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W ykaz stosowanych skrótów: CUGBP1 —  białko w iążące się 
z sekw encją CUG (ang. CUG binding protein); HNPCC —  
dziedziczny niepolipow aty rak je lita  grubego (ang. hereditary 
non-polyposis colorectal cancer); LOH —  utrata heterozygo- 
tyczności (ang. loss o f  heterozygosity)', M M R —  system  napra­
wy błędnie sparowanych zasad (ang. mismatch repair)', MSI —  
niestabilność m ikrosatelitam a (ang. microsatellite instability)', 
ORF —  otw arta ramka odczytu (ang. open reading frame)', 
PCR —  łańcuchowa reakcja polim erazy (ang. polymerase chain 
reaction)', SSR —  proste sekw encje pow tarzalne (ang. simple 
sequence repeats)', STR — krótkie tandem owe pow tórzenia 
(ang. short tandem repeats)', TNR —  pow tórzenia trójnukleoty- 
dowe (ang. trinucleotide repeats)', U TR —  region nie ulegający 
translacji (ang. untranslated region)', V NTR — sekw encje o 
zmiennej liczbie tandem owych pow tórzeń (ang. variable num­
ber o f  tandem repeats).

I. Wstęp

Mikrosatelity są to proste tandemowe powtórze­
nia krótkich sekwencji DNA. Występują w dużej ilo­
ści w genomach wszystkich organizmów żywych i

Mgr, Katedra i Zakład Biochemii, A kadem ia M edyczna w G da­
ńsku, ul. Dębinki 1, 80-211 Gdańsk, turyn@ am g.gda.pl

organellach subkomórkowych zawierających mate­
riał genetyczny. Z powodu bardzo dużej częstości 
występowania i wysokiego polimorfizmu znalazły 
szerokie zastosowanie jako marker segmentów chro­
mosomów, w badaniach gatunków, populacji, a ta­
kże pojedynczych osobników. Stosowane są w anali­
zach pokrewieństwa, medycynie sądowej i badaniu 
biologicznych materiałów o znaczeniu historycznym
[1], U wyższych kręgowców najczęściej wystę­
pującymi mikrosatelitami są sekwencje zbudowane z 
jednostki powtarzalnej (CA)n, a średni dystans mię­
dzy mikrosatelitami wynosi około 25 tys. par zasad
[2]. U ludzi 90% najczęściej występujących mikrosa­
telitów o sekwencji (CA)n ma długość poniżej 20 po­
wtórzeń jednostki repetytywnej, a 1-2% ma powyżej 
30 powtórzeń [3]. W niektórych stanach patologicz­
nych stwierdza się zmiany w sekwencjach mikrosa­
telitarnych. W eksonach mogą występować sekwen­
cje o motywie powtarzalnym długości trzech nukle- 
otydów. Nadmierna liczba powtórzeń w takiej se­
kwencji może stanowić molekularne podłoże niektó­
rych chorób, najczęściej związanych z układem ner­
wowym [4]. W komórkach nowotworowych również 
mogą pojawić się zmiany w sekwencjach mikrosate-
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litarnych. Może to być wykorzystane w diagnostyce 
tej choroby.

II. Definicje

W latach 60-tych odkryto, że 10% genomu myszy 
stanowią sekwencje o liczbie powtórzeń rzędu 106
[5]. Dalsze badania wykazały, że wszystkie sekwen­
cje repetytywne stanowią 30% mysiego genomu. 
Występują one licznie także u wielu innych gatun­
ków kręgowców oraz u roślin, bezkręgowców, a na­
wet u Protozoa i drożdży [6]. Sekwencje powta­
rzające się wielokrotnie w genomie, o długości 
130-300 par zasad, nazwane zostały SINES (ang. 
short interspersed repeats). Sekwencje dłuższe — do 
kilkudziesięciu tysięcy par zasad —  nazwano LINES 
(ang. long interspersed repeats). Wyróżnia się także 
sekwencje, których motyw powtarzający się tworzy 
ciąg powtórzeń ustawionych tandemowo [7]. Są to: 
satelitarny DNA, minisatelity oraz mikrosatelity. Sa­
telitarny DNA o rdzeniu powtarzalnym dłuższym niż 
sto par zasad i o całkowitej długości do kilku milio­
nów par zasad, stanowi dobrze poznaną i zdefinio­
waną rodzinę powtórzeń tandemowych. Kolejną gru­
pę stanowią minisatelity. Pierwszym odkrytym mini- 
satelitą była sekwencja o 15-to nukleotydowym 
rdzeniu powtarzalnym znajdująca się w pobliżu genu 
kodującego insulinę [8]. W 1985 roku J e f f r e y s  i 
wsp. [9] opisali minisatelity o sekwencjach powta­
rzalnych długości od 16 do 64 par zasad, a wielkość 
całych sekwencji wahała się od 100 do 3000 par za­
sad. Obecnie za minisatelitę przyjmuje się sekwencje 
o powtarzającym się motywie długości od 10 do 100 
par zasad i całkowitej długości od 100 do 100 tysięcy 
par zasad [1, 10]. Klasą o najmniejszej jednostce re- 
petytywnej są mikrosatelity. Po raz pierwszy zostały 
opisane w roku 1989 [11, 12]. Długość sekwencji po­
wtarzalnej jest definiowana różnie przez różnych au­
torów jako 1-6 [7, 13], 1-5 [14], 2-6 [1] czy 2-5 par 
zasad [15]. Niektórzy wyodrębniają z mikrosateli- 
tów jako oddzielną grupę ciągi mononukleotydowe 
[1]. Rozbieżności pojawiają się także w nomenklatu­
rze. Definicje pojęć przyjęto za zaleceniami C h a m ­
b e r s  i M a c A v o y  [1]. Termin VNTR (ang. varia­
ble number o f  tandem repeats — sekwencje o zmien­
nej liczbie tandemowych powtórzeń) przyjęto jako 
określenie mini- i mikrosatelitów, natomiast pojęcia: 
STR (ang. short tandem repeats — krótkie tandemo­
we powtórzenia) i SSR (ang. simple sequence repe­
ats —  proste sekwencje powtarzalne) dla określania 
wyłącznie sekwencji mikrosatelitarnych. Ważne jest 
zachowanie wyraźnego rozdziału pomiędzy mini- i 
mikrosatelitami, ponieważ ich powstawanie i ewolu­

cja zachodzą poprzez odmienne mechanizmy [ 10]. 
Za mutacje w sekwencjach mikrosatelitarnych odpo­
wiedzialne są błędy mające miejsce w czasie replika­
cji nici opóźnionej. Natomiast zmiana ilości powtó­
rzeń jednostki repetytywnej w minisatelitach zacho­
dzi przeważnie w komórkach linii płciowej w proce­
sie podobnym do konwersji genów w czasie rekom­
binacji zachodzącej podczas mejozy i związana jest z 
pęknięciami obu nici DNA [10]. Przyporządkowanie 
VNTR o rdzeniu długości 7-10 par zasad do odpo­
wiedniej grupy sekwencji repetytywnych następo­
wać będzie wraz z dalszym postępem badań nad spo­
sobem mutowania tych sekwencji [1]. Mikrosatelity 
podzielono na cztery grupy: mikrosatelity zupełne, 
niezupełne, złożone oraz złożone niezupełne. Mikro­
satelity zupełne zawierają nieprzerwane ciągi se­
kwencji repetytywnych, natomiast w mikrosatelitach 
niezupełnych ciągi te są przerywane wstawkami 1-4 
nukleotydowymi. Mikrosatelity złożone —  zbudo­
wane są z dwu i więcej ciągów sekwencji powtarzal­
nych, które w złożonych niezupełnych są rozdzielo­
ne kilkunukleotydowymi wtrąceniami [3, 16]. Do tej 
pory nie ustanowiono ogólnie przyjętych zasad spo­
sobu zapisywania sekwencji powtarzalnych. For­
muła ta powinna być jak najprostsza i zapis podlegać 
powinien porządkowi alfabetycznemu. W związku z 
tym, mimo iż sekwencję tego samego mikrosatelity 
można zapisać w postaci (CA)n oraz (TG)n to według 
powyższej zasady poprawniejszy jest pierwszy za­
pis. Wyjątek stanowią tu tandemy w sekwencjach 
kodujących, gdzie poprawniejszy będzie zapis se­
kwencji nici kodującej. Zapis sekwencji może 
uwzględniać obie nici np.: (CA)n(TG)n lub (CA)n/ 
(TG)n [1].

III. Biologia mikrosatelitów

Można stwierdzić z dużym prawdopodobień­
stwem, że mikrosatelity występują licznie w geno­
mach wszystkich organizmów. Lokalizacja chromo- 
somalna mikrosatelitów jest dobrze poznana dla ta­
kich organizmów jak człowiek [17, 18], mysz [19, 
20], szczur [21, 22]. Sekwencje te zlokalizowane są 
wzdłuż całych chromosomów z wyłączeniem telo- 
merów [1]. Podobny wzór jest przedstawiany dla 
bezkręgowców np. komara Anopheles gambiae [23]. 
Analiza bibliotek sekwencji kodujących i nieko- 
dujących różnych grup organizmów od drożdży 
przez rośliny, owady po naczelne wskazuje na niższą 
częstość występowania sekwencji STR (mono-, di-, 
tetra- i pentanukleotydowych) w sekwencjach ko­
dujących w porównaniu z niekodującymi. W se­
kwencjach trinukleotydowych zaobserwowano tylko
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niewielkie różnice [24]. U drożdży Saccharomyces 
cerevisiae około 5% mikrosatelitów o rdzeniu mo­
no-, di- i tetranukleotydowym (zbudowanych co naj­
mniej z 15 powtórzeń) znajduje się w ORF (ang. 
open readingfram e  —  otwarta ramka odczytu). Na­
tomiast około 80% o rdzeniu trinukleotydowym wy­
stępuje w sekwencjach kodujących [25].

Niewiele wiadomo o pochodzeniu ewolucyjnym 
mikrosatelitów. Pewne światło na ten problem rzuca 
niezależne powstanie dwu różnych loci mikrosateli- 
tarnych w krótkim fragmencie pseudogenu p-glo- 
biny u naczelnych. U części gatunków w tym rejonie 
występuje zmiana sekwencji, powstała najprawdo­
podobniej na skutek mononukleotydowej substytucji 
u ich wspólnego przodka. Zjawisko to stwierdzono u 
części człekokształtnych i ludzi, gdzie doszło do za­
miany G na A. W wyniku tej mutacji powstało te- 
tranukleotydowe tandemowe powtórzenie (ATGT)2, 
które uległo wydłużeniu do (ATGT)4 u szympansów i 
goryli oraz do (ATGT)5 u ludzi. Inna mutacja 
nastąpiła u przodka północnicy (łac. Aotus trivirga- 
tus), małpy południowoamerykańskiej, gdzie w wy­
niku tranzycji A na G powstało dinukleotydowe po­
wtórzenie (GT)5, które uległo wydłużeniu u tego ga­
tunku do (GT)6 [15] (Ryc. ł). Mikrosatelity powstają

nia nad ludzkim genomem umożliwiły testowanie 
dużej ilości różnych loci. Wynika z nich bardzo wy­
soka częstość mutacji mikrosatelitów, średnio 2x 10 '3 
na locus na mejozę. Danych tych nie można uogól­
niać dla innych organizmów z powodu bardzo du­
żych różnic międzygatunkowych [29]. Dla 
przykładu: średni poziom mutacji jednego locus u 
muszki owocowej (łac. Drosophila melanogaster) 
jest znacznie niższy (od 6x10'6 do 9x10'6) [30, 31].

Powtórzenia o całkowitej długości <8 nukleoty- 
dów występują w genomie z częstością oczekiwaną 
dla przypadkowych sekwencji. Sekwencje powta­
rzalne dłuższe od tej wartości granicznej występują 
częściej niż można by tego oczekiwać dla takich se­
kwencji powstałych w wyniku przypadkowego usta­
wienia nukleotydów. [1]. Dominującym mechaniz­
mem mutacyjnym w sekwencjach mikrosatelitar- 
nych jest tzw. błędne parowanie na nici opóźnionej 
(ang. slipped strand mispairing) [32, 33]. Podczas 
replikacji nici opóźnionej może dojść do powstania 
pętli złożonej z pełnego motywu powtarzalnego lub 
jego wielokrotności. Jeśli replikacja jest kontynu­
owana bez naprawy, na nowo powstającej nici do­
chodzi do zmiany ilości powtórzeń rdzenia repety- 
tywnego. Jeśli pętla powstanie na matrycy, to nowo

T O 7 A T G T G T G K M
orangutan
gibbon
rezus
kapucynka

goryl
szympans

Aotus tmirgatus ÏW ATG TATG TATGTATG T

człowiek

WdïATGTATGTATGTATGTATGT
Ryc. 1. Hipotetyczne powstanie dwu mikrosatelitamych loci w pseudogenie r)-globiny u naczelnych na drodze pojedynczych mutacji punktowych 

(miejsca mutacji oznaczone czarną kropką) i duplikacji motywów powtarzalnych.

z rejonów tzw. ang. cryptic simplicity, to jest krótkich 
rejonów, w których powtarza się jeden kilkunukle- 
otydowy motyw w bardzo niewielkiej odległości od 
siebie [26]. Przykładem takiej sekwencji jest oma­
wiany powyżej rejon w pseudogenie p-globiny. 
C h a m b e r s  i M a c A v o y  [1] sugerują, by za 
początek istnienia mikrosatelity uznawać moment, 
gdy długość ciągu powtórzeń przekroczy 8 nukleoty­
dów, poniżej której istniałyby tylko sekwencje zwa­
ne cryptic simplicity.

Eukariotyczne sekwencje unikalne mutują z czę­
stością około 10'9 zmian na nukleotyd na pokolenie 
[27], natomiast sekwencje mikrosatelitarne mutują w 
zakresie 10 3- 10'4 na locus na pokolenie [28], Bada-

zsyntetyzowana nić ulegnie skróceniu o tyle powtó­
rzeń, ile uległo wypętleniu. Jeżeli natomiast pętla 
utworzy się na nici powstającej, nastąpi wzrost ilości 
powtórzeń [29] (Ryc. 2). Za rozpoznawanie i usuwa­
nie takich błędów odpowiedzialny jest w komórkach 
system MMR (ang. mismatch repair —  system na­
prawy błędnie sparowanych zasad). Uszkodzenie 
tego systemu prowadzi w sekwencjach mikrosateli- 
tarnych i ciągach mononukleotydowych do wzrostu 
ilości mutacji 100-700 razy. Eliminacja funkcji ko- 
rektorskich z polimeraz DNA 8 i e w komórkach 
drożdży nie wywołuje takiego efektu [34], Na pod­
stawie scharakteryzowanych już sekwencji STR 
można przedstawić następujące wnioski: mikrosate-
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lity występują częściej i są dłuższe u kręgowców niż 
u bezkręgowców; wśród kręgowców zmiennociepl- 
nych mają średnio więcej powtórzeń [ 1].

Częstość mutacji mikrosatelitów wykazuje różni­
ce międzygatunkowe, ale także różni się wewnątrz 
gatunku pomiędzy poszczególnymi loci. O różnicach 
tych decyduje głównie długość samego mikrosatelity
[3]. Analizy rodowodów [28, 31] oraz obserwacje

kwencje otaczające, aktywność transkrypcyjna. 
Dane na ten temat są jednak nieliczne i niejedno­
znaczne [35].

Zupełnie inny mechanizm powstawania mikrosa­
telitów rozważany jest w związku z retrotranspozo- 
nami. N a d i r  i wsp. [41] sugerują, że mononukle- 
otydowe ciągi nukleotydów adeninowych powstać 
mogły w wyniku, podobnego do mechanizmu odpo-
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Ryc. 2. Schemat mechanizmu (ang. slipped strand mispairing) odpowiedzialnego za zmiany ilości powtórzeń motywu repetytywnego w mikrosateli- 
tach.

populacji [35] i klonowanych mikrosatelitów [36] 
wykazały, że ilość mutacji w tych sekwencjach wzra­
sta wraz z ilością powtórzeń jednostki repety ty wnej. 
Inne badania dowodzą też, że dodatkowe czynniki 
mają wpływ na tę zależność [35]. Jednym z takich 
czynników może być wielkość motywu powtarzalne­
go. Bezpośrednie obserwacje mutacji mikrosatelitar- 
nych w analizach rodowodów sugerują, że poziom 
mutacji sekwencji o rdzeniu tetranukleotydowym 
jest wyższy niż sekwencji o rdzeniu dinukleotydo- 
wym [28]. Natomiast badania naturalnych populacji 
wykazują zjawisko zupełnie odwrotne [37, 38]. Póź­
niejsze obserwacje wykazały, że przy analizie se­
kwencji o tej samej liczbie powtórzeń, sekwencje te- 
tranukleotydowe mutują wolniej [39]. Jest to zgodne 
z wynikami badań in vitro nad mechanizmem mutacji 
mikrosatelitów. Wykazano w nich, że istnieje ujemna 
korelacja między długością sekwencji powtarzalnej 
a powstawaniem pętli w czasie replikacji [33]. Wy­
stępowanie przerw w ciągu powtórzeń (mikrosatelity 
niezupełne) wpływa na tempo mutacji danego locus. 
W analizach rodowodowych, allele z kilkunukleoty- 
dowymi wtrąceniami w szeregu powtórzeń tego sa­
mego locus mikrosatelitarnego mutowały znacznie 
rzadziej od nieprzerwanych [40]. Ponadto przypusz­
cza się, że na tempo mutacji mogą mieć wpływ takie 
czynniki jak: sekwencja motywu powtarzalnego, se-

wiedzialnego za poliadenylację końca 3 ’ mRNA, 
procesu wydłużania końca 3 ’ retrotranspozonu.

U ssaków i Drosophila dominują powtórzenia 
(CA)n natomiast u Arabidopsis thaliana i drożdży 
częściej występują (AT)n. Mikrosatelity (CT)n, które 
u ssaków występują stosunkowo najrzadziej, sąprze- 
ważającym typem mikrosatelity u robaka Caenor- 
habditis elegans [35]. Te różnice mogą być wyni­
kiem specyficznych cech systemu MMR danego tak- 
sonu [42].

IV. Rola mikrosatelitarnego DNA

Mikrosatelitarny DNA jest uważany za neutralny 
ewolucyjnie, chociaż część sekwencji tego typu 
może spełniać ważne biologicznie funkcje. Niektóre 
aspekty dystrybucji mikrosatelitów w genomie 
wskazują na ich prawdopodobną rolę w tworzeniu 
specyficznych dla gatunku struktur w chromatynie
[43]. Mikrosatelity (CCG)n i (CAG)n wykazują bar­
dzo różną zdolność przyłączania histonów. Powtó­
rzenia (CAG)n wykazują wyższe od innych powino­
wactwo do białek nukleosomu, natomiast (CCG)n 
najniższe ze znanych sekwencji [44], U wielu gatun­
ków centromery chromosomów zawierają dużą licz­
bę różnorodnych sekwencji powtarzalnych, co 
wpływa na organizację tych rejonów [43]. We
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wszystkich centromerach pomidora Lycopersicum  
esculentum  znaleziono mikrosatelitę (GATA)n oraz 
długie dinukleotydowe powtórzenia [45]. W geno­
mie buraka Beta vulgaris analiza metodą fluorescen­
cyjnej hybrydyzacji in situ wykazała duży wzrost ilo­
ści sekwencji (GATA)n i (CAC)n w rejonie centro- 
merowym 3 z 9 par chromosomów, natomiast (CA)n 
w 8 [46],

Mikrosatelity są zdolne do tworzenia nie­
zwykłych drugorzędowych struktur DNA. Sekwen­
cje (GT)n mają zdolność do tworzenia lewoskrętnej 
helisy Z-DNA [47], a w powtórzeniach trinukleoty- 
dowych (CCG)n/(CGG)n obie nici jako jednoniciowe 
DNA mogą tworzyć struktury „szpilki do włosów”
[44]. Podobnie w TNR (ang. trinucleotide repeats —  
powtórzenia trinukleotydowe) (CAG)n/(CTG)n po 
przekroczeniu wartości krytycznej ilości powtórzeń, 
pojedyncza nić zbudowana z ciągu trójek CTG może 
tworzyć stabilną strukturę „szpilki do włosów”. Po­
wstanie takiej struktury na nowo powstającej 
cząsteczce DNA w czasie replikacji nici opóźnionej, 
prowadzi do znacznego wzrostu ilości motywu po­
wtarzalnego [48]. Sekwencje (CAG)n/(CTG)n mogą 
ponadto tworzyć struktury potrójnego heliksu z wy­
tworzeniem par typu Hoogsteena i powstaniem 
połączeń C-G-C oraz T-A-T. W pewnych warunkach 
jednoniciowe sekwencje (CGG)n i (CAGGG)n w 
obecności jonów K+ mogą utworzyć strukturę cztero- 
niciową, co może powodować zatrzymanie polime- 
razy DNA w czasie replikacji [44, 49].

Wykazano, że sekwencje powtarzalne mogą być 
odpowiedzialne za powstanie rejonów o znacząco 
wyższej od oczekiwanej częstości występowania re­
kombinacji [43]. Dinukleotydowe mikrosatelity 
(CT)n, (GT)n i (CA)n są preferencyjnie wiązane przez 
białko RecA pałeczki okrężnicy (łac. Escherichia 
coli) oraz jego analogi: białka scRad51 S. cerevisiae i 
hsRad51 człowieka, odgrywające istotną rolę w re­
kombinacji DNA [50]. Analiza 22 chromosomu ludz­
kiego wykazała związek pomiędzy rozmieszczeniem 
tandemów (GT)n a częstością rekombinacji [47]. In­
nym aspektem metabolizmu DNA, na który wpływ 
mogą mieć sekwencje STR, jest naprawa błędnie 
sparowanych zasad. Eksony genów systemu MMR: 
MSH6, MSH3, PMS2, MLH3 ssaków, owadów i dro­
żdży zawierają mononukleotydowe powtórzenia o 
długości od 8 do 10 nukleotydów. Mikrosatelity są 
narażone na delecje bądź insercje znacznie bardziej 
niż przypadkowe sekwencje. Jeśli powtórzenia mo­
nonukleotydowe znajdują się w rejonie kodującym, 
to mutacja taka grozi zmianą ramki odczytu i powsta­
niem niefunkcjonalnego białka. Paradoksalnie — 
białka limitujące mutacje w mikrosatelitarnym DNA

są podatne na takie mutacje. Istnieje hipoteza, że w 
organizmach eukariotycznych mononukleotydowe 
powtórzenia w genach MMR spełniają rolę 
przełącznika pozwalającego na łagodne zwiększenie 
częstości mutacji, a przez to potencjalny wzrost 
przystosowania do zmieniających się warunków 
[51].

Wielu autorów sugeruje, że sekwencje mikrosate- 
litarne mogą wpływać na poziom ekspresji niektó­
rych genów. Delecja znajdującej się w rejonie pro­
motora genu c-KI-ras sekwencji (TCCC)7, powoduje 
znaczący spadek aktywności transkrypcyjnej tego 
genu. Podobny efekt przynosi usunięcie motywu 
(TC)¡i z promotora genu hsp26 u Drosophila [52]. 
Na ekspresję genu mogą wpływać także sekwencje 
powtarzalne znajdujące się poza rejonem promotoro- 
wym. Poziom transkrypcji genu kodującego receptor 
czynnika wzrostu naskórka jest zależny od ilości po­
wtórzeń motywu CA w dinukleotydowej sekwencji 
STR, znajdującej się w intronie 1 tego genu [53]. Mi­
krosatelity mogą także pełnić funkcje wzmacniaczy 
transkrypcji. In vitro wykazano, że taką rolę spełnia 
HUMTH01. Jest to mikrosatelita tetranukleotydowy 
umiejscowiony w intronie 1 genu kodującego hy- 
droksylazę tyrozynową [54]. Ilość powtórzeń repety- 
tywnego rdzenia może bardzo różnie wpływać na 
ekspresję genu. Gdy sekwencję (CTG)n wbudowano 
do promotora genu URA3 w układzie drożdżowym, 
następowało zahamowanie ekspresji tego genu, kie­
dy tandem zbudowany był z 30 powtórzeń [48]. Od­
miennie na aktywność promotora wpływa dinukle- 
otydowy mikrosatelita znajdujący się około tysiąca 
par zasad przed miejscem inicjacji transkrypcji genu 
PAX-6. Gdy powtórzeń jest 29 to aktywność tego pro­
motora wzrasta 4-9 krotnie w porównaniu z komór­
kami zawierającymi allele o 26 powtórzeniach [55]. 
Natomiast mikrosatelita (GAA)n w rejonie promoto- 
rowym genu M9/pMGA u Mycoplasma gallisepticum  
musi się składać dokładnie z 12 powtórzeń, aby za­
chodziła transkrypcja [56].

Kolejnymi etapami ekspresji genów, na które 
mogą wpływać sekwencje powtarzalne, są składanie 
pre-mRNA i translacja [43]. W intronie 5 pre-mRNA 
genu cTNT  występuje sekwencja zbudowana z po­
wtórzeń CUG. Z sekwencją tą wiąże się białko 
CUGBP1 (ang. CUG binding protein — białko 
wiążące się z sekwencją CUG). Jego nadmierne na­
gromadzenie się w jądrze komórkowym kardiomio- 
cytów powoduje nieprawidłowe wbudowywanie 
eksonu 5 w mRNA cTNT  [57]. Białko CUGBP1 ma 
zdolność wiązania także powtórzeń CGG wystę­
pujących w mRNA. Może ono znajdować się zarów­
no w jądrze komórkowym, jak i w cytosolu. W
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mRNA dla C/EBP białko CUGBP1 wiąże się z oby­
dwoma rodzajami sekwencji powtarzalnych i stabili­
zuje strukturę faworyzującą alternatywny kodon 
startu translacji, a przez to syntezę krótszej izoformy 
białka C/EBP [58],

V. Zastosowanie markerów mikro- 
satelitarnych

Mapowanie genów jest bardzo ważnym elemen­
tem badań genetycznych roślin i zwierząt. Dostęp­
ność map genowych umożliwia identyfikację i pre­
cyzyjne klonowanie genów [59], tworzenie fizycz­
nych map chromosomów [60] i badania nad ewolucją 
genomów [61]. W drugiej połowie lat osiemdzie­
siątych do mapowania genów zaczęto wykorzysty­
wać sekwencje VNTR. W porównaniu do wcześniej 
stosowanych markerów wykazywały one dużo wię­
kszą zmienność. Dzięki wysokiej informatywności 
można było zastosować je do genotypowania rodzin i 
wyznaczania sposobu dziedziczenia genów w rodzi­
nach obciążonych badaną chorobą [62] lub do szuka­
nia loci potencjalnie związanych z powstawaniem 
danego zespołu chorobowego [63]. U ludzi znanych 
jest wiele tysięcy mikrosatelitarnych markerów [17] 
precyzyjnie zlokalizowanych wzdłuż każdego seg­
mentu każdego z chromosomów [1]. Podobne mapy 
istnieją już dla wielu innych organizmów [20, 21, 
23]. W regionie kodującym HLA klasy II występuje 
ponad 150 polimorficznych loci mikrosatelitarnych. 
Dokonywane są próby wykorzystania ich do analizy 
haplotypów HLA w analizie dawców do przeszcze­
pów szpiku kostnego [64]. Ponadto próbuje się zasto­
sować je do badania sprzężeń układu HLA z wystę­
powaniem różnych chorób u człowieka [65].

U gatunków, których genom został całkowicie 
bądź częściowo zsekwencjonowany, mikrosatelity 
mogą być wyszukiwane poprzez analizę baz danych 
[66]. W innym przypadku sekwencje powtarzalne 
znajduje się postępując według ogólnego schematu: 
najpierw analizowany genom podlega fragmentacji, 
fragmenty odpowiedniej długości łączy się z wekto­
rem, klonuje, a następnie selekcjonuje się klony przy 
użyciu sond zbudowanych z poszukiwanych sekwen­
cji powtarzalnych i klony hybrydyzujące z sondą se- 
kwencjonuje się wraz z unikalnymi sekwencjami 
otaczającymi, będącymi źródłem sekwencji starte­
rów dla reakcji PCR (ang . polym erase chain reaction 
— łańcuchowa reakcja polimerazy) [67].

Ponieważ mikrosatelitarne loci często posiadają 
po kilka alleli występujących ze stosunkowo dużą 
częstością i wykazują bardzo wysoką heterozygo- 
tyczność, stały się idealnym narzędziem do moleku­

larnej identyfikacji osobników [1]. Są podobnie jak 
minisatelity wykorzystywane rutynowo w badaniach 
genetycznych, w medycynie sądowej m. in. w spra­
wach o ustalenie ojcostwa. Zastosowanie 13 poli­
morficznych loci mikrosatelitarnych pozwala wy­
kluczyć ojcostwo z prawdopodobieństwem ponad 
99, 99% [68] (lub z dużym prawdopodobieństwem je 
potwierdzić). Stosowane są również do identyfikacji 
zwłok [1]. Badania przeprowadzone na sekwencjach 
tetranukleotydowych wykazały dużą stabilność se­
kwencji mikrosatelitarnych w różnych tkankach, na­
wet przy wysokim stopniu rozkładu zwłok [69]. Mar­
kery te dzięki dużej trwałości cząsteczki DNA i jej 
odporności na czynniki środowiskowe są użyteczne 
w analizie dowodów rzeczowych jakie stanowić 
mogą różnorodne ślady biologiczne np.: krew, 
włosy, naskórek, sperma, ślina. Wystarczają pi- 
ko-gramowe ilości matrycy, nawet w dużym stopniu 
zdegradowanej, aby przy zastosowaniu technik PCR 
dokonać ich analizy [68]. Stąd też mikrosatelity są 
bardzo użyteczne w badaniach historycznego mate­
riału biologicznego [70]. Mała ilość materiału ba­
dawczego (np.: pojedyncze łuski, włosy, wylinki 
węży, niewielka ilość krwi, a nawet kości z wyplu- 
wek sów) sprawia, że analizy te mogą być mało- lub 
wręcz nieinwazyjne i wpływają w niewielkim stop­
niu na kondycję badanych, nawet małych organi­
zmów [71, 72]. Są także stosowane w badaniach pre­
natalnych u ludzi w diagnostyce chorób genetycz­
nych [73].

Mikrosatelity są dobrym markerem do badania 
różnic pomiędzy blisko spokrewnionymi popula­
cjami. Stanowią doskonałe narzędzie do monitoro­
wania zmian różnorodności genetycznej populacji, 
a także do analizy pokrewieństwa i identyfikacji 
osobników rodzicielskich wewnątrz dużych popu­
lacji. Takie analizy są użyteczne w zarządzaniu ho­
dowlami i zasobami naturalnymi, w zrozumieniu 
wzorów pokrewieństwa w dzikich populacjach [74, 
75] oraz ochronie środowiska np.: ochronie wyko­
rzystywanych gospodarczo gatunków ryb przed 
przełowieniem [76].

Problemem w badaniach populacyjnych wykorzy­
stujących mikrosatelity mogącym znacząco 
wpływać na obserwowaną zmienność danego locus 
są„allele zerowe” . Są to allele nie ulegające amplifi- 
kacji w wyniku mutacji w rejonie wiązania starterów 
dla reakcji PCR w sekwencjach otaczających mikro- 
satelitę [77]. Mogą one występować z częstością na­
wet do 15% na locus. Gdy występują „allele zero­
we”, heterozygoty mogą być mylone z homozygota- 
mi, a gdy u osobnika występują dwa takie allele, brak 
u niego jakichkolwiek produktów amplifikacji [78].

POSTĘPY BIOCHEMII 50(3), 2004 203http://rcin.org.pl



Wygodną cechą mikrosatelitów jest to, że homo­
logiczne loci mogą być z dużym prawdopodobień­
stwem amplifikowane w spokrewnionych gatunkach 
przy zastosowaniu tych samych starterów [79]. Ga­
tunki nie muszą być nawet bardzo blisko spokrew­
nione, ale procent amplifikowanych loci może obni­
żać się wraz ze wzrostem przedziału czasu od rozejś­
cia się gatunków [66]. Inne dane wykazują, że mimo 
dużego dystansu czasowego (nawet do 300 milionów 
lat od szacowanego momentu rozejścia się gatun­
ków) dzielącego gatunki z dwu różnych rodzin mor­
skich żółwi udało się powielić sześć analizowanych 
loci u sześciu badanych gatunków [80]. Niemniej 
jednak „allele zerowe” są opisywane często 
wewnątrz populacji tego samego gatunku [66].

VI. Choroby związane z mikrosatelitami

VI-1. M ikrosatelity a choroby neurodegeneracyjne

Mikrosatelity trinukleotydowe, nazywane też 
TNR mogą występować w rejonach międzygeno- 
wych oraz w sekwencjach kodujących. Zidentyfiko­
wano 2135 genów, które zawierają takie sekwencje 
(o długości czterech lub więcej powtórzeń) w ekso- 
nach [81]. Eksony, tak jak i rejony UTR (ang. un- 
translated region —  region nie ulegający translacji), 
mogą zawierać różne sekwencje tego typu. W ekso- 
nach najliczniej występuje sekwencja zbudowana z 
(AGC)n. Mniej licznie reprezentowane są tandemy o 
powtarzającym się motywie (AGG)n i (CCG)n. Nato­
miast mikrosatelity takie jak (ACG)n i (ACT)n wystę­
pują rzadko. Sekwencja ACT może być również od­
czytana jako kodon „stop” —  TGA. Może to tłuma­
czyć jej rzadsze występowanie w eksonach. Wszyst­
kie te sekwencje występują bardzo rzadko w rejo­
nach międzygenowych i w intronach, gdzie najlicz­
niejsze TNR to (AAT)n. (AAT)n jest najczęściej wy­
stępującym u człowieka tandemem o jednostce po­
wtarzalnej długości trzech nukleotydów. Sekwencje 
(CCG)n często występują w rejonach przed miejscem 
startu transkrypcji genu i w rejonach UTR [81].

Antycypacja jest to zjawisko ostrzejszego prze­
biegu i wcześniejszego występowania objawów cho­
rób dziedzicznych w kolejnych pokoleniach. Jej 
podłoże molekularne stanowi niestabilność sekwen­
cji powtarzalnych. Zjawisko to opisano dla wielu 
chorób neurodegeneracyjnych i związane jest z mu­
tacjami dynamicznymi. Mutacje te polegają na zwie­
lokrotnieniu, na przestrzeni kilku pokoleń, najczę­
ściej trinukleotydowego motywu powtarzalnego, 
umiejscowionego w genie [82]. Prawdopodobień­
stwo wystąpienia mutacji dynamicznych zależy od

ilości nieprzerwanych podjednostek repetytywnych 
[83].

Pierwszą opisaną genetyczną chorobą związaną z 
mutacjami dynamicznymi sekwencji STR był zespół 
kruchego chromosomu X (FRAXA). Jest to jedna z 
najczęściej występujących form rodzinnego upośle­
dzenia umysłowego [84], Związana jest ze znacznym 
wzrostem ilości powtórzeń w mikrosatelicie (CCG)n 
znajdującym się w rejonie 5 ’UTR w genie FMR1 
[85]. W normalnym chromosomie w mikrosatelicie 
tym występuje od 5 do 55 powtórzeń. Gdy ilość ich 
wzrośnie powyżej 55, liczba powtórzeń zaczyna 
szybko rosnąć z każdą następną generacją. Brak jest 
jednak objawów klinicznych i produkowane jest 
funkcjonalne białko FMR1 (FMRP). Zjawisko takie 
określa się jako premutację. Kiedy ilość powtórzeń 
motywu CCG przekroczy 230, dochodzi do pełnej 
mutacji [86]. W normalnych warunkach promotor 
genu FMR1 nie jest zmetylowany, jednak gdy wystę­
puje pełna mutacja ulega on metylacji i jego ekspre­
sja zostaje obniżona. In vitro gen ten może odzyskać 
swoją aktywność, gdy potraktuje się go związkami 
demetylującymi. Ten fakt w połączeniu z obserwa­
cjami ludzi o normalnym ilorazie inteligencji z pełną 
mutacją, ale bez zmetylowanego promotora, u któ­
rych poziom białka FMR1 zbliżony jest do normal­
nego, wskazuje, że to metylacja promotora a nie 
wydłużenie sekwencji (CCG)n, uszkadza funkcje 
tego genu [87].

FRAXA jest związany z miejscem, w którym w 
specyficznych warunkach może nastąpić pęknięcie 
chromosomu X. Miejsca takie w chromosomach na­
zywane są miejscami kruchymi (ang. frag ile  sites). 
Część z tych miejsc związana jest z powtórzeniami 
tandemowymi [88] (Tab. 1).

Mikrosatelitarne sekwencje związane z choroba­
mi mogąbyć umiejscowione w genach zarówno w re­
jonach niekodujących (Tab. 2), jak i w ORF. Choroba 
Huntingtona wywołana jest podobnie jak kilka in­
nych chorób neurodegeneracyjnych przez ekspansję 
trinukleotydowych powtórzeń (CAG)n znajdujących 
się w ORF i kodujących ciągi glutamin (poli-Q) [89]. 
W przeciwieństwie do wcześniej omawianych cho­
rób, gdzie do powstania choroby ilość powtórzeń 
jednostki repetytywnej wzrastać musiała kilkukrot­
nie w stosunku do normalnego poziomu (a osiągać 
mogła ilości nawet ponad 1000 powtórzeń), w tych 
chorobach nawet 5% wzrost ilości motywu powta­
rzalnego może prowadzić do rozwoju choroby [83]. 
W genie IT15 (HD) związanym z chorobą Huntingto­
na [82] normalna długość tandemu wynosi 8 do 35 
powtórzeń rdzenia CAG [89], u chorych natomiast 
od 36 do 121 [4]. Do chorób związanych z wydłuże­
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niem się mikrosatelitów (CAG)n w sekwencjach ko­
dujących zalicza się obecnie 9 podobnych schorzeń 
objawiających się postępująca dysfunkcją neuronów 
i silną neurodegeneracją (Tab. 3).

Tabela 1.

Miejsca kruche w chromosomach (ang. fragile sites) związane z eks­
pansją tandemowych sekwencji repety ty wnych

Miejsce kruche Sekwencja ulegająca 
zwielokrotnieniu

Piśmien­
nictwo

FRAXA (CCG)n [4, 86, 88]
FRAXE (CCG)n [4, 86, 88]
FRAXF (CCG)n [88]
FRA10B minisatelita [86]
FRA1 IB (CCG)n [88]
FRA16A (CCG)n [88]
FRA16B minisatelita [86]

Bezpośrednią przyczyną uszkodzeń komórek w 
tych chorobach jest wzrost długości rdzenia glutami­
nowego w białku. Pomimo iż izolowane ciągi poli- 
glutaminowe są bardzo toksyczne dla komórek, gdy 
występują w białkach stają się patogenne dopiero po 
przekroczeniu długości granicznych charaktery­
stycznych dla danego białka. Prawdopodobnie po-

VI-2. M ikrosatelity w nowotworach

Transformacja nowotworowa jest procesem wie­
loetapowym, związanym z różnorodnymi zmianami 
w genomie. Zmiany te mogą dotyczyć również se­
kwencji mikrosatelitarnych. W komórkach nowo­
tworowych obserwujemy dwa typy zmian w tych re­
jonach DNA: niestabilność mikrosatelitarną (MSI — 
ang. microsatellite instability) i utratę heterozygo- 
tyczności (LOH —  ang. loss o f  heterozygosity).

MSI opisano w 19 9 3  roku w dziedzicznym niepo- 
lipowatym raku jelita grubego (HNPCC —  ang. he­
reditary non-polyposis colorectal cancer). Niestabil­
ność w rozumieniu pojedynczego locus, polega na 
zmianach ilości powtórzeń repetytywnego rdzenia w 
markerze mikrosatelitarnym w DNA komórek nowo­
tworowych w stosunku do DNA w niezmienionych 
komórkach tego samego pacjenta [9 1 , 9 2 ] .  MSI sto­
suje się także jako określenie fenotypu nowotworu 
wykazującego niestabilność loci mikrosatelitarnych 
[9 1 ] .  Występuje on w większości przypadków raka 
jelita grubego w rodzinach obciążonych HNPCC 
(5 5 - 9 0 %  —  różnice wynikają z analizy różnej liczby 
pacjentów i stosowania różnych zestawów markerów 
przez badaczy) [9 3 , 9 4 ] ,  HNPCC wiąże się z wadli­
wym działaniem systemu MMR, głównie z genami 
MSH2 i M LH1 , rzadziej z genem MSH6 [9 5 ] . Przy­
najmniej u 5 0 %  rodzin obciążonych HNPCC znale-

Tabela 2.

Choroby wywołane przez zmiany ilości powtórzeń jednostki repetytywnej w mikrosatelitach znajdujących się poza ORF (otwartą ramką odczytu)

Choroba Motyw Lokalizacja 
powtarzalny w genie Gen Piśmien­

nictwo
Zespół kruchego chromosomu X 
(FRAXA)
Upośledzenie umysłowe związane 
z FRAXE
Bezład rdzeniowo-móżdżkowy 
typ 8
Bezład rdzeniowo-móżdżkowy 
typ 10
Bezład rdzeniowo-móżdżkowy 
typ 12
Dystrofia miotoniczna typ 1 

Dystrofia miotoniczna typ 2 

Bezład Friedreicha

CCG 5’UTR FMR1 4, 82, 88

CCG 5’UTR FMR2 4, 82, 88,

CTG 3 ’UTR KLHL1 4, 109

ATTCT Intron 9 SCAJ0 109,110

CAG 5’UTR PPP2R2B 4, 82, 109

CTG 3 ’UTR DMPK 4, 109,

CCTG Intron 1 ZNF9 109

GAA Intron 1 X25 4, 82, 109

wodują one agregację białek o wydłużonym rdzeniu 
glutaminowym z innymi. Powstawanie takich agre­
gatów może zaburzać strukturę i funkcję jądra ko­
mórkowego oraz białek, z którymi agregują [4]. Wy­
kazano, że białka z wydłużonym ciągiem glutamin 
mogą aktywować niektóre kaspazy odgrywające 
ważną rolę w procesie apoptozy [4, 90].

ziono dziedziczne mutacje w jednym z genów MMR. 
Natomiast tylko 10-15% sporadycznych przypad­
ków raka jelita grubego wykazuje fenotyp MSI [94, 
96]. Dla innych sporadycznych nowotworów dane są 
bardzo rozbieżne, np. w raku prostaty 2-65%, w no­
wotworach głowy i szyi 2-30%, a w raku żołądka 
MSI wykazuje 2-15% przypadków [96].

POSTĘPY BIOCHEMII 50(3), 2004 205http://rcin.org.pl



Utrata heterozygotyczności jest efektem delecji 
oraz dużych niestabilności chromosomalnych 
związanych z transformacją nowotworową [97, 98]. 
Dzięki rozpowszechnieniu w genomie i wysokiemu 
stopniowi heterozygotyczności sekwencje STR są 
bardzo użytecznymi markerami tego typu zmian. 
LOH objawia się redukcją ilości produktu amplifika-

Tabela 3.

DNA, zatrzymaniem cyklu komórkowego i aktywa­
cję szlaku prowadzącego do apoptozy [96].

Utrata heterozygotyczności (LOH) jest stosowana 
do analizy delecji w rejonach istotnych dla komórki, 
na przykład zmian w rejonach kodujących supresory 
transformacji nowotworowej (np.: białka p53 [101], 
BRCA1 i BRCA2 [102]). Użyteczność LOH i MSI w

Choroby związane z ekspansją ciągów poliglutaminowych w białkach kodowanych przez geny zawierające mikrosatelity (CAG)n w sekwencjach ko­
dujących

Choroba Gen Piśmien­
nictwo

Choroba Huntingtona IT15 4, 82
Zanik mięśni rdzeniowo-opuszkowy 
(choroba Kennedy’ego)
Epilepsja miokloniczna z ruchami 
pląsawiczymi (DRPLA)

gen receptora androgenów 
(AR)

B37 {DRPLA)

4, 82 

4, 82

Bezład rdzeniowo-móżdżkowy typ 1 SC A l 4, 82

Bezład rdzeniowo-móżdżkowy typ 2 SC A 2 4, 82
Bezład rdzeniowo-móżdżkowy typ 3 
(Choroba Machado-Josepha) SC A 3 (MJD1) 4, 82

Bezład rdzeniowo-móżdżkowy typ 6 SC A 6 (CACNA1A) 4, 82

Bezład rdzeniowo-móżdżkowy typ 7 SC A 7 4, 82

Bezład rdzeniowo-móżdżkowy typ 17 SCA17 111

cji jednego z alleli markera mikrosatelitarnego. W 
przypadku, gdy marker jest homozygotyczny u dane­
go pacjenta, uzyskanie informatywnego wyniku jest 
niemożliwe [99]. LOH została znaleziona na wielu 
chromosomach w prawie wszystkich częściej wystę­
pujących nowotworach. Wykazuje ona charaktery­
styczny wzór dla danego typu nowotworu [97].

Trwają prace nad zastosowaniem mikrosatelitów 
w diagnostyce chorób nowotworowych. W niektó­
rych nowotworach fenotyp MSI jest wskaźnikiem 
prognostycznym. W raku jelita grubego i żołądka 
jest on związany z wyższym procentem przeżyć pię­
cioletnich oraz niższym prawdopodobieństwem 
wystąpienia przerzutów do węzłów chłonnych [96]. 
System MMR jest istotny w skutecznym działaniu 
wielu terapii nowotworowych. Linie komórkowe z 
niefunkcjonującym systemem MMR są oporne na 
czynniki metylujące DNA i cisplatynę, a toksycz­
ność takich chemoterapeutyków jak doxorubicyna 
czy busulfan jest w takich komórkach zredukowana 
[100]. Ponadto linie te wykazują niewielki ale istot­
ny statystycznie spadek wrażliwości na promienio­
wanie jonizujące [96]. Może być to związane z bra­
kiem białek systemu MMR rozpoznających zmodyfi­
kowane zasady, uszkodzenia DNA wywołanych 
przez cisplatynę i promieniowanie jonizujące. Jak 
się wydaje, system ten jest związany z rozpoznawa­
niem niemożliwych do naprawienia uszkodzeń

diagnostyce polega głównie nie na badaniu samego 
guza, ale przede wszystkim na pośrednim wykrywa­
niu DNA nowotworowego w płynach ustrojowych 
takich jak: mocz, ślina, plwocina, a zwłaszcza krew 
[99]. Już w latach 70-tych wykazano, że duża część 
pacjentów z chorobą nowotworową ma znacznie wy­
ższe stężenie wolnego DNA krążącego we krwi niż 
osoby zdrowe [103]. Później stwierdzono, że wyka­
zuje on cechy charakterystyczne dla DNA nowotwo­
rowego [104], W roku 1996 w DNA izolowanym z 
osocza znaleziono MSI i LOH w raku płuc [ 105] oraz 
nowotworach głowy i szyi [106]. Podobne wyniki 
uzyskano dla wielu innych typów nowotworów 
[107]. LOH/MSI obserwuje się w DNA w osoczu, su­
rowicy oraz w moczu pacjentów z rakiem pęcherza 
moczowego. Część z tych zmian może nie być wy­
krywana w tkance nowotworowej [108]. Do badania 
guza stosuje się jego fragment. W wyniku klonalne- 
go rozwoju nowotworu część zmian występująca w 
innej części guza może zostać pominięta [97].

Wiadomo powszechnie jak istotne dla skuteczno­
ści terapii jest wczesne wykrycie nowotworu. Dzięki 
małej inwazyjności analiza lo c i  mikrosatelitarnych 
w płynach ustrojowych może stanowić doskonałe na­
rzędzie nie tylko wczesnego wykrywania nowotwo­
ru, ale także monitorowania pacjentów podczas tera­
pii i wykrywania nawrotu choroby [107]. Jeżeli 
przyszłe badania przyniosą opracowanie zestawów
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markerów o odpowiedniej czułości, to zastosowanie 
mikrosatelitów w diagnostyce raka stanie się możli­
we.

VII. Uwagi końcowe

Mikrosatelity występują licznie w całym genomie 
u wszystkich znanych organizmów żywych. Przez 
zdolność do wiązania specyficznych białek oraz two­
rzenia struktur drugorzędowych mogą spełniać 
ważną rolę w różnych aspektach metabolizmu DNA i 
w regulacji syntezy białek. Zmiany w tych sekwen­
cjach mogą być objawem bądź przyczyną wielu cho­
rób. Mikrosatelity mutują częściej niż przypadkowe 
sekwencje nukleotydów, stąd też wykazują bardzo 
dużą różnorodność i często wysoki stopień polimor­
fizmu w obrębie jednego locus. Dzięki tym cechom 
znalazły szerokie zastosowanie jako marker moleku­
larny w badaniach genetycznych i populacyjnych.
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Nowopoznane bakteryjne polimerazy DNA — ich rola w 
tolerancji uszkodzeń genomu.

Novel bacterial DNA polymerases — their role in the 
damage tolerance
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single strand binding proteins); ssDN A  —  jednoniciow y DNA 
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I. Wstęp

Szereg czynników, takich jak promieniowanie 
UV lub promieniowanie gamma, związki chemiczne 
pochodzące ze środowiska lub będące produktami 
metabolizmu samej komórki, może modyfikować 
strukturę materiału genetycznego. Efektem działania 
tych czynników są fizyczne uszkodzenia DNA lub 
chemiczne modyfikacje czterech podstawowych za­
sad. Uszkodzenia te mogą zaburzać procesy replika­
cji, prowadzić do powstawania mutacji, a nawet 
śmierci komórki. Najczęściej jednak są one usuwane 
przez obecne w komórce systemy naprawcze, któ-

'S tudent, 2dr, Pracownia Biotransform acji, Instytut Genetyki i 
M ikrobiologii, Uniwersytet W rocławski, ul.Przybyszew skiego 
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rych zadaniem jest przywrócenie pierwotnej, nie­
zmienionej sekwencji i struktury DNA.

Zdarza się jednak, że systemy te nie są wystar­
czająco wydajne, aby usunąć wszystkie zmiany w 
DNA. Próba replikacji sekwencji zawierających ta­
kie nie naprawione uszkodzenia może powodować 
oddysocjowanie holoenzymu polimerazy DNA III od 
matrycy i rozpad widełek replikacyjnych. Takie 
przerywanie procesu replikacji jest niebezpieczne 
dla komórki ze względu na możliwość powstania 
wielu luk w nowo syntetyzowanej cząsteczce DNA, 
czyli zniekształcenie lub utratę informacji genetycz­
nej.

Badania z ostatnich trzech lat pokazały, że istnieje 
grupa białek, wykazujących aktywność polimera- 
zową, które umożliwiają prowadzenie replikacji 
uszkodzonego DNA w procesie nazywanym TLS 
(ang. translesion synthesis —  synteza poprzez 
uszkodzenie). Do białek tych należą między innymi 
niedawno odkryte w komórkach Escherichia coli po­
limerazy DNA IV i V oraz znana wcześniej polimera­
za II DNA.

Rolą tych polimeraz w komórkach jest kontynu­
acja replikacji po oddysocjowaniu holoenzymu poli­
merazy DNA III, na krótkich odcinkach matrycy zde­
formowanej przez uszkodzenia (TLS). Po zakończe­
niu procesu TLS następuje ponowne włączenie holo-
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enzymu DNA polimerazy III do replikacji. Podczas 
TLS polimerazy IV i V często wstawiają niewłaści­
we nukleotydy, dlatego nazywane są polimerazami 
skłonnymi do popełniania błędów (ang. error-prone 
polymerases). Jednak dla komórki ryzyko wprowa­
dzenia niewłaściwego nukleotydu do DNA jest mniej 
niebezpieczne niż niemożność przeprowadzenia 
pełnej replikacji materiału genetycznego.

Proces TLS należy postrzegać jako mechanizm to­
lerancji uszkodzeń, ponieważ nie dochodzi w nim do 
ich usunięcia. Uszkodzenia te naprawiane są przez 
inne systemy naprawcze dopiero po zakończeniu re­
plikacji.

Replikacja uszkodzonego DNA oraz reinicjacja 
replikacji mają dla organizmów kluczowe znacze­
nie. Świadczy o tym fakt, że białka przeprowa­
dzające TLS charakteryzują się bardzo konserwa­
tywną strukturą, a ich homologi można spotkać u 
wszystkich grup organizmów: Archae, Bacteriae, a 
wśród Eucaryota zarówno u drożdży jak i człowieka. 
Te ciekawe nowopoznane polimerazy zostaną opisa­
ne poniżej na przykładzie E. coli.

II. Replikacja DNA

Procesem zapewniającym powstanie dwóch iden­
tycznych cząsteczek DNA jest replikacja. Możliwie 
największa wierność kopiowania jest osiągana nie 
tylko dzięki precyzji działania głównych polimeraz 
DNA, ale także dzięki udziałowi systemów naprawy 
DNA. Są one zdolne do wykrycia i naprawy różnych 
typów uszkodzeń i błędów w DNA powstałych pod­
czas jego replikacji, bądź w cząsteczce już zrepliko- 
wanej. Dzięki tym systemom błędy powodujące po­
wstawanie mutacji pojawiają się niezwykle rzadko. 
Głównymi enzymami replikującymi materiał gene­
tyczny w komórkach Escherichia coli są polimerazy 
DNA III i I.

Polimeraza DNA III (poi III), odkryta w roku 
1972, jest głównym enzymem replikującym DNA w 
komórkach E. coli. Polimeraza ta jest zdolna również 
do korygowania własnych błędów dzięki posiadaniu 
aktywności egzonukleolitycznej w kierunku 3 ’—>5’. 
Polimeraza ta wstawia średnio jeden niewłaściwy 
nukleotyd na 5 x 109 wprowadzonych podczas repli­
kacji. Polimeraza DNA III jest dużym kompleksem 
białkowym złożonym z dziesięciu różnych podjed- 
nostek o masie sumarycznej równej około 900 kilo- 
daltonów (kDa). Podjednostki a ,  8 i 0 stanowią 
rdzeń polimerazy, który wykazuje aktywność poli- 
meryzacyjną (podjednostka a )  i egzonukleolityczną 
w kierunku 3 ’—>5’ (podjednostka e) [1]. Podjednost­
ka i  umożliwia dimeryzację dwóch kompleksów

rdzenia. W skład holoenzymu polimerazy III wcho­
dzi także kompleks y (ang. clamp loader), który 
umieszcza rdzeń polimerazy na pierścieniu p (ang. 
sliding clamp). O wysokiej procesywności polimera­
zy DNA III decyduje pierścień złożony z dwóch pod- 
jednostek P (Ryc. 2), który obejmuje łańcuch DNA, 
przytrzymując jednocześnie holoenzym na matrycy 
[2].

Polimeraza III charakteryzuje się najwyższą pro­
cesy wnością (tworzy 5x105 wiązań fosfodiestro- 
wych bez oddysocjowywania od matrycy [3]) i szyb­
kością polimeryzacji (1000 nukleotydów na sekun­
dę) spośród wszystkich dotychczas poznanych poli­
meraz prokariotycznych.

Ponieważ wszystkie znane polimerazy DNA kata­
lizują dołączanie nukleotydów tylko w kierunku od 
końca 5 ’ do końca 3’, synteza nowych nici w obrębie 
widełek replikacyjnych jest procesem asymetrycz­
nym. Dlatego tylko jedna z nici może być syntetyzo­
wana w sposób ciągły, zgodnie z kierunkiem przesu­
wania się widełek. Nazywana jest ona nicią wiodącą 
lub prowadzącą (ang. leading strand). Druga nić, 
syntetyzowana w kierunku przeciwnym do ruchu 
widełek, w postaci krótkich fragmentów o długości 
1000-2000 nukleotydów (fragmentów Okazaki, od­
krytych przez R e i j i  O k a z a k i  w l  967 roku), nosi 
miano nici opóźniającej (ang. lagging strand) [ 1].

Polimeraza DNA I (poi I) została odkryta naj­
wcześniej (w 1956 roku przez K o r n b e r g a ) .  En­
zym ten wykazuje również dużą wierność polimery­
zacji, wprowadza jeden niewłaściwy nukleotyd na 
5x107 [1]. Polimeraza I charakteryzuje się niską pro- 
cesywnością (katalizuje powstanie do 20 wiązań fos- 
fodiestrowych bez oddysocjowywania od matrycy) i 
małą prędkością polimeryzacji (około 11 nukleoty­
dów na sekundę) [1].

Rolą poi I jest usuwanie z fragmentów Okazaki 
starterowych odcinków RNA, a następnie wstawia­
nie w ich miejsce kilku nukleotydów. Startery nie 
mogą być usunięte przez polimerazę III, gdyż nie po­
siada ona aktywności egzonukleolitycznej o kierun­
ku 5 ’- > 3 \  Enzym ten odłącza się więc od nici matry­
cowej, a jego miejsce zajmuje polimeraza I, posia­
dająca taką aktywność. Taka zamiana polimeraz 
(ang. polymerase switch) ma miejsce podczas repli­
kacji wielokrotnie. Polimeraza I bierze też udział w 
procesach naprawy DNA, wypełniając luki powstałe 
po usunięciu uszkodzonych nukleotydów. Proces re­
plikacji DNA przedstawia schematycznie Rycina 1.

Polimeraza DNA II (poi II) znana była jeszcze 
wcześniej niż polimeraza III, jednak jej funkcja po­
zostawała nieznana do roku 1999 [4]. Największą 
niespodzianką ostatnich kilku lat było odkrycie, że
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poi II, wraz z białkami UmuC i UmuD oraz DinB, 
również wykazującymi aktywność polimerazową, 
bierze udział w replikacji uszkodzonego DNA i mu- 
tagenezie [5]. Kompleks UmuC i UmuD oraz białko 
DinB zostały nazwane odpowiednio polimerazami V 
i IV.

W sytuacji gdy uszkodzenia DNA są rozległe i 
konstytutywnie syntetyzowane systemy naprawcze 
nie mogą ich usunąć i umożliwić kontynuację repli­
kacji, indukowany jest regulon odpowiedzi SOS, 
czyli zbiór wielu grup genów, będących pod kontrolą 
represora LexA i induktora RecA, białka o kluczowej 
roli w naprawie uszkodzeń DNA na drodze rekombi­
nacji homologicznej. Niektóre geny należące to tego 
regulonu, których produkty biorą udział w różnych 
procesach, związanych z naprawą łub tolerancją 
uszkodzeń w DNA zebrano w Tabeli 1.

W wyniku odpowiedzi SOS następuje pełna repli­
kacja materiału genetycznego, ale pojawiają się w 
nim również spontaniczne mutacje (np. wstawienie 
niekomplementarnych zasad, przesunięcie ramki od­
czytu). Zjawisko to określa się mianem mutagenezy 
SOS [7]. Do niedawna nie znano przyczyn powsta­
wania tych błędów, obecnie jednak wiadomo, że do 
białek uczestniczących w tej mutagenezie zaliczyć 
można: niedawno odkryte polimerazy DNA IV i V, 
białko RecA, białka SSB, polimerazę DNA II oraz 
niektóre podjednostki polimerazy DNA III [4, 8].

IV. Polimeraza DNA II —  reinicjacja replikacji

helikaza

białka SSB

nić wiodąca

ligaza r  

nić opóźniająca

Ryc. 1. Schemat działania enzymów w widełkach replikacyjnych E. coli 
(na podstawie [6]).

III. Uszkodzenia DNA

Chociaż cząsteczka DNA jest genetycznie stabil­
na (błąd popełniany przez aparat replikacyjny zdarza 
się raz na około 109 wprowadzanych nukleotydów
[6]), to różne czynniki chemiczne i fizyczne mogą 
powodować zmiany jej struktury. Efektem działania 
tych czynników są pęknięcia fosfodiestrowego 
łańcucha kwasów nukleinowych lub chemiczne mo­
dyfikacje czterech podstawowych zasad. Dlatego też 
wszystkie organizmy wykształciły wiele mechani­
zmów usuwających takie zmiany lub pozwalających 
im przeżyć pomimo tych zmian.

Wyróżnia się wiele rodzajów uszkodzeń DNA, 
między innymi pęknięcia pojedynczej i podwójnej 
nici DNA, depurynacje oraz chemiczne modyfikacje 
nukleotydów [7]. Niektóre z tych uszkodzeń powo­
dują odkształcenie struktury podwójnej helisy i sta­
nowią barierę dla procesu replikacji DNA. Jeżeli nie 
zostaną one usunięte przed rozpoczęciem kolejnej 
tury replikacji, to mogą powodować jej przerwanie, 
oddysocjowanie poi III od matrycy i uruchomienie 
rekombinacyjnych systemów naprawy DNA, zale­
żnych od białka RecA.

Główna rolą polimerazy II (poi II) jest szybka re­
inicjacja replikacji po oddysocjowaniu polimerazy 
III spowodowanym obecnością uszkodzenia od­
kształcającego helisę DNA. Ponieważ białko LexA 
bardzo słabo wiąże się z sekwencją regulatorową tej 
polimerazy, występuje ona w dość dużym stężeniu w 
normalnie rosnących komórkach. Jest to też jedno z 
białek najszybciej indukowanych w odpowiedzi 
SOS: reinicjacja replikacji zahamowanej naświetle­
niem komórek promieniowaniem UV następuje naj­
później po 10 minutach [4].

Dotychczasowe badania pokazują, że polimera­
za II, dzięki aktywności egzonukleolitycznej (spraw­
dzającej) w kierunku 3 ’-» 5 ’, jest wierna w stosunku 
do matrycy. To tłumaczy jej duże stężenie w komór­
kach bakteryjnych oraz znacznie szybszą aktywację 
w porównaniu z polimerazą V [8].

Drugą ważną funkcją polimerazy II jest przepro­
wadzanie dla niektórych uszkodzeń matrycy syntezy 
DNA w procesie TLS. Proces ten zostanie szcze­
gółowo omówiony dla polimerazy V w kolejnym 
rozdziale.

Naprawa uszkodzeń DNA przez polimerazę II jest 
z reguły wierna. Istnieją jednak takie uszkodzenia 
matrycy, jak pokazano w rozdziale VII, przy napra­
wie których to właśnie poi II a nie poi V wprowadza 
mutacje do matrycy (najczęściej przesuniecie ramki 
odczytu o 1 lub 2 nukleotydy) [5].

POSTĘPY BIOCHEMII 50(3), 2004 211http://rcin.org.pl



Tabela 1.

Niektóre białka systemu SOS (opracowano na podstawie [7])

Gen kodujący 

białko

Funkcja białka

lexA Represor systemu SOS

recA Regulator systemu SOS, naprawa rekombinacyjna, 

replikacja poprzez uszkodzenie (TLS).

recN Naprawa rekombinacyjna, naprawa pęknięć podwójnej nici DNA

ruvB Rekombinacja homologiczna

ruvA Rekombinacja homologiczna

umuC Podjednostka DNA polimerazy V, replikacja poprzez uszkodzenie (TLS)

umuD Podjednostka DNA polimerazy V, replikacja poprzez uszkodzenie (TLS)

uvrA Naprawa poprzez wycięcie nukleotydów

uvrB Naprawa poprzez wycięcie nukleotydów

uvrD Naprawa poprzez wycięcie nukleotydów, naprawa rekombinacyjna, naprawa pęknięć 

podwójnej nici DNA

dinA DNA polimeraza II, reinicjacja replikacji DNA po naświetleniu promienowaniem UV

dinB DNA polimeraza IV, replikacja poprzez uszkodzenie (TLS), mutageneza 

nieuszkodzonej matrycy

sulA Zatrzymanie podziałów komórkowych

ssb SSB- białka wiążące pojedynczą nić DNA

V. Polimeraza DNA V —  synteza poprzez 
uszkodzenie

Polimeraza DNA V jest kompleksem białkowym, 
którego podjednostki kodowane są przez dwa geny 
umuC  i umuD (od ang. unmutable). Geny kodujące 
podjednostki tej polimerazy oraz udział ich produk­
tów w mutagenezie SOS znane były już od połowy 
lat siedemdziesiątych. Mechanizm ich działania oraz 
struktura chemiczna poznana została dopiero w 
ostatnich latach przez niezależne zespoły naukow­
ców ( T a n g  i wsp. oraz R e u v e n  i wsp. w 1998 
roku za [9]), natomiast aktywność polimerazowa 
kompleksu tych białek została odkryta w 1999 roku 
( T a n g  i wsp. za [9]).

Synteza polimerazy V jest regulowana zarówno 
transkrypcyjnie (geny kodujące to białko należą do 
regulonu SOS), jak i potranslacyjnie. Białko UmuC 
wykazuje aktywność polimerazową, ale do przepro­
wadzania TLS na uszkodzonym DNA bezwzględnie 
wymagana jest obecność białka UmuD’. Powstaje 
ono w wyniku samonacięcia N-końca podjednostki 
UmuD (katalizowanego przez białko RecA połączo­
ne z jednoniciowym DNA). W wyniku interakcji 
dwóch naciętych podjednostek UmuD’, białka 
UmuC oraz RecA-ssDNA powstaje w pełni aktywny 
kompleks polimerazy V (kompleks Um uD’2C) [10].

Główną rolą poi V jest przeprowadzanie syntezy 
poprzez uszkodzenie w DNA (TLS). W trakcie tego 
procesu białko to czasami wprowadza niekomple- 
mentarne nukleotydy. Model mechanizmu TLS 
przedstawia Rycina 2 (opracowana na podstawie 
[8]).

Holoenzym polimerazy III (poi III HE) napoty­
kając uszkodzenie DNA (odkształconą strukturę 
DNA), oddysocjowywuje, nie mogąc kontynuować 
replikacji (Ryc. 2a). Uszkodzone miejsce jest rozpo­
znawane przez białko RecA, które polimeryzuje 
tworząc długi filament owinięty wokół pojedynczej, 
uszkodzonej nici DNA (Ryc. 2b i c). RecA inicjuje 
też indukcję genów regulonu SOS. Po około 40 mi­
nutach od indukcji, kompleks polimerazy V (Umu- 
D ’2C) jest już uformowany.

Kompleks połączonych ze sobą białek SSB, poli­
merazy V, dimeru p, kompleksu y (rolą dimeru P i 
kompleksu y jest przyczepienie polimerazy do nici 
DNA) oraz RecA-ssDNA (nazwany tu poi V Mut od 
ang . polymerase Vmutasome) (Ryc. 2d i e) prowadzi 
replikację uszkodzonego DNA najczęściej wprowa­
dzając niekomplementarne nukleotydy. W przypad­
ku TT (6-4) fotoproduktu, poi V Mut prawie zawsze 
przyłącza do tyminy znajdującej się przy końcu 3 ’ 
nici DNA guaninę (sześć razy częściej niż adeninę), 
co w następnej turze replikacji powoduje tranzycję
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tymina—»cytozyna, a tyminę końca 5 ’ paruje najczę­
ściej z adeniną. W przypadku dimeru tyminy z pierś­
cieniem cyklobutanowym, poi V Mut naprzeciwko 
tymin prawie zawsze wstawia adeninę.

Po przeprowadzeniu TLS, polimeraza V razem z 
innymi białkami oddysocjowuje, do matrycy 
przyłącza się kompleks holoenzymu polimerazy III i 
kontynuuje syntezę DNA (Ryc. 2f). Jest to zjawisko 
wymiany polimeraz (ang. polym erase switch) bardzo 
podobne do tego, które zachodzi pomiędzy poi I i poi 
III w trakcie normalnej replikacji.

Polimeraza V charakteryzuje się niską procesyw- 
nością (zaraz po przeprowadzeniu TLS oddysocjo- 
wywuje), jak również zaskakująco niską wiernością 
replikacji nieuszkodzonej matrycy. W eksperymen­
tach in vitro, na nieuszkodzonej nici, ilość błędów 
wprowadzanych przez tę polimerazę równa była jed­
nemu nieprawidłowemu nukleotydowi na 103 wpro­
wadzonych. Natomiast zdolność poi V do przepro­
wadzania TLS jest największa wśród opisanych u 
E.coli polimeraz. Prowadzi ona ten proces około 50 
razy wydajniej niż poi III lub poi IV [8].

Produkty genów umuC  i umuD  oprócz przeprowa­
dzania TLS uczestniczą także w innych procesach 
biologicznych. Kompleks UmuD2C (ale nie Umu- 
D ’2C) bierze udział w kontroli replikacji DNA. Spo­
walniają, co daje więcej czasu nie wprowadzającym 
błędów mechanizmom naprawczym (np. systemowi 
wycinania nukleotydów) na usunięcie uszkodzeń z 
DNA przed replikacją genomu [10]. Zwiększone stę­
żenia kompleksu UmuD’2C prowadzą zaś do zatrzy­
mania RecA-zależnej rekombinacji homologicznej i 
w naprawie uszkodzeń DNA większą rolę zaczyna 
odgrywać mutagenna TLS [10].

Inną rolą poi V jest reinicjacja replikacji. O ile 
proces bezbłędnej reinicjacji replikacji katalizowa­
nej przez poi II rozpoczyna się już po 2 minutach od 
naświetlenia komórek promieniami UV, to działanie 
Um uD’2C można zaobserwować dopiero po 50 mi­
nutach, jeśli pierwszy system zawiedzie [8, 11].

Homologi białek UmuC i UmuD znaleziono rów­
nież na plazmidach koniugacyjnych (np. na plazmi­
dzie pKM IOl) zawierających geny oporności na róż­
ne antybiotyki, których gospodarzami może być wie­
le gatunków bakterii. Białkami tymi są między inny­
mi białka MucA i MucB, które tworzą razem kom­
pleks MucA’B zdolny do przeprowadzania TLS. 
Przypuszcza się, że funkcją tych homologów jest 
udział w spontaniczej mutagenezie, a ponieważ pla­
zmidy te niosą geny oporności na antybiotyki, białka 
MucA i B oraz inne ich homologi mogą grać rolę w 
rozprzestrzenianiu się antybiotykooporności wśród 
różnych gatunków bakterii [ 12].

Ryc. 2. Mechanizm przeprowadzania TLS przez polimerazę V (na pod­
stawie [8]).

VI. Polimeraza IV —  niekierowana muta- 
geneza w stacjonarnej fazie wzrostu

Polimeraza DNA IV (poi IV) jest kodowana przez 
jeden gen dinB, podlegający kontroli systemu SOS. 
Dopiero badania W a g n e r a  i wsp. z 1999 r. do­
wiodły, że białko to wykazuje aktywność polimera- 
zową [13]. Chociaż molekularny mechanizm 
działania tego białka nie jest jeszcze znany, wykaza­
no, że jest ono zaangażowane w kilka procesów. Po­
limeraza IV jest zdolna do przeprowadzania TLS in 
vivo dla niektórych rodzajów uszkodzeń [5] (podob­
nie jak w przypadku polimerazy V, odbywa się to 
przy udziale dimeru p i kompleksu y), jednak jej 
udział w tym procesie obserwowany był znacznie 
rzadziej niż w przypadku polimerazy V. Białko to,
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podobnie jak poi V, wykazuje się wyjątkowo niską 
procesywnością, oddysocjowując od matrycy po 
przyłączeniu 6 do 8 nukleotydów [14].

Specyficznym procesem związanym z aktywno­
ścią polimerazy IV, jest niekierowana mutageneza w 
stacjonarnej fazie wzrostu bakterii poddanych stre­
sowi środowiskowemu [15]. Zjawisko to objawia się 
zahamowaniem wzrostu i zwiększoną liczbą mutacji 
wśród szczepów poddanych głodzeniu, traktowa­
nych antybiotykami lub kolonizujących nowe środo­
wisko.

Nadekspresja genu dinB  powoduje w komórkach 
bakteryjnych indukcję wielu mutacji, a do najczę­
ściej obserwowanych zaliczyć można mutacje zmia­
ny podstawienia zasad oraz przesunięcie ramki od­
czytu (ang.fram eshift) najczęściej o jeden nukleotyd 
w stosunku do rodzicielskiej nici. Mechanizm reini- 
cjacji replikacji przez poi IV przedstawia Rycina 3.

3'CAA(¡(.T .CC( AA 
5’GTTCC

poi III

(;
3’CAAGG CCC AA  
5 ' g t t c c  g

I»

poi III poi IV

G
3'CAAGGCCC AA 
5'GTTCCG G G TT

Ryc. 3. Mechanizm powstawania mutacji typu zmiana ramki odczytu 
(na podstawie [13]).

Mutacje powodujące przesunięcia ramki odczytu 
wprowadzane przez poi IV najczęściej powstają 
spontanicznie w obrębie sekwencji palindromowych 
(sekwencje, które posiadają oś symetrii rotacyjnej) 
(Ryc. 3a). W sekwencjach takich często dochodzi do 
wewnątrzniciowego parowania zasad (ang. intra- 
strandpairing), co w konsekwencji prowadzi do po­
wstania struktury spinki do włosów (ang. hairpin 
form atioń) i deformacji nici DNA [16], a także tak 
zwanego poślizgu (ang. slippage), czyli przesunięcia 
jednej nici względem drugiej o jeden lub dwa nukle- 
otydy (Ryc. 3b). Przesunięcie takie prowadzi często 
do przerwania replikacji, której reinicjację w tym 
przypadku umożliwia właśnie poi IV, utrwalając jed­

nak w tym procesie przesunięcie ramki odczytu 
(Ryc. 3b).

W wielu przypadkach, a szczególnie w warunkach 
stresu środowiskowego, mutacje typu fram eshift ge­
nerowane na sekwencjach palindromowych mogą 
brać udział we „włączaniu” i „wyłączaniu” różnych 
genów, zwiększając znacznie szansę przeżycia bak­
terii w niekorzystnych warunkach [15].

VII. W spółzawodnictwo polimeraz

Pierwsze badania nad TLS dotyczyły przebiegu 
syntezy poprzez odkształcenie DNA wywołane 
obecnością dimeru tyminy. Nie było jednak wiado­
mo, jakie polimerazy biorą udział w naprawie innych 
uszkodzeń i czy naprawiają je w sposób wierny, czy 
też wprowadzają błędy. Przesłanką wskazującą na to, 
że proces ten jest bardzo skomplikowany i niejedno­
znaczny, mogą być wyniki eksperymentów doty­
czących naprawy DNA zawierającego guaninę pod­
stawioną grupą acetyloaminofluorenową (dG-AAF) 
w obrębie sekwencji rozpoznawanej przez enzym re­
strykcyjny Nar I [11].

Badania procesu TLS w DNA niosącym zmodyfi­
kowaną guaninę, dG-AAF, pokazały, że rodzaj poli­
merazy syntetyzującej nukleotydy poprzez to uszko­
dzenie zależy od konformacji, jakąprzyjmie sekwen­
cja zawierająca ten podstawiony nukleotyd. Okazało 
się, że polimeraza V, uznawana za mutagenną, nie 
popełniała w tym przypadku żadnych błędów, pod­
czas gdy skutkiem działania polimerazy II, normal­
nie bardzo wiernej, było przesunięcie ramki odczytu 
o dwa nukleotydy (nowa nić była krótsza o dwa nu­
kleotydy w stosunku do nici matrycowej) [11]. Mo­
del przeprowadzania TLS poprzez dG-AAF przed­
stawiono na Rycinie 4.

W tym procesie komplementarny nukleotyd (cy- 
tozyna) zostaje wstawiony naprzeciw dG-AFF przez 
poi III lub poi V (Ryc. 4a i b). Dalszy sposób replika­
cji zależy od konformacji, jaką przyjmie replikowa­
ny region. Jeżeli konformacja, w jakiej znajduje się 
ostatnio dołączony nukleotyd (cytozyna), jest zabu­
rzona (Ryc. 4b), to tylko poi V będzie w stanie dosyn- 
tetyzować kilka następnych nukleotydów. Sekwen­
cja DNA w obrębie uszkodzenia nie zostanie zmie­
niona (Ryc. 4c). Jeżeli dojdzie do przesunięcia nici 
względem siebie o dwa nukleotydy (konformacja 
ostatniego dołączonego nukleotydu będzie pra­
widłowa) (Ryc. 4d), to syntezę będzie mogła konty­
nuować poi II (Ryc. 4e). W tym przypadku dojdzie do 
przesunięcia ramki odczytu o 2 nukleotydy.
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d) e)

Przesunięcie ramki odczytu

Ryc. 4. Model przeprowadzania TLS poprzez dG-AAF w obrębie sekwencji Nar I (na podstawie [11]).

VIII. Porównanie budowy nowych polimeraz 
DNA

Wśród polimeraz DNA wyróżnia się pięć głów­
nych rodzin: A (np. poi I u £ .  coli, mitochondrialna 
poi y u człowieka), B (np. poi ot u człowieka), C (np. 
poi III u E. coli), X (np. poi P i poi X u człowieka) 
[10]. W 2001 roku O h o m o r i i wsp. wyróżnili 
nową rodzinę polimeraz Y, do której zalicza się mię-

szych i niższych Eucaryota (it), co przedstawia Ta­
bela 2. Wspólnym mechanizmom przeprowadzania 
TLS, dla tak odległych organizmów jak bakterie, 
drożdże czy człowiek, odpowiadają białka o bardzo 
podobnej strukturze należące do rodziny Y polime­
raz [18,19], co przedstawia Rycina 5.

W strukturze pierwszorzędowej tych białek wy­
różniono pięć bardzo konserwatywnych motywów 
aminokwasowych znajdujących się w pobliżu ich

Białka :
Motywy : III IV V

ScRad30
hRad30A

SpSPBC16A3.11

hRad30B

hD inB I

CeF22B7.6*

SpSPCC5533.07c*

EcDinB

EcUmuC

ScRev1

SpSPB I 347.01c 

CeZK675.2 i

Ryc. 5. Schematycznie przedstawiona struktura białek należących do rodziny Y polimeraz [19]. Skróty przy nazwie białek oznaczają: Sc — Saccharo­
myces cerevisiae, h — Homo sapiens, Ce — Caenorhabtidis elegans, Ec — Escherichia coli, Sp — Schizosaccharomyces pombe.

dzy innymi poi IV i poi V E. coli. Cechy wspólne tej 
rodziny białek to: brak aktywności egzonukleoli- 
tycznej w kierunku 3’—>5’, zdolność do polimeryza­
cji DNA in vitro z bardzo małą dokładnością i słabą 
procesywnością. Bardzo interesującą cechą tych 
białek jest ich zdolność do przeprowadzania TLS 
[17].

Polimerazy typu Y występują u wszystkich głów­
nych grup organizmów Bacteriae, Archae (it), wyż-

N-końca. Motywy I i III zawierają aminokwasy od­
powiadające za aktywność polimerazową, motywy II 
i IV oddziałują z przyłączanym nukleotydem, nato­
miast motyw V odpowiada za kontakt polimerazy z 
nicią DNA [20].

Wszystkie skrystalizowane dotąd polimerazy 
DNA zbudowane są według reguły prawej ręki. W 
trzeciorzędowej budowie polimeraz należących do 
grupy Y też można wyróżnić motywy dłoni (ang.
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palm), palca (ang .finger)  oraz kciuka (ang. thumb), 
charakterystyczne również dla innych rodzin poli- 
meraz. Motywy kciuka i palca polimeraz grupy Y od­
biegają budową od tych spotykanych wśród typo­
wych polimeraz replikacyjnych. To właśnie region 
palca odpowiada za dokładność polimeraz, spraw­
dzając powierzchnię powstałą pomiędzy nad­
chodzącym nukleotydem a komplementarnym nu-

Tabela 2.

przeprowadzania wiernej replikacji uszkodzonego 
DNA, mutacja w kodującym ją  genie sprawia, że jej 
rolę przejmują mutagenne systemy naprawy uszko­
dzeń DNA powodowanych promieniowaniem UV 
[ 10, 22].

Polimerazy DNA II, IV i V biorą udział w syntezie 
DNA poprzez różne uszkodzenia, często od­
kształcające nić, które stanowią barierę dla poi III,

Przykładowe polimerazy należące do grupy Y [ 9, 10 i 18],

Gen Nazwa białka Organizm

umuC, umuD polimeraza V E. coli

dinB polimeraza IV E. coli

dinP Dpo4 Sulfolobus solfataricus

revi, r e v 3 , rev7 polimeraza C, S. cerevisiae

SPB C 16A 3.il homolog Rad30 S. pombe

hREVl REV1 H. sapiens

hDINBl polimeraza k H. sapiens

HRAD30B polimeraza i H. sapiens

hRA D3 0A/XP- V polimeraza ą H. sapiens

kleotydem na matrycy [17]. Możliwe, iż właśnie od­
mienna budowa tego regionu warunkuje charaktery­
styczne właściwości polimeraz grupy Y, ich zdol­
ność do przeprowadzania TLS oraz stosunkowo małą 
wierność [18].

IX. Podsumowanie

Powszechność występowania procesu TLS wśród 
bakterii, drożdży jak i wyższych organizmów euka­
riotycznych, prowadzonego przez polimerazy z ro­
dziny Y [10] wskazuje na jego ogromne znaczenie 
dla procesów życiowych. Przykłady bakteryjnej po­
limerazy IV, generującej mutacje w stacjonarnej fa­
zie wzrostu komórek [15] oraz ludzkiej polimerazy r| 
uczestniczącej w somatycznych hypermutacjach im­
munoglobulin (co zwiększa ich różnorodność) [21], 
świadczą o zaangażowaniu tej rodziny polimeraz w 
dostosowywanie się organizmów żywych do zmien­
nych warunków środowiskowych.

Innym przykładem ogromnego znaczenia polime­
raz z rodziny Y dla prawidłowego funkcjonowania 
organizmów jest ich rola w Xeroderma pigmento- 
sum-variant, chorobie objawiającej się nadwrażli­
wością skóry na światło UV oraz zwiększoną często­
tliwością występowania czerniaka złośliwego. Cho­
roba ta jest wynikiem mutacji w genie kodującym po- 
limerazę r\. Ponieważ polimeraza ta jest zdolna do

głównej bakteryjnej polimerazy replikacyjnej. 
Udział danej polimerazy zależy od rodzaju uszko­
dzenia i jego konformacji oraz sekwencji nukleoty- 
dowej, w jakiej to uszkodzenie się znajduje [5, 23]. 
Od wielu czynników zależeć więc będzie, czy dana 
polimeraza wprowadzi w uszkodzone miejsce pra­
widłowe (komplementarne), czy też zmienione nu­
kleotydy, a także czy dojdzie w replikowanym obsza­
rze do przesunięcia ramki odczytu.

Mechanizmów syntezy poprzez uszkodzenie czy 
restartu replikacji nie możemy zaliczyć do systemów 
naprawczych DNA, ponieważ nie doprowadzają one 
do fizycznej naprawy uszkodzenia, a jedynie umożli- 
wiająjego ominięcie w procesie replikacji DNA. Po­
zwala to komórce powielić całkowicie materiał ge­
netyczny. Naprawa uszkodzeń może być przeprowa­
dzana w komórkach potomnych przed kolejną turą 
replikacji przez tradycyjne systemy naprawy DNA. 
Należy podkreślić również, że w trakcie replikacji 
uszkodzonej matrycy przez polimerazy z rodziny Y 
dochodzi często do powstawania mutacji (przesunię­
cie ramki odczytu, wstawienie niekomplementarnej 
zasady). Jednak w pewnych sytuacjach (szczególnie 
w warunkach zmiennego, wywołującego stres środo­
wiska) może się to okazać bardzo korzystne dla ko­
mórki bakteryjnej [15, 22]. Replikacja uszkodzone­
go DNA umożliwia jego duplikację, ale kosztem 
zmniejszenia wierności przekazu informacji gene­
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tycznej. Polimerazy z rodziny Y są więc bardzo istot­
nym składnikiem systemu tolerancji uszkodzeń 
DNA.

Artykuł otrzymano 6 lutego 2003 
Zaakceptowano do druku 17 czerwca 2004
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Silnie wiążące analogi stanu przejściowego fosforylazy 
nukleozydów purynowych — znaczenie, projektowanie i 
właściwości

Tight binding transition state analogues of purine
nucleoside phosphorylase 
properties
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hylthioadenosine phosphorylase)', PNP —  fosforylaza nukle­
ozydów purynow ych (ang .purine nucleosiephosphorylase)', TS 
—  stan przejściow y (ang. transition State).

I. W prowadzenie

1-1. Analogi stanu przejściowego

Blokowanie enzymów stanowi podstawę 
działania wielu grup leków, włączając np. środki 
przeciwbakteryjne (inhibitory reduktazy dihydrofo- 
lianowej), leki przeciwzapalne (inhibitory cyklook- 
sygenazy), leki przeciwnadciśnieniowe (inhibitory 
konwertazy angiotensyny), wiele chemioteraupeuty-
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ków stosowanych w onkologii, jak inhibitory gliko- 
zylacji, transferazy fernazylowej, kinaz białkowych 
itp. [1]. Osiągnięcie efektu terapeutycznego możliwe 
jest m.in. na drodze inhibicji kompetycyjnej 
(współzawodniczej), gdzie inhibitor konkuruje z 
substratem, nie wiążąc się jednak kowalencyjnie z 
enzymem. Poprzez projektowanie analogów substra- 
tu bądź produktu, na podstawie struktur krystalogra­
ficznych kompleksów enzym-reagent uzyskano wie­
le inhibitorów charakteryzujących się nawet nano- 
molarnymi stałymi dysocjacji [2, 3]. W wielu przy­
padkach nie jest to jednak wynik wystarczający dla 
osiągnięcia efektu biologicznego, możliwego przy 
całkowitej inhibicji enzymu i stężeniach inhibitora 
nie zaburzających innych fizjologicznych parame­
trów [4-6].

Zgodnie z teorią stanów przejściowych reakcji en­
zymatycznych, enzym wiąże stan przejściowy (TS) 
silniej niż substrat, co powoduje obniżenie energii 
aktywacji. Stabilny analog substratu podobny do sta­
nu przejściowego wykorzystuje tę różnicę energii 
jako energię wiązania, mając stąd potencjał wiązania 
od 1010 do 1023 razy silniejszy niż sam substrat [7-9]. 
Nawet częściowe przybliżenie struktury inhibitora 
do stanu przejściowego reakcji enzymatycznej po­
zwala osiągnąć bardzo dużą entalpię swobodną 
wiązania w porównaniu z inhibitorami projektowa­
nymi w oparciu o strukturę stabilnych reagentów 
[10-12]. Do racjonalnego projektowania analogów 
stanu przejściowego niezbędne jest poznanie jego 
struktury.

Jednak mimo prostoty założenia, że im większe 
podobieństwo projektowanego związku do struktury 
TS tym silniejsze jego wiązanie z enzymem, znale­
zienie potencjalnego inhibitora o odpowiednich 
właściwościach biochemicznych i farmakologicz­
nych jest bardzo żmudnym i długim procesem, a ba­
dania obejmują wiele dziedzin, włączając chemię ob­
liczeniową, enzymologię, badania kinetyczne, skom­
plikowaną syntezę organiczną czy fazę końcową, tj. 
próby kliniczne, które nie zawsze prowadzą przecież 
do zamierzonych celów.

1-2. Kinetyczne efekty izotopowe —  wgląd w 
strukturę stanu przejściowego

Chociaż struktura stanu przejściowego nie jest 
możliwa do zobrazowania za pomocą metod krysta­
lograficznych i spektroskopowych, jak w przypadku 
struktury stabilnych reagentów, czy nawet produk­
tów pośrednich, kinetyczne efekty izotopowe stano­
wią bardzo użyteczne narzędzie do analizy struktury 
TS. Kinetyczny efekt izotopowy (KIE) zdefiniowany

jest jako stosunek stałej szybkości reakcji dla sub­
stratu niepodstawionego do stałej szybkości reakcji 
substratu podstawionego izotopowo, przy czym 
przyjmuje się, że substrat podstawiony izotopowo to 
ciężki izotopomer. Kinetyczny efekt izotopowy od­
zwierciedla zmiany otoczenia wibracyjnego wokół 
centrum reakcji na drodze od reagentów do stanu 
przejściowego, który znajduje się na szczycie barie­
ry energetycznej wzdłuż rozpatrywanej współrzęd­
nej reakcji. W przypadku, gdy atom ciężki związany 
jest silniej w stanie równowagowym (ang. ground  
state) niż w stanie przejściowym, kinetyczny efekt 
izotopowy ma wartość normalną, większą od jedno­
ści, tzn. lekki izotopomer reaguje szybciej. Ciężki 
substrat reaguje natomiast szybciej w przypadku, 
gdy atom ciężki jest silniej związany w stanie przejś­
ciowym. Kinetyczne efekty izotopowe odzwiercie­
dlają stąd zmianę mocy wiązań wokół centrum reak­
cji podczas konwersji substratu do stanu przejścio­
wego. Z kolei, równowagowe efekty izotopowe 
(EIE) obrazują tę różnicę między stabilnym substra­
tem i produktem, względnie substratem i produktem 
pośrednim [13-15]. Wczesne analizy enzymatycz­
nych stanów przejściowych z wykorzystaniem kine­
tycznych efektów izotopowych ustaliły oksokarbe- 
niowy stan przejściowy dla lizozymu [16]. Później­
sze badania nad transferazą O-metylokatecholową z 
mapowaniem stanów przejściowych ustaliły rzędy 
wiązań Paulinga grupy atakującej i odchodzącej 
[17]. Obecnie analizy enzymatycznych stanów prze­
jściowych opierają się na pomiarze kinetycznych 
efektów izotopowych dla wielu atomów, dostar­
czając informacji o reagujących atomach, jak i ich 
sąsiedztwie [18-24]. Analiza kinetycznych efektów 
izotopowych umożliwiła poznanie struktur stanów 
przejściowych wielu reakcji, ważnych z farmakolo­
gicznego punktu widzenia [25-33].

1-3. Fosforylazy nukleozydów purynowych —  
biologiczny cel projektowanych inhibitorów

Analiza enzymatycznych stanów przejściowych 
pozwoliła osiągnąć ostatnio pikomolowe stałe dyso­
cjacji dla związków chemicznych będących poten­
cjalnymi lekami [34-36]. Szczególnie interesujące 
osiągnięcia w dziedzinie projektowania analogów 
stanu przejściowego otrzymano na polu badań N-ry- 
bozylotransferaz, które katalizują przeniesienie resz­
ty rybozylowej pomiędzy azotem puryn, pyrymidyn 
lub pyrydin i nukleofilowym atomem tlenu wody, 
fosforanu, czy też pirofosforanu [37]. Enzymem od­
krytym w 1947 r. i należącym do N-rybozylotransfe- 
raz jest fosforylaza nukleozydów purynowych (EC
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2.4.2.1, PNP), która katalizuje przeniesienie reszty 
rybozylowej z nukleozydów purynowych na tlen fos­
foranowy [38-41].

P-nukleozyd purynowy + POą3- o  puryna +
1-fosforan a-D-rybozy

1-4. Efekt in vivo inhibicji ludzkiej PNP

Naturalnymi substratami ludzkiego izoenzymu 
PNP są 6-oksopuryny, deoksyguanozyna, guanozy- 
na, inozyna oraz deoksyinozyna [42]. Ze względu na 
kluczowe znaczenie PNP w metabolizmie puryn za­
równo ssaków jak i organizmów o znaczeniu choro­
botwórczym, enzym ten jest intensywnie badany pod 
względem struktury, mechanizmów reakcji oraz pro­
jektowania inhibitorów o zastosowaniu farmakolo­
gicznym [43-47].

W 1975 r. G i b 1 e 11 zauważył, że u dzieci z lim- 
fopenią i upośledzoną funkcją limfocytów T, jakkol­
wiek prawidłową odpowiedzią immunologiczną ze

anozyny, fizjologicznie degradowanej do guaniny. 
Dzielące się, aktywowane limfocyty T wytwarzają 
kinazę deoksycytydynową (dCK), przekształcającą 
deoksycytydynę w dCMP [53]. Deoksyguanozyna, 
która akumułuje się (wzrost stężenia nawet do 10 
pM) przy zahamowanej aktywności fosforylazy nu­
kleozydów purynowych, jest również substratem dla 
dCK, która przekształca ją  w dGMP [54], podczas 
gdy w warunkach normalnych stężenie deoksygu- 
anozyny, dzięki wysokiej aktywności PNP w wątro­
bie, śledzionie, jelitach oraz erytrocytach ludzkich 
utrzymuje się poniżej 0.1 pM [55]. W konsekwencji, 
nagromadzony dGTP allosterycznie blokuje redukta- 
zę difosforanów rybonukleozydów, a zaburzenie w 
puli nukleotydów indukuje apoptotyczną śmierć ko­
mórki [56-57] (Ryc. 1). Hamowanie ludzkiej fosfo­
rylazy nukleozydów purynowych rozpatruje się jako 
bardzo istotny cel w leczeniu nowotworów wy­
wodzących się z linii limfocytów T, jak również wie­
lu chorób autoimmunologicznych związanych z nad­
mierną aktywacją limfocytów T, włączając łuszczy-

1-fosforan D-rybozy + guanina 

PNP

dG uo

RDP

RDR

Inhib itor PNP

deoksycytydyna

dCMP

Wzrost stężenia dGTP «=> allosteryczna 
inhibicja reduktazy difosforanów 
rybonukleozydów (RDR).

t , dGTP

d R D P ^ ^  dTTP Dy Q
apoptoza

Ryc. 1. Skutki inhibicji ludzkiej PNP. Inhibicja PNP prowadzi do nagromadzenia dGMP, na drodze fosforylacji katalizowanej przez kinazę deoksycyty­
dynową (dCK). dGMP po konwersji do dGTP prowadzi do allosterycznej inhibicji reduktazy difosforanów rybonukleozydów (RDR), a zabu­
rzenie puli deoksyrybonukleotydów (dRDP) skutkuje apoptozą.

strony limfocytów B, miał miejsce całkowity brak 
aktywności fosforylazy nukleozydów purynowych 
[48]. Następne badania wykazały, że biochemiczny 
związek między brakiem aktywności PNP i upośle­
dzeniem funkcji limfocytów T polega na zahamowa­
niu degradacji deoksyguanozyny i jej następczej 
konwersji do dGTP w aktywowanych komórkach T 
[49-52]. Proliferacja limfocytów T wymaga 
wzmożonej syntezy DNA. Przy zahamowanej ak­
tywności PNP następuje wzrost stężenia deoksygu-

cę, czy reakcję odrzucania przeszczepu [58-61]. W 
dotychczasowych badaniach biologicznych testowa­
ny był analog stanu przejściowego —  immucillina H 
zaprojektowany w oparciu o strukturę stanu przejś­
ciowego wyznaczoną na podstawie kinetycznych 
efektów izotopowych dla wołowego izoenzymu PNP 
[32].

Wykazano, że inhibicja PNP za pomocą immucil- 
liny H w hodowli komórek białaczki T-komórkowej, 
linii CCRF-CEM i MOLT-4, wytwarzających dCK
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podczas aktywacji, spowodowała indukcję apopto- 
zy. Limfocyty B nie wytwarzające dCK nie były jed ­
nak podatne na działanie inhibitorów PNP, jak rów­
nież linie komórkowe z wysoką aktywnością 5’-nu- 
kleotydazy nie ulegały apoptozie wskutek inhibicji 
PNP [62], Zaobserwowano również, że immucillina 
H była tak samo skuteczna w przedłużaniu życia go­
spodarza w modelu reakcji odrzucania przeszczepu, 
jak cyklosporyna A [63], Obecnie związek ten znaj­
duje się w fazie I/II prób klinicznych z pacjentami z 
rozrostami T-komórkowymi [57],

1-5. Znaczenie inhibicji PNP zarodźca malarii

Istotnym izoenzymem PNP, wzbudzającym zain­
teresowanie pod kątem projektowania inhibitorów, 
jest fosforylaza nukleozydów purynowych z zarodź­
ca sierpowatego {Plasmodium falciparum ), wywo­
łującego malarię, przyczynę 1 do 2 min zgonów rocz­
nie [64, 65], Ze względu na rosnącą lekooporność za­
rodźca, znalezienie alternatywnych leków jest kwe­
stią kluczową dla skutecznej terapii tej choroby [66, 
67], Od dawna przypuszczano, że szlak purynowy 
może stanowić przeciwmalaryczny cel [68-70], Za- 
rodziec malarii, pasożyt bytujący wewnątrz erytro­
cytów krwi ludzkiej, jest niezdolny do syntezy puryn 
de novo, jak również erytrocyty nie posiadają zdol­
ności syntezy puryn. Replikacja pasożyta wymaga 
ciągłego dostarczania zasad purynowych do syntezy 
DNA i RN A (ang. purine salvage). Głównym prekur­
sorem nukleozydów purynowych dla zarodźca mala­
rii jest hipoksantyna, powstająca podczas fosforolizy 
inozyny. Reakcja ta katalizowana jest przez fosfory- 
lazę nukleozydów purynowych, dlatego też zaro- 
dziec malarii jest wrażliwy na blokowanie PNP. Wy­
kazano, że inhibicja PNP powoduje śmierć pasożyta 
w hodowli erytrocytów in vitro [70-72]. Do tej pory 
nie wiadomo jednak, czy do wywołania śmierci pa­
sożyta wystarczająca jest inhibicja zarodźcowego 
izoenzymu PNP, czy również ludzkiej fosforylazy 
nukleozydów purynowych. Nie znaleziono bowiem 
inhibitora selektywnie blokującego zarodźcową 
PNP, co umożliwiłoby znalezienie odpowiedzi. Do 
niedawna nie były znane również struktury stanów 
przejściowych obu izoenzymów, niezbędne do za­
projektowania selektywnych analogów stanu przejś­
ciowego, a poznano jedynie strukturę TS dla PNP 
wołu.

Hamowanie fosforylazy nukleozydów puryno­
wych jest również rozważane jako potencjalny śro­
dek przeciwko gruźlicy, tym bardziej że również w 
przypadku Mycobacterium tuberculosis obserwuje 
się rosnącą lekooporność [73].

II. Projektowane analogi stanu przejścio­
wego PNP

II-l. Grupa immucillin

Analiza struktury stanu przejściowego reakcji ar- 
senolizy wołowej PNP doprowadziła do zaprojekto­
wania i syntezy analogu stanu przejściowego imrnu- 
cilliny H, będącej chemicznie (ló)-l-(9-deazahipo- 
ksantyn-9-yl)-l, 4-dideoksy-l, 4-imino-D-rybitolem 
oraz immucilliny G czyli ( ló ’)-l-(9-deazaguanin-9- 
yl)-l,4-dideoksy-l,4-imino-D-rybitolem [30-32]
(Ryc. 2). Stan przejściowy reakcji katalizowanej

a)

Immucillina H Immucillina G

Ryc. 2. Immucillina H i immucillina G (b). Analogi stanu przejściowe­
go zaprojektowane na podstawie analizy struktury TS wyzna­
czonej w oparciu o kinetyczne efekty izotopowe reakcji arseno- 
lizy katalizowanej przez wołową PNP (a).

przez wołową PNP charakteryzuje się znikomym 
rzędem wiązania między atomem C l ’ i atakującym 
tlenem nukleofila (<0 .02) oraz zachowanym częścio­
wo rzędem wiązania z azotem N9 grupy odchodzą­
cej. Długość wiązania C l ’-N9 na podstawie analizy 
KIE oszacowano na 1.77 Â, podczas gdy długość 
wiązania C l ’-C9 w immucillinach wynosi 1.5 Â. 
Oksakarbeniowy charakter stanu przejściowego in­
hibitory z grupy immucillin naśladują poprzez upro- 
tonowany atom azotu 4 ’ pierścienia imminorybitolo- 
wego, z tym że ładunek zlokalizowany jest praktycz­
nie na atomie 4 ’, podczas gdy w TS między atomem 
C l ’ i 0 4 ’. Immucillina H charakteryzuje się 23 pM 
stałą dysocjacji względem wolowego izoenzymu 
oraz 56 pM względem izoenzymu ludzkiego. Wyka­
zuje jednak znacznie słabsze wiązanie w stosunku do 
PNP z Plasmodium falciparum  (stała dysocjacji 0.6 
nM). Dodatkowa grupa aminowa w immucillinie G
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poprawiła siłę wiązania inhibitora, poprzez umożli­
wienie dodatkowych wiązań wodorowych w przy­
padku ludzkiej PNP [74] (Tab. 1).

III. Model stanu przejściowego ludzkiej 
i zarodźcowej PNP

Analiza stanów przejściowych ludzkiego i zaro- 
dźcowego PNP przeprowadzona ostatnio za pomocą 
kinetycznych efektów izotopowych pozwoliła na 
lepsze zrozumienie oddziaływań w centrum aktyw­
nym w fazie stanu przejściowego [29]. Ustalono, że 
reakcja arsenolizy katalizowana przez izoenzym 
ludzki i zarodźcowy przechodzi poprzez jon oksa- 
karbeniowy stabilizowany przez sieć wiązań wodo­
rowych oraz inne oddziaływania elektrostatyczne,

a)

wkładu we współrzędną reakcji, w przeciwnym razie 
otrzymany efekt izotopowy węgla C l ’ byłby więk­
szy od jedności [29].

Wykazano również, że bardzo małe efekty izoto­
powe atomu wodoru H 2’ wskazują na znikomy 
udział hiperkoniugacji, konformację 3 ’-endo pierś­
cienia jonu oksakarbeniowego oraz zlokalizowanie 
ładunku dodatniego głównie na atomie Cl ’ (częścio­
wo 0 4 ’) w stanie przejściowym w przypadku obu 
izoenzymów [10, 29, 75, 76]. W przeciwieństwie do 
nowo scharakteryzowanych TS dla ludzkiej i zarodź­
cowej PNP, wykazano, że izoenzym wołowy katali­
zuje reakcję przebiegającą poprzez podstawienie nu- 
kleofilowe z zachowanym w dużym stopniu rzędem 
wiązania z azotem N9 grupy odchodzącej (0.36) 
[31].

b)

Ryc. 3. Wymodelowana geometria jonu oksakarbeniowego (a) — nietrwałego produktu pośredniego, przez który przebiega reakcja katalizowana przez 
ludzką i zarodźcową PNP (pokazana struktura dla ludzkiego izoenzymu). Różnica obu struktur wyraża się jedynie różnymi kątami dwuścienny- 
mi H2’-C2’-C l’-H r , 57.3° dla ludzkiej i 55.7° dla zarodźcowej PNP. (b) Schemat stanu przejściowego reakcji. Odległości azotu N9 grupy od­
chodzącej i atakującego nukleofila > 3.0 A na etapie stanu przejściowego tłumaczą otrzymane efekty izotopowe.

który powinien mieć czas życia dłuższy niż czas po­
jedynczego drgania wiązania. Wykazano, że zgodnie 
z teorią efektów izotopowych tylko przy takim 
założeniu możliwe jest zaobserwowanie równowa­
gowego efektu izotopowego atomu C l ’, który ma 
wartość bliskąjedności. Struktura wymodelowanego 
jonu oksakarbeniowego będącego produktem po­
średnim reakcji przedstawiona jest na rycinie 3a. 
Produkt ten powstaje poprzez stan przejściowy, w 
którym udział grupy odchodzącej jest znikomy, od­
ległości C l ’-N9 i C l ’-O są większe od 3.0 A, a ładu­
nek dodatni zlokalizowany jest głównie wokół ato­
mu C l ’ (Ryc. 3b). Otrzymane efekty izotopowe nie 
przeczą hipotezie pary jonowej —  silnego stabili­
zującego oddziaływania elektrostatycznego między 
atomem C l ’ i tlenem nukleofila (fosforanu), które 
uważa się za jeden z czynników determinujących siłę 
wiązania analogów stanu przejściowego (patrz ni­
żej). Musi to być jednak oddziaływanie niemające

IV. Analogi stanu przejściowego PNP 
II generacji. Modyfikacja DADMe

Uwzględnienie cech nowo scharakteryzowanych 
stanów przejściowych, tj. bardziej dysocjacyjnego 
charakteru, jak i ładunku zlokalizowanego głównie 
wokół atomu C l ’, dokonano poprzez włączenie 
mostka metylenowego między atom 1’ imminorybi- 
tolu i atom C9 9-deazapuryny odsuwając od siebie 
oba pierścienie. Centralne umieszczenie ładunku do­
datniego w pozycji 1’ jonu oksakarbeniowego, uzy­
skano poprzez umieszczenie uprotonowanego atomu 
azotu w pozycji 1 ’ pierścienia imminorybitolu w sta­
bilnym analogu TS (Ryc. 4). W skrócie modyfikacja 
ta określana jest jako DADMe (patrz niżej). Poprzez 
tę modyfikację uzyskano niebywałe zwiększenie siły 
wiązania inhibitorów. Najniższa stała dysocjacji dla 
ludzkiej PNP wyniosła 6.8 pM w przypadku 
DADMelmmucilliny G.
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IV-1. DADM elm m ucillina H i DADM elm m u- 
cillina G. Terminologia

Podstawą nazewnictwa nowo otrzymanej grupy 
inhibitorów PNP drugiej generacji pozostała immu- 
cillina H lub immucilllina G (odpowiednio w przy­
padku hipoksantyny lub guaniny). Przedrostek 
DADMe wskazuje na modyfikację 4 ’-deaza- 
1 ’-aza-2 ’-deoksvmetvleno- i chociaż jest to termi-

tychczasowe inhibitory bardziej podobne do substra- 
tu, jak rodzina immucillin [34]. Analiza krystalogra­
ficzna kompleksów DADMelmmucilliny H potwier­
dza kluczową rolę wiązań wodorowych tworzonych 
między atomem wodoru związanym z azotem N7, 
tlenen 0 6  i azotem NI w wiązaniu pierścienia pury- 
nowego. Odseparowanie puryny od pierścienia im- 
minorybitolu za pomocą mostka metylenowego 
włączonego pomiędzy atomy C 1 ’ i C9 również umo-

Im n m cilliiu i II
D A D M e -Im n iu c illin a  II

D A D M e-Im m u c illiu a  G

Ryc. 4. Nowo zsyntezowane analogi stanu przejściowego ludzkiej i zarodźcowej PNP. Wyjaśnione pochodzenie przedrostka DADMe charaktery­
zującego modyfikacje wprowadzone do inhibitorów II generacji.

nologia opracowana na użytek własny autorów, w 
sposób najprostszy wskazuje na nową rodzinę inhibi­
torów [34] (Ryc. 4).

IV-2. Modyfikacje poprawiające schemat 
oddziaływań analog TS —  centrum aktywne

Struktura DADMelmmucilliny H i DADMelm- 
muciliny G uwzględnia fakt znikomego rzędu wiąza­
nia między C l ’ i atomem N9 hipoksantyny w stanie 
przejściowym [77, 78]. Odległość C l ’-C9 w 
DADMelmmucillinach wynosi 2.5 A, a więc jest o 
0.7 A dłuższa niż dla poprzednio modelowanego sta­
nu przejściowego wołowej PNP i o 1 A dłuższa niż w 
przypadku immucillin, gdzie wynosi 1.5 A [30, 31], 
jednocześnie pozostaje nieco poniżej wartości ocze­
kiwanych dla ludzkiej bądź zarodźcowej PNP (>3.0 
A). Ze względu na naśladowanie późnego stanu 
przejściowego, DADMelmmucillina H została scha­
rakteryzowana również jako „over the barrier transi­
tion state analogue”, przybliżający strukturę stanu 
przejściowego bardziej od strony produktu, niż do-

żliwia uprzywilejowanie oddziaływania elektrosta­
tycznego między dodatnio naładowanym azotem 
N I ’ i atomem tlenu nukleofila (odległość 2.7 A w 
DADMe zamiast 3.3 A w przypadku struktur kom­
pleksów z PNP z M. tuberculosis) [34].

Przeprowadzono wiele analiz powiązań struktury 
i właściwości dla analogów immucillin i DADMelm- 
mucillin. Sprawdzono na przykład, że modyfikacja 
polaryzacji wiązania N7-H poprzez wprowadzenie 
atomu azotu N 8 w pochodnej 8-aza- skutkuje znacz­
nym osłabieniem siły wiązania inhibitora przez pod­
wyższenie pKa donora protonu dla wiązania wodoro­
wego.

Z obecnie zsyntezowanych analogów immucillin i 
DADMe-Immucillin, najniższe stałe dysocjacji wy­
kazują jednak opisane tutaj DADMelmmH i 
DADMelmmG [35, 77, 78].

IV-3. W łaściwości kinetyczne i stałe dysocjacji

Wykazano, że podobnie jak immucilliny, analogi 
DADMe przejawiają dwufazowy przebieg inhibicji.

POSTĘPY BIOCHEMII 50(3), 2004 223http://rcin.org.pl



Po początkowym związaniu analogu w centrum ak­
tywnym enzymu, prawdopodobnie obojętnej 
cząsteczki inhibitora, następuje jego protonacja i w 
konsekwencji zmiany konformacyjne centrum ak­
tywnego, co prowadzi do ścisłego, równowagowego 
związania analogu stanu przejściowego [34, 79]. 
Początkową fazę inhibicji charakteryzuje stała dyso- 
cjacji K\, fazę równowagową (powolne ustalenie się 
inhibicji (ang. inhibition slow-onset) —  stała K\ . W 
praktyce faza równowagowa ustala się w przeciągu 
kilku —  kilkunastu minut. Modyfikacja DADMe

większe podobieństwo między strukturą DADMelm- 
mucilliną H oraz modelem jonu oksakarbeniowego, 
przez który przebiega reakcja ludzkiej i zarodźcowej 
PNP, niż analogiczne podobieństwo z immucilliną H
[29]. Dodatnio naładowany, uprotonowany atom 
azotu NI ’ w DADMelmmucillinie H naśladuje ładu­
nek dodatni jonu oksakarbeniowego zlokalizowany 
wokół centrum elektrofilowego Cl ’- 0 4 ’. Umożliwia 
to wytworzenie silnego oddziaływania elektrosta­
tycznego z atomem tlenu atakującego nukleofila, 
który z kolei związany jest poprzez sieć wiązań wo-

Ryc. 5. Cząsteczkowe powierzchnie potencjałów elektrostatycznych obliczone dla struktur zoptymalizowanych na poziomie teorii funkcjonałów gę­
stości [29]. (a) inozyna, (b) immucilliną H, (c) DADMelmmucillina H, (d) model jonu oksakarbeniowego, który jest zbliżony do struktury sta­
nu przejściowego reakcji ludzkiej i zarodźcowej PNP.

prowadzi do prawie czterokrotnego obniżenia rów­
nowagowej stałej dysocjacji immucilliny H (16 za­
miast 56 pM) i 6-krotnego jej obniżenia dla immucil­
liny G (odpowiednio 6.8 pM i 42 pM dla DADMelm- 
mucilliny G i immucilliny G).

Chociaż analiza kinetycznych efektów izotopo­
wych wskazywała na podobne stany przejściowe 
ludzkiej i zarodźcowej PNP, stałe dysocjacji dla dru­
giego izoenzymu są o dwa rzędy wielkości wyższe.
W celu wyjaśnienia tej różnicy wysunięto hipotezę, 
że w związku z obserwowaną niższą stałą katali­
tyczną dla izoenzymu zarodźcowego, białko to musi 
wiązać słabiej również stan przejściowy, co skutkuje 
też słabszym wiązaniem analogów stanu przejścio­
wego [29].

IV-4. Cząsteczkowe powierzchnie potencjałów  
elektrostatycznych inhibitorów

dorowych w centrum aktywnym. Ładunek dodatni na 
azocie N 4’ immucilliny H zlokalizowany jest asyme­
trycznie, przez co oddziaływanie elektrostatyczne 
odgrywa mniejszą rolę (Ryc. 5).

Właściwe położenie dodatnio naładowanego ato­
mu azotu, naśladującego centrum elektrofilowe przy 
atomie 1’, okazało się warunkiem decydującym o 
sile wiązania inhibitora, nawet bardziej istotnym, niż 
separacja 9-deazapuryny od pierścienia imminorybi- 
tolu poprzez mostek metylenowy. 1 ’-(9-rnetyleno)- 
immucillina H, w której włączono mostek metyleno­
wy przy zachowanym azocie w położeniu 4 ’, charak­
teryzuje się bowiem bardzo słabym wiązaniem 
(Tab. 1).

IV-5. Znaczna poprawa właściwości farmakolo­
gicznych DADM elm m H  wykazana na 
modelu in vivo u myszy

Pomocną w wyjaśnieniu silniejszego wiązania in­
hibitorów drugiej generacji była również analiza 
cząsteczkowych powierzchni potencjałów elektro­
statycznych (MEP) obliczonych na podstawie mode­
lowania struktur substratu, inhibitorów i stanu prze­
jściowego. Porównanie MEP pozwoliło wykazać

Przeprowadzono wstępne eksperymenty na my­
szach in vivo, które wykazały doskonałą biodostęp- 
ność nowego inhibitora PNP DADMelmmucilliny H, 
po podaniu zarówno dootrzewnowym jak i doust­
nym. Wykazano również przepuszczalność błony 
erytrocytarnej dla DADMelmmucilliny H. 50 % in­
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hibicję mysiej erytrocytarnej PNP uzyskano po 10 
minutach od podania doustnego pojedynczej dawki 
10 nmoli (27 pg). W przypadku dawki 10 nmoli (27 
pg) immucilliny H, tj/2 ustalenia inhibicji wyniósł 14 
minut. Czas połowiczny odzyskania aktywności wy­
nosił natomiast 275 h (11.5 dnia) dla DADMelmmH, 
co przy 25 dniowym połowicznym okresie życia ery-

Tabela 1.

V. Podsumowanie

Logiczne projektowanie nowej generacji analo­
gów stanu przejściowego oparte na analizie kine­
tycznych efektów izotopowych pozwoliło otrzymać 
bardzo silnie wiążące inhibitory o pikomolowych 
stałych dysocjacji dla fosforylaz nukleozydów pury-

Porównanie stałych dysocjacji dla niektórych immucillin i DADMelmmucillin wobec ludzkiej i zarodźcowej PNP. Podane wartości stałych dysocjacji 
początkowych (Kj) i równowagowych (Ki*) [77].

PNP ludzka PNP zarodźcowa

Kj [pM] K,' [pM] Kj [pM] Kj' [pM]

immucillina H 3300±200 56±15 - 860180

immucillina G 5401100 42±6 - 9001200

DADMelmmucillina H 1100±120 16±1.4 - 500±40

DADMelmmucillina G 163±25 6.8±1.2 - 890160

trocytów mysich sugeruje, że odzyskanie aktywno­
ści związane było raczej w dużym stopniu z syntezą i 
wymianą erytrocytów na nowe, niż z samą dysocja- 
cją i wydaleniem inhibitora [80]. Inhibicja za po­
mocą immucilliny H charakteryzowała się czasem 
połowicznym odzyskania aktywności równym 100 
godzin (Ryc. 6).

czas

Ryc. 6. Dostępność biologiczna po podaniu doustnym immucilliny H 
(10 nmoli, O), lub DADMelmmucilliny H (10 nmoli, # ) .  T 1/2 
dla początkowego fragmentu krzywej oznacza czas po którym 
następuje 50 % inhibicja PNP krwi mysiej. Otrzymano 10 min 
dla DADMelmmucilliny H i 14 min dla immucilliny H. Powrót 
aktywności po podaniu doustnym pojedynczej dawki inhibitora 
charakteryzuje połowiczny czas t1/2=275 h dla DADMelmmu­
cilliny H i 100 h w przypadku immucilliny H. Aktywność wyra­
żona w jednostkach — absorbancja kwasu moczowego w sprzę­
żonym oznaczeniu z oksydazą ksantynową przy 293 nm/min 
[80].

nowych. Ostatnio przeprowadzone analizy stanów 
przejściowych ludzkiej i zarodźcowej PNP wraz z 
analizą krystalograficzną pozwalają wnioskować o 
oddziaływaniach wewnątrz centrum aktywnego, od­
powiedzialnych za silne wiązanie analogu TS. Otrzy­
many nowy inhibitor PNP, DADMelmmucillina H, 
wierniej naśladujący strukturę stanu przejściowego 
ze względu na właściwości biologiczne może stać się 
wkrótce efektywniejszą alternatywą dla immucilliny
H, będącej obecnie w fazie badań klinicznych z 
udziałem pacjentów z rozrostami T-komórkowymi. 
Badania nad skutecznością DADMelmmucilliny H 
wobec P la s m o d iu m  fa lc ip a r u m  wywołującym mala­
rię są w dalszym ciągu w toku. Okazało się również, 
że nowo opracowana modyfikacja immucillin okre­
ślana jako DADMe, ma charakter bardziej uniwer­
salny. Opisano już nowo zsyntezowane inhibitory 
oparte na modyfikacji DADMe dla innych N-nukle- 
ozydaz jak fosforylazy metylotioadenozynowej 
(MTAP), kluczowego enzymu szlaku syntezy polia- 
min, uważanego za cel dla terapii m.in. raka prostaty. 
W tym przypadku uzyskano również pikomolowe 
stałe dysocjacji [81].

A rtyku ł o trzym ano 31 m aja 2004  
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I. Wstęp

Mitochondria występują w cytoplazmie prawie 
wszystkich komórek eukariotycznych. Główną ich 
funkcją jest przeprowadzanie procesu fosforylacji 
oksydacyjnej. Ponadto mitochondria uczestniczą w 
innych procesach niezbędnych do funkcjonowania 
komórki, np. biosyntezie porfiryn czy cyklu moczni­
kowym. Mitochondria poszczególnych tkanek 
zwierzęcych różnią się zarówno strukturą, jak i funk­
cją. Komórki różnego typu zawierają różną liczbę 
mitochondriów, która może się wahać od kilkuset do 
kilku tysięcy. Cechy te w dużej mierze zależą od wy­
magań energetycznych danej tkanki. W odpowiedzi 
na sygnał wewnątrzkomórkowy lub zewnątrzkomór- 
kowy (hormony, temperatura, zapotrzebowanie na 
ATP) funkcja oraz aktywność mitochondriów może 
ulec zmianie [ 1].

Mitochondria zawierają ponad 1000 różnych 
białek, z których tylko znikoma część kodowana jest 
przez genom mitochondrialny. Struktura oraz organi­
zacja genów w DNA mitochondriów u różnych ssa­
ków jest bardzo podobna. Ssaczy genom mitochon-
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drialny jest kolistą, dwuniciową cząsteczką DNA o 
długości około 16569 pz, kodującą 37 genów. Dwa­
dzieścia cztery geny mitochondrialne kodują 
cząsteczki RNA wchodzące w skład mitochondrial- 
nego aparatu translacyjnego (22 tRNA oraz 2 rRNA), 
pozostałe 13 genów koduje podjednostki komplek­
sów łańcucha oddechowego [2].

Mitochondria są szczególnymi organellami ko­
mórki zwierzęcej. Ich funkcjonowanie, a zwłaszcza 
wytwarzanie przez nie ATP, zależy od dwóch syste­
mów genetycznych. Do prawidłowej biogenezy oraz 
funkcjonowania mitochondriów niezbędna jest 
współpraca genomu jądrowego z genomem mito- 
chondrialnym. Biogenezę mitochondriów można 
rozpatrywać jako dwa odrębne procesy: proliferacja 
mitochondriów oraz ich różnicowanie się w organel­
le zdolne do fosforylacji oksydacyjnej [3], Obydwa 
te procesy są związane ze zmianą ilościową i jako­
ściową białek znajdujących się w mitochondriach. 
Zatem zagadnienia dotyczące poszczególnych białek 
mitochondrialnych pozostają w ścisłym związku z 
procesem biogenezy mitochondriów. Obecnie coraz 
lepiej poznajemy ten proces. Poznano czynniki tran- 
skrypcyjne, których aktywność umożliwia skoordy­
nowaną ekspresję genomu mitochondrialnego oraz 
genów jądrowych kodujących białka mitochondrial­
ne. Poszerza się także wiedza na temat czynników 
pozakomórkowych, np. hormon tarczycy, mogących 
wpływać na proliferację i różnicowanie się mito­
chondriów. Zidentyfikowano również białko PGC-1, 
które jest jednym z elementów na ścieżce przekazu 
informacji o tym, że potrzebna jest biogeneza mito­
chondriów w odpowiedzi na zwiększone zapotrzebo­
wanie na energię cieplną.

Zagadnienia związane z biogenezą mitochon­
driów stanowią bardzo obszerny temat, którego 
pełne omówienie przekracza możliwości tego arty­
kułu. Intencją autorów było przybliżenie zagadnień 
biogenezy mitochondriów związanych z aktywno­
ścią łańcucha oddechowego. Jednakże w wielu miej­
scach niniejszego artykułu jest mowa o biogenezie 
mitochondriów w szerszym ujęciu. Wiąże się to z 
faktem, że mitochondria stanowią bardzo skompli­
kowany układ, z którego nie da się w prosty sposób 
wyodrębnić poszczególnych jego elementów. Na ak­
tywność łańcucha oddechowego ma wpływ nie tylko 
bezpośrednia synteza białek wchodzących w jego 
skład, ale system transportu białek z cytoplazmy do 
mitochondriów, skład lipidowy błon mitochondrial­
nych, koordynacja ekspresji genomu jądrowego i mi­
tochondrialnego, synteza hemu wchodzącego w 
skład cytochromów, a także liczba mitochondriów w 
komórce i stopień ich zróżnicowania.

II. Koordynacja ekspresji genomu mitochon­
drialnego i jądrowego

Mechanizm zapewniający „współpracę” między 
genomem mitochondrialnym i jądrowym musi pod­
legać regulacji w odpowiedzi na różnorodne bodźce. 
Skoordynowaną ekspresję genomu mitochondrialne­
go i jądrowego zapewniają czynniki transkrypcyjne, 
a ich ilość czy też aktywność może ulegać zmianie w 
odpowiedzi na sygnały wewnątrzkomórkowe i/lub 
zewnątrzkomórkowe [4].

Poznane dotychczas promotory genów jądrowych 
kodujących białka mitochondrialne wykazują znacz­
ne zróżnicowanie pod względem struktury, jak i 
obecności sekwencji wiążących czynniki transkryp­
cyjne [5]. W promotorach tych występują cztery ele­
menty cis określane jako NRF1, NRF2, 
OXBOX/REBOX oraz M tl,  3, 4. O tych ostatnich 
sądzi się, że są specyficzne dla genów kodujących 
białka łańcucha oddechowego. W żadnym ze scha­
rakteryzowanych promotorów nie ma wszystkich 
tych elementów. Ani jeden ze wspomnianych ele­
mentów cis nie występuje we wszystkich dotąd po­
znanych jądrowych genach kodujących białka mito­
chondrialne [5]. S c a r p u 11 a [4] sugeruje, że sko­
ordynowanej regulacji podlegają tylko te geny, któ­
rych produkty mają decydujące znaczenie dla aktyw­
ności oddechowej mitochondriów.

Obserwacje uzyskane dla oksydazy cytochromu c 
potwierdzają istnienie skoordynowanej ekspresji jej 
podjednostek kodowanych w mtDNA i w jądrze w ta­
kich organizmach, jak szczur [6], mysz [7] i człowiek 
[8, 9]. Na przykład H o o d  i wsp. [6] wykazali, że 
przewlekła stymulacja mięśni szkieletowych szczura 
prowadzi do 3-4-krotnego wzrostu aktywności oksy­
dazy cytochromu c (COX). Towarzyszy temu 2-kro- 
tny wzrost poziomu podjednostki III (kodowana w 
mtDNA) i VIc (kodowana w jądrze). Ważnym czyn­
nikiem regulującym skoordynowaną ekspresję geno­
mu jądrowego i mitochondrialnego jest także hor­
mon tarczycy (Rozdział IV).

Dotychczasowe badania wskazują, że trzy czynni­
ki transkrypcyjne odgrywają kluczową rolę w funk­
cjonowaniu i biogenezie mitochondriów. Są to: 
NRF-1, NRF-2 oraz PGC-1.

II-l. NRF-1

NRF-1 jest białkiem jądrowym, które wiąże się z 
DNA jako homodimer. Domena aktywująca tran­
skrypcję znajduje się w C-końcowej części tego 
białka. Natomiast N-końcowy fragment zawiera do­
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menę wiążącą DNA oraz sygnał lokalizacji jądrowej 
[ 10 , 11].

Wykazano, że NRF-1 reguluje aktywność tran- 
skrypcyjną jądrowych genów kodujących niektóre 
polipeptydy wchodzące w skład kompleksów łańcu­
cha oddechowego (Tab. 1). Sekwencje rozpoznawa­
ne przez NRF-1 występują w obszarach promotoro- 
wych genów kodujących mtTFA [12] i podjednostkę 
rybonukleinową RNAzy MRP [4]. Pierwszy z tych 
genów koduje mitochondrialny czynnik transkryp- 
cyjny związany z inicjacją transkrypcji i replikacji 
mtDNA, drugi nukleazę, która przecina powstającą 
nić RNA, tworząc w ten sposób starter niezbędny do

Tabela 1.

Jądrowe geny kodujące białka mitochondrialne regulowane przez 
NRF-1 i NRF-2. Dane pochodzą z [4, 12, 14, 15].

Nazwa genu (pochodzenie) NRF-1 NRF-2

geny OXPHOS

cytochrom c (człowiek, szczur) +

K o m p le k s  1 :

podjednostka 8 (człowiek) +

K o m p le k s  I I :

podjednostka B, C oraz D (człowiek) + +

K o m p le k s  I I I :

białko wiążące ubichinon (człowiek) +

białko rdzenia 1 (człowiek) +

K o m p le k s  I V :

podjednostka IV (mysz, szczur) +

podjednostka Vb (człowiek, mysz, szczur) + +

podjednostka Vlc (szczur) +

podjednostka V llc (krowa) +

podjednostka VlaL (człowiek) + +

podjednostka VllaL (człowiek) +

K o m p le k s  V :

podjednostka a (człowiek) +

podjednostka c (człowiek) +

podjednostka g (krowa) +

pozostałe geny

podjednostka rybonukleinowa RNazy MRP

(człowiek, mysz) +

mtTFA (człowiek) + +

ALAS (szczur) +

mitorybosomalne białko S12 (człowiek) + +

Tom20 (człowiek) + +

rozpoczęcia replikacji mtDNA. Tak więc, NRF-1 jest 
czynnikiem, który transkrypcję i replikację genomu 
mitochondrialnego wiąże z ekspresją genów jądro­
wych kodujących wybrane podjednostki wchodzące 
w skład aparatu oddechowego mitochondriów. Bada­

nia H u o  i S c a r p u l l a  [13] potwierdzają udział 
NRF-1 w utrzymaniu odpowiedniego poziomu 
mtDNA. Wykazali oni, że unieczynnienie genu ko­
dującego NRF-1 powoduje znaczne obniżenie ilości 
mtDNA w blastomerach 3,5-dniowego zarodka my­
szy, który obumiera w okresie przedimplantacyj- 
nym. Autorzy pracy wykazali, że brak NRF-1 nie in­
dukuje apoptozy. Tak więc obniżenie poziomu 
mtDNA nie zostało spowodowane tym, że w komór­
ce następuje proces śmierci samobójczej.

Udział NRF-1 w koordynacji ekspresji genomu 
mitochondrialnego i jądrowego potwierdza fakt, że 
ekspresja genu kodującego syntazę ALAS wymaga 
obecności w obszarze promotora dwóch sekwencji 
wiążących NRF-1. Aktywność tego enzymu ma de­
cydujące znaczenie dla przebiegu szlaku biosyntezy 
hemu będącego kofaktorem cytochromów, białek ko­
dowanych zarówno przez genom mitochondrialny, 
jak i jądrowy i wchodzących w skład łańcucha odde­
chowego [4].

Obecność funkcjonalnej sekwencji wiążącej 
NRF-1 w promotorze genu białka S 12, wchodzącego 
w skład mitochondrialnego rybosomu (mitoryboso- 
mu) [14] (Tab. 1), wskazuje, że NRF-1 reguluje po­
ziom białek kodowanych przez genom mitochon­
drialny także poprzez wpływ na translację mitochon­
drialnego mRNA. Poza tym wykazano, że NRF-1 re­
guluje również ekspresję genu kodującego białko 
Tom20, które bierze udział w imporcie białek do mi­
tochondriów [15] (Tab. 1). Wskazuje to, że NRF-1 
wpływa nie tylko na aktywność oddechową mito­
chondriów, ale także na ogólną aktywność metabo­
liczną mitochondriów.

NRF-1 prawdopodobnie odgrywa kluczową rolę 
w procesie biogenezy mitochondriów. Potwierdzają 
to wyniki badań X i a i wsp. [16], którzy wykazali, że 
od ekspresji genu kodującego NRF-1 zależy wzrost 
ekspresji genów związanych z proliferacją mito­
chondriów w miocytach mięśnia sercowego stymu­
lowanych elektrycznie.

Rola NRF-1 nie ogranicza się tylko do regulacji 
funkcjonowania oraz biogenezy mitochondriów. 
NRF-1 reguluje również ekspresję genów, których 
produkty białkowe nie są bezpośrednio związane z 
funkcjonowaniem mitochondriów. Białka kodowane 
przez te geny uczestniczą w podstawowych proce­
sach komórkowych —  metabolizmie aminokwasów 
(aminotransferaza tyrozyny) czy inicjacji translacji 
(eIF-2a). Analiza komputerowa pozwoliła na znale­
zienie potencjalnych miejsc wiążących NRF-1 w 
promotorach genów kodujących białka, które uczest­
niczą w transdukcji sygnału (np. ludzki gen receptora 
insuliny), metabolizmie kwasów nukleinowych (np.
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ludzki gen topoizomerazy I), regulacji cyklu komór­
kowego (np. ludzki gen cdc2), a także w genach ko­
dujących enzymy różnych szlaków metabolicznych 
(np. ludzki gen a-enolazy). Wskazuje to, że NRF-1 
może być czynnikiem, który zapewnia odpowiedni 
poziom fosforylacji oksydacyjnej w zależności od 
potrzeb energetycznych komórki [ 10].

NRF-2 wiąże się z DNA. Podjednostki p i y w C-ko- 
ńcowej części zawierają domenę aktywującą tran­
skrypcję, nie posiada jej podjednostka a  [4]. Podjed­
nostka p tworzy heterotetramer z podjednostką a  
znacznie zwiększający jej powinowactwo do DNA
[17]. Podjednostka y, która różni się od podjednostki 
P brakiem domeny homodimeryzacyjnej, również

Ryc. 1. Koordynacja ekspresji genów kodowanych jądrowo i mitochondrialnie odpowiadających za biogenezę mitochondriów.

II-2. NRF-2

Drugim czynnikiem zaangażowanym w regulację 
ekspresji niektórych genów mitochondrialnych jest 
NRF-2 —  białko kodowane jądrowo. Udział tego 
białka w regulacji genów mitochondrialnych został 
słabiej poznany niż w przypadku białka NRF-1 [4].

Wykazano, że NRF-2 reguluje ekspresję genów 
kodujących niektóre podjednostki kompleksu dehy­
drogenazy bursztynianowej, kompleksu oksydazy 
cytochromu c oraz genu kodującego podjednostkę p 
syntazy ATP, a także ekspresję genu kodującego 
mtTFA, mitorybosomalne białko S I2, oraz genu ko­
dującego białko Tom 20 (Tab. 1).

W przeciwieństwie do NRF-1, NRF-2 składa się z 
trzech podjednostek a ,  P, y. U człowieka istnieją 
dwie izoformy podjednostek p (p ls p2) i y (yj, y2), jed ­
nakże ich funkcja nie została dotąd poznana [4]. Je­
dynie podjednostka a  czynnika transkrypcyjnego

tworzy kompleks z podjednostką a ,  jednakże ma on 
mniejsze powinowactwo do DNA niż kompleks ap . 
Kompleksy te, a p  i ay, nie wykazują różnic pod 
względem specyficzności wobec sekwencji DNA, z 
którymi się wiążą [4].

II-3. Regulacja ekspresji i aktywności NRF-1 i 
NRF-2

Dotychczasowe badania wskazują, że ważnym 
czynnikiem regulującym poziom NRF-1 i podjed­
nostki NRF-2 w komórce jest PGC-1 [18] (Rozdział
II-4). Poza tym poziom mRNA NRF-1 jest regulowa­
ny przez hormon tarczycy [19] (Rozdział IV).

Regulacja aktywności NRF-1 następuje na skutek 
jego fosforylacji. Ufosforylowana forma NRF-1 ma 
znacznie większą zdolność wiązania się z DNA niż 
forma nieufosforylowana [11]. Badania G u g n e j a 
i S c a r p u l l a  [11], wskazują, że reakcję fosfory la-
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cji NRF-1 katalizuje kinaza kazeinowa II. Nie jest to 
jednak pewne, gdyż sami autorzy tej pracy podkre­
ślają, że niektóre aminokwasy wchodzące w skład 
NRF-1, które są fosforylowane przez kinazę kaze­
inową II in vitro, nie ulegają fosforylacji in vivo.

W przypadku NRF-2 zdolność wiązania się z 
DNA jest większa dla a.p heterodimeru niż ay. Do­
tychczas nic nie wiadomo o czynnikach regulujących 
poziom podjednostek P i y. Wykazano natomiast, że 
czynniki utleniające zmniejszają powinowactwo 
podjednostki a  do DNA natomiast związki redu­
kujące powodują jego zwiększenie. Sugeruje to, że 
NRF-2 mógłby regulować ekspresję genów ko­
dujących składniki aparatu oddechowego mitochon- 
driów w zależności od potencjału oksydoredukcyj- 
nego komórki. Zbyt niska aktywność oddechowa mi- 
tochondriów prowadzi do wzrostu poziomu substra­
tów oddechowych (NADH i FADH2) i tym samym do 
wzrostu aktywności NRF-2, co powoduje wzrost 
transkrypcji genów regulowanych przez NRF-2. 
Konsekwencją tego jest zwiększenie się aktywności 
oddechowej mitochondriów [4].

Ilość poszczególnych podjednostek NRF-2 jest 
specyficzna tkankowo. Poziom mRNA kodującego 
danąpodjednostkę nie odpowiada ilości białka obec­
nego w komórce. Podczas, gdy mRNA kodującego 
podjednostkę a  w wątrobie szczura jest mniej niż w 
mózgu czy jądrach, białka podjednostki a  jest tam 
najwięcej. Poziom mRNA kodującego podjednost­
kę a  jest największy w jądrach i odpowiada mu naj­
mniejszy poziom białka tej podjednostki [20, 21]. 
Powyższe wyniki pozwalają stwierdzić, że regulacja 
ilości poszczególnych podjednostek odbywa się na 
poziomie posttranskrypcyjnym. Ponadto fakt, że po­
winowactwo podjednostki a  do DNA jest uzależnio­
ne od podjednostki, z którą ona oddziałuje, oraz że 
poziom poszczególnych podjednostek NRF-2 jest 
zróżnicowany tkankowo sugeruje, że geny regulo­
wane przez NRF-2 mogą podlegać regulacji tkanko- 
wo-specyficznej.

Dotychczasowe badania nad NRF-1 i NRF-2 umo­
żliwiły opracowanie modelu skoordynowanej eks­
presji genomu mitochondrialnego oraz niektórych 
jądrowych genów OXPHOS (Ryc. 1). Model ten nie 
uwzględnia jednak genów OXPHOS nie zawie­
rających w swoich promotorach sekwencji 
wiążących NRF-1 lub NRF-2.

II-4. PGC-1

PGC-1 został początkowo zidentyfikowany jako 
czynnik regulujący ekspresję białka UCP-1 [22]. 
Białko to odgrywa kluczową rolę w procesie termo-

genezy bezdrżeniowej uruchamianym przez orga­
nizm podczas zwiększonego zapotrzebowania na 
energię cieplną. Molekularny mechanizm tego pro­
cesu polega na zwiększeniu przepuszczalności wew­
nętrznej błony mitochondrialnej dla protonów, któ­
rych energia jest rozpraszana w postaci ciepła. 
Białka UCP stanowią swoiste rozprzęgacze fosfory­
lacji oksydacyjnej.

Proces termogenezy bezdrżeniowej związany jest 
bezpośrednio z funkcjonowaniem oraz biogenezą 
mitochondriów. Obejmuje on zarówno zwiększenie 
liczby mitochondriów, jak i wzrost ekspresji genów 
kodujących białka, które wchodzą w skład aparatu 
oddechowego mitochondriów oraz genów ko­
dujących białka UCP [22],

PGC-1 jest koaktywatorem czynników transkryp- 
cyjnych. Jego ekspresja jest tkankowo specyficzna i 
podlega regulacji zależnej od fizjologicznego stanu 
organizmu. Białko PGC-1 ulega ekspresji w sercu, 
nerce, mózgu, wątrobie oraz w brunatnej tkance 
tłuszczowej [19, 22, 23]. Poziom mRNA kodującego 
białko PGC-1 znacznie wzrasta w brunatnej tkance 
tłuszczowej oraz w mięśniach szkieletowych myszy 
poddanej działaniu niskiej temperatury (4°C) [22, 
23].

Ekspresja PGC-1 w kulturach tkankowych powo­
duje aktywację wielu procesów związanych z termo- 
genezą bezdrżeniową. Aktywowana jest zarówno 
proliferacja mitochondriów, jak i ekspresja genów 
kodujących podjednostki kompleksów łańcucha od­
dechowego [18]. W komórkach mięśniowych, po­
dobnie jak w komórkach tłuszczowych, zwiększony 
poziom PGC-1 powoduje wzrost poziomu mRNA 
kodującego podjednostkę II i IV oksydazy cytochro- 
mu c oraz podjednostkę p syntazy ATP [18, 22]. Eks­
presja PGC-1, zarówno w hodowli komórek mięśnio­
wych, jak i tłuszczowych powoduje wzrost poziomu 
mtDNA. Towarzyszy temu wzrost liczby mitochon­
driów [18, 22].

Ekspresja białka PGC-ł w hodowli miocytów 
szczura powoduje wzrost poziomu białek mitochon- 
drialnych kodowanych zarówno przez genom jądro­
wy (podjednostki COX IV, Va, Vb, cytochrom c), jak 
i przez genom mitochondrialny (podjednostka COX
II) [24]. Jednocześnie ze wzrostem poziomu podjed­
nostek COX II, COX IV, Va, Vb, oraz cytochromu c 
obserwuje się wzrost liczby mitochondriów [24].

Wykazano również, że PGC-1 reguluje poziom 
cząsteczek mRNA kodujących NRF-1 oraz podjed­
nostkę a  NRF-2 oraz, że jest on koaktywatorem re­
ceptora hormonu tarczycy, z czym bezpośrednio 
związany jest wzrost poziomu mRNA kodującego 
mtTFA [18,22]. Wyniki powyższych badań sugerują,
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że PGC-1 jest jednym z elementów ścieżki sy­
gnałowej prowadzącej do aktywacji ekspresji genów 
mitochondrialnych kodowanych jądrowo oraz akty­
wacji genomu mitochondrialnego.

P u i g s e r v e r  i wsp. [22] wykazali, że ekspresja 
PGC-1 jest indukowana w hodowli komórek brunat­
nej tkanki tłuszczowej przez agonistę receptorów P- 
adrenergicznych. Na podstawie wyników dotychcza­
sowych badań nad termogenezą bezdrżeniową za­
proponowano mechanizm, według którego PGC-1 
reguluje biogenezę oraz funkcję mitochondriów w 
odpowiedzi na zmieniające się warunki środowisko­
we. Wiadomo, że niska temperatura oraz wysokoka­
loryczna dieta pobudza współczulny układ nerwowy. 
Prowadzi to do wydzielania noradrenaliny, neuro- 
transmitera stymulującego receptory P-adrenergi- 
czne. Wskutek aktywacji receptora P-adrenergicz- 
nego uruchamiana jest ścieżka sygnałowa, co powo­
duje wzrost poziomu cAMP. Prowadzi to do wzrostu 
ekspresji genu kodującego PGC-1, prawdopodobnie 
poprzez przyłączenie się białka CREB do promotora 
genu kodującego PGC-1 [23]. Ponadto obecność w 
białku PGC-1 sekwencji rozpoznawanej przez 
białkową kinazę A sugeruje możliwość regulacji ak­
tywności PGC-1 poprzez modyfikacje posttransla- 
cyjne [22]. PGC-1, poprzez NRF-1, NRF-2 oraz re­
ceptor hormonu tarczycy, aktywuje biogenezę mito­
chondriów i białek mitochondrialnych.

III. Biogeneza mitochondriów w okresie 
poporodowym

Większość komórek dorosłych ssaków uzyskuje 
ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej. Jednakże 
w okresie rozwoju płodowego głównym źródłem 
ATP jest glikoliza. Wynika to z małej liczby mito­
chondriów oraz ich niskiej aktywności metabolicz­
nej. Zarówno enzymy uczestniczące w utlenianiu 
substratów oddechowych, jak i enzymy wchodzące 
w skład innych szlaków metabolicznych znaj­
dujących się na terenie mitochondriów, wykazują 
niską aktywność w okresie rozwoju płodowego. Mo­
ment narodzin oraz pierwszy okres życia pozama­
cicznego jest ściśle związany z biogenezą mitochon­
driów. Wzrasta ich aktywność metaboliczna — 
zwłaszcza oddechowa, a w późniejszym okresie ży­
cia wzrasta także ich liczba. Z tego powodu zmiany 
okołoporodowe zachodzące w organizmie zwierzę­
cym stanowią bardzo dobry model do badań nad bio­
genezą mitochondriów oraz czynnikami regu­
lującymi ten proces. Wiele z tych badań przeprowa­
dzono śledząc biogenezę mitochondriów w rozwi­
jającej się wątrobie szczura [25].

Va 1 c a r c e i wsp. [26] wykazali, że w mitochon- 
driach hepatocytów szczura w ciągu pierwszej go­
dziny życia pozamacicznego następuje gwałtowny 
wzrost zawartości białek. Jest on cztery razy większy 
niż wzrost całkowitego poziomu białka w komór­
kach wątroby. Jednakże z badań I z q u i e r d o  i wsp. 
[27] wynika, że nie dotyczy to w równym stopniu 
wszystkich białek mitochondrialnych. Na przykład, 
ilość podjednostki P syntazy ATP zwiększa się dwu­
krotnie [26-29], natomiast ilość podjednostki synta­
zy ATP pozostaje stała. Ilość białka podjednostki p 
syntazy ATP w mitochondriach hepatocytów szczura 
osiągnięta w ciągu pierwszej godziny życia pozama­
cicznego pozostaje bez zmian w trakcie dalszego 
rozwoju szczura [26, 30]. V a l e  a r c e  i wsp. [26] 
wykazali, że wzrost ilości białka podjednostki synta­
zy ATP w mitochondriach hepatocytów szczura jest 
skorelowany ze wzrostem kontroli oddechowej.

Uważa się, że podjednostka p syntazy ATP jest 
markerem biogenezy mitochondriów [25-29]. Na 
podstawie zmian jej poziomu w mitochondriach mo­
żna wnioskować o stopniu ich różnicowania. Nato­
miast zmiany poziomu podjednostki P syntazy ATP 
w białkach homogenatu danej tkanki w stosunku do 
poziomu podjednostki a  w mitochondriach pozwa­
lają wnioskować o zmianach w liczbie mitochon­
driów [27].

Mechanizm warunkujący szybki wzrost zawarto­
ści podjednostki P syntazy ATP w mitochondriach 
jest bardzo złożony. I z q u i e r d o  i wsp. [28] wyka­
zali, że w hepatocytach płodu dwa dni przed urodze­
niem się szczura następuje wzrost poziomu mRNA 
kodującego podjednostkę p syntazy ATP. Pomimo 
tego ilość białka pozostaje niezmieniona. Podwyż­
szony poziom tego mRNA utrzymuje się przez 
pierwsze godziny życia pozamacicznego po czym 
następuje jego stopniowy, 6-7-krotny spadek do po­
ziomu obserwowanego w hepatocytach szczura do­
rosłego [27-29]. Wysoki poziom mRNA w okresie 
okołoporodowym nie jest spowodowany podwyż­
szonym poziomem transkrypcji lecz zwiększoną sta­
bilnością mRNA. Jest ona około cztery razy większa 
w hepatocytach nowonarodzonego szczura niż w he­
patocytach szczura dorosłego [28].

Wykazano również, że w ciągu pierwszej godziny 
życia pozamacicznego szczura następuje znaczny 
wzrost wydajności translacji mRNA kodującego 
podjednostkę p syntazy ATP [29]. Szczegółowe ba­
dania przeprowadzone przez I z q u i e r d o  i C u - 
e z v a  [31] doprowadziły do identyfikacji białka 
3P’FBP, które reguluje translację mRNA kodującego 
podjednostkę p syntazy ATP. Białko 3P’FBP
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przyłącza się do regionu 3 ’UTR mRNA podjednostki 
P syntazy ATP znacznie zmniejszając jego wydaj­
ność translacji. Wydaje się, że główną funkcją białka 
3P’FBP jest niedopuszczenie do przedwczesnego 
wzrostu ilości podjednostki p syntazy ATP. Białko 
3P’FBP wyizolowane z wątroby nowonarodzonego 
szczura ma o wiele większą zdolność do wiązania się 
z mRNA kodującym podjednostkę P syntazy ATP i 
tym samym do obniżania wydajności jego translacji 
niż białko 3 p ’FBP wyizolowane z wątroby szczura 
jednogodzinnego. Prawdopodobnie to aktywność 
białka 3P’FBP powoduje, że mimo wysokiego pozio­
mu mRNA kodującego podjednostkę p syntazy ATP 
w hepatocytach szczura pod koniec rozwoju płodo­
wego poziom białka kodowanego przez to mRNA 
jest niski.

Kolejnym ważnym czynnikiem warunkującym 
szybki wzrost ilości białka podjednostki p syntazy 
ATP w ciągu pierwszej godziny życia pozamaciczne­
go szczura są właściwości regionu 3 ’UTR mRNA ko­
dującego to białko. Okazuje się bowiem, że region 
ten spełnia rolę wzmacniacza translacji. Przyłącze­
nie sekwencji tego regionu do genu reporterowego 
powoduje dziesięciokrotne zwiększenie szybkości 
jego translacji in vitro [31].

W ciągu pierwszej doby życia pozamacicznego 
szczura całkowita liczba mitochondriów w wątrobie 
prawie nie ulega zmianie, natomiast zmniejsza się 
liczba mitochondriów w komórce, co związane jest z 
intensywnymi podziałami hepatocytów. Po pierw­
szym dniu życia pozamacicznego, pomimo po­
działów hepatocytów, obserwuje się wzrost liczby 
mitochondriów w komórkach, co świadczy o inten­
sywnej proliferacji mitochondriów [32]. Podobne 
wyniki uzyskano badając poziom mtDNA. W hepa­
tocytach szczura obserwuje się stały poziom mtDNA 
w okresie trzech ostatnich dni rozwoju płodowego 
oraz niewielki wzrost poziomu mtDNA w ciągu 
pierwszego dnia życia pozamacicznego. Natomiast 
po pierwszym dniu życia pozamacicznego następuje 
intensywny wzrost poziomu mtDNA w komórkach 
wątroby [33].

Badania przeprowadzone dla oksydazy cytochro- 
mu c wskazują, że aktywność tego kompleksu enzy­
matycznego zmienia się w trakcie rozwoju embrio­
nalnego i w okresie poporodowym. Ponadto w przy­
padku podjednostek COX obserwuje się korelację 
pomiędzy zmianą ekspresji podjednostek kodowa­
nych w mtDNA i w jądrze. Oksydaza cytochromu c 
składa się z 13 podjednostek. Trzy z nich (COX I, II,
III) są zakodowane w genomie mitochondrialnym, 
pozostałe zaś w jądrowym [34]. Skoordynowaną 
ekspresję podjednostek COX obserwuje się w róż­

nych stadiach rozwoju organizmu człowieka. Po­
twierdzają to badania przeprowadzone dla podjedno­
stek II i IV na sercach pobranych od płodów we 
wczesnej (45-65 dni) i późnej ciąży (85-110 dni) oraz 
od niemowląt w wieku 1-30 dni [8]. Pomiędzy wcze­
sną a późną ciążą obserwowano 2-krotny wzrost ak­
tywności oksydazy cytochromu c, czemu towarzy­
szył dwukrotny wzrost poziomu podjednostki II. Po­
ziom podjednostki IV był niewykrywalny w płodach 
z wczesnej ciąży i dobrze wykrywalny w płodach z 
późnej ciąży. Pomiędzy stadium późnej ciąży a okre­
sem poporodowym następował 3-3,5-krotny wzrost 
ilości obydwu podjednostek, przy 1,3-krotnym 
wzroście aktywności oksydazy cytochromu c.

Jednakże badania B o n n e  i wsp. [9] wskazują, że 
zmiany w poziomie ekspresji genów kodujących po­
szczególne podjednostki mogą zależeć od typu tkan­
ki. Badając różnice w poziomach mRNA pomiędzy 
ludzkimi płodami w wieku 20-28 tygodni a dwoma 
osobami dorosłymi w wieku 35 i 55 lat wykazali oni, 
że w sercu i mięśniach szkieletowych wzrost pozio­
mu transkryptów mitochondrialnych i jądrowych ko­
dujących podjednostki COX jest skorelowany ze 
wzrostem aktywności COX. Natomiast w wątrobie, 
pomimo dwukrotnego wzrostu aktywności COX, nie 
obserwowano wzrostu poziomu transkryptów, 
oprócz tych, które kodują izoformy podjednostek 
specyficzne dla wątroby (VlaL i VIIaL). Powyższe 
obserwacje potwierdzają badania przeprowadzone 
na myszach, u których badano zmianę ekspresji pod­
jednostek COX w okresie poporodowym [7]. Wyka­
zano 3-10-krotny wzrost poziomu mRNA jednostek 
kodowanych mitochondrialnie i jądrowo w okresie 
od porodu do osiągnięcia wieku dojrzałego. W trak­
cie rozwoju osobniczego zaobserwowano ponadto 
zmiany ekspresji podjednostek kodujących izoformy 
tkankowo-specyficzne. Na przykład, zaraz po naro­
dzinach we wszystkich badanych tkankach obserwo­
wano wysoki poziom ekspresji podjednostek VlaL i 
VIIIL. Poziom ten następnie obniżał się w mięśniach 
szkieletowych i sercu, natomiast wzrastał w nerkach 
i mózgu. mRNA podjednostki VIaH w pierwszym 
dniu po porodzie zostało wykryte jedynie w mię­
śniach szkieletowych i sercu i tylko w tych dwóch 
tkankach następował wzrost jego poziomu podczas 
dalszego rozwoju myszy.

IV. Hormon tarczycy

Dotychczasowe badania nad biogenezą mitochon­
driów u szczurów wykazały, że hormon tarczycy — 
trijodotyronina —  jest ważnym czynnikiem regu­
lującym różnicowanie i proliferację mitochondriów
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w rozwoju płodowym oraz pierwszej fazie życia po­
zamacicznego. Hormon tarczycy regulując poziom 
podstawowej przemiany materii realizuje swoją 
funkcję poprzez wpływ na funkcjonowanie oraz bio- 
genezę mitochondriów. Hormon ten oddziałuje na 
morfologię, liczbę oraz strukturę mitochondriów 
[35], a także reguluje ekspresję genomu mitochon­
drialnego [36] oraz jądrowego [37] i powoduje 
wzrost aktywności oddechowej mitochondriów. 
Hormon tarczycy reguluje skład fosfolipidowy wew­
nętrznej błony mitochondrialnej m.in. przez stymu­
lację aktywności syntazy kardiolipin. Tym samym, 
wpływa na aktywność enzymów, które aktywowane 
są przez kardiolipiny [38].

IV-1. W pływ na proliferację i różnicowanie się 
mitochondriów

W badaniach nad wpływem hormonu tarczycy na 
biogenezę mitochondriów stosuje się model badaw­
czy polegający na wywoływaniu u ciężarnej samicy 
szczura stanu hipotyreozy (nieprawidłowa czynność 
tarczycy prowadząca do obniżenia poziomu hormo­
nu tarczycy we krwi) i badaniu funkcjonowania mi­
tochondriów u jej potomstwa. Dalsze rozwinięcie 
tego modelu polega na podtrzymywaniu stanu hipo­
tyreozy u nowonarodzonych zwierząt [27, 30, 35]. W 
tych badaniach markerem proliferacji i różnicowania 
się mitochondriów są także zmiany w poziomie pod­
jednostki p syntazy ATP.

Obniżony poziom hormonu tarczycy nie powodu­
je zaburzeń w różnicowaniu się mitochondriów w 
okresie rozwoju płodowego. Powoduje natomiast 
zmniejszenie liczby mitochondriów. Wykazano bo­
wiem, że mitochondria wyizolowane z wątroby po­
tomstwa szczurów z hipotyreozą zawierają podobną 
do kontroli ilość podjednostki p syntazy ATP, nato­
miast poziom tego białka w całkowitym homogena- 
cie z wątroby jest o 50% niższy niż w homogenacie z 
wątroby nowonarodzonego szczura, urodzonego 
przez samicę z prawidłowym poziomem hormonu 
tarczycy (eutyreoza) [27]. Badanie wykonano zaraz 
po urodzeniu oraz po jednej i dwóch godzinach życia 
pozamacicznego. W przypadku mitochondriów 
szczurów urodzonych przez samicę z obniżonym po­
ziomem hormonu tarczycy w hepatocytach nie ob­
serwuje się wzrostu poziomu białka podjednostki p 
syntazy ATP w ciągu dwóch pierwszych godzin ży­
cia. Poziom hormonu tarczycy nie wpływa natomiast 
na ilość białka podjednostki a  syntazy ATP, co po­
twierdza specyficzny wpływ hormonu tarczycy na 
zmianę ilości poszczególnych białek mitochondrial- 
nych [27]. Jednakże badania przeprowadzone na jed­

nodniowych szczurach, u których po narodzinach 
podtrzymywano stan hipotyreozy, wskazują, że ich 
mitochondria zawierają taką samą ilość białka pod­
jednostki P syntazy ATP jak mitochondria jedno­
dniowego szczura z eutyreozą, urodzonego przez sa­
micę z prawidłowym poziomem hormonu tarczycy
[30]. Zatem obniżony poziom hormonu tarczycy nie 
blokuje różnicowania się mitochondriów hepatocy- 
tów szczura, jednakże znacząco spowalnia ten pro­
ces. Przyczyn może być kilka. Przede wszystkim ob­
niżony poziom hormonu tarczycy może prowadzić 
do obniżenia poziomu mRNA kodującego podjed- 
nostkę P syntazy ATP. Wykazano, że hormon tarczy­
cy reguluje transkrypcję genu kodującego podjed- 
nostkę P syntazy ATP [39]. Poziom mRNA ko­
dującego podjednostkę p syntazy ATP w komórkach 
wątroby nowonarodzonego oraz jednogodzinnego 
szczura, potomka samicy z hipotyreozą, stanowi je ­
dynie 25% poziomu rejestrowanego w hepatocytach 
szczura urodzonego przez samicę z eutyreozą [27]. 
Podanie zaraz po porodzie trijodotyroniny szczurowi 
urodzonemu przez samicę z hipotyreozą, powoduje 
w ciągu pierwszej godziny życia pozamacicznego 
dwukrotny wzrost poziomu mRNA kodującego pod­
jednostkę P syntazy ATP. Jednocześnie ze wzrostem 
poziomu mRNA obserwuje się wzrost ilości białka 
podjednostki P syntazy ATP w mitochondriach hepa- 
tocytów szczura. Wzrost ten prowadzi do osiągnięcia 
po godzinie od porodu (i iniekcji trijodotyroniny) po­
ziomu, jaki obserwowany jest w mitochondriach he- 
patocytów normalnie rozwijającego się szczura [27]. 
Prawidłowy poziom białka przy poziomie mRNA 
obniżonym o 50% sugeruje istnienie dodatkowego 
mechanizmu kompensacyjnego. Możliwe, że hor­
mon tarczycy wpływa na aktywność białka 3P’FBP i 
tym samym reguluje wydajność translacji mRNA ko­
dującego podjednostkę p syntazy ATP.

Wpływ hormonu tarczycy na biogenezę mito­
chondriów oraz na ich aktywność oddechową zależy 
od rodzaju badanej tkanki. Dowodów na to dostar­
czają badania S t e v e n s  i wsp. [40]. W sercach 
zdrowych szczurów podczas pierwszych 56 dni życia 
obserwuje się ok. 2,3-krotny wzrost aktywności 
COX, przy czym największe tempo wzrostu obser­
wuje się podczas pierwszych dwóch dni życia poza­
macicznego. Poziom aktywności COX w mięśniu 
szkieletowym pozostaje na niezmienionym pozio­
mie. U 56-dniowych szczurów z hipotyreozą obser­
wuje się o 50% mniejszą aktywność COX w sercu w 
porównaniu ze zwierzętami kontrolnymi, natomiast 
stan hipotyreozy nie wpływa na aktywność COX w 
mięśniu szkieletowym.
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Prawdopodobnie główną funkcją hormonu tarczy­
cy jest koordynacja grupy genów związanych z ak­
tywnością metaboliczną mitochondriów. Dlatego 
właśnie niedobór hormonu tarczycy powoduje zmia­
nę ekspresji szeregu genów prowadzącą do zaburze­
nia różnicowania się mitochondriów oraz do zmiany 
ich aktywności metabolicznej, zwłaszcza oddecho­
wej. Niedobór hormonu tarczycy może nawet prowa­
dzić do zmian w tkankowo-specyficznej ekspresji 
niektórych genów. Jako przykład mogą posłużyć izo- 
formy COX VlaH, VlaL, VIIIH i VIIIL [41]. W ser­
cach płodów szczurów występują głównie izoformy 
VlaL i VIIIL. Poziom mRNA kudujący izoformy 
VlaH i VIIIL jest bardzo niski lub niewykrywalny. 
Po porodzie następuje zanik ekspresji izoform VlaL i 
VIIIL i duży wzrost ekspresji izoform VlaH i VIIIH. 
Niedobór hormonu tarczycy powoduje zaburzenie 
mechanizmu prowadzącego do przełączenia ekspre­
sji odpowiednich izofrom podjednostek COX VI i
VIII. U 14-dniowego szczura z hipotyreozą poziom 
izoform VIIIH i VlaL jest silnie zmniejszony w po­
równaniu z kontrolą, natomiast poziom izoform 
VlaH i VIIIL pozostaje bez zmian. Prace H o o d  i 
wsp. [42] wykazały, że niedobór hormonu tarczycy 
powoduje całkowite zniesienie skoordynowanej re­
gulacji ekspresji pozostałych podjednostek 
wchodzących w skład oksydazy cytochromu c.

Proces różnicowania mitochondriów polega nie 
tylko na wzroście aktywności poszczególnych kom­
pleksów łańcucha oddechowego oraz syntazy ATP, 
ale także na zmianach dotyczących właściwości we­
wnętrznej błony mitochondrialnej. A l m e i d a  i 
wsp. [35] wykazali, że hormon tarczycy jest niezbęd­
ny do zmniejszenia przepuszczalności wewnętrznej 
błony mitochondrialnej dla protonów. Tym samym 
hormon tarczycy nie tylko zwiększa poziom fosfory­
lacji oksydacyjnej poprzez wpływ na poziom białek 
łańcucha oddechowego, ale także wpływa na wydaj­
ność tego procesu. A l m e i d a  i wsp. [35] sugerują, 
że hormon tarczycy indukuje fizyczne połączenie 
między wewnętrzną i zewnętrzną błoną mitochon- 
drialną poprzez wzmocnienie ekspresji nieokreślo­
nych białek mitochondrialnych kodowanych jądro­
wo.

Ważnym składnikiem wewnętrznej błony mito­
chondrialnej jest kadriolipina. Fosfolipid ten odgry­
wa bardzo ważną rolę w utrzymaniu prawidłowej ak­
tywności wielu ważnych dla funkcjonowania mito­
chondriów enzymów takich, jak translokaza nukle- 
otydów adeninowych [43], fosfokinaza kreatyniny 
[44,45], mitochondrialny transporter anionów fosfo­
ranowych [46] oraz I [47], III [47] i IV [48] kompleks 
łańcucha oddechowego. Aktywność syntazy kardio-

lipiny jest regulowana przez hormon tarczycy. Poda­
wanie szczurom hormonu tarczycy powoduje wzrost 
aktywności syntazy kariolipiny [49] i zawartości 
kardiolipiny w wewnętrznej błonie mitochondrialnej 
[50]. Wykazano, że spadek aktywności oksydazy cy­
tochromu c może być całkowicie zniesiony przez 
podanie egzogennej kardiolipiny [51]. Obserwacje te 
wskazują, że hormon tarczycy regulując skład lipi­
dowy błon mitochondrialnych wpływa w sposób po­
średni na aktywność wszystkich ważniejszych kom­
ponentów odpowiedzialnych za aktywność odde­
chową mitochondrów.

Oprócz stopnia zróżnicowania mitochondriów 
czynnikiem wpływającym na poziom fosforylacji 
oksydacyjnej w komórce jest liczba mitochondriów. 
Badania przeprowadzone na szczurach urodzonych 
przez samice z hipotyreozą, u których podtrzymywa­
no ten stan do osiągnięcia wieku dojrzałego, wyka­
zały, że obniżenie poziomu hormonu tarczycy powo­
duje zmniejszenie liczby mitochondriów. Jednocze­
śnie wykazano, że w hepatocytach 1, 5, 9, 21-dnio­
wych oraz dorosłych szczurów z obniżonym pozio­
mem hormonu tarczycy poziom mRNA kodującego 
podjednostkę syntazy ATP jest o około 50% mniej­
szy w porównaniu z kontrolą, podczas gdy ilość 
białka była mniejsza co najwyżej o 30% [30]. U pra­
widłowo rozwijających się szczurów następuje stop­
niowy wzrost poziomu hormonu tarczycy aż do 
osiągnięcia wieku dojrzałego. Ze zmianami poziomu 
hormonu tarczycy skorelowane są zmiany w pozio­
mie transkrypcji genu kodującego podjednostkę P 
syntazy ATP i wzrost liczby mitochondriów w hepa­
tocytach szczura w trakcie rozwoju pozamacicznego.

IV-2. Regulacja ekspresji białek mitochondrialnych  
kodowanych jądrowo

Aktywność biologiczna hormonu tarczycy reali­
zowana jest w głównej mierze przez regulację eks­
presji genów jądrowych. Proces ten odbywa się za 
pośrednictwem wewnątrzkomórkowego receptora 
hormonu tarczycy (TR) zlokalizowanego w jądrze. 
Należy on do nadrodziny jądrowych receptorów hor­
monów, aktywujących transkrypcję po związaniu li- 
ganda (ang. the nuclear hormone receptor superfa­
mily o f  ligand-activated transcription factors ) [52].

U ssaków są dwa geny kodujące TR: c-erbAa i 
c-erbAp, które kodują kilka izoform TR. Gen c-erb - 
A a  koduje trzy izoformy ( a j ,a  2, 0C3) powstające w 
wyniku alternatywnego składania RNA. Jedynie 
TRai może wiązać hormon tarczycy i tym samym 
tylko ta izoforma jest aktywna biologicznie. Gen 
c-erbAp koduje dwie izoformy (TRPi i TRp2) zdolne
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do wiązania trijodotyroniny. Dotychczas nie wiado­
mo, jakie znaczenie funkcjonalne ma obecność kilku 
izoform jądrowego receptora hormonu tarczycy [38]. 
Receptor hormonu tarczycy reguluje ekspresję genu 
przez związanie się ze specyficznymi sekwencjami 
regulatorowymi DNA, określanymi jako sekwencje 
warunkujące odpowiedź na hormon tarczycy (TRE) 
[53], W większości przypadków TR funkcjonuje 
jako heterodimer z receptorem kwasu retinowego

są regulowane przez hormon tarczycy w sposób bez­
pośredni. Drugi profil obejmuje geny, których 
wzrost ekspresji w ciągu pierwszych sześciu godzin 
jest nieznaczny (geny odpowiedzi późnej). Ta grupa 
genów jest prawdopodobnie regulowana przez hor­
mon tarczycy w sposób pośredni. Do grupy genów 
odpowiedzi wczesnej należą NRF-1 i PGC-1. Ich 
produkty aktywują następnie geny odpowiedzi póź­
nej, np. mtTFA [12] i cytochromu c [5]. Pomimo że

Tabela 2.

Jądrowe geny kodujące białka mitochondrialne regulowane przez hormon tarczycy w hepatocytach szczura oraz wzrost poziomu ich mRNA po poda­
niu szczurowi hormonu tarczycy. Dane pochodzą z [29, 36, 53, 59],

Białko
W zrost poziom u mRNA 

(czas od iniekcji [godziny])

- cytochrom c 5-10 (24-48h)

■ cytochrom c 1 30-40 (12h)

- ANT2 5-10 (12-48h)

- podjednostka (3 syntazy ATP 2-3 (1h)

- podjednostka syntazy ATP wiążąca

DCCD 3-4 (12h)

- białko Rieskego 10 (12h)

- podjednostka Vlc oksydazy

cytochromu c 2 (brak danych)

- mtTFA 2 (brak danych)

RXR. Receptor hormonu tarczycy może wzmacniać 
lub wyciszać ekspresję genu w zależności od rodzaju 
sekwencji, do której wiąże się TR, a także od białek, 
które są z nim związane. Oddziaływanie receptora 
hormonu tarczycy z koaktywatorami prowadzi do 
zróżnicowanej i zależnej od rodzaju tkanki ekspresji 
genów będących pod kontrolą sekwencji TRE [53].

Hormon tarczycy reguluje ekspresję szeregu ge­
nów (Tab. 2). Wiedzy na ten temat dostarczyły bada­
nia, w których u szczurów wywoływano stan hipoty- 
reozy, a następnie dokonywano iniekcji hormonu tar­
czycy. Wykazano, że hormon tarczycy reguluje eks­
presję tylko niektórych genów kodujących białka mi­
tochondrialne. Poza tym wśród genów, których eks­
presja regulowana jest przez hormon tarczycy, ist­
nieją różnice dotyczące zarówno stopnia aktywacji 
ekspresji jak i czasu, po którym następuje wzrost 
transkrypcji.

W e i t z e l  i wsp. [19] badając wpływ hormonu 
tarczycy na ekspresję genów jądrowych z zastosowa­
niem techniki chipów DNA odkryli dwa różne wzory 
ekspresji genów. Pierwszy profil ekspresji obejmuje 
geny, których wzrost mRNA obserwuje się już po 
sześciu godzinach od podania hormonu tarczycy 
szczurowi z niedoczynnością tarczycy (geny odpo­
wiedzi wczesnej). Są to prawdopodobnie geny, które

geny te nie posiadają sekwencji TRE w obszarze pro- 
motorowym, są regulowane przez hormon tarczycy. 
Fakt, że PGC-1 jest koaktywatorem TR, wskazuje na 
istnienie sprzężenia dodatniego pomiędzy PGC-1 a 
TR. Prawdopodobnie mechanizm ten ma zapewnić 
szybką odpowiedź komórki na podwyższony poziom 
hormonu tarczycy.

Podanie trijodotyroniny zdrowemu szczurowi po­
woduje wzrost ilości białka Tom20 oraz mtHsp70 
[54, 55], Białka te odgrywają kluczową rolę w trans­
porcie białek do mitochondriów. Zwłaszcza w przy­
padku mtHsp70 sugeruje się, że poziom tego białka 
odgrywa decydującą rolę w regulacji importu białek 
do mitochondriów. Dotychczas promotor szczurzego 
genu mtHsp70 nie został poznany. Przypuszcza się 
jednak, że hormon tarczycy reguluje transkrypcję 
genu kodującego mtHsp70 [55].

IV-3. Regulacja ekspresji genomu mitochon- 
drialnego

W mitochondriach szczurów z hipotyreozą obser­
wuje się niższy poziom mitochondrialnego mRNA 
(mt-mRNA), natomiast poziom mt-rRNA nie ulega 
zmianie [36, 56]. Prowadzi to do zmniejszenia się 
stosunku mt-mRNA/mt-rRNA. E n r i q u e z  i wsp.
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[56] wykazali in vivo oraz in vitro, że hormon tarczy­
cy działając bezpośrednio na mitochondria powodu­
je zmiany w oddziaływaniu białek z mtDNA w obrę­
bie miejsc rozpoczęcia transkrypcji ITHi, ITh2, ITl  a 
także w obrębie miejsca wiązania się mitochondrial­
nego czynnika transkrypcyjnego A (mtTFA). Praw­
dopodobnie hormon tarczycy reguluje oddziaływa­
nie białek macierzy mitochondrialnej z mtDNA za 
pośrednictwem mitochondrialnego receptora hormo­
nu tarczycy (p43). Białko p43 powstaje w wyniku 
translacji mRNA kodującego receptor TR ai, która 
rozpoczyna się od wewnętrznego kodonu AUG [57]. 
Analiza komputerowa pozwoliła na znalezienie w 
mtDNA czterech sekwencji podobnych do sekwencji 
TRE. Dwie z nich, DR2 i RSV-T3RE, znajdują się w 
obrębie regionu regulatorowego mtDNA. Wykazano 
również, że białko p43 wiąże się z tymi sekwencjami 
[58].

Podanie trijodotyroniny szczurowi z niedoczyn­
nością tarczycy powoduje 2-8 krotny wzrost pozio­
mu mitochondrialnego mRNA (mt-mRNA) w ciągu 
1 -3 dni. Wzrost poziomu mRNA poszczególnych ge­
nów mitochondrialnych jest różny. Prawdopodobnie 
wynika to z różnej stabilności poszczególnych ro­
dzajów mt-mRNA [28]. Wykazano, że wzrost pozio­
mu mt-mRNA spowodowany został wzrostem ak­
tywności transkrypcyjnej genomu mitochondrialne­
go, a nie zwiększeniem stabilności poszczególnych 
rodzajów mitochondrialnego mRNA [57]. Wręcz 
przeciwnie, wykazano, że stabilność mt-mRNA w 
mitochondriach hepatocytów szczura z eutyreozą 
jest niższa niż u szczura z hipotyreozą [57]. Dodanie 
hormonu tarczycy do mitochondriów wyizolowa­
nych z wątroby szczura z hipotyreozą powoduje 
przywrócenie w tych mitochondriach stosunku 
mt-mRNA/mt-rRNA obserwowanego w mitochon­
driach hepatocytów szczura z eutyreozą. Jednakże 
nie wiąże się to ze wzrostem poziomu transkrypcji
[57].

Ze zgromadzonych danych doświadczalnych 
wyłania się obraz uproszczonego mechanizmu pro­
wadzącego do wzrostu poziomu mt-mRNA w mito­
chondriach. Hormon tarczycy powoduje aktywację 
NRF-1. Ten aktywuje transkrypcję mtTFA, który po­
woduje wzrost ekspresji genomu mitochondrialnego 
prowadzący do wzrostu poziomu mt-mRNA.
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Struktura i funkcja dynaminy oraz białek 
dynamino-podobnych

Structure and function of dynamin and dynamin-like 
proteins

JOLANTA WIEJAK1, ELŻBIETA WYRÓB A2

Spis treści:

I. W stęp
II. Budowa dom enowa dynam iny

II -l. Domena G TP-azowa —  m otywy w iążące GTP
II-2. Domena środkowa
II-3. Domena plekstrynow a (PH)
II-4. Dom ena efektorowa (G ED) i jej rola w oligom ery- 

zacji dynam iny
II-5. Domena PRD i jej oddziaływania z białkam i za­

wierającym i dom eny SH3
III. Regulacja GTP-azowej aktyw ności dynam iny
IV. Jak działa dynam ina —  m echanoenzym  czy GTP-aza  

regulatorowa?
V. Izoformy dynamin ssaczych oraz ich rola w komórce
VI. Białka dynam ino-podobne —  różnorodność funkcji 

VI-1. Od białek drożdżowych do ludzkich
VI-2. Białka roślinne
VI-3. Białka Mx i hGBP o własnościach antywirusowych

VII.Uwagi końcowe

W ykaz stosowanych skrótów: DO A —  dom inująca neuropatia 
wzrokowa; D y n i, Dyn2, Dyn 3 —  nazw y białek dynaminy; 
GAP —  białko aktywujące G TP-azę (ang. GTP-ase activating 
protein); GED —  dom ena efektorow a; Grb —  białko w iążące 
receptor czynnika wzrostu; PH —  dom ena plekstrynowa; 
ParD 1, ParD2, ADL, D L P 1, Drp 1, M gm 1, Vps 1, VpsA, Dnm 1, 
Mx, hG B P l, OPA —  nazw y białek dynam ino-podobnych; PRD 
—  domena bogata w prolinę i argininę; RM E —  endocytoza z 
udziałem receptorów; SH3 —  dom ena hom ologiczna do białka 
Src (ang. Src homology 3); TGN —  sieć aparatu G olgiego (ang. 
trans-Golgi network).

I. Wstęp

Dynamina została po raz pierwszy wyizolowana 
w 1989 roku z ekstraktów mózgu cielęcia jako białko
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IV. How does dynamin w ork —  as a m echanoenzym e or re­

gulatory GTP-ase?
V. Isoform s o f mam m alian dynam ins and their role in the 

cell
VI. D ynam in-like proteins —  diversity o f functions 

VI-1. From yeast to human proteins
VI-2. Plant proteins
VI-3. Mx and hGBP proteins displaying antiviral 
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V II.C oncluding remarks

związane z mikrotubulami [1], natomiast w 1990 
roku sklonowano i zsekwencjonowano pierwszy gen 
dynaminy, który pochodził z mózgu szczura [2].

Dynamina należy do nadrodziny dużych GTP-az o 
masie 70-120 kDa zaangażowanych w procesy zale­
żne i niezależne od klatryny, związane z transportem 
błonowym zarówno na szlakach endocytotycznych, 
jak i sekrecyjnych [3, 4].

Najlepiej poznanym procesem, w którym uczest­
niczy dynamina, jest endocytoza z udziałem recepto­
rów (RME, ang. receptor-mediated ęndocytosis) za­
chodząca za pośrednictwem pęcherzyków opłasz- 
czonych klatryną (Ryc. 1). Pierwsze doniesienia na 
temat roli dynaminy w tym procesie pochodzą z ba­
dań na komórkach ssaków ze zmutowanym genem 
dynaminy. Zaobserwowano, że komórki te nie są 
zdolne do internalizacji transferyny —  klasycznego 
Uganda RME [5, 6].

Wiele związków dostaje się do komórek drogą 
RME, czyli na szlaku zależnym od dynaminy. Należą 
do nich między innymi związki odżywcze (żelazo —
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za pośrednictwem receptora transferyny, cholesterol 
—  za pośrednictwem receptora LDL), hormony (hor­
mon uwalniający tyreotropinę), wirusy (grypy, ade- 
nowirusy, Semlike F) i toksyny (dyfterytu) [7].

Dynamina odgrywa również istotną rolę w sekwe- 
stracji (endocytozie) receptorów związanej z proce­
sem ich desensytyzacji po związaniu agonisty, co po­
woduje obniżenie odpowiedzi układu efektorowego 
na bodziec [8]. Pierwsze obserwacje poczynili 
Z h a n g i wsp. [9] analizując sekwestrację receptora 
p2-adrenergicznego w komórkach HEK 293 i COS-7. 
Stwierdzili oni, że ekspresja genu zmutowanej formy 
dynaminy (K44A), która powoduje zahamowanie 
RME, uniemożliwia również sekwestrację receptora 
p2-adrenergicznego związanego z agonistą. Później­
sze badania wykazały, że w podobny sposób interna- 
lizowane są receptory dopaminowe, glutaminiano- 
we, opioidowe i bradykininowe [7, 10].

—  domenę plekstrynową (PH);
— domenę efektorową (GED);
— C-końcową domenę bogatą w prolinę i argininę 

(PRD).

II-l. Domena GTP-azowa —  motywy wiążące GTP

Domena GTP-azowa jest najbardziej konserwa­
tywnym regionem w cząsteczce dynaminy. W obrę­
bie tej domeny, podobnie jak w innych białkach z 
nadrodziny GTP-az, zidentyfikowano trzy motywy 
wiążące GTP (Gl, G2, G3) oraz konserwatywną 
resztę treoniny [18].

Motyw Gl (QSAGKSS) wiąże fosforan nukleoty- 
du. Motyw G2 (DLPG) zawiera dwie reszty amino- 
kwasowe istotne dla prawidłowego funkcjonowania 
dynaminy: asparaginian, który odpowiada za wiąza­
nie Mg2+ oraz glicynę, której azot z grupy amidowej

błona

dynamina

pęcherzyk 
opłaszczony klatryną

Ryc. 1. Udział dynaminy w odcinaniu pęcherzyków opłaszczonych klatryną [zmod. wg 46], Dynamina tworzy pierścienie i spirale wokół szyjki pęche­
rzyka endocytotycznego. Hydroliza GTP wywołuje zmianę konformacyjną dynaminy powodującą rozciągnięcie się spirali i odcięcie pęcherzy­
ka.

Najnowsze badania wskazują, że endocytoza 
może odgrywać istotną rolę w aktywacji szlaków sy­
gnalizacyjnych w komórce [11], Wśród „partnerów” 
dynaminy, oprócz białek cytoszkieletowych i endo- 
cytotycznych oraz lipidów, znaleziono wiele cząste­
czek sygnalizacyjnych. Należą do nich m.in. kinazy 
białkowe, kinazy fosfolipidów, fosfolipaza C, białko 
Grb 2 (ang. growth fac to r  receptor bindingprotein 2) 
i Src [3, 12].

W ciągu ostatnich kilku lat pojawiają się doniesie­
nia o coraz bardziej zróżnicowanej roli dynaminy w 
komórkach, m.in. w fagocytozie [13, 14], internali­
zacji kaweoli [4] i apoptozie [15].

II. Budowa domenowa dynaminy

W cząsteczce dynaminy można wyróżnić pięć 
głównych domen (Ryc. 2A) [3, 16, 17]:
—  N-końcową domenę wiążącą GTP;
—  domenę środkową;

tworzy wiązanie wodorowe z y-fosforanem nukle- 
otydu. Motyw G3 (TKLD) jest zaangażowany w 
wiązanie nukleotydu za pośrednictwem guaniny. Na­
tomiast stabilna ewolucyjnie treonina bierze udział 
w wiązaniu Mg2+ w stanie związanym z GTP. Jest 
ona częścią wysoce konserwatywnego regionu 
(LPRGKGIVTR), tzw. ’’znacznika rodziny dyna- 
min” [19].

II-2. Domena środkowa

Domena środkowa jest najbardziej zmienna spo­
śród wszystkich domen dynaminy. Wydaje się, że 
jest ona zaangażowana w proces oligomeryzacji i 
tworzenia struktur wyższego rzędu [7]. W trakcie 
wzajemnych oddziaływań pomiędzy trzema dome­
nami dynaminy: GED, środkową i GTP-azową dime- 
ry dynaminy są połączone w ten sposób, że domena 
środkowa jednego dimeru wiąże się z domeną GED 
następnego (Ryc. 2A). Przesuwanie się pierścieni
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spirali wywołuje zaciskanie pęcherzyka endocyto- 
tycznego i jego odcięcie (Ryc. 2B) [20].

Nie wyklucza się istotnej roli domeny środkowej 
w nieznanych jeszcze interakcjach z innymi białkami 
niezbędnymi do aktywności dynaminy [21].

A

Ryc. 2. Domeny dynaminy [zmod. wg. 3, 16] oraz wzajemne od­
działywania pomiędzy nimi [zmod. wg 20]. (A) Strzałki wska­
zują na możliwe interakcje domeny GED jednej cząsteczki dy­
naminy odpowiednio z domeną GTP-azową (1), środkową (2) 
oraz GED (3) sąsiadującej cząsteczki. (B) Oddziaływania te 
umożliwiają tworzenie łańcucha z dimerów dynaminy wokół 
szyjki nowo powstającego pęcherzyka endocytotycznego. PH 
— domena plekstrynowa, GED — GTP-azowa domena efekto- 
rowa, PRD — C-końcowa domena bogata w prolinę i argininę.

II-3. Domena plekstrynowa (PH)

Domenę plekstrynową (PH) wykryto już w ponad 
dziewięćdziesięciu białkach, wyizolowanych z róż­
nych organizmów: od drożdży poprzez Drosophila, 
C. elegans aż do kręgowców, co wskazuje na jej 
wczesne pochodzenie oraz istotność w świecie euka­
riotycznym. Obejmuje ona region około 120 amino­
kwasów i we wszystkich białkach ma podobną struk­
turę trzeciorzędową pomimo niskiej homologii na 
poziomie sekwencji aminokwasowej [22].

Domena plekstrynowa dynaminy zaangażowana 
jest w oddziaływanie z fosfoinozytolami (PIP2), któ­
re jest niezbędne do RME [23,24]. Isto tnąrolęw tym  
procesie odgrywa lizyna535. Wydaje się, że od­
działywanie to może być istotne w wiązaniu dynami­
ny z błoną komórkową [25].

Nie wyklucza się roli domeny PH w interakcjach z 
białkami, chociaż jedynym jak dotąd przykładem 
jest podjednostka Py białek G, która hamuje aktyw­
ność GTP-azową dynaminy [26].

II-4. Domena efektorowa (GED) i jej rola w 
oligomeryzacji dynaminy

Domena GED (ang. GTP-ase ęffector domaiń) od­
powiedzialna jest za proces oligomeryzacji i tworze­
nia struktur wielocząsteczkowych dynaminy oraz za 
stymulacjęjej aktywności GTP-azowej [20,27-29].

W cytosolu dynamina występuje jako homotetra- 
mer. Natomiast w tworzeniu struktur wyższego rzę­
du: pierścieni i spiral wokół szyjki powstającego pę­
cherzyka biorą udział dimery dynaminy [28].

Zdolność dynaminy do oligomeryzacji bez 
udziału dodatkowych białek wskazuje, że wszystkie 
składniki niezbędne do utworzenia spirali wokół po­
wstającego pęcherzyka znajdują się w samej 
cząsteczce dynaminy. Centralną rolę w tym procesie 
odgrywa domena GED, a przede wszystkim reszta li­
zyny694, która jest zaangażowana w oddziaływania 
pomiędzy domenami GED dwóch sąsiadujących 
cząsteczek dynaminy [30]. Domena GED może rów­
nież oddziaływać z domenami GTP-azową i środ­
kową (Ryc. 2), co stabilizuje spiralę poprzez tworze­
nie połączeń pomiędzy pierścieniami dynaminy. 
Wszystkie te oddziaływania odgrywają istotną rolę 
w procesie odcinania pęcherzyka [20].

II-5. Domena PRD i jej oddziaływanie z białkami 
zawierającymi domeny SH3

C-końcowa domena bogata w prolinę i argininę 
(PRD), obejmująca około stu reszt aminokwaso- 
wych, obecna jest tylko w dynaminie oraz w dwóch 
roślinnych białkach dynamino-podobnych. Odpo­
wiedzialna jest za wiązanie białek zawierających do­
meny SH3 (ang. Src homology 3), które modulują ak­
tywność GTP-azową dynaminy oraz kierują ją  do 
błony komórkowej in vivo (np. amfifizyna, endofili- 
na) w trakcie tworzenia pęcherzyków opłaszczonych 
klatryną.

Endofilina, poza domeną SH3 na C-końcu bezpo­
średnio oddziałującą z dynaminą, zawiera również 
domenę N-końcową o aktywności acylotransferazy 
kwasu lizofosfatydowego, która katalizuje przenie­
sienie reszty nienasyconego kwasu arachidonowego 
na kwas lizofosfatydowy (LPA) tworząc kwas fosfa- 
tydowy (PA). Ta modyfikacja zmienia skład lipido­
wy błony i jej geometrię (bo LPA tworzący odwróco­
ny stożek zostaje zastąpiony PA —  przyjmującym
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formę stożka), co ułatwia zakrzywienie dwuwarstwy 
lipidowej umożliwiając wpuklenie błony i utworze­
nie pęcherzyka [29, 31, 32].

Domena PRD może być również zaangażowana w 
wiązanie dynaminy z anionowymi fosfolipidami i 
stymulację aktywności GTP-azowej zależną od lipi­
dów. Z tego powodu białka zawierające domenę SH3 
mogą regulować działanie dynaminy. Stwierdzono, 
że białka te wiążąc się z niązwiększająjej aktywność 
GTP-azową in vitro [33-35].

Powstawanie pęcherzyków endocytotycznych i 
ich ruch w cytoplazmie wymaga współdziałania z cy- 
toszkieletem aktynowym [36]. Do białek istotnych w 
dynamice aktynowej, z którymi oddziałuje dynamina 
poprzez swoją domenę PRD, należą między innymi: 
syndapina [37], kortaktyna [38] i Abpi [39] wiążące 
się za pośrednictwem domeny SH3. Natomiast profi- 
lina wiąże się z dynaminą poprzez motyw ZPPX (Z = 
prolina, glicyna, alanina, X = aminokwas hydrofobo­
wy) [40]. Ostatnio zidentyfikowano nowe białko cy- 
toszkieletowe —  Tuba —  które występuje w synap­
sach mózgowych i specyficznie wiąże dynaminę po­
przez swoje cztery N-końcowe domeny SH3 [41].

III. Regulacja GTP-azowej aktywności 
dynaminy

Aktywność GTP-azowa dynaminy jest stymulo­
wana przez różne biocząsteczki, m. in. mikrotubule, 
ujemnie naładowane fosfolipidy, Grb2. Oddziaływa­
nie z nimi prawdopodobnie przyczynia się do oligo- 
meryzacji dynaminy i tworzenia struktur wie- 
locząsteczkowych [29].

Biochemiczne własności dynaminy, a mianowi­
cie: niskie powinowactwo do GTP, wysoka spoczyn­
kowa i bardzo wysoka stymulowana szybkość hydro­
lizy GTP wyróżniają j ą  spośród innych członków 
nadrodziny GTP-az. Ponadto, szybkość wiązania i 
uwalniania nukleotydów guaninowych jest duża, 
dlatego hydroliza GTP jest etapem ograniczającym 
cykl GTP-azowy dynaminy trwający 0.5-2 min w po­
równaniu z 60 min dla białek ras [42],

Aktywność GTP-azowa dynaminy jest regulowa­
na przez fosforylację. W nienaruszonych synaptoso- 
mach neuronalna dynamina 1 ulega fosforylacji 
przez kinazę białkową C na reszcie seryny w dome­
nie PRD, co powoduje ponad 12-krotny wzrost ak­
tywności GTP-azowej, wzrost wiązania wapnia i 
spadek wiązania fosfolipidów [12, 43]. Defosforyla- 
cja dynaminy 1 (przez kalcyneurynę) hamuje jej ak­
tywność GTP-azową i skorelowana jest w czasie z 
depolaryzacją zakończeń nerwowych [35].

Natomiast dynamina 2 ulega fosforylacji na resz­
cie tyrozyny597 —  przeprowadzanej przez kinazę ty- 
rozynową c-Src —  co wywołuje zmianę konforma- 
cyjną indukującą tworzenie struktur wielocząstecz- 
kowych dynaminy. Stwierdzono, że fosforylacja ta 
jest niezbędna do endocytozy receptorów aktywowa­
nych przez ligandy, natomiast nie jest wymagana do 
konstytutywnej endocytozy receptorów recykli- 
zujących [12, 44].

IV. Jak działa dynamina —  mechanoenzym  
czy GTP-aza regulatorowa?

Mechanizm działania dynaminy wzbudza kontro­
wersje: czy dynamina działa jak mechanoenzym, czy 
też jak GTP-aza regulatorowa aktywująca inne efek- 
tory.

Zauważono, że dynamina wykazuje zdolność do 
oligomeryzacji i samoskładania (ang. self-assem­
bly), co ponad 100-krotnie stymuluje jej aktywność 
GTP-azową. Pierwsze obserwacje dotyczące mecha­
nizmu działania dynaminy poczyniono badając Dro­
sophila (wywilżnię karłówkę), u której ulega ekspre­
sji gen shibire — mutant dynaminy 1. U tego termo- 
wrażliwego mutanta w podwyższonej temperaturze 
następuje odwracalne zahamowanie endocytozy, co 
uniemożliwia „recycling” błon i tworzenie pęcherzy­
ków synaptycznych, powodując przejściowy paraliż 
owadów. W zakończeniach nerwowych zaobserwo­
wano nagromadzenie opłaszczonych klatryną 
zagłębień i nie w pełni dojrzałych pęcherzyków za­
wierających struktury przypominające pierścienie 
dynaminy [45]. Obserwacje te wykorzystano 
tworząc model działania dynaminy jako enzymu me- 
chanochemicznego (Ryc. 2).

Według tej teorii dynamina (w stanie związanym z 
GDP) jest kierowana do miejsca, w którym powstaje 
nowy opłaszczony pęcherzyk. Istotną rolę w tym 
procesie odgrywają domeny PH i PRD [33, 34]. Po 
związaniu GTP dochodzi do oligomeryzacji dynami­
ny, w wyniku której jej dimery łączą się w łańcuch 
tworząc ściśle upakowane pierścienie i spirale wokół 
szyjki pęcherzyka [20,46]. W powstawaniu dimerów 
istotną rolę odgrywają oddziaływania pomiędzy do­
menami GED sąsiadujących cząsteczek dynaminy. 
Natomiast, aby dimery dynaminy mogły utworzyć 
łańcuch, wymagane są dodatkowe interakcje pomię­
dzy domeną GED jednej cząsteczki dynaminy a do­
menami GTP-azową i środkową sąsiedniej (Ryc. 2).

Proces zaciskania spirali dynaminy i odcinania 
pęcherzyka wciąż pozostaje niejasny. Sugeruje się, 
że hydroliza GTP wywołuje zmianę konformacji dy­
naminy, która prowadzi albo do jej zaciśnięcia się
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wokół szyjki nowo powstającego pęcherzyka endo- 
cytotycznego (ang. „molecular garroC  — moleku­
larna obręcz,), albo rozciągnięcia skoku spirali (ang. 
„molecular spring” — molekularna sprężyna), co w 
konsekwencji powoduje jego oderwanie się od błony 
komórkowej [3, 35, 42, 47].

Szczegółowa analiza aktywności GTP-azowej dy- 
naminy stymulowanej przez jej oligomeryzację do­
prowadziła do odkrycia, że dynamina ma wew­
nętrzną zdolność do zwiększania swojej aktywności 
GTP-azowej: koduje własne białko GAP (ang. 
GTP-ase activating protein). Za tę właściwość odpo­
wiedzialna jest domena GED [27, 28]. Drugi model 
sugeruje więc funkcję dynaminy jako GTP-azy regu­
latorowej, która „wyselekcjonowuje” inne białka 
efektorowe do miejsc zachodzenia endocytozy [28, 
30, 42].

Na podstawie doświadczeń na liniach komórko­
wych HeLa, BHK i A 431 z zastosowaniem mutantów 
dynaminy, zarówno w domenie GED, jak i GTP-azo­
wej, stwierdzono, że hydroliza GTP powoduje inak- 
tywację dynaminy i jej rozpad, co jest istotne dla pro­
cesu rozszczepienia błony. Z drugiej strony skutecz­
na oligomeryzacja dynaminy nie jest konieczna do 
powstania pęcherzyka. Możliwe więc, że istnieją 
inne białka regulujące cykl GTP-azowy dynaminy in 
vivo [28, 30, 42].

Natomiast M a r k s  i wsp. [48] wykazali, że do 
prawidłowej funkcji dynaminy w endocytozie nie­
zbędna jest zarówno hydroliza GTP, jak i zachodząca 
w jej wyniku zmiana konformacyjna.

V. Izoformy dynamin ssaków i ich rola 
w komórce

U ssaków zidentyfikowano do tej pory trzy izofor­
my dynaminy, charakteryzujące się odmienną lokali­
zacją oraz funkcją.

Dynamina 1 ulega najsilniejszej ekspresji w mó­
zgu, gdzie bierze udział w „recyclingu” pęcherzy­
ków synaptycznych [49]. Dynamina 2 jest obecna w 
całym organizmie i odgrywa rolę w endocytozie za­
chodzącej za pośrednictwem pęcherzyków opłasz- 
czonych klatryną zarówno na błonie komórkowej
[18], jak i w aparacie Golgiego [50, 51]. Ponadto 
stwierdzono, że dynamina 2 prawdopodobnie uczest­
niczy w procesie fagocytozy w makrofagach na eta­
pie „rozciągania” błony wokół fagocytowanej 
cząstki [13]. Najnowsze badania sugerują rolę dyna­
miny 2 jako cząsteczki biorącej udział w przekazy­
waniu sygnału w odpowiedzi na bodźce transkryp- 
cyjne i apoptotyczne [52].

Dynamina 3, której funkcja nie jest  jeszcze 
dokładnie poznana, została po raz pierwszy zidenty­
fikowana w jądrach szczura [53], gdzie prawdopo­
dobnie odgrywa istotną rolę w spermatogenezie [54]. 
Dalsze badania pokazały, że występuje ona również 
w sercu, płucach oraz w mózgu [55], gdzie zlokalizo­
wana jest w obszarze postsynaptycznym i może od­
grywać istotną rolę w morfogenezie kolców dendry- 
tycznych [56]. Ostatnio zidentyfikowano specy­
ficzną dla mózgu izoformę dynaminy 3, której ak­
tywność jest regulowana przez poziom hormonów 
tarczycy: zaobserwowano istotny wzrost poziomu 
mRNA dla tej izoformy w hypotyroidyzmie. Uważa 
się, że odgrywa ona istotną rolę w synaptogenezie w 
centralnym układzie nerwowym [57].

Wszystkie trzy geny kodujące konwencjonalne 
dynaminy (Dyni, Dyn2, Dyn3) ulegają ekspresji w 
mózgu, gdzie wykryto obecność ponad 27 różnych 
białek dynaminowych powstających w wyniku alter­
natywnego cięcia i składania pierwotnych transkryp- 
tów. Stwierdzono ponadto, że Dyni i Dyn3 wystę­
pują w odmiennych miejscach synapsy: Dyni przede 
wszystkim w przedziale presynaptycznym, nato­
miast Dyn3 —  w zakończeniach kolców dendrytycz- 
nych. Sugeruje to, że Dyn3 jest białkiem postsynap­
tycznym i odgrywa rolę w morfogenezie oraz prze­
budowie kolców dendrytycznych [56].

Endocytotyczny szlak zależny od dynaminy jest 
wykorzystywany przez wiele wirusów (np. Hantaan, 
grypy) do inwazji komórek. Wirusy Hantaan 
wywołują niezwykle groźne choroby (gorączka 
krwotoczna). W Chinach liczba zachorowań w latach 
1950-1997 wynosiła 1 256 431 (osiągając 115 985 
przypadków w 1985 roku), z czego 44 304 osób 
zmarło. W doświadczeniach na komórkach HeLa 
udowodniono, że wirus ten dostaje się do komórek 
szlakiem zależnym od dynaminy i klatryny, ponie­
waż nadekspresja negatywnego mutanta dynaminy 
(K44A) powodowała zahamowanie internalizacji 
wirusa [58].

VI. Białka dynamino-podobne — różno­
rodność funkcji

VI-1. Od białek drożdżowych do ludzkich

U drożdży znaleziono białko dynamino-podobne 
Vpsl (ang. vacuolar protein sorting) odgrywające 
istotną rolę w powstawaniu pęcherzyków opłaszczo- 
nych klatryną w obrębie TGN {ang. trans-Golgi 
network) [58]. Homolog tego białka (VpsA) wykryto 
także u grzyba z gatunku Asperillus nidulans [60].
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Ponadto u drożdży zidentyfikowano dwa białka: 
Mgml i Dnmł, zaangażowane w utrzymanie pra­
widłowej morfologii mitochondriów [61-63]. U ssa­
ków oraz C. elegans wykryto homolog drożdżowego 
białka Dnmł —  Drpl (ang. dynam in-relatedprote­
in), które nie tylko występuje w mitochondriach 
[62], ale prawdopodobnie bierze również udział w 
transporcie pęcherzyków sekrecyjnych z aparatu 
Golgiego [64]. Innym białkiem dynamino-podob- 
nym związanym również z błonowym przedziałem 
sekrecyjnym jest ssacze DLP1, które ulega ekspresji 
w sposób tkankowo-specyficzny i zawiera dwa re­
giony podlegające alternatywnemu składaniu [65].

U człowieka zidentyfikowano białko dynami- 
no-podobne — OPA1 (homolog drożdżowego białka 
Mgml), którego mutacje powodują wystąpienie neu- 
ropatii wzrokowej (DOA, ang. dominant optic 
atrophy) u człowieka. Jest to choroba dziedziczna 
objawiająca się między innymi stopniowym spad­
kiem ostrości widzenia prowadzącym aż do całkowi­
tej utraty wzroku, spowodowanej degeneracją komó­
rek zwojowych siatkówki (ich aksony tworzą nerw 
wzrokowy). Do tej pory wykryto już ponad 60 muta­
cji, z których większość występuje w domenie GTP- 
azowej białka OPA 1 [66]. OPA1 odgrywa istotną 
rolę w utrzymaniu prawidłowej struktury i morfolo­
gii mitochondriów. Podobnie jak większość białek 
dynamino-podobnych nie zawiera domeny PRD, 
GED i PH, ma natomiast domenę GTP-azową oraz 
około stu-aminokwasową sekwencję sygnałową od­
powiedzialną za mitochondrialną lokalizację tego 
białka [66-67].

Ostatnio stwierdzono obecność dwóch białek na­
leżących do rodziny dynamin: ParD l (AY386320) i 
ParD2 (AF351193) u jednokomórkowego orzęska 
Paramecium  należącego do najstarszych komórek 
eukariotycznych, gdyż pojawił się około 1,5 miliarda 
lat temu [68-69]. Sklonowane fragmenty genów 
(1091 nukleotydów) stanowią fragment otwartej 
ramki odczytu dla 363 aminokwasów, który obejmu­
je region kodujący N-końcową domenę GTP-azową 
ze wszystkimi trzema motywami wiążącymi GTP 
(G l, G2 i G3), wykazującą bardzo wysoki stopień 
homologii (78%) do dynamin ssaków oraz domenę 
środkową. Sekwencje motywów G 1 i G2 są identycz­
ne w obu izoformach dynaminy, odpowiednio: 
'QSAGKSS7 i 100DLPG103. Natomiast trzeci motyw 
jest odmienny: 169TQLD172 w ParD l i 169TKLD172 w 
ParD2. Obecna jest również stabilna ewolucyjnie 
treonina26 będąca częścią tzw. ’’znacznika rodziny 
dynamin” (18LPRGKGIV!R27) [19].

Pierwszy sklonowany gen kodujący dynaminę u 
Paramecium (ParDZ) wykazuje najwyższą homolo-

gię do dynaminy 2 ssaków, natomiast drugi (ParDl)  
—  do dynaminy 1 ssaków. Sekwencje te wykazują 
90.1% identyczności. Zidentyfikowano dwa immu- 
noreaktywne polipeptydy o wielkości -116  kDa i 
-9 0  kDa reagujące ze specyficznym przeciwciałem 
anty-peptydowym skierowanym wobec sklonowane­
go fragmentu domeny GTP-azowej dynaminy Para­
mecium [68, 71].

Wykazano też, że dynamina Paramecium  odgry­
wa istotnąrolę w fagocytozie [68], desensytyzacji re­
ceptorów błonowych [69] oraz endocytozie zależnej 
od receptorów: zlokalizowano ją  na obrzeżach nowo 
tworzonych endosomów zawierających transferynę 
[70-71],

VI-2. Białka roślinne

Białka dynamino-podobne występują również u 
roślin. Fragmoplastyna, znaleziona w ziarnach soi, 
bierze udział w transporcie pęcherzyków z aparatu 
Golgiego do miejsc powstawania ściany komórko­
wej podczas cytokinezy [72-74]. U Arabidopsis zi­
dentyfikowano już co najmniej 6 białek dynami­
no-podobnych (ADL, ang. Arabidopsis dyna- 
min-Uke). ADL1 zlokalizowany jest w chloropla­
stach i bierze udział w biogenezie błon tylakoidów 
[75-76]. Ostatnio wykryto dwie nowe izoformy tego 
białka: ADL1C i ADL1E, które odgrywają istotną 
rolę w morfogenezie mitochondriów [77]. Podobną 
funkcję spełniają dwie izoformy białka ADL2: 
ADL2a i ADL2b, które wykazują 76.7% identyczno­
ści i są zaangażowane w podział mitochondriów
[78]. ADL3 wykazuje niski stopień homologii do in­
nych roślinnych białek dynamino-podobnych oraz 
podobnie jak dynamina ssaków, zawiera domenę 
plekstrynową, lecz funkcja tego białka nie jest jesz­
cze znana [79]. ADL6 jest pierwszym roślinnym 
przedstawicielem tej dużej nadrodziny zaangażowa­
nym w transport pęcherzyków opłaszczonych kla- 
tryną z aparatu Golgiego. Stwierdzono, że zawiera 
ono domenę plekstrynową oraz motyw bogaty w pro- 
linę na C-końcu [80], a jego aktywność GTP-azowa 
jest regulowana przez wiązanie kwaśnych fosfolipi­
dów i białek zawierających domenę SH3 [81-82].

VI-3. Białka Mx i hGBP o własnościach anty­
wirusowych

Niektóre białka dynamino-podobne mają aktyw­
ność antywirusową i powodują zablokowanie repli­
kacji wirusów lub też hamują proces ich wnikania do 
komórek.
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Jest to między innymi rodzina białek Mx, odpo­
wiedzialnych za odporność na infekcje wirusowe, 
których synteza indukowana jest przez interferon 
[67, 83]. Podobnie jak inne białka dynamino-podob- 
ne, zawierają one domenę GTP-azową oraz zmienny 
C-koniec, który określa ich funkcję i lokalizację, np. 
mysie białko Mxl zlokalizowane jest w jądrze ko­
mórkowym, gdzie wpływa na transkrypcję RN A
[84], podczas gdy ludzkie białko MxA występuje w 
cytoplazmie i zaangażowane jest prawdopodobnie w 
hamowanie transportu wirusów do jądra komórko­
wego [85].

Białka Mx mają zdolność do oligomeryzacji. Re­
gionem odpowiedzialnym za ten proces okazał się 
obszar pomiędzy pierwszym a drugim motywem 
wiążącym GTP w N-końcowej domenie GTP-azowej 
[86] oraz motyw „palca cynkowego” w C-końcowej 
części białka, który funkcjonalnie odpowiada dome­
nie GED dynaminy [87] oraz oddziałuje z nukle- 
okapsydami wirusowymi [85, 88]. Wykrywanie in­
fekcji wirusowej przez białka Mx polega na rozpo­
znawaniu nukleokapsydów. Przypuszcza się, że 
białka MxA owijając się wokół nich uniemożliwiają 
ekspozycję sekwencji lokalizacji jądrowej. Inny pro­
ponowany mechanizm działania MxA polega na tym, 
że nukleokapsydy są wychwytywane i kierowane do 
innych (niż docelowe) miejsc w komórce, gdzie są 
unieruchamiane, a następnie degradowane. Wykaza­
no to w przypadku wirusa La Crosse (LACV), które­
go nukleokapsydy uległy przemieszczeniu z miejsc 
replikacyjnych w okolicy aparatu Golgiego do ob­
szaru perinuklearnego. Uniemożliwia to transkryp­
cję genomu wirusowego [89].

Innym białkiem o działaniu antywirusowym jest 
hGBPl (ang. human guanylate-binding protein 1). 
Jest to również pierwsze białko z nadrodziny GTP-az 
o znanej strukturze atomowej, poznanej z użyciem 
krystalografii rentgenowskiej [90]. Składa się ono z 
dwóch głównych domen: globularnej domeny
wiążącej GTP oraz wydłużonej domeny o strukturze 
a-helisy. Unikalnącechąbiałka hGBPl jest zdolność 
do przemiany GTP w GMP [91]. Wykryto również 
dwa inne białka z tej grupy: hGBP2 i hGBP3. 
Wszystkie one nie zawierają trzeciego motywu 
wiążącego GTP w domenie GTP-azowej [92]. Wyda­
je się, że ich działanie polega na zahamowaniu repli­
kacji wirusa (np. zapalenia jamy ustnej) [93].

VII. Uwagi końcowe

Dynamina i białka dynamino-podobne są obiek­
tem intensywnych badań ze względu na różnorodne 
funkcje, jakie odgrywają w wielu procesach istot­

nych dla życia komórki i całego organizmu. Szcze­
gólne zainteresowanie badaczy skupia się na poszu­
kiwaniu mutacji w kodujących je genach, które są 
podłożem dziedzicznych chorób człowieka.

W yniki badań z osta tn ich  kilku lat p rzyn iosły  
wiele zaskaku jących  informacji za rów no na te ­
m at udziału  szlaku zależnego od dynam iny  we 
w nikaniu  w irusów  do kom órek  ssaków, jak  i o 
an tyw irusow ym  działaniu  n iek tórych  b iałek  d y ­
nam ino-podobnych , k tóre ham ują  rep likac ję  w i­
rusów.
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W ykaz stosowanych skrótów: a 2-AP —  a 2-antyplazm ina; 
ECM  —  m acierz zew nątrzkom órkow a; FDP —  produkty degra­
dacji fibryny (fibrynogenu); 1L-1 —  interleukina 1; M M Ps —  
m etaloproteazy macierzy zew nątrzkom órkow ej; LBS —  m iej­
sca wiążące lizynę; MT-M M Ps m etaloproteazy błonowe; PAI-1, 
PAI-2 —  inhibitor aktyw atorów  plazm inogenu typu 1, 2; Plg —  
plazm inogen; TAFI —  inhibitor fibrynolizy w rażliwy na trom- 
binę; TIM Ps —  tkankowe inhibitory m etaloproteaz; T N F -a  —  
czynnik m artw icy now otw orów; t-PA —  aktyw ator plazm inoge­
nu typu tkankowego; sct-PA —  jednołańcuchow a forma t-PA; 
tct-PA —  dw ułańcuchow a form a t-PA; u-PA —  aktyw ator pla­
zminogenu typu urokinazowego; u-PAR receptor aktywatora 
plazm inogenu typu urokinazowego.

I. Wprowadzenie

Odpowiedzią organizmu na uszkodzenie ściany 
naczynia krwionośnego jest inicjacja procesu krzep­
nięcia krwi prowadząca do przekształcenia rozpusz­
czalnego fibrynogenu w nierozpuszczalną fibrynę 
(włóknik). Powstający skrzep hamuje krwawienie, a 
po spełnieniu swojej roli jest upłynniany na drodze 
fibrynolizy. Równowaga pomiędzy procesami krzep­
nięcia i fibrynolizy umożliwia utrzymanie płynności 
krwi. Układ fibrynolityczny składa się z czterech 
głównych elementów: aktywatorów plazminogenu, 
inhibitorów aktywatorów plazminogenu, plazmino­
genu i inhibitorów plazminy i jest zaangażowany nie

'M gr, 2dr, Katedra Biochem ii Ogólnej, U niw ersytet Łódzki, ul. 
Banacha 12/16, 90-237 Łódź, tel./fax (042) 635-44-84, e-mail: 
joannak@ biol.uni.lodz.pl.

tylko w usuwanie skrzepliny, ale także w przebudo­
wę tkanek, angiogenezę i gojenie ran. Uczestniczy 
również w procesach patologicznych, m.in. w pato­
genezie niedokrwienia mięśnia sercowego, powsta­
waniu tętniaków, progresji zmian nowotworowych, 
a także w rozwoju miażdżycy.

Podczas rozwoju zmian miażdżycowych, za­
chodzących przy udziale metaloproteaz macierzy 
zewnątrzkomórkowej (ang. Matrix metalloproteina­
ses , MMPs), dochodzi do degradacji macierzy 
zewnątrzkomórkowej (ang. Extracellular matrix, 
ECM), migracji komórek i przebudowy tkanek. W 
aktywacji metaloproteaz uczestniczy układ fibryno­
lityczny. Wskazuje to na duże znaczenie układu fi- 
brynolitycznego w progresji zmian miażdżycowych, 
nie tylko poprzez bezpośrednie działanie na po­
wstającą skrzeplinę.

II. Układ fibrynolityczny

Charakterystykę składników układu fibrynoli- 
tycznego podano w tabeli I, a schemat aktywacji tego 
układu na rycinie 1.

Do głównych aktywatorów plazminogenu należą 
aktywator plazminogenu typu tkankowego (t-PA, 
ang. tissue — type plasminogen activator) oraz akty­
wator plazminogenu typu urokinazowego (u-PA, 
ang. urokinase — type plasminogen activator). W 
wyniku działania aktywatorów nieaktywny plazmi­
nogen jest przekształcany w aktywną plazminę. Do 
inhibitorów aktywatorów plazminogenu zaliczane 
są: inhibitor typu 1 (PAI-1, ang. plasminogen activa­
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tor inh ib itor— 1) oraz inhibitor typu 2 (PAI-2, ang. 
plasminogen activator inhibitor — 2). Hamowania 
aktywnej plazminy dokonuje głównie a 2-antyplaz- 
mina ( a 2-AP).

Plazminogen (Pig) jest jednołańcuchowym zymo-

krwionośnego może występować w formie jed- 
nołańcuchowej (sct-PA, ang. single chain tissue p la ­
sminogen activator) lub dwułańcuchowej (tct-PA, 
ang. two chain tissue plasminogen activator) [3]. Ak­
tywacji fibrynolizy wewnątrznaczyniowej dokonuje

Tabela 1.

Wybrane wartości charakteryzujące składniki układu fibrynolitycznego [wg. 1,31, zmienione].

Białko

Masa

cząsteczkowa

(kDa)

Liczba reszt 

aminokwasowych

Miejsce

reaktywne/katalityczne

Stężenie w 

osoczu 

(mg/l)

Plazminogen 92 791 proenzym 200,0

Plazm ina 85 715 His603, Asp646, Ser741 -

t-PA 68 527 His322, Asp371, Ser478 0,005

u-PA 54 411 His204, Asp255, Ser356 0,008

u-PAR 55-60 313 białko receptorowe -

(X2-antyplazmina 67 464 Arg376-M et377 70,0

PA1-1 52 379 Arg346-M et347 0,05

PAI-2 47 393 A rg358-Thr359 <0,005

genem, który na skutek rozerwania wiązania 
Arg561/Val562 przechodzi w dwułańcuchową ak­
tywną formę —  plazminę (Plm), należącą do proteaz 
serynowych. W cząsteczce plazminogenu wyróżnia 
się 7 domen: peptyd aktywacyjny, domenę prote- 
azowąoraz 5 tzw. struktur kringlowych, które zawie­
rają miejsca wiążące lizynę (LBS, ang. lysine bin- 
ding sites). Za ich pośrednictwem plazminogen 
wiąże się z powierzchnią włóknika i oddziałuje z ak­
tywatorami bądź inhibitorami fibrynolizy oraz re­
ceptorami komórkowymi [1]. N-końcowy fragment 
natywnej cząsteczki plazminogenu (Glu-plazmino- 
genu) stanowi peptyd aktywacyjny usuwany w wyni­
ku hydrolizy wiązania Lys77/Val78, a powstająca w 
ten sposób cząsteczka Lys-plazminogenu jest bar­
dziej wrażliwa na działanie aktywatorów [2].

II-l. Aktywatory plazminogenu

Aktywator plazminogenu typu tkankowego (t-PA) 
pochodzący głównie z komórek środbłonka naczynia

głównie t-PA. Aktywator plazminogenu typu uroki- 
nazowego aktywuje ten zymogen w przestrzeniach 
pozanaczyniowych.

II-2. Inhibitory fibrynolizy

Działanie aktywatorów plazminogenu i plazminy 
jest hamowane odpowiednio przez inhibitory PA-1, 
PAI-2 oraz przez a 2-antyplazminę. Należą one do in­
hibitorów proteaz serynowych (SERPINs, ang. seri- 
ne proteinase inhibitors). Inhibitory te zawierają se­
kwencję aminokwasową rozpoznawaną przez miej­
sca wiążące odpowiednich proteaz jako substrat. 
Prowadzi to do powstania kowalencyjnego komplek­
su enzym-inhibitor i zahamowania aktywności pro­
teolitycznej enzymu [4].

PAI-1 jest syntetyzowany w komórkach 
środbłonka, komórkach mięśni gładkich ściany na­
czynia i w komórkach wątroby. Jest on głównym fi­
zjologicznym inhibitorem aktywatorów: t-PA i u-PA 
[5, 6]. Jednym z najczęstszych zaburzeń funkcji
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układu fibrynolitycznego jest zwiększone stężenie 
inhibitora PAI-1 przy jednoczesnym niedoborze 
t-PA. W osoczu kobiet ciężarnych pojawia się inhibi­
tor aktywatorów plazminogenu typu 2 (PAI-2), który 
syntetyzowany jest głównie przez monocyty [7]. 
Głównym osoczowym inhibitorem plazminy jest 
a 2-antyplazmina [8, 9].

Trombina odgrywa kluczową rolę w procesie 
krzepnięcia przekształcając fibrynogen w fibrynę 
(włóknik). Aktywuje ponadto prometaloproteazę 2 
(proMMP-2) [10] i wpływa hamująco na fibrynolizę 
dokonując aktywacji inhibitora fibrynolizy wrażli­
wego na trombinę (TAFI, ang. thrombin-activatable

Plazminogen

plazmina

fibrynogen ProMMP— ► MMP
fibryna /

TIMP
y

FDP

Degradacja
K i a j a l r

O -a k ty w a to r  ECM

- inhibitor

Ryc. 1. Układ fibrynolityczny. Plazminogen jest aktywowany do pla­
zminy przez aktywatory: t-PA i u-PA. Inhibicja aktywności fi- 
brynolitycznej może zachodzić na dwóch poziomach: hamowa­
nia aktywacji plazminogenu (PAI-1, PAI-2) lub hamowania ak­
tywności plazminy (a 2-antyplazmina). Plazmina aktywuje pro- 
metaloproteazy, których aktywność jest regulowana przy udzia­
le tkankowych inhibitorów mctaloproteaz (TIMPs). W osoczu 
pod wpływem plazminy dochodzi do degradacji fibrynogenu 
oraz fibryny i powstania produktów degradacji fibrynogenu/fi- 
bryny (FDP).

fibrynołysis inhibitor). Działa on poprzez usuwanie 
reszt lizylowych z C-końcowych części łańcuchów 
polipeptydowych degradowanej fibryny [11]. Pla­
zmina związana z resztami lizylowymi jest chronio­
na przed inaktywacją przez a 2-antyplazminę. TAFI 
eliminuje reszty lizylowe, uniemożliwia przyłącze­
nie plazminy do włóknika i w ten sposób ogranicza 
fibrynolizę [12].

III. Metaloproteazy macierzy zewnątrz- 
komórkowej

Metaloproteazy macierzy zewnątrzkomórkowej 
są endopeptydazami zależnymi od cynku. Dokonują 
one degradacji białek macierzy zewnątrzkomórko­
wej [13, 14]. Umożliwia to przebudowę tkanek i za­
chodzi zarówno w procesach fizjologicznych, jak i 
niektórych stanach chorobowych [15, 16].

W budowie metaloproteaz wyróżnia się trzy cha­
rakterystyczne domeny: domenę sygnałową (17-29 
aa), domenę propeptydową (78-87 aa) i domenę kata­
lityczną (ok. 170 aa), która zawiera jony cynku i jony 
wapnia [15, 17] (Ryc. 2). Domena propeptydową za­
wiera konserwatywną sekwencję PRCG(V/N)PD, a 
obecna w niej cysteina, poprzez oddziaływanie z ato­
mem cynku z domeny katalitycznej, utrzymuje meta­
loproteazy w formie nieaktywnej [18]. Do aktywacji 
dochodzi po usunięciu domeny propeptydowej [19, 
20]. Dotychczas zidentyfikowano 23 metaloprote­
azy. Na podstawie różnic w ich budowie (obecność 
dodatkowych domen) oraz rodzaju substratów, na 
które działają, podzielono je na 5 klas: kolagenazy, 
żelatynazy, stromielizyny, metaloproteazy błonowe 
(MT-MMPs, ang. membrane-type matrix metallopro- 
teinases) i matrylizyny [21]. Metaloproteazy są syn- 
tetyzowane przez fibroblasty, komórki mięśni gład­
kich i komórki śródbłonka w formie zymogenów [22, 
23]. Opisane zostały trzy typy aktywacji zymogenów 
metaloproteaz: aktywacja stopniowa, aktywacja na 
powierzchni komórek przy udziale MT-MMPs 
oraz aktywacja wewnątrzkomórkowa. W aktywację 
stopniową zaangażowane są nie tylko liczne enzymy 
proteolityczne: trypsyna, elastaza, kalikreina, ale i 
również enzym fibrynolityczny —  plazmina. Spo­
śród tych proteaz plazmina uważana jest za główny 
fizjologiczny aktywator. Plazmina działa na wiąza­
nie peptydowe w domenie propeptydowej metalo­
proteaz. Powoduje to zmianę konformacji proenzy- 
mu i odblokowanie miejsca aktywacji, które staje się 
dostępne dla innej proteazy, należącej zwykle do me­
taloproteaz. Aktywacja metaloproteaz na powierzch­
ni błon komórkowych i degradacja białek ECM w 
najbliższym otoczeniu ma istotne znaczenie podczas 
migracji komórek. Niektóre MMPs mogą być akty­
wowane wewnątrzkomórkowo. Pro-stromielizyna-1 
(proMMP-3) może być aktywowana przez zasocjo- 
waną z aparatem Golgiego proteazę subtilizynopo- 
dobną (ang. subtilisin-Iike proteinase furin) i wy­
dzielana z komórki już jako aktywny enzym [24], 
Hamowanie aktywności enzymatycznej MMPs od­
bywa się przy udziale specyficznych tkankowych in­
hibitorów (TIMPs, ang. tissue inhibitors o f  matrix
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metalloproteinases) [25-28]. Inhibitory mogą łączyć 
się zarówno z aktywnymi jak i z nieaktywnymi meta- 
loproteazami (proMMPs) uniemożliwiając w ten 
sposób ich aktywację. Aktywność metaloproteaz 
może być także regulowana na poziomie transkryp- 
cyjnym poprzez działanie cytokin, hormonów i czyn­
ników wzrostu (np. TNF-a) [29].

IV. Metaloproteazy i układ fibrynolityczny

Proteazy układu fibrynolitycznego mają wpływ 
na aktywność różnorodnych metaloproteaz. W bada­
niach in vitro zaobserwowano, że plazmina ma zdol­
ność do bezpośredniej aktywacji: proMMP-1, 
proMMP-3, proMMP-9, proMMP-10 i proMMP-13 
[8, 17]. Aktywacja proMMP-2 wymaga wcześniej­
szej hydrolizy określonych wiązań przez MT1-MMP 
i dopiero tak powstały produkt pośredni może być 
aktywowany przez plazminę. ProMMP-2 jest akty­
wowana także przez urokinazowy aktywator plazmi- 
nogenu. MMP-3 i MMP-7 mogą usuwać z scu-PA do­
menę wiążącą receptor u-PAR i przekształcać scu-PA 
do formy o niższej masie cząsteczkowej [26]. Sub- 
stratem dla metaloproteaz: MMP-3, MMP-7, MMP-9 
i MMP-12 może być również cząsteczka plazmino- 
genu. MMP-12 rozszczepia plazminogen powodując 
powstanie fragmentu peptydowego podobnego do 
angiostatyny, zawierającego domenę wiążącą recep­
tor [30, 31 ]. Metaloproteazy MMP-3 i MMP-7 posia­
dają właściwości fibrynolityczne i fibrynogenoli- 
tyczne, natomiast substratem dla M MP-11 może być 
tylko fibrynogen. Wykazano również, że proMMP-3 
może wiązać t-PA i plazminogen. Prowadzi to do 
zwiększenia powinowactwa t-PA do plazminogenu i 
podniesienia efektywności aktywacji plazminogenu. 
ProMMP-3 może wiązać zarówno sct-PAjak i tct-PA 
[32].

V. Układ fibrynolityczny w miażdżycy

Istnieje kilka możliwych dróg bezpośredniego i 
pośredniego zaangażowania układu fibrynolityczne­
go w procesy miażdżycowe. Rozwój zmian miażdży­
cowych prowadzi do postępującej dysfunkcji 
śródbłonka i wytworzenia blaszki miażdżycowej, 
która zwęża światło naczynia i utrudnia w ten sposób 
przepływ krwi. Ukształtowana blaszka miażdżyco­
wa zawiera silnie trombogenny rdzeń wypełniony 
makrofagami, limfocytami T, lipidami, cholestero­
lem i fragmentami obumarłych komórek, który po­
kryty jest włóknistą otoczką złożoną z komórek mię­
śni gładkich, kolagenu oraz proteoglikanów. Blaszki 
miażdżycowe, których pęknięcia prowadzą do incy­

dentów wieńcowych cechują się zwykle dużą zawar­
tością makrofagów. W miejscu pęknięcia blaszki są 
one aktywowane, wytwarzają metaloproteazy, de­
gradują macierz zewnątrzkomórkową, fagocytują 
częściowo zdegradowane fragmenty ECM przez co 
osłabiają jej włóknistą otoczkę [33]. Aktywację 
krzepnięcia krwi zapoczątkowuje czynnik tkanko­
wy. W nieuszkodzonych naczyniach czynnik tkanko­
wy znajduje się jedynie w błonie zewnętrznej i akty­
wowany jest w odpowiedzi na uszkodzenie ściany 
naczynia. W zmianach miażdżycowych źródłem 
czynnika tkankowego są głównie makrofagi, poja­
wia się on w błonie wewnętrznej naczynia, a najwię­
ksze jego nagromadzenie następuje w lipidowym 
rdzeniu blaszki miażdżycowej [34], Tworzeniu 
blaszki miażdżycowej towarzyszy uwalnianie czyn­
ników aktywujących krzepnięcie krwi oraz czynni­
ków stymulujących migrację komórek.

Powstało wiele teorii dotyczących genezy zmian 
miażdżycowych w ścianie tętnicy. Wśród nich na 
szczególną uwagę zasługują hipotezy: zakrzepowa, 
lipidowa i lokalnego stanu zapalnego. Według teorii 
zakrzepowej Rokitansky’ego, nagromadzenie fibry- 
ny połączone ze zwiększoną ilością lipidów prowa­
dzi do zgrubienia warstwy wewnętrznej tętnicy 
[wg. 35]. Według teorii lipidowej (infiltracyjnej) 
pierwotnym zjawiskiem w rozwoju miażdżycy jest 
nasiąkanie ściany naczynia lipidami pochodzącymi z 
osocza. Główną rolę przypisuje się lipidom po­
chodzącym z lipoprotein frakcji LDL (ang. Iow den- 
sity lipoproteins), które łatwo ulegają modyfikacjom 
takim jak oksydacja czy glikozylacja [36]. Znaczącą 
rolę w rozwoju miażdżycy odgrywa apolipoproteina
(a), dzięki zdolności wiązania się z różnymi białkami 
—  w tym z fibrynogenem, fibronektyną, tetranek- 
tyną i glikozaminoglikanami oraz komórkami 
śródbłonka i makrofagami [37]. W cząsteczce apoli- 
poproteiny (a) znajduje się łańcuch boczny wyka­
zujący wysoką homologię do struktur kringlowych 
plazminogenu [38, 39]. Dzięki temu może ona hamo­
wać fibrynolizę poprzez współzawodnictwo z pla- 
zminogenem. Wykazuje także mitogenne właściwo­
ści w stosunku do komórek mięśni gładkich naczynia 
[40].

Niezależnie od tego, jaki czynnik jest odpowie­
dzialny za inicjowanie zmian w tętnicy, wspólnym 
elementem łączącym różnorodne teorie dotyczące 
genezy zmian miażdżycowych jest dysfunkcja 
śródbłonka [41]. W warunkach prawidłowych po­
wierzchnia śródbłonka ściany naczynia krwionośne­
go ma właściwości przeciwpłytkowe i przeciwza- 
krzepowe. W śródbłonku naczynia zachodzi synteza 
i są z niego uwalniane: tlenek azotu, prostacyklina,
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czynniki mitogenne (m.in. EDGF) oraz czynniki re­
gulujące krzepnięcie krwi (czynnik von Willebran- 
da, aktywatory i inhibitory fibrynolizy). Wystę­
pujące na powierzchni śródbłonka glikozaminogli- 
kany tworzą glikokaliks i wykazują właściwości an- 
tykoagulacyjne. Komórki śródbłonka mają wpływ 
nie tylko na utrzymywanie płynności krwi, ale i także 
na właściwe napięcie ściany naczynia [42]. W wyni­
ku działania czynników ryzyka i rozwoju zmian mia-

ściany naczynia z etapu wczesnych nacieków 
tłuszczowych do blaszki miażdżycowej. Ponieważ 
makrofagi są głównym źródłem metaloproteaz, uwa­
ża się, że ich obecność w makrofagach przyczynia się 
do migracji komórek mięśni gładkich, tworzenia 
warstwy neointima i pękania blaszek miażdżyco­
wych. Do rozwoju zmian w błonie wewnętrznej 
przyczynia się głównie MMP-9, poprzez stymulowa­
nie migracji komórek mięśni gładkich [43].

— COOH

d o m e n a  kata lityczna

ko lagenazy

że la tynazy

s trom ie lizyn y

M M Ps
typu b łonow ego

m atrilizyny

Ryc. 2. Schemat struktury metaloproteaz. (a) Różnice w budowie metaloproteaz poszczególnych klas. (b) MMPs posiadają trzy domeny wspólne dla 
wszystkich klas: peptyd sygnałowy, domeną propeptydową i domeną katalityczną. Na podstawie obecności lub braku dodatkowych domen mc- 
taloproteazy podzielono na: żelatynazy (domena hemopeksynopodobna i domena wiązania żelatyny), metaloproteazy błonowe (domena 
transbłonowa w cząści C-tcrminalnej), kolagenazy i stromielizyny (posiadają cząść hemopeksynopodobną, nic zawierają jednak domeny 
wiązania żelatyny), oraz matrylizyny charakteryzujące sią brakiem także domeny hemopeksynopodobnej.

żdżycowych ściana naczynia tętniczego zyskuje 
właściwości prozakrzepowe. Zmiany struktury gli- 
kozaminoglikanów, zmniejszona zawartość trombo- 
moduliny i t-PA, jak i podwyższony poziom PA I-1 w 
śródbłonku mogą przyczyniać się do zakrzepicy. 
Dysfunkcja śródbłonka i wzrost jego przepuszczal­
ności ułatwiają przenikanie lipoprotein o niskiej gę­
stości do warstwy podśródbłonkowej. Powodują one 
powstawanie nacieków (smug tłuszczowych) mię­
dzy warstwami kolagenu. Zmiany w obrębie 
śródbłonka indukują także zwiększony napływ i ad­
hezję monocytów-makrofagów oraz ich przenikanie 
do błony wewnętrznej naczynia. Makrofagi, które 
przeniknęły do błony wewnętrznej pochłaniają zmo­
dyfikowane LDL, przekształcając się w komórki 
piankowe. Rezultatem tej akumulacji jest przejście

Pęknięte blaszki miażdżycowe i zakrzepica są naj­
częstszą przyczyną niedokrwiennych incydentów 
wieńcowych. Ponieważ zakrzepy usuwane są w wy­
niku działania układu fibrynolitycznego, przypusz­
cza się, że osłabiona fibrynoliza może być czynni­
kiem ryzyka rozwoju choroby wieńcowej [44]. Na­
gromadzenie skrzepliny zależy nie tylko od aktywa­
cji kaskady krzepnięcia, ale również od efektywno­
ści rozpuszczania skrzepu przez układ fibrynolitycz- 
ny. Tkankowe i urokinazowe aktywatory plazmino- 
genu są zależne w różny sposób od mediatorów od­
porności wrodzonej. Cytokiny (IL-1, TNF-a) mogą 
zmieniać zarówno aktywność t-PA, u-PA, jak i trom- 
bomoduliny. Cytokiny mogą również zwiększać eks­
presję inhibitorów aktywatorów plazminogenu. O 
kruchości włóknistej otoczki blaszki miażdżycowej
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decyduje dynamiczna równowaga między syntezą a 
usuwaniem kolagenu z warstwy podśródbłonkowej. 
Degradacja kolagenu, przy udziale metaloproteaz 
macierzy i katepsyn, może prowadzić do osłabienia 
otoczki włóknistej [45]. Głównym składnikiem 
otoczki są włókna kolagenu typu I, które są odporne 
na działanie większości proteaz. Spośród licznych 
metaloproteaz tylko kolagenazy: I (MMP-ł), II 
(MMP-8), III (MMP-13) są zdolne do zainicjowania 
proteolizy nienaruszonej potrójnej helisy tego typu 
kolagenu [46].

Na rozwój zmian miażdżycowych ma wpływ 
skład krwi, zwłaszcza podwyższony poziom czynni­
ków ryzyka, m.in. cholesterolu, lipidów, homocyste- 
iny i fibrynogenu. Podwyższony poziom glukozy w 
osoczu ma wpływ na zmiany ekspresji metaloprote­
az, migrację monocytów oraz tworzenie i pękanie 
blaszek miażdżycowych. Wykorzystanie hodowli 
komórkowych w warunkach zwiększonego poziomu 
glukozy pozwoliło wykazać podwyższoną aktyw­
ność MMP-1, MMP-2 w komórkach śródbłonka i 
MMP-9 w makrofagach przy jednoczesnym obniże­
niu aktywności MMP-3 w komórkach śródbłonka
[47]. Szczególną rolę wydaje się odgrywać MMP-3. 
Substratami MMP-3 mogą być plazminogen, u-PA, 
jak również inhibitory fibrynolizy: a 2-antyplazmina
[48] oraz PAI-1 [49]. W wyniku interakcji czynnej 
formy PAI-1 z MMP-3 następuje inaktywacja inhibi­
tora. PAI-1 zasocjowany z proMMP-3 może od­
działywać z t-PA, natomiast interakcja PAI-1 z ak­
tywną MMP-3 uniemożliwia jego działanie na t-PA. 
Rozszczepienie i inaktywacja PAI-1 przez MMP-3 
może stanowić mechanizm osłabiający aktywność 
inhibitora aktywatorów plazminogenu wpływając 
jednocześnie na wzrost aktywności fibrynolitycznej 
zarówno w warunkach fizjologicznych, jak i patolo­
gicznych. W patogenezie zmian miażdżycowych, ze 
względu na szeroki zakres substratów, ważną rolę 
może odgrywać MMP-12 [50]. MMP-12 degraduje 
nie tylko składniki ściany naczynia (m.in. siarczan 
chondroityny, kolagen IV, fibronektynę), ale także 
białka osocza: a - l  —  antytrypsynę oraz plazmino­
gen, a ponadto aktywuje inne metaloproteazy — 
MMP-2 i MMP-3. Zaobserwowano, że hiperchole- 
sterolemia u królików na diecie bogatej w choleste­
rol indukuje i zwiększa ekspresję MMP-12 w tętni­
cach zmienionych miażdżycowo. MMP-12 ulega 
ekspresji w komórkach mięśni gładkich warstwy we­
wnętrznej tętnic. W miejscach zmian miażdżyco­
wych tętnic zaobserwowano także wzrost zawartości 
i podwyższoną aktywność t-PA [51]. Zwiększona 
ekspresja t-PA w miejscach zmian miażdżycowych 
może przyczyniać się do pęknięć blaszek miażdżyco­

wych, ale także może przeciwdziałać tworzeniu 
złogów fibryny wewnątrz ściany tętnicy.

Znaczenie układu fibrynolitycznego w rozwoju 
miażdżycy próbowano wyjaśnić w badaniach prowa­
dzonych na myszach transgenicznych z niedoborem 
apolipoproteiny E (ApoE) lub złożonym niedoborem 
ApoE i t-PA (lub u-PA) [12]. Nie wykazano różnic w 
rozmiarze wczesnych smug tłuszczowych i blaszek 
miażdżycowych, zarówno u myszy z pojedynczym 
niedoborem ApoE (ApoE'7') jak i u myszy ze 
złożonym niedoborem ApoE i u-PA lub t-PA 
(ApoE'7':u-PA'7' lub ApoE‘7:t-PA'7'), co może sugero­
wać, że plazmina nie odgrywa kluczowej roli w mi­
gracji makrofagów do warstwy podśródbłonkowej. 
Późniejsze zmiany w naczyniu, owrzodzenia i nekro­
za były częstsze i ostrzejsze u myszy ApoE'7' i 
ApoE'7':t-PA'7' niż u myszy ApoE'7' i ApoE'7':u-PA'7'. 
Degradacja włókien elastyny, rozproszenie i dezor­
ganizacja włókien kolagenu oraz macierzy zewnątrz­
komórkowej bogatej w glikoproteiny występowały u 
myszy ApoE'7' i ApoE' :t-PA'7', natomiast u myszy 
ApoE'7' i ApoE'7':u-PA'7' nie zaobserwowano takich 
zmian. U myszy ApoE'7' i ApoE'7':t-PA'7'wykazano 
natomiast znaczny wzrost aktywności wolnego u-PA 
w makrofagach migrujących do blaszek miażdżyco­
wych. Choć sama plazmina jest niezdolna do degra­
dacji włókien elastyny i kolagenu, poprzez aktywa­
cję metaloproteaz może być pośrednio zaangażowa­
na w ten proces. W makrofagach typu „dzikiego” i 
makrofagach typu t-PA'7' wykazano w obecności pla­
zminogenu aktywację uwalnianych prometaloproteaz 
(proMMP-3, proMMP-9, proMMP-12, proMMP-13), 
co wskazuje, że za aktywację proMMPs odpowie­
dzialna jest plazmina, powstająca w wyniku aktywa­
cji plazminogenu przy udziale u-PA. W przypadku 
makrofagów typu u-PA'7' nie zaobserwowano takie­
go efektu [12].

Udział układu fibrynolitycznego w procesach 
miażdżycowych potwierdzają także badania prowa­
dzone na myszach z niedoborem ApoE
(ApoE'7':MMP-3+/+) lub złożonym niedoborem 
ApoE (ApoE'7':MMP-3'7') utrzymywanych na diecie 
z wysoką zawartością cholesterolu. Do większych 
zmian miażdżycowych dochodziło u myszy
ApoE'7":MMP'7' aniżeli u myszy ApoE:MMP+/+, ale 
częstość występowania tętniaków była mniejsza u 
myszy ApoE'7':MMP'7'. Wzrost liczby makrofagów i 
zwiększoną ekspresję u-f*A oraz MMP-3 wykazano 
natomiast u myszy ApoE:MMPw ,̂ co potwierdza, że 
zwiększona ekspresja u-PA przyczynia się do akty­
wacji proMMP-3 prawdopodobnie poprzez wytwa­
rzanie plazminy. MMP-3 może przyczyniać się do 
destabilizacji blaszek miażdżycowych poprzez tra­
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wienie macierzy zewnątrzkomórkowej i jednocze­
śnie uczestniczyć w powstawaniu tętniaków poprzez 
proteolizę włókien sprężystych bezpośrednio lub po­
średnio poprzez aktywację innych proMMPs [31, 
52]. C a r r e 1 i wsp. [53] sugerują, że w rozwoju tęt­
niaków w tętnicach dotkniętych miażdżycą może od­
grywać rolę zaburzenie regulacji ekspresji stromieli- 
zyny-1 (MMP-3) i TIMP-3. W przypadku tętniaków 
znaczny wzrost ekspresji TIMP-3 wskazuje na silne 
hamowanie aktywności metaloproteazy. U zwierząt 
z niedoborem TIMP-1 dochodziło do zmniejszenia 
rozmiaru zmian miażdżycowych na skutek podwyż­
szenia aktywności metaloproteazy, zwiększona była 
jednak częstość występowania tętniaków [54]. 
Wzrost ekspresji u-PA wykazano w śródbłonku kró­
lików, którym wprowadzono adenowirusowe wekto­
ry w celu zainicjowania podśródbłonkowego nagro­
madzenia makrofagów i migracji komórek mięśnio­
wych [55]; prowadziło to do powstania zmian podob­
nych do obserwowanych we wczesnej miażdżycy u 
ludzi. W przypadku miażdżycy u człowieka docho­
dzi do wzrostu ekspresji u-PA głównie w makrofa- 
gach, co przyczynia się także do degradacji warstwy 
włókien sprężystych tętnicy. Zwiększona ekspresja 
u-PA, niezależnie od jej źródła, może wpływać na 
progresję miażdżycy, ponieważ u-PA jest wydziela­
ny w formie nieaktywnej, a jego aktywność jest zale­
żna głównie od liczby i lokalizacji receptorów 
u-PAR oraz receptorów plazminogenu.

Zaobserwowano, że niedobór tylko plazminogenu 
u myszy nie prowadził do istotnych zmian miażdży­
cowych, ale u myszy z niedoborem ApoE i plazmino­
genu dochodziło do przyspieszenia rozwoju zmian 
miażdżycowych [56]. Natomiast niedobór PAI-1 w 
tętnicach szyjnych myszy chronił tętnice przed mia­
żdżycą [57].

VI. Uwagi końcowe

Układ fibrynolityczny jest złożonym systemem 
zaangażowanym w przebieg wielu procesów fizjolo­
gicznych i patologicznych, których rozwój wymaga 
migracji komórek i przebudowy tkanek. Do zmiany 
struktury wielu tkanek niezbędny jest udział licz­
nych metaloproteaz macierzy zewnątrzkomórkowej, 
których aktywność zależy od proteaz układu fibryno- 
litycznego, przede wszystkim plazminy. W patoge­
nezie miażdżycy układ fibrynolityczny może odgry­
wać istotną rolę nie tylko poprzez bezpośrednią fi- 
brynolityczną aktywność plazminy, ale i poprzez re­
gulację aktywności metaloproteaz macierzy 
zewnątrzkomórkowej. Współdziałanie metaloprote­
az i układu fibrynolitycznego może mieć istotny

wpływ na rozwój zmian miażdżycowych za­
chodzących w tętnicach.
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I. Wstęp

W tradycyjnym ujęciu za główną funkcję tkanki 
tłuszczowej uważano magazynowanie zapasów ener­
getycznych organizmu w postaci lipidów. W stanie 
resorpcyjnym komórki tkanki tłuszczowej —  adipo- 
cyty pobierają z krwi duże ilości glukozy i kwasów 
tłuszczowych, a następnie z tych substratów syntety­
zują triacyloglicerole. Gdy spada podaż substratów 
energetycznych, np. w okresie głodu, zasoby zmaga­
zynowane w tkance tłuszczowej są uwalniane do 
krwi w postaci kwasów tłuszczowych, które następ­
nie mogą być wykorzystywane przez inne tkanki. 
Tkanka tłuszczowa pełni w rzeczywistości znacznie 
bardziej złożone funkcje fizjologiczne niż pierwot­
nie zakładano: bierze udział w regulacji przemian 
energetycznych organizmu, jest niezbędna dla nor­
malnej homeostazy glukozy i regulacji wrażliwości 
na insulinę, ma również wpływ na regulację sytości. 
U kobiet odpowiednia ilość tkanki tłuszczowej wa­
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runkuje zachowanie płodności, z kolei nadmiar tej 
tkanki obserwowany w otyłości może prowadzić do 
powikłań metabolicznych. Zmiany morfologiczne i 
metaboliczne zachodzące w tkance tłuszczowej osób 
otyłych wiążą się ze zwiększonym ryzykiem zacho­
rowania na cukrzycę typu 2, nadciśnienie i choroby 
krążenia.

Odkrycie w 1994 roku leptyny, hormonu regu­
lującego przemianę materii i apetyt, syntetyzowane­
go i wydzielanego głównie przez adipocyty, 
wywołało zainteresowanie wydzielniczą funkcją 
tkanki tłuszczowej [1]. Dzięki intensywnie prowa­
dzonym badaniom leptyna okazała się wkrótce jed ­
nym z wielu wydzielanych przez adipocyty białek, 
określanych wspólną nazwą „adipocytokiny” [2 
-10]. Poznane dotychczas białka wydzielane przez 
tkankę tłuszczową można podzielić na pięć głów­
nych grup (Ryc. 1):
—  białka o działaniu endokrynnym lub parakryn- 

nym, takie jak adiponektyna, leptyna, rezystyna, 
białko sygnałowe agouti (ASIP), czynnik tkanko­
wy indukowany głodzeniem (FIAF), oreksyny i 
galanina;

—  cytokiny prozapalne i czynniki wzrostu, np. czyn­
nik martwicy nowotworu a  (TNF-a), interleuki-

rolu (CETP), białko przenoszące fosfolipidy 
(PLTP);

—  białka związane z funkcjonowaniem układu 
krążenia: angiotensynogen, inhibitor aktywatora 
plazminogenu typu 1 (PAI-1);

— składniki dopełniacza, takie jak adypsyna i białko 
stymulujące acylację (ASP).

II. Białka o działaniu endokrynnym łub 
parakrynnym

II-l. Adiponektyna

W świetle ostatnich badań adiponektynę można 
uznać za najważniejsze białko wydzielane przez 
tkankę tłuszczową [11-13]. Nazywana także Acrp30, 
AdipoQ lub GBP28, kodowana przez gen APM1 adi­
ponektyna jest białkiem o masie 30 kDa (244 amino­
kwasy) (Tab. 1), zbudowanym z dwóch domen o róż­
nej strukturze: włóknistej domeny podobnej do kola­
genu, o wysokiej homologii do kolagenu typu VIII i 
X, oraz specyficznej domeny globularnej, wyka­
zującej strukturalną homologię z czynnikiem 
dopełniacza C lą  [2, 11, 14]. Synteza adiponektyny 
zachodzi wyłącznie w tkance tłuszczowej, a mRNA

Ryc. 1. Białka wydzielane przez tkankę tłuszczową. Objaśnienia: apoE — apolipoproteina E, ASIP — białko sygnałowe agouti, ASP — białko stymu­
lujące acylację, CETP — białko przenoszące estry cholesterolu, FIAF — czynnik tkankowy indukowany głodzeniem, IL-6 — interleukina 6, 
LPL — lipaza lipoproteinowa, PAI-1 —  inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1, PLTP — białko przenoszące fosfolipidy, TGF-P — trans­
formujący czynnik wzrostu p, TN F-a — czynnik martwicy nowotworu a, VEGF — czynnik wzrostu śródbłonka naczyń.

na 6 (IL-6), transformujący czynnik wzrostu p kodujące to białko jest transkryptem występującym
(TGF-P), czynnik wzrostu śródbłonka naczyń w największej ilości kopii w adipocytach [2, 9, 11,
(VEGF); 14]. Adiponektyna wydzielana przez tkankę

—  białka związane z przemianami lipidów i lipopro- tłuszczową występuje obficie w osoczu człowieka;
tein, jak lipaza lipoproteinowa (LPL), apolipopro- jej fizjologiczne stężenie wynosi około 10 pg/ml, co
teina E (apoE), białko przenoszące estry choleste- stanowi 0.01% wszystkich białek osocza [15, 16].
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Mimo, że adiponektyna powstaje tylko w tkance 
tłuszczowej, poziom tego białka w osoczu osób 
otyłych jest znacznie niższy niż u osób szczupłych. 
Zaobserwowano, że w odróżnieniu od innych białek 
wydzielanych przez tkankę tłuszczową, biosynteza 
adiponektyny w adipocytach oraz jej stężenie w krwi 
ulega obniżeniu wraz z rozwojem otyłości [15]. Su­
geruje to, że zaburzona synteza i wydzielanie adipo­
nektyny mogą być bezpośrednio związane ze scho­
rzeniami towarzyszącymi otyłości, takimi jak mia­
żdżyca i cukrzyca typu 2.

Stężenie adiponektyny w osoczu pacjentów z cho­
robą wieńcową, włączając zawał mięśnia sercowego, 
jest dwukrotnie niższe niż u osób zdrowych w tym 
samym wieku i o tym samym BMI; i to zarówno w 
przypadku mężczyzn, jak i kobiet [17]. Wykazano, 
że adiponektyna gromadzi się w przestrzeni pod- 
śródbłonkowej uszkodzonych tętnic, hamuje ekspre­
sję cząsteczek adhezyjnych w komórkach 
śródbłonka naczyń i powstrzymuje rozwój odczynu 
zapalnego [17-19]. Gdy bariera, jaką stanowi 
śródbłonek, zostanie uszkodzona, adiponektyna 
działa jak endogenny modulator odpowiedzi komó­
rek śródbłonka na bodźce prozapalne [18]. Adipo­
nektyna hamuje także akumulację lipidów w makro- 
fagach oraz transformację makrofagów w komórki 
piankowate [19]. Spadek stężenia adiponektyny w 
osoczu może więc mieć bezpośredni związek z roz­
wojem schorzeń naczyniowych i w świetle ostatnich 
badań został uznany za czynnik ryzyka choroby 
wieńcowej [16].

Obniżone stężenie adiponektyny w krwi towarzy­
szy również cukrzycy typu 2 [12]. Doświadczenia 
przeprowadzone na myszach pozbawionych adipo­
nektyny (A d i p o ujawniły, że brak tego hormonu 
jest związany z rozwojem oporności na insulinę [20]. 
Podanie adiponektyny powoduje obniżenie poziomu 
glukozy w krwi, poprawia tolerancję glukozy i zwię­
ksza wrażliwość na insulinę [21-24]. Wykazano też, 
że mutacje w genie APM1 są związane z występowa­
niem cukrzycy typu 2 [25]. Wiadomo, że leki z grupy 
tiazolidinedionów zwiększają wrażliwość komórek 
na insulinę oraz obniżają poziom glukozy i lipidów u 
pacjentów z cukrzycą typu 2 poprzez związanie i ak­
tywację jądrowego receptora hormonów aktywowa­
nego przez proliferatory peroksysomów-y (PPARy) 
[26, 27]. Receptor ten odgrywa kluczową rolę w re­
gulacji ekspresji gzm iA P M l w tkance tłuszczowej, a 
po podaniu tiazolidinedionów obserwuje się wzrost 
stężenia adiponektyny w osoczu [27].

Szlak sygnałowy adiponektyny nie został jeszcze 
w pełni poznany. Ostatnio wykazano, że adiponekty­
na łączy się ze swoistym receptorem błonowym i opi­

sano dwie izoformy receptora adiponektyny: Adi- 
poRl i AdipoR2, występujące głównie w mięśniach 
szkieletowych i w wątrobie [28]. Wewnątrz komórki 
w ścieżce sygnałowej adiponektyny uczestniczy naj­
prawdopodobniej jądrowy receptor PPARa, aktywo­
wany przez adiponektynę, i kinaza zależna od AMP, 
która ulega fosforylacji pod wpływem adiponektyny 
[28].

II-2. Leptyna

Leptyna jest jednym z ważniejszych i jednocześ­
nie najlepiej poznanym białkiem wydzielanym przez 
adipocyty. Białko to jest produktem genu LEP , ma 
masę 16 kDa i składa się ze 167 aminokwasów (21 z 
nich stanowi sekwencję sygnałową, która jest odci­
nana przed wydzieleniem cząsteczki poza adipocyt)
[1]. U człowieka, tak jak u innych ssaków, leptyna 
powstaje głównie w dojrzałych adipocytach tkanki 
tłuszczowej [1, 29, 30]. Mniejsze ilości tego białka 
są syntetyzowane także w innych narządach lub tkan­
kach, np. w łożysku, mózgu, żołądku i gruczole mle­
kowym [31-34]. Wyjątkowo u ptaków głównym 
miejscem powstawania leptyny jest wątroba [35].

Biosynteza leptyny w tkance tłuszczowej zależy 
od wielkości adipocytów i jest regulowana głównie 
przez insulinę [36]. Insulina indukuje transkrypcję 
genu LEP  i kontroluje długotrwałe zmiany ekspresji 
tego genu w adipocytach [37-39]. Niezależnie od in­
suliny działa glukoza, która w krótkim czasie 
wywołuje wzrost stężenia mRNA leptyny i może od­
grywać główną rolę w szybkiej regulacji zmian eks­
presji genu LEP  [40, 41]. Wzrost ekspresji genu ko­
dującego leptynę, zarówno in vivo w tkance tłuszczo­
wej, jak i w hodowli komórkowej adipocytów, 
wywołują także glukokortykosteroidy [42,43]. Prze­
ciwne działanie ma glukagon, który poprzez wzrost 
stężenia cAMP obniża poziom mRNA leptyny w adi­
pocytach [43]. Leptyna jest prawdopodobnie groma­
dzona w adipocytach, a następnie pod wpływem in­
suliny może być wydzielana poza komórkę [42]. Pod 
kontrolą insuliny jest więc nie tylko synteza leptyny 
w adipocytach, lecz również jej uwalnianie przez ko­
mórki tkanki tłuszczowej. Glukagon natomiast ob­
niża wydzielanie leptyny przez adipocyty [43].

Działanie leptyny jest najczęściej bezpośrednio 
lub pośrednio związane z metabolizmem energetycz­
nym organizmu. Ilość wydzielanej przez adipocyty 
leptyny zależy od masy tkanki tłuszczowej i od­
zwierciedla ilość zasobów energetycznych przecho­
wywanych w tej tkance [36, 44]. Wydzielana do krwi 
leptyna dociera do mózgu i wiąże się ze swoimi re­
ceptorami w podwzgórzu, zmniejszając spożycie po­
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karmu i przyczyniając się do spadku masy ciała [29, 
45]. Receptory leptyny przekazują sygnał poprzez 
aktywację kinaz janusowych (JAK) i białek STAT. 
Pod wpływem leptyny dochodzi między innymi do 
supresji genów kodujących neuropeptyd Y (NPY), 
MCH i galaninę oraz do indukcji genu kortykolibery- 
ny (CRH) w podwzgórzu, co prowadzi do obniżenia 
łaknienia [29, 45-48]. Podanie rekombinowanej lep­
tyny powoduje zmniejszenie ilości pobieranego po­
karmu, obniżenie masy tkanki tłuszczowej i zwięk­
szenie ilości wydatkowanej energii [29, 47]. Jednak 
leptyna działa nie tylko na podwzgórze. Odnotowano 
obecność receptora leptyny i działanie tego hormonu 
na trzustkę, wątrobę, mięśnie szkieletowe, jelito i ko­
mórki p trzustki [49-52]. Receptor leptyny występu­
je także w adipocytach, dzięki czemu leptyna może 
wykazywać działanie auto- lub parakrynne [53]. Za­
blokowanie drogi sygnałowej leptyny może być 
skutkiem syntezy niefunkcjonalnej leptyny lub braku 
jej receptora (np. u myszy ob/ob lub db/db i u szczu­
rów fa /fa), jak również nabytej oporności na leptynę 
u osób otyłych.

Rola leptyny w regulacji ilości tkanki tłuszczowej 
i utrzymywaniu równowagi energetycznej u ludzi nie 
jest jednoznacznie określona. U ludzi o takiej samej 
masie tkanki tłuszczowej stwierdzono wielokrotne 
różnice stężenia tego hormonu w surowicy krwi i 
często brak reakcji na podaną egzogennie rekombi- 
nowaną leptynę [54]. Niewątpliwie leptyna uczestni­
czy nie tylko w regulacji pobierania pokarmu i tempa 
podstawowej przemiany materii, lecz także w regula­
cji funkcjonowania systemu immunologicznego, 
układu krwionośnego i płodności [55-57].

II-3. Rezystyna

Rezystyna to niskocząsteczkowe, zbudowane ze 
108 aminokwasów, bogate w cysteinę białko, które 
jest produktem genu RETN  [3]. Ekspresja tego genu 
jest tkankowo-specyficzna i zachodzi głównie w 
tkance tłuszczowej. Początkowo ekspresję genu ko­
dującego rezystynę wykazano tylko w pierwotnych 
hodowlach ludzkich adipocytów i preadipocytów 
oraz w tkance tłuszczowej człowieka [58-60]. Obec­
nie wiadomo, że synteza rezystyny u człowieka za­
chodzi także w monocytach i w łożysku [58, 61]. U 
myszy rezystynę wykryto również w mózgu (pod­
wzgórze i kora), a w okresie dojrzewania dodatkowo 
w przysadce mózgowej [62]. Ostatnio wykazano 
obecność mRNA rezystyny, poza białą i brunatną 
tkanką tłuszczową, w żołądku, jelicie, nadnerczach i 
w mięśniach szkieletowych szczura [63].

Regulacja ekspresji genu rezystyny nie została 
jeszcze w pełni poznana. Poziom mRNA rezystyny w 
skrawkach tkanki tłuszczowej pobranych od ludzi 
otyłych był znacznie wyższy w porównaniu z ozna­
czonym w skrawkach tkanki tłuszczowej po­
chodzących od osób szczupłych [58]. Zaobserwowa­
no, że głodzenie hamuje, natomiast następujące po 
nim karmienie indukuje ekspresję genu rezystyny w 
tkance tłuszczowej [3, 64]. Niewątpliwie kluczową 
rolę w takiej regulacji odgrywa insulina, jednak jej 
wpływ na syntezę rezystyny nie jest jeszcze dobrze 
poznany. Jak dotąd wykazano jedynie wzrost pozio­
mu mRNA rezystyny w tkance tłuszczowej myszy z 
cukrzycą, którym podano insulinę [64]. Ekspresja 
genu RETN  w tkance tłuszczowej oraz w izolowa­
nych adipocytach jest regulowana przez jądrowe re­
ceptory typu PPAR. Traktowanie adipocytów farma­
kologicznymi Ugandami receptora PPARy, takimi 
jak rosiglitazon i inne glitazony z grupy tiazolidine- 
dionów, znacznie obniżało ekspresję genu rezystyny 
i ilość wydzielanego białka [3, 65]. Podanie rosigli- 
tazonu myszom z cukrzycą spowodowało zmniejsze­
nie ilości mRNA rezystyny w tkance tłuszczowej 
[66]. Ostatnio wykazano, że receptor PPARa może 
brać udział w indukcji genu rezystyny w tkance 
tłuszczowej [44, 67].

Wyniki pierwszych badań sugerowały, że rezysty­
na jest wydzielanym przez adipocyty do krwi hormo­
nem, którego nadekspresja prowadzi do oporności na 
insulinę i w związku z tym przypuszczano, że re­
zystyna mogłaby pełnić rolę czynnika łączącego 
otyłość z patogenezą cukrzycy typu 2 [3, 68]. S t e p -  
p a n i  wsp. wykazali, że poziom rezystyny w suro­
wicy wzrasta podczas wywołanej dietą otyłości oraz 
w genetycznych modelach otyłości i oporności na in­
sulinę [3]. U otyłych myszy, wykazujących oporność 
na działanie insuliny, neutralizacja rezystyny za po­
mocą przeciwciał zmniejszała hiperglikemię, mię­
dzy innymi dzięki poprawieniu wrażliwości na insu­
linę, a w hodowli adipocytów powodowała zwięk­
szenie stymulowanego przez insulinę pobierania glu­
kozy [3]. Natomiast podawanie rekombinowanej re­
zystyny, mimo że nie miało wpływu na poziom insu­
liny, zaburzało tolerancję glukozy i obniżało wrażli­
wość na działanie insuliny in vivo u myszy oraz 
ex vivo w linii komórkowej adipocytów [3]. Później­
sze doniesienia nie potwierdziły jednak działania re­
zystyny jako molekularnego łącznika pomiędzy 
otyłością a cukrzycą typu 2. Nowsze badania do­
wodzą, że rezystyna może być inhibitorem różnico­
wania adipocytów regulowanym przez zasoby ener­
getyczne organizmu i przeciwdziałającym rozrosto­
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wi tkanki tłuszczowej [44, 64, 69]. Nie poznano jesz­
cze receptora rezystyny, ani narządów i tkanek doce­
lowych tego hormonu. Właściwa rola rezystyny w 
organizmie jest nadal niejasna, a jej poznanie wyma­
ga dalszych badań.

II-4. Białko sygnałowe agouti

Białko sygnałowe agouti (ASIP, ang. a g o u t i  s i g -  

n a l  p r o t e i n ) ,  zbudowane ze 132 aminokwasów, jest 
ludzkim homologiem mysiego białka agouti. Ludzki

ulega ekspresji w melanocytach, MC2R —  w nadner­
czach i tkance tłuszczowej, MC3R — w mózgu, łoży­
sku i trzustce, MC4R —  w mózgu, mięśniach i tkance 
tłuszczowej, natomiast MC5R —  w większości tka­
nek [73]. Ludzkie białko ASIP działa w podobny 
sposób, jak mysie białko agouti, obniżając syntezę 
eumelaniny w melanocytach [74]. Ponieważ u ludzi 
ASIP hamuje działanie wszystkich receptorów mela- 
nokortyny, białko to może wpływać nie tylko na pig- 
mentację, lecz również na szereg funkcji fizjologicz­
nych, jak spożycie pokarmu, funkcje ruchowe, za­
chowania seksualne, pamięć, termogeneza i lipoliza

Tabela 1.

Geny kodujące białka syntetyzowane i wydzielane przez ludzką tkankę tłuszczową.

Białko Gen Lokalizacja

Adiponektyna APM1 3q27.3

Leptyna LEP 7q32.1

Rezystyna RETN 19p 13.2

Białko sygnałowe agouti ASIP 20q11.22

Czynnik tkankowy indukowany głodzeniem ANGPTL4 19p 13.2

Oreksyny HCRT 17q21.2

Galanina GAL 11 q 13.2

Czynnik martwicy nowotworu a TNF 6p21.33

Interleukina 6 IL6 7p 15.3

TGFB1 19q 13.2
Transformujący czynnik wzrostu ¡1 TGFB2 1 q41

TGFB3 14q24.3

Czynnik wzrostu śródbłonka naczyń VEGF 6p21.1

Lipaza lipoproteinowa LPL 8p21.3

Apolipoproteina E APOE 19q 13.32

Białko przenoszące estry cholesterolu CETP 16q 13

Białko przenoszące fosfolipidy PLTP 20q 13.12

Angiotensynogen AGT lq42.2

Inhibitor aktywatora plazminogenu 1 SERPINE1 7q22.1

Adypsyna DE 19p 13.3

Białko stymulujące acylację C3 19p 13.3

gen ASIP, kodujący to białko jest zlokalizowany na 
20 chromosomie [70, 71]. U człowieka, gen ASIP  
ulega ekspresji przede wszystkim w tkance tłuszczo­
wej oraz na niższym poziomie m.in. w jądrach, jajn i­
kach, mięśniu sercowym, trzustce i w komórkach 
skóry [70-72].

Białko ASIP jest antagonistą receptorów melano- 
kortyny MC 1R-MC5R [73]. U człowieka gen MC IR

[75]. Prawdopodobnie ASIP bierze udział w regula­
cji równowagi energetycznej organizmu poprzez an­
tagonizowanie działania receptora MC4R, który od­
grywa główną rolę w regulacji spożycia pokarmu. 
Mutacje powodujące utratę funkcji tego receptora 
zostały wykryte u otyłych pacjentów [76]. Polimor­
fizm genu kodującego MC4R opisano jako najczęst­
szą przyczynę dziedzicznej otyłości u ludzi [76].
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Ekspresja genu ASIP  w tkance tłuszczowej i trzu­
stce sugeruje, że białko ASIP może, współdziałając z 
insuliną i leptyną, regulować ilość tkanki tłuszczo­
wej u człowieka. ASIP hamuje lipolizę w ludzkich 
adipocytach [72], w związku z czym może mieć 
wpływ na wielkość adipocytów. W tkance tłuszczo­
wej człowieka poziom mRNA ASIP jest dodatnio 
skorelowany z ilością mRNA syntazy kwasów 
tłuszczowych [77]. Wykazano ponadto, że białko to 
wraz z insuliną zwiększa ekspresję genu syntazy 
kwasów tłuszczowych, a obecność obu hormonów, 
ASIP i insuliny, jest niezbędna do pełnej indukcji 
tego genu w hodowli ludzkich adipocytów [78]. W 
komórkach (3 trzustki ASIP zwiększa poziom wapnia 
i sekrecję insuliny, co sugeruje, że białko to może 
brać udział w regulacji działania insuliny u ludzi
[79].

II-5. Czynnik tkankowy indukowany głodzeniem

Czynnik tkankowy indukowany głodzeniem 
(FIAF, ang. fasting-induced adipose fa c to r ), znany 
także jako HFARP, PGAR i ANGPTL4, jest syntety­
zowany przede wszystkim w tkance tłuszczowej, w 
mniejszych ilościach w wątrobie i łożysku [80-82]. 
Białko to, kodowane przez gen ANGPTL4, jest oligo­
merem o strukturze podobnej do angiopoetyny-1 
[83].

Ekspresja genu kodującego FIAF w tkance 
tłuszczowej i w wątrobie znacznie wzrasta pod 
wpływem głodzenia [80]. W regulacji ekspresji genu 
ANGPTL4 ważną rolę odgrywają receptory PPAR; w 
tkance tłuszczowej ekspresja tego genu jest stymulo­
wana przez PPARy, natomiast w wątrobie przez 
PPARa [80, 82]. Białko FIAF jest wykrywane w róż­
nych tkankach, a jego największe stężenie wykazano 
w wątrobie i nerce, mimo, że głównym miejscem bio­
syntezy tego białka jest tkanka tłuszczowa. Wydaje 
się, że FIAF jest natychmiast po syntezie wydzielany 
przez adipocyty, dostaje się do innych tka­
nek/narządów, jak wątroba i nerka, i tam jest przecho­
wywany [80]. Obserwowane wysokie stężenie FIAF 
w tych tkankach odzwierciedla więc jego intensywne 
pobieranie, nie intensywną syntezę. Stężenie FIAF w 
osoczu wzrasta w wyniku głodzenia i ulega obniżeniu 
po długotrwałym karmieniu dietą wysokotłuszczową, 
wraz ze wzrostem masy tkanki tłuszczowej [80]. Kar­
mienie dietą wysokotłuszczową nie wywołuje jednak 
zmian ekspresji genu ANGPTL4 w tkance tłuszczowej 
ani w wątrobie.

Obecność FIAF w różnych tkankach i w osoczu 
sugeruje, że białko to może wykazywać działanie en-

dokrynne. Wraz z jego wysoką ekspresją w tkance 
tłuszczowej i stymulacją biosyntezy w czasie głodu, 
zmiany zachodzące w osoczu sugerują, że FIAF jest 
nową cząsteczką sygnałową, która bierze udział w 
regulacji metabolicznej odpowiedzi na głodzenie. 
Jak dotąd nie poznano jednak receptorów FIAF ani 
ich lokalizacji, nieznane są także tkanki docelowe 
tego białka.

II-6. Oreksyny

Mianem „oreksyny” określa się dwa peptydy 
(oreksyna A i B) powstające w wyniku proteolizy 
wspólnego 130-aminokwasowego prekursora (pre- 
pro-oreksyny), którego biosynteza zachodzi głównie 
w podwzgórzu [84, 85]. Poza centralnym układem 
nerwowym prepro-oreksyna występuje również w 
tkance tłuszczowej, w jelicie oraz w jądrach [8, 85, 
86]. Oreksyna Ajest 33-aminokwasowym peptydem, 
natomiast oreksyna B składa się z 28 aminokwasów. 
Oba peptydy, podobnie jak inne znane neuroprzekaź- 
niki, działają na receptory błonowe i mogą odgrywać 
znaczącą rolę w regulacji apetytu [84, 85, 87, 88]. 
Oreksyny zwiększają zużycie energii stymulując ak­
tywność ruchową i termogenezę, wpływają na cykl 
snu i czuwania oraz mogą modulować funkcje neuro- 
endokrynologiczne [87, 88]. Synteza oreksyn zależy 
od metabolizmu energetycznego i stanu odżywienia 
organizmu [88]. U otyłych pacjentów stężenie orek­
syny A w surowicy rośnie w czasie tygodniowego 
głodzenia i wraca do poziomu podstawowego po po­
wrocie do normalnego odżywiania [89].

Opisano dwa receptory oreksyn, O X lR  i OX2R
[85]. Preferowanym ligandem receptora OXIR jest 
oreksyna A, natomiast receptor OX2R wykazuje po­
równywalne powinowactwo do obu oreksyn [85]. 
Receptory oreksyn występują w różnych regionach 
mózgu, znaleziono je także w tkance tłuszczowej, w 
jelicie i w przysadce [8, 86, 90].

Rozmieszczenie oreksyn i ich receptorów wska­
zuje, że peptydy te (przynajmniej oreksyna A i recep­
tor 0 X 1 R) odgrywają istotną rolę w regulacji równo­
wagi energetycznej organizmu oraz w regulacji ape­
tytu [85, 91]. Oreksyny zwiększają ilość pobierane­
go pokarmu, jednak ich wpływ na apetyt jest słabszy 
niż wpływ neuropeptydu Y, ponadto działanie orek­
syn jest niezależne od działania leptyny [88]. Obec­
ność oreksyn w adipocytach, w jelicie i w komórkach 
wydzielniczych jelita wskazuje, że oreksyny regu­
lujące apetyt pochodzą nie tylko z podwzgórza, ale 
także z tkanek obwodowych [8, 86, 89].
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II-7. Galanina

Galanina jest neuropeptydem zbudowanym z 30 
aminokwasów [92]. 15 pierwszych aminokwasów od 
końca aminowego odpowiada za aktywność biolo­
giczną tego peptydu [92]. Kodujący galaninę gen 
GAL ulega ekspresji w wielu typach neuronów i w 
różnych regionach mózgu [93]. Galanina jest szero­
ko rozpowszechniona, występuje nie tylko w obwo­
dowym i ośrodkowym układzie nerwowym, ale także 
w jelicie i tkance tłuszczowej [8, 92, 93]. Ostatnio 
wykazano obecność mRNAgalaniny i jej receptorów 
w ludzkich adipocytach [8].

Obserwacje dotyczące ekspresji genu GAL po­
chodzą z badań nad podwzgórzem. Wykazano, że 
synteza galaniny jest hamowana przez leptynę [46]. 
Towarzyszy temu obniżone spożycie pokarmu, ob­
serwuje się też mniejszy przyrost masy ciała szczu­
rów. Zaobserwowano również, że insulina obniża po­
ziom mRNA galaniny i ilość tego peptydu w pod­
wzgórzu, co sugeruje, że ekspresja galaniny może 
być również regulowana przez zmiany stężenia insu­
liny i glukozy [94]. Jednak karmienie otyłych szczu­
rów rasy Zucker dietą wysokotłuszczową powoduje 
spadek ekspresji genu kodującego galaninę przy ob­
niżonym stężeniu insuliny w osoczu [95]. Regulacja 
ekspresji genu GAL w adipocytach nie została jesz­
cze zbadana.

Jak dotąd poznano trzy receptory błonowe galani­
ny: GalRl, GalR2 i GalR3 [96, 97]. GalRl jest domi­
nującą formą receptora galaniny w mózgu [98]. Re­
ceptory GalR2 i GalR3 występują bardziej po­
wszechnie, ich obecność wykazano w mózgu, móż­
dżku, pniu mózgu, rdzeniu kręgowym; a także w 
przysadce mózgowej, przewodzie pokarmowym, 
mięśniach szkieletowych, mięśniu sercowym, ner­
kach, macicy, jajnikach i jądrach [96, 98].

Galanina bierze udział w regulacji ciśnienia krwi, 
kontroli uwalniania hormonów takich jak hormon 
wzrostu i insulina oraz w regulacji skurczu mięśni 
gładkich [99]. Ponadto, podobnie jak neuropeptyd Y 
i MCH, galanina działając na podwzgórze zwiększa 
spożycie pokarmu [46, 100].

III. Cytokiny prozapalne i czynniki 
wzrostu

III-I. Czynnik martwicy nowotworu a

Czynnik martwicy nowotworu a  (TNF-a), kodo­
wany przez gen TNF, powstaje w wielu typach ko­
mórek, w tym także w adipocytach, i jest jedną z naj­
lepiej poznanych cytokin wydzielanych przez tkankę

tłuszczową [4, 10, 101]. TNF-a jest wydzielany jako 
forma błonowa, która następnie ulega hydrolizie pod 
wpływem zewnątrzkomórkowej metaloproteinazy. 
W ten sposób dochodzi do uwolnienia aktywnej for­
my TNF-a o długości 157 aminokwasów, która funk­
cjonuje w krwi jako dimer [102]. Zarówno błonowa, 
jak i rozpuszczalna forma TNF-a może wiązać się ze 
swoistymi receptorami TNFR-1 i TNFR-2. W ludz­
kiej tkance tłuszczowej zachodzi synteza obydwu 
form receptora [103].

Ekspresja genu TNF w tkance tłuszczowej i ilość 
wydzielanego przez tę tkankę białka zależy od wiel­
kości adipocytów [104]. W tkance tłuszczowej osób 
otyłych obserwuje się zwiększoną syntezę TNF-a, a 
adipocyty wyizolowane z takiej tkanki wydzielają 
dwukrotnie więcej TNF-a niż adipocyty pochodzące 
od osób szczupłych [103]. Jednak ilość mRNA 
TNF-a powstającego w ludzkiej tkance tłuszczowej 
jest niewielka, również wydzielanie tego białka za­
chodzi na niskim poziomie; w związku z tym przy­
puszcza się, że TN F-a raczej nie jest przez tę tkankę 
uwalniany do krwi [105, 106]. Mimo to uważa się, że 
podwyższony poziom TNF-a, działającego auto- 
krynnie lub parakrynnie, może brać udział w rozwoju 
miażdżycy poprzez indukowanie procesu zapalnego 
oraz w powstawaniu oporności na insulinę towa­
rzyszącej otyłości [4, 103, 107, 108].

III-2. Interłeukina 6

Interłeukina 6 (IL-6) jest cytokiną prozapalną re­
gulującą funkcjonowanie układu immunologiczne­
go, wzrost i różnicowanie komórek oraz wpływającą 
na masę ciała [109]. IL-6 powstaje w centralnym 
układzie nerwowym, przede wszystkim w podwzgó­
rzu, a także w astrocytach, komórkach mikrogleju i w 
komórkach śródbłonka [109, 110]. Synteza IL-6 za­
chodzi również w tkance tłuszczowej [105, 111]. W 
wymienionych typach komórek wykrywa się także 
obecność receptora interleukiny 6 [110, 111].

Wydzielanie IL-6 przez adipocyty ulega obniże­
niu pod wpływem glukokortykosteroidów [109]. 
IL-6 wydzielona przez tkankę tłuszczową wykazuje 
zarówno działanie parakrynne, jak i endokrynne 
[105, 112].

Stężenie IL-6 w surowicy jest dodatnio skorelo­
wane z BMI (rośnie wraz ze wzrostem masy ciała) 
oraz wykazuje ujemną korelację z wrażliwością na 
insulinę [109, 113]. Brak IL-6 wywołuje szereg 
zmian w metabolizmie węglowodanów i lipidów. 
Myszy pozbawione IL-6 (116''') są otyłe, mają pod­
wyższony poziom leptyny w krwi i wykazują opor­
ność na leptynę [112]. Podanie IL-6 myszom I16'1'

262 POSTĘPY BIOCHEMII 50(3), 2004http://rcin.org.pl



powoduje spadek masy ciała i spadek stężenia lepty- 
ny w krwi [112]. IL-6 może działać podobnie jak lep- 
tyna, tzn. wpływać na masę ciała poprzez aktywację 
odpowiednich receptorów w podwzgórzu [47, 112].

III-3. Transformujący czynnik wzrostu p

Transformujący czynnik wzrostu P (TGF-P) nale­
ży do rodziny cytokin. U człowieka występuje w 
trzech formach kodowanych przez różne geny 
(TGFB1, TGFB2 i TGFB3) i syntetyzowanych w 
wielu typach komórek, w których zachodzi także 
synteza receptorów TGF-p [114]. Wykazano, że 
transformujący czynnik wzrostu P jest syntetyzowa­
ny w wisceralnej i podskórnej tkance tłuszczowej 
człowieka, a ilość powstającego TGF-p jest wprost 
proporcjonalna do stopnia otyłości [115]. Podwyż­
szony poziom TGF-P w surowicy zaobserwowano 
również w cukrzycy typu 2 [116].

Ekspresja genu TGF-P jest regulowana głównie 
przez TNF-a. Podanie TN F-a indukuje ekspresję 
genu TGF-P w tkance tłuszczowej otyłych myszy
[117]. U ludzi zaobserwowano silną korelację po­
między ilością mRNA TN F-a i TGF-p w wisceralnej 
tkance tłuszczowej, co sugeruje udział TNF-a w re­
gulacji syntezy TGF-P również w tkance tłuszczowej 
człowieka [115].

TGF-p może wpływać na ekspresję niektórych ge­
nów w tkance tłuszczowej, między innymi jest sil­
nym induktorem ekspresji genu kodującego PAI-1. 
Wykazano, że w hodowli ludzkich preadipocytów 
pochodzących z podskórnej tkanki tłuszczowej 
otyłych pacjentów TGF-P 1 indukuje syntezę PAI-1
[118]. Ponadto TGF-P hamuje różnicowanie ludz­
kich adipocytów w hodowli pierwotnej [119].

III-4. Czynnik wzrostu śródbłonka naczyń

Czynnik wzrostu śródbłonka naczyń (VEGF) jest 
glikoproteiną występującą w postaci kilku izoform, 
które powstają w wyniku alternatywnego składania 
eksonów genu VEGF i zbudowane są ze 121, 145, 
165, 183, 189 i 206 aminokwasów, przy czym 
VEGF165 jest formą dominującą [120, 121]. Aktyw­
ny czynnik wzrostu śródbłonka naczyń jest homodi- 
merem o masie od 34 do 46 kDa [120].

VEGF powstaje w różnych tkankach, między in­
nymi w tkance tłuszczowej [120, 122]. W regulacji 
ekspresji genu VEG Fbierze udział wiele czynników. 
Jednym z najważniejszych jest niedotlenienie, które 
prowadzi do aktywacji transkrypcji genu i zwiększe­
nia stabilizacji mRNA tego czynnika wzrostu [120, 
122]. Do indukcji ekspresji i wzmożonego wydziela­

nia VEGF dochodzi także pod wpływem TGF-P i in­
nych czynników wzrostu, jak IGF-1 czy EGF [120]. 
Ekspresja genu VEGF jest regulowana również przez 
interleukiny, m.in. IL-6. Gen kodujący VEGF ulega 
wzmożonej ekspresji podczas różnicowania komó­
rek, np. preadipocytów w adipocyty, czemu towarzy­
szy zwiększone wydzielanie VEGF [123]. Wykaza­
no ponadto, że ekspresja genu VEGF w adipocytach 
jest pod kontrolą insuliny, która w fizjologicznym 
stężeniu stymuluje syntezę i wydzielanie VEGF 
[124].

Receptory VEGF, VEGFR-1 i VEGFR-2, wystę­
pują głównie na powierzchni komórek śródbłonka i 
komórek szpiku kostnego [120]. Jednak miejscem 
działania tego powstającego w wielu typach komó­
rek czynnika wzrostu są przede wszystkim komórki 
śródbłonka, w których aktywacja receptora 
VEGFR-2 prowadzi do stymulacji wzrostu i po­
działów.

VEGF należy do najważniejszych czynników an- 
giogennych — działających parakrynnie cytokin, 
które stymulują proces angiogenezy, czyli powsta­
wania nowych naczyń krwionośnych (np. podczas 
rozwoju zarodka i tworzenia kości) [120]. VEGF bie­
rze również udział w patologicznej angiogenezie 
związanej z różnymi schorzeniami, m.in. z rozwojem 
nowotworów. Uważa się, że VEGF może także 
pełnić rolę parakrynnego przekaźnika dla 
działających pośrednio czynników angiogennych, 
takich jak TGF-p.

IV. Białka związane z przemianami lipidów 
i lipoprotein

IV-1. Lipaza lipoproteinowa

Lipaza lipoproteinowa (LPL) została poznana 
jako jedno z pierwszych białek wydzielanych przez 
adipocyty [125]. Komórki tkanki tłuszczowej są 
głównym miejscem powstawania LPL. Poza tkanką 
tłuszczową znaczące ilości tego enzymu są syntety­
zowane w mięśniach. Lipaza lipoproteinowa, pro­
dukt genu LPL , składa się z 475 aminokwasów, z któ­
rych 27 to sekwencja sygnałowa, nie występująca w 
dojrzałym białku [126].

Ekspresja genu LPL jest regulowana na wielu eta­
pach, począwszy od transkrypcji genu, poprzez mo­
dyfikacje mRNA i translację oraz szereg zmian post- 
translacyjnych, takich jak glikozylacja i dimeryza- 
cja, koniecznych do pełnej aktywacji enzymu [127, 
128]. Aktywność LPL w tkance tłuszczowej zmienia 
się w zależności od stanu odżywienia organizmu i 
wzrasta po posiłku, przy czym zmiany te nie są
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związane ze wzrostem ekspresj i genu LPL [ 129]. Po­
nadto, podwyższoną aktywność LPL obserwuje się 
w tkance tłuszczowej osób otyłych [129]. Dużą rolę 
w regulacji aktywności enzymatycznej LPL odgry­
wają apolipoproteiny. Apolipoproteina C II (apoC II) 
jest aktywatorem LPL —  defekt apoC II prowadzi do 
hiperchylomikronemii, natomiast apoC III, apoE i 
apoA I hamują aktywność LPL [130].

W ludzkim genie LPL opisano niemal 100 natural­
nie występujących mutacji [131, 132]. Większość z 
nich prowadzi do obniżenia aktywności enzymu, co z 
kolei często wiąże się ze zwiększonym ryzykiem za­
chorowania na miażdżycę. Jedynie mutacja

protein krwi, głównie chylomikronów, VLDL i 
HDL, i może przemieszczać się pomiędzy tymi lipo- 
proteinami. W odróżnieniu od większości apolipo- 
protein, które powstają przede wszystkim w wątro­
bie i w jelicie, apoE jest syntetyzowana i wydzielana 
także przez inne tkanki czy narządy, w tym przez 
tkankę tłuszczową [133, 134]. Ekspresja genu APOE  
zachodzi zarówno w ludzkiej tkance tłuszczowej, jak 
i w adipocytach 3T3-L1 i jest regulowana przez stę­
żenie wewnątrzkomórkowego cholesterolu [134], 
ApoE z kolei może wpływać na wewnątrzkomórko­
wy metabolizm cholesterolu poprzez ułatwianie 
wypływu cholesterolu z komórki.

tkanka tłuszczowa

Regulacja apetytu (wpływ  
na ośrodkowy układ nerwowy):
- leptyna
- ASIP
- oreksyny
- galanina

\ Funkcjonowanie układu 
rozrodczego:
- leptyna

Hom eostaza glukozy i regulacja 
wrażliwości na insulinę:
- ad iponektyna - TN F-a
- rezystyna - IL-6
-A S IP  -A S P

(
Funkcjonowanie układu krążenia:
- adiponektyna - LPL
- galanina - apoE
- TN F-a - CETP
- 1L-6 - PLTP
- TGF-p - angiotensynogen
- VEGF - PAI-1

Ryc. 2. Funkcje fizjologiczne białek wydzielanych przez tkanką tłuszczową. Objaśnienia skrótów jak przy Ryc. 1.

Ser447-stop, której częstotliwość w Europie wynosi 
prawie 20%, jest związana z podwyższoną aktywno­
ścią LPL i obniżonym stężeniem triacylogliceroli w 
krwi, a jej występowanie może chronić przed miaż­
dżycą i chorobą wieńcową [131].

LPL odgrywa dużą rolę w metabolizmie lipidów i 
lipoprotein. Enzym ten znajduje się na powierzchni 
środbłonka naczyń włosowatych i odpowiada za hy­
drolizę triacylogliceroli w chylomikronach i VLDL, 
podczas której uwalniane są z tych lipoprotein kwasy 
tłuszczowe. Pobrane kwasy tłuszczowe służą do re- 
syntezy triacylogliceroli w adipocytach, natomiast w 
mięśniach szkieletowych i w mięśniu sercowym są 
wykorzystywane jako substraty energetyczne. Uwa­
ża się, że podwyższona aktywność LPL w tkance 
tłuszczowej może być jedną z przyczyn otyłości.

IV-2. Apolipoproteina E

Apolipoproteina E (apoE) jest ważnym składni­
kiem białkowym występującym na powierzchni lipo-

Ludzka apoE, zbudowana z jednego łańcucha po- 
lipeptydowego liczącego 299 aminokwasów, jest li- 
gandem rozpoznawanym przez wiele receptorów li­
poprotein [134]. Obecność apoE na powierzchni li­
poprotein umożliwia ich pobieranie przez komórki 
różnych tkanek [134]. ApoE pośredniczy między in­
nymi w pobieraniu remnantów chylomikronów, 
VLDL i HDL przez wątrobę [135]. O tym, jak ważną 
rolę pełni apoE w przemianach lipoprotein, świadczy 
fakt, że brak białka apoE lub jego nieprawidłowa bu­
dowa prowadzi do nagromadzenia w krwi lipoprote­
in bogatych w cholesterol i do rozwoju miażdżycy 
[135]. W wyniku polimorfizmu ludzkiego genu 
APOE  powstaje 30 wariantów białka apoE, w tym 
trzy główne izoformy (E2, E3 i E4), z których apoE3 
jest najbardziej powszechna [136]. Występowanie 
apoE2 i apoE4 wiąże się ze zwiększonym ryzykiem 
zachorowania na choroby układu krążenia [137, 
138]. ApoE2 z powodu zamiany jednego z amino­
kwasów ma mniejsze powinowactwo do receptorów 
lipoprotein [137]. U osób, u których występuje tylko
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forma apoE2, obserwuje się nagromadzenie IDL i 
remnantów chylomikronów, co może prowadzić do 
hiperlipoproteinemii typu III (dysbetalipoproteine- 
mii) i przedwczesnej miażdżycy [137]. Obecność 
niektórych wariantów apoE4 wiąże się z obniżonym 
poziomem apoE w krwi oraz podwyższonym pozio­
mem cholesterolu, LDL i lipoproteiny (a), które są 
czynnikami ryzyka w chorobie wieńcowej [138].

IV-3. Białko przenoszące estry cholesterolu

Kodowane przez gen CETP białko przenoszące 
estry cholesterolu (CETP) jest hydrofobową gliko- 
proteiną wydzielaną głównie przez wątrobę, śledzio­
nę i tkankę tłuszczową [139, 140]. Białko CETP 
składa się z 476 aminokwasów i krąży w krwi 
w połączeniu z HDL.

Ekspresja genu kodującego CETP jest wyższa w 
podskórnej tkance tłuszczowej w porównaniu z wi- 
sceralną [10]. Dieta bogata w cholesterol wywołuje 
zwiększoną ekspresję genu CETP [141, 142]. Wyka­
zano, że istnieje zależność między ilością mRNA 
CETP a zawartością cholesterolu w błonie komórko­
wej adipocyta —  poziom tego mRNA jest wyższy w 
komórkach, których błony zawierają więcej chole­
sterolu [139]. Stężenie białka CETP i jego aktywność 
w krwi są podwyższone u otyłych pacjentów [143]. 
Zaobserwowano także dodatnią korelację aktywno­
ści CETP z BMI oraz spadek aktywności tego białka i 
jego stężenia w krwi towarzyszący obniżeniu masy 
ciała [143].

Białko CETP uczestniczy w przenoszeniu estrów 
cholesterolu, triacylogliceroli i, w mniejszym stop­
niu, fosfolipidów między lipoproteinami krwi; jed ­
nak główną jego funkcją jest przenoszenie estrów 
cholesterolu z HDL do lipoprotein takich jak VLDL, 
IDL i LDL. Uważa się, że CETP odgrywa kluczową 
rolę w zwrotnym transporcie cholesterolu, procesie 
bardzo istotnym w zapobieganiu miażdżycy naczyń. 
CETP bierze również udział w katabolizmie HDL, 
aktywowanym w obecności apolipoprotein apoA I 
i apoC III [141, 143, 144]. Mutacje w genie CETP, 
prowadzące do niedoboru białka przenoszącego es­
try cholesterolu, wiążą się z podwyższonym pozio­
mem HDL i obniżonym poziomem LDL w krwi [140, 
145]. W zależności od rodzaju mutacji w wyniku nie­
doboru CETP powstają różne populacje HDL, mię­
dzy innymi obserwuje się nagromadzenie bardzo du­
żych, nieprawidłowo zbudowanych HDL, zawie­
rających większość znanych apolipoprotein [145]. 
Mimo to uważa się, że mutacje w genie CETP, szcze­
gólnie te prowadzące do zwiększenia ilości pra­
widłowo zbudowanych HDL, są w większości przy­

padków związane z obniżonym ryzykiem zachoro­
wania na chorobę wieńcową [145].

IV-4. Białko przenoszące fosfolipidy

Białko przenoszące fosfolipidy (PLTP) jest pro­
duktem genu PLTP  i powstaje w wielu typach komó­
rek, jednak gdy uwzględnimy masę tkanki czy 
narządu, ważnymi miejscami syntezy PLTP okazują 
się wątroba i tkanka tłuszczowa [10, 146], Wydziela­
ne białko jest glikoproteiną o masie ok. 80 kDa 
[147]. Aktywność PLTP jest dodatnio skorelowana z 
BMI (jest wyższa u osób otyłych), całkowitym stęże­
niem cholesterolu i triacylogliceroli w krwi oraz z 
opornościąna insulinę [10, 148]. Dieta bogata w cho­
lesterol zwiększa stężenie i aktywność PLTP w krwi 
[140].

Główną funkcją PLTP jest przenoszenie lipidów, 
przede wszystkim fosfolipidów i diacylogliceroli, 
pomiędzy lipoproteinami bogatymi w triacyloglice- 
role a HDL [149]. PLTP odgrywa również istotną 
rolę w metabolizmie HDL, uczestnicząc we wzajem­
nych przemianach różnych frakcji HDL (HDL3, 
HDL2 i preP-HDL). Zaobserwowano, że PLTP bie­
rze udział w powstawaniu HDL2 i preP-HDL z 
HDL3, co może stymulować zwrotny transport cho­
lesterolu [150].

V. Białka związane z funkcjonowaniem  
układu krążenia

V -l. Angiotensynogen

Angiotensynogen, produkt genu AG T  i prekursor 
angiotensyn, jest jednym ze składników układu reni- 
na-angiotensyna (RAS), który odgrywa istotną rolę 
w regulacji ciśnienia tętniczego krwi i poprzez 
działanie angiotensyny II wpływa na układ serco- 
wo-naczyniowy oraz gospodarkę wodno-elektroli- 
tową organizmu [151]. Niezależnie od systemowego 
układu renina-angiotensyna w wielu tkankach i 
narządach, w tym w tkance tłuszczowej, działają lo­
kalne układy renina-angiotensyna, regulujące funk­
cjonowanie tych tkanek czy narządów.

W tkance tłuszczowej człowieka powstaje angio­
tensynogen, a wraz z nim syntetyzowane są enzymy 
niezbędne do jego przemian (renina, konwertaza an­
giotensyny, katepsyna D i G) oraz oba typy recepto­
rów angiotensyny (AT 1 i AT 2) [5, 151, 152]. Eks­
presja genu AG T  wzrasta podczas różnicowania adi­
pocytów i utrzymuje się na podwyższonym poziomie 
w dojrzałych adipocytach [153]. Zmiany hormonal­
ne i metaboliczne towarzyszące otyłości i oporności
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na insulinę zwiększają syntezę i wydzielanie angio- 
tensynogenu przez adipocyty. Ekspresja genu A G T w 
tkance tłuszczowej jest dodatnio skorelowana z BMI 
i wzrasta wraz ze wzrostem otyłości [154]; ponadto 
jest aktywowana przez wolne kwasy tłuszczowe, 
glukokortykosteroidy, a także przez czynniki obni­
żające wrażliwość komórek na insulinę, jak TNF-a 
[153, 155]. Ilość powstającego w tkance tłuszczowej 
angiotensynogenu zależy również od diety, spada 
podczas głodzenia i rośnie po spożyciu pokarmu, co 
sugeruje istotną rolę insuliny w regulacji ekspresji 
genu AG T  [156]. Stymulujący wpływ insuliny na 
syntezę angiotensynogenu został rzeczywiście wy­
kazany w izolowanych ludzkich adipocytach [157]. 
Synteza angiotensynogenu zachodzi z różną wydaj­
nością w poszczególnych rodzajach tkanki tłuszczo­
wej, jego stężenie jest wyższe w wisceralnej niż w 
podskórnej tkance tłuszczowej [10, 152],

Produkty hydrolizy angiotensynogenu, jak angio- 
tensyna II, działają miejscowo, w sposób autokrynny 
i parakrynny modulując wzrost tkanki tłuszczowej. 
Angiotensyna II stymuluje przekształcenie preadipo- 
cytów w adipocyty i zwiększa syntezę lipidów w adi­
pocytach poprzez indukcję genów enzymów lipo- 
gennych, takich jak syntaza kwasów tłuszczowych i 
dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa [5, 158]. 
Sugeruje to, że tkanka tłuszczowa poprzez wytwa­
rzanie angiotensynogenu może w pewnym stopniu 
regulować swój wzrost i metabolizm. Prawdopodob­
nie zwiększona synteza angiotensynogenu w tkance 
tłuszczowej odgrywa rolę w rozwoju otyłości u lu­
dzi. Rosnące wraz ze wzrostem ilości tkanki 
tłuszczowej stężenie pochodzącego z tej tkanki an­
giotensynogenu (i angiotensyny II) w krwi może być 
przyczyną nadciśnienia u otyłych pacjentów.

V-2. Inhibitor aktywatora plazminogenu 1

Inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1), ko­
dowany przez gen SERPINE1 i należący do rodziny 
inhibitorów proteaz serynowych (serpin), jest 
białkiem związanym z fibrynolizą [6]. Białko to ha­
muje aktywację plazminogenu, prekursora hydroli- 
zującej fibrynę plazminy [159]. PAI-1 powstaje w 
tkance tłuszczowej, hepatocytach, komórkach mię­
śni gładkich, komórkach śródbłonka i fibroblastach, 
a następnie jest wydzielany do krwi jako białko zbu­
dowane z 379 aminokwasów [459-161].

Ekspresja genu kodującego PAI-1 jest indukowa­
na przez wiele czynników, m.in. insulinę, angioten- 
synę II, TGF-P i TNF-a [159, 161-163]. Niektóre z 
tych czynników są, podobnie jak PAI-1, wydzielane 
przez tkankę tłuszczową. Wykazano, że stężenie

PAI-1 w krwi osób otyłych jest podwyższone [115, 
160, 161]. Ponieważ tkanka tłuszczowa odgrywa 
znaczącą rolę w syntezie PA I-1, wzmożona synteza i 
wydzielanie PAI-1 przez tkankę tłuszczową jest naj­
prawdopodobniej główną przyczyną wzrostu stęże­
nia tego białka w krwi osób otyłych [115]. Otyłości i 
cukrzycy typu 2 towarzyszy zwiększona częstotli­
wość występowania chorób układu krążenia. Wydaje 
się, że może to być związane ze wzrostem poziomu 
PAI-1 w krwi [115].

VI. Składniki dopełniacza

VI-1. Adypsyna

Adypsyna, określana mianem składnika D 
dopełniacza, jest proteazą serynową uczestniczącą w 
alternatywnej ścieżce dopełniacza [7, 164],

Głównym miejscem syntezy adypsyny u człowie­
ka jest tkanka tłuszczowa [164, 165]. Rozwój stopnia 
otyłości wiąże się ze zwiększoną ekspresją ko­
dującego adypsynę genu DF  w ludzkiej wisceralnej i 
podskórnej tkance tłuszczowej [165]. Wzrost masy 
ciała prowadzi jednak do większych zmian ekspresji 
genu DF  w wisceralnej tkance tłuszczowej w porów­
naniu z podskórną [165]. Ponadto, ekspresja genu 
kodującego adypsynę jest wrażliwa na zmiany diety 
—  poziom mRNA adypsyny rośnie podczas głodze­
nia i spada po posiłku [166]. Stężenie adypsyny w 
krwi odzwierciedla zmiany ekspresji genu DF  w 
tkance tłuszczowej i jest dodatnio skorelowane z 
BMI oraz ze stężeniem insuliny [167, 168]. U osób 
otyłych i w cukrzycy typu 2 obserwuje się podwyż­
szone stężenie adypsyny w krwi [167, 168]. Stężenie 
to spada wraz ze spadkiem masy ciała [168].

Adypsyna, wraz z pochodzącym z adipocytów 
czynnikiem B, bierze udział w procesie hydrolizy 
składnika C3 dopełniacza, prowadzącej do uwolnie­
nia C3a, prekursora białka stymulującego acylację
[7].

VI-2. Białko stymulujące acylację

Białko stymulujące acylację (ASP), nazywane 
także C3ades-Arg, powstaje z kodowanego przez gen 
C3 składnika C3 dopełniacza [7]. Składnik C3 
dopełniacza oraz białka niezbędne do jego przemian, 
adypsyna i czynnik B, są syntetyzowane w doj­
rzałych adipocytach [7, 10, 169]. Podobnie jak w 
przypadku adypsyny, poziom mRNA C3 jest wyższy 
w wisceralnej tkance tłuszczowej w porównaniu z 
podskórną [10]. Proces powstawania ASP z C3 za­
chodzi na zewnątrz komórki. C3, adypsyna i czyn­
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nik B są wydzielane poza komórkę, a następnie C3 
jest hydrolizowany przez adypsynę w obecności 
czynnika B. W wyniku hydrolizy uwalniany jest 77- 
-aminokwasowy N-końcowy fragment nazywany 
C3a [7]. Znajdująca się w krwi karboksypeptydaza 
odcina końcową argininę tworząc ASP o masie około 
8,9 kDa [169]. Ponieważ stężenie ASP jest niższe od 
stężenia jego prekursora, C3, wydaje się, że może 
być regulowane przez zmiany ilości lub aktywności 
białek uczestniczących w hydrolizie C3, np. czynni­
ka B i adypsyny [165]. Stężenie ASP w krwi, dodat­
nio skorelowane z BMI, poziomem insuliny i ze stę­
żeniem triacylogliceroli, wzrasta wraz z rozwojem 
otyłości, cukrzycy, hiperlipidemii i u pacjentów z 
chorobą wieńcową [167, 170, 171].

ASP pełni prawdopodobnie wiele funkcji w meta­
bolizmie tkanki tłuszczowej, między innymi bierze 
udział w regulacji syntezy triacylogliceroli [172, 
173]. ASP, aktywując ścieżkę sygnałową kinazy 
białkowej C, stymuluje przemieszczanie się trans­
porterów glukozy na powierzchnię komórki [174, 
175]. Opisane działanie ASP wiąże się ze zwiększo­
nym transportem glukozy do adipocytów i zwięk­
szoną syntezą glicerolo-3-fosforanu niezbędnego do 
syntezy triacylogliceroli. Ponadto ASP może stymu­
lować pobieranie kwasów tłuszczowych z chylomi- 
kronów przez adipocyty [172]. ASP stymuluje synte­
zę triacylogliceroli poprzez zwiększenie ilości nie­
zbędnych substratów (glicerolo-3-fosforanu i kwa­
sów tłuszczowych) oraz przez aktywację acylotrans- 
ferazy diacyloglicerolowej [173]. ASP może także, 
poprzez wpływ na aktywność fosfodiesterazy, hamo­
wać aktywność lipazy zależnej od hormonów [176].

ASP wiąże się z powierzchnią adipocytów, jednak 
receptor ASP nie został jeszcze poznany [177]. Po­
nadto ASP może wpływać na funkcjonowanie róż­
nych komórek, znajdujących się poza tkanką 
tłuszczową, co sugeruje działanie endokrynne tego 
białka. Między innymi ASP działa bezpośrednio na 
komórki p trzustki i stymuluje uwalnianie insuliny 
[178].

VII. Podsumowanie

Tkanka tłuszczowa człowieka jest miejscem bio­
syntezy wielu aktywnych biologicznie białek i pep- 
tydów, które po wydzieleniu przez adipocyty 
działają poza obrębem tej tkanki. Uwalniane do krwi 
białka, dzięki obecności swoistych receptorów na 
powierzchni komórek innych tkanek, działają jak 
klasyczne hormony wpływając na metabolizm doce­
lowych tkanek i narządów. Za pośrednictwem tych 
hormonów tkanka tłuszczowa komunikuje się z inny­

mi tkankami i narządami, a zmiany metabolizmu i 
masy tkanki tłuszczowej znajdują odbicie w zmia­
nach metabolicznych całego organizmu. Dzięki adi- 
pocytokinom tkanka tłuszczowa odgrywa istotną 
rolę w wielu procesach fizjologicznych (Ryc. 2). 
Bierze udział w regulacji przemian energetycznych 
organizmu —  poprzez adiponektynę, rezystynę, 
ASIP, TNF-a, interleukinę 6 i ASP uczestniczy w 
homeostazie glukozy i regulacji wrażliwości na insu­
linę. Działanie leptyny, ASIP, oreksyn i galaniny na 
ośrodkowy układ nerwowy pozwala tkance tłuszczo­
wej na udział w regulacji sytości. Tkanka tłuszczowa 
przez adiponektynę, galaninę, TNF-a, interleuki­
nę 6, TGF-P, VEGF, lipazę lipoproteinową, apoE, 
CETP, PLTP, angiotensynogen i PAI-1 wywiera 
wpływ na funkcjonowanie układu krążenia. Ponadto 
leptyna wydzielana przez tkankę tłuszczową może 
uczestniczyć w regulacji funkcjonowania układu 
rozrodczego. Adipocytokiny wydzielane przez tkan­
kę tłuszczową działają także w obrębie tej tkanki, w 
sposób auto- i parakrynny regulując takie procesy, 
jak podziały komórkowe i różnicowanie adipocytów 
oraz dopasowując metabolizm tkanki tłuszczowej do 
aktualnych potrzeb energetycznych organizmu.

Mimo że nie wszystkie funkcje fizjologiczne 
omawianych adipocytokin zostały poznane, można 
zauważyć, że większość z nich uczestniczy w regula­
cji równowagi energetycznej organizmu, zaś zmiany 
metaboliczne wywołane wzrostem lub spadkiem ak­
tywności wydzielniczej tkanki tłuszczowej mogą 
prowadzić do tak zwanych chorób metabolicznych: 
nadciśnienia, miażdżycy i cukrzycy typu 2. Wydaje 
się w związku z tym, że białka wydzielane przez 
tkankę tłuszczową lub ich geny mogą stanowić cel 
działania farmakologicznego w terapii otyłości i in­
nych schorzeń metabolicznych.
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Rola kaweoli śródbłonka w endocytozie późnych 
produktów glikacji 

Role of endothelial caveolae in the endocytosis of 
advanced glycation endproducts
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zmatycznych kinaz tyrozynowych; EGFR —  receptor naskórko­
wego czynnika wzrostu; eNOS —  śródbłonkow a syntaza tlenku 
azotu; H D L —  lipoproteina o dużej gęstości (ang high density li­
poprotein)', HUVEC —  linia kom órek śródbłonka ludzkiej żyły 
pępowinowej; IP3—  1, 4, 5 trifosforan inozytolu; L D L —  lipo­
proteina o małej gęstości (ang. low density lipoprotein)', MAP 
-k inaza  białkowa aktyw ow ana m itogenem  (ang. mitogen ac­
tivated protein)', M SR-A receptor zm iatający typu I klasy A 
(ang. macrophage scavenger receptor)', NEM  —  N -m etylom a- 
leimid; NSF —  białko fuzujące w rażliw e na N -m etylom aleim id; 
PDGFR —  receptor płytkopochodnego czynnika wzrostu; PV -1
—  glikoproteina błonow a i antygen przeciw ciał monoklonal- 
nych przeciwko kaweolom kom órek śródbłonka; Rab —  rodzi­
na białek biorących udział w docelow ym  kierow aniu i fuzji 
błon; RAGE —  receptor w iążący późne produkty glikacji (ang. 
receptor fo r  advanced glycosylation end products)', Ras —  ro­
dzina białek onkogennych; SNAP —  rozpuszczalne białko 
w iążące NSF (ang. soluble N SF  attachm ent protein)', SR-BI —  
receptor zmiatający typu I klasy B (ang .scavenger receptor class

Dr, K atedra i Zakład Biochem ii Farm aceutycznej Akademii 
M edycznej, ul. Szewska 38, 50-139 W rocław, 
e-mail: jagiellodr@  interia. pl

Contents:

I. Introduction
II. Structure o f caveolae

II-1. Caveolar protein —  caveolin  
II-2. Caveolar lipids

III. M echanism  of the endocytosis m ediated caveolae
IV. Interaction o f advanced glycation endproduct receptor 

with endothelial caveolae
V. Conclusion

B type /); W O s  —  organelle pęcherzykow o-w odniczkow e 
(ang. vesiculo-vacuolar organelles).

I. Wprowadzenie

W komórkach ssaków ma miejsce szereg proce­
sów ułatwiających internalizację określonych 
cząsteczek i ich transport do poszczególnych obsza­
rów cytoplazmy. Procesy te, nazwane endocytozą, 
obejmują endocytozę przy udziale lub bez udziału 
klatryny. Proces endocytozy zachodzący za pośred­
nictwem dołków i pęcherzyków opłaszczonych kla- 
tryną stanowi drogę dostarczania ze środowiska zew­
nętrznego substancji niezbędnych do prawidłowego 
funkcjonowania komórek ssaków. Dzięki rozwojowi 
nowych technik analitycznych bada się szlaki endo- 
cytarne przebiegające bez udziału klatryny, które nie 
wykorzystują dołków i pęcherzyków opłaszczonych 
klatryną, czy innymi elementami opłaszczenia, do 
internalizacji białek wbudowanych w plazmolemę 
oraz do kierowania cząsteczek do endosomów lub li- 
zosomów. Do selektywnego transportu cząsteczek 
wykorzystują natomiast niejednorodność w 
białkowo-lipidowej budowie plazmolemy oraz 
strukturalne składniki dynamicznych mikrodomen 
błony, wpuklających się do komórki [1, 2]. Różno­
rodność szlaków endocytarnych, w których nie jest 
wykorzystywana klatryna, związana jest z wychwy­
tem zarówno dużych, jak i małych cząsteczek roz­
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puszczalnych w płynie międzykomórkowym. Od­
kryto różne mechanizmy wychwytu zachodzące bez 
udziału klatryny przez nieopłaszczone dołki (kawe- 
ole), makropinosomy i przez mało poznane drogi 
konstytutywne przy wpuklaniu plazmolemy. Marke­
ry endocytozy niezależnej od klatryny, umiejscowio­
ne w błonie plazmatycznej, obejmują dynamiczne re­
giony tej błony odporne na działanie detergentów 
oraz bogate w cholesterol, glikosfingolipidy, gliko- 
zofosfatydyloinozytol —  kotwiczący białka oraz 
inne nieliczne białka transportowe [1].

Kaweole są to kolbkowate wgłębienia plazmole­
my do cytoplazmy. Struktury tworzące i utrzymujące 
te wgłębienia plazmolemy, tworzą cząsteczki kawe- 
oliny, białka należącego do rodziny białek 
wiążących cholesterol. Kaweole obecne w wielu ty­
pach komórek są szczególnie liczne w komórkach 
śródbłonka [1]. Kilkadziesiąt receptorów błono­
wych, cząsteczek sygnałowych i nośników błono­
wych umiejscawia się w kaweolach. Dlatego uważa 
się, że kaweole związane są z endocytozą czy irańs­
cy tozą makrocząsteczek oraz z transdukcją sygnału 
w obrębie komórki [2].

W warunkach fizjologicznych grupa ketonowa 
łańcuchowej formy cukrów redukujących reaguje z 
wolną grupą aminową białek tworząc związek typu 
zasady Schiffa (aldoimina). Aldoiminy podlegają 
powolnej przebudowie tzw. przegrupowaniu Ama- 
dori, do formy ketoaminowej, zwanej produktem 
wczesnego stadium reakcji Maillarda. Ketozyloami- 
ny podlegają dalszej przemianie pod wpływem róż­
nych procesów, które trwają od kilku miesięcy do kil­
kunastu lat i prowadzą do formowania późnych pro­
duktów glikacji (ang. advanced glycosylation end- 
products, AGE). Zwolniony obrót metaboliczny 
białek oraz podniesiony poziom cukru przyspieszają 
proces nieenzymatycznej glikacji. Takie warunki po­
jawiają się m.in. w cukrzycy, podczas długotrwałej 
dializy oraz w procesach starzenia [3]. AGE modyfi­
kują zarówno strukturę białek, jak i funkcje komó­
rek, przez oddziaływanie za specyficznymi recepto­
rami powierzchniowymi: receptorem wiążącym póź­
ne produkty glikacj i (ang. receptor fo r  advanced gly­
cosylation endproducts, RAGE); receptorem zmia­
tającym typu I klasy A (ang. macrophage scavenger 
receptor A, MSR-A); receptorem zmiatającym typu I 
klasy B (ang. scavenger receptor class B type I, 
SR-BI); z glikoproteiną CD36 oraz z receptorem 
złożonym AGE-R1/R2/R3 [3-6].

Obecność receptorów AGE w kaweolach komó­
rek śródbłonka świadczy o złożoności prawdopodob­
nych kaskad sygnalizacyjnych, które mogą być 
związane bezpośrednio lub pośrednio z patologicz­

nymi zmianami w układzie naczyniowym w przebie­
gu cukrzycy. Praca podsumowuje poznane oraz 
wciąż wyłaniające się własności kaweoli oraz dysku­
tuje ich przypuszczalną rolę w interakcji późnych 
produktów glikacji ze specyficznymi receptorami 
AGE.

II. Budowa kaweoli

W celu stworzenia molekularnej definicji kaweoli 
prowadzono badania przy użyciu ligandów znako­
wanych lektynami lub sprzężonych z enzymami de­
gradującymi. Uzyskano informacje o ciężarze 
cząsteczkowym i typach anten glikanowych obec­
nych w glikoproteinach oraz glikolipidach błon ko­
mórkowych. Stosując metody immunocytochemicz- 
ne, odkryto antygeny charakterystyczne dla kaweoli 
komórek śródbłonka (kaweolinę, białko PV-1, 
błonową ATP-azę wapniową) oraz częściowo tylko 
obecne w kaweolach (trombomodulinę, receptor 
trombinowy, glikoproteinę 85/115, białka G, syntazę 
tlenku azotu eNOS, dynaminę). Z kolei zastosowanie 
kaweoliny-1, jako markera „opłaszczenia” kaweoli, 
umożliwiło identyfikację kaweoli w różnych typach 
komórek [8, 9]. Kaweole uznano za kuliste lub kol- 
bowate wgłębienia błony komórkowej oraz związane 
z nią pęcherzyki o średnicy ok. 70 nm. Pochodzące z 
przeciwległych biegunów komórki pojedyncze ka­
weole lub ich skupiska mogą ulegać fuzji i tworzyć 
organelle pęcherzykowo-wodniczkowe (ang. vesicu-
lo-vacuolar organelles, W O s ) ,  które występują za­
równo w aktywnym śródbłonku, jak i w śródbłonku 
guzów litych. W miejscach o silnie spłaszczonych 
obszarach brzeżnych plazmolemy pojedyncze kawe­
ole mogą łączyć się z obu przeciwległymi błonami, 
tworząc transendotelialne kanały [10, 11].

Charakterystyczną cechą kaweoli komórek 
śródbłonka są cienkie (~5-6 nm), białkowe błony za­
kotwiczone na brzegach utworzonego zagłębienia, 
zwane diafragmami (przesłonami) porów (Ryc. 1)
[12]. Poza pojedynczymi kaweolami, diafragmy wy­
stępują w transendotelialnych kanałach, a także mię­
dzy kaweolami formującymi organelle pęcherzyko- 
wo —  wodniczkowe ( W O s )  w naczyniowym 
śródbłonku guzów litych i w aktywnym śródbłonku
[11]. Przez połączenie przeciwległych błon w silnie 
spłaszczonych częściach komórki śródbłonka po­
wstają tzw. okienka o średnicy około 62-85 nm. W 
miejscach tych dochodzi do wytworzenia diafragm 
okienek, które stanowią przedłużenie zewnętrznej 
warstwy błony [13]. Pomiędzy diafragmami porów i 
okienek występują istotne różnice [11]. Uważa się, 
że średnica diafragm porów jest zmienna i zwykle
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mniejsza od średnicy ich odpowiedników w okien­
kach (40 nm vs. 60 nm), które mają stosunkowo stały 
rozmiar. Właściwości chemiczne obu typów dia- 
fragm są także odmienne.

nowa wnikała bezpośrednio do światła pęcherzyków 
płuc [12]. Diafragmy kaweoli prawdopodobnie 
pełnią rolę sita molekularnego dla różnych składni­
ków osocza podobnie jak diafragmy okienek. Do-

Ryc. 1. Schemat przedstawiający udział diafragm (przesłon) w strukturze kaweoli, kanałów transendotelialnych i okienek komórek środbłonka. 
Dokładny opis w tekście (wg [11, 12, 13] zmodyfikowany).

Porowe diafragmy kaweoli i kanałów transendote­
lialnych wiążą lektyny, ale nie wiążą kationów. Z ko­
lei diafragmy okienek nie wiążą lektyn wcale lub 
bardzo słabo, ale wykazują obecność ujemnie nała­
dowanych cząsteczek np. heparyny i siarczanu hepa- 
ranu. Diafragmy okienek maja kształt ośmiokątny, a 
ich szkielet tworzą promieniste włókienka przepla­
tające się w miejscu zgrubienia. Ponadto, diafragmy 
w centralnej części mają charakterystyczne zgrubie­
nia w kształcie sęka i pozbawione są lipidów. Struk­
tura porowych diafragm kaweoli i kanałów transen­
dotelialnych nie może być poddana szczegółowym 
badaniom z powodu ich małych rozmiarów i słabej 
wytrzymałości [12]. S t a n  i wsp. [14] wykazali 
obecność białka PV-1 w obu typach diafragm. Białko 
to jest glikoproteiną błonową i antygenem dla mono- 
klonalnych przeciwciał przeciwko kaweolom komó­
rek środbłonka. Domena zewnątrzkomórkowa białka 
PV-1 zawiera fragmenty w kształcie zwiniętych spi­
ral, które mogą prawdopodobnie uczestniczyć w 
tworzeniu włókienek zakotwiczonych w obręczy 
okienka. Badania prowadzone na myszach i szczu­
rach potwierdziły obecność diafragm porów kaweoli 
i białka PV-1 w ciągłym śródbłonku naczyń płucnych 
i języka oraz we wszystkich śródbłonkach z okienka­
mi [15]. Na podstawie obecności diafragm porów ka­
weoli w łożysku naczyń włosowatych, można przy­
puszczać, że są one modulatorami endocytozy lub 
transcytozy. Wykazano m.in., że wychwyt przez ka- 
weole cząsteczek ferrytyny był ograniczony przez 
diafragmy kaweoli, podczas gdy peroksydaza chrza-

tychczas nie wiadomo, jaką rolę mogą odgrywać 
inne właściwości transportowanych ligandów (np. 
ładunek, budowa chemiczna).

II-l. Białko kaweoli —  kaweolina

Kaweole uporządkowane są w liniowym szyku na 
obszarze całej błony. Bezpośrednim wynikiem linio­
wego rozmieszczenia tych organelli jest wzrost licz­
by filamentów aktynowych w komórce, co stanowi 
dowód na powiązania kaweoli z cytoszkieletem ko­
mórki [16, 17]. Od strony cytosolu komórek 
środbłonka i fibroblastów zewnętrzną warstwę ka­
weoli stanowi specyficzny „płaszcz” (odmienny od 
„płaszcza” klatrynowego) odporny na działanie wy­
sokiego pH, ekstrakcję niejonowymi detergentami 
ale ulegający demontażowi pod wpływem leków 
wiążących cholesterol [18]. Głównym składnikiem 
opłaszczenia jest fosfoproteina —  kaweolina (obec­
nie kaweolina-1) (Ryc. 2). Po raz pierwszy została zi­
dentyfikowana jako substrat fosforylacji cytopla- 
zmatycznej kinazy tyrozynowej (v-Src) w fibrobla- 
stach, które uległy transformacji nowotworowej 
przez wirus mięsaka Rousa. Kaweolina-1 wchodzi 
także w skład pęcherzyków pochodzących z sieci 
trans aparatu Golgiego [18, 19]. Kaweolina-1 tworzy 
na terenie cytoplazmy komórek środbłonka kom­
pleksy z tzw. białkami opiekuńczymi, które biorą 
udział w procesie transportu cholesterolu z siateczki 
śródplazmatycznej do błony komórkowej [20]. W 
połączeniu z wieloma innymi białkami (NSF,
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SNAPs, dynamina, Rab 5) oraz lipidami (np. gan- 
gliozyd GM1) kaweolina-1 bierze także udział w fu­
zji pęcherzyka transportującego z właściwą błoną 
docelową w procesie endocytozy w komórkach 
śródbłonka [21]. W komórkach innych tkanek kawe­
olina-1 występuje w pęcherzykach wydzielniczych 
(wchodzi w skład lipoprotein), w mitochondriach 
oraz w cytosolu [22].

dowej błony mają budowę spirali. Koniec aminowy 
białka kaweoliny (N-koniec) i koniec karboksylowy 
(C-koniec) są zwrócone do cytoplazmy. Kaweoli- 
na-1 i kaweolina-3 łączą się ze swoimi N- i C-końca- 
mi, tworząc 18 członowe homooligomery [27]. Po­
wstałe cząsteczki pełnią funkcję strukturalną w two­
rzeniu opłaszczenia kaweoli. W przypadku komórek 
bez ekspresji kaweoliny czy kaweoli, transfekcja ge-

^ sfingolipid 

j  fosfolipid

^  glicerolipid

9 cholesterol 
wolny

cząsteczka 
^  receptora 

błonowego

A " '«
c j  kaweolina

zewnątrzkomórkowa powierzchnia błony 

;zna powierzchnia błony

A ' ^

domena S-acylacji

J  domena strukturalna

domena hydrofobowa

Ryc. 2. Zarys budowy kaweoli. Na rycinie zaznaczono budową domenową białka — kaweoliny i niektóre składniki lipidowe kaweoli w plazmolemie. 
Dokładny opis w tekście (wg [8] zmodyfikowany).

Znane są dwie izoformy kaweoliny-1: kaweoli­
n a - la  zawierająca 178 reszt aminokwasowych (24 
kDa) i kaweolina-ip o 147 resztach aminokwaso­
wych (21 kDa). Fosforylacja kaweoliny-1 zachodzi 
na resztach serynowych i treoninowych pod 
wpływem białkowej kinazy Ca. W fosforylacji reszt 
tyrozynowych w kaweolin ie-la  bierze udział cyto- 
plazmatyczna kinaza tyrozynowa i przypuszczalnie 
inne niereceptorowe kinazy tyrozynowe [23]. W ka- 
weolach o małym stopniu wgłębienia błony obecna 
jest tylko kaweolina-ip, natomiast w innych fenoty­
pach wgłębień występują obie izoformy — a  i P — 
kaweoliny-1 [24].

Kaweolina-1 jest częścią rodziny, do której należy 
także kaweolina-2 (20 kDa; 149 reszt aminokwaso­
wych) i kaweolina-3 (17,2 kDa; 151 reszt aminokwa­
sowych). Kaweolina-3 występuje głównie w komór­
kach mięśni poprzecznie prążkowanych, podczas 
gdy w komórkach śródbłonka, pneumocytach typu 1, 
fibroblastach oraz adipocytach obecne są tylko ka­
weolina-1 i -2 [25, 26].

Wszystkie typy kaweolin zawierają domenę hy­
drofobową która składa się z 33 reszt aminokwaso­
wych (Ryc. 2). Odcinki zanurzone w warstwie lipi-

nem kaweoliny-1 pozwala na odtworzenie wgłębień i 
opłaszczenia kaweoli [28]. Obydwie izoformy kawe­
oliny-1 zdolne są do tworzenia kaweoli de novo, na­
tomiast transfekcja komórek samym genem kaweoli- 
ny-2 nie generuje tych struktur [29]. Reakcja palmi- 
tylacji reguluje proces asocjacji kaweoliny z kawe- 
olami w komórkach śródbłonka. Palmitylacja reszt 
cysteinowych kaweoliny-1 i -3 w rejonie C-końca 
jest procesem potranslacyjnym i nieodwracalnym. 
Proces acylacji stabilizuje oligomery kaweoliny, 
przez co odgrywa ważną rolę we wzmocnieniu 
połączeń między domenami hydrofobowymi cząste­
czek kaweoliny [27, 30]. W sąsiedztwie domeny hy­
drofobowej znajduje się domena strukturalna odpo­
wiedzialna za interakcje z cząsteczkami sygnałowy­
mi. W obrębie kaweoliny zidentyfikowano także do­
meny odpowiedzialne za transport cząsteczek do ka­
weoli i do aparatu Golgiego [17, 31].

II-2. Lipidy kaweoli

W kaweolach różnych typów komórek stwierdzo­
no obecność składników lipidowych (Ryc. 2). Kawe­
olina-1 silnie wiąże wolny cholesterol komórkowy
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oraz sztuczne liposomy fosfolipidowe. Cząsteczki 
cholesterolu stabilizują oligomery kaweoliny. W 
zewnątrzplazmatycznej warstwie kaweoli występują 
także sfingolipidy (sfingomielina, ceramidy, gan- 
gliozydy), glikosfingolipidy (gangliozyd GM1) i 
kwasy tłuszczowe [32]. W komórkach środbłonka, 
mięśni gładkich i fibroblastów skóry zaobserwowa­
no związek między wysokim stężeniem wolnego 
cholesterolu komórkowego i zwiększeniem ilości 
kaweoli lub kaweoliny a wzrostem zewnątrzkomór- 
kowego stężenia lipoprotein o małej gęstości (ang. 
Iow density lipoprotein, LDL) [32]. Z kolei, wpływ 
głównej frakcji lipoprotein o dużej gęstości (ang 
high density lipoprotein, a-HDL) na kaweole zależy 
od występowania białek transportowych w kawe- 
olach oraz od zawartości cholesterolu i estru chole- 
sterylu w cząsteczce HDL. W kaweolach makrofa- 
gów występuje receptor SR-B1, który nie zawiera 
domeny strukturalnej charakterystycznej dla innych 
białek wiążących się z kaweoliną. Receptor SR-B1 
pośredniczy w selektywnej internalizacji estrów cho­
lesterolu pochodzących z HDL oraz w dwukierunko­
wej wymianie wolnego cholesterolu pomiędzy ko­
mórką a środowiskiem zewnętrznym [33]. Ponadto, 
HDL i ich główna apolipoproteina A-l (apo A -l)  
prawdopodobnie modyfikują transdukcję sygnału z 
powierzchni komórki przez szlak kinazy białkowej 
C, której pewne fragmenty związane są z kaweoliną. 
Procesom tym może towarzyszyć częściowa interna­
lizacja apo A-l [34].

Uważa się, że lipidowy skład kaweoli (np. sfingo­
mielina, glikosfingolipidy, wolny cholesterol i kwa­
sy tłuszczowe) jest podobny do składu tratw lipido­
wych —  mikrodomen występujących we wszystkich 
typach komórek [35, 36]. Zaproponowana przez S i - 
m o n s a i wsp. [35] hipoteza tratw lipidowych jest 
przeciwstawna do modelu tzw. „płynnej mozaiki” 
w g S i n g e r a  i N i c h o l s o n a  [37]. Zakłada ona, 
że w żywych komórkach istnieją boczne (lateralne) 
połączenia sfingolipidów i cholesterolu, które łączą 
się ze specyficznymi białkami błony. Interakcje mię­
dzy lipidami prowadzące do powstania tych 
połączeń zależą od biofizycznych właściwości 
składników lipidowych [35]. Tratwy lipidowe są wi­
doczne jako platformy skupiające cząsteczki sy­
gnałowe lub inne cząsteczki o tym samym miejscu 
przeznaczenia w komórce. W komórkach, w których 
faza płynna nie jest dominująca, rozmiary tratw nie 
przekraczają 50 nm i mogą przyłączać różne grupy 
białek. Opierając się na podobnym składzie lipido­
wym, uznano kaweole za specyficzny podtyp tratw 
lipidowych, które dzięki obecności kaweoliny mogą

pełnić odmienne funkcje [35, 36]. Niektórzy badacze 
nadal jednak uznają kaweole i tratwy lipidowe za 
dwie odrębne jednostki o różnej budowie i odmien­
nych funkcjach [38].

Tratwy lipidowe i wgłębione kaweole mają po­
dobny skład lipidowy. Tratwy (płynne uporządkowa­
ne domeny błonowe) występują we wszystkich ty­
pach komórek, podczas gdy kaweole (zróżnicowane 
na podstawie fenotypu wgłębień lub ekspresji kawe­
oliny) występują tylko w określonej grupie komórek. 
Z drugiej strony, zarówno kaweole, jak i tratwy lipi­
dowe mogą występować w tych samych komórkach. 
Dotychczas nie stwierdzono jednoznacznie, na jakiej 
podstawie możemy rozróżniać obie jednostki i jakie 
pełnią specyficzne funkcje.

III. Mechanizm endocytozy z udziałem  
kaweoli

Proces endocytozy z udziałem kaweoli obejmuje 
różne drogi metabolizmu ligandu i receptora [2, 8]:
—  ligand (np. późne produkty glikacji, cholesterol, 

Simian Virus- SV40, podjednostka B toksyny cho­
lery, czynnik wzrostu fibroblastów —  FGF, hor­
mon wzrostu —  GH) jest uwalniany do siateczki 
śródplazmatycznej lub innych organelli, a recep­
tor powraca do błony;

—  receptor i ligand (np. albumina, trombomodulina, 
białka cytosolu) transportowane są do przeciw­
ległej powierzchni komórki;

—  receptor i ligand (interleukina- 2, endotelina, gli- 
koproteina gp 114, bradykinina, toksyna błonicy) 
po internalizacji ulegają degradacji lub recyrkula­
cji do powierzchni błony komórkowej (Ryc. 3). 
Stopień zaangażowania oraz mechanizm, za po­

średnictwem którego kaweole biorą udział w endo- 
cytozie cząsteczek do komórki, pozostaje kontrower­
syjny. Proces endocytozy może zachodzić z 
udziałem pojedynczych kaweoli czy grup kaweoli 
lub przejściowych kanałów transendotelialnych 
utworzonych w wyniku fuzji kaweoli [39]. Ponadto, 
różny stopień otwarcia wnętrza kaweoli prawdopo­
dobnie pełni rolę sita molekularnego w zależności od 
wielkości i rodzaju ligandu [40]. Przyłączanie i fuzję 
pęcherzyków transportujących z błoną docelową 
ogranicza N-metylomaleimid —  NEM. Filipina, lek 
wiążący cholesterol i niszczący strukturę kaweoli, 
także hamuje endocytozę [41]. Oprócz tego, w proce­
sie endocytozy z udziałem kaweoli bierze udział dy- 
namina o charakterze GTP-azy. Dynamina asocjuje z 
błoną komórkową w przewężeniach tworzonego pę­
cherzyka, a jej aktywność GTP-azowa jest niezbędna
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do jego odcięcia [8, 42]. Uważa się, że kaweole ko­
mórek śródbłonka mogą ulegać internalizacji, która 
zależy od wiązania albuminy do glikoproteiny gp60. 
Glikoproteina gp60 aktywuje następnie szlak sygna­
lizacyjny (zapoczątkowany przez reakcję podjed­
nostki a  białka Gj z kinazą tyrozynową c-Src), który 
prowadzi do formowania i ruchu pęcherzyków trans­
portujących. W procesie tym ma miejsce fosforyla­
cja reszty tyrozynowej kaweoliny-1 w komórkach 
śródbłonka ciągłego [43]. Ponadto, regularna inter­
nalizacja kaweoli została także opisana w innych ty­
pach komórek [44]. Badania P e l k m a n s a  i wsp. 
[45] pozwoliły na opisanie procesu internalizacji na

zmolemą i przypuszczalnie stanowią pierwszy z 
przykładów specyficznego wewnątrzkomórkowego 
transportu celowanego za pośrednictwem endocyto­
zy z udziałem kaweoli. Kaweosomy są stabilnymi 
tworami, które mogą trwać bez zauważalnego ruchu 
przez wiele godzin, przeciwnie do dynamicznej natu­
ry wczesnych endosomów. Natomiast nie stwierdzo­
no, czy składniki błony, w tym kaweolina, są wymie­
niane pomiędzy plazmolemą a kaweosomami [45].

Endocytoza z udziałem kaweoli, jest ogólnie ak­
ceptowana, natomiast rozważa się, czy proces ten 
przebiega z udziałem pojedynczych kaweoli czy ich 
grup. Biorąc po uwagę fakt, że przepuszczalność na-

recyrkulacja

zewnątrzkomórkowa 
powierzchnia błony

cytoplazmatyczna 
powierzchnia błony

aparat Golgiego

siateczka
śródplazmatyczna

Ryc. 3. Ogólny zarys endocytozy ligandów przy udziale kaweoli w zestawieniu z endocytozą zależną od klatryny. Endocytoza przy udziale klatryny 
wykorzystuje dołki i pęcherzyki opłaszczone klatryną, i innymi elementami opłaszczenia, do internalizacji białek wbudowanych w plazmole- 
mę oraz do kierowania makrocząsteczek (ligandów) do endosomów lub lizosomów. Endocytoza przy udziale kaweoli, do selektywnego trans­
portu cząsteczek wykorzystuje natomiast niejednorodność w bialkowo-lipidowej budowie plazmolemy oraz strukturalny składnik błony 
(białko — kaweolinę) wpuklającej się do komórki. Ligand związany z kaweoląjest dostarczany do organelli wewnątrzkomórkowych odmien­
nych od endosomów (obecność kaweoliny w tych organellach sugeruje nazwę „kaweosomu”). W „kaweosomie”, nie zespolonym z plazmo­
lemą, ligand po odłączeniu od kaweoliny jest sortowany do siateczki śródplazmatycznej.

przykładzie wirusa SV40. Wirus SV40 wykorzystuje 
kaweole aby wniknąć do komórki, gdzie ostatecznie 
jest dostarczany do siateczki śródplazmatycznej. Na­
tomiast niejasne jest w jakich etapach przebiega 
przemieszczanie SV40 z kaweoliną. Początkowe 
wiązanie SV40 z plazmolemą przedstawiono jako 
dwuetapowy proces, w którym najpierw wirus łączy 
się z antygenem głównego układu zgodności tkanko­
wej klasy I, przed związaniem ze stosunkowo nieru­
chomą kaweolą, połączoną z dynaminą. Następnie 
wirus SV40 jest dostarczany do organelli wewnątrz­
komórkowych odmiennych od endosomów. Obec­
ność kaweoliny w tych organellach sugeruje nazwę 
„kaweosomu” (Ryc. 3). Wirus SV40 po odłączeniu 
od kaweoliny jest sortowany do siateczki śródpla­
zmatycznej [45]. Kaweosomy nie są zespolone z pla-

czyń włosowatych zależy od zaopatrzenia w tlen 
oraz składniki odżywcze, możliwe jest, że wychwyt 
cząsteczek zachodzi na podstawowym poziomie na 
drodze endocytozy z udziałem pojedynczych kawe­
oli, natomiast gdy wzrasta zapotrzebowanie na dany 
składnik, tempo transportu rośnie, co może prowa­
dzić do tworzenia kanałów transendotelialnych.

IV. Interakcje receptora późnych produktów  
glikacji z kaweolami śródbłonka

Usuwanie z krwiobiegu zmodyfikowanych białek 
za pośrednictwem receptorów jest ważną funkcją 
wielu komórek i tkanek, w tym także śródbłonka na­
czyniowego. Uważa się, że rozwój systemu recepto­
rów późnych produktów glikacji miał służyć wytwo-
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rżeniu specyficznych szlaków usuwania tych cząste­
czek na drodze degradacji lizosomalnej. Bardzo wy­
sokie stężenie AGE w cukrzycy ulega obniżeniu 
dzięki obecności, zależnych od receptorów, syste­
mów degradujących nadmiar cząsteczek AGE w ob­
rębie przedziału wewnątrzkomórkowego. W 
śródbłonku naczyń krwionośnych wykazano obec­
ność wszystkich typów receptorów AGE: receptora 
RAGE, MSR, receptora złożonego AGE-R1/R2/R3 
oraz receptora SR-BI i glikoproteiny CD36 [5, 6, 46, 
47]. Receptory AGE, oprócz roli wyłącznie w proce­
sie internalizacji i degradacji AGE, odgrywają bar­
dzo istotną rolę w transdukcji sygnału w obrębie ko­
mórki. Jest to tym bardziej interesujące, że te nie­
dawno poznane dane o sygnalizacyjnej funkcji re­
ceptora AGE są zbieżne z informacjami o mechani­
zmie endocytozy AGE z udziałem kaweoli.

Zwiększony wychwyt przez śródbłonek aorty gli- 
kowanej albuminy zaobserwowano po raz pierwszy 
u myszy z cukrzycą [48]. W wyniku analizy białek 
pochodzących z wyizolowanych frakcji błon 
śródbłonka, zawierających kaweolinę, stwierdzono 
obecność receptora złożonego AGE [7]. Dwa rodzaje 
białek wiążących AGE wyizolowano z błon komórek 
śródbłonka ludzkiej żyły pępowinowej (HUVEC). 
Jedno z nich mające ciężar 60 kDa, drugie —  90 kDa, 
określa się odpowiednio jako p60 i p90. W 
śródbłonku tworzą one razem z białkiem o masie 32 
kDa receptor złożony AGE-R1/R2/R3 [49]. Organi­
zacja przestrzenna i interakcje molekularne miedzy 
trzema składnikami (podjednostkami) receptora 
złożonego AGE w obrębie kaweoli prawdopodobnie 
mają wpływ na późniejsze wiązanie i wychwyt Ugan­
da oraz transdukcję sygnału.

Podjednostka receptora AGE-R1 (p60) jest 
białkiem homologicznym do OST-48 składnika kom­
pleksu ryboforyny I i II związanego z przeniesieniem 
oligosacharydów wielomannozowych na akceptor 
asparaginowy szorstkiej siateczki śródplazmatycz- 
nej [50, 51]. Ze względu na tę homologię przypusz­
cza się, że podjednostka AGE-R1 jest zaangażowana 
w międzykomórkowym przejściu AGE do głębszych 
warstw naczyń krwionośnych [46].

Podjednostka AGR-R2 (p90) jest białkiem homo­
logicznym do 80K-H- białka cytosolowego związa­
nego z aktywacją kinazy białkowej C [52]. AGE-R2 
może ulegać fosforylacji w obecności AGE i praw­
dopodobnie bierze udział w transdukcji sygnału po­
przez mechanizm zależny od kaweoli [7]. Kaweole 
zbudowane głównie z glikosfingolipidów, choleste­
rolu i integralnego białka błonowego —  kaweoliny 
służą jednocześnie kompartmentalizacji wielu 
cząsteczek sygnałowych takich jak: glikozylofosfa-

tydyloinozytol (GPI) —  kotwiczący białka; cytopla- 
zmatyczne kinazy tyrozynowe (np. h-Ras, Fyn, 
c-Src) pobudzające drogę sygnałową c-Ras; 
zewnątrzkomórkowe receptory (m.in. receptory na­
skórkowego czynnika wzrostu —  EGFR; receptor 
płytkopochodnego czynnika wzrostu —  PDGFR); 
kinaza białkowa C i A oraz śródbłonkowa syntaza 
tlenku azotu e-NOS [53]. Wiele wyizolowanych z 
kaweoliną cząsteczek białek łączy zgodna sekwen­
cja: (j)XXXX(j)XX(j), gdzie (j) jest resztą aminokwasu 
aromatycznego, a X to cząsteczka niebędąca amino­
kwasem. Cząsteczki te występują również w 
połączeniu z kaweoliną w tratwach lipidowych oraz 
w komórkach pozbawionych kaweoli [8, 54]. Wiąza­
niu z kaweoliną ulegają tylko nieaktywne formy 
(„o ff ’) białek pośredniczących w transdukcji sy­
gnału. W przypadku nadmiernej ekspresji kaweoli­
ny, nadmiar cząstek sygnałowych jest „zatapiany” w 
kaweolach, co zmniejsza transdukcję sygnału przez 
kaskadę kinaz MAP i kinazę białkową A [8]. Chole­
sterol kaweoli czy tratw lipidowych błony komórko­
wej stanowi pomost łączący kaweolinę z innymi 
cząsteczkami błony komórkowej, dzięki zdolności 
wiązania kaweoliny i cząsteczek transdukcji sygnału 
[54]. Wpływ wolnego cholesterolu na wiązanie 
cząsteczek sygnałowych z kaweoliną może zależeć 
od rodzaju wiązanego białka lub typu komórki, w 
której zachodzi reakcja. P i k e  i M i l l e r  [55] usta­
lili, że przeniesienie sygnału z receptora EGF jest ha­
mowane przez zmniejszenie ilości wolnego choleste­
rolu. Jednocześnie wykazano, że w adipocytach 
wiązanie wolnego cholesterolu z kaweoliną aktywu­
je sygnalizację z receptora insulinowego [56, 57]. 
Fosforylacja receptora FcsRI immunoglobuliny E 
jest aktywowana przez interakcję z tratwami lipido­
wymi, natomiast hamowana przez ubytek wolnego 
cholesterolu [58]. Istnieją także doniesienia o podob­
nych reakcjach dla interakcji między receptorem y 
komórek T a ich kinazą Fyn [59]. Jak dotąd wiado­
mo, że w odpowiedzi na fizjologiczne bodźce kawe- 
olina wchodzi w interakcje z AGE-R2, ale mecha­
nizm wpływu wolnego cholesterolu na powinowac­
two AGE-R2 do specyficznego miejsca w błonie nie 
został poznany.

Podjednostka AGE-R3 (galektyna 3) jest galek- 
tynątypu S zbudowaną z 262 reszt aminokwasowych 
o masie cząsteczkowej 32 kDa. Łańcuch polipepty- 
dowy tworzy dwie domeny. Domena zlokalizowana 
w okolicy C-końca łańcucha wykazuje daleko idącą 
homologię sekwencji aminokwasowej z domeną im- 
munoglobulinopodobną łańcucha receptorów im­
munoglobuliny G. Domena N-końcowa składa się z 
10 homologicznych powtórzeń reszt aminokwaso-
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wych. AGE-R3 nie zawiera domeny transbłonowej, 
natomiast w kompleksie z AGE-R2 jest podjed- 
nostką wiążącą AGE [60]. Oddziaływanie galektyny 
3 z białkami błonowymi jest możliwe dzięki obecno­
ści krótkiej domeny przy N-końcu łańcucha polipep- 
tydowego [60]. Co więcej, galektyna 3 wykazuje 
dużą swoistość w stosunku do cząsteczek P-galak- 
tozy powierzchni różnych komórek oraz do glikopro- 
tein macierzy zewnątrzkomórkowej [61]. Uważa się, 
że związanie późnych produktów glikacji przez 
AGE-R3 stanowi warunek tworzenia kompleksu re­
ceptora złożonego AGE [62]. Lokalizacja AGE-R3 
w obrębie kaweoli może znacząco poprawiać two­
rzenie kompleksu receptora, podobnie jak w przy­
padku receptorów np. insulinowego czy cciB adrener- 
gicznego wyizolowanych z kaweoliną [63, 64]. Z 
drugiej strony, AGE-R3 może wpływać na ekspresję 
innych białek wiążących późne produkty glikacji —  
RAGE i MSR. W badaniach in vitro ustalono, że ka- 
weole uczestniczą w wiązaniu AGE z RAGE i MSR 
[4]. Istnieją również dane doświadczalne, które 
wskazują na bezpośredni udział AGR-3 w regulacji 
ekspresji receptorów RAGE'i MSR oraz podjedno- 
stek AGE-R1 i AGE-R2 [65]. Badania prowadzone 
na genetycznie zmodyfikowanych myszach wyka­
zały, że brak podjednostki AGE-R3 powoduje zwię­
kszoną ekspresję RAGE i podjednostki AGE-R2 
przy jednocześnie zmniejszonej ekspresji receptora 
MSR i podjednostki AGE-R1 w komórkach kanali­
ków nerkowych [65]. W odróżnieniu od AGE-R1 i 
AGE-R2, które są białkami stale obecnymi w błonie, 
AGE-R3 jest białkiem indukowalnym, zależnym od 
stężenia późnych produktów glikacji [60]. W warun­
kach zwiększonej ilości krążących i tkankowych 
AGE (długotrwała hiperglikemia), nie można wyklu­
czyć, że AGE-R3 interferuje ze szlakiem internaliza­
cji i degradacji AGE innym niż szlak przekazu sy­
gnału uruchamiany przez aktywację receptora 
RAGE lub MSR.

Warte podkreślenia jest to, że w kaweolach znale­
ziono inne białka wiążące AGE, lecz ich funkcja nie 
została dotychczas wyjaśniona. Dwa spośród nich, 
opisane jako glikoproteina CD36 i SR-BI, znalezio­
no w wielu typach komórek, ale tylko w śródbłonku 
wykazano, że uczestniczą w wiązaniu AGE-BSA (al­
bumina zmodyfikowana AGE) [5, 6]. Co więcej, in­
ternalizacja AGE-BSA z udziałem CD36 jest bloko­
wana przez oksydowane LDL [5]. Receptor SR-BI 
wiąże zarówno HDL, jak i AGE-BSA oraz uczestni­
czy w ich internalizacji i degradacji. Wiązanie HDL z 
receptorem SR-BI zwiększa się, gdy komórki są 
wypełnione cholesterolem oraz wtedy, gdy ich 
wzrost jest zahamowany [66]. Natomiast AGE-BSA

po wychwycie przez SR-BI zapobiegają wypływowi 
cholesterolu z komórki z udziałem HDL [66]. Kawe- 
ole biorą udział w wiązaniu oksydowanych LDL z 
CD36 oraz w wychwycie HDL przez receptor SR-BI 
[30]. Konsekwencją tych procesów może być lokal­
na zmiana składu lipidowego kaweoli z jednoczesną 
modulacją aktywności syntazy tlenku azotu w ko­
mórce śródbłonka [67]. S t i 11 i wsp. [7] ustalili, że 
receptor złożony AGE-R1/R2/R3 wyizolowany z ka­
weoliną śródbłonka naczyń siatkówki, odpowiada 
nie tylko za wiązanie AGE-BSA, ale jest niezbędny 
do dalszej internalizacji. Wydaje się, że interakcje 
AGE-BSA z receptorem CD36 i SR-BI w obrębie ka­
weoli (poprzez mało jeszcze poznane mechanizmy) 
mogą wobec tego mieć znaczenie dla modulacji ak­
tywności syntazy tlenku azotu czy bezpośredniej 
produkcji tlenku azotu.

V. Podsumowanie

Usuwanie z krwiobiegu za pośrednictwem recep­
torów cząsteczek zmodyfikowanych późnymi pro­
duktami glikacji jest ważną funkcją wielu komórek i 
tkanek, w tym także śródbłonka naczyń krwiono­
śnych. Uważa się, że rozwój systemu receptorów 
AGE miał służyć wytworzeniu specyficznych szla­
ków usuwania tych cząsteczek na drodze degradacji 
lizosomalnej. Późne produkty glikacji stymulują od­
powiedź komórkową poprzez specyficzne receptory 
AGE: receptor złożony AGE-R1/R2/R3, receptor 
wiążący późne produkty glikacji —  RAGE, receptor 
zmiatający typu I klasy A —  MSR-A, receptor zmia­
tający typu I klasy B —  SR-BI oraz glikoproteinę 
CD36. Ponadto wiadomo, że w cukrzycy AGE gro­
madzą się w komórkach naczyń krwionośnych. Re­
dukcja nadwyżki tych wysoce reaktywnych cząste­
czek może wobec tego mieć olbrzymie znaczenie w 
hamowaniu rozwoju angiopatii cukrzycowej.

Kaweole są zbudowane głównie z glikosfingolipi- 
dów, cholesterolu i integralnego białka błonowego 
kaweoliny-1. Składniki te służą jednocześnie kom- 
partmentalizacji wielu cząsteczek biorących udział 
w transdukcji sygnału. Obecnie nie ulega wątpliwo­
ści, że podjednostka AGR-R2 może ulegać fosfory­
lacji w obecności AGE i przypuszczalnie uczestni­
czy w przeniesieniu sygnału. Przestrzenna organiza­
cja i molekularne interakcje miedzy trzema składni­
kami złożonego receptora AGE-R1/R2/R3 wystę­
pują prawdopodobnie w obrębie kaweoli. AGE-R3 
(znana także jako galektyna-3) nie zawiera domeny 
transbłonowej, natomiast łączy się z pozostałymi 
składnikami złożonego receptora na błonie komór­
kowej i odgrywa niezbędną rolę w integracji kom­
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pleksu. Lokalizacja tych składników w obrębie ka­
weoli może znacząco poprawiać tworzenie komplek­
su receptora. Interakcje AGE lub podjednostek re­
ceptora AGE-R1/R2/R3 z innymi receptorami (re­
ceptorem CD36, SR-BI, RAGE, MSR-A) w obrębie 
kaweoli mogą mieć znaczenie dla modulacji aktyw­
ności cząsteczek sygnałowych.

Rola kaweoli w endocytozie czy transcytozie oraz 
obecność w ich obrębie różnych białek receptoro­
wych i cząsteczek sygnałowych, czyni je ważnym te­
matem badań. W patologicznych zmianach w 
układzie naczyniowym w przebiegu cukrzycy oraz 
gromadzeniu AGE w głębszych warstwach ścian na­
czyń krwionośnych, kaweole mogą odgrywać wcze­
śniej nieznaną rolę.

Znajomość lokalizacji w wyspecjalizowanych do­
menach błonowych receptorów AGE w połączeniu z 
kaweoliną uzasadnia dalsze badania kaweoli w kon­
tekście angiopatii cukrzycowej. Interesujący jest ta­
kże aspekt terapeutyczny obecności w kaweolach re­
ceptorów AGE, które najprawdopodobniej mogą być 
wykorzystane jako środek w terapii powikłań naczy­
niowych w cukrzycy.

Artykuł otrzymano 18 marca 2004 
Zaakceptowano do druku 14 czerwca 2004

Piśmiennictwo

1. S c h n i t z e r J E  (2001) Adv Drug Deliv Rev 49: 265-280
2. F r a n k  P G,  W o o d m a n  S E ,  P a r k  D S ,  L i s a n t i  MP

(2003) Alterioscler Thromb Vase Biol 23: 1161-1168
3. V l a s s a r a  H,  B u c a l a  R (1996) Diabetes 45: S65-66
4. T h o r n a l l e y  PJ  (1998) Celi Mol Biol 44: 1013-1923
5. O h g a m i  N,  N a g a i  R,  M i y a z a k i  A,  I k e m o t o  M,  

A r a i  H,  H o r i u c h i  S,  N a k a y a m a  H (200\) JB io l Chem 
276: 13348-13355

6. M i y a z a k i  A,  N a k a y a m a  H,  H o r i u c h i  S (2002) Trends 
Cardiovasc Med 12: 258-262

7. S t i t t  A W,  B u r k e  G A ,  C h e n  F,  M c M u l l e n  CB,  
V l a s s a r a  H (2000) FASEB J 14: 2390-2392

8. R a z a n i  B,  W o o d m a n  S E ,  L i s a n t i  P M (2002) Pharm 
Rev 54: 431-467

9. Z u w a ł a - J a g i e ł ł o J  (2003) Post Hig Med Dośw 57: 275-291
10. N i c h o l s  BJ ,  L i p p i n c o t t - S c h w a r t z  J (2001) Trends 

Cell Biol 11: 406-412
11. D v o r a k  A M ,  F e n g  D (2001) J  Histochem Cytochem 49: 

419-432
12. R o b e r t s  WG ,  P a l a d e  GE  (2000) W: R i s s a u W,  R u b a -  

n y i G M (red) Morphogenesis o f  endothelium. Hardwood Acade­
mic Publishers, Amsterdam, s. 23-41

1 3 . S i m i o n e s c u  N,  S i m i o n e s c u  M,  P a l a d e  GE  (1982) J  
Cell Biol 95: 425-434

14. S t a n  R V ,  K u b i t z a  M,  P a l a d e  GE  (1999) Proc Natl Acad 
Sci USA 96: 13203-13207

15. S t a n  R V,  A r d e n  K C ,  P a l a d e  GE  (2001) Genomics 72: 
304-313

16. S t a h l  h u t  M,  V a n  D e u r s  B (2000) Mol Biol Cell 11: 
325-337

17. S c h l e g e l  A,  L i s a n t i  MP  (2001) J  Cell Physiol 186: 
329-337

18. K u r z c h a l i a  T V ,  P a r t o n  RG (1999) Curr Opin Cell Biol 
11: 424-431

19. G l e n n e y  J R ,  S o p p e t  D (1992) Proc Natl Acad Sci USA 89: 
10517-10521

20. U i t t e n b o g a a r d  A,  S m a r t  EJ  (2000) J  Biol Chem 275: 
25595-25599

2 1 . P r e d e s c u  S A,  P r e d e s c u  D N ,  P a l a d e  GE (2001) Mol 
Biol Cell 12: 1019-1033

22. L i WP ,  L i u  P,  P i l c h e r  B K ,  A n d e r s o n  RG (2001)J 
Cell Sci 114: 1397-1408

23. A o k i  T,  N o m u r a  R,  F u j i m o t o  T (1999) Exp Cell Res 
253: 629-636

24. F u j i m o t o  T,  K o g o  H,  N o m u r a  R,  U n c  T (2000) J  Cell 
Sci 113 Pt 19: 3509-3517

25. S c h e r e r  P E ,  O k a m o t o  T,  C h u n  M,  N i s h i m o t o  1, 
L o d i s h  HF ,  L i s a n t i  MP  (1996) Proc Natl Acad Sci USA 93: 
131-135

26. Wa y  M,  P a r t o n  RG (1995) FEBS Lett 376: 108-112
27. M o n i e r  S,  D i e t z e n  DJ ,  H a s t i n g s  WR ,  L u b l i n  

D M,  K u r z c h a l i a  T V  (1996) FEBS Lett 88: 143-149
28. C h u n g  K N ,  E l w o o d  P C ,  H e u s e r  J E  (1996) Mol Biol 

Cell 7: 276a
29. M o r a  R,  B o n i h l a  V L ,  M a r m o r s t e i n  A,  S c h e r e r  

P E ,  B r o w n  D,  L i s a n t i  MP ,  R o d r i g u e z - B o u 1 a n E
(1999) J  Biol Chem 274: 25708-25717

. 30. P a r a t  MO ,  F o x  PL (2001) J  Biol Chem 276: 115776-15782
31. L u e 1 1 e r f o r s t  R,  S t a n g  E,  Z o r z i  N,  C a r o z z i  A,  

W a n g  M,  P a r t o n  RG (1999) J  Cell Biol 145: 1443-1459
32. Z h u  Y,  L i a o  H L ,  W a n g  N P ,  Y u a n  X,  Ma  KS ,  V e r ­

na  T,  S t e m e r m a n  MB  (2000) Arterioscler Thromb Vase Biol 
20: 2465-2470

33. U i t t e n b o g a a r d  A,  S l i a u l  P W,  Y u k a n n a  I S ,  B l a i r  
A,  S m a r t  EJ  (2000) J  Biol Chem 275: 11278-11283

34. S v i r i d o v  D,  F i d g e  N H ,  F i e l d i n g  CJ ,  B c a u -  
m i e r - G a l l o n  G (2001) Biochem J  358: 79-86

35. S i m o n s  K,  T o o m r e  D (2000) Nat Rev Mol Cell Biol 1: 31-39
36. M u k h e r j e e  S,  M a x f i e l d  F R (2000) Traffic 1: 203-211
37. S i n g e r  SJ ,  N i c h o l s o n  GL  (1972) Science 175: 720-731
38. N a b i IR , Le PU (2003) J  Cell Biol 161: 673-677
39. M i c h e l  C C ,  C u r r y  F E  (1999) Physiol Rev 19: 703-761
40. P a 1 a d e G E (1999) W: C r y s t a l  R G ,  W e s t  JB (red) The 

lung: scientific foundations, Raven Press Ltd, New York, s. 359-367
4 1 . S c h n i t z e r  J E ,  A l l a r d  J,  Oh  P (1995) Am J  Physiol 268: H 

48-55
42. M c N i v e n  MA ,  C a o  H,  P i t t s  K R ,  Y o o n  Y (2000) 

Trends Biochem Sci 25: 115-120
43. J o h n  T,  V o g e l  S,  M i n s h a l l  R,  R i d g e  K,  T i r u p p a -  

t h i  C,  M a l i k  AB (2001) J  Physiol 533: 547-559
44. P a r t o n  R G ,  J o g g e r s t  B,  S i m o n s  K (1994). Cell Biol 

127: 1199-1215
45. P e l k m a n s  L,  K a r t e n b e c k  J,  H e l e n i u s  A (2001) Nat 

Cell Biol 3: 473-483
46. S c h m i d t  A M ,  Y a n  S D,  Y a n  S F ,  S t e r n  DM (2000) 

Biochim Biophys Acta 1498: 99-111
47. Z u w a ł a - J a g i e ł ł o  J,  O s a d a  J (1998) Post Biol Kom 25: 

591-612
48. V l a s s a r a  H,  F u h  H,  M a k i t a  Z,  K r u n g k r o i  S,  C e r a ­

mi  A,  B u c a l a  R (1992) Proc Natl Acad Sci USA 89: 
12043-12047

49. Li  Y M ,  M i t s u h a s h i  T,  W o j c i e c h o w i c z  D,  S h i m i ­
zu  N,  Li  J,  S t i t t  A,  He  C,  B a n e r j e e  D,  V l a s s a r a  H
(1996) Proc Natl Acad Sci USA 93: 11047-11052

50. S i l b e r s t e i n  S,  K e l l e h e r  DJ ,  G l i m o r e  R (1992) J  Biol 
Chem 267: 23658-23663

51. K e l l e h e r  DJ ,  G l i m o r e  R (1992) J  Biol Chem 269: 
12908-12917

52. H i r a i  M,  S h i m i z u  N (1990) Biochem J  270: 583-589
53. S m a r t  EJ ,  G r a f G A ,  M c N i v e n  M A ,  S e s s a  WC ,  E n - 

g e l m a n  J A ,  S c h e r e r  P E ,  O k a m o t o  T,  L i s a n t i  MP
(1999) Mol Cell Biol 19: 7289-7304

54. C o u e t  J ,  Li  S W,  O k a m o t o  T,  I k e z u  T,  L i s a n t i  MP
(1997) J  Biol Chem 272: 6525-6533

55. P i k e LJ ,  M i l l e r J M  (1998) J  Biol Chem 273: 22298-22304

280 POSTĘPY BIOCHEMII 50(3), 2004http://rcin.org.pl



56. Y a m a m o t o  M,  T o y a  Y,  S c h w e n k e  C,  L i s a n t i  MP ,  
M y e r s  MG ,  I s h i k a w a  Y (1998) J  Biol Chem 273: 
26962-26968

57. G u s t a v s s o n  J,  P a r p a l  S,  K a r l s s o n  M,  R a m s i n g  C,  
T h o r n  H,  B o r g  H,  L i n d r o  M,  P e t e r s o n  K H ,  Ma -  
g n u s s o n  K E ,  S t r a l f o r s  P (1999) FASEB J  13: 1961-1971

58. S h e e t s  ED,  H o l o w k a  D,  B a i r d  B (1999) J  Cell Biol 145: 
877-887

59. v a n ’ t H o f W ,  R e s h  MD  (1999) J  Cell Biol 145: 377-389
60. V l a s s a r a  H,  Li  Y M ,  I m a n i  Y,  W o j c i e c h o w i c z  D,  

Y a n g  A,  L i u  F T ,  C e r a m i  A (1995) Mol Med 1: 634-649
61. P r i c c i  F,  L e t o  G,  A m a d i o  L,  I a c o b i n i  C,  R o m e o  

G , P u g 1 i e s e G (2000) Kidney Int 58: S31-S39

62. Z h u  W,  S a n o  H,  N a g a i  R,  F u k u h a r a  K,  M i j a z a k i  
A,  H o r i u c h i  S (2001) Biochem Biophys Res Commun 280: 
1193-1188

63. C o h e n  A W ,  C o m b s  T P ,  S c h e r e r  P E ,  L i s a n t i  MP
(2003) Am J  Pysiol Endocrinol Met 285: E 1151 -E 1160

64. T o e w s  M L ,  P r i n s t e r  S C ,  S c h u l t e  N A  (2003) Life Sei 
74: 379-389

65. P u g l i e s e  G,  P r i c c i  F,  I a c o b i n i  C,  L e t o  G,  A m a ­
d i o  L,  B a r s s o t t i  P,  F r i g e r i  L,  Hs u  D K ,  V l a s s a r a  
H,  L i m  F T ,  Di  M a r i o  U (2001) FASEB J  15: 2471-2479

66. O h g a m i  N,  M i y a z a k i  A,  S a k a i  M,  K u n i y a s u  A,  
N a k a y a m a  H,  H o r i u c h i  S (2003) JAteroscler Thromb 10: 
1-6

67. K i n c e r  J F ,  U i t t e n b o g a a r d  A,  D r e s s m a n  J,  G u e r ­
in T M,  F e b b r a i o  M,  G u o  L,  S m a r t  EJ  (2002) J  Biol 
Chem 277: 23225-23533

POSTĘPY BIOCHEMII 50(3), 2004 281http://rcin.org.pl



Białko zielonej fluorescencji (GFP) — struktura, 
własności i zastosowanie w biologii molekularnej roślin

Green fluorescent protein (GFP) — structure, features 
and applications in molecular biology of plants

MATEUSZ WYDRO1, PRZEMYSŁAW LEHMANN2
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R FP— białko czerwonej fluorescencji (ang. red fluorescen tpro-

'M gr, 2dr, Instytut Genetyki Roślin Polskiej A kadem ii Nauk, ul. 
Strzeszyńska 34, 60-479 Poznań, e-mail: pleh@ igr.poznan.pl

tein)', YFP —  białko żółtej fluorescencji (ang .yellow fluorescen t 
protein).

I. Wstęp

Białko zielonej fluorescencji (ang. green fluore- 
scentprotein, GFP) należy do grupy białek mających 
zdolność emisji światła widzialnego pod wpływem 
wzbudzenia światłem o innej, właściwej dla danego 
białka długości fali. Białka fluorescencyjne wystę­
pują naturalnie w wielu organizmach zamiesz­
kujących różne środowiska, głównie u stawonogów, 
mięczaków i ryb. Przypuszcza się, że białka fluore­
scencyjne uczestniczą w procesach obronnych oraz 
w komunikowaniu się organizmów. Szczegółowa 
rola tych białek w organizmach żywych nie została 
jednak dotychczas wyczerpująco wyjaśniona. W 
ciągu ostatnich 10-ciu lat białko zielonej fluorescen­
cji zidentyfikowane w komórkach meduzy (Aequorct
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victoria), z prawie nieznanego białka stało się jed ­
nym z najważniejszych narzędzi w biologii moleku­
larnej i medycynie. Celem niniejszej pracy jest 
przedstawienie stanu wiedzy (zgromadzonej do ko­
ńca 2003 roku) na temat budowy, własności i mody­
fikacji struktury białka GFP pod kątem transformacji 
komórek roślinnych. W dalszej części pracy zostały 
przedstawione najważniejsze możliwości jego wy­
korzystania w biologii komórki i biologii molekular­
nej roślin.

II. Odkrycie, własności i struktura białka 
GFP

II-l. Identyfikacja białka GFP

Najlepiej dotychczas poznane białko zielonej flu- 
orescencji (GFP) zostało zidentyfikowane w komór­
kach meduzy (Aequora victoria) [1]. Ze zjawiskiem 
bioluminescencji u meduzy, obok białka GFP, są 
związane jeszcze trzy inne białka: apoakworyna 
(ang. apoaequorin), która jest pojedynczym polipep- 
tydem o ciężarze cząsteczkowym 22 kDa, koelente- 
razyna (ang. coelenterazine), która w obecności tle­
nu wiąże się z apoakworyną i tworzy funkcjonalne 
białko akworynę (ang. aequorin) (Ryc. 1). Akwory- 
na zawiera trzy miejsca wiązania jonów wapnia i jed-

Gen białka GFP został wyizolowany z komórek 
meduzy {Aequora victoria) i sklonowany w 1992 r. 
[6]. Od tego czasu gen gfp został znacznie zmodyfi­
kowany i dostosowany do warunków ekspresji w ko­
mórkach roślinnych, do których został wprowadzony 
na drodze transformacji.

II-2. W łasności białka GFP

GFP jest białkiem stabilnym, o czym świadczy 
zachowanie zdolności emitowania światła zielonego 
przez to białko po traktowaniu go tak silnymi czynni­
kami denaturującymi jak 8 M mocznik czy 1 % SDS. 
Aby doprowadzić do denaturacji białka GFP, należy 
potraktować je 6 M hydrochlorkiem guanidyny w 
temperaturze 90°C. Białko GFP jest także odporne na 
długotrwałe (48 godzin) trawienie proteazami 
(trypsyną, chymotrypsyną, papainą czy pankretyną), 
co przejawia się brakiem zmian intensywności flu- 
orescencji po działaniu tymi enzymami [7]. Białko 
GFP wykazuje stabilność w temperaturze 65°C, a ta­
kże nie traci swoich funkcji w zakresie pH od 5 do 
12. Dopiero obniżenie pH poniżej 4 lub podwyższe­
nie ponad 12 powoduje denaturację białka GFP [8]. 
Podniesienie pH ponad 12 prowadzi do redukcji flu- 
orescencji wzbudzanej przez promieniowanie o 
długości fali 395 nm, a wzrost fluorescencji wzbu-

apoakworyna

koelenterazyna

akworyna

+ 3 Ca 2 +

in vivo

Ryc 1. Schemat mechanizmu powstawania bioluminescencji w komórkach meduzy (Aequora victoria). Szczegółowy opis procesu został zawarty w te­
kście pracy w rozdz. II-1.

no miejsce wiązania tlenu. W momencie przyłącze­
nia się jonów wapnia do akworyny, koelenterazyna 
zostaje utleniona do koelenteramidu (ang. coelente- 
ramide), a cały kompleks białkowy przechodzi zmia­
ny konformacyjne z równoczesnym uwolnieniem 
jednej cząsteczki dwutlenku węgla i emisją światła 
niebieskiego o długości 462 nm (w warunkach in vi­
tro) [2, 3]. W warunkach in vivo (w komórkach me­
duzy) energia emitowana przez kompleks akworyny 
jest przenoszona na białko GFP, gdzie wzbudza emi­
sję światła zielonego o długości fali 510 nm [4, 5].

dzanej przez światło o długości fali 475 nm [9]. Ob­
serwowano prawie całkowitą renaturację białka GFP 
w ciągu kilku minut po przywróceniu normalnych 
warunków pH (tj. pH 5-7), na przykład poprzez diali­
zę lub neutralizację [8].

II-3. Struktura białka GFP

Wyizolowane z meduzy białko GFP składa się z 
238 aminokwasów i ma masę cząsteczkową 27 kDa
[6]. [Pierwszorzędową strukturę białka GFP może
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czytelnik odnaleźć w Internecie, na przykład na stro­
nie EXPASY MOLECULAR BIOLOGY SERVER], 
Jak dowodzą badania krystalograficzne, białko GFP 
ma kształt cylindra (ang. P-can) o średnicy 24 A i 
długości 42 A, składającego się z 11 łańcuchów 
P-harmonijek tworzących ściany cylindra oraz krót-

dużo wolniejszym etapem utlenienia tyrozyny-66
[13] (Ryc. 2). Szczegółowy mechanizm tworzenia 
się chromoforu nie został dotychczas wyjaśniony. 
Na formowanie się chromoforu duży wpływ mają 
grupy funkcyjne aminokwasów otaczających go w 
strukturze trzeciorzędowej białka. Mutacje treoni-

Ryc. 2. Mechanizm formowania chromoforu GFP (wg. [6], zmieniono). Opis procesu został zawarty w tekście pracy w rozdz. II-4.

kich a-helis nakrywających cylinder z góry i z dołu. 
Łańcuchy a-helis tworzą także umocowanie dla 
chromoforu, który ulokowany jest wewnątrz cylin­
dra nieomal w jego geometrycznym centrum [10] 
(fotografię struktury kryształu białka GFP czytelnik 
znajdzie w Internecie na stronie PROTEIN DATA 
BANK). Takie umiejscowienie chromoforu chroni 
go od wpływu środowiska, ograniczając dostęp 
cząsteczek tlenu, które mogłyby prowadzić do koli­
zyjnego wygaszania fluorescencji (ang. collisional 
quenching) [11]. Umiejscowienie chromoforu 
wewnątrz cylindra ogranicza także możliwość foto­
chemicznych zniszczeń powodowanych przez reak­
tywne formy tlenu, które mogą powstawać pod 
wpływem fluorescencji. Tlen, który jest niezbędny 
do prawidłowego formowania chromoforu, musi być 
następnie pozbawiony możliwości kontaktu z chro- 
moforem, ponieważ może powodować kolizyjne wy­
gaszanie fluorescencji lub negatywne dla komórki 
reakcje fotochemiczne [10].

II-4. Tworzenie chromoforu

Analiza heksapeptydów otrzymanych na drodze 
proteolizy oczyszczonego białka GFP wskazuje, że 
chromofor powstaje na drodze potranskrypcyjnych 
modyfikacji trzech kolejnych aminokwasów w 
łańcuchu białkowym: seryny w pozycji 65, tyrozy­
ny-66 i glicyny-67 [12]. Badania nad ekspresją zre- 
kombinowanego białka GFP w komórkach E. coli su­
gerują stopniowy mechanizm autokatalitycznego 
formowania chromoforu obejmujący: szybką cykli- 
zację pomiędzy seryną-65, a glicyną-67, zakończoną

ny-62, argininy-96 oraz kwasu glutaminowego-222 
poważnie opóźniały formowanie się chromoforu, co 
sugeruje istotny wpływ tych aminokwasów na proces 
jego powstawania [14]. Temperatura powyżej 30°C 
wywiera negatywny wpływ na proces formowania 
prawidłowej struktury białka GFP, co nie powinno 
dziwić zważywszy, że obszar występowania meduzy 
Aequorea victoria to zimne wody północnych rejo­
nów Oceanu Spokojnego. Uformowane już jednak 
białko charakteryzuje się stabilnością w temperatu­
rach sięgających nawet 65°C [15].

Białko GFP pochodzące z meduzy Aequorea 
victoria emituje światło zielone (510 nm) osiągając 
maksymalną emisję przy wzbudzeniu promieniowa­
niem o długości fali 398 nm [16] oraz słabszą emisję 
przy fali o długości 475 nm [8] (Ryc. 3). Istnienie 
dwóch długości fali światła wzbudzającego ma 
związek ze zmianą uprotonowania chromoforu. 
Chromofor w stanie neutralnym wykazuje maksy­
malną absorpcję przy fali o długości 398 nm, forma 
anionowa chromoforu natomiast absorbuje światło o 
długości fali 475 nm [17]. Proporcje występowania 
obu stanów uprotonowania chromoforu mogą być 
zmienione poprzez mutacje lub ekstremalne pH [9].

Prowadzona na szeroką skalę mutacyjna analiza 
białka GFP pozwoliła ustalić szereg kluczowych 
zmian wpływających na funkcjonowanie białka. 
Białko GFP pozbawione więcej niż siedmiu C-koń- 
cowych aminokwasów czy metioniny z N-końca, nie 
wykazywało fluorescencji. Mutanty te nie wykazy­
wały również spektrum absorpcji charakterystyczne­
go dla uformowanego chromoforu, co sugeruje nega­
tywny wpływ tych zmian na potranskrypcyjne for­
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mowanie się funkcjonalnego białka z aktywnym 
chromoforem [ 18]. Na drodze ukierunkowanej muta- 
genezy powstało kilka mutantów o zmienionych 
właściwościach fluorescencji. Na przykład substytu­
cja tyrozyny-66 na histydynę zmienia maksimum 
wzbudzenia na promieniowanie UV o długości fali 
383 nm i emisję światła na kolor niebieski (448 nm). 
Mutant ten zwany BFP (ang. blue fluorescen tpro te­
in) znalazł szerokie zastosowanie w biologii moleku-

Dl. fali (nm)

Ryc. 3. Przebieg wykresu wzbudzenia i emisji światła przez białko GFP. 
Pomiaru emisji dokonano w zakresie długości fali 450-600 nm, 
przy promieniowaniu wzbudzenia o długości fali 398 nm. 
Światło o długości fali 510 nm było emitowane z maksymal­
nym natężeniem. Pomiaru wzbudzenia dokonano w zakresie 
długości fali 300-480 nm, przy emisji o długości fali 510 nm. 
Forma dzika białka GFP posiada dwie optymalne długości fali 
promieniowania wzbudzenia: 398 i 475 nm, z tym, że ta druga 
długość fali daje znacznie niższe natężenie światła emitowane­
go [8, 16].

larnej [19]. Z kolei mutacja w pozycji 65 zmieniające 
serynę na treoninę, alaninę lub cysteinę uniemożli­
wia wzbudzenie promieniowaniem o długości fali 
398 nm, lecz zwiększa intensywność fluorescencji 
wzbudzanej światłem niebieskim (460 nm) [20]. 
Okazało się, że również mutacje aminokwasów 
znacznie oddalonych od chromoforu mogą mieć 
wpływ na fluorescencję GFP. Substytucja sery- 
ny-202 na fenyloalaninę i treoniny-203 na izoleucy- 
nę przejawia się utratą możliwości wzbudzenia 
promieniowaniem o długości fali 475 nm, przy za­
chowaniu wzbudzenia przy 398 nm [13,21]. Zamia­
na glutaminy-222 na glicynę powoduje utratę zdol­
ności wzbudzenia promieniowaniem o długości fali 
398 nm [21]. Przedstawione powyżej dane z analizy 
mutantów GFP zostały wykorzystane w dostosowa­
niu tego białka jako narzędzia o szerokim spektrum 
zastosowań w biologii molekularnej i medycynie.

III. Modyfikacje genu gfp ułatwiające jego 
wykorzystanie w komórkach roślinnych

Pierwsze doniesienia o udanej transformacji ro­
ślin genem gfp dotyczyły przejściowej ekspresji w 
protoplastach pomarańczy (Citrus sinensis) [22] i

ekspresji białka GFP po transformacji liści Nicotiana 
benthamiana i Nicotiana clevelandii wirusowymi 
wektorami RNA [23]. Próby otrzymania transge- 
nicznych roślin charakteryzujących się stabilną eks­
presją funkcjonalnego białka GFP kończyły się nie­
powodzeniem. To skłoniło liczne zespoły badawcze 
do podjęcia prac nad modyfikacjami genu gfp, aby 
umożliwić syntezę białka GFP o silnej fluorescencji 
w komórkach roślinnych po ich transformacji tym 
genem.

W 1997 r. po transformacji Arabidopsis thaliana 
konstruktem zawierającym dziką formę genu gfp do­
niesiono o istnieniu ukrytego intronu (ang. cryptic 
intron) między 380 i 463 nukleotydem genu gfp. 
Okazało się, że w komórkach roślinnych ukryty in­
tron był wycinany, co w konsekwencji uniemożli­
wiało uformowanie się funkcjonalnego białka GFP. 
Pierwsza chronologicznie wprowadzona modyfika­
cja genu gfp, mająca na celu usunięcie tego proble­
mu, polegała na zmianie użytych kodonów i prowa­
dziła do zmniejszenia zawartości par AU w tym ob­
szarze genu, co doprowadziło do uzyskania zmienio­
nej formy genu tj. genu mgfp4 (ang. modified gfp4), 
kodującego białko o niezmienionej strukturze pierw- 
szorzędowej [24] (Ryc. 4). Po transformacji roślin 
przy wykorzystaniu tak zmienionego genu, kilku ba­
daczy stwierdziło, że uzyskane białko (mGFP4) nie 
wykazuje stabilnej fluorescencji, zwłaszcza w wa­
runkach polowych. Zjawisko takie występowało, po­
mimo że równocześnie obserwowano ekspresję 
białka na poziomie, który powinien gwarantować 
wysoki poziom zielonej fluorescencji [25, 26]. W od­
powiedzi na te doniesienia, wprowadzono następne 
zmiany w genie mgfp4 mające zagwarantować sta­
bilną fluorescencję. Substytucja waliny-163 alaniną 
oraz seryny-175 glicyną zniosły negatywny wpływ 
temperatury na białko mGFP4 [27]. W połączeniu z 
tymi zmianami dodatkowa mutacja (substytucja izo- 
leucyny-167 na treoninę) pozwoliła na wyrównanie 
poziomu intensywności emisji światła zielonego o 
długości fali 509 nm wzbudzonej falami o długości 
395 nm i 475 nm. To umożliwiło wykrywanie tego 
białka zarówno przy pomocy lampy UV jak i mikro­
skopu fluorescencyjnego, czyniąc ten wariant białka 
GFPbardziej przydatnym [13]. Kolejną modyfikacją 
było dodanie na C-końcu peptydu HDEL (histydy- 
na-asparagina-glutamina-leucyna), a na N-końcu se­
kwencji odcinka sygnałowego chitynazy. To zagwa­
rantowało umiejscowienie białka w retikulum endo- 
plazmatycznym i jego oddzielenie od jądra. Wcze­
śniejsze badania sugerowały, że dzika forma GFP 
gromadzi się w obrębie nukleoplazmy, co może mieć 
negatywny wpływ na rozwój komórki roślinnej (flu-
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orescencja może być źródłem wolnych rodników, 
czy reaktywnych form tlenu). Tak zmienione białko 
nazwane mGFP5-ER jest szeroko stosowane w trans­
formacji roślin [24].

Opisane wyżej warianty białka GFP (Ryc. 5) stały 
się punktem wyjścia do dalszych modyfikacji elimi­
nujących kolejne niedogodności obserwowane pod­
czas transformacji roślin genem gfp. W odpowiedzi 
na doniesienia o tworzeniu się w komórkach E. coli i 
komórkach linii CHO (linia komórkowa jajnika cho­
mika chińskiego, ang. Chinese hamster ovary cell)

Po wprowadzeniu mutacji zmieniających sery- 
nę-65 na treoninę, białko zwane SGFP- S65T charak­
teryzuje się pojedynczym pasmem wzbudzenia 
(światło niebieskie 489 nm) i emisją światła o długo­
ści fali 511 nm [30]. Kolejnym wariantem genu gfp 
przystosowanym do ekspresji u roślin jest zmodyfi­
kowany gen o nazwie pgfp. Gen ten charakteryzuje 
się wprowadzonym pomiędzy nukleotydy 398 i 399 
intronem II pochodzącym z genu ST-LS1 ziemniaka 
oraz mutacją seryny-65 zmieniającą ją  na treoninę. 
Zmiany te znacznie zwiększyły wydajność fluore-

gfp  380 GOT ATT GAT TTT AAA GAA GAT GGA AAC ATT CTT GGA CAC AAA

mgfp4 GGA ATÇ GAT TTC AAG GAG GAÇ GGA AAC ATÇ CTÇ GGÇ CAC AAG

Gly lie A sp Plie Lys Glu A sp Gly A sn Ile Leu Gly His Lys

g/p  TTG GAA TAC AAC TAT AAC TCA CAC AAT OTA TAC ATC ATG GCA GAC

mgfp4 TTG GAA TAC A AC TAC AAC TC£ CAC A A C  OTA TAC ATC ATG GCA G A C 464

Leu Glu Tyr Asn Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr Ile Met Ala Asp

Ryc. 4. Sekwencja nukleotydowa ukrytego intronu genu gfp (forma dzika) i genu mgfp4. Zmutowane nukleotydy w genie mgfp4 zostały podkreślone.

nierozpuszczalnych agregatów GFP, mających nega­
tywny wpływ na fluorescencję, jak również wyka­
zujących cytotoksyczność [28], D a v i s  i V i e r - 
s t r a  [29] na bazie sekwencji mGFP4 wprowadzili 
szereg mutacji mających poprawić rozpuszczalność 
białka. Zmiany te dotyczyły wprowadzenia do se­
kwencji mGFP4 mutacji oznaczonych symbolem 
„Cycle3” i polegały na wymianie aminokwasów w 
trzech pozycjach: fenyloalaniny-99 na serynę, me­
tioniny-153 na treoninę oraz waliny-163 na alaninę 
[28]. Tak przygotowane zmodyfikowane białko na­
zwano smGFP (ang. soluble modified GFP). Białko 
to charakteryzowało się tymi samymi własnościami 
fluorescencji co dzika forma białka GFP [28]. Wpro­
wadzenie kolejnej mutacji w tym białku, polegającej 
na wymianie seryny-65 na treoninę, spowodowało 
przesunięcie optimum długości fali światła wzbu­
dzającego w stronę czerwieni (490 nm), przy nie­
zmienionej emisji światła zielonego (510 nm) [30]. 
Wariant tego białka został nazwany smRS-GFP (ang. 
soluble modified red-shifted GFP) [29].

Kolejny wariant białka GFP —  białko SGFP — 
jest kodowane przez syntetyczny gen zawierający 
kodony preferencyjnie wykorzystywane podczas 
ekspresji w komórkach człowieka [31] i kukurydzy 
[32]. Gen sgfp wykazuje u większości gatunków ro­
ślin wysoki poziom ekspresji oraz właściwy przebieg 
splicingu RNA, a otrzymane białko wykazuje nie­
zmienioną emisję światła zielonego [32].

scencji w porównaniu do białka dzikiego [33] 
(Ryc.6). Stosowane ostatnio często białko EGFP to 
komercyjnie dostępny syntetyczny wariant białka 
GFP charakteryzujący się zoptymalizowanym uży­
ciem kodonów w genie jak i szeregiem mutacji obej­
mujących wymianę następujących aminokwasów: 
seryny-65 na treoninę, fenyloalaniny-64 na leucynę 
oraz tyrozyny-145 na fenyloalaninę [34].

Dostępność wielu wariantów białka GFP (Tabe­
la 1) o różnych własnościach nasuwa pytanie, który z 
nich wybrać do danego rodzaju badań. Jeśli przyj­
miemy za kryterium sposób wykrywania białka GFP, 
warianty z mutacją seryny-65 na treoninę będą ideal­
ne podczas wykrywania przy użyciu mikroskopu flu­
orescencyjnego (wzbudzenie światłem niebieskim 
480 nm, brak wzbudzenia przy 380 nm). Wariant 
mGFP5-ER będzie wariantem uniwersalnym umoż­
liwiającym uwidocznienie białka GFP w całej rośli­
nie (przy użyciu lamp emitujących promieniowanie 
UV o długości fali ponad 380 nm) jak i wykryciu go 
przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego (wzbu­
dzenie światłem niebieskim o 480 nm).

IV. W ykorzystanie genu gfp jako genu repor- 
terowego

Białko GFP stało się w ostatnich latach szeroko 
stosowanym, uniwersalnym narzędziem w biologii 
molekularnej i biotechnologii roślin. Potwierdza to
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liczba i różnorodność opisanych zastosowań, w ja ­
kich użyto tego białka. Gen gfp  jako gen reporterowy 
kodujący białko niewymagające substratów czy ko- 
faktorów wypiera stopniowo z użycia gen P-glukuro- 
nidazy (GUS) używany dotąd powszechnie w tym 
celu. Stosowanie genu gfp pozwala na oszacowanie 
poziomu ekspresji transgenu in vivo, bez konieczno­
ści interwencji w badane tkanki, co daje możliwość 
prowadzenia pomiaru poziomu ekspresji genu gfp w

terowy może być wykorzystany do usprawnienia se­
lekcji transformantów opartej o antybiotyki. Ma to 
zastosowanie szczególnie w przypadku gatunków 
trudno regenerujących i sprawiających trudności 
przy transformacji. Przykładem może być tu użycie 
białka SGFP S65T przy transformacji roślin cytruso­
wych [39]. Wszystkie przypadki pozornych transfor­
mantów tej rośliny wynikające z niedoskonałości se­
lekcji opartej o antybiotyk, które nie wykazywały

Ryc. 5. Porównanie genów kodujących białka: GFP, mGFP4 oraz mGFP5-ER. Kolorem czarnym na schemacie zaznaczono obszar kodujący amino­
kwasy związane z formowaniem chromoforu, kolorem jasnoszarym oznaczono zmodyfikowany obszar ukrytego intronu. Kolor ciemnoszary 
oznacza sekwencje kodującą odcinek sygnałowy chitynazy oraz sekwencję kodującą peptyd HDEL. Na schemacie zaznaczono również umiej­
scowienie wprowadzonych mutacji powodujących zmiany aminokwasów (Y163A, I167T, S175G).

czasie rozwoju rośliny. Dodatkowym atutem stoso­
wania genu gfp  jako genu reporterowego, jest brak 
doniesień na temat toksycznego wpływu zmodyfiko­
wanych wariantów białka GFP na komórki roślinne. 
Podczas dwuletnich doświadczeń z transgenicznym 
tytoniem i rzepakiem stwierdzono, że synteza i fluo- 
rescencja białka GFP (warianty: SGFP, mGFP4 i 
mGFP5-ER) w komórkach tych roślin nie ma nega­
tywnego wpływu na plon nasion i wydajność bioma-

fluorescencji charakterystycznej dla transformantów 
z genem gfp  zostały w ten sposób wyeliminowane 
[39].

Białko GFP może być również uzupełnieniem se­
lekcji przeprowadzanej przy użyciu herbicydu lub 
częściowo zastąpić ten czynnik selekcyjny. 
Przykładem może być transformacja trzciny cukro­
wej z użyciem białka SGFP S65T, gdzie pierwsze 
etapy selekcji prowadzono na pożywkach z dodat-

SGFP S65T

SGFP

mGFP5-ER

mGFP4

GFP

smRS-GFP

smGFP

PGFP

Ryc. 6. Schemat przebiegu modyfikacji białka GFR Szczegółowy opis modyfikacji białka GFP przedstawiono w tekście pracy w rozdziale III. Użyte 
skróty: GFP — białko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)-, mGFP4, mGFP5-ER, PGFP, SGFP, SGFP-S65T, smGFP, 
smRS-GFP — zmodyfikowane białka zielonej fluorescencji.

sy [25]. Ten wynik potwierdza, że obecność białka 
GFP w komórkach nie zakłóca normalnego rozwoju 
badanych roślin.

Gen gfp  jako gen reporterowy dobrze sprawdza 
się również przy optymalizacji warunków transfor­
macji roślin, o czym świadczyć mogą liczne prace 
opisujące metody transformacji wielu gatunków z 
użyciem tego genu [35-38]. Gen gfp jako gen repor-

kiem herbicydu. Do dalszych etapów kwalifikowano 
jedynie te kalusy, które wykazywały fluorescencję. 
Dalsza ich hodowla prowadzona była bez dodatku 
herbicydu [40]. Podobną metodę zastosowano także 
przy transformacji innych gatunków roślin [41]. Ist­
nieją także doniesienia o możliwości całkowitego 
zastąpienia tradycyjnych czynników selekcyjnych 
przez białko GFP. Jako przykład może tu posłużyć
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transformacja ryżu przeprowadzona metodą mi- 
krowstrzeliwania z użyciem mGFP4 jako czynnika 
selekcyjnego [42].

Białko GFP wydaje się być idealnym markerem 
przy transformacjach mikrospor czy protoplastów, 
dając możliwość sortowania transformantów przy 
użyciu cytometru przepływowego [43]. GFP zna­
lazło również zastosowanie jako marker podczas 
transformacji plastydów. Transformowana komórka 
roślinna powinna zawierać wyłącznie plastydy 
stransformowane, by uniknąć powrotu do stanu 
wyjściowego tzn. nietransgenicznego. Aby ułatwić 
selekcję komórek posiadających wyłącznie strans­
formowane plastydy, przeprowadzono transformację 
plastydów ziemniaka genem pgfp. Białko PGFP syn­
tetyzowane z transgenu umożliwiło wyselekcjono­
wanie tylko tych komórek ziemniaka, które zawie­
rały stransformowane wszystkie plastydy [44].

Tabela 1.

plastydów, czego przykładem może być jego użycie 
przy porównaniu poziomu ekspresji pod kontrolą 
trzech różnych promotorów w transformowanych 
chloroplastach tytoniu [47].

V. Zastosowanie białka GFP w biologii 
komórki

V -l. Uwidacznianie organelli komórkowych

Stabilne białko GFP majace zdolność do fluore- 
scencji po przyłączeniu do innych białek, jest do­
brym znacznikiem lokalizacji, mobilności oraz od­
działywań między białkami [48], Fuzje GFP z 
białkami specyficznymi dla danych przedziałów ko­
mórkowych lub dodanie do GFP peptydów sy­
gnałowych charakterystycznych dla danych organel­
li, pozwoliło na ich obserwację i śledzenie dyna-

Modyfikacje białka GFP najczęściej stosowane podczas transformacji roślin. Użyte skróty: El — eliminacja ukrytego intronu, S-ER — sekwencja sy­
gnałowa gwarantująca położenie w retikulum endoplazmatycznym, intron — do genu kodującego białko wprowadzono intron II pochodzący z genu 
ST-LS1 ziemniaka, * — zaznaczono długość fali wzbudzenia przy której następuje maksymalna emisja światła

W ariant W prow adzone modyfikacje Długość fali 

w zbudzenia/em isji (nm)

GFP (A.victoria) - 398*, 475/510

mGFP4 El 398*, 475/510

mGFP5-ER El, V 163A, 1167T, S 175G, 398,475/510

S-ER

SGFP (S65T) syntetyczny, S65T 489/51 1

PGFP (S65T) syntetyczny, S65T, intron 489/511

smGFP El, F99S, M 153T, V 163A 398*, 475/510

Użycie genu gfp jako genu reporterowego daje po­
nadto możliwość nieskomplikowanego monitorowa­
nia obecności i ekspresji transgenu w warunkach po- 
lowych, szczególnie w aspekcie transferu genów 
(ang. flo w  gene), gdy zachodzi obawa rozprzestrze­
nienia się transgenu do środowiska poprzez prze- 
krzyżowania z dzikimi pokrewnymi gatunkami [26]. 
Innym interesującym zastosowaniem białka GFPjest 
metoda określania zygotyczności roślin transgenicz- 
nych na podstawie ilościowej analizy fluorescencji 
wynikającej z ekspresji genu gfp. W przypadku 
transgenicznego rzepaku rośliny homozygotyczne 
charakteryzowały się około dwukrotnie większą 
fluorescencją w stosunku do hemizygot [45]. Białko 
GFP może być także stosowane do analizy promoto­
rów użytych do transformacji jądrowych [46], bądź

micznych procesów dotyczących zmiany ich wielko­
ści, kształtu oraz ich położenia w komórce podczas 
rozwoju czy odpowiedzi na zmiany środowiska. 
Przykładem takiego podejścia może być fuzja białka 
GFP z akwaporynąy-TIP (białko specyficzne dla wa- 
kuoli litycznych, wchodzące w skład integralnych 
białek tonoplastowych), dzięki czemu możliwa była 
obserwacja dynamicznej struktury błon wakuoli w 
komórkach młodych liścieni Arabidopsis thaliana
[49]. Przy użyciu tej metody zlokalizowano i obser­
wowano większość organelli komórkowych u roślin 
(jądra komórkowe [50], mitochondria [51], czy pla­
stydy [52]). Jednym z zastosowań wykorzystujących 
białko GFP do znaczenia organelli jest ułatwienie ich 
izolacji poprzez oddzielenie znaczonych fluorescen­
cyjnie jąder komórkowych od innych składników ko­
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mórki przy pomocy sortowania przepływowego 
[53].

V-2. Uwidacznianie wirusów i białek w komórkach 
roślinnych

Białko GFP jest również użytecznym narzędziem 
w śledzeniu przebiegu infekcji wirusowych u roślin. 
Przykładem tego może być wykorzystanie konstruk- 
tu zawierającego gen kodujący białko przemieszcza­
nia się wirusa CPMV z przyłączonym genem gfp. 
Produkt ekspresji genu gfp  umożliwia śledzenie 
przemieszczania się wirusa CPMV w liściach wspię- 
gi chińskiej za pomocą mikroskopu fluorescencyjne­
go [54].

Użycie białka GFP może także w znacznym stop­
niu ułatwić ustalenie lokalizacji badanego białka w 
komórce roślinnej. Dołączenie sekwencji genu gfp 
do badanego genu pozwala na określenie lokalizacji 
kodowanego przez ten gen białka. W ten sposób po­
twierdzono między innymi lokalizację kodowanej 
przez różne klony cDNA acetylazy serynowej, w 
trzech różnych przedziałach komórkowych (cytopla- 
zma, chloroplasty, mitochondria) Arabidopsis tha- 
liana [55].

V-3. Badanie mobilności i interakcji białek w 
komórkach roślinnych

V-3.1 T echnika oparta  o p om iar spadku poziom u  
fluorescencji w ygaszonej pu lsem  św iatła

Do badań nad ciągłością błon przedziałów komór­
kowych i transportu białek w ich obrębie, została wy­
korzystana technika oparta o pomiar spadku pozio­
mu fluorescencji wygaszonej pulsem światła (ang. 
Fluorescence Loss In Photobleaching, FLIP). Białka 
fuzyjne związane z białkiem GFP są idealne do wy­
korzystania w technikach związanych z wygasza­
niem fluorescencji pulsem światła, gdyż struktura
III- rzędowa tego białka chroni przed powstawaniem 
wolnych rodników w czasie tego procesu. Technika 
FLIP, którą opisujemy w tym rozdziale, polega na 
ocenie spadku poziomu fluorescencji emitowanej 
przez białko GFP połączone z badanym białkiem, 
kiedy znajdzie się w obszarze naświetlania silną 
wiązką światła. Jeśli cząsteczki wykazujące fluore- 
scencję zlokalizowane w innym rejonie komórki 
będą zdolne do przemieszczenia się przez obszar 
poddawany naświetlaniom, ich fluorescencja ule­
gnie wygaszeniu i zanik fluorescencji będzie wi­
doczny w obu rejonach komórki, co świadczy o 
połączeniu obu rejonów i możliwości migracji białek

między nimi [56]. Techniki tej użyto do potwierdze­
nia hipotezy swobodnej wymiany białek między pla- 
stydami poprzez struktury łączące (ang. stromule) 
(Ryc. 7). Struktury łączące oba plastydy naświetlano

plastyd plastyd

- 0 -  - fluoryzujące białko GFP 

&  - białko GFP, które utraciło zdolność fluorescencji

Ryc. 7. Schemat wykorzystania techniki FLIP do potwierdzenia wymia­
ny białek pomiędzy plastydami. (1) W stromie obu plastydów 
znajdują się wykazujące fluorescencję białka GFP. Naświetla­
nie silnym światłem lasera struktur łączących te plastydy, po­
woduje stopniowe wygaszenie fluorescencji białek GFP, które 
przechodzą przez te struktury. (2) Dalsze naświetlania struktur 
łączących powoduje utratę fluorescencji przez kolejne białka 
GFP. (3) Długotrwałe naświetlanie struktur łączących spowo­
duje ostatecznie całkowitą eliminację fluorescencji obserwowa­
nej początkowo w obu plastydach.

światłem lasera, co powodowało wygaszenie fluore­
scencji białek, które przypuszczalnie przez nie prze­
chodziły. Po kilku cyklach naświetlania w obu pla­
stydach zaobserwowano całkowitą utratę fluorescen­
cji, co potwierdziło hipotezę o możliwości wymiany 
białek między plastydami poprzez łączące je struktu­
ry [57].

V -3.2. T echnika oparta  o p om iar  poziom u odzyskanej 
flu orescen cji w ygaszon ej pu lsem  św iatła

Kolejną techniką badawczą opartą o zjawisko fo- 
towygaszania fluorescencji jest technika oparta o po­
miar fluorescencji odzyskanej po wygaszeniu jej pul­
sem światła (ang. Fluorescence Recovery A fter Pho­
tobleaching, FRAP), która pozwala na oszacowanie 
mobilności białek z dodanym białkiem GFP. W tech­
nice tej wybrany rejon komórki poddawany jest na­
świetlaniu silną wiązką światła lasera, co powoduje 
nieodwracalne wygaszenie fluorescencji znaj­
dujących się tam białek fuzyjnych (białko badane +
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1
Ryc. 8. Schemat zastosowania techniki FRAP do badań nad przemieszczaniem się białek pomiędzy rejonami komórki. ( 1) Oświetlenie wybranego rejo­

nu komórki (A) światłem o właściwej długości wywołuje fluorescencję badanych białek połączonych z białkiem GFP znajdujących się w tym 
rejonie komórki. (2) Naświetlenie badanego rejonu silnym światłem lasera powoduje utratę zdolności fluorescencji zgromadzonych tam białek 
GFP. (3) Napływ białek fuzyjnych z obszarów sąsiadujących badanym rejonem nie poddanych naświetlaniu światłem lasera, powoduje powrót 
fluorescencji w badanym obszarze. Obserwowane odzyskanie fluorescencji w badanym rejonie komórki wskazuje, że badane białka majązdol- 
ność do przemieszczania się z jednego rejonu komórki do innego.

białko GFP). Następnie rejon ten naświetla się 
słabym światłem wzbudzającym fluorescencję GFP. 
Obserwowane przywrócenie zjawiska fluorescencji 
w badanym rejonie komórki wskazuje na napływ fu­
zyjnych białek z innych rejonów komórki, co jest do­
wodem mobilności badanych białek lub struktur, w 
które te białka są wbudowane (Ryc. 8) [58]. Przy 
użyciu techniki FRAP B r a n d i z z i i wsp. [59] po 
raz pierwszy udowodnili przemieszczanie się białek 
błonowych (fuzja GFP z błonowym receptorem se­
kwencji H/KDEL-Erd2) między retikulum endopla- 
zmatycznym a aparatem Golgiego in vivo w komór­
kach liścia tytoniu. Autorzy ci podają również, że od­
zyskiwanie poziomu fluorescencji uprzednio wyga­
szonego rejonu aparatu Golgiego jest zależne od

światło
wzbudzenia

440 nm

energii metabolicznej, co sugeruje, iż transport z reti­
kulum do aparatu Golgiego nie może odbywać się na 
zasadzie dyfuzji. Po użyciu czynników depolimery- 
zujących cytoszkielet i zaobserwowaniu powrotu 
fluorescencji w uprzednio wygaszonych częściach 
aparatu Golgiego, stwierdzono również, że w komór­
kach roślinnych cytoszkielet wydaje się nie być nie­
zbędnym przy transporcie białek do aparatu Golgie­
go [59].

V -3.3. T echnika op arta  o flu orescen cyjn y  rezonansow y  
transfer energii

Technika oparta o fluorescencyjny rezonansowy 
transfer energii (ang. Fluorescence Resonance Ener­
gy Transfer, FRET) pozwala na badanie interakcji

YFP

+4 Ca2+

U

FRET

Ryc. 9. Schemat działania systemu CAMELEON (wg. [60], zmieniono). Wzbudzenie białka CFP światłem o długości fali 440 nm powoduje emisję 
światła o długości fali 480 nm przez to białko. Ponieważ chromofory białek fluorescencyjnych: CFP i YFP znajdują się w zbyt dużej odległości 
od siebie, nie może dojść do wzbudzenia emisji światła przez białko YFP. Po związaniu przez kalmodulinę czterech jonów wapnia, białko to 
zmienia konformację (i swoje ułożenie w stosunku do peptydu M 13), powodując zbliżenie białek fluorescencyjnych na odległość, która pozwa­
la na fluorescencyjny rezonansowy transfer energii pomiędzy białkiem CFP i YFP, co przejawia się emisją światła przez białko YFP (535 nm). 
Użyte skróty: CaM — kalmodulina, CFP — białko zielono-niebieskiej fluorescencji, M13 — peptyd docelowy kalmoduliny, FRET— fluore­
scencyjny rezonansowy transfer energii, YFP — białko żółtej fluorescencji.
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białek pozostających w bliskiej odległości w komór­
ce. Technika ta wykorzystuje mechanizm, w którym 
chromofor jednego białka (donor) emituje światło, 
które następnie wzbudza emisję światła chromoforu 
drugiego białka (akceptor). Do transferu energii do­
chodzi w sytuacji, gdy odległość między chromofo- 
rem donora, a akceptora nie przekracza 100Á. Do 
techniki tej doskonale nadają się pary mutantów 
białka zielonej fluorescencji (BFP-GFP i CFP-GFP) 
o zmienionych właściwościach fluorescencji. 
Długość fali światła emitowana przez BFP (po na­
świetleniu), odpowiada długości fali światła wzbu­
dzenia dla GFP. Dzięki temu w sytuacji, gdy białka 
znajdują się odpowiednio blisko, po wzbudzeniu 
białka BFP następuje fluorescencyjny rezonansowy 
transfer energii (FRET) na GFP i emisja światła 
przez to białko. Podobna sytuacja zachodzi pomię­
dzy parąCFP (chromofor donorowy) i białkiem YFP 
(chromofor akceptorowy) [58],

Technikę FRET zastosowano do wykrywania jo ­
nów Ca2+ i wykorzystano w tym celu konstrukt 
CAMELEON (Ryc. 9). W tym konstrukcie białka 
CFP i YFP połączone są poprzez kalmodulinę zdolną 
dow iązaniajonów Ca2+orazpeptydM 13. W obecno­
ści jonów wapnia kalmodulina zmienia konformację 
powodując zmniejszenie odległości między parą 
chromoforów, co prowadzi do transferu energii i 
związanej z tym zmiany barwy emitowanego światła 
[59]. Konstrukt CAMELEON użyto między innymi 
do badań zmian poziomu jonów Ca2+ w komórkach 
szparkowych Arabidopsis thaliana [60].

VI. Podsumowanie

Białko zielonej fluorescencji (GFP) odkryte u me­
duzy stało się w ostatnich latach jednym z najwa­
żniejszych narzędzi w biologii molekularnej i medy­
cynie. Tak ważna rola białka GFP wynika głównie z 
możliwości formowania przez nie chromoforu i wy­
nikających stąd zdolności fluorescencyjnych. Przed­
stawione w niniejszej pracy główne kierunki badaw­
cze, w których białko zielonej fluorescencji (lub gen 
gfp) jest wykorzystywane (jako gen reportero wy 
podczas transformacji, w lokalizacji organelli ko­
mórkowych i wirusów, w badaniach mobilności i in­
terakcji białek) dotyczą wyłącznie badań z wykorzy­
staniem materiału roślinnego. Badania te do końca 
lat dziewięćdziesiątych były opóźnione w stosunku 
do prac prowadzonych na zwierzętach, co wynikało 
głównie z początkowych trudności z uzyskaniem 
ekspresji genu białka GFP w komórkach roślinnych. 
Pokonanie tych trudności, poprzez wprowadzenie 
opisanych w tej pracy modyfikacji genu gfp, pozwo­

liło na stosowanie wyszukanych technik wykorzy­
stujących GFP i jego pochodnych także w biologii 
molekularnej roślin. Wydaje się, że wraz z upływem 
czasu jeszcze więcej mechanizmów funkcjonowania 
i rozwoju komórki roślinnej znajdzie wyjaśnienie 
dzięki zastosowaniu technik związanych z wykorzy­
staniem białka zielonej fluorescencji.

Artykuł otrzymano 26 stycznia 2004
Zaakceptowano do druku 5 lipca 2004
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Wskazówki 
dla Autorów

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar­
talnik „Postępy Biochemii" publikuje prace przeglądowe oma- 
wiające nowe osiggnięcia, koncepcje i kierunki badawcze w 
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje też noty z hi­
storii biochemii, zasady polskiego słownictwa biochemicznego, 
recenzje nadesłanych ksigżek oraz sprawozdania ze zjazdów, 
konferencji i szkół, w których biorg udział członkowie Towarzy­
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach Biochemii" 
mogg mieć charakter artykułów monograficznych (do 20 stron 
tekstu liczgc piśmiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron tek­
stu), oraz krótkich not o najnowszych osiggnięciach i poglądach 
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość 
podawanych informacji oraz poprawność cytowanego piśmien­
nictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przedstawione za­
gadnienia zilustrowane za pomocą tabel, rycin: wykresy, schema­
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na roz­
działy i podrozdziały, których rzeczowe tytuły tworzą spis treści. 
Zgodnie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry rzymskie, 
podrozdziały odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po­
prawność logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno­
znaczność i czytelność. Autorzy przeto winni unikać składni ob­
cojęzycznej, gwary laboratoryjnej, a także ograniczać stosowa­
nie doraźnie tworzonych skrótów, nawet jeśli bywają używane w 
pracach specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji 
prac podlega ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. 
Redakcja zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu i wprowa­
dzenia zmian nie wpływających na treść pracy, deklaruje też go­
towość konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznaczne z 
oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publiko­
wana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w „Postę­
pach Biochemii". W  przypadku, gdy Autar(zy) zamierza(ją) 
włączyć do swego artykułu ilustracje publikowane przez auto­
rów prac cytowanych, należy uzyskać i przekazać nam odpo­
wiednią zgodę na przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: prosimy o nadsyłanie dwóch egzemplarzy wydruku 
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM 
PC. Wydruk powinien być jednostronny z lewym marginesem 
około 4 cm, z zachowaniem podwójnego odstępu między wier­
szami, z użyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W  przypadku sto­
sowania w tekście liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie 
ołówkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i 
nazwisko (a) Autora (ów), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail 
zakładów, w których pracują Autorzy, adres do korespondencji,

tytuł artykułu w języku polskim i angielskim oraz -  w prawym dol­
nym rogu: liczbę tabel, rycin, wzorów i fotografii oraz skrócony 
tytuł pracy, zamieszczany na okładce czasopisma (do 25 zna­
ków).

Strona 1 (tytułowa) zawiera imiona i nazwiska Autorów, 
tytuł pracy w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści też 
w obu językach, tytuł naukowy każdego z Autorów i ich miejsce 
pracy z adresem pocztowym i adresem e-mail oraz wykaz stoso­
wanych skrótów w porządku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, piś­
miennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzorów i fotogra­
fii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz piśmiennictwa obej muje prace 
w kolejności ich cytowania w tekście, zaznacza się je liczbami 
porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26], 
Odnośniki bibliograficzne powinny mieć nową, uproszczoną for­
mę. Sposób cytowania czasopism (1 ), monografii (2), roz­
działów z książek jednotomowych (3), rozdziałów z tomów serii 
opracowanych przez tych samych redaktorów (4), rozdziałów z 
tomów serii opracowanych przez różnych redaktorów (5) wska­
zują poniżej podane przykłady.

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

2. B o s t o c k  CJ,  S u m m e r  A T(1978)77ie Eucary- 
otic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. N o r b e r t h  T, P i s c a t o r  M (1979) W: F r i- 
b e r g  L, N o r d b e r g G F V o n  V B (red) Handbook on the 
Toxicoiogy o f Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, s. 
541-553

4. D e l e j J ,  K e s t e r s  K (1975) W: F l o r k i n  M, 
S t o t z E H (red) C m prehensive B iochem istry 129B. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, s. 1-7

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

ILUSTRACJE: ryciny powinny być zapisane na dyskietce 
jako: * .tif, lub *.cdr, lub *,psd, lub *.eps. Fotografie czarno-białe 
(kontrastowe) powinny być wykonane na papierze matowym. Ist­
nieje możliwość wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty 
ponoszą Autorzy. Na rycinach nie należy umieszczać opisów 
słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów powinny 
być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Decyzję o stopniu 
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. Ilustracji nie należy 
włączać w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerować: 
ryciny noszą cyfry arabskiej, wzory zaś rzymskie. Na marginesie 
tekstu należy zaznaczyć ołówkiem preferowane miejsce umiesz­
czenia ryciny czy wzoru. Słowne objaśnienia znaków graficz­
nych można umieścić w podpisie pod ryciną, rysunkowe zaś je­
dynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia rycin sporządza się 
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji należy na od­
wrocie podpisać imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autorów i 
pierwszym słowem tytułu pracy oraz oznaczyć „góra-dół" (ołów­
kiem, na odwrocie). Ze względu na wewnętrzną spoistość arty­
kułu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin i zbiorczych 
tabel na podstawie danych z piśmiennictwa.

Wydruk i załączniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietkę, 
właściwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans­
portu, prosimy przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Pasteura 3
02-093 Warszawa

http://rcin.org.pl



KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

dotyczący składek członkowskich i prenumeraty “Postępów Biochemii” 
w roku 2004

Składka członkowska w 2004 roku wynosi:
dla Członków rzeczywistych 80.- zł.
dla Członków studentów 40.- zł
w tym roczna prenumerata “Postępów Biochemii” .

Małżeństwa mogą opłacać składki w wysokości 80.- + 40.- = 120.- zł.

Członkowie, którzy opłaca^ składkę członkowską do 30 czerwca 2004 , mają zapew­
nioną bezpłatną, prenumeratę kwartalnika „Postępy Biochemii”. Członkowie, którzy 
opłacą składkę po tym terminie, będac otrzymywać kwartalnik do czasu wyczerpania 
się zapasów magazynowych.

Powyższe zmiany nie dotyczą^ Członków Honorowych Towarzystwa. Natomiast 
Członkowie-Emeryci -  nadal zwolnieni z opłacania składki członkowskiej -  płacą za 
prenumeratę „Postępów Biochemii” 30.- zł.

Osoby niebędące członkami Towarzystwa moga^ być prenumeratorami “Postępów 
Biochemii” . Koszt w 2004 roku - 80.- zł.

Biblioteki płaca^za prenumeratę „Postępów Biochemii” w roku 2004 120.- zł.

UWAGA: ZMIANA NUMERÓW KONT POLSKIEGO TOWARZYSTWA 
BIOCHEMICZNEGO

Składki członkowskie i prenumerata Kwartalnika 
“Postępy Biochemii”
BPH PBK S.A. Oddział w Warszawie, ul. Krucza 24-26 
95 1060 0076 0000 4110 5000 0371

Prenumerata Kwartalnika “Acta Biochimica Polonica”
BPH PBK S.A. Oddział w Warszawie, ul. Krucza 24-26 
35 1060 0076 0000 4110 5000 0384
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