z SP1 są ułatwiane przez związanie IRBP [54], Znanym re­
gulatorem ekspresji IGF-I jest estrogen działający na komór­
ki za pośrednictwem receptora wiążącego się w formie ho- 
modimeru zwykle do specyficznej sekwencji DNA, znanej 
jako element wrażliwy na estrogen (ERE). Miejscem takim
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w promotorze PI genu IGF-I jest miejsce odporne na trawie­
nie DNAzą (FiS3D). Jednak ER prawdopodobnie odziałuje 
z przypuszczalnym miejscem wiążącym API, czynnikiem 
stanowiącym kompleks białek c- FOS i c-JUN [55]. W obsza­
rze regulatorowym promotora PI IGF-I stwierdzony został 
polimorfizm reszt CA, który ma prawdopodobnie wpływ 
na rozwój cukrzycy typu 2, tolerancję glukozy, wzrost pło­
dowy oraz proces kancerogenezy i zawał serca [56],

Promotor P2 jest słabiej poznany niż PI, prawdopodob­
nie w związku z mniej ważną funkcją w ekspresji genu 
IGF-I. Znajduje się on przed eksonem 2 genu i badany był 
głównie w komórkach szczura. Miejsca inicjacji transkrypcji 
są w nim zlokalizowane w dwóch rejonach ok. 1,8 kb poni­
żej 3' końca eksonu 1. Główne miejsca inicjacji transkrypcji 
znajdują się w rejonie 62-68 bp i 52-53 bp przed 3' końcem 
eksonu 2. Rejony te są otoczone prawdopodobnie przez ele­
menty wiążące czynniki regulujące aktywność promotora. 
Dwa przypuszczalne miejsca wiązania TT A A i CCAAAT 
występują odpowiednio w -27 nt i -80 nt. Promotor P2 ma 
prawdopodobne motywy: TT A A w -27 nt i CCAAAT -80 nt 
przed pierwszym miejscem startu transkrypcji, ale ich zna­
czenie dla procesu transkrypcji nie zostało potwierdzone. 
Wykazano, że w promotorze P2 genu szczura z sekwencją 
CACCC zlokalizowaną pomiędzy -53 a -46 wiąże się czyn­
nik SP1 [55],

IGF-II

IGF-II jest 67 aminokwasowym peptydem wykazującym 
działanie mitogenne na komórki wielu typów. Białko to 
jest ważnym modulatorem wzrostu i różnicowania mięśni. 
Ulega ono szerokiej ekspresji podczas rozwoju prenatalne­
go, a jego aktywność jest regulowana przez piętnowanie 
genów (tzw. imprinting genomowy). W większości komó­
rek tkanek prawidłowych gen zlokalizowany na chromoso­
mie odziedziczonym od matki jest nieaktywny w wyniku 
piętnowania, a wymazanie jego imprintingu jest ważnym 
krokiem w inicjacji rozwoju różnych typów nowotworów 
[57], Gen kodujący IGF-II składa się z dziewięciu eksonów. 
Pierwsze sześć to eksony niekodujące. Kontrola ekspresji 
zachodzi z czterech promotorów (P1-P4) zlokalizowanych 
przed eksonami 1,4, 5 i 6. Podczas rozwoju płodowego, eks­
presja IGF-II jest znacznie wyższa niż w okresie postnatal- 
nym lub w wieku dorosłym.

RECEPTO RY IN SU LIN O PO D O B N Y C H  C Z Y N N IK Ó W  
W Z R O ST U

Wpływ IGF na wzrost i metabolizm organizmu zachodzi 
za pośrednictwem specyficznych receptorów: IGF-IR i IGF- 
-IIR oraz receptora insulinowego zlokalizowanych w ko­
mórkach docelowych (Rys. 3). Receptor IGF-I (IGF-IR) jest 
podobny strukturalnie do receptora insulinowego i wyka­
zuje z nim przeszło 50% homologii sekwencji aminokwa- 
sowej. Jest to heterotetrameryczna glikoproteina złożona 
z dwóch wiążących ligand podjednostek a, zbudowanych 
z 706 aminokwasów oraz dwóch transbłonowych podjed­
nostek (3, zawierających 627 aminokwasów. Gen IGF-IR 
człowieka składa się z 21 eksonów i jest zlokalizowany na 
chromosomie 15q25-26. Receptor ten jest syntetyzowany 
jako jednołańcuchowa preproproteina zbudowana z 1367

aminokwasów, z której następnie jest usuwany 30 amino- 
kwasowy peptyd sygnalny, a reszta cząsteczki białka jest 
glikozylowana i cięta na dwie podjednostki: a i (3, które 
łączą się mostkami dwusiarczkowymi. Dwie cząsteczki a(3 
połączone wiązaniem dwusiarczkowym tworzą właściwą 
cząsteczkę receptora IGF-IR. Rejon wiążący ligand jest bo­
gaty w reszty cysternowe i zlokalizowany w podjednostce 
a. Receptor ten ma największe powinowactwo do IGF-I, kil­
kukrotnie niższe do IGF-II oraz ponad 100 razy mniejsze do 
insuliny [58].

Podjednostka p składa się z krótkiej domeny zewnątrz- 
komórkowej i śródbłonowej oraz dużej domeny wewnątrz­
komórkowej zawierającej rejon odpowiedzialny za jej ak­
tywność kinazy tyrozynowej. Fosforylacji ulegają reszty 
tyrozyny i seryny [59], Wiązanie liganda do podjednostki 
a stymuluje wewnątrzkomórkową kinazę tyrozynową, 
prawdopodobnie przez wywołanie zmian konformacyj- 
nych w podjednostce (3, prowadzących do autofosforylacji 
receptora. Niezwiązana z ligandem podjednostka a działa 
jako represor wewnątrzkomórkowej kinazy tyrozynowej 
receptora. Wewnątrzkomórkowa domena kinazowa re­
ceptora IGF-I i receptora insulinowego (IR) wykazują 84% 
homologii sekwencji aminokwasowej i aktywują kilka po­
dobnych białek, np. substraty receptora insulinowego - IRS 
oraz SHC [59].

Podobna struktura i sekwencja aminokwasowa recepto­
rów IGF-I i insulinowego umożliwia obu białkom formo­
wanie cząsteczek hybrydowych, złożonych z dimerów a|3 
IGF-IR połączonych z dimerami a(3 receptora insulinowego 
[60], Ich właściwości wiązania liganda są podobne do IGF- 
-IR.

P P
RECEPTOR IGF-IR RECEPTOR IGF-IIR

R ysunek 3. Receptory insulinopodobnych czynników  wzrostu, Y -P -  miejsca fos­
forylacji reszt tyrozyny.
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Rysunek 4. Przekaz sygnału do jądra w kom órce w ywołany działaniem  IGF-I. 
Na terenie jądra kom órkowego znajdują się czynniki transkrypcyjne indukujące 
procesy proliferacji, różnicow ania oraz apoptozy.

Receptor IGF-I jest wymagany dla aktywności biologicz­
nej czynnika wzrostu naskórka (EGF) i czynnika wzrostu 
płytek krwi (PDGF) [61]. Poza tym aktywuje on duży anty­
gen T wirusa SV40 oraz białko RAS, które może stymulować 
proliferację komórek [62]. Wykazano, że myszy pozbawio­
ne genu IGF-IR miały obniżony ciężar ciała o 55% w porów­
naniu z osobnikami dzikimi i umierały zaraz po urodzeniu 
z powodu niewydolności układu oddechowego [63].

Receptor IGF-II - IGF-IIR jest glikoproteiną o pojedyn­
czym łańcuchu, znaną także jako receptor mannozo-6-fosfo- 
ranu niezależny od kationów. Dojrzała cząsteczka receptora 
człowieka składa się z 2451 aminokwasów i można w niej 
wyróżnić trzy rejony: duży 2264 aminokwasowy rejon ze- 
wnątrzkomórkowy, 23 aminokwasowy rejon błonowy i 164 
aminokwasowy C-końcowy rejon wewnątrzkomórkowy. 
Zewnątrzkomórkowa część IGF-IIR wiąże ligand, zaś we­
wnątrzkomórkowa reguluje transport pomiędzy różnymi 
kompartmentami komórkowymi. Gen IGF-IIR człowieka 
znajduje się na chromosomie 6q25-27. Domenę receptora 
kontaktującą się ze środowiskiem zewnętrznym można 
podzielić na 15 segmentów zawierających od 134-191 ami­
nokwasów, o 16 do 38 % homologii. W każdym z nich wy­
stępuje 8 reszt cysteiny zlokalizowanych w analogicznych 
pozycjach [64],

IGF-IIR ma jedno miejsce wiązania dla IGF-II i dwa miej­
sca dla ligandów zawierających M-6-P. Receptor ten wyka­
zuje największe powinowactwo do IGF-II i około 500 razy 
mniejsze do IGF-I. Białko to wiąże się najprawdopodob­
niej także z kwasem retinowym i receptorem aktywatora 
plazminogenu typu urokinazy [65]. IGF-IIR bierze udział 
w regulacji działania IGF-II, transporcie enzymów lizoso- 
malnych z ich miejsc syntezy do odpowiednich przedzia­
łów komórkowych oraz w regulacji białek zawierających 
mannozo-6-fosforan. Wykazano, że myszy z delecją IGF-II 
miały wzrost prawidłowy, natomiast pozbawione IGF-IIR 
wykazywały przerost płodowy, który był letalny. Stwier­
dzono także, że IGF II może również być wiązany przez je­

den z wariantów receptora insulinowego, który ulega silnej 
ekspresji w komórkach tkanek płodowych i neoplastycz- 
nych [66],

PRZ EK A Z Y W A N IE SYG N A ŁU  W Y W O Ł A N E  IG F-I

Receptor IGF-I po związaniu ligandu ulega fosforylacji. 
W rejonach zawierających ufosforylowane reszty tyrozy­
ny dochodzi do akumulacji białek, należących do rodziny 
IRS. Białka te mają co najmniej 20 miejsc fosforylacji. Fosfo­
rylacja reszt tyrozyny IRS powoduje asocjację z nim białek 
zawierających domenę SH2, takich jak podjednostka regu­
latorowa p85 kinazy 3' fosfatydylinozytolu (kinaza PI3), 
fosfataza tyrozynowa białek SH-PTP2 (znana także jako 
SYP lub PTP1D), białko adaptorowe NCK zawierające SH2 
i SH3 i białko 2 związane z receptorem czynnika wzrostu - 
GRB2 (ang. groioth factor receptor-bound protein-2). GRB2 jest 
zasocjowane z SOS (czynnikiem wymiany GTP/GDP) bio­
rącym udział w przekształcaniu nieaktywnego RAS-GDP 
w aktywny RAS-GTP. Aktywacja białka RAS prowadzi do 
aktywacji kinaz MEK za pośrednictwem białka RAF. Kinaza 
MEK aktywuje kinazę MAP. Sygnał ten może być przekaza­
ny do jądra komórkowego za pośrednictwem kinazy ERK 
1/ 2.

IGF-I poprzez receptor może także aktywować kinazę 
PI3, która fosforyluje białko p62. Proteina ta została ziden­
tyfikowana w adipocytach szczura [67], Kinaza PI3 może 
także aktywować kinazę p70S6 (kinaza białka S6 o masie 70 
kDa), zaangażowaną w mitogenezę oraz aktywującą kinazę 
AKT, która może indukować fosforylację białka proapop- 
totycznego BAD z rodziny BCL-2. Ufosforylowane białko 
BAD spowalnia proces apoptozy. Schemat przekazu sygna­
łu indukowanego przez IGF-I przedstawia rys. 4.

BIA ŁK A  W IĄ Ż Ą C E IG F -  IG FBP

Zdolność do formowania kompleksów IGF z IGFBP ma 
wpływ na transport tych czynników do receptorów błono­
wych oraz stymulowanie proliferacji komórek. W chwili 
obecnej dobrze poznanych i scharakteryzowanych jest sześć 
białek wiążących, IGFBP-1 do -6, oraz nieco słabiej dwa ko­
lejne (IGFBP-7 i -8). Nie wyklucza się również istnienia więk­
szej ich liczby w krwiobiegu. Stała powinowactwa sześciu 
najlepiej poznanych IGFBP do IGF jest podobna dla IGF-I 
i IGF-II (odpowiednio: 2-20 i 3-30 x 109 l/mol) z wyjątkiem 
IGFBP-6, który ma od 20 do 70 razy wyższe powinowactwo 
do IGF-II niż do IGF-I [68], IGFBP modulują działanie IGF 
endokrynnie, parakrynnie lub autokrynnie. Ich aktywność 
jest z kolei regulowana przez specyficzne proteazy IGFBP, 
zależne od specyficznych aktywatorów i inhibitorów.

Komórki niektórych typów tkanek produkują więcej niż 
jeden rodzaj IGFBP. Ekspresja tych białek może być regu­
lowana przez różne hormony. Np. w osteoblastach przez 
hormon wzrostu, hormon przytarczyc, glukokortykoidy, 
1,25 dihydroksywitaminę D3 oraz lokalne czynniki wzro­
stu (w tym IGF), białka odpowiedzialne za morfogenezę 
kości, TGF-p i interleukiny [69], W surowicy IGF występuje 
przeważnie w 150 kDa kompleksie, złożonym z IGF-I/II, 
IGFBP-3 i ALS, a niekiedy także z IGFBP-5. Kompleks ten 
jest źródłem IGF oraz wydłuża czas jego półtrwania (15-
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-20 godzin), jak również uniemożliwia mu przekraczanie 
bariery śródbłonka naczyń [69], Pozostały IGF występuje 
w kompleksach 40-50 kDa, związany z jednym z IGFBP, 
które mogą przekroczyć śródbłonek naczyń, udostępniając 
pulę IGF-I dla komórek w tkankach. Surowiczy IGF trans­
portowany z naczyń włosowatych do płynów zewnątrzko­
mórkowych jest niezbędny w tkankach docelowych. Przez 
śródbłonek naczyń przechodzić może łatwo wolny IGF 
(<1%) [70]. W wyniku proteolizy IGFBP w kompleksie 50 
kDa IGFBP-IGF, IGF jest w tkankach docelowych uwalnia­
ny. Zatem biologiczna aktywność krążącego IGF dla tkanek 
jest determinowana przez mechanizmy związane z prze­
sunięciem IGF z kompleksu 150 kDa do 50 kDa i następ­
nie z proteolizą IGFBP przez proteazę, uwalniającą IGF do 
krwiobiegu lub lokalnych płynów ciała [69,70],

Zidentyfikowano także kilka peptydów o niskim powi­
nowactwie do IGF, zwanych peptydami pokrewnymi do 
IGFBP, które wykazują znaczną homologię strukturalną do 
rejonu N-końcowego IGFBP i są kodowane przez pierwszy 
ekson genów IGFBP. Znaczenie ich nie jest znane.

CECHY STRUKTURALNE IGFBP

Sześć rodzajów białek wiążących IGFBP u ssaków wy­
kazuje 50% homologię sekwencji aminokwasowej, a każde 
z nich ma 80% homologię do białek pochodzących z komó­
rek ssaków różnych gatunków [71]. Geny dla IGFBP mają 
podobną organizację, posiadają cztery eksony, z których 
eksony 1 i 4 kodują zachowawcze rejony N i C końcowe 
w białku. Cząsteczki IGFBP zawierają 18 reszt cysterno­
wych, z których sześć znajduje się na C-końcu, a 12 na N- 
-końcu ich cząsteczek. Białka te ulegają co najmniej trzem 
rodzajom modyfikacji potranslacyjnych: proteolizie, fosfo­
rylacji i związaniu z białkami zewnątrzkomórkowej macie­
rzy.

Proteolizą IGFBP. Proteazy IGFBP są zdolne do cięcia 
IGFBP do form o znacznie zredukowanym powinowactwie 
do IGF lub całkowitym braku. Jeden z takich enzymów, 
wykazujący specyficzność dla IGFBP-3, jest aktywny od 
pierwszego trymestru ciąży u kobiet [71]. Inne proteazy zo-

Tabela 1. Funkcje białek wiążących IGF - IGFBP

IGFBP Potencjalne funkcje

mniejsze surowicze białko nośnikowe dla IGF; 
wzmacnia lub hamuje działanie IGF; niezależnie 
od IGF zwiększa migrację komórek i ich apoptozę; 
wiąże się do macierzy zewnątrzkomórkowej

IGFBP-1

IGFBP-2

IGFBP-3

IGFBP-4

IGFBP-5

IGFBP-6

mniejsze surowicze białko nośnikowe dla IGF; 
wzmacnia lub hamuje działanie IGF

główne surowicze białko nośnikowe dla IGF; 
wzmacnia/ham uje działanie IGF; niezależny od IGF 
modulator proliferacji i apoptozy komórek; wiąże 
się do macierzy zewnątrzkomórkowej

hamuje działanie IGF

wzmacnia lub hamuje działanie IGF; wiąże się do 
macierzy zewnątrzkomórkowej

wzmacnia lub hamuje działanie IGF (?); niezależnie 
od IGF moduluje wzrost komórek

stały zidentyfikowane w płynach ustrojowych i pożywkach 
kultur komórkowych [72], W osoczu ciężarnych występuje 
białko PAPP-A, specyficzne dla IGFBP-4, natomiast kom­
plement Cis, specyficzny dla IGFBP-5, produkowany jest 
przez komórki mięśni gładkich [69]. Białko to jest trawio­
ne przez proteazę ADAM9 syntetyzowaną przez ludzkie 
osteoblasty [69]. Oprócz proteaz specyficznych dla IGFBP, 
białka te mogą być degradowane przez proteazy trawiące 
również: plazminę, katepsynę D i inne białka. Zależy to 
od stężenia tych enzymów, ich aktywatorów i inhibitorów 
oraz obecności lub braku innych substratów. Modulatorami 
proteaz mogą być także IGF, np. IGF stymuluje proteolizę 
IGFBP-4 przez wiązanie do IGFBP-4 i eksponowanie miej­
sca cięcia dla PAPP-A [72],

Fosforylacja IGFBP. Niektóre IGFBP w komórkach okre­
ślonych typów są wydzielane jako fosfoproteiny. W przy­
padku IGFBP-1 człowieka jego fosforylacja ma wpływ na 
wiązanie IGF-I. Wykazano, że białko to po ufosforylowaniu 
jest sześciokrotnie bardziej aktywne w wiązaniu Uganda niż 
nieufosforylowane, natomiast w przypadku IGFBP-3 fosfo­
rylacja nie ma wpływu na jego powinowactwo do IGF [73].

W iązanie IGFBP do b ia łek  zew nątrzkom órkow ej m acie­
rzy. Niektóre IGFBP np. 1, -3 i -5  wiążą się z powierzchnią 
komórki lub białkami macierzy zewnątrzkomórkowej. Ta­
kie białka wykazują mniejsze powinowactwo do IGF, mają 
jednak wpływ na regulację jego aktywności [70],

FUNKCJE IGFBP

IGFBP poza pełnieniem roli białek nośnikowych mogą 
także funkcjonować niezależnie od IGF jako modulatory 
wzrostu (Tab. 1). Np IGFBP-5 stymuluje wzrost osteobla- 
stów przy braku funkcjonalnego IGF, prawdopodobnie 
poprzez wiązanie się z odpowiednim receptorem na błonie 
komórkowej. Przypuszcza się także, że te proteiny biorą 
udział w regulacji transkrypcji. W cząsteczce IGFBP-3 i -5 
występuje sygnał odpowiedzialny za ich transport do jądra 
komórkowego, który w komórkach raka piersi zachodzi 
za pośrednictwem białka -  transportera jądrowego impor- 
tyny-p. Znaleziono również dowody wskazujące na obec­
ność IGFBP-5 w osteoblastach człowieka [74]. Sugeruje się, 
że wewnątrzkomórkowym mediatorem działania IGFBP-5 
w tych komórkach jest białko FHL. Wykazano, że FHL2 
może pełnić funkcję czynnika transkrypcyjnego lub koakty- 
watora w innych typach komórek. Ponieważ FHL2 nie za­
wiera sekwencji lokalizacji jądrowej, możliwe, że IGFBP-5 
wiąże to białko lub inne czynniki transkrypcyjne i przeno­
sić do jądra komórkowego, gdzie stymulują transkrypcję 
określonych genów docelowych, które prawdopodobnie są 
zaangażowane w regulację proliferacji i różnicowania oste- 
oblastów [69],

Kości zawierają znacznie więcej IGF niż innych czynni­
ków wzrostowych. Wyniki badań wskazują, że może być za 
to odpowiedzialne IGFBP-5 [69]. IGFBP może działać rów­
nież niezależnie od IGF, wpływając na migrację i wzrost ko­
mórek oraz apoptozę. Badania Jonesa i wsp. [75] ujawniły, 
że transfekcja IGFBP-1 komórek nabłonka jajników chomika 
chińskiego powoduje wzrost migracji tych komórek nieza­
leżny od IGF-I. Zachodzi to w wyniku wiązania się domeny
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RGD IGFBP-1 z integryną a5pi (receptorem fibronektyny). 
Efektem tego jest aktywacja kinazy ognisk przylegania FAK 
i stymulacja kinazy MAP. Podobny mechanizm powoduje 
wzrost apoptozy w komórkach raka piersi.

Stwierdzono, że IGFBP-3 może także hamować syntezę 
DNA stymulowaną przez czynnik wzrostu fibroblastów 
w zarodkach kurcząt, powodować wzrost komórek ludz­
kiego raka piersi FIs578T przez mechanizm niezależny od 
IGF oraz indukować apoptozę [69], Liu i wsp. [76] wyka­
zali, że IGFBP-3 oddziałuje także z receptorem a dla kwasu 
retinowego (RXRa). Traktowanie komórek kostniakomięsa- 
ka człowieka MG63 IGFBP-5 zwiększało ich różnicowanie. 
Białko to może również sprzyjać wzrostowi aktywności fos­
fatazy zasadowej i ekspresji osteokalcyny [77].

PODJEDNOSTKA KWASOWO-LABILNA -  ALS

Jednym ze składników trzeciorzędowego kompleksu 
IGF-I o masie 150 kDa jest glikoproteina ALS. Białko ALS 
podobnie jak pozostałe składniki tego kompleksu jest synte­
tyzowane przez komórki wątroby w odpowiedzi na hormon 
wzrostu. Ilość ALS po urodzeniu wzrasta wraz ze zwiększa­
jącą się wrażliwością komórek na hormon wzrostu. Po po­
czątkowym wzroście w syntezie ALS po okresie dojrzewa­
nia, jego stężenie zasadniczo pozostaje niezmienione [78].

Gen kodujący ALS został sklonowany w 1996 roku. 
W genomie człowieka znajduje się on na chromosomie 16 
(16pl3.3) w pojedynczej kopii, składa się z ok. 3,3 kb i po­
siada 2 eksony oddzielone 1126-nukleotydowym intronem. 
Ekson 1 koduje pierwszych 5 aminokwasów peptydu sy­
gnalnego, a ekson 2 pozostałe 22 aminokwasy peptydu 
sygnalnego i 576 aminokwasów dojrzałego białka. Jego 
struktura jest konserwowana w genomie ssaków różnych 
gatunków.

Białko ALS człowieka ma masę cząsteczkową 84-86 kDa, 
a po enzymatycznej deglikozylacji 66 kDa. Białko to nie ma 
powinowactwa do wolnego IGF-I lub IGF-II i bardzo ni­
skie powinowactwo do wolnego IGFBP-3, natomiast łatwo 
wiąże się z podwójnym kompleksem IGF i IGFBP-3. Powi­
nowactwo ALS do takiego kompleksu jest jednak 300-1000 
razy niższe niż IGFBP-3 do IGF-I lub -II [78],

IGFBP-1, -2, -4, -6 nie mogą zastąpić IGFBP-3 w formo­
waniu kompleksu z ALS. Natomiast zdolny jest do tego 
IGFBP-5, o największej homologii do IGFBP-3. IGFBP-5 
w przeciwieństwie do IGFBP-3 może także słabo asocjować 
z ALS w nieobecności IGF. W wiązaniu ALS ważna jest do­
mena C-końcowa IGFBP-3 i -5 złożona głównie z zasado­
wych i dodatnio naładowanych reszt aminokwasowych, 
natomiast w przypadku IGFBP-5 również jego domena cen­
tralna [79],

IG F A RYZYK O  N O W O TW O R U

Badania populacyjne dostarczyły dowodów na związek 
pomiędzy poziomem IGF-I i IGFBP-3 w surowicy, a ryzy­
kiem występowania nowotworów, w tym premenopauzal- 
nego raka piersi, raka okrężnicy, prostaty i raka płuc [80]. 
Sugeruje się, że wysoki poziom IGF-I w osoczu zwiększa

ryzyko rozwoju nowotworu, zaś wysoki poziom IGFBP-3 
zmniejsza ryzyko rozwoju procesu neoplazmatycznego.

Na działanie IGF mają wpływ różne leki. Przykładem 
mogą być antyestrogeny, antyandrogeny, czy analogi wita­
miny D, które zwiększają ekspresję IGFBP w odpowiednich 
komórkach, jakkolwiek związek przyczynowo-skutkowy 
między ich działaniem terapeutycznym a zmianami w eks­
presji genów nie został jeszcze określony. Obecne metody 
terapeutyczne dotyczą docelowego blokowania receptora 
IGF-I [81] i farmakologicznej redukcji aktywności hormonu 
wzrostu [82], Antyestrogeny oraz retinoidy, które redukują 
lub co najmniej opóźniają rozwój raka piersi, obniżają po­
ziom IGF-I i zwiększają poziom IGFBP-3 [83], Poziom IGF-I 
jest pozytywnie skorelowany z wysoką gęstością mammo­
graficzną, która jest związana ze zwiększonym ryzykiem 
raka piersi [84], Wykazano też, że niższa ekspresja TGF(3 
w komórkach piersi zwiększa ryzyko wystąpienia raka 
piersi. Stwierdzono, że IGF-I jest supresorem ekspresji TGF 
P w gruczołach sutkowych [85].

W porównaniu z tkankami prawidłowymi poziom IGF 
jest większy w tkankach zmienionych nowotworowo, za­
równo pochodzenia embrionalnego, mezenchymalnego, 
neuroendokrynowego jak i nabłonkowego. IGF-I i IGF-II 
ulegają także nadekspresji zarówno w łagodnych jak i zło­
śliwych rakach mięśni gładkich człowieka. Wykazano, że 
gen IGF-II jest odmiennie metylowany w komórkach mię­
śni gładkich zmienionych nowotworowo złośliwie i łagod­
nie. W prawidłowych komórkach mięśni gładkich i w leio­
myoma jest metylowany całkowicie, natomiast częściowo 
jest demetylowany w leiomyosarcoma i demetylowany 
w leiomyosarcoma, co odpowiada za wysoki poziom jego 
ekspresji [86], IGF-II ulega nadekspresji w mięśniakomię- 
saku prążkowanym (rhabdomyosarcoma). Ekspresja IGF-I 
i IGF-II była obserwowana również w kilku rodzajach raka 
okrężnicy. Dwa promotory IGF-II aktywne w okresie pło­
dowym są także aktywowane w 30% raków okrężnicy i w 
przyległej błonie śluzowej [87]. Zmiany w piętnowaniu 
IGF-II stwierdzono w kilku przypadkach raka Wilrńsa (za­
rodkowego typu raka), któremu towarzyszy często utrata 
heterozygotyczności w rejonie l lp l5  [88].

U W A G I K O Ń CO W E

IGF-I jest jednym z głównych czynników odpowiedzial­
nych za wzrost i rozwój organizmu. Zmiany w jego funkcjo­
nowaniu prowadzą do nieprawidłowości rozwojowych oraz 
powstawania nowotworów. Jak ważne ma to znaczenie dla 
organizmu wskazuje fakt, że jedna z nowoczesnych terapii 
antynowotworowych jest oparta na wyciszeniu ekspre­
sji genu IGF-I poprzez technikę antysensu (antysensowny 
oligonukleotyd komplementarny do fragmentu promotora 
IGF-I) [89], natomiast w terapii niskorosłości niezależnej od 
poziomu GH rozważana była możliwość wprowadzenia in­
iekcji IGF-I w celu przyspieszenia procesów wzrostowych. 
Jednak z powodu licznych skutków ubocznych ten sposób 
leczenia nie jest stosowany.
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2, polimorfizm genetyczny

W ykaz skrótów: p,-AR -  receptor P3-adrener- 
giczny; BMI -  indeks masy ciała; e l-e4  -  pętle 
zewnątrzkomórkowe receptora P3-adrener- 
gicznego; G.,G -  białka regulacyjne typu G; i l-  
-i4 -  pętle wewnątrzkomórkowe receptora (3, 
-adrenergicznego; OR -  iloraz szans; RT-PCR 
-  reakcja łańcuchowa z udziałem odwrotnej 
transkryptazy; tm l-tm 7 -  domeny błonowe re­
ceptora P3-adrenergicznego.

STRESZC ZEN IE

Receptor p,-adrenergiczny (P3-AR), należący do rodziny receptorów metabotropowych, 
odgrywa ważną rolę w procesach energetycznych oraz w utrzymywaniu prawidłowego 

poziomu glukozy we krwi człowieka. W ystępuje głównie w adipocytach i pobudzany jest 
m. in. przez adrenalinę i noradrenalinę, które aktywując receptor stymulują procesy lipolizy 
i termogenezy. W pływ receptora P3-adrenergicznego na bilans energetyczny i utrzymywanie 
stałego poziomu glukozy we krwi pozwala sądzić, że może on mieć związek z otyłością i cu­
krzycą. Są to choroby metaboliczne, związane m. in. z zaburzeniami gospodarki lipidowej, 
dlatego istotne znaczenie w ich występowaniu może mieć receptor P3-adrenergiczny oraz jego 
mutacja w kodonie 64. Wyniki wielu badań świadczą o tym, że polimorfizm W 64R receptora 
P,-adrenergicznego oprócz wpływu na otyłość i cukrzycę typu 2, może mieć również zwią­
zek z występowaniem nadciśnienia tętniczego w chorobie wieńcowej oraz nowotworów  
złośliwych, w tym raka endometrium. Wskazują również na związek polimorfizmu W64R  
z występowaniem tych chorób u osób otyłych. W  obliczu problemu otyłości jako choroby 
cywilizacyjnej, identyfikacja genów takich jak gen receptora P3-adrenergicznego, wydaje się 
jednym z najważniejszych zadań genomiki.

W PR O W A D Z EN IE

Otyłość i cukrzyca typu 2 należą do powszechnych schorzeń typowych dla 
rozwiniętych cywilizacji zachodnich. Wskaźnik otyłości (indeks masy ciała 
mierzony stosunkiem liczbowym masy wyrażonej w kilogramach do kwadra­
tu wzrostu w metrach, BMI > 30) w USA wynosi 22,5%, podczas gdy w Japonii 
tylko 2,4% [1,2]. Występowanie tych przypadłości może być związane z ener­
getycznym metabolizmem komórkowym. Jednakże trudno jest połączyć zmia­
ny wielkości biochemicznych, takich jak na przykład poziom cholesterolu, 
występujących w okresie kilku miesięcy, z chorobami związanymi z otyłością, 
rozwijającymi się przez lata. Istnieją silne różnice, tak osobnicze jak i etniczne, 
w stopniu otyłości. Średnie dzienne zapotrzebowanie energetyczne dla Kana­
dyjczyków w wieku 19-24 lat wynosi 3000 kcal, podczas gdy dla Japończyków 
w tym samym wieku -  tylko 2300 kcal [3]. Ta różnica może wynikać z różnic 
w zmienności genomów poszczególnych grup etnicznych i naturalnej selekcji 
mutacji, pozwalających na lepsze przystosowanie się do środowiska i typu rol­
nictwa w danym regionie. Na przykład Kanadyjczycy, aby lepiej przystosować 
się do funkcjonowania w chłodnym klimacie, mogą wykorzystywać termogene- 
zę przy dużej masie ciała.

Identyfikacja genów związanych z otyłością, a pośrednio także z towarzyszą­
cymi jej chorobami, wydaje się jednym z najważniejszych zadań genomiki. Jed­
nych z tych genów może być gen receptora p3-adrenergicznego (P3-AR).

RO D ZIN A  REC EPTO R Ó W  A D REN ERG ICZN YC H

Receptory adrenergiczne należą do rodziny receptorów metabotropowych 
(serpentynowych) i pobudzane są przez klasyczne neuroprzekaźniki -  adrena­
linę i noradrenalinę. Rodzina receptorów adrenergicznych zawiera trzy pod- 
rodziny: a^a, i p różniące się między sobą strukturą i funkcją oraz kodowane 
przez oddzielne geny (Rys. 1). Ich wspólną cechą jest to, że składają się z siedmiu 
domen błonowych i związane są z białkami G [4].

Receptory cyadrenergiczne są sprzężone z układem sygnalizacyjnym, wy­
korzystującym Ca2+ - poprzez białko G regulują kanały wapniowe, zwiększa­
jąc stężenie Ca2+ w cytoplazmie, a także aktywują fosfolipazę C. Występują one 
w dużych ilościach w mózgu i regulują wiele procesów fizjologicznych, w tym 
przyczyniających się do utrzymania ciśnienia tętniczego [5], Receptory cu-adre- 
nergiczne, sprzężone z białkiem G., hamują aktywność cyklazy adenylanowej
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Rysunek 1. Podział receptorów adrenergicznych (zm odyfikow ano wg [16]).

oraz syntezę cAMP. Mogą one występować jako receptory 
presynaptyczne, hamujące uwalnianie neuroprzekaźnika 
z zakończeń nerwowych, a także jako receptory postsynap- 
tyczne, hamujące sygnał wewnątrzkomórkowy, przekazy­
wany przez cAMP [5],

Receptory p-adrenergiczne są sprzężone z białkiem Gs 
i aktywują cyklazę adenylanową, powodując wzrost stęże­
nia cAMP w komórce. Na podstawie różnic w sposobie wią­
zania ligandów receptory p podzielono na 3 kategorie: Pl7 
P2 i P3. Wykazują one homologie względem siebie, na przy­
kład receptor P3-adrenergiczny człowieka ma w 49% ho­
mologiczną sekwencję aminokwasową z receptorem p, i w 
51% z receptorem P1 [6,7]. Receptor p, występuje w mózgu, 
nerkach i sercu człowieka, gdzie oprócz aktywacji cyklazy 
adenylanowej powoduje także zwiększony napływ jonów 
Ca2+ do wnętrza komórek mięśnia sercowego. Receptor p̂  
występuje głównie w mięśniach gładkich i wątrobie [8], 
Pobudzenie receptora p-adrenergicznego powoduje wzrost 
glukoneogenezy w wątrobie i mięśniach oraz wzrost uwal­
niania insuliny, glukagonu i reniny [9].

R EC EPT O R  pr A D R EN ER G IC Z N Y

Największe znaczenie w metabolizmie lipidów ma re­
ceptor p3-adrenergiczny. Znajduje się głównie w tkance 
tłuszczowej i przewodzie pokarmowym, gdzie jest zwią­
zany z błoną adipocytów [10]. Pobudzony przez agonistę 
stymuluje lipolizę w żółtej tkance tłuszczowej oraz termo- 
genezę w tkance brunatnej i mięśniach szkieletowych [6,11]. 
Wpływa również na bilans energetyczny i utrzymywanie 
stałego poziomu glukozy we krwi [12,13], Jest to receptor 
szczególny, ponieważ oprócz tego, że -  w odróżnieniu od 
pozostałych receptorów p-adrenergicznych -  ma inną loka­
lizację, a co za tym idzie wywołuje inne efekty, jego aktyw­
ność nie jest regulowana na poziomie agonisty. Receptor 
p.,-adrenergiczny pobudzany jest przez adrenalinę i nora­
drenalinę, które wpływają na redukcję masy ciała poprzez 
zwiększenie metabolizmu lipidów w tkance tłuszczowej 
żółtej i wzrost aktywności procesów termogenezy w tkance 
tłuszczowej brunatnej [6,9].

STRUKTURA

Receptor p3-adrenergiczny jest pojedynczym łańcuchem 
polipeptydowym o masie 42,8 kDa. Zbudowany jest z 408 
reszt aminokwasowych tworzących strukturę a-helisy (Rys.
2). Gen Jk-AR człowieka znajduje się w krótszym ramieniu 
chromosomu 8p-pll.2 i składa się z dwóch eksonów, z któ­
rych pierwszy, o długości 1,4 kpz, koduje 402 aminokwa­

sy, natomiast drugi, o długości 0,7 kpz -  6 aminokwasów 
z C-końcowego fragmentu receptora oraz cały pre-mRNA 
intronowy [6,14,15]. Miejsce startu transkrypcji znajduje się 
w obszarze 5' genu między 150 a 200 nukleotydem od ko- 
donu ATG, który jest miejscem startu translacji [14]. W re­
jonie promotorowym genu występują sekwencje mogące 
brać udział w jego regulacji poprzez oddziaływanie z glu- 
kokortykoidami, kwasem masłowym, estrami forbolu oraz 
insuliną [6,14,15].

W cząsteczce receptora P3-adrenergicznego występuje 
siedem hydrofobowych domen błonowych składających się 
z 22-28 aminokwasów. Pomiędzy nimi znajdują się odcin­
ki hydrofilowe tworzące pętle -  trzy zewnątrzkomórkowe 
(e2, e3, e4), odpowiadające za przestrzenną konfigurację 
receptora, i trzy wewnątrzkomórkowe (il, i2, i3). Końco­
wa grupa karboksylowa znajduje się w cytoplazmie, na­
tomiast końcowa grupa aminowa -  na zewnątrz komórki. 
Receptor w rejonie C-końcowym jest dodatkowo połączony 
z wewnętrzną błoną komórkową za pośrednictwem kwasu 
palmitynowego. W N-końcowym fragmencie łańcucha wy­
stępuje mostek dwusiarczkowy pomiędzy dwoma pętlami, 
a dokładnie pomiędzy resztami Cys110 a Cys189, a także dwa 
miejsca glikozylacji -  w pozycjach Asn8 i Asn26. Odpowia­
dają one za strukturę receptora i jego zakotwiczenie w bło­
nie komórkowej. Za wiązanie liganda są odpowiedzialne 
zanurzone w błonie odcinki hydrofobowe, które tworzą 
kieszeń wiążącą. Początkowy i końcowy odcinek trzeciej 
pętli cytoplazmatycznej odpowiada za przyłączanie białka 
G -  określa, z jakim typem białka G będzie się sprzęgał re­
ceptor [8], Miejsca odpowiedzialne za regulację aktywno­
ści receptora, która przebiega na drodze fosforylacji przez 
odpowiednie kinazy białkowe, występują w trzeciej pętli 
cytoplazmatycznej oraz na C-końcu łańcucha białka recep­
torowego [6,16].

W IĄ Z A N IE LIG A N D Ó W

Można rozważać 3 grupy ligandów receptorów adre­
nergicznych: 1. agoniści receptorów (3̂  P2, i P3; 2. agoniści 
receptora (33i antagoniści receptorów P, i P̂  oraz 3. antago-

Rysunek 2. Schem at receptora (33-adrenergicznego człowieka z zaznaczonymi 
m iejscami glikozylacji (G) we fragm encie N-końcowym . tm l-tm 7 -  dom eny bło­
nowe, e l-e 4  -  pętle kontaktujące się ze środow iskiem  zew nętrznym, il-i4  -  pętle 
wew nątrzkom órkow e (zm odyfikowano w g [8]).
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Rysunek 3. Struktura fenoksypropanolam iny i fenyloetanoloam iny.

niści receptorów wszystkich trzech typów. Do pierwszej 
grupy należą: noradrenalina, adrenalina, izoproterenol, 
salbutamol, BRL 37344, BRL 35135, SR 58611A i clenbuterol. 
Do grupy drugiej, czyli agonistów ß3 i jednocześnie antago­
nistów ßp ß2 należą: bucindolol, ICI 201651, CGP 12177A, 
oksyprenolol, pindolol, cyano-pindolol, alprenolol, nadolol, 
CL 316,243, cerazolol oraz tetratolol. Antagonistami wszyst­
kich trzech typów receptorów są: bupranolol, ICI 118551 
i CGP 20712A [17].

Podstawę struktury wszystkich ligandów stanowią dwa 
związki: fenyloetanoloamina (np. BRL 37344) i fenoksypro- 
panoloamina (np. bucindolol) zbudowane z pierścienia ben­
zenowego i alkilowego łańcucha bocznego (Rys. 3). Związ­
ki te różnią się między sobą ilością atomów węgla w łań­
cuchu bocznym. Łańcuchy te mają określone konformacje 
przestrzenne i mogą występować w formie skupionej, czyli 
z minimalnymi odległościami między atomami, oraz w for­
mie rozciągniętej. Konformacje te są istotne dla funkcji li- 
gandu i efektu, jaki wywołuje on reagując z odpowiednim 
receptorem. Na przykład pindolol i cyanopindolol z łańcu­
chem bocznym w formie rozciągniętej są agonami receptora 
ß3-adrenergicznego, natomiast w formie skupionej wykazu­
ją działanie antagonistyczne w stosunku do receptorów ß(
iß 2 [17].

Miejsce receptora wiążące ligand znajduje się wewnątrz 
błony, a w jego tworzeniu biorą udział reszty aminokwa- 
sowe należące do różnych odcinków transbłonowych. By 
umożliwić zakotwiczenie się grupy aminowej ligandu, do­
mena rozpoznająca i wiążąca musi zawierać grupy kwa­
sowe. W receptorze ß3-adrenergicznym miejscem zakotwi­
czenia ligandu jest reszta Asp117 znajdująca się w odcinku 
błonowym 3. Grupy hydroksylowe w położeniu meta i para 
pierścienia benzenowego ligandu tworzą wiązania wodoro­
we z resztami Ser209 i Ser212 występującymi w tm5, natomiast 
grupa hydroksylowa znajdująca w części alkilowej ligandu 
tworzy wiązanie hydrofobowe z resztą Ser169 w tm4 (Rys. 
4). Wiązanie to stabilizowane jest przez oddziaływania hy­

drofobowe pomiędzy pierścieniem aromatycznym a resztą 
Phe309 w tm6 [17]. Po związaniu liganda następuje aktywa­
cja sprzężonego z receptorem białka Gs oraz przenoszenie 
sygnału na odpowiedni układ efektorowy.

AKTYWACJA

Receptor (33-adrenergiczny związany jest z białkiem Gs 
sprzężonym z cyklazą adenylanową. Miejsce wiązania 
białka Gs znajduje się w trzeciej pętli cytoplazmatycznej 
(i3), której końcowy odcinek wpływa na aktywację białka 
Gs. Sprzężenie z białkiem G pociąga za sobą aktywację cy- 
klazy adenylanowej, przekształcającej ATP w cAMP [4,14], 
Cykliczny AMP aktywuje kinazę białkową A oraz kinazy 
BARK -  fosforylujące receptory p (ang. ¡3 adrenergic recep­
tor kinase). Fosforylacja receptora, będąca konsekwencją 
przyłączenia ligandu, powoduje jego desensytyzację, czyli 
uniewrażliwienie na białko G. Jest to forma regulacji aktyw­
ności receptorów typu p. Jedynie p3-AR nie wykazuje de- 
sensytyzacji, co wynika z jego budowy, dlatego aktywność 
tego receptora zależy tylko od jego gęstości na powierzchni 
komórki [11].

Kinaza białkowa A, po aktywacji fosforyluje nieaktyw­
ną adipocytową lipazę triglicerydową. W konsekwencji 
następuje zmniejszona akumulacja triglicerydów w żółtej 
tkance tłuszczowej, ponieważ uaktywniona lipaza hydroli- 
zuje triglicerydy do monoacyloglicerolu i wolnych kwasów 
tłuszczowych, które uwalniane są do krwioobiegu [4,12,13], 
W adipocytach brunatnej tkanki tłuszczowej pobudzenie 
P3-AR przez noradrenalinę indukuje ekspresję genu kodują­
cego lipazę lipoproteinową. Lipaza lipoproteinowa hydroli- 
zuje triglicerydy związane z lipoproteinami, które transpor­
tują triglicerydy do żółtej tkanki tłuszczowej gdzie są one 
akumulowane. Zwiększona aktywność lipazy lipoproteino- 
wej prowadzi do zmniejszenia poziomu lipoprotein boga­
tych w triglicerydy zapobiegając w ten sposób akumulacji 
lipidów. Poza tym pobudzenie P3-AR przez noradrenalinę

Rysunek 4. Receptor (33-adrenergiczny -  region w iążący ligand, w idok z ze­
w nątrz kom órki. tm l-tm 7  -  domeny transbłonowe, e l-e 4  -  pętle kontaktujące się 
ze środow iskiem  zew nętrznym , i l —i4 -  pętle w ew nątrzkom órkow e, fragm ent N- 
-końcow y z zaznaczonym i m iejscami glikozylacji. W każdej domenie zaznaczono 
am inokw asy biorące udział w wiązaniu ligandu (zm odyfikowano wg [15]).
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w komórkach brunatnej tkanki tłuszczowej indukuje termo- 
genezę [12,13],

Receptor p3-adrenergiczny może występować także poza 
tkanką tłuszczową, co wiąże się z pełnieniem przez niego 
dodatkowej funkcji, występuje on bowiem w mięśniach 
gładkich układu pokarmowego, w którym bierze udział 
w regulacji perystaltyki jelit -  jego stymulacja powoduje re­
laksację mięśni [18].

P2-AR występuje także w mięśniu sercowym, co może 
mieć znaczenie dla funkcjonowania układu krążenia. Po 
stymulacji fk-AR syntetycznymi agonami obserwowano 
zmniejszenie kurczliwości serca, rozkurcz naczyń obwodo­
wych głównie w skórze i tkance tłuszczowej oraz obniżenie 
ciśnienia tętniczego [19,20], Ponadto receptor P3-adrener- 
giczny wpływa na utrzymanie prawidłowego poziomu glu­
kozy we krwi, gdyż jego aktywacja pośrednio stymuluje 
wydzielanie insuliny poprzez wywoływanie wzrostu stęże­
nia we krwi wolnych kwasów tłuszczowych [6,12,13].

Wysoki poziom mRNA ¡33-AR stwierdzono u noworod­
ków w okołonerkowej brunatnej tkance tłuszczowej. U osob­
ników dorosłych wysoki poziom mRNA ¡33-AR występuje 
w adipocytach głęboko położonych tkanek tłuszczowych, 
natomiast niski -  w tkankach tłuszczowych podskórnych. 
Ekspresję mRNA ¡33-AR na wysokim poziomie stwierdzono 
również w woreczku żółciowym i w jelicie grubym. W tkan­
ce mięśni poprzecznie prążkowanych, mięśniu sercowym, 
wątrobie, płucach, nerkach, tarczycy oraz w limfocytach 
stwierdzono znacznie niższy poziom mRNA (33-AR [11]. 
Tabela 1 przedstawia zestawienie wyników badań ekspresji 
mRNA ¡33-AR w różnych tkankach metodą RT-PCR.

PO LIM O R FIZ M  G EN U P3-AR

Opisany polimorfizm genu ¡3̂ -AR to tranzycja T —> C w 
kodonie 64, powodująca podstawienie tryptofanu w pozycji 
64 argininą [21]. Mutacja ta ma wpływ na funkcję (3,-AR -  
ogranicza proces lipolizy, przyczyniając się do zwiększenia 
masy ciała [12,13,22], Takie zaburzenia gospodarki lipido­
wej mogą prowadzić do wzrostu insulinooporności, a w 
konsekwencji do zachorowania na cukrzycę typu 2 [22]. 
U osób, u których występuje polimorfizm, czyli mających 
genotyp Trp/Arg lub Arg/Arg zamiast Trp/Trp, wzrasta 
BMI. W przypadku heterozygot Trp/Arg, BMI jest wyższe 
o 1 kg/m2, a w przypadku homozygot Arg/Arg, o 3 kg/ m2 
od BMI dla homozygot Trp/Trp. Ponadto u osób otyłych 
stosujących dietę zaobserwowano mniejszy spadek masy 
ciała w przypadku osobników mających wariant Arg w po­
równaniu z nosicielami wariantu Trp [22].

Do głównych mechanizmów biochemicznymi leżących 
u podstaw zaburzeń gospodarki tłuszczowej należą zmniej­
szenie wrażliwości receptora na agona oraz obniżenie zdol­
ności do syntezy cAMP -  w przypadku wariantu Arg, zdol­
ność ta jest nawet 10-krotnie mniejsza [12]. Konsekwencją 
tych procesów jest akumulowanie triglicerydów w żółtej 
tkance tłuszczowej, ponieważ nie są one hydrolizowane do 
wolnych kwasów tłuszczowych.

Przeprowadzono wiele badań na różnych populacjach 
i grupach etnicznych. Wykazały one znaczące różnice 
w występowaniu wariantu Arg w poszczególnych grupach. 
W populacji kaukaskiej częstość występowania wynosiła 
8-10%, w grupie Japończyków 20%, wśród Eskimosów 40%, 
a wśród Indian Pima 32% [12,23-25]. W grupach tych zaob­
serwowano także związek pomiędzy wariantem polimor- 
ficznym Arg a zwiększonym BMI i występowaniem otyło­
ści [10,11,13],

OTYŁOŚĆ

U osób, u których występował polimorfizm, czyli po­
siadających genotyp Trp/Arg lub Arg/Arg zamiast Trp/ 
Trp, obserwowano wzrost BMI, który wynosił lkg/m2 dla 
heterozygot Trp/Arg i 3 kg/m2 dla homozygot Arg/Arg 
[24,25], W niektórych przypadkach obserwowano dwukrot­
nie większą częstość allelu Arg w grupie otyłych [13,26-28], 
Ponadto u osób otyłych stosujących niskokaloryczną dietę 
zaobserwowano mniejszy spadek masy ciała w przypadku 
osobników z wariantem Arg w porównaniu z nosicielami 
wariantu Trp [12,29,30], Zaobserwowano także związek 
polimorfizmu W64R z tzw. syndromem insulinooporno­
ści (otyłość androidalna, hyperinsulinemia, nadciśnienie) 
i wczesnym pojawieniem się cukrzycy, zwłaszcza u kobiet 
[31]. Z drugiej jednak strony wyniki szeregu badań świad­
czą o braku zależności pomiędzy polimorfizmem genu (33 
-AR a występowaniem otyłości i to w przypadku takich sa­
mych grup etnicznych, gdyż badania te dotyczą populacji 
kaukaskiej, skandynawskiej i japońskiej [10,12,29,30], Także 
z naszych własnych badań przeprowadzonych na miesz­
kańcach regionu łódzkiego wynika, że może nie być zależ­
ności pomiędzy polimorfizmem (33-AR a występowaniem 
otyłości, gdyż nie znaleziono znaczących różnic w często­
ści występowania allelu zmutowanego (Arg) w grupie pa­
cjentów otyłych i w grupie kontrolnej [32], Przyczyna tkwi 
prawdopodobnie w tym, że w badanych grupach została 
uwzględniona sama otyłość, bez uwzględniania jej przy­
czyn, które mogły mieć związek, lub nie, z polimorfizmem

Tabela 1: W ystępowanie mRNA f\-AR 
uzyskane metodą RT-PCR, wg [11]).

w tkankach człowieka (wyniki

Tkanka Poziom mRNA
centralny układ nerwowy -
wątroba -
pęcherzyk żółciowy ++++

trzustka -

żołądek ++

jelita +++

mięśnie szkieletowe -
tkanka tłuszczowa żółta ++++

tkanka tłuszczowa brunatna ++++

naczynia sercowe +

płuca -
prostata ++

nerki -

pęcherz moczowy +

-  brak sygnału 
++++ największy sygnał
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W64R. Prawdopodobnie ważną rolę w ekspresji wariantu 
Trp64Arg odgrywają predyspozycje genetyczne do niektó­
rych chorób (cukrzyca typu 2, otyłość), mogąc modyfikować 
efekt wywoływany przez mutację W64R [31].

CUKRZYCA TYPU 2

Otyłość jest jednym z głównych czynników sprzyjają­
cych cukrzycy typu 2. Zarówno stopień otyłości, jak i dłu­
gość jej trwania, a także rozmieszczenie tkanki tłuszczowej 
mają wpływ na ryzyko zachorowania na cukrzycę typu 2 
[10,12]. Aktywacja P3-AR pośrednio stymuluje wydzielanie 
insuliny, poprzez wzrost stężenia we krwi wolnych kwa­
sów tłuszczowych, dlatego też polimorfizm P,-AR może 
wpływać na nabywanie insulinooporności, a w konsekwen­
cji prowadzić do cukrzycy [6,10,12], Przeprowadzono sze­
reg badań, których wyniki wskazują na istnienie zależności 
pomiędzy występowaniem allelu Arg a cukrzycą. Na przy­
kład wśród Indian Pima, gdzie częstość allelu Arg wynosi 
0,32, a także w populacji fińskiej i japońskiej odkryto za­
leżność pomiędzy homozygotami Arg/Arg a wczesnym 
pojawianiem się cukrzycy typu 2 [22-24,33]. Badano też 
związek cukrzycy z otyłością porównując BMI cukrzyków 
i zdrowych wśród Japończyków i stwierdzono zależność 
polimorfizmu W64R z występowaniem cukrzycy u osób 
otyłych [28,33]. Z naszych badań wynika, że może istnieć 
związek pomiędzy polimorfizmem receptora |33-adrener- 
gicznego, a występowaniem cukrzycy typu 2, jak również 
związek tego polimorfizmu z występowaniem cukrzycy 
u osób otyłych. Świadczą o tym istotne różnice w często­
ści allelu Arg pomiędzy chorymi na cukrzycę a zdrowymi, 
a także pomiędzy otyłymi cukrzykami a kontrolą (otyli bez 
cukrzycy) [32],

Wyniki wielu badań sugerują jednakże brak zależności 
pomiędzy polimorfizmem W64R a cukrzycą typu 2 i jej 
związkiem z otyłością. Badania przeprowadzone na popu­
lacjach japońskiej i fińskiej stwierdzają brak związku poli­
morfizmu z wczesnym pojawieniem się cukrzycy [7,34], 
Nie stwierdzono również związku między występowaniem 
allelu Arg a pojawianiem się cukrzycy u pacjentów otyłych 
porównując BMI zdrowych i chorych na cukrzycę. Badania 
te przeprowadzono na populacjach japońskiej, kaukaskiej 
i wśród Indian Pima a ich wyniki sugerują, że w tych popu­
lacjach mutacja W64R nie przyczynia się do powstawania 
cukrzycy typu 2 [7,10,34],

NADCIŚNIENIE TĘTNICZE I CHOROBA WIEŃCOWA

Otyłość, insulinooporność oraz cukrzyca typu 2 są czyn­
nikami wpływającymi na pojawianie się nadciśnienia tęt­
niczego i występowanie choroby wieńcowej serca. Szacuje 
się, że otyłość zwiększa ryzyko nadciśnienia od 2 do 5,6 
razy [35]. Poza tym czynnikami ryzyka dla nadciśnienia są 
również: zaawansowany wiek i dziedziczne obciążenie tym 
schorzeniem [35-37], Nadciśnienie ma duży wpływ (oprócz 
otyłości i cukrzycy) na występowanie choroby wieńcowej
[38] i jest jednocześnie jednym z trzech czynników (obok 
wysokiego poziomu cholesterolu oraz palenia tytoniu) 
przyczyniających się do powstania miażdżycy i zawału
[39], Istnieją przesłanki wskazujące na to, że mutacja recep­
tora P3-adrenergicznego wpływając na zwiększanie masy

ciała, insulinooporność i cukrzycę, wpływa pośrednio tak­
że na zwiększenie ryzyka chorób serca i układu krążenia 
[10,12,22,40],

Do tej pory przeprowadzono niewiele badań nad związ­
kiem pomiędzy polimorfizmem P3-AR a występowaniem 
choroby wieńcowej i nadciśnienia tętniczego. Badania pro­
wadzone na dużej grupie Niemców wykazały, że zarówno 
genotyp Trp/Arg jak i Arg/Arg nie wpływają na wczesne 
pojawianie się i rozwój choroby wieńcowej [41]. W bada­
niach na grupie Amerykanów liczącej ponad 15 000 osób, 
stwierdzono różnice w częstości allelu Arg pomiędzy grupą 
badaną (0,081) a kontrolną (0,069), jednak nie stwierdzono 
w ich wyniku zależności pomiędzy polimorfizmem W64R 
a występowaniem choroby wieńcowej [9], Wyniki naszych 
badań, przeprowadzonych na populacji regionu łódzkiego, 
mających na celu określenie zależności pomiędzy polimor­
fizmem W64R a występowaniem choroby wieńcowej i nad­
ciśnienia tętniczego oraz związkiem tych chorób z otyłością, 
wykazały te zależności w przypadku choroby wieńcowej. 
Stwierdzono istotne różnice w występowaniu allelu Arg 
pomiędzy grupą pacjentów z chorobą wieńcową a grupą 
kontrolną oraz między osobami otyłymi z chorobą wień­
cową a szczupłymi. W przypadku nadciśnienia wykazano 
brak istotnych różnic w występowaniu allelu Arg pomię­
dzy pacjentami z nadciśnieniem tętniczym a grupą kontro­
lną, ale wystąpiły różnice istotne statystycznie pomiędzy 
osobami otyłymi z nadciśnieniem a szczupłymi. Powyższe 
wyniki mogą wskazywać na istnienie zależności pomiędzy 
badanym polimorfizmem a występowaniem nadciśnienia 
u osób otyłych [32],

NOWOTWORY ZŁOŚLIWE

Zaburzenia funkcjonowania receptora P3-adrenergicz- 
nego mogą być związane z występowaniem raka endo­
metrium, gdyż czynnikami ryzyka dla rozwoju tego no­
wotworu są otyłość, cukrzyca i nadciśnienie tętnicze, czyli 
schorzenia, do pojawiania których może przyczyniać się 
polimorfizm receptora |33-adrenergicznego. Prawidłowo 
funkcjonujący p3-AR aktywuje lipazę lipoproteinową, któ­
ra hydrolizując lipidy zmniejsza ich akumulację w tkance 
tłuszczowej. Powoduje to zmniejszenie produkcji estronu, 
powstającego w tkance tłuszczowej na drodze konwersji 
z androstendionu, a którego nadmiar może sprzyjać inicjacji 
transformacji nowotworowej. Mutacja zaburza prawidłowe 
funkcjonowanie receptora, w związku z tym istnieje praw­
dopodobieństwo, że wariant Arg receptora (33-adrenergicz- 
nego zwiększa ryzyko zachorowania na raka endometrium 
[42].

Z naszych badań przeprowadzonych na grupie pacjen­
tek z rakiem endometrium wynika, że polimorfizm recep­
tora może mieć wpływ na powstawanie nowotworu u osób 
z wariantem polimorficznym Arg oraz, że powstawanie 
tego nowotworu może być związane z otyłością. Stwierdzi­
liśmy występowanie różnic istotnych statystycznie w czę­
stości allelu Arg pomiędzy grupą pacjentek z rakiem en­
dometrium a grupą kontrolną, poza tym współczynnik OR 
(iloraz szans określający szanse zachorowania na raka osób 
posiadających wariant polimorficzny w porównaniu z oso­
bami o genotypie Trp/Trp) dla sumy genotypów Trp/Arg
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i Arg/Arg oraz dla homozygoty Arg/Arg był równy odpo­
wiednio 2,5 i 2,3. Podobne wyniki dało porównanie otyłych 
pacjentek z rakiem ze szczupłymi chorymi na raka, z tym, 
że OR dla sumy genotypów Trp/Arg i Arg/ Arg wynosi 3,6, 
co może świadczyć o zależności pomiędzy polimorfizmem 
W64R receptora (33-adrenergicznego a występowaniem raka 
endometrium u pacjentek otyłych [43],

Otyłość oraz insulinooporność zwiększają ryzyko raka 
jelita grubego, szczególnie wśród mężczyzn [44-46], Istnieje 
zatem podejrzenie, że pośrednio wpływ na występowanie 
tego raka może mieć również polimorfizm receptora f33-ad- 
renergicznego. Wyniki badań przeprowadzonych na 131 
chorych sugerują związek polimorfizmu W64R z wystę­
powaniem raka okrężnicy u osób otyłych. Najprawdopo­
dobniej ma to związek z wpływem tego polimorfizmu na 
czynniki ryzyka raka jelita grubego, czyli obniżenie lipolizy 
prowadzące do otyłości, obniżenie termogenezy i wzrost 
insulinooporności [47],

ZASTOSOWANIE KLINICZNE AGONÓW RECEPTORA 
P3-ADRENERGICZNEGO

Odkrycie faktu, że stymulacja receptora może powodo­
wać redukcję masy ciała poprzez rozkład lipidów z tkanki 
tłuszczowej żółtej do wolnych kwasów tłuszczowych oraz 
znaczący wzrost aktywności metabolicznej tkanki tłuszczo­
wej brunatnej w procesach termogenezy, spowodowało, że 
zaczęto postrzegać agonistów receptora jako potencjalne 
leki przeciwcukrzycowe i przeciw otyłości. Sądzi się także, 
że agony (33-AR mogą mieć znaczenie w leczeniu niewydol­
ności serca, gdyż receptor (33-adrenergiczny może wpływać 
na regulację kanałów jonowych w sercu. Badania wykaza­
ły, że po zawale następuje 2-3 krotne zwiększenie progu 
pobudliwości receptora (33 [48]. Skoro stymulacja P3-AR 
syntetycznymi agonami związana jest ze zmniejszeniem 
się kurczliwości mięśnia sercowego i obniżeniem ciśnienia 
krwi, to agony (33-AR mogą mieć duże znaczenie także dla 
pacjentów z niewydolnością serca i chorobami układu krą­
żenia [49].

Badania wpływu agonów P3-AR na ewentualny wzrost 
metabolizmu tłuszczów, przeprowadzone na gryzoniach 
dawały satysfakcjonujące wyniki -  stymulacja receptora od­
powiednimi agonistami powodowała znaczącą utratę masy 
wśród otyłych gryzoni -  głównie przez wzrost zużycia 
energii [50-53]. Zaczęto więc intensywne badania nad wpły­
wem agonistów receptora (33-adrenergicznego na cukrzycę 
i otyłość u ludzi, rezultaty nie były jednak satysfakcjonujące 
[54,55]. Nie tylko nie dawały oczekiwanych wyników, ale 
również związki stosowane w badaniach, które nie były 
selektywnymi agonami (33-AR, stymulowały dodatkowo 
receptory i (3.,, wywołując efekty uboczne (tachykardię 
i drgawki) [56,57]. Odkryto jednak związek, który okazał się 
wysoce selektywnym agonistą receptora P3-adrenergiczne- 
go -  CL-316,243. Badania wykazały, że powoduje on wzrost 
lipolizy, utlenianie tłuszczów, wydzielanie insuliny (zależ­
nie od stężenia) i nie wywołuje ubocznych efektów [53,58]. 
Nie nadaje się on jednak do klinicznego zastosowania, gdyż 
jest tylko częściowym agonistą P3-AR i jest słabo przyswajal­
ny, a ponadto nie powoduje utraty masy [58-60]. Pomimo to 
badania nad farmakologicznymi właściwościami zarówno

receptora (3y jak i jego agonistów wciąż trwają, gdyż związ­
ki te mogą skutecznie służyć w walce z otyłością, cukrzycą 
czy też chorobami układu krążenia.

UWAGI KOŃCOWE

Odkrycie receptora (33-adrenergicznego we wczesnych la­
tach osiemdziesiątych i stwierdzenie, że jego stymulacja po­
przez selektywnych agonistów może prowadzić do reduk­
cji masy ciała zwierząt doświadczalnych, głównie poprzez 
zwiększony wydatek energetyczny, stworzyło nadzieję, że 
związki te będą mogły być wykorzystane jako leki termoge- 
niczne i przeciwdziałające otyłości u ludzi. Co więcej w wie­
lu zwierzęcych modelach otyłości i cukrzycy typu 2, agoni- 
ści wywoływali efekt przeciwcukrzycowy, poprzedzający, 
lub będący niezależny od efektu przeciwdziałania otyłości. 
Przy stopniu rozpowszechnienia otyłości i cukrzycy typu 2, 
porównywalnym czasem do epidemii, połączone właściwo­
ści przeciwcukrzycowe i przeciwdziałania otyłości czynią 
receptor |33-adrenergiczny atrakcyjnym celem terapii. Próby 
terapeutyczne z niektórymi agonami receptora, powodują­
cymi zwiększoną łipolizę, utlenienie tłuszczów i stymulację 
wydzielania insuliny, bez ubocznych efektów związanych 
z receptorami (3t i (Ń, pozwalają patrzeć z nadzieją na plano­
wanie i rozwój strategii terapeutycznych skierowanych na 
receptor (33-adrenergiczny. Postęp w wykorzystaniu recep­
tora (33-adrenergicznego jako celu terapeutycznego uwarun­
kowany jest w pierwszym rzędzie postępami w poznaniu 
funkcjonalnych właściwości genomu człowieka oraz zro­
zumieniu różnic farmakologicznych związków oddziałują­
cych z receptorem człowieka i gryzoni.
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ABSTRACT

The P3-adrenergic receptor (p3-AR) may play a key role in the regulation of lipid metabolism and glucose homeostasis. Adrenaline and nora­
drenaline P3-AR stimulate lipolysys and thermogenesis in human fat cells and increase glucose uptake in skeletal muscle. Therefore, the P3-AR 
gene may be associated with obesity and related diseases, such as type 2 diabetes, coronary heart disease and hypertension. Many studies in 
different ethnic groups showed an association of p3-AR gene polymorphism with insulin resistance, obesity and its metabolic disorders such as 
type 2 diabetes, coronary heart disease and hypertension. A Trp64Arg mutation in the P3-AR gene has been reported to be correlated with the 
occurrence of those disorders among obese. Several studies revealed also the influence of the Trp/Arg polymorphism on carcinogenesis and its 
contribution to the link between cancer and obesity. Since obesity is a serious problem as a civilization-related disease, it is very important to 
investigate genes suspected to be connected with it.
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Lizosomalna błonowa glikoproteina lamp2a -  receptor dla cytosolowych białek 
przeznaczonych do selektywnej proteolizy
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Słowa kluczowe: lizosomy, glikoproteiny bło­
ny lizosomalnej, glikoproteina lamp2a, autofa- 
gia zależna od białek opiekuńczych, proteoli- 
za

W ykaz skrótów: AP -  białko adaptorowe; Hsp 
- białko szoku termicznego; Hsc -  białko po­
krewne Hsp; lamp, limp -  integralne białka 
błony lizosomu; lgp -  glikoproteina lizosomal­
na; PPCA -  katepsyna A z aktywnością kar- 
boksypeptydazy sery nowej.

STRESZCZENIE

W  artykule przedstawiono dane dotyczące budowy kilku glikoprotein błon lizosomal- 
nych (lam pl, lamp2, limpl i lim pll). Szerzej omówiono znaczenie receptorowej gliko­

proteiny lamp2a oraz białek Hsc 73 i innych białek opiekuńczych uczestniczących w proce­
sie selektywnej proteolizy białek cytosolowych z sekwencją KFERQ. Przedstawiono także 
niektóre mechanizmy regulacji tego ważnego procesu aktywowanego w warunkach głodu 
i stresu.

WPROWADZENIE

Lizosomy, po raz pierwszy opisane w latach 1949-1955 przez Christiana de 
Duve, to subkomórkowe organelle o strukturze pęcherzykowej otoczone poje­
dynczą dwuwarstwą lipidową. Zawierają zestaw co najmniej 50 enzymów hy- 
drolitycznych aktywnych w niskim pH, umożliwiających degradację większości 
makrocząsteczek [1, 2], Powszechnie uważa się, że lizosomy stanowią końcowy 
przedział na szlaku niespecyficznej degradacji materiału zewnątrz- i wewnątrz­
komórkowego. Substraty ulegające degradacji docierają do lizosomów różnymi 
drogami, między innymi na drodze endocytozy (absorpcyjnej, receptorowej lub 
fazy płynnej), krinofagii, makroautofagii i mikroautofagii [3-7],

W lizosomach zachodzi również selektywna proteoliza niektórych białek cy­
tosolowych tzw. autofagia zależna od białek opiekuńczych (ang. chaperone me­
diated autophagy) [8-13]. Proces ten uaktywniany jest w warunkach długotrwa­
łego głodu lub stresu oraz w odpowiedzi na ekspozycję komórek na niektóre 
toksyny i umożliwia degradację białek zbędnych w określonych warunkach. 
Takimi białkami w okresie głodu są np. białka enzymatyczne o długim okresie 
półtrwania, uczestniczące w katabolizmie węglowodanów.

W niniejszym artykule omówiona zostanie budowa i funkcje kilku glikopro­
tein błony lizosomalnej ze szczególnym uwzględnieniem glikoproteiny lamp2a, 
pełniącej rolę receptora w procesie autofagii zależnej od białek opiekuńczych.

GLIKOPROTEINY BŁONY LIZOSOMALNEJ

Glikoproteiny błony lizosomalnej (lgps -  ang. lysosomal membrane glycopro­
teins) stanowią 50% wszystkich białek w błonie lizosomu [14], Ze względu na 
strukturę łańcucha polipeptydowego oraz komponenty cukrowcowe zostały 
podzielone na dwie rodziny: białka lamp (ang. lysosome-associated membrane pro­
tein) o masie cząsteczkowej 90-120 kDa oraz białka limp (ang. lysosomal integral 
membrane protein) o masie cząsteczkowej 30-85 kDa [2, 4], Dane porównawcze 
dotyczące budowy i roli białek obu rodzin zebrano w tabeli 1, a uproszczoną 
strukturę przedstawia rysunek 1.

Glikoproteiny rodziny lamp to integralne białka błonowe typu I, wykazują­
ce znaczne podobieństwo w budowie. Dominującym elementem jest glikozy- 
lowana domena N-końcowa zwrócona do światła pęcherzyka lizosomalnego. 
Pojedynczy region błonowy zbudowany jest z około 20 aminokwasów. Cytoso- 
lowa domena C-końca składa się z 10-12 reszt aminokwasów, z których część to 
sygnałowa sekwencja sortująca. Warunkuje ona właściwe kierowanie białka do 
lizosomu [3, 4].

Wśród glikoprotein rodziny lamp wyróżnia się dwie homologiczne lecz od­
rębne klasy białek: lampl (nazywane też lgp A) i lamp2 (nazywane lgpB). Białka 
te są kodowane przez odrębne, ale ewolucyjnie spokrewnione geny. Według 
Grangera i wsp. [15] białka lampl i lamp2 odróżnicowały się od siebie jeszcze
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lamp 1 lamp 2 limp I limp II

H-H-H - sygnałowa sekwencja kierująca C-końca 

■ ■  - region bogaty w reszty proliny, seryny i treoniny 

- reszta cysteiny 

—O - miejsce N-glikozylacji 

—•  - miejsce O-glikozylacji

Rysunek 1. Struktura glikoprotein błony lizosom alnej (zm ienione wg. [3, 4]).

przed ewolucyjnym rozdzieleniem się linii rozwojowych 
ptaków i ssaków. W obrębie lamp2 zidentyfikowano trzy 
izoformy (nazwane odpowiednio a, b i c) wykazujące znacz­
ne podobieństwo sekwencji aminokwasów jedynie w regio­
nie luminalnym [4,16].

W pierwszorzędowej strukturze domeny luminalnej 
białek lamp stwierdzono między innymi obecność 8 reszt 
cysteiny w konserwatywnych pozycjach 13, 52, 127, 163, 
203, 241, 310 i 347. Sąsiadujące reszty łączą się między sobą 
mostkami dwusiarczkowymi tworząc pętle o długości 36- 
-39 aminokwasów [17]. W domenie luminalnej białek lamp 
wyróżnia się także dwa odcinki o wysokim stopniu homo- 
logii oddzielone przez region łącznikowy. Region ten zbu­
dowany jest z 20-35 reszt aminokwasowych, wśród których 
dominują reszty proliny oraz seryny lub treoniny (Rys. 
1). Rejon łącznikowy stanowi domenę o dużej zmienności 
-  białko lampl zawiera głównie reszty seryny w rejonie 
łącznikowym, podczas gdy białko lamp2 jest bogate w tre- 
oninę [15]. Grupy hydroksylowe tych aminokwasów stano­
wią potencjalne miejsce przyłączenia O-glikanów. Zarówno 
białko lampl jak i lamp2 wyodrębnione z komórek człowie­
ka podlegają O-glikozylacji w regionie łącznikowym [18]. 
W przypadku białek wyodrębnionych z komórek myszy, 
tylko w formie lamp2 stwierdzono ten typ glikozylacji, na­
tomiast w białku lampl nie wykazano obecności reszt O-gli- 
kozydowych [15].

Pozostała część domeny luminalnej białek lamp za­
wiera ponadto 16-20 potencjalnych miejsc N-glikozylacji. 
W przypadku białka lampl i lamp2 glikozylowanych jest 
odpowiednio 18 (17-20) i 16 (16-17) reszt asparaginy [15, 
18]. Przyłączane oligosacharydy to głównie heterogenne 
rozgałęzione N-glikany trój- i czteroantenowe (w 70%) oraz 
dwuantenowe (30%). Łańcuch cukrowcowy zawiera głów­
nie rzadko występujące kompleksy typu poli-N-acetylolak-

tozoamin [18]. Ich obecność stwierdzono również w anty­
genach grup krwi AB0 i w strukturze ludzkiego erytrocy- 
tarnego transportera anionów (tzw. białko pasma 3) [cyt. za 
18]. Końcowe reszty N-glikanów są sjalowane, w wyniku 
czego dojrzałe glikoproteiny rodziny lamp charakteryzują 
się niskim punktem izoelektrycznym - pi w zakresie war­
tości 2-4 [15].

W żadnej z izoform białek lamp nie stwierdzono obecno­
ści reszt fosforanowych, co wskazuje, iż białka te nie ule­
gają fosforylacji, a wśród reszt cukrowcowych nie ma man- 
nozo-6-fosforanu (M6P) wiązanego przez receptory M6P 
(M6P-R) [15, 19]. W fibroblastach człowieka z brakiem ak­
tywności fosfotransferazy oznakowującej mannozę do man- 
nozo-6-fosforanu nie stwierdzono zaburzeń transportu gli­
koprotein lampl i lamp2 do lizosomów [15]. Z danych tych 
wynika, iż w transporcie powyższych białek do lizosomów 
nie uczestniczy receptor mannozo-6-fosforanu.

Za prawidłowe sortowanie i kierowanie białek lampl 
i lamp2 z aparatu Golgiego (AG) do błony lizosomalnej od­
powiedzialna jest sekwencja sygnałowa w domenie cytoso- 
lowej C-końca. Sekwencja ta występuje w postaci motywu 
zawierającego resztę tyrozyny w układzie GYXXO (gdzie 
X oznacza dowolny aminokwas, O - aminokwas z rozbudo­
waną domeną hydrofobową) [3, 4,14] -  patrz tabela 1, Rys. 
1. Motyw GYXX4> rozpoznawany jest w regionie trans apa­
ratu Golgiego przez odpowiednie jednostki białek adapto- 
rowych AP, co inicjuje ukierunkowany transport glikopro­
tein [20,21]. Do miejsca przeznaczenia białka lamp docierają 
prawdopodobnie drogą bezpośredniego transportu pęche­
rzykowego przy udziale klatryny i białek adapterowych AP 
[4, 14]. W proces ten zaangażowane są jednak pęcherzyki 
odmienne od tych, które transportują rozpuszczalne biał­
ka oznakowane ugrupowaniem mannozo-6-fosforanowym 
[22], Droga pośrednia (sekrecyjna) polega na wbudowaniu 
glikoprotein lamp do błony komórkowej z następującym po 
tym transportem do lizosomów [3, 4], Na rysunku 2 przed­
stawiono drogi transportu białek docelowo kierowanych

TGN - błony aparatu trans-Golgiego 
PM - błona plazmatyczna 
eE - wczesny endosom 
IE - późny endosom 
L - lizosom 

AP-11
AP-2 - białka adaptorowe 
AP-3]

M6P-R - receptor mannozo-6-fosforanu

R ysunek 2. G łów ne drogi transportu białek do lizosom ów.
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do lizosomów. Większość białek lizosomalnych oznako­
wanych resztą mannozo-6-fosforanu, po interakcji z recep­
torem M6P-R dociera przy współudziale białek adaptero­
wych AP-1 do wczesnych endosomów (droga 2, 2a) a także 
częściowo do późnych endosomów (droga 3) [3,19,23]. Wy- 
sokoglikozylowane i sjalowane białka błon lizosomalnych 
lamp i limp dostarczane są głównie bezpośrednio do lizo­
somów (droga 4) z udziałem białek adapterowych AP-3 [2, 
14, 24]. Niektóre białka, np. kwaśna fosfataza, docierają do 
lizosomów drogą sekrecyjną (droga 1, la) z udziałem bia­
łek adaptorowych AP-2 [3, 4, 25]. Procesy segregacji i trans­
portu nowozsyntetyzowanych białek zostały szczegółowo 
omówione w artykułach 3,19, 23, 26, 27.

Badania dynamiki syntezy i transportu glikoproteiny 
lampl wykazały, że prekursorowe nieglikozylowane białko
0 m. cz. 45kDa w ciągu 12-14 minut zostaje przetranspor­
towane z błon siateczki śródplazmatycznej do błon apara­
tu Golgiego, gdzie następuje końcowy etap N-glikozylacji
1 sjalilacja. W ciągu 45 minut dojrzała glikoproteina dociera 
do lizosomów [15]. Krótki czas transportu może wskazy­
wać, że białka lamp docierają do lizosomów drogą trans­
portu bezpośredniego. Jednakże obecność zarówno lampl 
jak i lamp2 w błonie plazmatycznej nie wyklucza kierowa­
nia tych glikoprotein drogą pośrednią poprzez transport do 
błony plazmatycznej [2], Po dotarciu do lizosomów białka 
lamp występują głównie w błonie lizosomalnej, choć pew­
ne formy odnajdywane są także w świetle lizosomu [25, 29, 
30], Izoforma lamp2a w 57-78% występująca w błonie lizo­
somu, stanowi przeciętnie 25% całkowitej zawartości białek 
klasy lamp2. W świetle lizosomu zawartość lamp2a waha 
się w granicach 22-43% i stanowi 10% ogólnej puli białek 
klasy lamp2 [16],

Glikoproteiny rodziny limp to integralne białka błonowe 
typu III, wielokrotnie przechodzące przez błonę lizosomu 
(Rys. 1). Wyróżnia się wśród nich dwie klasy białek: limpl 
oraz limpll, znacznie różniące się budową. W strukturze 
białek limpl stwierdzono obecność czterech hydrofobo­
wych domen transbłonowych, które zakotwiczają gliko- 
proteinę w błonie lizosomalnej. Zarówno C- jak i N- koniec 
zwrócone są do cytosolu [2], Pomiędzy trzecim a czwartym 
regionem transmembranowym tworzy się luminalna pętla 
zawierająca 3 reszty asparaginy, będące potencjalnymi miej­
scami N-glikozylacji [31]. Część N-glikanów to kompleksy 
typu poli-N-acetylolaktozoamin [2]. C-końcowa domena 
cytosolowa białka limpl składa się z 11 reszt aminokwasów, 
wśród których znajduje się sygnałowa sekwencja sortująca 
-GYEVM. Motyw ten, oparty na reszcie tyrozyny, odpowia­
da za prawidłowe sortowanie białka limpl i transport do li­
zosomu przy udziale pęcherzyków opłaszczonych klatryną 
i białkami adapterowymi AP.

W odróżnieniu od limpl, glikoproteina limpll dwukrot­
nie przechodzi przez błonę lizosomu. W tak utworzonej 
pętli luminalnej znajduje się 11 miejsc N-glikozylacji. W se­
kwencji aminokwasów pętli luminalnej stwierdzono także 
obecność 5 reszt cysteiny, które mogą być zaangażowane 
w tworzenie mostków dwusiarczkowych [4, 32], Cytoso- 
lowy C-koniec złożony jest z 20-21 reszt aminokwasowych 
i obejmuje sekwencję sygnałową (LIRT) zawierającą dwie 
reszty leucyny [32]. Motyw ten, podobnie jak domena boga­

ta w reszty tyrozyny, rozpoznawany jest przez odpowied­
nie podjednostki białek adaptorowych AP i umożliwia sor­
towanie białek klasy limpll do lizosomów. Nie wykazano 
obecności białek limpll w błonie plazmatycznej, co wskazu­
je na bezpośrednie ich kierowanie z regionu trans aparatu 
Golgiego do lizosomów [33].

Dynamika procesów syntezy i transportu badana była 
również dla białek limpl i limpll [34], Prekursorowe ich 
formy o m. cz. odpowiednio 27kDa i 72kDa docierają do li­
zosomów w formach o wyższych masach cząsteczkowych, 
wynikających z ich glikozylacji w obrębie aparatu Golgiego. 
Dojrzałe glikoproteiny limpl (35-50kDa) odnajdywano w li- 
zosomach po 2 godzinach, a glikoproteiny limpll (74kDa) 
po upływie 1 godziny. Okres półtrwania glikozylowanych 
i deglikozylowanych form białek limp jest różny w zależno­
ści od stopnia ich glikozylacji i wynosi dla limpl odpowied­
nio 8 i 4 godziny, dla limpll - 20 i 1 godzinę [34],

Rola glikoprotein błon lizosomalnych nie jest jeszcze 
w pełni poznana. Silnie glikozylowane domeny luminalne 
białek lamp i limp pełnią prawdopodobnie rolę w ochronie 
błony lizosomu przed hydrolitycznym działaniem enzymów 
lizosomalnych [3, 4, 34, 35], Różnice w sekwencji krótkiego 
odcinka cytosolowego wskazują na możliwość uczestnicze­
nia białek lamp i limp w różnych interakcjach z białkami 
cytosolu, cytoszkieletem i organellami subkomórkowymi. 
Rola białek lamp i limp w biogenezie lizosomów i funkcjo­
nowaniu systemu endocytarnego jest także odmienna [2],

Wiadomo, iż różne formy białek lamp ulegają wybiórczej 
ekspresji w określonych typach tkanek, co wskazuje na spe­
cyficzność ich działania [30]. W ostatnim czasie wyjaśniono 
rolę glikoproteiny lamp2a jako receptora dla białek cytoso- 
lowych podlegających selektywnej proteolizie w warunkach 
stresu i głodu. Proces ten przebiega z udziałem białek szoku 
termicznego (białek opiekuńczych, chaperonów) i nazywa­
ny jest autofagią zależną od białek opiekuńczych. Dalsza 
część niniejszego artykułu przedstawia ostatnie doniesienia 
dotyczące tego zagadnienia.

SELEKTYWNA PROTEOLIZA BIAŁEK CYTOSOLOWYCH 
Z SEKWENCJĄ KFERQ

Pierwszym doświadczalnie zidentyfikowanym białkiem 
degradowanym w lizosomach na drodze selektywnej pro- 
teolizy zależnej od białek opiekuńczych była rybonukleaza 
A [36]. Na tej drodze ulegają także degradacji: dehydrogena­
za 3-fosfogliceroaldehydu [8], aldolaza i fosfogliceromutaza
[12], podjednostki proteasomu [9], czynniki transkrypcyjne 
[37] i ich regulatory [11], cytosolowa forma cp-mikroglobu- 
liny [12] oraz niektóre aneksyny [38]. Wszystkie poznane 
do tej pory białka cytosolowe przeznaczone do specyficznej 
degradacji zawierają pentapeptyd KFERQ (Lys-Phe-Glu- 
-Arg-Gln). Ogółem około 30% białek cytosolowych posia­
da motyw KFERQ, a więc są one potencjalnie substratami 
w procesie specyficznej degradacji [11], W nerkach i wątro­
bie większość białek z motywem KFERQ to enzymy prze­
mian glikolitycznych o długim okresie półtrwania [39].

Kolejnym etapem w poznaniu powyższego procesu było 
stwierdzenie, iż populacje lizosomów wyodrębnione z wą­

90 www.postepybiochemii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


Tabela 1. Główne klasy białek błony lizosomalnej [wg 2, 3, 4 ,14].

Białko Inne
nazwy'

Masa
cząsteczkowa

(kDa)

Ilość domen 
trans-błono- 

wych

Komponent Sygnałow a
cukrowcowy sekw encja Droga

(% całkowitej masy sortująca transportu
cząsteczkowej) (C-koniec)

Udział innych 
białek w trans­

porcie**

Rola 
w komórce

lam pl

lgpl20 
lgpl07 
LEPI 00 
lamp-A

90-120 1 55 -GYQ TI
AG —> lizosomy, 

AG —> PM —> 
lizosomy

M6P-R (-) 
AP-1 (-) 
AP-2 (-) 
AP-3 (+)

-strukturalna 
ochrona przed 
hydrolazami

lamp2
lgpllO
lgp96

lamp-B
95-120 1 55 -GYEQ F

AG —> lizosomy, 
AG —> PM —» 

lizosomy

M6P-R (-) 
AP-3 (+)

-strukturalna 
ochrona przed 
hydrolazami 
-receptor dla 

białek cytosolo­
wych (lamp2a) 

-udział w bioge- 
nezie lizosomów

limpl
CD63
limp-1
limpIII

30-50 4 35 -GYEVM
AG —> lizosomy, 

AG — PM — 
lizosomy

M6P-R (-) 
AP-3 (+)

-udział w fuzji 
błon struktur 
sekrecyjnych

lim pll
lgp85

limp-2
limpIY

74-85 2 20 -LIRT AG —> lizosomy

M6P-R (-) 
AP-1 (-) 
AP-2 (-) 
AP-3 (+)

-udział w bio- 
genezie endo- 

somów i lizoso­
mów

• Inne nazwy stosowane przed wprowadzeniem ujednoliconego podziału na klasy białek lam pl i lamp2 oraz limpl i limpll. Nie wyklucza się istnie­
nia jeszcze innych białek o strukturze lamp i limp, np. limpV [wg 32].
'* Symbolem (+) oznaczono białka uczestniczące w transporcie, symbolem (-) białka nie uczestniczące w transporcie.
Zastosowane w tabeli skróty: AG -  aparat Golgiego; AP -  białko adaptorowe; lamp, limp -  integralne białka błony lizosomu; lgp -  glikoproteina 
lizosomalna; M6P -  m annozo-6-fosforan; M6P-R -  receptor mannozo-6-fosforanu; PM -  błona plazmatyczna.

troby szczura, szczególnie aktywnie uczestniczące w selek­
tywnej degradacji białek cytosolowych z sekwencją KFERQ, 
są bogate w białko szoku termicznego Hsc73 i wyróżniają 
się zwiększoną zawartością białka lamp2a [16]. Ustalono, iż 
białko szoku termicznego Hsc73 uczestniczy w rozpozna­
waniu cytosolowych białek z sekwencją KFERQ, natomiast 
glikoproteina lamp2a pełni w błonie lizosomalnej funkcję 
receptora dla kompleksu Hsc73-białko przeznaczone do de­
gradacji.

Cytosolowe białko FIsc73 z aktywnością ATPazy uczest­
niczy w ATP-zależnym rozpoznaniu sekwencji KFERQ 
białek cytosolowych [40], jak również jest odpowiedzialne 
za rozfałdowanie substratu przeznaczonego do degradacji. 
Ten ostatni proces jest nieodzowny dla translokacji białka 
przez błonę lizosomalną [41].

Oprócz cytosolowego białka Flsc73 istnieją jeszcze dwie 
inne jego izoformy obecne odpowiednio w świetle lizosomu 
(tzw. Iy-Flsc73) i w błonie lizosomalnej od strony cytosolu 
(tzw. Iym-Hsc73) [42], Białka te wspomagają przemieszcza­
nie substratu do wnętrza lizosomu [10, 43].

Najnowsze badania wykazały ponadto udział wielu in­
nych białek szoku termicznego w procesie selektywnej de­
gradacji białek w lizosomach [40, 42, 44], Na cytosolowej 
powierzchni błony lizosomalnej oprócz białka Iym-Hsc73 
występuje również kompleks białek opiekuńczych, nie­
odzowny dla przemieszczania substratu przez błonę lizo­
somu. W skład kompleksu wchodzi białko Hsp40 wzmac­

niające aktywność ATP-azową cytosolowego białka Hsc73, 
co ułatwia identyfikację substratu z sekwencją KFERQ. Ko­
lejne elementy kompleksu to białko Hsp90, białko Fłip (ang. 
Hsc73 interacting protein) oraz białko Hop (ang. Hsc73-Hsp90 
organizing protein), które stabilizują połączenie pomiędzy 
Hsc73, a substratem białkowym kierowanym do lizoso­
malnej degradacji. Tak utworzony funkcjonalny kompleks 
zostaje następnie rozpoznany przez białko receptorowe 
lamp2a.

Masa cząsteczkowa receptorowej glikoproteiny lamp2a 
określona na podstawie sekwencji cDNA wynosi 45 kDa, 
podczas gdy masa cząsteczkowa wyodrębnionego z błon 
białka wynosi 96 kDa. Różnica ta wynika ze znacznej za­
wartości reszt cukrowcowych w strukturze glikoproteiny 
(dane przedstawione w poprzednim rozdziale). Najbar­
dziej rozbudowaną częścią białka receptorowego jest silnie 
glikozylowana domena luminalna, stanowiąca N-koniec 
polipeptydu. Krótki, cytosolowy C-koniec zbudowany jest 
zaledwie z 12 aminokwasów, z których część tworzy sy­
gnałową sekwencję sortującą -GYEQF odpowiedzialną za 
prawidłowe kierowanie glikoproteiny lamp2a do lizosomu 
[8] -  patrz tabela 1, Rys. 1. Domena C-końcowa uczestni­
czy także w rozpoznawaniu substratów przeznaczonych 
do degradacji czyli białek z sekwencją KFERQ. Obecność 
w regionie C-końca czterech dodatnio naładowanych reszt 
aminokwasowych (KHHH) jest konieczna dla prawidłowej 
interakcji receptora z substratami kierowanymi do degrada­
cji [16].
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Rysunek 3. M echanizm  transportu białek cytosolow ych do lizosom u (zm ienione 
wg. [42, 44]).

Glikoproteina lamp2a może polimeryzować z wytwo­
rzeniem form tetra-, okta- i multimerycznych, co sugeruje 
możliwość tworzenia w błonie lizosomu kanałów o różnej 
średnicy, ułatwiających transport białek [16].

Hipotetyczny mechanizm transportu białek cytosolo­
wych do lizosomu przedstawiono na rysunku 3 [dane wg. 
42, 44], Sekwencja wydarzeń prowadząca do degradacji po­
lega na rozpoznaniu cytosolowego białka z sekwencją KFE- 
RQ przez cytosolową formę Hsc73, które przy współudziale 
innych białek opiekuńczych tworzy aktywny kompleks. Ko­
lejny etap prowadzi do rozfałdowania białka i wytworzenia 
konformacji optymalnej dla translokacji. Na cytosolowej 
powierzchni błony lizosomu białko w kompleksie z Hsc73 
zostaje rozpoznane przez białko receptorowe lamp2a i przy 
udziale dodatkowych białek opiekuńczych Iym-Hsc73, 
Hsp40, Hsp90, Hip oraz Hop przechodzi przez błonę lizo- 
somalną. Od strony światła lizosomu przechodzenie wspo­
maga białko Iy-Hsc73 .

REGULACJA PROCESU AUTOFAGII ZALEŻNEJ OD BIA­
ŁEK OPIEKUŃCZYCH

Regulacja selektywnej degradacji białek cytosolowych na 
drodze autofagii zależnej od białek opiekuńczych odbywa 
się głównie poprzez regulowanie zawartości białka lamp2a 
w błonie lizosomu [5, 8, 30] oraz poprzez kontrolę zawar­
tości białek Hsc73, w szczególności izoformy lizosomalnej 
[10].

Ogólna ilość białka lamp2a w błonie lizosomalnej wyno­
si 5,8 pg na 100 pg białek błonowych i zależy od aktywno­
ści procesu autofagii zachodzącej z udziałem białek opie­
kuńczych [30]. Badania Cuervo i Dice [8] potwierdziły, iż 
wzrost zawartości białka lamp2a w fibroblastach człowieka 
powoduje zwiększenie wydajności specyficznej proteolizy. 
Zmiany w zawartości glikoproteiny lamp2a w błonie lizo­
somu nie zależą od poziomu ekspresji tego białka, ale od 
jego odporności na degradację oraz od dystrybucji pomię­
dzy błoną a wnętrzem lizosomu [28-30],

Badania Cuervo i Dice [30] nad procesami degradacji 
białka lamp2a wykazują, iż obecność białek cytosolowych 
podlegających autofagii z udziałem białek opiekuńczych 
chroni receptor lamp2a przed degradacją. Białka nie będące 
substratami dla proteolizy specyficznej np. owoalbumina 
nie wywierają efektu ochronnego. Uaktywnieniu degradacji 
białka lamp2a towarzyszy zmniejszanie się zawartości funk­
cjonalnej formy tego receptora w błonie lizosomu i pojawia­
nie się fragmentu białka lamp2a o niższej masie cząsteczko­
wej, reagującego z przeciwciałami dla domeny luminalnej 
tego białka. Zastosowanie inhibitorów proteaz pozwoliło 
na stwierdzenie, iż inhibitor proteaz serynowych 4-(2-ami- 
noetylo)-benzenosulfonylofluorek (AEBSF) a także zwią­
zek chelatujący EDTA modyfikują proces proteolitycznego 
rozkładu lamp2a. AEBSF hamuje tworzenie się fragmen­
tu luminalnego o niższej masie cząsteczkowej, natomiast 
EDTA całkowicie blokuje proces proteolizy białka lamp2a 
[30]. Według wspomnianych autorów degradacja recepto­
ra lamp2a wymaga obecności dwóch enzymów: katepsyny 
A wykazującej aktywność karboksypeptydazy serynowej 
(PPCA) oraz metaloproteazy. PPCA asocjuje z receptorem 
lamp2a na luminalnej powierzchni błony lizosomalnej. Aso­
cjacja PPCA zależna jest od obecności kationów dwuwar- 
tościowych i hamowana w obecności EDTA. Jako miejsce 
cięcia enzym ten rozpoznaje wiązanie peptydowe pomię­
dzy resztami fenyloalaniny i leucyny znajdującymi się na 
granicy domeny transbłonowej i luminalnej białka lamp2a. 
Rozszczepienie lamp2a i uwolnienie domeny luminalnej do 
światła lizosomu uaktywnia (pośrednio lub bezpośrednio) 
drugi enzym - metaloproteazę w wyniku czego następuje 
odcięcie domeny cytosolowej i całkowita degradacja recep­
tora lamp2a (Rys. 4) [45],

Komórki z niską aktywnością katepsyny A (PPCA) wy­
kazują wysoki poziom lamp2a i tym samym wysoką wydaj­
ność autofagii z udziałem białek opiekuńczych. W warun­
kach stresu, na skutek zmian w składzie wnętrza lizosomu, 
PPCA oddysocjowuje od błony lizosomalnej i uniemożliwia 
degradację białka lamp2a, wskutek czego zawartość recep­
tora lamp2a w błonie jest również wysoka [45],

Transport substratów przez błonę lizosomu przy udzia­
le receptora lamp2a powoduje częściową internalizację tej 
glikoproteiny do światła lizosomu, jednak dzięki proceso­
wi reinsercji receptor powraca do błony lizosomalnej [30], 
W populacjach lizosomów z wysoką aktywnością autofagii 
z udziałem białek opiekuńczych aż 78% lamp2a znajduje się 
w błonie a 22% we wnętrzu lizosomu, natomiast w lizoso- 
mach z niską aktywnością tego procesu tylko 57% lamp2a 
pozostaje w błonie lizosomu a 43% obecne jest w jego wnę­
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Rysunek 4. D egradacja receptora lamp2a.

trzu [16]. Dane te wskazują, iż internalizacja i ponowne 
wstawianie glikoproteiny lamp2a są kolejnym mechani­
zmem regulującym intensywność procesu selektywnej pro- 
teolizy białek cytosolowych z sekwencją KFERQ.

Głównym mechanizmem regulującym stężenia białek 
Hsc73 jest kontrola procesów ich proteolitycznego rozkładu. 
Proteoliza Hsc73 zachodzi najefektywniej w pH 5.75 -  6.20. 
W warunkach stresu w komórkach dominuje populacja li- 
zosomów o obniżonym pH [10], czego wynikiem jest niższy 
poziom degradacji białek Hsc73 w lizosomach i zwiększo­
na wydajność selektywnej proteolizy na drodze autofagii 
zależnej od białek opiekuńczych. Wykazano ponadto, że 
cytosolowa forma białka Hsc73 zawiera dwa powtórzenia 
motywu KFERQ i może być dostarczana do lizosomu jako 
substrat dla specyficznej proteolizy. Jednak w zależności od 
pH wnętrza lizosomu ulega degradacji lub zwiększa pulę 
lizosomalnego Hsc73 wspomagającego proces transportu 
wybranych białek (Rys. 3) [8,10].

W artykule omówiono jedynie najistotniejsze mecha­
nizmy regulacji intensywności procesu autofagii zależnej 
od białek opiekuńczych, zachodzącej w warunkach stresu 
i głodu. Procesy wyżej opisane mogą być również w okre­
ślonych tkankach i warunkach (np. pod wpływem epider- 
malnego czynnika wzrostu) hamowane poprzez obniżenie 
ekspresji białek uczestniczących w selektywnej proteolizie
[39].
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Lysosomal membrane glycoprotein lamp2a - receptor for chaperone-mediated 
degradation of cytosolic proteins 
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ABSTRACT

The structure of several lysosomal membrane glycoproteins (lam pl, lamp2, limpl and limpll) has been described. The significance of the 
receptor glycoprotein lamp2a in the chaperone-mediated autophagy of cytosolic proteins with KFERQ motif has been described in details as 
well as the chaperone protein Hsc73 and other chaperones involved in this process. Several modulatory mechanisms of the chaperone-mediated  
autophagy, which is activated in condition of stress and starvation, were also outlined.
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Serynowo-treoninowe fosfatazy białkowe w Bacillus subtilis

STRESZCZENIE

Genom gram-dodatniej bakterii glebowej Bacillus subtilis koduje sześć serynowo-treoni- 
nowych fosfataz białkowych podobnych do eukariotycznych odpowiedników. Pełnią 

one szereg ważnych funkcji w komórce bakterii takich jak: kontrola odpowiedzi na warunki 
stresowe związane ze środowiskiem lub dostępnością składników odżywczych (trzy fos­
fatazy RsbX, RsbU i RsbP), proces formowania przetrwalników (fosfataza SpoIIE) czy też 
transport cukrów do komórki (kinaza-fosfataza Hpr). W  komórce obecne są również dwie 
kolejne fosfatazy (PrpC i PrpE) o nieustalonych do tej pory funkcjach. Przedstawione proce­
sy komórkowe regulowane przez serynowo-treoninowe fosfatazy białkowe są bardzo istotne 
dla przetrwania bakterii w środowisku naturalnym. Fosfatazy białkowe muszą działać w po­
wiązaniu z kinazami białkowymi, lecz nie powinny znajdować się w ich cieniu ponieważ 
pełnią równie istotne funkcje.

HISTORIA BADAŃ NAD FOSFORYLACJĄ BIAŁEK

Regulacja aktywności enzymów poprzez odwracalną fosforylację reszt sery­
ny i treoniny w białkach została opisana po raz pierwszy na przykładzie komó­
rek mięśni, gdzie odgrywa kluczową rolę w regulacji metabolizmu glikogenu. 
Wkrótce fosforylacja reszt Ser/Thr/Tyr została uznana za uniwersalny mecha­
nizm regulacji funkcji życiowych komórek i ich adaptacji do zmiennych warun­
ków środowiska czy pełnienia wyspecjalizowanych funkcji w organizmach wie­
lokomórkowych [1], Od tego czasu liczba opisanych enzymów biorących udział 
w fosforylacji i defosforylacji białek rośnie nieprzerwanie [2]. Rośnie również 
liczba prac poświęconych fosforylacji białek, w roku 1970 opublikowano ich 175, 
w 1980 - 723, w 1990 - 2355 a natomiast w roku 2000 aż 6718.

ZNACZENIE FOSFORYLACJI DLA ORGANIZMÓW ŻYWYCH
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Słowa kluczowe: Bacillus subtilis, fosfatazy 
białkowe, ogólna odpowiedź na stres, sporu- 
lacja, transport cukrów

Stosowane skróty: Ap4A - diadenozyno-5',5"- 
-pi pj-tetrafosforan; ApnA - adenozyno(5')o- 
ligofosfo(5')adenozyna; El -  enzym pierwszy 
systemu transportu cukrów zależnego od 
fosforylacji; PPM -  metalo-fosfatazy białkowe 
(ang. metallo-protein phosphatase); PPP -  fosfata­
zy białkowe (ang. protein phosphatase).

Organizmy żywe, zmagając się z różnorodnymi warunkami środowiskowy­
mi, wykształciły w toku ewolucji wiele mechanizmów, które umożliwiają im 
przystosowanie się do zachodzących zmian w otoczeniu. Mechanizmy te funk­
cjonują na wszystkich poziomach budowy i organizacji świata ożywionego. Dla 
organizmów jednokomórkowych jedynym sposobem odpowiedzi na zmiany 
środowiskowe jest dostosowanie metabolizmu komórki do aktualnie panują­
cych warunków. Odbywa się to poprzez syntezę odpowiednich enzymów lub 
produkcję bądź gromadzenie odpowiednich związków niskocząsteczkowych.

W toku ewolucji zostały wykształcone systemy kontroli ekspresji genów oraz 
regulacji aktywności powstałych białek tak, aby mogła mieć miejsce precyzyjna 
regulacja ich aktywności. Najbardziej rozpowszechnionym mechanizmem regu­
lacji aktywności białek, znajdujących się w komórkach, jest odwracalna fosfo­
rylacja. Na uniwersalność tego sposobu regulacji składa się kilka faktów: nie­
wielkie wymagania odnośnie miejsca fosforylacji, wysoka gęstość ładunku elek­
trycznego w przyłączanej grupie fosforanowej oraz duże możliwości tworzenia 
wiązań wodorowych z otaczającymi ją resztami aminokwasowymi [3], W każ­
dej grupie organizmów ten rodzaj regulacji pełni istotną rolę w przekazywaniu 
różnorodnych sygnałów wewnątrz komórki oraz pomiędzy nimi. Zmiana stanu 
fosforylacji białek wewnątrzkomórkowych prowadzi do zmian ich aktywności 
i/lub funkcji. Zmiany te w niektórych przypadkach mogą przebiegać sponta­
nicznie lub przy udziale specyficznych enzymów: kinaz i fosfataz białkowych. 
Kinazy białkowe katalizują reakcję kowalencyjnego przyłączenia grupy ortofos- 
foranowej do łańcuchów bocznych niektórych reszt aminokwasowych, fosfatazy 
natomiast dzięki reakcji hydrolizy je odłączają.

Duża część białek kodowanych przez genomy organizmów wyższych (około 
30%) ulega fosforylacji na resztach Ser/Thr/Tyr. W związku z tym w genomach
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organizmów eukariotycznych, na przykład człowieka, moż­
na znaleźć ogromną liczbę genów kodujących kinazy (po­
nad 500) i fosfatazy białkowe (ponad 100), które zajmują 
około 3% kodującej białko części genomu [1]. Organizmy 
prokariotyczne są uboższe w enzymy tego typu, lecz rów­
nież posiadają po kilka lub kilkanaście kinaz i fosfataz biał­
kowych [4].

Przyłączenie lub usunięcie grupy fosforanowej z czą­
steczki białka może wpływać na jego aktywność i właściwo­
ści. Dla przykładu, fosforylacja białek pozwala na regulację 
aktywności enzymów poprzez allosteryczne zmiany ich 
konformacji, przez bezpośrednie blokowanie dostępu do 
centrum katalitycznego enzymu lub zmianę powinowactwa 
białko-białko. W niektórych wypadkach trudno jest wska­
zać bezpośredni wpływ przyłączonej grupy fosforanowej 
na strukturę białka, mimo to proces fosforylacji/defosfory- 
lacji zachowuje swoje znaczenie regulacyjne [3], Do tej pory 
większym zainteresowaniem badaczy cieszyły się kinazy 
białkowe, natomiast fosfatazy białkowe były obiektem nie­
wielu badań.

Z punktu widzenia fosforylacji białek, Bacillus subtilis 
jest ciekawym mikroorgranizmem, ponieważ zawiera wiele 
systemów dwuskładnikowych (ang. two-component systems) 
[5], charakterystycznych dla bakterii. Jego genom koduje 
również enzymy wykazujące podobieństwo do eukario­
tycznych odpowiedników: dwie kinazy białkowe i dziesięć 
fosfataz. Spośród 4000 białek kodowanych w genomie B. 
subtilis ponad 100 ulega fosforylacji na resztach Ser/Thr/ 
Tyr. Wzór fosforylowanych białek uzyskiwany dzięki elek­
troforezie dwukierunkowej zmienia się znacznie w zależno­
ści od odpowiedzi na różne warunki wzrostowe. Na pod­
stawie tych wiadomości można przypuszczać, że genom B. 
subtilis koduje jeszcze wiele nieznanych do tej pory białek, 
które mogą funkcjonować jako kinazy lub fosfatazy seryno- 
wo-treoninowe.

KLASYFIKACJA FOSFATAZ BIAŁKOWYCH

Fosfatazy białkowe dzieli się na trzy duże rodziny enzy­
mów: fosfataz tyrozynowych (PTP), metalo-fosfataz białko­
wych (PPM) i fosfataz białkowych (PPP). Rodzina fosfataz 
tyrozynowych skupia enzymy podzielone na trzy podro- 
dziny: konwencjonalne fosfatazy tyrozynowe, dwu-specy- 
ficzne fosfatazy tyrozynowe mogące wykorzystywać jako 
substrat wszystkie O-fosforany, oraz małe, kwaśne fosfata­
zy tyrozynowe. Niniejszy artykuł dotyczy fosfataz seryno- 
wo-treoninowych. W związku z tym rodzina fosfataz tyro­
zynowych nie będzie omawiana w dalszej części artykułu. 
Rodzina metalo-fosfataz białkowych skupia metalo-fosfata- 
zy z najlepiej poznanym przedstawicielem PP2C. Rodzina 
fosfataz białkowych PPP stanowi najliczniej reprezentowa­
ną grupę fosfataz białkowych w organizmach wyższych [6]. 
Do osobnej rodziny należy zaliczyć dwufunkcyjne białko 
-  kinazę/fosfatazę Hpr [7].

CHARAKTERYSTYKA RODZINY METALO-FOSFATAZ 
BIAŁKOWYCH (PPM)

Pierwszy odkryty przedstawiciel tej rodziny, fosfataza 
PP2C pochodząca z wątroby szczura została pierwotnie za­

klasyfikowana jako fosfataza rodziny PPP. Dopiero po ana­
lizie sekwencji aminokwasowej i wykazaniu braku homolo­
gii względem innych przedstawicieli rodziny PPP, fosfataza 
ta została z niej wyłączona dając początek rodzinie metalo- 
-fosfataz białkowych. Początkowo znano tylko izoformy a i 
(3, później odkryto również izoformę y. Na uwagę zasługuje 
wysoki stopień homologii przedstawicieli PP2C pomiędzy 
różnymi gatunkami. Na przykład, fosfataza PP2C człowie­
ka i szczura wykazują 90% identyczności. Enzymy należące 
do tej rodziny działają zwykle jako pojedyncze białka bez 
udziału innych polipeptydów. Część katalityczna i części 
regulatorowe znajdują się w tym samym łańcuchu polipep- 
tydowym. Przykładem może być białko ABI1 z Arabidopsis 
thaliana posiadające fosfatazę PP2C połączoną z czynnikiem 
wydłużania peptydu lub bakteryjna fosfataza SpoIIE, która 
posiada wiele rejonów błonowych, domenę centralną o nie­
ustalonej funkcji i domenę fosfatazową [8]. Rdzeń katali­
tyczny tych fosfataz składa się z około 200 reszt aminokwa- 
sowych, w których można wyróżnić 11 konserwowanych 
motywów z 14 niezmiennymi resztami aminokwasowymi 
zaangażowanymi w wiązanie atomów metalu oraz substra- 
tu [9, 10]. Najlepiej poznanym przedstawicielem eukario­
tycznych fosfataz PPM jest fosfataza PP2Ca człowieka.

Centrum aktywne fosfataz z rodziny PPM jest położone 
na szczycie centralnej „kanapki" zbudowanej z (3-struktur. 
Enzymy z tej rodziny posiadają w centrum aktywnym dwa 
atomy metalu, najczęściej Mg lub Mn, koordynowane przez 
4 niezmienne reszty kwasu asparaginowego oraz 6 cząste­
czek wody. Atom manganu znajdujący się w miejscu M l 
jest związany z czterema cząsteczkami wody, natomiast 
drugi, zlokalizowany w miejscu M2 z trzema cząsteczkami 
wody. Jedna cząsteczka wody jest koordynowana przez oba 
atomy metalu równocześnie. Atom metalu M l jest związa­
ny z jedną resztą kwasu asparaginowego i glutaminowego 
oraz atomem tlenu pochodzącym z reszty glicyny. Jon Mn2+, 
zajmujący miejsce M2, jest związany tylko z 3 resztami Asp. 
Reakcję defosforylacji przeprowadza aktywowana cząstecz­
ka wody, która atakuje wiązanie estrowe pomiędzy grupą 
fosforanową a łańcuchem bocznym reszty aminokwaso­
wej według mechanizmu SN2 [9, 11]. Zaproponowany me­
chanizm wspiera również fakt, iż nie udało się do tej pory 
stwierdzić istnienia produktu przejściowego, fosfo-enzy- 
rnu.

Inne jony, takie jak Ca2+, Ni2+ czy Zn2+ są inhibitorami tych 
enzymów, gdyż prawdopodobnie konkurują z jonami Mg2+ 
lub Mn2+ o miejsce aktywne. Jednak Fjeld i Denu pokazali, 
że jony Fe2+ działają 1000-krotnie wydajniej z PP2Ca [12].

Fosfataza PrpC jest enzymem zależnym od jonów Mn2+. 
Gen kodujący ten enzym jest eksprymowany konstytutyw­
nie w komórkach B. subtilis podczas wzrostu w hodowli 
płynnej. Wykazano również, że ufosforylowana forma ki­
nazy PrkC jest dobrym substratem dla tego enzymu [13]. Ki­
naza PrkC okazała się być białkiem zakotwiczonym w bło­
nie komórkowej, z domeną katalityczną znajdującą się we 
wnętrzu komórki. Ponadto stwierdzono, że geny kodujące 
omawiane białka są ko-eksprymowane, co wspiera hipo­
tezę zakładającą działanie wyżej wymienionych enzymów 
w tym samym procesie komórkowym. Istnieją również 
dane przemawiające za pewną rolą PrpC i PrkC w proce-
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sie formowania przetrwalników przez komórki 8. subtilis 
i tworzeniu biofilmu [14]. Dokładniejsza analiza cząsteczki 
kinazy PrkC pozwoliła ustalić, że jest ona fosforylowana 
w ośmiu miejscach (siedem reszt treoniny i jedna reszta se­
ryny) znajdujących się w trzech rejonach. Dwa z nich znaj­
dują się w obrębie części katalitycznej i są to cztery reszty 
treoniny w rejonie pętli aktywacyjnej oraz jedna reszta se­
ryny znajdująca się w pewnym oddaleniu od pętli aktywa­
cyjnej. Pozostałe reszty treoniny ulegające autofosforylacji 
tworzą trzeci rejon i znajdują się w części przymembrano- 
wej cząsteczki PrkC [15].

CHARAKTERYSTYKA RODZINY FOSFATAZ BIAŁKO­
WYCH (PPP)

Do rodziny fosfataz białkowych zaliczamy eukarioty­
czne fosfatazy typów: PP1, PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6 i 
PP7; jednakże w organizmach prokariotycznych występują 
one stosunkowo nielicznie [4, 16]. Fizjologiczna funk­
cja bakteryjnych przedstawicieli tej rodziny również po­
zostaje słabo poznana. Można mówić wyłącznie o postu­
lowanej funkcji fosfataz PrpA i PrpB z Escherichia coli, które 
wydają się być zaangażowane w usuwanie nieprawidłowo 
zwiniętych białek znajdujących się w cytoplazmie komór­
ki [17]. Fosfatazy białkowe należące do rodziny PPP mają 
rdzeń katalityczny składający się z około 280 reszt aminok- 
wasowych, w którym wyróżnia się trzy niezmienne moty­
wy: DXH-(~25)-GDXXD-(~25)-GNHD/ E) [18]. Pozostałe 
części cząsteczek fosfataz mogą nie wykazywać żadnej 
homologii pomiędzy sobą. W komórkach eukariotycznych 
rdzenie katalityczne fosfataz (np. PPlc, PP2A, PP2B itp.) 
występują w kompleksach z podjednostkami nadającymi im 
specyficzność substratową lub regulującymi ich aktywność. 
W komórkach bakteryjnych fosfatazy białkowe działają jako 
pojedyncze polipeptydy [17, 19, 20]. Zaznaczyć również 
należy podobieństwo konserwowanych motywów fosfa­
taz białkowych z hydrolazami diadenozynopolifosforanów
[21]. Enzymy należące do tej grupy zawierają w centrum ak­
tywnym dwa dwuwartościowe jony metali takich jak Zn, Fe, 
Mg lub Ni. W przypadku fosfatazy PP1 są to jony Fe2+ i Mn2+, 
a w przypadku PP2B Zn2+ i Fe2+. Do tej pory brak jest danych 
krystalograficznych w odniesieniu do enzymów prokario­
tycznych. Jednak w przypadku fosfatazy PP1 bakteriofaga \ 
stwierdzono w szeregu doświadczeń wykorzystujących 
elektronowy rezonans paramagnetyczny, że są to jony Mn2+
[22]. Analizy biochemiczne umożliwiły przypuszczenie, że 
fosfatazy PrpA i PrpB z E. coli wykorzystują jony Mg2+ [17], 
a PrpE z B. subtilis, Ni2+ [20]. Jony metalu oddziaływują z 
resztami kwasu asparaginowego, histydyny i asparaginy 
znajdującymi się w niezmiennych motywach wszystkich fos­
fataz rodziny PPP. Wspomniane reszty budują centrum ak­
tywne enzymu i oddziaływują pośrednio lub bezpośrednio 
z grupą fosforanową związaną z resztą seryny lub treoniny 
substratu. W kieszeni katalitycznej znajdują się również 
cząsteczki wody, związane z jonami metalu i pozostające 
w odległości van der Waalsa do grupy fosforanowej. Jedna 
z cząsteczek wody tam się znajdujących działa jako akty­
wowany metalem nukleofil. Hydroliza wiązania estrowego 
pomiędzy grupą fosforanową a łańcuchem bocznym de- 
fosforylowanego aminokwasu jest reakcją jednoetapową, 
prowadzoną przez aktywowaną cząsteczkę wody lub anion 
OH* [11].

Dwufunkcyjny enzym, katalizujący fosforylację i defos- 
forylację białka Hpr, zwany HprK, nie wykazuje homologii 
do żadnej grupy poznanych do tej pory enzymów zaanga­
żowanych w fosforylację i defosforylację białek [7], Kinazy/ 
fosfatazy HprK, to białka zbudowane z 304-320 reszt ami- 
nokwasowych. Na uwagę zasługuje fakt, że wszystkie prze­
badane pod tym kątem gatunki bakterii zawierają zawsze 
tylko jeden gen kodujący białko HprK. Również organizacja 
genów otaczających gen hprK jest zbliżona pomiędzy róż­
nymi gatunkami bakterii [23], Enzym HprK jest regulowa­
ny allosterycznie przez fruktozo-l,6-bisfosforan spełniający 
funkcję aktywatora oraz fosforan nieorganiczny będący 
inhibitorem aktywności kinazy [24]. Kolejną cząsteczką 
mającą wpływ na aktywność enzymu HprK jest ATP. Jego 
wysokie stężenie faworyzuje aktywność kinazy, niskie zaś 
fosfatazy [25]. Wiązanie niskocząsteczkowych aktywatorów 
przez kompleksy białka HprK jest kooperatywne. Analiza 
mutacyjna enzymów tego typu, pochodzących z różnych 
gatunków bakterii wykazała, iż możliwe jest otrzymanie 
mutantów mających upośledzoną jedną z aktywności -  fos­
fatazy bądź kinazy białkowej [26, 27]. W cząsteczkach ki­
naz białka Hpr znaleziono dwa silnie konserowane rejony. 
Pierwszy, tworzący motyw A Walkera i odpowiadający za 
wiązanie nukleotydów oraz drugi charakterystyczny tylko 
dla kinaz/fosfataz HprK, zaangażowany w oddziaływanie 
z resztą seryny 46 białka Hpr [28], Białko to w roztworze 
tworzy homoheksamery, wykazujące potrójną symetrię [29, 
30], Kolejne badania wykazały, że powinowactwo enzymu 
do białka Hpr wzrasta dziesięciokrotnie w obecności ATP 
oraz wskazały na obecność i rolę kationów metali w tym 
procesie. Dowiedziono również, że fosforan nieorganiczny 
hamuje aktywność kinazy białka HprK poprzez wiązanie 
się do miejsca zajmowanego przez ATP [31]. Mechanizm 
defosforylacji białka Hpr przez omawiany enzym jest rów­
nież odmienny. Grupą funkcyjną atakującą resztę ortofos- 
foranową związaną z aminokwasem jest druga grupa orto- 
fosforanowa. Dlatego też defosforylacja przeprowadzana 
przez białko HprK jest reakcją fosfo-fosforolizy i prowadzi 
do powstania cząsteczki pirofosforanu. Reakcja ta może 
również przebiegać w przeciwnym kierunku, to znaczy, 
w warunkach dużego stężenia pirofosforanu może on słu­
żyć jako donor grupy ortofosforanowej w reakcji fosforyla­
cji białka Hpr [32].

FUNKCJE PEŁNIONE PRZEZ FOSFATAZY Ser/Thr U B. 
subtilis

PRZEGLĄD FOSFATAZ KODOWANYCH PRZEZ GENOM B. 
subtilis

Fosfatazy kodowane w genomie B. subtilis są bardzo zróż­
nicowane. Pięć z nich (RsbX, RsbU, RsbP, SpoIIE i PrpC) 
należy do rodziny metalo-fosfataz białkowych, jedna repre­
zentuje rodzinę PPP (PrpE), pozostałe cztery są fosfataza­
mi tyrozynowymi. Dwie z nich są przedstawicielami kon­
wencjonalnych fosfataz tyrozynowych (YtrC i YvcJ), a YfkJ 
i YwlE reprezentują małe, kwaśne fosfatazy tyrozynowe 
[33]. Fosfatazy RsbX, U i P tworzą system aktywacji czyn­
nika oB, odpowiedzialnego za transkrypcję genów regulonu 
odpowiedzi na stres [34, 35]. Białko SpoIIE uczestniczy we

CHARAKTERYSTYKA KINAZY/FOSFATAZY Hpr
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wczesnych etapach sporulacji jako część systemu aktywacji 
podjednostki oF, działającej w formowanej presporze [36, 
37]. Para kinaza-fosfataza białkowa PrkC-PrpC uczestniczy 
pośrednio w procesie sporulacji i tworzenia biofilmu [14]. 
Ostatnia z opisywanych fosfataz, PrpE, została scharakte­
ryzowana tylko na poziomie biochemicznym [20] i jej rola 
komórkowa pozostaje jeszcze niewyjaśniona.

REGULACJA ODPOWIEDZI NA STRES

Bacillus subtilis jako wolno żyjąca bakteria glebowa jest 
bardzo często narażony na niekorzystne warunki śro­
dowiskowe, które ograniczają jego możliwości wzrostu. 
Osiągnięcie przez komórki B. subtilis fazy stacjonarnej lub 
poddanie ich działaniu stresu środowiskowego (tj. nieko­
rzystnej temperaturze, wysokiemu stężeniu soli czy dzia­
łaniu alkoholu) powoduje aktywację regulonu odpowiedzi 
stresowej. Ekspresja ponad 100 genów wchodzących w jego 
skład jest zależna od czynnika transkrypcyjnego oB. Bierze 
w nim udział 9 białek z rodziny genów rsb (ang. regulator 
o f sigma B) oraz kilkanaście innych białek [38, 39], Ogólnie 
przyjmowany schemat aktywacji czynnika oB przedstawia 
rysunek 1.

W komórkach niepodlegających żadnemu stresowi czyn­
nik oB znajduje się w kompleksie z kinazą RsbW, będącą 
czynnikiem anty-oB, co powoduje jego inaktywację. Czyn­
nik anty-anty-oB, czyli białko RsbV jest fosforylowane przez 
kinazę RsbW, czynnik any-oB. Zapobiega to jego wiązaniu 
do kompleksu kinazy RsbW z podjednostką oB i wypieraniu 
jej z kompleksu RsbW-oB. Gdy komórki B. subtilis wchodzą 
w stacjonarną fazę wzrostu, mają miejsce dwa zdarzenia: 
spada poziom wewnątrzkomórkowego ATP co czyni fosfo- 
rylację białka RsbV mało wydajną oraz wzrasta aktywność 
fosfatazy RsbP [34, 40], Należy dodać, że fosfataza RsbP jest 
aktywowana dzięki funkcji białka RsbQ o niewyjaśnonej 
jeszcze funkcji [34], Rezultatem wyżej wymienionych proce­
sów jest zwiększenie puli nieufosforylowanej formy białka 
RsbV, powstanie kompleksu RsbW-RsbV, a w konsekwencji 
uwolnienie i aktywacja podjednostki oB. Postuluje się rów­
nież, że istotnym czynnikiem podczas aktywacji regulonu 
odpowiedzi stresowej jest aktywność kinazy RsbW, na któ­
rą ma wpływ stosunek stężenia ATP do ADP w komórce. 
Aktywacja regulonu odpowiedzi na stres zachodzi według 
tego schematu wówczas, gdy obniżeniu ulega poziom ener­
gii w komórce.

W przypadku stresu środowiskowego aktywacja pod­
jednostki oB przebiega odmiennie. Początkiem aktywacji 
oB w odpowiedzi na stres środowiskowy jest rozpad kom­
pleksu RsbT-RsbS, w którym kinaza RsbT pozostawała nie­
aktywna [41]. Fosforyluje ona białko RsbS, które przestaje 
hamować jej aktywność. Wolna kinaza RsbT łączy się z fos­
fatazą RsbU, która defosforylując białko RsbV doprowadza 
do aktywacji podjednostki oB. Wytłumienie odpowiedzi 
stresowej zachodzi dzięki białku RsbX, które defosforylu- 
je RsbS i umożliwia mu ponowne wytworzenie kompleksu 
z kinazą RsbT [42], Należy dodać, że kinaza RsbT jest ak­
tywowana przez białko Obg, RsbR oraz jego homologi [38, 
43], Współdziałanie odpowiedzi na stres z innymi procesa­
mi zapewnia znacznie podwyższoną przeżywalność komó­

rek i wydajność sporulacji podczas ich hodowli w niskiej 
temperaturze (20°C) [44],

FOSFATAZA RsbX

Jest to najmniejsza fosfataza białkowa należąca do rodzi­
ny PPM kodowana przez genom B. subtilis. Cząsteczka RsbX 
składa się z 199 reszt aminokwasowych i posiada masę oko­
ło 22 kDa. Produkt genu rsbX był pierwszym poznanym re­
gulatorem aktywności podjednostki oB. Podejmowane pró- 
by wyjaśnienia roli białka RsbX w aktywacji podjednostki 
oB wskazywały na pośrednie działanie tego enzymu. Jednak 
wysoki poziom ekspresji genów zależnych od podjednostki 
oB w szczepach niosących mutacje rsbX~ był trudny do wyja­
śnienia. Badania genetyczne dowiodły, że regulacja pozio­
mu odpowiedzi na stres przez RsbX jest zależna od obec­
ności funkcjonalnego białka RsbU [45], W przypadku braku 
lub obniżonej ilości białka RsbX aktywność oB utrzymuje się 
na wysokim poziomie mimo ustania warunków wywołują­
cych stres [46], Tak więc, białko RsbX jest czynnikiem ogra­
niczającym poziom odpowiedzi stresowej w komórkach B. 
subtilis. Istnieje również inny mechanizm redukujący ilość 
wolnej podjednostki oB, niezależny od białka RsbX [47], Fos­
fataza RsbX defosforyluje białko RsbS będące inhibitorem 
aktywności kinazy RsbT. Nieufosforylowana forma białka 
RsbS wiąże się z kinazą RsbT, co przerywa aktywację regu­
lonu odpowiedzi na stres [42], Budowa białka RsbX skła­
dającego się tylko z domeny katalitycznej, sugerowała brak 
mechanizmu regulacji aktywności enzymatycznej. Jednak 
aktywność fosfatazy RsbX jest jednak w pewnym zakresie 
regulowana przez stres środowiskowy [48]. Mechanizm ten 
jest niezależny od białek RsbR i Obg, uczestniczących w ak­
tywacji odpowiedzi stresowej.

Podsumowując, fosfataza RsbX jest negatywnym regula­
torem odpowiedzi stresowej komórki B. subtilis.

FOSFATAZA RsbU

Cząsteczka fosfatazy RsbU składa się z 335 reszt amino­
kwasowych i ma masę 38,5 kDa. Badania przeprowadzone 
przez Wise i Price pokazały, iż produkt genu rsbll wykazuje 
znaczące podobieństwo sekwencji aminokwasowej wzglę­
dem białka RsbX oraz jest niezbędny do aktywacji czynnika 
oB podczas stresu środowiskowego [49]. Gen rsbll jest jed­
nym z ośmiu genów położonych w jednym operonie z ge­
nem sigB. Ekspresja pierwszych czterech genów, rsbR, rsbS, 
rsbT i rsbU, nie zmienia się podczas odpowiedzi stresowej 
w odróżnieniu od rsbV, rsbW, sigB i rsbX, które podlegają in­
dukcji. Doświadczenia filtracji żelowej i ko-immunoprecy- 
pitacji nie wykazały oddziaływania pomiędzy produktami 
pierwszej i drugiej czwórki genów [50], Kolejne doniesienia 
wykazały, że produkt genu rsbU jest niezbędny do regulacji 
aktywności czynnika oB w szlaku zależnym od białka RsbX 
[45], Niedługo potem stało się jasne, iż aktywacja oB jest 
spowodowana defosforylacją białka RsbV. Fosfataza RsbU 
jest aktywowana przez wytworzenie kompleksu z kinazą 
RsbT [42, 51]. Substratem dla tego enzymu jest fosforylowa- 
na forma białka RsbV, będącego czynnikiem anty-anty oB 
[52], Utworzenie kompleksu RsbU-RsbT powoduje raptow­
ną defosforylację białka RsbV i w konsekwencji uwolnienie 
czynnika oB. Podjęte próby skrystalizowania białka RsbU
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SigB
Stres środowiskowy

Rysunek 1. Schem at aktywacji czynnika oB w kom órkach B. subtilis. Stres ener­
getyczny: białko RsbQ aktywuje fosfatazę RsbP, która defosforyluje białko RsbV. 
W olne białko RsbV łączy się z białkiem  RsbW  i powoduje uwolnienie czynnika 
oB. Stres środowiskowy: sygnał o niekorzystnych w arunkach jest odbierany na 
dwa sposoby -  poprzez rozpad kom pleksu RsbS-RsbT oraz dzięki aktyw ato­
rom kinazy RsbT -  białkom  Obg, RsbR i jego paralogom . W olna kinaza RsbT 
fosforyluje białko RsbS oraz łącząc się z fosfatazą RsbU aktywuje ją. Prowadzi 
to do defosforylacji białka RsbV. W olne białko RsbV łączy się z białkiem  RsbW 
i powoduje uwolnienie czynnika oB. Fosfataza RsbX defosforylując białko RsbS 
powoduje wygaszenie odpow iedzi stresowej. Fosfatazy - kolor czerwony, białka 
regulatorow e -  kolor czarny, kinazy białkow e -  kolor zielony. „+" oznacza akty­
w ację oznacza represję.

powinny umożliwić analizę mechanizmu regulacji działa­
nia tego enzymu (Rys. 1) [53],

FOSFATAZA RsbP

Fosfataza RsbP składa się z 403 reszt aminokwasowych
i ma masę około 45,8 kDa. Gen rsbP jest zlokalizowany 
w operonie wraz z genem rsbQ. Udział fosfatazy RsbP 
w aktywacji odpowiedzi na stres został udowodniony przez 
Vijay i współpracowników [34], Enzym ten uczestniczy 
w aktywacji podjednostki oB w odpowiedzi na obniżenie 
się potencjału energetycznego komórki [34]. W cząsteczce 
tej fosfatazy można wyróżnić domeny: fosfatazy oraz PAS. 
Ta druga spotykana jest w białkach będących czujnikami 
zmian potencjału oksydo-redukcyjnego, tlenu lub światła 
[54], Obecność domeny PAS w cząsteczce fosfatazy sugeru­
je, iż mogłaby ona samodzielnie śledzić zmiany w poziomie 
energetycznym komórki. Jednak kolejne badania wykazały, 
że fosfataza RsbP tworzy stabilne kompleksy z produktem 
genu rsbQ. Funkcja tego białka jako pozytywnego regula­
tora jest niezbędna do aktywacji podjednostki oB [39]. Pro­
dukt genu rsbQ należy do rodziny a/p hydrolaz, która to 
skupia enzymy wykazujące całą gamę różnych aktywności 
enzymatycznych [55]. W odpowiedzi na stres energetycz­
ny w komórkach B. subtilis powstaje kompleks RsbP-RsbQ, 
który defosforylując białko RsbV, będące czynnikiem anty- 
-anty oB umożliwia uwolnienie i aktywację oB, a w rezulta­
cie dalszą odpowiedź na stres.

REGULACJA PROCESU SPORULACJI Z UDZIAŁEM OD­
WRACALNEJ FOSFORYLACJI BIAŁEK

Tworzenie przetrwalników przez B. subtilis jest jedną ze 
strategii przetrwania niekorzystnych warunków środowi-

skowych przez dłuższy czas. Uruchomienie procesu sporu- 
lacji jest ważną decyzją rozwojową dla bakterii, dlatego też 
wymaga scalenia wszystkich dostępnych informacji o stanie 
komórki i środowiska zewnętrznego. Proces podejmowania 
decyzji o wytworzeniu przetrwalnika jest regulowany przez 
system białek uczestniczących w przenoszeniu grupy fosfo­
ranowej (ang. phosphorelay) [56], Sygnał do rozpoczęcia spo- 
rulacji jest przekazywany za pośrednictwem pięciu kinaz 
histydynowych aktywowanych specyficznymi sygnałami 
[57]. Aktywowane kinazy ulegają autofosforylacji, następ­
nie grupa fosforanowa jest przekazywana na białko SpoOF. 
Białko to jest substratem dla fosfotransferazy SpoOB, która 
przenosi grupę fosforanową na białko SpoOA będące czyn­
nikiem transkrypcyjnym bezpośredno odpowiedzialnym 
za aktywację ekspresji genów kluczowych dla rozpoczęcia 
procesu sporulacji [58]. Ufosforylowana forma białka Spo­
OA indukuje ekspresję ponad 100 genów, których produkty 
są niezbędne w procesie sporulacji. Przepływ grup fosfora­
nowych od kinaz do białka SpoOA jest regulowany przez 
szereg fosfataz białkowych, takich jak RapA, B i E a także 
SpoOE [59]. Fosfatazy te są regulowane na poziomie trans­
krypcji, translacji oraz aktywności enzymatycznej. W inicja­
cji sporulacji biorą również udział: system dwuskładniko­
wy regulujący kompetencję komórek B. subtilis oraz system 
odpowiedzialny za gospodarkę fosforem [60], Uruchomio­
ny proces sporulacji jest następnie kontrolowany przez ka­
skadę czynników o. Pierwszym czynnikiem o jest podjed- 
nostka oH działająca w komórce macierzystej. W wyniku jej 
działania ekspresji ulegają miedzy innymi białka SpoIIAA 
(kinaza), SpoIIAB (białko regulatorowe), SigF (czynnik 
transkrypcyjny) oraz SpoIIE (fosfataza białkowa). Tworzą 
one system aktywujący podjednostkę oF wyłącznie w pre- 
sporze oraz uczestniczą w niesymetrycznym podziale ko­
mórki bakteryjnej [61], Kolejne etapy sporulacji prowadzące 
do aktywacji dalszych czynników transkrypcyjnych takich 
jak oE, c f  i oK nie podlegają regulacji przez odwracalną fos­
forylację białek.

FOSFATAZA SpoIIE

Cząsteczka SpoIIE składa się z 827 reszt aminokwaso­
wych i ma masę około 82 kDa. W cząsteczce tego białka wy­
różnia się dwanaście rejonów transmembranowych położo­
nych w N-terminalnej części białka, część globularną (reszty 
aminokwasowe 331 do 607) oraz C-terminalną domenę fos- 
fatazową [8, 62]. Podobieństwo strukturalne i funkcjonalne 
domeny C-terminalnej białka SpoIIE do metalo-fosfataz 
białkowych zostało potwierdzone szeregiem doświadczeń 
in vitro oraz mutagenezą ukierunkowaną konserwowanych 
ewolucyjnie reszt aminokwasowych w centrum katalitycz­
nym fosfatazy [37, 63], Fosfataza ta wymaga do swojej ak­
tywności jonów Mg2+ lub Mn2+ w odróżnieniu od fosfataz 
Rsb, które są aktywowane tylko przez jony Mg2+ oraz PrpC, 
która wymaga jonów manganu. Fizjologiczną funkcją fosfa­
tazy SpoIIE jest aktywacja czynnika oF, który jest odpowie­
dzialny za transkrypcję wczesnych genów sporu lacyjnych 
w powstającej presporze oraz niesymetryczny podział ko­
mórki podczas wczesnych etapów sporulacji [64], Udział 
białka SpoIIE w tworzeniu ściany komórkowej zachodzi 
poprzez jego interakcję z białkiem FtsZ [65]. Aby czynnik 
of mógł być aktywowany, fosfataza SpoIIE musi defosfo- 
rylować białko regulatorowe SpoIIAA, będące czynnikiem
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anty-anty oF. Nieufosforylowana forma białka SpoIIAA łą­
czy się z kompleksem SpoIIAB-oF tworząc kompleks Spo­
ił A A-SpoII AB i wolny czynnik oF [66], Defosforylacja białka 
SpoIIAA zachodzi tylko w presporze, wskazując na istnie­
nie mechanizmu regulacji lokalizacji i aktywności fosfatazy 
SpoIIE [67], Za istnieniem tego mechanizmu przemawia 
fakt, iż enzym ten jest zlokalizowany w powstającej ścianie 
komórkowej oddzielającej tworzącą się sporę od komór­
ki macierzystej [62], Wyjaśnienie to nie jest jednak pełne, 
ponieważ znane są mutanty genu spoIIE, które uniezależ­
niają defosforylację białka SpoIIAA od lokalizacji fosfatazy 
[8, 68, 69]. Pokazano również, iż defosforylacja regulatora 
SpoIIAA może zachodzić przed ukończeniem podziału na 
komórkę macierzystą i presporę, co dowodzi, że lokalizacja 
fosfatazy SpoIIE nie wystarcza do regulacji jej aktywności 
[36]. Na istnienie dodatkowego mechanizmu regulacji ak­
tywności fosfatazowej białka SpoIIE wskazują również po­
miary kinetyki fosforylacji/defosforylacji białka SpoIIAA. 
Ilość kinazy Spoił AB i fosfatazy SpoIIE w komórkach B. 
subtilis podczas sporulacji jest podobna, lecz reakcja defos­
forylacji zachodzi prawie 100 razy szybciej niż fosforylacja 
[70], Różnica w szybkości procesu fosforylacji/defosfory­
lacji wynika z bardzo wolnego uwalniania produktów re­
akcji przez kinazę Spoił AB [71]. Stąd wniosek, że aktyw­
ność fosfatazy musi być w jakiś sposób hamowana. W do­
świadczeniach z białkiem SpoIIAA, zawierającym treoninę 
w miejscu fosforylowanej przez kinazę SpoIIAB seryny 58, 
stwierdzono, że tak zmienione białko jest fosforylowane 
z normalną wydajnością, ale odporne na działanie fosfata­
zy SpoIIE. Warto zwrócić uwagę również na fakt, że białko 
SpoIIAA jest fosforylowane na reszcie seryny znajdującej 
się na powierzchni cząsteczki. Przyłączona w tym miejscu 
grupa ortofosforanu pełni tylko pasywną rolę znacznika 
białka mającego dwa ujemne ładunki elektryczne. Badania 
krystalograficzne jak i wykorzystujące magnetyczny rezo­
nans jądrowy nie wykazały znaczących zmian w konforma­
cji regulatora SpoIIAA [72, 73], Aktywność fosfatazy SpoIIE 
odgrywa również kluczową rolę w powiązaniu czasowo- 
-przestrzennym niesymetrycznego podziału komórki B. 
subtilis oraz aktywacji genów zależnych od podjednostki o1 
w powstającej sporze [74], Co więcej, wykazano, że nieufos­
forylowana forma białka SpoIIAA powstająca w presporze 
oddziaływuje z białkiem SpoOA systemu przenoszenia gru­
py fosforanowej, odpowiedzialnym za inicjację sporulacji. 
Oddziaływanie to prowadzi do zahamowania fosforylacji 
białka SpoOA i w konsekwencji blokuje powtórną inicjację 
sporulacji w powstającej sporze [75].

ROLA FOSFORYLACJI BIAŁEK W TRANSPORCIE CU­
KRÓW

Systemy transportu cukrów występują powszechnie 
wśród bakterii. Umożliwiają one wybranie najkorzystniej­
szego źródła węgla i energii spośród znajdujących się aktu­
alnie w środowisku otaczającym bakterie [76]. Mikroorga­
nizmy wypracowały skomplikowany mechanizm pozwa­
lający na wykrywanie i transport wybranego związku przy 
jednoczesnym zablokowaniu pobierania innych. W toku 
ewolucji, bakterie Gram-ujemne i Gram-dodatnie wykształ­
ciły odpowiednie systemy różniące się na poziomie mole­
kularnym [77], U tych pierwszych rolę głównego regulatora 
pełni białko CAP, w przypadku drugich natomiast tę funk­

cję pełni białko Hpr [78]. Cząsteczka Hpr poprzez swój stan 
fosforylacji (nie ufosforylowane, ufosforylowane na reszcie 
Hisl5, ufosforylowane na reszcie Ser46, ufosforylowane na 
obu resztach) reguluje metabolizm węgla poprzez mechani­
zmy węglowej aktywacji katabolicznej lub węglowej repre­
sji katabolicznej [79], Za fosforylację Hpr odpowiada biał­
ko El (fosforylacja na reszcie histydyny) i kinaza/fosfataza 
Hpr (fosforylacja na reszcie seryny). W komórce B. subtilis 
zidentyfikowano piętnaście systemów transportu cukrów 
[80], Napływ cukrów do komórki powoduje zwiększenie 
stężenia fruktozo-l,6-bisfosforanu, co prowadzi do powsta­
nia białka Hpr fosforylowanego na reszcie Ser46. W konse­
kwencji uruchamiany jest system węglowej represji katabo­
licznej i napływ cukrów jest hamowany. Gdy poziom po­
średnich substratów glikolizy obniża się, towarzyszy temu 
podwyższenie poziomu nieorganicznego fosforanu w ko­
mórce. Białko HprK „przestawia się" na aktywność fosfa­
tazy i zmniejsza poziom białka Hpr, fosforylowanego na 
reszcie seryny. Staje się ono wtedy substratem dla El, które 
przenosi grupę fosforanową z fosfoenolopirogronianu na 
resztę histydyny białka Hpr, co ponownie uruchamia za­
leżny od fosforylacji transport cukrów do wnętrza komórki
[77]. Tak więc, białko Hpr stanowi centralny punkt regulacji 
metabolizmu węgla w komórkach bakterii Gram-dodatnich 
(Rys. 2) [81]. Również proces sporulacji jest zależny od sta­
nu białka Hpr, które wiąże ten proces z metabolizmem wę­
gla oraz replikacją DNA [82].

KIN AZ A/FOSFATAZA HPR

Pierwsze doniesienia mówiące o kinazie i fosfatazie biał­
ka HPr z B. subtilis pojawiły się w roku 1998. Wtedy to Gali- 
nier wraz ze współpracownikami opublikował pracę zawie­
rającą charakterystykę dwóch genów: hprK i hprP. Pierwszy

inne
źródła węgla galaktoza

X ~ maltoza

R ysunek 2. Regulacja transportu cukrów do komórki B. subtilis. Rysunek przed­
staw ia bakterie w dwóch stanach: w obecności alternatywnych źródeł węgla 
(część rysunku na prawo od przerywanej linii) oraz podczas ich braku (część ry­
sunku na lewo od przerywanej linii). Aktywacja lub represja została zaznaczona 
odpow iednio znakiem  „+" lub W  obecności alternatyw nych źródeł węgla 
białko H pr jest głównie fosforylow ane na reszcie Ser46. W  tej form ie aktywuje 
ono represorow e białko CcpA, które blokuje ekspresję genów odpow iedzialnych 
za wykorzystanie alternatywnych źródeł węgla. Jeśli w środow isku nie są obec­
ne inne źródła węgla, białko Hpr jest głównie fosforylowane na reszcie H isl5. 
Ta form a białka HPr aktywuje system y fosfo-przenośników cukrów  do kom órki, 
k inazę glicerolu (GK) oraz substrato-specyficzne regulatory (SSR). Zastosow ane 
skróty: ZN W  -  zespół napędu wici, CheY/A -  białka przenoszące sygnały che- 
m otaktyczne, GK -  kinaza glicerolu, SSR -  substrato-specyficzne aktyw atory, El
-  enzym  pierwszy system u transportu cukrów zależnego od fosforylacji, Hpr
-  fosfotransferaza Hpr, H prK/P -  kinaza/fosfataza białka Hpr, CcpA -  główne 
białko regulatorow e aktywacji/represji katabolicznej.
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z nich kodował kinazę białka HPr zbudowaną z 310 reszt 
aminokwasowych. Białko to wykazywało aktywność kina­
zy Ser/Thr, której substratem komórkowym jest białko HPr 
ulegające fosforylacji na reszcie Ser46. Równocześnie został 
scharakteryzowany produkt genu hprP, kodującego białko 
składające się z 216 reszt. Białko HprP wykazywało aktyw­
ność fosfatazy białkowej w stosunku do fosforylowanego 
białka HPr. Aktywność fosfatazy białka HprP była stymulo­
wana przez jony Mg2+ oraz fosforan nieorganiczny [7]. Nie­
długo później wykazano, że kinaza Hpr jest aktywowana al- 
losterycznie przez fruktozo-l,6-bisfosforan oraz hamowana 
przez fosfor nieorganiczny [31, 79], Następnie stwierdzono, 
że kinaza HprK wykazuje dodatkową aktywność enzyma­
tyczną -  fosfatazy białkowej [25], W powyższej pracy wy­
kazano, że aktywność fosfatazowa białka HprP jest niespe­
cyficzna i znacznie niższa od znalezionej w HprK. Dlatego 
produkt genu hprK nazwano kinazą/fosfatazą HPr. Zabu­
rzenie równowagi pomiędzy obiema aktywnościami tego 
enzymu prowadzi do dysfunkcji całego systemu zależnego 
od fosforylacji transportu cukrów i upośledzenia wzrostu 
bakterii [26, 28]. Jego homologi są znajdowane w bakte­
riach Gram-dodatnich oraz w niektórych Gram-ujemnych 
bakteriach patogennych. Fizjologiczną funkcją białka Hpr 
jest regulacja zależnego od fosforylacji transportu cukrów 
do wnętrza komórki bakteryjnej oraz kontrola ekspresji 
genów związanych z tym procesem [80, 83]. Produkt genu 
hprK występuje w komórce w postaci homo-oligomerów, 
zawierających zwykle sześć podjednostek [30, 84]. Wykaza­
no również, że białko to może występować jako monomer 
lub dimer, w zależności od pH. Poziom aktywności kinazy 
lub fosfatazy można przedstawić jako funkcję pH. W wa­
runkach fizjologicznych wartości pH białko HprK wykazuje 
aktywność kinazy, natomiast obniżenie pH powoduje prze­
wagę aktywności fosfatazy białkowej. Aktywność fosfatazy 
faworyzuje również heksameryczny kompleks tego enzy­
mu [85], Białko HprK może wykorzystywać pirofosforan 
lub ATP jako donory grupy fosforanowej. Związanie akty­
watora, fruktozo-l,6-bisfosforanu, powoduje allosteryczną 
zmianę konformacji enzymu faworyzującą wiązanie ATP. 
Jeśli donorem grupy fosforanowej jest pirofosforan, zmiana 
ta nie jest konieczna [86]. Produkcja białka HprK zachodzi 
konstytutywnie na niskim poziomie. Nie udało się również 
wykazać zmian w ilości tego białka w różnych fazach wzro­
stu hodowli B. subtilis, co sugeruje, że jego aktywność jest 
regulowana wyłącznie na poziomie funkcji enzymatycznej 
[28].

INNE FUNKCJE FOSFATAZ SERYNOWO-TREONINO- 
WYCH W KOMÓRCE B. subtilis

Fosforylacja białek na resztach Ser/Thr najprawdopo­
dobniej zaangażowana jest również w proces tworzenia 
biofilmu bakteryjnego, skoordynowanego ruchu bakterii 
po powierzchni agaru czy wytwarzania spor. W ostatnim 
z wymienionych przykładów nie uczestniczy ona w regula­
cji tego procesu. W literaturze światowej ukazały się prace 
wskazujące na związek pomiędzy regulacją odpowiedzi na 
stres a wytwarzaniem biofilmu [87], Udział fosfataz kodo­
wanych przez B. subtilis był również postulowany w tym 
procesie [14]. Mechanizm regulacji tych procesów przez 
fosforylację pozostaje jednak ciągle niewyjaśniony.

Cząsteczka fosfatazy PrpC składa się z 254 reszt amino­
kwasowych. Aktywność fosfatazy białkowej dla tego białka 
wykazano w stosunku do autofosforylowanej kinazy PrkC
[13]. Opisane powyżej fosfatazy RsbX, U i P zależne są od 
jonów Mg2+. PrpC charakteryzuje się odmiennym zapotrze­
bowaniem na jony metalu i wymaga jonów Mn2+ do swojej 
aktywności. Gen fosfatazy prpC jest eksprymowany konsty­
tutywnie wraz genem z kinazy prkC w operonie składają­
cym się z pięciu genów: deffm t, yloN, prpC i prkC. Co więcej, 
istnieje możliwość ekspresji wyłącznie genów prpC i prkC 
z dodatkowego promotora zlokalizowanego bezpośrednio 
przed tymi genami (Iwanicki i in., dane nie publikowane). 
Cząsteczki PrkC ulegają trans-autofosforylacji, która sty­
muluje aktywność kinazy białkowej [15]. Z tego punktu wi­
dzenia fosfataza PrpC pełni rolę inhibitora kinazy, poprzez 
wpływ na poziom fosforylacji cząsteczek PrkC.

FOSFATAZA PrpE

Białko kodowane przez gen prpE B. subtilis jest białko­
wą fosfatazą zaliczaną do rodziny PPP ze względu na po­
dobieństwo sekwencji aminokwasowej. Charakterystyczne 
motywy strukturalne całej rodziny są dobrze zachowane 
w sekwencji aminokwasowej tego białka. Przedstawiciele 
tej grupy enzymów wykazują homologię względem syme­
trycznych hydrolaz diadenozynotetrafosforanów (Ap4A). 
Występowanie nukleotydów takich jak diadeninopolifos- 
forany (substratów dla hydrolaz ApnA), zostało wykaza­
ne w wielu różnych organizmach, na przykład: Salmonella 
typhimurium, Escherichia coli i Saccharomyces cerevisiae, Phy- 
sarum polycephalum, krewetek, myszy czy człowieka. Funk­
cja pełniona przez nukleotydy tego typu może być różna 
i zmieniać się w zależności od rodzaju dinukleozydopoli- 
fosforanu i organizmu, w którym występuje. Mogą one na 
przykład stymulować syntezę DNA, regulować mitozę czy 
aktywować transkrypcję genów [88-90].

Przeprowadzona w naszym laboratorium analiza bioche­
miczna wykazała, że białko kodowane przez gen prpE wyka­
zuje trzy aktywności: fosfatazy białkowej, hydrolazy Ap4A 
i ATPazy. Wszystkie wymienione aktywności są zależne od 
jonów Ni2+. Dokładniejsze badania pozwoliły stwierdzić, 
iż badane białko jest w stanie usuwać grupy fosforanowe 
z reszt fosfotyrozyny, ale nie z fosfoseryny lub fosfotreoniny
[19]. Białko badane w naszym laboratorium jest pierwszym 
enzymem z rodziny PPP, który in vitro wykazuje aktywność 
tylko w stosunku do fosfotyrozyny. Kolejną niespodzianką 
był fakt, że cząsteczka Ap4A jest hydrolizowana niesyme­
trycznie do cząsteczek AMP i ATP. Najlepiej poznany en­
zym tego typu, ApaH, pochodzący z £. coli i wykazujący 
znaczną homologię z badanym białkiem (25% identyczno­
ści) jest symetryczną hydrolazą Ap4A. Natura odmiennego 
sposobu degradacji Ap4A przez PrpE pozostaje w dalszym 
ciągu niewyjaśniona. Ostatnia z wykrytych aktywności 
enzymatycznych - ATPazy - nie stanowi zaskoczenia, po­
nieważ może ona towarzyszyć hydrolazom Ap4A. Kolejne 
doświadczenia mające na celu ustalenie, która ze znalezio­
nych aktywności przeważa w warunkach in vivo wykazały,

FOSFATAZA PrpC
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że białko PrpE działa w komórce najprawdopodobniej jako 
fosfataza białkowa [20].

PODSUMOWANIE

Fosfatazy Ser/Thr kodowane w genomie B. subtilis 
uczestniczą w wielu procesach komórkowych warunkują­
cych wzrost bakterii, odpowiedź na zmieniające się warun­
ki środowiska oraz możliwość decyzji warunkującej różne 
drogi rozwoju. Wyżej opisane procesy są ze sobą nieroze­
rwalnie powiązane, tak jak ma to miejsce w przypadku me­
tabolizmu komórki. Rozpatrywanie ich jako pojedynczych 
układów nie oddaje całej złożoności oraz możliwości regu­
lacyjnych jakie stwarzają. Istotność przedstawionych fosfa­
taz białkowych dla komórek nie ulega wątpliwości, gdyż 
pełnią one kluczowe role w omówionych wyżej procesach. 
Przedstawiona ich charakterystyka jest również dowodem 
na to, że fosfatazy białkowe, pozostające w cieniu kinaz 
w większości badań naukowych, są równie ważnymi enzy­
mami dla komórek jak kinazy.
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ABSTRACT

Gram-positive soil bacterium Bacillus subtilis possesses six eukaryotic-like serine-threonine protein phosphatases. These enzymes play an 
important role in the cell. The response to environmental or nutrional stress conditions are controlled by three Rsb phosphatases: RsbX, RsbU  
and RsbP. Phosphatases are also involved in endospore formation process (SpoIIE) and sugar transport (kinase/phosphatase Hpr). M oreover in 
the cell there are phosphatases with still unknown function (PrpC and PrpE). Cellular processess, presented here are regulated by serine/thre­
onine protein phosphatases and very important for bacterial survival in natural environment. Protein phosphatases must act in cooperation with 
protein kinases and deserve the same attention as kinases.
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W dniach od 26 czerwca do 1 lipca 
2004 roku odbył się w Warszawie dwu­
dziesty dziewiąty kongres Federacji 
Europejskich Towarzystw Biochemicz­
nych (29th Congress of the Federation 
of European Biochemical Societies). Był 
to już drugi kongres FEBS, który miał 
miejsce w Warszawie. Pierwszy został 
zorganizowany w 1966 roku. Kongres 
w roku 2004 miał charakter specjalny, 
został on zorganizowany w czterdzie­
stą rocznicę utworzenia Federacji Euro­
pejskich Towarzystw Biochemicznych. 
Odbył się pod patronatem Prezydenta 
Rzeczypospolitej Polskiej Aleksandra 
Kwaśniewskiego, w zupełnie innych 
warunkach społeczno-politycznych niż 
w 1966 roku. Tym razem towarzyszyło 
mu niedawne przyjęcie Polski do Unii 
Europejskiej. Dlatego też atmosfera pa­
nująca w czasie kongresu miała w so­
bie coś ze święta i spełnienia od dawna

Fot. 1. Ceremonia otwarcia kongresu FEBS 2004 
w Pałacu Kultury i N auki w W arszawie. Od lewej: 
profesorowie Dawid Shugar, Kurt W uthrich (laureat 
Nagrody Nobla), Piotr W ęgleński (rektor Uniw ersy­
tetu W arszawskiego) i W łodzim ierz O stoja-Zagórski 
(przewodniczący Kom itetu N aukowego Kongresu 
FEBS 2004).

Fot. 2. Skarbnik FEBS, profesor Iain M ow bray (pierw ­
szy od prawej) na ceremonii otwarcia Kongresu FEBS 
2004 w Pałacu Kultury i Nauki.

oczekiwanego powrotu naszego kraju 
do rodziny krajów europejskich.

June 26'ft - I « ' ) ' Ó
2004 Wars aw, Polana
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Fot. 3. O brady w centrum  kongresow ym  „G rom ada". 
Od lewej: prof. Jolanta Barańska (przew odnicząca ko­
mitetu organizacyjnego) oraz prof. Ju lio  Celis (sekre­
tarz generalny FEBS).

Ceremonia otwarcia kongresu mia­
ła miejsce w Sali Kongresowej Pałacu 
Kultury i Nauki w Warszawie (Fot. 1 
i 2). Po wystąpieniach honorowych go­
ści, m.in. sekretarza generalnego FEBS, 
prof. Julio Celisa (Fot. 3), oraz prezesa 
Polskiej Akademii Nauk, prof. Andrze­
ja Legockiego (Fot. 4), zebrani wysłu­
chali wykładu inauguracyjnego pod 
tytułem "NMR views of soluble pro­
teins and membrane proteins" (Datta 
Lecture), wygłoszonego przez laureata 
nagrody im. Alfreda Nobla, prof. Kurta

Wtithricha ze Szwajcarii. Po wykładzie 
wszyscy obecni uczestniczyli w pory­
wającym koncercie polskiego wypró­
bowanego „produktu eksportowego", 
zespołu „Mazowsze".

Fot. 4. Pom iędzy wykładami. Od lewej: profesorowie 
Jan Barciszewski, Andrzej Legocki (prezes Polskiej 
Akademii Nauk) oraz Aleksander Włodawer.

W kongresie FEBS 2004 uczestni­
czyło ponad dwa tysiące naukow­
ców, pochodzących z pięćdziesięciu 
krajów. Wykłady wygłosiło dwustu 
pięćdziesięciu sześciu wykładowców 
z trzydziestu dwóch krajów (Fot. 5 i 6). 
Wykłady zgrupowano w sześć sym­
pozjów („DNA realm", „RNA world", 
„Proteins and peptides in work", „Celi 
biochemistry", „Biosphere and bioche- 
mistry" oraz „Towards a heathier life") 
i trzydzieści pięć sesji naukowych. Wy­
kłady sympozjalne były poprzedzone 
sześcioma wykładami plenarnymi.

Fot. 5. Przerwa na kawę w trakcie obrad kongresu. 
Od lewej: profesorow ie Jerzy Duszyński (wice-prze- 
wodniczący kom itetu naukow ego kongresu FEBS 
2004, dyrektor Instytutu Biologii Doświadczalnej 
PAN), Lech W ojtczak i Ernesto Carafoli.
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Fot. 6. W ykłady w czasie Kongresu FEBS 2004: w cen­
trum prof. Andrzej Dżugaj.

Oprócz wspomnianego wykładu prof. 
Wiithricha, wygłosili je profesorowie 
Ryszard Gryglewski („Pharmacology 
of vascular endothelium" - Sir Hans 
Krebs Lecture; Fot. 7), Iain Mattaj („The

Fot. 7. Rozm ow a naukow a prof. Ryszarda Gryglewski 
(od prawej - prezentującego w czasie kongresu FEBS 
2004 Hans Krebs Lecture) z prof. Stefanem  Chłopic- 
kim (w ykładowcą na kongresie).

Ran GTPase as a signal of chromosome 
position" - EMBO Lecture), Peter Son- 
deregger („Extracellular proteolysis at 
the synapse: regulatory roles in synap­
tic structure, function and plasticity" 
- IUMB Lecture), Claudina Rodrigues- 
-Pousada („Yeast activator proteins and 
stress response: an overview" - PABMB 
Lecture) oraz Rosario Rizutto („Cal­
cium signaling in apoptosis" - Theodor 
Bucher Lecture). Odbyły się także sesje, 
w których wystąpili: laureat nagrody 
„FEBS Letters Young Scientist Award" 
(dr J.-O. Lee) oraz laureat nagrody im. 
Jakuba Karola Parnasa (prof. Grze­
gorz Węgrzyn). Profesorowie Isabelle 
Mansuv i Anthony Hannan otrzymali 
„FEBS Special Anniversary Prize".

Kongresowi towarzyszyły również 
sesje specjalne, otwarte dla szerokiej 
publiczności, takie na przykład jak 
"Problem based learning", „Science 
and society -  the use of stem cells in re­
search and future medical practice" lub 
"FEBS/ELS meeting on the European 
Research Council". W czasie kongresu 
przedstawiono także dziewięćset sześć

plakatów zjazdowych z czterdziestu 
siedmiu krajów.

Władze FEBS i Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego włożyły wie­
le trudu, aby zachęcić naukowców 
z Europy Wschodniej do przyjazdu 
do Polski. Na przykład, czterdziestu 
dwóm osobom z tej części świata FEBS 
ufundował stypendia. Opisane wy­
siłki sprawiły, że naukowcy z Europy 
Wschodniej, włączając polskich, stano­
wili sześćdziesiąt procent wszystkich 
uczestników kongresu w Warszawie. 
Na podkreślenie zasługuje także fakt, 
że naukowcy z niektórych krajów, na 
przykład z Bułgarii, Estonii, Słowacji, 
Łotwy, Ukrainy i Portugalii, po raz 
pierwszy w historii organizacji kon­
gresów FEBS byli zaproszeni jako wy­
kładowcy; wystarczy wspomnieć, że 
dwadzieścia trzy procent wszystkich 
wykładowców stanowili wykładow­
cy z Europy Wschodniej lub Central­
nej. W poprzednich latach udział ten 
wynosił od ułamka do trzech procent. 
Inną nowością i ułatwieniem finanso­
wym dla uczestników było szerokie 
otwarcie kongresu na polskie środo­
wisko naukowe i umożliwienie pobytu 
na kongresie stucientom, na podstawie 
dziennej przepustki, bez konieczności 
wnoszenia opłaty rejestracyjnej.

Forum Młodych Naukowców (FYS) 
odbyło się jak zwykle w terminie po­
przedzającym kongres. Forum Mło­
dych w Warszawie było zorganizo­
wane przez dr Rafała Czajkowskiego 
z Instytutu Biologii Doświadczalnej im. 
Marcelego Nenckiego PAN oraz Edytę 
Brzózkę z Wydziału Biologii Uniwer­
sytetu Warszawskiego.

Fot. 9. Po koncercie w Łazienkach Królewskich: od 
prawej prof. Adam  Szew czyk, prof. Jolanta Barańska 
i prof. Aleksander W łodawer.

Kongresowi towarzyszyły także 
liczne wydarzenia kulturalne, między 
innymi koncert muzyki Fryderyka 
Chopina w Parku Łazienkowskim, któ­
ry został entuzjastycznie przyjęty przez 
uczestników kongresu (Fot. 8 i 9).

Sukces naukowy i organizacyj­
ny kongresu stał się możliwy dzięki 
niezwykłej ofiarności i pracowitości 
wielu ludzi. Dwuletnia praca komite­
tu organizacyjnego kongresu zaowo­
cowała organizacją spotkania, które 
w ocenie wielu uczestników było naj­
lepszym kongresem FEBS w ostatnich 
latach. Wspaniali wykładowcy i oży­
wione dyskusje to jeden z elementów 
tego sukcesu, drugi to zaangażowanie 
i serce wielu wolontariuszy - studen­
tów, magistrantów oraz doktorantów 
warszawskich uczelni oraz instytutów 
Polskiej Akademii Nauk (Fot. 10). Moż­
na z dużą dozą prawdopodobieństwa 
przypuścić, że wśród nich będą przy­
szli organizatorzy wielkich kongresów 
biochemicznych w Polsce.

W czasie trwania kongresu odbyły 
się wystawy sprzętu laboratoryjnego, 
aparatury badawczej oraz wydaw­
nictw naukowych prezentowane przez 
trzydziestu dziewięciu wystawców 
(Fot. 11). Dodatkowo wystawcy ci zor-

Fot. 8. Koncert muzyki Fryderyka Chopina w Ła­
zienkach Królew skich, zorganizow any specjalnie dla 
uczestników kongresu FEBS.

Fot. 10. N iektórzy w olontariusze kongresu FEBS 
2004.
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Fot. 11. Stoisko Blackwell Publishing w czasie wystaw 
towarzyszących kongresow i FEBS w W arszawie..

ganizowali seminaria oraz wykłady. 
W czasie kongresu przygotowano dla 
uczestników bezpłatny dostęp do In­
ternetu oraz punkty dostępu bezprze­
wodowego (tzw. hot-spots). Informacje 
o kongresie były dostępne na domenie 
internetowej www.febs2004.pl, gdzie 
opublikowano informacje między in­
nymi o programie naukowym, komi­
tetach naukowym i organizacyjnym, 
zasadach przygotowania doniesień 
zjazdowych, o sponsorach i wystawach 
firm. Zanotowano ponad sto dwadzie­
ścia tysięcy „odwiedzin" tej strony.

Komunikaty zjazdowe ukazały się 
w wydawnictwie Blackwell w czasopi­
śmie European Journal of Biochemistry 
(tom 271, dodatek 1, 2004). Są one rów­
nież dostępne na stronie internetowej 
http://www.blackwellpublishing.com / 
febsabstracts2004/. Niektóre z wykła­
dów zostały opublikowane w formie 
artykułów w czasopiśmie FEBS Letters 
(tom 567, numer 1, 2004). Są one bez­
płatnie dostępne na stronie interneto­
wej wydawcy http://www.febsletters. 
org/. Polskie Towarzystwo Bioche­
miczne przygotowało także specjalne 
wydanie kwartalnika Acta Biochimica 
Polonica (tom 51, numer 2, 2004) za­
wierające doniesienia zjazdowe niektó­
rych ¡wykładowców oraz uczestników 
kongresu, bezpłatnie dostępne pod ad­
resem: http: / / www.actabp.pl/2_2004. 
html.

Patronat medialny nad kongresem 
objęły dziennik Rzeczpospolita, Polish 
& Eastern Europe Biotechnology and 
Biobusiness News, Wiedza i Życie, Po­
lityka, Laboratorium Przegląd Ogólno­
polski „ELAMED" oraz The Warsaw 
Voice. Wiele informacji o kongresie 
ukazało się w serwisie internetowym 
PAP „Nauka w Polsce": http://www.

Fot. 12. Israel Pecht, przew odniczący FEBS

naukapolska.pap.pl/cgi-bin/index. 
plb. Komitet organizacyjny przygoto­
wał także album (w postaci płyty CD) 
zawierający pięćset zdjęć dokumentu­
jących wydarzenia kongresu.

Dwudziesty dziewiąty kongres Fe­
deracji Europejskich Towarzystw Bio­
chemicznych w Warszawie został wy­
soko oceniony przez uczestników, za­
równo pod względem merytorycznym, 
jak i organizacyjnym. Został on także 
wysoko oceniony przez władze Euro­
pejskiej Federacji Towarzystw Bioche­
micznych (Fot. 12) w czasie ostatnie­
go zebrania komitetu wykonawczego 
FEBS, w grudniu 2004 roku. Należy do­
dać, że kongres zakończył się dodatnim 
bilansem finansowym. Zaakceptowany, 
przez władze FEBS, raport komitetu or­
ganizacyjnego kongresu jest dostępny 
w siedzibie Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego w Warszawie. Zgod­
nie z wytycznymi FEBS oraz zarządu 
głównego Polskiego Towarzystwa Bio­
chemicznego uzyskane fundusze będą 
wykorzystane na opłacenie wpisowego 
członków Polskiego Towarzystwa Bio­
chemicznego na kolejny kongres FEBS, 
który odbędzie się w 2005 roku w Bu­
dapeszcie.

Fot. 13. Kongresowi towarzyszyły wystawy apara­
tury naukow ej. Od lewej: dr Aleksander Jankowski, 
prezes Sigm a-Aldrich, prof. Andrzej Rabczenko, 
skarbnik kongresu FEBS 2004, i prof. Adam  Szew ­
czyk, sekretarz kom itetu organizacyjnego kongresu.

Do sukcesu kongresu przyczynili 
się w wydatny sposób jego sponsorzy 
- Ministerstwo Nauki i Informatyzacji 
oraz Sieć Biologii Molekularnej i Ko­
mórkowej UNESCO/PAN. Na odno­
towanie zasługuje również pomoc or­
ganizacyjno-finansowa ze strony róż­
nych firm, szczególnie Sigma-Aldrich, 
Bio-Rad, Millipore oraz Olympus (Fot.
13). Dzięki wsparciu organizacyjnemu 
dwóch Instytutów Polskiej Akademii 
Nauk: Instytutu Biochemii i Biofizyki 
oraz Instytutu Biologii Doświadczalnej 
im. Marcelego Nenckiego, komitet or­
ganizacyjny miał pewny i wiarygodny 
„dach nad głową".

Komitet organizacyjny kongresu 
FEBS stanowili prof. Jolanta Barańska 
(przewodnicząca), prof. Liliana Ko-

Fot. 14. Zakończenie kongresu FEBS 2004. Od lewej: 
prof. Liliana Konarska (w ice-przew odnicząca kom i­
tetu organizacyjnego kongresu FEBS 2004) oraz prof. 
W łodzim ierz Ostoja-Zagórski (dyrektor Instytutu 
Biochemii i Biofizyki PAN).

narska (wice-przewodnicząca -  Fot.
14), prof. Adam Szewczyk (sekretarz), 
prof. Andrzej Rabczenko (skarbnik) 
oraz prof. Edward Bańkowski, prof. 
Jan Barciszewski, dr Anna Dygas, prof. 
Andrzej Dżugaj, prof. Wirginia Jani- 
szowska, prof. Teresa Jakubowicz, prof. 
Michał Komoszyński, dr Paweł Pomor­
ski, prof. Michał Woźniak i dr Barbara 
Zabłocka. Program naukowy kongresu 
został przygotowany przez komitet na­
ukowy, któremu przewodniczył prof. 
Włodzimiesz Zagórski-Ostoja (dyrek­
tor Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN 
-  Fot. 14), a jego zastępcą był prof. Je­
rzy Duszyński (dyrektor Instytutu Bio­
logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego 
PAN).

Fotografie: Komitet Organizacyjny oraz 
Piotr Bednarczyk, Renata Hordejuk, Jo­
lanta Skalska i Antoni Wrzosek.
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Polsko-Ukraińska Konferencja 
im. Jakuba Karola Parnasa

XL Zjazd Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego

Polsko-ukraińskie konferencje im. 
Jakuba Karola Parnasa maja już długą 
tradycję. Pierwsza odbyła się w 1996 
roku we Lwowie i była połączona 
z wmurowaniem tablicy pamiątkowej 
ku czci profesora Parnasa w ścianie 
gmachu dawnego Wydziału Chemii 
Fizjologicznej Uniwersytetu Jana Ka­
zimierza, w którym profesor Parnas 
pracował przez cały okres międzywo­
jenny. W trakcie pierwszego spotkania 
w 1996 roku ustalono, że wspólnie or­
ganizowane konferencje będą odby­
wać się raz na dwa lata, naprzemiennie 
w Polsce i na Ukrainie. Druga konfe­

rencja została zorganizowana w Gdań­
sku w 1998 roku, trzecia znowu we 
Lwowie w 2000 roku, a czwarta w 2002 
roku we Wrocławiu. Ponieważ w 2004 
roku odbył się w Warszawie kongres 
Federacji Europejskich Towarzystw 
Biochemicznych, zdecydowano by pią­
ta konferencja im. J. K. Parnasa odbyła 
się w 2005 roku w Kijowie. Termin tej 
Konferencji strona ukraińska ustaliła 
na 26 - 29 kwietnia.

Szczegółowe informacje można 
znaleźć na stronie internetowej: http:// 
www.bioinfo.kiev.ua/parnas/

prof. dr hab. Jolanta Barańska 
prezes Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego

Doroczny -  XL Zjazd Polskiego To­
warzystwa Biochemicznego, odbędzie 
się w Lublinie w dniach 19-23 września 
2005 roku. W programie Zjazdu zapla­
nowano jedenaście sesji tematycznych: 
„Struktura i funkcja genów i geno­
mów", „Kwasy nukleinowe", „Struktu­
ra a funkcja białek", „Rola biologiczna 
fosforylacji białek", „Receptory i me­
chanizmy transmisji sygnałów w ko­
mórkach", „Starzenie i różnicowanie 
się komórek", „Biochemia kliniczna", 
„Diagnostyka molekularna i leczenie 
nowotworów", „Biochemia żywności 
i żywienia", „Dydaktyka biochemii, 
biologii molekularnej i biotechnologii", 
„Doniesienia różne". Podczas Zjazdu 
wygłoszonych zostanie około stu wy­
kładów prezentowanych przez pol­
skich naukowców oraz gości zagranicz­
nych. Zachęcamy do udziału młodych 
pracowników naukowych, którzy będą 
mieli okazję przedstawienia swoich 
osiągnięć badawczych Jednocześnie in­
formujemy, że podczas trwania Zjazdu, 
w dniu 21 września, odbędzie się XVIII 
Walne Zebranie członków Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego. Infor­
macje dotyczące rejestracji, rezerwacji 
hoteli, przygotowywania streszczeń 
komunikatów zjazdowych oraz imprez 
towarzyszących można znaleźć na na­
szej stronie internetowej: http://www. 
umcs.lublin.pl/ptb2005

prof. dr hab. Teresa Jakubowicz 
Przewodnicząca Komitetu 
Organizacyj nego

Profesor Peter Campbell nie żyje

Polska społeczność biochemiczna 
żegna z żalem profesora Petera Camp- 
bella, bardzo znaną postać w Polsce. 
Profesor Campbell stworzył i rozpoczął 
działalność SARS (Scientific Apparatus 
Recycling Scheme) w 1989 roku, kiedy 
rozpoczynała się polityczna transfor­
macja w naszym kraju i nasze zasoby 
aparaturowe oraz dostęp do literatury 
naukowej były bardzo ograniczone. 
Dzięki wysiłkom profesora Campbella 
przez kilka kolejnych lat dostawaliśmy

aparaturę naukowa, którą rozprowa­
dzaliśmy po różnych, najbardziej po­
trzebujących polskich laboratoriach, 
a literaturę po bibliotekach.

Profesor Peter Campbell pozostanie 
na zawsze w naszej wdzięcznej pamię­
ci.

prof. dr hab. Jolanta Barańska 
prezes Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego
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Wskazówki dla Autorów

WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach Bio­
chemii" mogą mieć charakter artykułów monograficznych, 
krótkich not o najnowszych osiągnięciach i poglądach oraz 
listów do Redakcji. Redakcja nie ogranicza objętości manu­
skryptów, jakkolwiek w każdym przypadku zalecana jest 
zwięzłość stylu, bez utraty jasności przekazu.

Autorzy odpowiadają za prawidłowość i ścisłość poda­
wanych informacji oraz poprawność cytowanego piśmien­
nictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przedstawione 
zagadnienia zilustrowane za pomocą tabel i rycin (wykresy, 
schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotografie), w uza­
sadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy 
Autorzy zamierzają włączyć do swego artykułu ilustracje 
publikowane przez autorów cytowanych prac oryginal­
nych, do czego Redakcja zachęca, należy uzyskać i przeka­
zać nam zgodę na przedruk, zarówno od autorów, jak i z 
wydawnictwa. Niemniej konstruowanie oryginalnych rycin 
i zbiorczych tabel na podstawie danych z piśmiennictwa 
jest również mile widziane. Przekazanie artykułu do redak­
cji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca 
nie była publikowana ani nie została zgłoszona do publi­
kacji w innym czasopiśmie, natomiast jeżeli zostanie ogło­
szona w „Postępach Biochemii", jej publikacja w całości lub 
we fragmentach w innym czasopiśmie wymagać będzie 
uprzedniej zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzący pracę po­
dejmuje decyzję o przyjęciu lub odrzuceniu manuskryptu 
na podstawie własnej opinii i opinii dwóch niezależnych 
recenzentów, w ciągu 6 tygodni od momentu otrzymania 
artykułu. W przypadku, kiedy praca wymaga poprawek 
odautorskich, Autorzy otrzymują drogą elektroniczną opi­
nie recenzentów i proszeni są o przygotowanie poprawio­
nej wersji manuskryptu i odesłanie go do Redakcji w ciągu 
8 tygodni. Ostateczną decyzję o przyjęciu pracy podejmuje 
Redaktor Naczelny w ciągu 2 tygodni od otrzymania po­
prawionej wersji manuskryptu.

Autorzy są zobowiązani do wykonania korekty autor­
skiej i poinformowania Redakcji o koniecznych zmianach, 
pocztą elektroniczną lub faksem, w ciągu 3 dni od chwili 
otrzymania.

Każdy z Autorów otrzymuje jeden egzemplarz numeru 
„Postępów Biochemii", w którym ukazał się jego artykuł.

WSKAZÓWKI SZCZEGÓŁOWE:

Przed przystąpieniem do napisania artykułu Autorzy są 
proszeni o zapoznanie się z najnowszym numerem „Postę­
pów Biochemii", aby przygotować pracę pod względem 
edytorskim, językowym oraz jakości materiału ilustracyj­
nego, które będą odpowiadały aktualnym wymogom Re­

dakcji. Artykuły powinny być pisane językiem naukowym, 
lecz zrozumiałym dla niespecjalistów. Poprawność logiczna 
i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczność i czy­
telność. Autorzy winni unikać składni obcojęzycznej, gwa­
ry laboratoryjnej, a także ograniczać stosowanie skrótów 
nawet, jeśli bywają używane w pracach specjalistycznych. 
Każda z prac nadesłanych do Redakcji podlega ocenie spe­
cjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega 
sobie prawo dokonania skrócenia tekstu i wprowadzenia 
koniecznych zmian, również w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsyłanie prac pocztą elektroniczną. W wy­
jątkowych przypadkach dopuszcza się przysyłanie prac na 
dyskietce lub płycie CD. Tekst winien być zapisany jako 

*.doc w formacie IBM PC, a pliki zawierające ryciny jako: *.tif, 
*.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst powinien być napisany z zacho­
waniem podwójnego odstępu między wierszami, z użyciem 
czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna­
ki specjalne prosimy wstawiać komendą „insert". W tekście 
prosimy wskazać miejsce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

Wskazany jest podział artykułu na nienumerowane roz­
działy i podrozdziały.

Strona 1 (tytułowa) zawiera tytuł artykułu, imiona i na­
zwiska Autorów (ze wskazaniem autora korespondujące­
go), tytuł naukowy każdego z Autorów i ich miejsce pracy 
z adresem pocztowym, numerem telefonu i adresem poczty 
elektronicznej, słowa kluczowe (do 6), wykaz stosowanych 
skrótów (do 10) w porządku alfabetycznym (ograniczony 
do niezbędnego minimum) oraz skrócony tytuł pracy (do 
25 znaków).

Kolejno numerowane strony obejmują streszczenie (do 
150 wyrazów), tekst pracy i piśmiennictwo. Na kolejnych 
stronach winny być umieszczone tabele oraz tytuły i obja­
śnienia rycin. Ostatnia strona winna zawierać następujące 
informacje w języku angielskim: tytuł artykułu, imiona i na­
zwiska Autorów oraz miejsca pracy, słowa kluczowe (do 6) 
i krótkie streszczenie artykułu (do 150 wyrazów).

Piśmiennictwo: Należy unikać nadmiernej liczby cy- 
towań oryginalnych prac, odsyłając czytelników w miarę 
możliwości do artykułów przeglądowych. Redakcja zaleca 
zacytowanie co najwyżej 70 publikacji, w większości pocho­
dzących z ostatnich 10 lat. Wykaz piśmiennictwa obejmuje 
prace w kolejności ich cytowania. W tekście, zaznacza się 
je liczbami porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadrato­
we, np. [3,7,9-26]. Sposób cytowania prac oryginalnych (1) 
i przeglądowych (2), książek (3), rozdziałów z książek jed­
notomowych (4), rozdziałów z tomów serii opracowanych
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Wielkość ryciny powinna być dostosowana do szeroko­
ści jednego łamu (8,5 cm) lub strony (18 cm). Na rycinach 
nie należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać 
się skrótami. Opisy na rysunkach powinny być wykona­
ne czcionką Arial 8. Ilustracje i tabele prosimy przesyłać 
w osobnych plikach.

Prace w formie elektronicznej prosimy przesyłać na ad­
res:

postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowied­
niego oprogramowania, prosimy o przysłanie pracy na dys­
kietce lub płycie CD, zabezpieczonej przed uszkodzeniem 
w czasie transportu, na adres:

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

Komunikat Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

SKŁADKI CZŁONKOWSKIE I PRENUMERATA „POSTĘPÓW BIOCHEMII" W 2005 ROKU

Składka członkowska Towarzystwa w 2005 roku wynosi dla członków rzeczywistych 80 zł, dla członków studentów 40 zł 
(w tym roczna prenumerata „Postępów Biochemii"); małżeństwa mogą opłacać składki w wysokości 120 zł (80 + 40). Człon­
kowie, którzy opłacą składkę członkowską do 30 czerwca 2005 roku, mają zapewnioną bezpłatną prenumeratę kwartalnika 
„Postępy Biochemii". Członkowie, którzy opłacą składkę po tym terminie, będą otrzymywać kwartalnik do czasu wyczerpa­
nia się zapasów magazynowych. Powyższe zmiany nie dotyczą członków honorowych Towarzystwa. Natomiast członkowie- 
-emeryci, nadal zwolnieni z opłacania składki członkowskiej, płacą jedynie 30 zł za roczną prenumeratę „Postępów Bioche­
mii". Osoby, które nie są członkami Towarzystwa, mogą być prenumeratorami „Postępów Biochemii". Koszt prenumeraty 
w 2005 roku wynosi 100 zł (w tym koszty wysyłki). Biblioteki płacą za preńumeratę „Postępów Biochemii" (wraz z kosztami 
wysyłki) 140 zł.

UWAGA: ZMIANA NUMERÓW KONT POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Składki członkowskie Towarzystwa i należności za prenumeratę kwartalnika „Postępy Biochemii" prosimy wpłacać na 
konto:

BPH PBK S.A. ODDZIAŁ W WARSZAWIE, UL. KRUCZA 24-26,
NR KONTA 95 1060 0076 0000 4110 5000 0371.

Wpłaty za prenumeratę kwartalnika „Acta Biochimica Polonica" należy dokonywać na konto:

BPH PBK S.A. ODDZIAŁ W WARSZAWIE, UL. KRUCZA 24-26,
NR KONTA 35 1060 0076 0000 4110 5000 0384.

dr Anna Dygas
skarbnik Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

przez różnych redaktorów (5) wskazują poniżej podane 
przykłady:
1. Jiang QX, W ang DN, M acKinnon R (2004) Electron microscopic 

analysis of KvAP voltage-dependent K+ channels in an open confor­
mation. Nature 430: 806-810

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by 
Ca2+-ATPase of the sarcoplasmic reticulum. Annu Rev Biochem 73: 
269-292

3. Dołowy K, Szewczyk A, Pikuła S (2003) Błony biologiczne, W ydaw­
nictwo Naukowe Śląsk, Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and 
dynamics of the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: 
Pochet R (red) Calcium: the molecular basis of calcium action in bi­
ology and medicine. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Bo­
ston, London, str. 191-205

5. Darżynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja 
końca 5' (KAPU) mRNA i U snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski 
J (red) Na pograniczu chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Nauko­
we Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Poznań, str. 
143-179

Tabele winny być opatrzone jednoznacznym tytułem 
i ewentualnie także niezbędnymi objaśnieniami umieszczo­
nymi pod tabelą. Wielkość tabel powinna być dostosowana 
do szerokości jednego łamu (8,5 cm) lub strony (18 cm).

Ilustracje: ryciny winny być zapisane jako: *.tif, *.cdr, 
*.psd, lub *.eps. Ryciny powinny być wykonane w skali 1:1.
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Słownik angielsko-polski 
Słownik polsko-angielski

600 000 angielskich i polskich 
znaczeń, typowych połączeń 
wyrazowych, fraz i idiomów 
zaczerpniętych ze wszystkich 
odmian języka! OXTO RD
komplet z płytą CD!
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