
PL ISSN 0324-833X

POLSKIE
TOWARZYSTWO
ANATOMICZNE

POLSKIE
TOWARZYSTWO
BIOLOGII
KOMÓRKI

POLISH
ANATOMICAL
SOCIETY

POLISH SOCIETY 
FOR CELL 
BIOLOGY

VOL. 26, ISSUE 3/1999
(444-696)

http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI 
ADVANCES IN CELL BIOLOGY

TOM 26, 1999 NR 3 (445-696) 
VOL. 26,1999 NR 3 (445-696)

K w artaln ik  Polskiego Tow arzystw a A natom icznego, Polskiego T ow arzystw a B iologii Kom órki, Polskiej Sieci 
U N ESC O  oraz Fundacji B iologii Kom órki i Biologii M olekularnej w ydaw any z częściow ą pom ocą finansow ą 
K om itetu B adań N aukow ych.
Q uarterly  o f  the Polish A natom ical Society, the Polish Society o f Cell B iology, the Polish U N ESCO  Net, and 
the Foundation  for Cell B iology and M olecular B iology, partialy  supported by the C om m ittee for Scientific 
R esearch  (K BN )

R edaguje K olegium  -  Editors:
Szczepan B ILIŃ SK I (biologia rozw oju, em briologia, cytoszkielet, połączenia m iędzykom órkow e -  Instytut 
Z oologii UJ, 30-060 Kraków, ul. Ingardena 6),
Jerzy K A W IA K  (im m unologia, cytom etria, hem atologia, biologia now otw orów  -  Zakład C ytologii K linicznej 
CM KP, 01-813 W arszawa, ul. M arym oncka 99),
W incenty  K ILA R SK I (m ięśnie, skurcz m ięśniow y, ruchy kom órek -  Instytu t Zoologii UJ, 30-060 Kraków, ul. 
Ingardena 6),
Jacek K U ŹN IC K I (biologia m olekularna, biochem ia -  Instytu t B iologii D ośw iadczalnej P AN  
im. M. N enckiego, 02-097  W arszawa, ul. Pasteura 3).
[Jan M IC H EJD A  |(szlaki inform acyjne, błony kom órek, energetyka kom órki -  Zakład B ioenergetyki U AM, 
6 1 -/0 1  Poznań, ul. Fredry 10),
M aria O L SZ E W SK A  (kom órki roślinne, inform acja genetyczna w kom órkach roślinnych i zw ierzęcych -  
Z akład  Cytologii i C ytochem ii Roślin  Instytutu F izjologii i C ytologii UŁ, 90-237 Łódź, ul. B anacha 12/16), 
B arbara PŁY T Y C Z  (im m unologia -  Instytut Zoologii UJ, 30-060 Kraków, ul. Ingardena 6)
M aciej Z A B E L  (histologia ogólna, endokrynologia, histochem ia (im m unocytochem ia, hybrydocytochem ia), 
ultrastruktura kom órek -  Zakład  H isto logii AM, 50-368 Wrocław, ul. C hałubińskiego 6d)
Jan Ż ER O M SK I (patologia, im m unologia, c y to m e tria -  K atedra i Zakład Im m unologii A M  60-355 Poznań, ul. 
Przybyszew skiego 49)

R ada R edakcyjna -  A dvisory Board:
Z ofia  O SU C H O W SK A  -  przew odnicząca, M ieczysław  CH O RĄ ŻY , L eszek CIEC IU R A , A ntoni H O RST, 
A leksander KOJ, W łodzim ierz K O R O H O D A , L eszek K U ŹN IC K I, O lgierd N A R K IEW IC Z. A leksandra 
PR Z EŁ ĘC K A , A leksandra STO JA ŁO W SK A , Lech W O JTC ZA K

A dres Redakcji -  E ditorial Office: Centrum M edyczne Kształcenia Podyplomowego, ul. M arym on­
cka 99, 01-813 Warszawa, Poland, tel. 8340 344, fax 8340470, email: jkaw iak@ cm kp.edu.pl.

©  Fundacja  B iologii K om órki i Biologii M olekularnej -  Foundation for Cell B iology and M olecular B iology

W szystkie p raw a zastrzeżone. Zabrania się kopiow ania części lub całości bez uprzedniego p isem nego zezw o­
lenia Fundacji B iologii K om órki i B iologii M olekularnej.

All rights reserved. No part o f this publication may be reproduced in any form  or by any m eans w ithout the 
prio r w ritten perm ission  of the publisher. Requests to the publisher for perm ission should be adressed to the 
Fundacja B iologii K om órki i B iologii M olekularnej.

Ark. wyd. 19,75. Ark. druk. 16,0 Podpisano do druku w czerwcu 1999 r. Druk ukończono w lipcu 1999 r.

http://rcin.org.pl

mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl


W tym Zeszycie Postępów Biologii Komórki

W komórkach gametogenicznych, podobnie jak w komórkach hemo- 
poetycznych (PBK1992; 19,187), regulacyjne funkcje pełni SCF (Stern 
Celi Factor) stanowiący ligand dla receptora c-Kit. W jądrze komórki 
Sertoliego mają ekspresję SCF, a receptory c-Kit są na pierwotnych 
komórkach gametogenicznych, spermatogoniach i innych komórkach. 
Omówienie tego problemu znajdzie Czytelnik na stronie 461.
Wielkość genomu komórek roślinnych i zwierzęcych zależy głównie od 
zawartości powtarzalnych sekwencji DNA. Pewne typy sekwencji są 
podobne u wszystkich organizmów, podczas gdy inne są specyficzne 
dla gatunku. Różne typy sekwencji mają charakterystyczne rozmiesz­
czenie w chromosomach, stąd chromosom jest zbudowany z chroma- 
tynowych domen. Omówienie tego tematu znajdzie Czytelnik na stronie 
507.
W przejściu komórki przez fazę G1 cyklu komórkowego biorą udział 
kinazy zależne od cyklin (Cdk): Cdk4 oraz Cdk6, które fosforylują białko 
Rb. Istotną rolę w regulacji aktywności wspomnianych enzymów odgry­
wają białka należące do rodziny p16. Wiążą się one z CDk i hamują ich 
aktywność. W artykule na stronie 539 przedstawiono stan obecnej 
wiedzy dotyczącej budowy, mechanizmu działania oraz funkcji biologi­
cznej białek rodziny p16.
Dalszy artykuł w „Postępach” o apoptozie (uprzednie artykuły: 1995; 22: 
247; 1996; 23:299; 1997; 254:561; 1998; 25: 315; 1998; 25: 649; 1999; 
26 285) znajdzie Czytelnik na stronie 561.
Na stronach: 651 i 667 podsumowano wyniki obserwacjji potencjalnych 
mechanizmów przeciwnowotworowego działania niesteroidowych le­
ków przeciwzapalnych.

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 26, 1999 NR 3 (447-460)

ZESPÓŁ KARTAGENERA 
JAKO ZESPÓŁ NIERUCHOMYCH RZĘSEK -  

PRZEGLĄD WIADOMOŚCI
T H E  K A R T A G E N E R ‘S S Y N D R O M E  AS A N  IM M O T IL E  C IL IA  

S Y N D R O M E  -  A N  O V E R V IE W

Andrzej M ARSZAŁEK*, M ałgorzata BŁOTNA-FILIPIAK*, Michał WITT**,
Wiesława BICZYSKO*

*Katedra i Zakład Patomorfologii Klinicznej Akademii Medycznej im. Karola M ar­
cinkowskiego; **Zakład Genetyki Człowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Streszczenie: Zespół Kartagenera należy do chorób uwarunkowanych genetycznie dziedziczonych 
autosomalnie recesywnie z różną ekspresją. Po raz pierwszy został opisany na początku naszego wieku 
jako triada objawów: zapalenie zatok, rozstrzenia oskrzeli i odwrócenie trzew. Podłoże tego zespołu 
chorobowego zostało wyjaśnione w połowie lat siedemdziesiątych na podstawie badań mikroskopowo- 
elektronowych. Podstawowym zaburzeniem jest brak ramion zewnętrznych dyneiny w dubletach mikro- 
tubul rzęski. Zespół Kartagenera jest przykładem zespołu nieruchomych rzęsek. Zaburzenia funkcji 
aksonemy prowadzą do zaburzeń w czasie embriogenezy, a klinicznie głównie do objawów ze strony 
układu oddechowego. W wielu przypadkach obserwuje się także zaburzenia płodności (u obu płci). 
Obecnie prowadzone są badania prowadzące do ustalenia zaburzeń genetycznych u chorych mających 
podobne objawy kliniczne.
(.Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 447-460)

Słowa kluczowe: zespół nieruchomych rzęsek, zespół Kartagenera, diagnoza.

Summary: The Kartagener's syndrome is an autosomal recessive disease. The clinical presentation is 
variable. The classic triad of symptoms (bronchiectasis, sinusitis and situs inversus) was described at the 
beginning of that century. However the basic abnormality were found in electron microscopic studies 
and described in mid 70-ties. As a primary defect the lack of outer arms of dynein within ciliary 
microtubular doublets was described. Kartagener's sydrome is a part of immotile cilia syndrome. In that 
group of patients the abnormal ciliary activity is responsible for pulmonary symptoms (mainly), and also 
affects cells during embryogenesis. Some patients (both sexes) are infertile. Nowadays the genetic studies 
are done for establishing how many genetic abnormalities may have same clinical presentation.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 447-460)
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448 A. M ARSZAŁEK I IN.

Key words: immotile cilia syndrome, Kartagener's syndrome, diagnosis.

WSTĘP

Zespół współistnienia triady objawów w postaci: rozstrzenia oskrzeli, przewlekłe 
zapalenia zatok obocznych nosa oraz przełożenie trzew, został opisany i opubli­
kowany po raz pierwszy w roku 1902, a następnie w 1904 [35]. Pierwsze doniesienie 
jednak nie zostało dostrzeżone. W roku 1933 Manes Kartagener [20] opisał ponownie 
taki sam zespół objawów występujący u czterech pacjentów. Ten artykuł zyskał 
sobie takie uznanie, iż w późniejszych latach wspomnianą triadę objawów przyjęło 
się nazywać zespołem lub triadą Kartagenera. Kartagener skupił się nad wyjaśnieniem 
powstawania rozstrzeni oskrzeli u osób z odwróceniem trzew. Podejrzewał, że „osła­
bienie oskrzeli” u opisanych przez siebie pacjentów związane jest z niedoborem 
„tkanki elastycznej” . Choć wielu autorów w późniejszych latach opisywało przypadki 
współistnienia wspomnianych wyżej objawów, to jednak molekularne wytłumaczenie 
obserwowanych zaburzeń zostało przedstawione dopiero w połowie lat siedem­
dziesiątych przez zespół Afzeliusa [1, 14]. Podłożem obserwowanych zaburzeń 
jest nieprawidłowa budowa rzęski. Prowadzi to do zaburzenia jej ruchomości lub 
nawet do całkowitego braku ruchu. Tylko u około połowy pacjentów z rzęskami 
o nieprawidłowej budowie występuje odwrócenie trzew (które samo z siebie nie 
powoduje powikłań). Opublikowano szereg prac dotyczących zaburzeń w budowie 
rzęski, prowadzących do zespołu nieruchomych rzęsek.

Obecnie zespół Kategemera jest uznany za jedną z postaci zespołu nieruchomych 
rzęsek. Synonimy istniejące w piśmiennictwie, to: pierwotna dyskineza rzęsek (pri- 
mary ciliary diskinesia -  PCD, dyskinetic cilia syndrome, immotile-dyskinetic cilia 
syndrome, acilia syndrome, immotile-cilia syndrome -  ICS), zespół Ziverta lub 
Siewert (dwa ostatnie terminy obowiązują na terenie byłego Związku Radzieckiego) 
[4, 45].

BUDOWA PRAWIDŁOWEJ RZĘSKI

Prawidłowa rzęska (cilium ) ma średnicę 0,2-0,25 pm. Długość waha się od 
5 do 10 pm, i najczęściej wynosi 6 pm. Na powierzchni jednej komórki może 
znajdować się do 250 rzęsek. Każda rzęska pokryta jest wypustką błony cyto- 
plazmatycznej, a główną jej część stanowi aksonema (stanowiąca aparat ruchowy) 
zatopiona w cytoplazmie podstawowej. Podobną budowę ma witka (flagellum ), 
jest jednak dłuższa (15-70 pm; np. witka plemnika ma długość 40 pm). Witki 
występują na komórkach pojedynczo.
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a

b

RYSUNEK l.a -  Schemat przekroju poprzecznego rzęski: A -  podjednostka A; B -  podjednostka B; C 
-  ramię zewnętrzne dyneiny; D -  ramię wewnętrzne dyneiny; E -  otoczka centralna; F -  wypustka błony 
cytoplazmatycznej; G -  połączenia neksynowe; H -  obwodowa para mikrotubul; I -  pojedyncze 
mikrotubule centralne; J -  promienie łączące; b -  schemat podłużnego przekroju rzęski

Budowę prawidłowej aksonemy rzęskowej (rys. 1) po raz pierwszy opisali Fawcett 
i Porter [15]. Składa się ona z układu mikrotubul: 9 par + 2 (w sumie 20). Centralnie 
umieszczone są dwie pojedyncze mikrotubule (ang. singlets), natomiast na obwodzie 
regularnie rozmieszczonych jest 9 par (ang. doublets). Każda obwodowo umieszczona 
para składa się z podjednostki A (zbudowana z 13 protof i lamentów tubulinowych) 
oraz B (zbudowana z 11 protofilamentów tubulinowych), które łączą się przez 
wspólny odcinek ściany. Na podjednostce A w odstępach co 24 nm umieszczone
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450 A. M ARSZAŁEK I IN.

są dwa ramiona dyneiny (zewnętrzne i wewnętrzne), które kierują się zgodnie z 
ruchem wskazówek zegara do podjednostki B następnej pary.

Obwodowo ułożone pary przez występujące co 29 nm promienie łączące (ang. 
radial spoke) promieniście połączone są z powłoczką środkową (ang. central sheath) 
występującą co 14 nm, a otaczającą dwie mikrotubule centralne. Ponadto dublety 
obwodowe połączone są między sobą przez wiązania neksynowe (ang. nexin-link) 
występujące co 86 nm.

Aksonema tworząca rdzeń rzęski wnika do ektoplazmy, gdzie łączy się z ciałkiem 
podstawnym (kinetosomem) mającym budowę zbliżoną do centrioli. W obrębie 
ciałka podstawnego obwodowe pary łączą się z podjednostką C i w ten sposób 
tworzą tryplety. Nie występuje tutaj natomiast para centralna (rys. Ib).

Ruch rzęsek odbywa się dzięki dyneinie, która ma aktywność ATPazy. Dyneina 
u ssaków składa się z dwóch łańcuchów ciężkich, o masie cząsteczkowej ok. 450 
kDa, ponadto z trzech łańcuchów pośrednich o masie 70-125 kDa oraz wielu łań­
cuchów lekkich o masie 15-25 kDa [46]. Dyneina aktywowana jest przez jony 
Ca2+ i M g2+ i wiąże się z neksyną (masa cząsteczkowa 160 000). Pojedynczy 
cykl ruchowy trwa od 0,1 do 0,2 s. Składa się z dwóch faz. Pierwsza tzw. szybka 
(w tej fazie następuje przesuwanie materiału umieszczonego na powierzchni na­
błonka) polega na gwałtownym zgięciu rzęski u jej podstawy. Druga faza cha­
rakteryzuje się powolnym  powrotem do pozycji wyjściowej. W czasie ruchu 
poszczególne mikrotubule wykonują względem siebie ruch falowy. W czasie ko­
lejnych faz powstają i rozpadają się wiązania między dyneiną a podjednostką B. 
Mechanizm podobny jest do zmian, jakie zachodzą w czasie ruchu mięśni pomiędzy 
aktyną i miozyną. Zakres ruchu ograniczony jest przez wiązania neksynowe. W 
podobny sposób odbywa się ruch witek. W warunkach prawidłowych ruch rzęsek 
na wielu komórkach odbywa się w sposób skoordynowany i ma charakter falowy. 
Dzięki takiemu ruchowi (porównywany jest czasem do falujących łanów zboża) 
na przykład w drogach oddechowych przesuwany jest śluz pokrywający nabłonek 
drzewa oskrzelowego (produkowany w ilości ok. 0,5 ml/kg m.c./d), a szybkość 
wędrówki zależy od topografii. I tak w oskrzelach wewnątrzpłucnych wynosi ona 
ok. 2 mm/min, natomiast w tchawicy ok. 10 mm/min.

Nabłonki urzęsione są dość licznie reprezentowane w ludzkim organizmie i wy­
stępują w następującej lokalizacji:

1) górne drogi oddechowe: nos (także komórki węchowe), zatoki przynosowe, 
trąbka Eustachiusza, śluzówka ucha środkowego, nosogardło,

2) tchawica i oskrzela (aż do oskrzelików oddechowych)
3) woreczek łzowy,
4) ependymalna wyściółka ośrodkowego układu nerwowego i kanał centralny,
5) endometrialna wyściółka głębszych części szyjki macicy,
6) jajowody,
7) kanaliki wyprowadzające na granicy jądra i najądrza.
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Natomiast nabłonki zbudowane z komórek mających pojedynczą rzęskę/witkę 
spotykane są w następujących narządach:

1) tarczyca,
2) oko (wewnętrzny śródbłonek rogówki, sieć beleczkowa, naczyniówka),
3) wiele z nabłonków zarodkowych [4, 14].

ZABURZENIA MORFOLOGICZNE

Na poziomie ultrastrukturalnym podstawowym zaburzeniem jest brak ramion 
zewnętrznych dyneiny (fot. 2, 3). Powoduje to spowolnienie uderzeń rzęsek. Zwraca 
się także uwagę na brak ramion wewnętrznych, choć część autorów uważa, iż 
nie ma to znaczenia czynnościowego [15]. Opublikowano także doniesienia, w 
których autorzy podkreślają, iż kluczowym dla ruchu rzęski jest ramię wewnętrzne, 
natomiast zewnętrzne ma znaczenie dla szybkości ruchów [9]. Czynnościowo istotne 
są zaburzenia związane z obecnością lub nieprawidłowym układem promieni łą­
czących, a także powłoczką środkową oraz wiązaniami neksynowymi. Brak wy­
mienionych struktur powoduje zaburzenia architektury aksonemy (fot. 2). Dublety 
mikrotubul mogą być rozmieszczone nieregularnie. Obserwuje się także tzw. rzęski 
olbrzymie (fot. 4). Powstają one ze zlania kilku aksonem, które otoczone są wspólną 
wypustką cytoplazmatyczną. Takie zjawisko może być szczególnie nasilone przez 
wtórne infekcje w drogach oddechowych. Obserwuje się także nieprawidłową liczbę 
mikrotubul. W materiale autorów znajduje się przypadek, w którym dublety są 
zastąpione pojedynczymi mikrotubulami (fot. 3).

W przypadku prawidłowej budowy pojedynczej aksonemy, dla zespołu nieru­
chomych rzęsek ważna jest orientacja przestrzenna poszczególnych rzęsek. Linia 
poprowadzona przez pojedyncze mikrotubule centralne powinna być równoległa 
do takiej linii w sąsiadujących rzęskach lub tworzyć kąt nie większy niż 15° (według 
różnych autorów od 5 do 25 °) [5]. W przypadku występowania kąta większego 
niż 35° rzęski danego obszaru można uważać za czynnościowo niewydolne [29]. 
Opisano występowanie zaburzeń orientacji rzęsek także w innych chorobach, takich 
jak: astma oraz zakażenia dróg oddechowych [21, 23]. Na podstawie przeprowa­
dzonych i dotychczas opublikowanych badań nie można określić, czy zaburzenie 
orientacji jest zmianą pierwotną o podłożu genetycznym, czy może rozwijać się 
w wyniku przewlekłego procesu zapalnego [29].

Nieprawidłowości budowy i funkcji rzęsek można pogrupować w następujące 
zestawienia: grupa pierwsza -  zaburzenia widoczne na poziomie ultrastrukturalnym 
oraz grupa druga -  obejmująca nieprawidłowości rzęsek wykrywane innymi te­
chnikami (ta grupa zostanie opisana szczegółowo dalej w części dotyczącej diag-
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452 A. M ARSZAŁEK I IN.

nostyki). W grupie pierwszej opisywane nieprawidłowości na poziomie mikroskopii 
elektronowej dotyczą budowy aksonemy i występują jako:

1) brak lub niedobór ramion dyneiny (obu ramion, ramion wewnętrznych, ramion 
zewnętrznych),

2) nieprawidłowo krótkie ramiona,
3) krótkie promienie łączące,
4) brak otoczki centralnej
5) brak mirotubul centralnych (fot. 1),
6) przemieszczenie mikrotubul w obrębie aksonemy,
7) nieprawidłowa liczba mikrotubul w aksonemie (np.: 8 + 2, 9 + 0, 9 + 1, 

9 + 3, 9 + 4) (fot. 2),
8) nieprawidłowa liczba obwodowych dubletów (np. 10), a także dodatkowe 

pojedyncze mikrotubule na obwodzie, zmniejszona liczba obwodowych dubletów 
(od 2 do 8),

9) nieprawidłowa liczba centralnych singletów (od 1 do 5),
10) nieprawidłowa liczba protofilamentów w podjednostce A (N = 13, aż do 

17),
11) nieprawidłowa liczba mikrotubul w aksonemie (od 2 do 20),
12) powstawanie tak zwanych rzęsek złożonych (mega rzęsek, jedna wypustka 

cytoplazmy obejmuje kilka zespołów aksonemy), zaburzenia te widywane są naj­
częściej w skojarzeniu z zakażeniami w przewlekłych zapaleniach oskrzeli oraz 
rakach odoskrzelowych,

13) zmniejszenie liczby rzęsek na komórkach,
14) brak komórek urzęsionych w górnych drogach oddechowych [2, 13, 18, 

37, 38, 41].
W ymienione nieprawidłowości doprowadzają do czynnościowych zaburzeń fun­

kcji rzęski, które określić można jako: rzęski nieruchome, słabo ruchome lub nie­
praw idłow o ruchom e. Podejrzew a się, iż w przypadku braku lub obecności 
nieprawidłowo krótkich ramion dyneiny mamy do czynienia z brakiem ciężkiej 
podjednostki dyneiny, a przez to z brakiem czynności ATPazowej. Zaburzenia ru­
chomości rzęsek mają różną ekspresję i obejmują: częstość uderzeń, nieprawidłową 
koordynację mchu oraz nieprawidłową amplitudę wychyleń w poszczególnych 
fazach ruchu. W edług doniesień Veermana i wsp., u jednego pacjenta może wy­
stępować kilka różnych nieprawidłowości [45]. Z drugiej strony zaburzenia wy­
stępujące w witkach plemników mają bardziej jednorodny charakter [4]. Pamiętać 
jednak należy, iż wśród osób zajmujących się diagnostyką zespołu nieruchomych 
rzęsek nie ma jednolitego poglądu na kryteria rozpoznania. Na zjeździe, który odbył 
się w 1998 r w Asheville (Północna Karolina) w USA wśród obradujących wykry­
stalizowały się dwie grupy naukowców stosujących odmienne kryteria rozpoznania. 
Pierwsza grupa (tzw. totalna) przyjmuje, że zaburzenie musi być obecne w całym 
badanym materiale. Druga natomiast twierdzi, iż dla diagnozy wystarczające jest
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FOTOGRAI IE: lot. 1 -  na przekrojach poprzecznych w niektórych rzęskach brak pary centralnej lub 
wstępuje tylko jedna mikrotubula, ponadto brak zewnętrznych, a czasem obu ramion dynemy (elektro- 
nogram, pow. 56 000 x); fot. 2 -  nieprawidłowa liczba dubletów mikrotubul w aksonemie (elektronogram, 
pow. 90 000 x); fot. 3 -  w niektórych rzęskach w miejscu dubletów występują pojedyncze mikrotubule 
(elektronogram, pow. 60 000 x); fot. 4 -  zlewanie się rzęsek i powstawanie tzw. megarzęsek (elektrono­
gram, pow. 21 000 x)
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wystąpienie zaburzeń w przynajmniej 30% badanych struktur (Schroeder J - in­
formacja ustna).

KLINIKA

W ystępowanie zespołu Kartagenera w populacji określa się jako 1 na 30 000 
do 1 na 60 000. Niektórzy autorzy podają częstość występowania tego zaburzenia 
jako 1 na 40 000 do 1 na 120 000. Tak duża rozpiętość poglądów wynika z braku 
ścisłości kryteriów, jakie biorą pod uwagę poszczególni autorzy doniesień. Jeśli 
rozpatrywać występowanie tego zespołu chorobowego jako współistnienie poszcze­
gólnych objawów, to rozpiętość występowania tego zaburzenia w populacji jest 
jeszcze większa, od 1 na 8 000, aż do 1 na 120 000. Rott [30] w swej pracy 
podał występowanie zespołu Kartagenera jako 1 na 18 000 do 1 na 229 000, a 
występowanie zespołu nieruchomych rzęsek jako dwukrotnie częstsze. W populacji 
japońskiej przełożenie trzew jest znacznie częstsze i występuje 1 na 4 400 [41]. 
W Europie i Stanach Zjednoczonych przełożenie trzew obserwuje się 1 na 8.000 
do 11 000. Z opracowań epidemiologicznych wynika, iż jedynie u 20-25%  tych 
pacjentów występują rozstrzenia oskrzeli i przewlekłe zapalenia zatok obocznych 
nosa. Przyjmuje się, że rozstrzenia oskrzeli występują w populacji ogólnej jedynie 
poniżej 0,5% [22]. W grupie noworodków odsetek powikłań ze strony układu od­
dechowego jest jeszcze wyższy [10]. Jednak ze względu na wyższą umieralność 
niemowląt i dzieci, w populacji osób dorosłych liczba pacjentów z współistniejącymi 
zaburzeniami jest stosunkowo niższa.

U zwierząt (psy i myszy) przełożeniu trzew towarzyszy wodogłowie [42].
Prawidłowa funkcja rzęski jest genetycznie uwarunkowana. Do tej pory ustalono, 

iż odpowiedzialna za to jest heterogenna grupa około 200 polipeptydów. Niepra­
widłowości w tej grupie ujawniają się szczególnie w urzęsionych komórkach dróg 
oddechowych, a także innych narządów (także plemników). Częstość występowania 
zespołu u mężczyzn i kobiet jest jednakowa, a objawy kliniczne niezależnie od 
płci są raczej jednolite. Na podstawie wielu opracowań i doniesień ustalono, iż 
najczęstszą formą dziedziczenia jest dziedziczenie autosomalne recesywne. W rzad­
kich przypadkach obserwuje się także postać autosomalną dominującą. Opisano 
także postać rodzinną zespołu, w której objawy obecne były u 50% potomstwa. 
Natomiast w modelu doświadczalnym (zwierzęcym) obserwuje się dziedziczenie 
związane z chromosomem X [42]. Większość objawów związanych z zespołem 
nieruchomych rzęsek obecna jest od dzieciństwa. U noworodków często spotyka 
się stany niedotlenienia. W szystkie objawy ze strony układu oddechowego rozwijają 
się wtórnie. Pierwotnym zaburzeniem jest nieprawidłowa ruchomość (lub jej cał­
kowity brak) rzęsek. W drogach oddechowych gromadzony jest śluz, który ze względu
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na brak transportu zalega. Jest on pożywką dla bakterii, które odpowiedzialne są 
za rozwój zakażeń, przewlekłych zapaleń i związanych z tym powikłań. Typowy 
wywiad u osoby z zespołem nieruchomych rzęsek jest następujący: nawracające 
zakażenia układu oddechowego od wczesnego dzieciństwa, nawracające zapalenia 
płuc, kaszel z wydzieliną w różnej ilości, krwioplucie o zmiennym występowaniu 
i nasileniu oraz czasami niewydolność oddychania i krążenia, a także zapalenia 
zatok i ucha środkowego z powikłaniami [34, 36].

Do najczęściej spotykanych powikłań klinicznych należy zaliczyć:
1) przewlekły kaszel z odkrztuszaniem,
2) rozstrzenia oskrzeli,
3) przewlekły nieżyt nosa,
4) polipy nosowe,
5) przewlekłe i/lub nawracające zapalenia oskrzeli,
6) często niedorozwój (hypoplazja lub aplazja) zatok czołowych,
7) zapalenie ucha środkowego i trąbki słuchowej,
8) rozwój choroby obturacyjnej płuc,
9) nadciśnienie płucne,
10) mężczyźni są niepłodni (istnieją doniesienia, z opisem przypadków pacjentów 

z zespołem nieruchomych rzęsek, lecz bez zaburzeń ruchomości nasienia i od­
wrotnie), natomiast kobiety tak lub nie [19, 24, 33, 36, 43].

Ponad to istnieją doniesienia o występowaniu innych chorób w skojarzeniu z 
zespołem nieruchomych rzęsek, są to: wrodzone wady serca (ubytek w przegrodzie 
międzyprzedsionkowej, ubytek w przegrodzie między komoro wej, przełożenie wiel­
kich naczyń oraz tetralogia Fallota), wrodzona głuchota, zaburzenie budowy kośćca, 
schizofrenia, reumatyczne zapalenie stawów, retinitis pigmentosa, jednak bezpo­
średni związek z wymienionymi zaburzeniami nie został jeszcze ostatecznie okre­
ślony [ 16, 26, 30]. Być może jest to współistnienie przypadkowe. Także rola zaburzeń 
ruchomości rzęsek w zespole przełożenia trzew została zasugerowana, lecz dokładne 
opracowania są nadal na etapie prac [3, 43, 12].

DIAGNOSTYKA

Podstawowym badaniem potwierdzającym zespół nieruchomych rzęsek jest ba­
danie w transmisyjnym mikroskopie elektronowym. Nie wykryto do tej pory metody 
równie skutecznej. W ynik badania może być wiarygodny, jeśli liczba badanych 
rzęsek była wyższa niż 60. Mniejsze znaczenie ma miejsce pobrania materiału 
[47]. W celu postawienia prawidłowego rozpoznania rzęski powinny być oceniane 
przy użyciu powiększenia końcowego między 65 000 a 180 000 [16]. Podstawowym 
poszukiwanym  zaburzeniem jest brak ramion dyneiny: zewnętrznych, wewnętrznych
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lub obu. Ponadto zwraca się uwagę na zaburzenia w obrębie aksonemy (zmiany 
wymienione wcześniej w podrozdziale o zaburzeniach rzęskowych). Istotne zna­
czenie ma także badanie orientacji przestrzennej pary centralnej w sąsiednich rzęskach 
[28, 38]. Czułość tego badania wynosi ok. 69,8%, natomiast swoistość -  97,5%
[29].

Wśród badań prostszych, lecz nie dających całkowitego potwierdzenia są badania 
ruchomości rzęsek lub plemników. Szczególnie przydatne (choć mniej swoiste) 
jest badanie ruchomości plemników u mężczyzn, zwłaszcza iż pobranie materiału 
jest mniej traumatyczne niż biopsja oskrzelowa. Oczywiście należy uprzednio wy­
kluczyć zaburzenia ruchliwości plemników inne niż związane z nieprawidłową bu­
dową witki.

Do badań mniej inwazyjnych należy także pomiar wydolności oczyszczania dróg 
oddechowych ze śluzu. W ykonuje się je polecając choremu wdychanie radioaktyw­
nych cząsteczek (średnicy 6 |im ) znakowanych technetem 99, a następnie badanie 
radioaktywności nad powierzchnią klatki piersiowej przez 2 godziny. Podstawowym 
warunkiem prawidłowego wykonania badania jest zalecenie pacjentowi powstrzy­
manie się od kaszlu w czasie całego testu.

Istnieją doniesienia opisujące fotometryczne pomiary częstości uderzania rzęsek, 
jednak w celu wykonania badania potrzebny jest wysoce specjalistyczny sprzęt, 
pozwalający na przyżyciowe oglądanie (czasem także zapis wideo) ruchów rzęsek 
w świetle stroboskopowym w czasie laryngoskopii lub bronchoskopii [25, 31].

Jako metodę przesiewową (ang.: screening) stosuje się test sacharynowy. Jest 
on prosty i nie obciążający pacjenta. Polega na umieszczeniu cząsteczek sacharyny 
na dolnej małżowinie nosowej w odległości ok. 10 mm od początku nozdrzy prze­
dnich. Następnie mierzy się czas, po którym pacjent zaczyna odczuwać słodki 
smak w gardle. W warunkach prawidłowych nie powinien on przekraczać 1 godziny.

W celu określenia zaburzeń ruchomości rzęsek stosuje się także inne techniki: 
badanie ruchu rzęsek błony śluzowej w wycinku pobranym z oskrzela w ciemnym 
polu (w mikroskopie optycznym), badanie żywotności plemników, badanie transportu 
śluzowo-rzęskowego (śledząc przesuwanie się śluzu w czasie badania bronchofi- 
beroskopowego). Obecnie zaczęto wprowadzać także bardziej zaawansowane metody 
diagnostyczne, wśród których są badania immunofluorescencyjne lub techniki PAP 
z użyciem przeciwciał przeciwko dyneinie. Jednak w tych przypadkach lepiej za­
stosować niestandardowe techniki utrwalania i zatapiania materiału (form ol calcium  
lub metoda AMeX, parafina niskotopliwa) [43]. Są autorzy, którzy w celu stwier­
dzenia zaburzeń budowy rzęski i jej elementów używali technik Western Blotting 
[43].

Na podstawie długoletnich badań Afzelius stwierdził, iż nie potrzeba żadnych 
dodatkowych badań, jeśli mamy do czynienia z chorymi o doskonale udokum en­
towanej klinice [4]. Ma to miejsce w przypadku:

1) pełnego zespołu Kartagenera,
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2) mężczyzn z przewlekłymi zapaleniami oskrzeli i nieżytem nosa od dzieciństwa 
i plemnikami o zaburzonej ruchliwości,

3) pacjentów z objawami płucnymi i rodzeństwem z objawami 1 i 2.
W rozważaniach na temat zespołu objawów sugerujących zespół nieruchomych 

rzęsek należy rozpatrzyć problem diagnostyki różnicowej. Ze względu na objawy 
płucne zespół Kartagenera należy różnicować z mukowiscydozą oraz niedoborami 
immunologicznymi. Przewlekłe zapalenia zatok i/lub oskrzeli z niepłodnością (azo­
ospermia z niedrożności) są typowe dla zespołu Younga. Ponadto ze względu na 
obecność rozstrzeni oskrzeli należy różnicować z zespołem Swyer-James i zespołem 
MacLeod.

BADANIA GENETYCZNE

Ustalono, iż zespół Kartagenera dziedziczy się najczęściej w sposób autosomalny 
recesywny (o innych sposobach dziedziczenie wspomniano powyżej). Jednak wciąż 
prowadzone są badania w celu określenia genów odpowiedzialnych za powstawanie 
poszczególnych postaci zespołu nieruchomych rzęsek. Od początku lat dziewięć­
dziesiątych wykorzystywane są do tego również modele doświadczalne (zwierzęce, 
np.: szczury, psy) [42]. Zauważono także, iż zaburzenia budowy rzęsek przypominają 
nieprawidłowości spotykane w genetycznie zmutowanych organizmach niższych 
(Chlamy domonas, Drosophila, Paramecium ) [7, 32].

Do tej pory zidentyfikowano u ssaków 15 różnych genów odpowiedzialnych 
za kodowanie ciężkich łańcuchów dyneiny [6, 39, 40, 44]. Dyneina występująca 
w komórkach została podzielona na dwie klasy/rodziny. Pierwsza tzw. cytopla- 
zmatyczna, odpowiedzialna między innymi za wsteczny transport pęcherzyków, 
utrzymywanie położenia organelli komórkowych (np. aparat Golgiego) oraz prze­
mieszczanie chromosomów, kodowana jest przez dwa geny. Natomiast druga kla­
sa/rodzina, występująca w aksonemie rzęski lub witki, na podstawie dotychczas 
przeprowadzonych badań stwierdzono, iż może być kodowana przez 13 różnych 
genów. Łańcuchy ciężkie ramienia zewnętrznego i wewnętrznego dyneiny kodowane 
są przez różne (odpowiednio: cztery i dziewięć) geny. Zostały one zlokalizowane 
na chromosomach: 3, 7, 12, 14, 16, 17 [11]. W świetle ostatnio opublikowanych 
badań podejrzewa się, iż u ludzi zostaną odkryte jeszcze trzy geny kodujące łańcuchy 
ciężkie dyneiny w aksonemie (jeden dla ramienia zewnętrznego i dwa dla we­
wnętrznego) [11, 27].

Stale jednak należy pamiętać, że na obserwowane na poziomie ultrastrukturalnym 
nieprawidłowości w budowie rzęski mają wpływ czynniki środowiskowe (zapalenia, 
wdychane gazy). Istotny w tych rozważaniach jest także fakt, iż u jednego pacjenta 
może występować kilka zaburzeń [4, 42]. Ponad to, o czym wspomniano wcześniej,
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prawidłowa czynność rzęski zależy nie tylko od dyneiny, lecz także od szeregu 
innych polipetydów. Istnieją także doniesienia wskazujące na związek zespołu nie­
ruchomych rzęsek z genotypem HLA-DR7 (haplotyp DQW2 lub D Q a) [8, 17].

LECZENIE

Leczenie jest jedynie objawowe. W dobie antybiotykoterapii i środków popra­
wiających ewakuację śluzu z dróg oddechowych kolejne zakażenia mogą być sku­
tecznie leczone. Z tego powodu ryzyko powstawania rozstrzeni oskrzeli jest obniżone. 
W szyscy pacjenci podlegają bezwzględnemu zakazowi palenia tytoniu. Rokowanie 
jest dobre.

Prowadzenie wielu badań pozwoliło na określenie i poznanie przyczyn zaburzeń 
ruchomości rzęsek. W części przypadków udało się nawet określić geny, które 
są odpowiedzialne za powstawanie zaburzeń. Jednak do tej pory nie znaleziono 
metody, która by pozwoliła na uruchomienie rzęsek in situ.
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ROLA SYSTEMU c-Kit/SCF W REGULACJI PROCESU 
SPERMATOGENEZY SSAKÓW

R O L E  O F T H E  c-K it/S C F  S Y S T E M  IN  R E G U L A T IO N  
O F M A M M A L IA N  S PE R M A T O G E N E S IS

Jolanta BARTMAŃSKA 

Instytut Zoologiczny, Uniwersytet Wrocławski

Streszczenie: Receptor c-Kit o aktywności kinazy tyrozynowej, kodowany jest przez protoonkogen c-kit 
usytuowany w locus W (White-Spotting). Gen ten ulega ekspresji w komórkach gametogenicznych w 
różnych etapach rozwoju z wyjątkiem spermatogoniów As. SCF (SCF; ang. Stem Cell Factor) stanowią­
cy ligand dla receptora c-Kit jest kodowany przez gen leżący w locus SI (Steel), ulegający ekspresji w 
komórkach Sertoliego. W gonadzie męskiej występują dwie formy SCF: mbSCF (ang. membrane bound 
SCF) i sSCF (ang. soluble SCF). Obie formy SCF są zdolne do wywołania autofosforylacji receptora 
c-Kit. Układ c-Kit/SCF reguluje namnażanie i wędrówkę pierwotnych komórek płciowych (PGCs; ang. 
Primordial Germ Cells) i gonocytów oraz namnażanie i przeżywanie spermatogoniów. Ponadto ograni­
cza apoptozę spermatocytów i spermatyd, a także wpływa na zdolność plemników do ruchu oraz na 
przebieg reakcji akrosomalnej i kapacytacji. Mutacje w loci W i SI wywołują efekty plejotropowe i 
prowadzą do zaburzeń w przebiegu gametogenezy, krwiotworzenia i melanogenezy. Zaburzenia fun­
kcjonowania układu c-Kit/SCF mogą prowadzić do powstawania i rozwoju nowotworów jąder. 
(Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 461-475)

Słowa kluczowe: c-Kit, SCF, spermatogeneza.

Summary: The c-Kit a receptor with tyrosine kinase activity is encoded by protooncogen c-kit situated 
in the mouse W (White Spotting) locus. It is expressed on the surface of gametogenic cells of various 
developmental stage. The only c-Kit independent cells are As spermatogonia. SCF (Stem Cell Factor), 
which is a ligand for c-Kit receptor is encoded in the SI (Steel) locus and expressed in Sertoli cells. In 
male gonads there are two forms of SCF: mbSCF (membrane bound SCF) and sSCF (soluble SCF). Both 
forms are able to induce receptor phosphorylation. The c-Kit/SCF system plays a crucial function in 
regulation of multiplication and migration of PGCs (Primordial Germ Cells) and gonocytes, and also in 
multiplication and surviving of spermatogonia. It acts to prevent spermatocytes and spermatids apoptosis. 
The system serves also as a factor facilitating motility, capacitation and acrosomal reaction of sperma­
tozoa. Mutations at the mouse W and SI locus lead to pleiotropic effects including reduced fertility or 
sterility and severe disturbances in hemotopoiesis and melanogenesis. The c-Kit/SCF may be involved
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in the initiation or progression of some testis tumors.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 461-475)

Key words: c-Kit, SCF, spermatogenesis.

Wykaz stosowanych skrótów: dpc -  (ang. day post coitum) -  dzień po kopulacji, dpp -  (ang. day post 
partus) -  dzień po urodzeniu, GFs -  (ang. Growth Factors) -  czynniki wzrostu, mbSCF -  (ang. 
membrane bound Stem Cell Factor) -  forma błonowa SCF, sSCF -  (ang. soluble Stem Cell Factor) -  
forma „rozpuszczalna” SCF, PGCs -  (ang. Primordial Germ Cells) -  pierwotne komórki płciowe, RTKs 
-  (ang. Receptor Tyrosine Kinases) -  receptorowe kinazy tyrozynowe, SCF (SF, KL, MGF) -  (ang. 
Stem Cell Factor) (ang. Steel Factor, Kit Ligand, Mastocyte Growth Factor) -  czynnik wzrostowy 
komórek macierzystych (czynnik Steel, ligand receptora c-Kit, czynnik wzrostowy komórek tucznych).

1. WSTĘP

Proces gametogenezy u ssaków rozpoczyna się w okresie embrionalnym. W 
zarodkach mysich pierwotne komórki płciowe (PGCs -  ang. Primordial Germ  
Cells) pojawiają się u podstawy omoczni już w siódmym dniu rozwoju. W ędrują 
one następnie wzdłuż jelita tylnego do krezki grzbietowej i kierują się do listew 
płciowych, które osiągają około 11 dpc (dpc -  ang. day post coitum  -  dzień po 
kopulacji). Między 8,5 a 13 dpc pierwotne komórki płciowe intensywnie się na- 
mnażają w zarodkach obu płci. Około 13,5 dpc następuje zahamowanie mitoz pier­
wotnych komórek płciowych i różnicowanie gonad. Spermatogeneza i oogeneza 
przebiegają dalej w specyficzny dla każdej płci sposób [1, 12, 14, 41, 42].

W  embrionalnej gonadzie męskiej myszy pojawiają się sznury płciowe, czyli 
pozbawione światła przyszłe kanaliki plemnikotwórcze, zawierające powstałe z 
PGCs, centralnie leżące gonocyty (komórki prekursorowe spermatogoniów) i znaj­
dujące się na obwodzie komórki somatyczne, z których powstaną komórki Sertoliego. 
W gonadach noworodków gonocyty przechodzą okres wzrostu, a następnie lokują 
się przy błonie podstawnej przyszłych kanalików plemnikotwórczych nawiązując 
kontakt z powstającymi komórkami Sertoliego, które będą wywierać decydujący 
wpływ na ich dalsze losy. W wyniku podziałów gonocytów powstają spermatogonia 
typu A. W krótce rozpoczynają one namnażanie i przechodzą kolejne etapy róż­
nicowania, co w konsekwencji prowadzi do pełnego rozwoju nabłonka plemniko- 
twórczego i wytworzenia męskich gamet. Mimo ciągłej produkcji plemników, liczba 
komórek budujących nabłonek plemnikotwórczy dojrzałych płciowo samców po­
zostaje w stanie dynamicznej równowagi dzięki temu, że część spermatogoniów 
A zachowuje zarówno zdolność do wytwarzania własnych kopii, jak i sperm a­
togoniów różnicujących się, z których powstają plemniki. Są to komórki macierzyste 
As (As -  ang. A stem) nabłonka plemnikotwórczego. Spermatogonia As rzadko 
ulegają podziałom, podczas gdy pozostałe spermatogonia A namnażają się inten­
sywnie. Nie wiadomo dotychczas, czy komórki te zachowują także cechy komórek
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macierzystych [3, 16, 54]. Ostatni podział mitotyczny spermatogoniów A wiąże 
się z powstaniem spermatogoniów typu In (In -  ang. Intermediate). Podział sper­
m atogoniów In prowadzi do powstania spermatogoniów typu B . W wyniku podziałów 
spermatogoniów B powstają spermatocyty I rzędu, w których rozpoczyna się profaza 
m ejotyczna. Podczas mejozy powstają spermatydy, które przekształcają się w ple­
mniki opuszczające kanaliki plemnikotwórcze. Rozwój i różnicowanie kolejnych 
generacji komórek gametogenicznych w nabłonku plemnikotwórczym są ze sobą 
zsynchronizowane w taki sposób, że produkcja plemników zachodzi nieprzerwanie 
przez całe życie osobnika.

Do prawidłowego rozwoju i różnicowania komórek gametogenicznych niezbędna 
jest obecność somatycznych komórek gonady. Szczególną rolę odgrywają komórki 
Sertoliego. W ciągu ostatnich kilkunastu lat znacznie wzrosła wiedza o wzajemnych 
oddziaływaniach między komórkami Sertoliego i komórkami gametogenicznymi 
[5, 21, 22, 25, 29, 42]. Biochemiczne podstawy tych współzależności, natura syg­
nałów, mechanizmy ich odbierania i przekazywania, jak również pojawiające się 
w ich następstwie zmiany metabolizmu tych komórek są coraz lepiej poznawane 
dzięki nowym metodom immunohistochemicznym i technikom molekularnym.

Zasadniczą rolę w procesach regulacji metabolizmu komórek odgrywają białka 
i peptydy zwane czynnikami wzrostowymi (GFs -  ang. Growth Factors). Są wśród 
nich czynniki wydzielane do krwiobiegu oraz działające lokalnie, syntetyzowane 
przez komórki znajdujące się w bezpośrednim sąsiedztwie komórek docelowych. 
Podstawą swoistości działania czynników wzrostowych jest występowanie na po­
wierzchni komórek docelowych receptorów zdolnych do rozpoznania i związania 
określonego czynnika. Zarówno komórki gametogeniczne, jak i somatyczne jąder 
mają receptory dla wielu czynników wzrostowych [1, 12, 14, 17, 29].

W regulacji procesu spermatogenezy istotną rolę odgrywa receptor c-Kit. Należy 
on do grupy receptorów transbłonowych, wykazujących aktywność kinazy tyro­
zyno wej [4, 23, 44, 50, 63]. Receptorowe kinazy tyrozynowe (RTKs -  ang. Receptor 
Tyrosine Kinases), aktywowane przez czynniki wzrostowe, biorą udział w prze­
noszeniu sygnałów z mikrośrodowiska do wnętrza komórki, co prowadzi do zmiany 
ekspresji genów i biosyntezy specyficznych białek. W ten sposób uczestniczą w 
kontroli przeżywania, proliferacji i różnicowania komórek w czasie rozwoju za­
rodkowego oraz w okresie postnatalnym. Ligandem receptora c-Kit jest czynnik 
wzrostowy komórek macierzystych SCF (SCF -  ang. Stern Celi Factor), znany 
również jako czynnik Steel (SF -  ang. Steel Factor), ligand c-Kit (KL -  ang. 
Kit Ligand) oraz czynnik wzrostowy komórek tucznych (M GF -  ang. M astocyte 
Growth F actor). W dalszej części pracy będzie używana dla jego określenia nazwa 
SCF.

W  układzie rozrodczym męskim gen kodujący receptor c-Kit ulega ekspresji 
w kom órkach gametogenicznych [18, 36, 47, 48, 57, 60, 61, 63, 67, 70], a gen 
kodujący ligand c-Kit w komórkach Sertoliego [35, 43, 55, 56, 66].
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Duże zainteresowanie wzbudzają mutacje występujące w genach kodujących 
receptor c-Kit i jego ligand. Są one przyczyną poważnych zaburzeń w przebiegu 
gametogenezy oraz krwiotworzenia i melanogenezy, co świadczy o plejotropowym 
działaniu tych genów. Poznano wiele takich mutacji i opisano ich efekty fenotypowe
[4, 50, 53, 58, 65, 66].

2. LOKALIZACJA I STRUKTURA RECEPTORA c-Kit
I JEGO LIGANDU

Receptor c-Kit jest kodowany przez protoonkogen usytuowany w locus W (White 
Spotting) na 5 chromosomie myszy [23, 44]. U człowieka mieści się on na długim 
ramieniu chromosomu 4, w pobliżu genów kodujących inne receptory, a także 
czynniki wzrostowe [50, 53]. Gen c-kit obejmuje 65 kpz i składa się z 21 eksonów. 
Największy z nich ma wielkość 2,3 kpz, rozmiary pozostałych m ieszczą się w 
granicach 100-200 par zasad [4, 24]. Koduje on mRNA, który charakteryzuje się 
polimorfizmem długości, wynikającym z różnych miejsc inicjacji transkrypcji. W 
mysich spermatogoniach i spermatocytach wykryto mRNA wielkości 5,5 kpz, a 
w komórkach postmejotycznych dwie krótsze formy mRNA o wielkości 3,2 kpz 
i 2,3 kpz [36, 63]. Prowadzi to do powstania produktów białkowych o zróżnicowanej 
masie cząsteczkowej w różnych typach komórek gametogenicznych [2, 15, 18,

Receptor c-Kit jest glikoproteiną zbudowaną z pojedynczego łańcucha polipep- 
tydowego. D om ena zew nątrzkom órkowa receptora c-Kit składa się z pięciu 
immunoglobinopodobnych fragmentów. Fragment hydrofobowy, stanowiący połą­
czenie domeny zewnątrzkomórkowej z odcinkiem wewnątrzkomórkowym, zako­
twicza receptor w błonie komórkowej. Domena cytoplazmatyczna jest rozdzielona

57, 61].

zewnątrzkomórkowa 
domena wiążąca ligand

odcinek transbłonowy

wewnątrzkomórkowa 
domena kinazy 

tyrozynowej 
z wstawką (w)

w - cytoplazma

błona komórkowa

wstawką na dwie subdomeny, 
fragment wiążący ATP i m iej­
sce ulegające autofosforylacji 
(rys. 1). W ykazuje ono aktyw ­
ność enzymatyczną kinazy ty­
rozynowej i zawiera struktury 
n iezb ęd n e  do w y tw o rzen ia , 
kontroli i m odulacji sygnału 
przekazyw anego do w nętrza 
komórki [34, 53].

RYSUNEK 1. Budowa receptora c-Kit

Gen kodujący ligand recep­
tora c-Kit leży w locus SI (S te­
el). Zlokalizowano go u myszy
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w 10 chromosomie, a u człowieka na długim ramieniu chromosomu 12 [27, 68, 
72]. Gen ten składa się z 8 eksonów i koduje mRNA wielkości około 6,5 kpz. 
SCF jest glikoproteiną o masie cząsteczkowej ok. 30 kD, zbudowaną z dwu jed ­
nakowych, niekowalencyjnie związanych cząsteczek. W rezultacie alternatywnego 
składania, w komórkach Sertoliego powstają dwie izoformy SCF. Dłuższa forma 
ligandu (sSCF -  ang. soluble Stern Celi Factor) w wyniku trawienia proteolitycznego 
jest uwalniana z powierzchni błony komórek do środowiska. Krótsza izoforma 
(m bSCF -  ang. membrane bound Stem Celi Factor) pozostaje związana z błoną 
komórek Sertoliego, ponieważ nie ma sekwencji aminokwasowych umożliwiających 
enzymatyczne uwalnianie [4, 20, 38, 56, 65, 66].

3. MECHANIZM MOLEKULARNY STYMULACJI 
RECEPTORA c-Kit PRZEZ SCF

Rozpoznanie i związanie ligandu SCF przez domenę zewnątrzkomórkową re­
ceptora c-Kit prowadzi do dimery zacji receptorów. Odcinek śródbłonowy uczestniczy 
w przekazywaniu sygnału biernie. Powstanie kompleksów ligand-receptor indukuje 
aktywność kinazy tyrozynowej i powoduje autofosforylację receptora. Zachodzi 
ona w drodze krzyżowej fosforylacji dwu cząsteczek receptora c-Kit. Do wywołania 
dim eryzacji i autofosforylacji receptora c-Kit zdolne są obie formy SCF -  mbSCF 
i sSCF. Autofosforylacja umożliwia receptorowi wiązanie i fosforylowanie białek 
wewnątrzkomórkowych. Białka te biorą udział w przekazaniu sygnału do jądra 
komórki i mogą się wiązać z chromosomalnym DNA. Powoduje to modyfikację 
ekspresji genów i zmiany w metabolizmie komórki prowadzące do jej podziału 
lub różnicowania (rys. 2) [9, 31, 32, 34, 52]. Kompleksy c-Kit/SCF ulegają następnie 
degradacji przez enzymy lizosomalne [69].

4. MUTACJE W LOCI W i SI

Pod koniec lat osiemdziesiątych przeprowadzono doświadczenia, dzięki którym 
dowiedziono, że sterylność gonad myszy noszących mutacje w loci W i SI jest 
spowodowana uszkodzeniem komórek znajdujących się wewnątrz kanalików ple- 
m nikotwórczych, a więc komórek gametogenicznych oraz komórek Sertoliego. W y­
kazano następnie, że sterylność gonad samców myszy noszących mutacje w locus 
W  jest wynikiem defektu receptora błonowego komórek gametogenicznych. Może 
być ona „leczona” przez transplantacje komórek gametogenicznych pochodzących 
od myszy typu dzikiego bądź też myszy noszących mutacje w locus SI. W gonadach
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dimeryzacja i autofosforylacja 
receptora

I
fosforylacja substratów 

cytoplazmatycznych
I

transdukcja sygnału 
do jądra komórki

I
efekt biologiczny

RYSUNEK 2. Następstwa związania SCF z receptorem c-Kit

tych ostatnich powstają komórki gametogeniczne mające prawidłowe receptory c-Kit. 
Przyczyną ich bezpłodności jest defekt komórek Sertoliego, które nie wytwarzają 
biologicznie aktywnego czynnika wzrostowego, przenoszącego sygnały niezbędne 
dla wzrostu, różnicowania i namnażania komórek gametogenicznych. Potwierdzono 
to doświadczalnie przeszczepiając komórki gametogeniczne pochodzące z gonad 
tych myszy do gonad myszy typu dzikiego lub też myszy noszących mutacje w 
locus W. Pozostając w kontakcie z prawidłowo funkcjonującymi, wytwarzającymi 
SCF komórkami Sertoliego przeszczepione komórki gametogeniczne ulegały na- 
mnażaniu i różnicowaniu [4, 30, 50, 65, 66].

W  loci W i SI myszy wykryto i opisano wiele mutacji dotyczących różnych 
fragmentów genów kodujących receptor c-Kit i jego ligand SCF. Z reguły wiążą 
się one z utratą funkcji kompleksu c-Kit/SCF lub z zaburzeniami przenoszenia 
sygnału do wnętrza komórki. M utacje w obu genach mają charakter dominacji 
niekompletnej i są łatwe do rozpoznania, bowiem fenotypowo objawiają się utratą 
pigmentacji włosów u homozygot i białymi plamami w ubarwieniu heterozygot.
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Stopień upośledzenia zależy od miejsca i sposobu uszkodzenia omawianych genów. 
Niektóre mutacje w genie kodującym receptor c-Kit (np.: W ,9H’ *), w stanie homo- 
zygotycznym  powodują zamieranie zarodków. Mutacje, w których dochodzi do 
utraty funkcji kinazowej receptora c-Kit (np.: W37, 4 ’ 41), również w stanie
heterozygotycznym  są przyczyną poważnych zaburzeń gametogenezy, ponieważ 
prowadzą do powstawania niefunkcjonalnych heterodimerów podczas dimeryzacji 
receptorów c-Kit. Inne zmutowane allele (np.: W ’ 57’ sb) w niewielkim stopniu 
zaburzają ekspresję genu kodującego c-Kit i nawet u homozygot nieznacznie ogra­
niczają płodność [4].

Szereg mutacji w genie kodującym SCF (np.: S t7’gb’8H'8H> I0H> 18H) powoduje 
również wewnątrzmaciczne zamieranie homozygotycznych zarodków. Mutacja 
(,Steel D ickie), powstaje na skutek mikrodelecji wewnątrzgenowej i wiąże się z 
utratą możliwości wytwarzania mbSCF, podczas gdy zdolność do wytwarzania sSCF 
pozostaje nienaruszona [20, 65,66]. Homozygoty S r  są zdolne do życia, ale sterylne. 
Brak komórek gametogenicznych w gonadach tych myszy wskazuje, że forma sSCF 
nie jest wystarczająca do normalnego przebiegu gametogenezy. Zmutowane allele 
Slpan (Steel Panda) i S lj7H wywołują zdecydowanie negatywne skutki tylko u jednej 
płci, podczas gdy płodność drugiej jest upośledzona w niewielkim stopniu. M utacja 
SI pan powoduje zaburzenia ekspresji genu kodującego SCF na poziomie mRNA, 
w wyniku czego powstają mniejsze ilości tego czynnika. Fakt, że nawet homo- 
zygotyczne samce tych myszy zachowują płodność, wskazuje, że są to nadal ilości 
wystarczające dla podtrzymania spermatogenezy, natomiast już zbyt niskie dla nor­
malnego wzrostu oocytów, co powoduje bezpłodność samic [26]. Odmienną sytuację 
zaobserwowano w przypadku mutacji SI1 H, która powstaje na skutek zmiany 
fazy odczytu i prowadzi do zatrzymania spermatogenezy i bezpłodności homo- 
zygotycznych samców, podczas gdy samice zachowują płodność [4]. Badania pro­
wadzone przy użyciu zwierząt mających zmutowane allele genów kodujących 
receptor c-Kit i jego ligand pomogły wyjaśnić znaczenie prawidłowo funkcjonującego 
systemu c-Kit/SCF dla rozwoju i różnicowania komórek gametogenicznych.

5. WYSTĘPOWANIE I FUNKCJE RECEPTORA C-KIT 
I SCF W GONADZIE MĘSKIEJ

W yniki badań prowadzonych w ostatnich latach wykazały, że zarówno forma, 
jak  i ilość białka c-Kit w komórkach gametogenicznych i SCF w komórkach Ser­
toliego jest regulowana rozwojowo i może w różny sposób regulować metabolizm 
tych kom órek oraz ich wzajemne oddziaływania. Wyniki licznych badań wskazują, 
że system c-Kit/SCF wpływa na przebieg spermatogenezy już od jej najwcześ­
niejszych stadiów [1, 17, 33, 58]. Zarówno u myszy typu dzikiego, jak  i myszy
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noszących mutacje w genach kodujących receptor c-Kit i jego ligand, w rozwoju 
zarodkow ym  w yodrębn ia  się in icjalna populacja  PG Cs, obejm ująca około  
50 komórek [4, 12, 14, 42]. Jednak dalsze losy tych komórek odmiennie układają 
się w obu przypadkach. W ciągu kilku dni obejmujących wędrówkę w kierunku 
listew płciowych i ich zasiedlanie, liczba PGCs u myszy typu dzikiego wzrasta 
wskutek intensywnego namnażania do około 35 000 [1, 12, 14]. W PGCs tych 
zarodków, już około połowy rozwoju embrionalnego pojawia się mRNA dla re­
ceptora c-Kit, a w komórkach fałdów płciowych, mRNA dla SCF [39, 46]. W 
tym samym czasie w zarodkach mających niefunkcjonalny system c-Kit/SCF wię­
kszość PGCs podlega apoptozie w drodze do listew płciowych, a nieliczne, które 
do nich docierają, nie są zdolne do przeżycia, nie namnażają się i giną jeszcze 
w okresie życia zarodkowego lub w ciągu pierwszych dni po urodzeniu. W do­
świadczeniach in vitro udowodniono, że w okresie wędrówki do listew płciowych 
PGCs wymagają do przeżycia mbSCF, inkubowane z dodatkiem samej tylko sSCF 
giną w ciągu pierwszej doby. Taką sytuację obserwuje się również w gonadach 
homozygot S r  [14, 38, 51, 71].

Po namnożeniu, PGCs w mysiej gonadzie przekształcają się w gonocyty, których 
cykl życiowy zostaje zatrzymany w przedłużonej fazie G | aż do narodzin. W tym 
czasie gonocyty wykształcają pseudopodia i migrują z centrum sznurów płciowych 
ku ich obwodowi. Dotarcie do błony podstawnej i nawiązanie kontaktu z powsta­
jącym i komórkami Sertoliego jest warunkiem ich przeżycia i podjęcia aktywności 
mitotycznej, w której rezultacie powstają spermatogonia A. Proces migracji go- 
nocytów jest kontrolowany przez system c-Kit/SCF. W błonach gonocytów stwier­
dzono receptory c- Kit. W doświadczeniach in vitro, w czasie których inkubowano 
mysie gonocyty z przeciwciałami przeciwko c-Kit, obserwowano zanik pseudo- 
podiów i zahamowanie migracji tych komórek. Natomiast dodanie do medium eg­
zogennego SCF stymulowało migrację i powodowało istotny, choć przejściowy 
wzrost liczby gonocytów wykształcających pseudopodia, nawet w sytuacji, gdy 
komórki Sertoliego wytwarzały odpowiednie ilości czynnika SCF [47, 48]. Po­
wstające w wyniku podziałów gonocytów spermatogonia As nie mają receptorów 
c-Kit i namnażają się niezależnie od układu c-Kit/SCF. Receptory c-Kit pojawiają 
się ponownie w błonach potomnych komórek spermatogoniów A s, oznakowanych 
jako spermatogonia A j-A 4, powstających w gonadach myszy i szczura pod koniec 
pierwszego tygodnia życia [35, 36, 67, 70]. Eksperymentalne zablokowanie re­
ceptorów c-Kit powoduje zahamowanie namnażania tych komórek. Receptory c-Kit 
występują również w mysich spermatogoniach typu In i B [70]. W ostatnich latach 
receptory c-Kit wykryto także w spermatogoniach typu A innych gatunków gryzoni 
oraz człowieka [15, 60, 61].

W zrost aktywności mitotycznej spermatogoniów A, obserwowany w pierwszym 
tygodniu życia, wiąże się z wyraźnym wzrostem poziomu mRNA dla SCF w ko­
mórkach Sertoliego. Początkowo mRNA dla obu form SCF występuje w jednakowych
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ilościach, ale już pod koniec pierwszego tygodnia życia znacznie wzrasta ilość 
mRNA dla mbSCF, ta postać SCF przeważa również w jądrach dojrzałych płciowo 
osobników [20, 37]. Zakotwiczone w błonie komórek Sertoliego cząsteczki mbSCF 
pośredniczą w nawiązywaniu bezpośrednich kontaktów ze spermatogoniami [14, 
20, 59]. Eksperymentalne wprowadzenie sekwencji DNA odpowiedzialnych za syn­
tezę mbSCF do komórek Sertoliego myszy S l/S t1, pozbawionych możliwości wy­
tw arzania tej formy SCF, przyw raca im zdolność do tw orzenia asocjacji ze 
spermatogoniami [37]. Przypuszczalnie przyleganie umożliwia dwukierunkową wy­
mianę informacji, a ponadto może ograniczać dostęp innych czynników wzrostowych 
do receptorów spermatogoniów, wpływając w ten sposób na ich metabolizm. Do­
wodów na istotne znaczenie bezpośrednich kontaktów między komórkami Sertoliego 
i komórkami gametogenicznymi oraz wpływu mbSCF na ich powstawanie dostar­
czyły m.in. wyniki doświadczeń przeprowadzonych na dojrzałych płciowo szczurach, 
którym przy użyciu środków farmakologicznych zmieniono ekspresję genu kodu­
jącego SCF w taki sposób, aby w komórkach Sertoliego syntetyzowana była głównie 
forma sSCF. W następstwie obserwowano regresję nabłonka plemnikotwórczego. 
Po przywróceniu prawidłowego poziomu mbSCF nabłonek plemnikotwórczy pod­
legał odbudowie [7]. Dłuższa forma ligandu (sSCF) inicjuje i stymuluje syntezę 
DNA w spermatogoniach A, co w konsekwencji stanowi sygnał do ich namnażania. 
Form a ta występuje w znacznych ilościach w komórkach Sertoliego w tych stadiach 
cyklu nabłonka plemnikotwórczego, w których obserwowana jest wysoka aktywność 
m itotyczna spermatogoniów [15, 56, 65, 66, 67].

Nie ulega wątpliwości, że układ c-Kit/SCF bierze udział w regulacji postmito- 
tycznej fazy spermatogenezy, chociaż problem ten jest znacznie słabiej poznany. 
Białka c-Kit wykryto w błonie mysich i szczurzych spermatocytów w fazie pre- 
leptotenu [70] i pachytenu [15, 64] oraz w spermatydach i plemnikach [2, 43, 
46, 57, 60, 61]. Białka receptorowe zlokalizowane w plemnikach mają związek 
z ruchliwością oraz prawidłowym przebiegiem kapacytacji i reakcji akrosomalnej. 
Doświadczalne zablokowanie receptorów c-Kit hamuje reakcję akrosomalną i po­
woduje aglutynację plemników, a stymulacja czynnikiem SCF istotnie podwyższa 
procent plemników, w których zachodzi reakcja akrosomalna. Białko c-Kit jest 
akum ulowane w kropli cytoplazmatycznej plemników, w okolicy wstawki [18, 19] 
i prawdopodobnie może dostawać się do ja ja  w czasie zapłodnienia. Eksperymentalne 
wstrzyknięcie białka c-Kit do oocytu zatrzymanego w metafazie II prowadzi do 
zakończenia podziału i utworzenia partenogenetycznych przedjądrzy oraz pojawienia 
się ziaren korowych [62]. Pozwala to przypuszczać, że także w warunkach fi­
zjologicznych może ono stanowić czynnik aktywujący komórki jajow e podczas 
zapłodnienia.

Badania przeprowadzone w ostatnich latach na myszach wykazały, że stymulacja 
kom órek gametogenicznych, mających receptory c-Kit przez SCF, promuje prze­
żywanie tych komórek przez hamowanie aktywności czynników pro-apoptotycznych

http://rcin.org.pl



470 J. BARTM AŃSK A

RYSUNEK 3. Schemat ilustrujący występowanie i funkcje receptora c-Kit w procesie prespermatogenezy 
i spermatogenezy ssaków: PGC -  pierwotne komórki płciowe; G -  gonocyty; As( ) -  spermatogonia As 
nie mające receptora c-Kit; Ai, A2 , A3 , Aą -  spermatogonia typu A; In, B -  spermatogonia typu In, B; 
Prl -  spermatocyty preleptotenowe; P -  spermatocyty pachytenowe; Sp -  spermatydy; PI -  plemniki; * 
-  mitozy zależne od układu c-Kit/SCF; < możliwe drogi odnowy spermatogoniów typu A

[10, 40, 49, 64]. Natomiast po zablokowaniu receptorów, liczba spermatogoniów 
i spermatocytów podlegających apoptozie wzrasta znacznie ponad poziom normalnie 
obserwowany [6, 8 ,10 ,49]. Szereg doświadczeń i obserwacji wskazuje jednocześnie, 
że zaburzenia funkcjonowania genu kodującego SCF, powodujące zbyt silną supresję 
czynników pro-apoptotycznych i nadmierne przeżywanie komórek gametogenicz- 
nych, mogą prowadzić nawet do rozwoju procesów nowotworowych w gonadzie 
męskiej [10, 11, 13, 64].

6. PODSUMOWANIE

Z dotychczasowych badań nad rolą układu c-Kit/SCF w procesie spermatogenezy 
ssaków wynika, że bierze on udział w regulacji przeżywania, namnażania i róż­
nicowania komórek gametogenicznych w różnych etapach ich rozwoju, poczynając 
od PGCs, a kończąc na plemnikach (rys. 3). Nie wykluczone, że wpływa również
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na przebieg procesu zapłodnienia. Uzależnienie aktywności mitotycznej sperma­
togoniów A j-A4 od prawidłowego funkcjonowania układu c-Kit/SCF zostało po­
twierdzone doświadczalnie. Zaburzenia tej aktywności prowadzą nieuchronnie do 
załamania się całego procesu spermatogenezy i bezpłodności. Obecność receptora 
c-Kit na spermatogoniach A j-A4 i jego brak na spermatogoniach As, stwarza 
nadzieję na ostateczne rozwiązanie, trwającego od początku lat siedemdziesiątych, 
sporu o tożsamość komórek macierzystych nabłonka plemnikotwórczego. Jedna 
z istniejących hipotez zakłada, że wszystkie spermatogonia typu A zachowują cha­
rakter komórek macierzystych [3, 14, 16], druga opiera się na założeniu, że ko­
mórkami macierzystymi są wyłącznie spermatogonia As [28, 45, 54]. W ykazanie, 
iż receptor c-Kit jest markerem spermatogoniów A j-A 4, pozwala na rozdzielenie 
obu wymienionych kategorii spermatogoniów oraz zbadanie ich zdolności do sa- 
moodnowy, co z kolei dostarczy bezpośrednich dowodów na słuszność jednej z 
proponowanych koncepcji.

M ożliwość rozpoznawania oraz izolowania komórek macierzystych otwiera 
ponadto nowe, przy szybkim postępie inżynierii genetycznej i transplantologii, może 
niezbyt odległe perspektywy leczenia niektórych form bezpłodności, chorób ge­
netycznych oraz nowotworów jąder przez terapię genową komórek macierzystych 
[16, 29]. Do izolowanych komórek macierzystych można będzie wprowadzić gen 
brakujący lub gen wadliwie działający zastąpić prawidłowym. Po transplantacji 
zmodyfikowanych komórek macierzystych do gonad geny te będą przekazywane 
wszystkim komórkom potomnym. Znaczenie możliwości dokonywania takich za­
biegów trudno przecenić.
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Streszczenie: Proteoglikany -  cząsteczki syntetyzowane przez komórki eukariotyczne -  obecne są w 
przestrzeni przykomórkowej oraz w substancji międzykomórkowej. Składają się one z białka rdzenio­
wego, do którego przyłączone są łańcuchy glikozoaminoglikanowe. Jedną z rodzin proteoglikanów jest 
rodzina syndekanów -  transmembranowych proteoglikanów. Cechą charakterystyczną syndekanów jest 
konserwatywna budowa domeny transmembranowej. Syndekany są receptorami i koreceptorami komór­
kowymi wielu składników substancji międzykomórkowej, a także kotwiczą komórki we wspomnianej 
substancji. Syndekany oddziałują z cytokinami oraz innymi (kolagen, fibronektyna, tenascyna) cząste­
czkami substancji międzykomórkowej, głównie przez składnik glikanowy.
(Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 477-490)

Słowa kluczowe: proteoglikany, syndekany.

Summary: Proteoglycans are produced by most eukaryotic cells and are versatile components of 
pericellular and extracellular matrix. They are proteins that have one or more attached glycosaminoglycan 
chains. There are several families of proteoglycans. Syndecans are a family of integral membrane 
proteoglycans with conserved membrane-spanning and intracellular domains but with structurally 
distinct extracellular domains. They are known to function as heparan sulphate receptors and co-receptors 
for various molecules as well as to link cells directly to the extracellular matrix. These and other biological 
activities of syndecans involve specific interaction of the heparan sulphate side chains of syndecans with 
cytokines and extracellular matrix proteins.
(.Advances in Cell Biology 1999; 26: 477-490)

Key words: proteoglycans, syndecans.
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I. WSTĘP

Proteoglikany (PG) są heterogenną grupą glikoprotein, zbudowanych z białka 
rdzeniowego, do którego przyłączony jest łańcuch lub łańcuchy glikozoaminogli- 
kanów (GAG). Oprócz GAG, do białka rdzeniowego mogą być przyłączone łańcuchy 
oligosacharydowe. Glikozoaminoglikany są liniowymi, nie rozgałęzionymi hetero- 
polisacharydami, zbudowanymi z powtarzających się disacharydowych jednostek 
złożonych z N-acetylowanej heksozoaminy połączonej wiązaniem glikozydowym 
z kwasem heksuronowym bądź galaktozą [2,28,36,59]. Białko rdzeniowe może 
łączyć się z jednym  typem GAG lub dwoma i więcej różnymi glikozoaminoglikanami. 
Zarówno składnik białkowy, jak i cukrowy odgrywają ważną rolę w oddziaływaniach 
PG z otaczającym je  środowiskiem, co wynika głównie z silnie anionowego cha­
rakteru glikozoaminoglikanów [9] oraz zróżnicowanej budowy białek rdzeniowych. 
Proteoglikany wytwarzane prawdopodobnie przez wszystkie rodzaje komórek zwie­
rzęcych [13,19,23,29,39] występują zarówno w obrębie komórek, jak i w przestrzeni 
pozakomórkowej [5,7,12,18,31,41,46,57].

W komórkach znajduje się je zarówno w ziamistościach wydzielniczych, jak 
i w błonach komórkowych (tzw. proteoglikany transmembranowe), natomiast poza- 
komórkowo -  w substancji międzykomórkowej, jak i w wyspecjalizowanych jej 
strukturach -  błonach podstawnych [33]. Dzięki swoim właściwościom, proteo­
glikany wpływają na organizację substancji międzykomórkowej. Biorą udział we 
wzajemnym kontaktowaniu się komórek [20,27,60], a także oddziałują z czynnikami 
wzrostowymi, regulując tym samym szereg procesów biochemicznych [25,32,44,45].

Grupę syndekanów cechuje znaczne podobieństwo dotyczące zarówno budowy 
genu, jak  i struktury białka rdzeniowego. W spólną cechą syndekanów jest obecność 
w ich cząsteczce łańcuchów heparanosiarczanowych (HS) [9,17], choć w niektórych 
typach omawianych PG wystąpić mogą dodatkowo łańcuchy chondroitynosiarczano- 
we (CS) [6,52]. Z uwagi na swe usytuowanie na przestrzeni komórka - obszar 
pozakomórkowy, syndekany stanowią czynnościowy „pomost” między wnętrzem 
komórki a środowiskiem ją  otaczającym [9].

II. STRUKTURA GENÓW BIAŁEK RDZENIOWYCH
SYNDEKANÓW

Białka rdzeniowe wszystkich syndekanów kodowane są przez różne geny, roz­
mieszczone na różnych chromosomach. Zjawisko takie stwierdzono także w genomie 
człowieka, myszy i szczura [2,10,28,59,60]. Budowa genów kodujących białka rdze­
niowe syndekanów jest podobna. Geny te składają się z pięciu eksonów, podobnej 
wielkości dla wszystkich członków tej grupy PG. Różnią się natomiast wielkością
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TABELA 1. Charakterystyka syndekanów

Proteoglikan Wielko
ść
genu
(kpz)

Masa
białka
rdzenio­
wego
(kDa)

Ilość
łańcu­
chów
GAG

Występowanie 1

Syndekan 1 19,5 30,5 5 komórki nabłonka, mięśniówki naczyń 
krwionośnych, mezenchymy embrionalnej, 
nerwowe, śródbłonka, limfocyty, plazmocyty

Syndekan 2 — 20,2 4 komórki tkanki łącznej, mięśni gładkich, 
mózgu, mezenchymalne, hepatocyty

Syndekan 3 30 40,8 8 komórki tkanki nerwowej, mięśni gładkich, serca
Syndekan 4 24 19,7 4 komórki nabłonka, śródbłonka, mięśni, nerwowe, 

limfoidalne i mezenchymalne

poszczególnych intronów oraz -  w niewielkim stopniu -  strukturą pierwszorzędową 
sekwencji kodującej [11,18,34,42,55].

Gen białka rdzeniowego syndekanu 1 znajduje się na krótkim ramieniu chro­
mosomu 2 (locus 2p24-p23) [57] i zbudowany jest z 19.5 kpz [28,42,55],w tym 
czterech intronów, wśród których na szczególną uwagę zasługuje intron II, zajmujący 
około 70% genu (rys. 1). W ielkość sekwencji cDNA wynosi 2430 pz, a w jej 
skład wchodzą kolejno -  licząc od końca 5’ -  208-nukleotydowa sekwencja nie- 
kodująca, po której rozciąga się otwarta ramka odczytu, o wielkości 930 pz. Koniec 
3 ’ cDNA zamyka niekodujący obszar o wielkości 1292 pz, na którego końcu znajduje 
się sekwencja poli A, składająca się z 27 nukleotydów [42]. Pierwszy z eksonów, 
licząc od końca 5 ’ omawianego genu, składa się z sekwencji niekodująccej, następnie 
z sekwencji dla peptydu sygnałowego oraz sekwencji kilku pierwszych aminokwasów 
dojrzałego białka rdzeniowego. Na drugim eksonie zapisana jest informacja o części 
N-terminalnej domeny pozakomórkowej, zawierającej trzy miejsca przyłączania łań­
cuchów glikozoaminoglikanowych. Ekson trzeci koduje pozostałą część domeny 
pozakomórkowej białka rdzeniowego oraz jeden z dwóch C-terminalnych obszarów 
przyłączający jeden łańcuch GAG. Charakterystyczną cechą trzeciego eksonu jest 
duża ilość sekwencji kodujących reszty treoniny i proliny. Drugi, C-terminalny 
obszar przyłączający ostatni GAG jest zapisany na eksonie czwartym. Dodatkowo, 
struktura ta koduje obszar wrażliwy na działanie proteaz oraz zawiera 3 i 1/3 kodonu 
domeny transmembranowej. Na eksonie piątym zawarta jest dalsza część informacji 
o domenie transmembranowej, informacja o całej domenie cytoplazmatycznej, a 
także o obszarze 3’ nie ulegającym translacji [28]. Region promotora genu bogaty 
jest w szereg elementów cis-aktywnych, wśród których znajdują się sekwencje 
TATA i CAAT [28,42,55].
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RYSUNEK 1. Budowa genów kodujących białka rdzeniowe syndekanów: liniami zaznaczono introny, 
natomiast czarnymi polami -  eksony; wielkość zarówno sekwencji niekodujących, jak i kodujących jest 
proporcjonalna do podanej skali, nie zamieszczono schematu budowy genu dla syndekanu 2, z uwagi na 
nie w pełni opisaną dotąd jego budowę

Spośród genów syndekanów, struktura genu syndekanu 2 jest dotychczas najsłabiej 
poznana. Gen ten znajduje się na długim ramieniu chromosomu 8 (locus 8 q 23) 
i jak  dotąd nie określono dotychczas jego wielkości [43]. Prawdopodobnie, omawiany 
gen koduje -  oprócz białka rdzeniowego syndekanu 2 (48 kDa) -  także inne białko, 
o masie 90 kDa. Nie znany jest jednak mechanizm, jakiemu podlega wspomniany 
gen w zakresie regulacji ekspresji obydwu wymienionych wyżej białek [43].

Gen kodujący białko rdzeniowe syndekanu 3 (N-syndekanu), znajduje się na 
krótkim ramieniu chromosomu 1 (locus Ip36-p32) i zbudowany z około 30 kpz. 
Na pierwszym eksonie zakodowana jest informacja o obszarze 5 ’ nie ulegającym 
translacji oraz o peptydzie sygnałowym. Ekson drugi koduje dalszą (w odniesieniu 
do błony komórkowej) domenę przyłączającą łańcuchy GAG. Na eksonie trzecim 
zapisana jest struktura domeny mucynopodobnej. Ekson czwarty koduje bliższą 
-  w stosunku do błony komórkowej -  domenę przyłączającą łańcuchy GAG, zaś 
piąty -  domenę transmembranową oraz cytoplazmatyczną [10].

Gen białka rdzeniowego syndekanu 4 (amfiglikanu, ryudokanu) zbudowany jest 
z 24 kpz (rys. 1). Na eksonie I zakodowana jest informacja o sekwencji regionu 
5 ’ nie ulegającego translacji oraz -  o sekwencji peptydu sygnałowego. Ponadto, 
w skład eksonu I wchodzą dwa pierwsze kodony dojrzałego białka rdzeniowego. 
Na drugim eksonie zapisana jest informacja o obszarze białka rdzeniowego, przy­

http://rcin.org.pl



SY N D EK A N Y  - PROTEOGLIKANY TRANSM EM BRANOW E 481

łączającym 3 łańcuchy GAG. Kolejny ekson -  3, koduje środkową część domeny 
centralnej, natomiast ekson czwarty -  obszar przyłączający czwarty łańcuch GAG. 
Struktura pozostałej części białka rdzeniowego, jego domen -  transmembranowej 
oraz cytoplazmatycznej, jest zapisana w sekwencjach eksonu piątego [59]. Region 
promotora genu zawiera sekwencję TATA oraz bogaty jest w pary GC (73%) 
[59]. Znajduje się on na długim ramieniu chromosomu 20 (locus 20q 11 -q 13).

Genetyczne podobieństwo syndekanów dotyczy nie tylko ilości i wielkości se­
kwencji kodujących, ale także faz kodonów. U wszystkich przedstawicieli omawianej 
grupy PG występuje zerowa faza kodonu pomiędzy 1 i 2 oraz 3 i 4 eksonem, 
zaś I faza kodonu -  między eksonem 2 i 3 oraz 4 i 5. Zbliżona struktura genów 
sugeruje, iż pochodzą one od wspólnego przodka, natomiast różnica w ich lokalizacji 
chromosomalnej wskazuje na wczesne „rozbiegnięcie się” genów po chromosomach 
[6,30]. Podobieństwo dotyczące wielkości sekwecji kodujących i niekodujących 
oraz faz kodonów jest zjawiskiem wspólnym dla wielu rodzin proteoglikanów. I 
tak, występując w obrębie genów kodujących białka rdzeniowe syndekanów, dotyczy 
także białek rdzeniowych małych proteoglikanów śródmiąższowych (małe proteo- 
glikany bogatoleucylowe) [7] oraz białek rdzeniowych proteoglikanów agregujących 
z kwasem hialuronowym [8,26]. Podobieństwo międzygatunkowe genów synde­
kanów (człowieka, wołu, myszy, kury) sięga 70-90%  [17].

III. BUDOWA BIAŁEK RDZENIOWYCH SYNDEKANÓW

Zbliżona struktura genów rzutuje na wzajemne podobieństwo budowy białek 
rdzeniowych PG omawianej grupy. W szystkie proteoglikany tej grupy wykazują 
identyczną, trójdomenową budowę. N-koniec białka rdzeniowego syndekanów roz­
poczyna domenę pozakomórkową. Domena ta ma największe rozmiary, przejawiając 
przy tym największy stopień zróżnicowania w porównaniu do pozostałych domen 
syndekanów (stopień podobieństwa domen pozakomórkowych wynosi około 10- 
20%) [17]. Różnice w obrębie domeny pozakomórkowej wszystkich czterech syn­
dekanów dotyczą zarówno jej wielkości, jak i struktury pierwszorzędowej. Na końcu 
aminowym wspomnianej domeny znajduje się krótka sekwencja sygnałowa (rys.
2). Kolejną jest domena transmembranowa, po czym -  C-końcowa domena we­
wnątrzkomórkowa. Dwie ostatnie domeny cechują się dużo większą homogennością, 
o stopniu podobieństwa rzędu 60-70%  [5,17].

Białko rdzeniowe syndekanu 1 zbudowane jest z 310 reszt aminokwasowych. 
W obrębie domeny pozakomórkowej znajduje się pięć miejsc wiążących łańcuchy 
glikozoaminoglikanowe, w pozycjach reszty serylowej: 37, 45, 47, 206, 216 (rys.
2) [42]. W pierwszych trzech wymienionych pozycjach reszt seryny, przyłączają 
się łańcuchy heparanosiarczanowe, zaś w dwóch pozostałych -  łańcuchy chon-
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RYSUNEK 2. Schemat struktury syndekanów

droitynosiarczanowe. Domena transmembranowa syndekanu 1 -  o wybitnie hy­
drofobowym charakterze -  złożona jest z 25 reszt aminokwasowych. C-końcowa 
domena wewnątrzkomórkowa, składa się z 25 reszt aminokwasowych. W obrębie 
dwóch ostatnich domen usytuowane są cztery konserwatywne reszty tyrozyny. Pier­
wsza z nich jest jednocześnie ostatnią resztą aminokwasową domeny transmem- 
branowej, natomiast pozostałe trzy, znajdują się w obszarze domeny wewnątrz­
komórkowej [30]. Cecha ta jest uniwersalna dla białek rdzeniowych wszystkich 
syndekanów [5,6,34].

Syndekan 2 (fibroglikan) ma najmniejsze białko rdzeniowe spośród wszystkich 
syndekanów, złożone bowiem z 201 reszt aminokwasowych. Do białka tego przy­
łączone są w pozycjach seryny: 51, 60 i 68 łańcuchy heparanosiarczanowe. Miejsce
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przyłączenia czwartego łańcucha heparanosiarczanu nie jest określone. Domeny 
- transmembranowa i cytoplazmatyczna utworzone są kolejno z 24 i 33 reszt ami- 
nokwasowych (rys. 2) [43,49].

Syndekan 3 (N-syndekan) jest największym z PG omawianej grupy. Ma bowiem 
białko rdzeniowe o największej masie, jak i największą ilość przyłączonych łań­
cuchów GAG. Składnik białkowy utworzony jest z 443 reszt aminokwasowych. 
Cechą odróżniającą syndekan 3 od pozostałych PG tej grupy jest również obecność 
w jego domenie pozakomórkowej dużego, złożonego z około 200 reszt amino­
kwasowych obszaru bogatego w reszty treoniny, seryny i proliny. Obszar ów nazwano 
dom eną mucynopodobną (rys. 2). W obrębie powyższej struktury nie występują 
sekwencje zdolne do przyłączenia łańcuchów GAG. Łańcuchy glikozoaminogli- 
kanowe, występujące jednak w pozostałych obszarach domeny pozakomórkowej, 
wiążą się z nią -  podobnie jak w przypadku innych syndekanów -  przez reszty 
seryny. N-syndekan wiąże aż osiem łańcuchów GAG, z czego 5 w obszarze N-końca 
domeny pozakomórkowej -  w pozycjach 62,78, 80, 82, 88 reszt serylowych oraz 
3 łańcuchy GAG -  w obrębie C-końca tej domeny -  w pozycjach 311, 315, 367 
[10]. Pięć pierwszych łańcuchów GAG to heparanosiarczany, natomiast pozostałe 
trzy -  to łańcuchy chondroitynosiarczanowe. Domena transmembranowa -  podobnie 
jak  w przypadku syndekanu 1 o silnie hydrofobowym charakterze -  oraz domena 
cytoplazmatyczna, zbudowane są z kolejno z 24 i 34 reszt aminokwasowych [10].

Syndekan 4 (amfiglikan, ryudokan), utworzony jest z 202 reszt aminokwasowych. 
PG ten wiąże -  przez reszty seryny -  łańcuchy heparanosiarczanowe, w pozycjach 
38, 65, 67 i 91 białka rdzeniowego. Domena transmembranowa składa się z 25 
reszt aminokwasowych, natomiast domena wewnątrzkomórkowa -  z 28 reszt, przy 
czym ostatnia z wymienionych odbiega nieco wielkością od pozostałych domen 
innych przedstawicieli rodziny syndekanów [2,18].

IV. FUNKCJE SYNDEKANÓW

1. Syndekany  w em briogenezie

Ekspresja genów poszczególnych syndekanów jest zmienna i początkowo (w 
okresie wczesnej embriogenezy) zależy od stopnia zróżnicowania komórek, a na­
stępnie (w okresie kształtowania się narządów) -  od tkanki, w jakiej dany syndekan 
występuje. W skazuje się przy tym, że obecność syndekanu wpływa na prawidłowy 
przebieg morfogenezy [45,52]. Wniosek ten wysunięto na podstawie badań em ­
brionów mysich obarczonych mutacjami, obejmującymi geny syndekanów. W wię­
kszości przypadków mutacje te były dla embrionów letalne [53].

Analiza mysich embrionów wykazała obecność syndekanu 1 w stadium czte- 
rokomórkowym, co sugeruje, że już powstanie zygoty aktywuje ekspresję wym ie­
nionego PG [6]. W stadium tym syndekan 1 znajduje się jednak wewnątrz komórki,
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natomiast dopiero w stadium 8 komórek -  umiejscawia się w błonie komórkowej, 
choć poza miejscem styku komórek. W późniejszym stadium rozwoju embrionalnego
-  od 16 do 32 komórek, syndekan zaczyna pojawiać się na błonach komórkowych, 
w obrębie styku blastomerów, umożliwiając tym samym oddziaływanie komórka
- komórka. Następnie, omawiany PG umiejscawia się równomiernie w błonach 
komórkowych wszystkich komórek zarodka. W przebiegu dalszego rozwoju zarodka, 
syndekan 1 wiąże pierwotną ektodermę z pierwotną endodermą oraz wpływa na 
kumulację substancji międzykomórkowej w zarodku [6]. Na tym etapie rozwoju, 
wspomniany PG wytwarzany jest przez pierwotną ektodermę, natomiast nie przez 
pierwotną endodermę [6,58]. Następnie, syndekan 1 umiejscawia się na podstaw- 
no-bocznej powierzchni komórek ektodermalnych, na całej powierzchni komórek 
endodermy oraz na niezróżnicowanych komórkach mezodermy, pochodzących ze 
struny grzbietowej [6]. U starszych embrionów, syndekan 1 czasowo produkowany 
jest przez presomitową mezodermę oraz przez dojrzałe somity. Z kolei, omawiany 
PG produkowany jest przez całą mezenchymę pozaembrionalną, a następnie powstaje 
także w komórkach olbrzymich trofoblastu [6].

2. Syndekany  jak o  receptory  i korecep tory

Cząsteczki macierzy pozakomórkowej łączą się z domeną pozakomórkową syn­
dekanów, głównie poprzez łańcuchy GAG [52,61]. Ligandy dla wspomnianych 
łańcuchów należą do kilku grup związków, wśród których wyróżnia się cytokiny, 
cząsteczki substancji międzykomórkowej, enzymy, inhibitory proteaz [16]. Syn­
dekany są także receptorami dla niektórych wirusów, np. wirusa Herpes simplex 
czy HIV (rys. 3) [6,14]. Syndekany cechuje pewien uniwersalizm biochemiczny, 
dotyczący ich oddziaływań z innymi cząsteczkami, co oznacza, że omawiane PG 
mogą łączyć się z tymi samymi cząsteczkami. Z kolei, każdy z syndekanów może 
wykazywać specyficzne powinowactwo do makrocząsteczek, z którymi inni przed­
stawiciele tej grupy PG nie oddziałują [54].

Syndekan 1 wiąże -  przez łańcuchy HS -  wiele składników macierzy poza­
komórkowej, do których należą kolagen typu I, III, V, fibronektyna, trombospondyna 
czy tenascyna [6,25,35,40,41,54,56]. W iązanie to, niezależne od Ca+2 i M g+“, zanika 
po zadziałaniu na komórki trypsyną, co różni ten rodzaj oddziaływania z substancją 
międzykomórkową od oddziaływania (wiązania) przez integryny -  heterodimery- 
czne regulatory białkowe [1]. Wszyscy natomiast przedstawiciele grupy syndekanów 
nie wiążą się ani z kolagenem typu IV, ani -  z wyjątkiem syndekanu 3 -  z 
lam ininą [52]. Stwierdzono także, iż syndekan 3 łączy się z kolagenem -  choć 
nie sprecyzowano dotąd z jakim  jego typem, fibronektyną, FGF-2 oraz czasowo
-  z FGF-1. Rola syndekanu 3 jako koreceptora, dla receptora FGF-1, ograniczona 
jest tylko do okresu rozwoju organizmu [15,24]. Syndekan 3 oddziałuje także z 
plejotropiną (HB-GAM, ang. heparin-binding growth-associated molecule), czą-
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RYSUNEK 3. Niektóre funcje syndekanów jako receptorów i koreceptorów błon komórkowych (wg [36], 
zmodyfikowana): A -  wiązanie integryny do błony komórkowej za pośrednictwem domeny RGD 
fibronektyny oraz łańcuchów HS syndekanu 1; B -  połączenie antytrombiny III z syndekanem 1 lub 4, 
umożliwiające następnie tworzenie się czwartorzędowych kompleksów syndekanu z trombiną, której 
aktywność proteolityczna jest wówczas hamowana; C -  przyłączenie bFGF do błony komórkowej za 
pośrednictwem syndekanu 1 oraz FGF-R mającego aktywność kinazy tyrozynowej; D -  połączenie lipazy 
lipoproteinowej z syndekanami, prowadzące do kotwiczenia się enzymu w śródbłonku, w przypadku 
obniżenia się stężenia substratu dla lipazy, kompleks lipaza-syndekan przemieszcza się do wnętrza 
komórki, nie podlegając w niej degradacji, z kolei, wzrost stężenia substratu powoduje powrót wspomnia­
nego kompleksu na powierzchnię komórki; E -  połączenie wirusa Herpes simplex poprzez białka gC i 
gB z syndekanami, prowadzące do internalizacji wirusa, drogą tą może wnikać do komórki wiele innych 
wirusów, np. wirus HIV; F -  odłączenie części syndekanu od błony komórkowej, po zadziałaniu proteazy 
w miejscu wrażliwym na działanie proteaz (miejsce to przedstawiono na rys. 1)

steczką regulującą wzrost neuronów [4,24,38]. Jak wcześniej wspomniano, w syn- 
dekanie 1 oraz syndekanie 3 znajdują się po dwa skupiska miejsc wiążących GAG, 
zlokalizowane naprzeciw ległych biegunach domeny pozakomórkowej (rys. 2). Takie

http://rcin.org.pl



486 R. BOBIŃSKI I IN.

rozmieszczenie glikanów umożliwia przyłączenie do omawianych PG jednocześnie 
dwóch ligandów, np. FGF-2 i fibronektyny [37,50,51].

W  badaniach nad rolą syndekanów jako receptorów czy koreceptorów, najwięcej 
uwagi poświęcono syndekanowi 1. I tak, stwierdzono, iż syndekan umiejscawia 
się na boczno-podstawnej powierzchni nabłonka płaskiego, co wykazano zarówno 
w badaniach in vitro , jak  i in vivo [54]. We wczesnych stadiach rozwoju mysich 
embrionów syndekan 1 występuje w miejscach gromadzenia się substancji mię­
dzykomórkowej. Syndekan 1 znajduje się także na powierzchni prekursorów lim ­
focytów w szpiku kostnym. Uwalniany z powierzchni wspomianych komórek, gdy 
trafią do krwiobiegu, pojawia się na ich powierzchni ponownie, gdy limfocyty 
B różnicują się do komórek plazmatycznych [53]. badaniach in vitro wykazano, 
iż syndekan 1 jest szybko „zrzucany” z powierzchni komórek zawieszonych w 
medium hodowlanym, pojawiając się ponownie na ich powierzchni dopiero po 
przytwierdzeniu się komórek do podłoża. Zawieszony w medium hodowlanym syn­
dekan 1 łatwo ekstrahuje się przy użyciu detergentów, lecz już połączenie oma­
wianych komórek z przeciwciałami lub cząsteczkami substancji międzykomórkowej 
indukuje wytworzenie połączeń syndekanu 1 z elementami szkieletu komórek, unie­
możliwiając „wypłukiwanie” syndekanu za pomocą detergentów [6].

3. U dzia ł syndekanów  w o rgan izacji nab łonka

Obecność syndekanów determinuje prawidłową organizację tkanki nabłonkowej. 
Stwierdzono bowiem, iż w komórkach wspomnianej tkanki -  pod wpływem hor­
monów steroidowych -  obniżała się biosynteza syndekanów, czemu towarzyszyła 
zmiana przestrzennego układu tych komórek z układu płaszczyzny we wrzecio­
nowaty [6,62]. W ykazano ponadto, że komórki nabłonkowe typu NMuMG, róż­
nicujące się w wyniku mutacji w dwie formy morfologiczne, syntetyzowały wadliwy 
syndekan. I tak, klony komórek zawierających więcej niż 55% wadliwego syndekanu 
1 rosły jako wyspy blisko przylegających komórek, podczas gdy klony wykazujące 
więcej niż 90% wadliwego syndekanu 1 rosły jako indywidualne komórki wrze­
cionowate, zachodzące na siebie. Pierwsze z wymienionych rosną na żelach ko­
lagenowych w postaci płaszczyzny, zaś drugie -  wrzecionowate -  tracą nabłon- 
kowopodobną organizację. Ponadto, komórki wrzecionowate wykazują znaczny spa­
dek ekspresji E-kadheryny [6]. M utacje genetyczne więc, prowadząc do upośledzenia 
biosyntezy syndekanu 1 powodują jednocześnie zmianę kształtu komórki, związaną 
z utratą receptorów macierzy (syndekanów) [22]. Syndekan może ponadto tworzyć 
kompleksy zarówno ze szkieletem komórkowym, jak i cząsteczkami odpowiedzial­
nymi za adhezję komórek [47]. Kompleksy takie umożliwiają -  przez odpowiednią 
ich lokalizację -  pełnienie przez syndekan funkcji receptora substancji międzyko­
mórkowej (na podstawnej części komórki nabłonkowej), jak i funkcji adhezyjnej 
w punktach przylegania komórek [6]. Dodatkowym dowodem przemawiającym
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za udziałem  syndekanu 1 w utrzymaniu organizacji nabłonka jest rola omawianego 
PG w nabłonkowo-mezenchymalnej transformacji opisanej u embrionów gryzoni, 
a spowodowanej spadkiem zawartości syndekanu w badanych komórkach [22].

4. F unkcje  dom eny cy top lazm atycznej

Najbardziej konserwatywną częścią białka rdzeniowego syndekanów jest domena 
wewnątrzkomórkowa. Wysoki stopień konserwatywności tej domeny sugerować 
m oże, iż pełni ona ważne funkcje w komórce [9]. Najwięcej badań dotyczących 
funkcji omawianej domeny skupiło się wokół jej roli w budowaniu i organizacji 
szkieletu komórkowego oraz przekazu sygnału [9,12,44,48]. W ykazano bowiem 
zjawisko łączenia się i asocjacji domeny cytoplazmatycznej syndekanu z włóknami 
aktyny. Proces ten jest przemijający i ulega zakończeniu z chwilą uformowania 
się dojrzałych wiązek aktynowych [9]. Poparciem tezy o wpływie syndekanu na 
organizację cytoszkieletu były badania in vitro, które wykazały, iż związanie syn­
dekanów przeciwciałami hamowało nie tylko ich interakcję z licznymi makroczą­
steczkami podłoża hodowlanego, lecz także prowadziło do znacznej rozbudowy 
sieci mikrofilamentowej komórek [9]. Konsekwencją oddziaływania domeny cyto­
plazm atycznej z cytoszkieletem jest często zmiana kształtu komórki. W ykazano, 
że zmiany ilości i rozmieszczenia syndekanów w błonie komórkowej prowadzą 
do przebudowy struktury cytoszkieletu. Syndekany, które nie mają domeny we­
wnątrzkomórkowej, jej części, czy też gdy występują w tej domenie mutacje, nie 
są zdolne do oddziaływania z włóknami aktyny [12,44].

Badania nad rolą syndekanów w przekazie sygnału do wnętrza komórki wykazały 
z kolei, iż część domeny wewnątrzkomórkowej omawianych PG ma budowę kinazy, 
której aktywacja prowadzi do autofosforylacji tyrozyn, po czym aktywacji samego 
receptora [3,9,48]. Obok wymienionych funkcji domena cytoplazmatyczna prawdo­
podobnie pełni szereg innych funkcji biologicznych [9,12,44].
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ODDZIAŁYWANIA JONÓW Zn2+ W ZWIERZĘCYCH 
KOMÓRKACH NIEPOBUDLIWYCH*

A C T IO N  O F  Z n 2+ IO N S IN  A N IM A L  N O N E X C IT A B L E  C E L L S

Ewa LENARTOWICZ, Grażyna DĘBSKA 

Instytut Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego, W arszawa

Streszczenie: W organizmie zwierzęcym cynk jest ważnym pierwiastkiem śladowym pełniącym liczne 
funkcje fizjologiczne. Występuje w postaci kationu Zn2+ w przeważającej mierze związanego z białkami. 
Reakcja cynku z białkami jest zależna od stanu oksydoredukcyjnego glutationu, co stanowi powiązanie 
homeostazy Zn2+ z metabolizmem energetycznym komórki. Stężenie wolnego Zn2+ w cytoplazmie waha 
się w granicach K T^-K T6 M, a jego poziom w hepatocytach regulowany jest przez glukagon. W 
białkach Zn2+ jest ważnym składnikiem strukturalnym, bierze udział w katalizie enzymatycznej i 
transkrypcji DNA. Zn2+ indukuje metalotioneiny, białka o własnościach detoksyfikacyjnych i antyoksy- 
dacyjnych. Wywiera działanie antyoksydacyjne przez hamowanie generacji rodników tlenowych, inhi­
bicję syntazy NO, wypieranie Fe i Cu w błonach i ochronę białkowych grup -SH. Karmienie dietą 
bezcynkową wywołuje stres oksydacyjny. W mitochondriach nadmiar Zn2+ hamuje łańcuch oddechowy, 
cykl kwasów trikarboksylowych oraz indukuje otwieranie niespecyficznego megakanału w błonie 
wewnętrznej. Wysuwane są sugestie, że zmiany w stężeniu wolnego Zn2+ w komórce pełnią rolę 
sygnałową.
{Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 491-506)

Słowa kluczowe: cynk, metalotioneiny, enzymy cynkowe, stres oksydacyjny, efekty mitochondrialne.

Summary: In animal organism zinc is an important trace element which fulfils many physiological 
functions. It exists as a divalent cation, Zn2+, which is mostly bound with proteins. Its interaction with 
proteins is regulated by the redox state of glutathione and this is a link between the zinc homeostasis and 
the cellular energetic metabolism. Free cytoplasmic Zn2+ has been found in the concentration range of 
KTl2-lC r6 M. In hepatocytes the free Zn2+ level is under the control of glucagon. In proteins Zn2+ is an 
important structural component, participates in enzymatic catalysis and in DNA transcription. Zn2+ is 
an inducer of metallothioneins, proteins being a main store of cellular Zn2+. They are involved in 
antioxidant defence and detoxification. The antioxidant action of Zn2+ is due to the inhibition of the 
oxygen radicals generation, the inhibition of nitrogen oxide synthase, displacement of Fe and Cu in

* Artykuł został sfinansowany przez fundusz statutowy Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN im. 
M. Nenckiego
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membranes and protection of-SH groups. Feeding with zinc-deficient diet introduces the oxidative stress. 
At increased concentration Zn2+ inhibits the mitochondrial respiratory chain and the tricarboxylic acid 
cycle. Moreover, Zn2+ induces the unspecific megachannel in the inner mitochondrial membrane. 
Recently, the changes in Zn2+ concentration were suggested to play a signaling role.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 491-506)

Key words: zinc, metallothioneins, zinc enzymes, oxidative stress, mitochondrial effects.

WSTĘP

Badania ostatnich lat przyniosły znaczny postęp w określeniu wewnątrzkomór­
kowego stężenia wolnych jonów Zn2+, co było związane z wynalezieniem przez 
Zalewskiego sondy fluorescencyjnej reagującej z Zn2+ [68]. Jednocześnie długoletnie 
badania Vallee [23], Braya [59] i Bettgera [5] doprowadziły do poznania mecha­
nizmów oddziaływania tego jonu w katalizie enzymatycznej, stabilizacji błon i 
ochronie komórki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi.

W  ciele człowieka cynk jest jednym  z najobficiej występujących pierwiastków 
śladowych, a zawartość jego sięga 2-3  g [3]. W różnych tkankach zwierząt wyższych 
cynk występuje w ilości 10-100 pg/g świeżej masy. Najwyższa zawartość tego 
pierw iastka znajduje się w układzie rozrodczym samców (0,9 i 0,25 mg/g, od­
powiednio, prostaty i plemników). Bogate w Zn2+ są również gałki oczne, kości, 
wątroba (około 40 pg/g), serce (16 pg/g), nerki i układ nerwowy [10]. Wśród 
frakcji subkomórkowych wątroby najwięcej cynku znajduje się w cytozolu i mi- 
krosomach [63]. W mikrosomach Zn + wiązany jest przez białka znane z własności 
wiązania Ca2+, kalsekwestrynę i kalretikulinę [1,39]. Co więcej, kalsekwestryna, 
wykazuje wyższe powinowactwo do Zn2+ niż do Ca2+. W osoczu krwi cynk 
występuje w stężeniu 15-21 pM, które ulega obniżeniu podczas starzenia.

WŁASNOŚCI CYNKU WYSTĘPUJĄCEGO W KOMÓRCE

W  materiale biologicznym cynk występuje w postaci kationu, który ma powłokę 
d  wypełnioną dziesięcioma elektronami. W związku z tym nie dochodzi do zmian 
w energii stabilizacji pola przy wiązaniu ligandów [3]. Liczba koordynacyjna dla 
kationów Zn2+ wynosi najczęściej 4, a zatem przeważnie wytwarzane są związki 
o konfiguracji tetraedrycznej. Znane są również kompleksy Zn2+ o liczbach koor­
dynacyjnych 5 i 6.

Kation Zn2+ jest stabilny, nie podlega zmianom oksydoredukcyjnym. Odznacza 
się on małym promieniem, 70 pm, i wysokim stosunkiem ładunku do promienia, 
co pozwala utrzymać charakter kationowy przy wiązaniach koordynacyjnych [3].
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Cynk jest metalem amfoterycznym, może występować w postaci wodzianu i wo­
dorotlenku oraz tworzyć dwa hydroksykompleksy: [Zn(OH)3]-  i [Zn(OH)4]2-. W 
materiale biologicznym Zn2+ występuje głównie w kompleksach z białkam i. W edług 
klasyfikacji Pearsona określającej własności elektro- i nukleofilowe jonów opartej 
na teorii znanej jako HSAB (Hard and Soft Acids and Bases) Zn2+ jest „kwasem 
pośrednim” \ dlatego może reagować z ligandami różnego typu: z grupami sulf- 
hydrylowymi reszt cysteinowych, grupami imidazolowymi reszt histydynowych oraz 
grupami karboksylowymi glutaminianu i asparaginianu oraz tlenem wody. W e wszy­
stkich tych miejscach Zn + współzawodniczy z H +. Stabilność kompleksu Zn + 
z cysteiną jest wyższa niż z histydyną: log Kst wynoszą odpowiednio, 9,9 i 6,6 
[13]. W konsekwencji wysokiego powinowactwa do cysteiny Zn2+ jest wiązany 
również przez zredukowany glutation [8]. W komórkach Zn2+ wiązany jest ponadto 
przez niektóre nukleotydy, z których na szczególną uwagę zasługują ADP, ATP 
i NADPH oraz przez cytrynian [29,36,47]. Silnymi niefizjologicznymi chelatorami 
Zn2+ są EDTA i ditiotreitol (log Kst tych kompleksów wynoszą odpowiednio, 
16,4 i 10,3) [13].

Zn2+ jest kationem hydrofilnym i tylko w znikomym stopniu może dyfundować 
przez błony biologiczne. Jednak dyfuzja ta jest stymulowana przez utlenienie lipidów 
błonowych [43]. Przez błony komórkowe Zn2+ jest przenoszony przez specjalne 
transportery, których synteza regulowana jest przez zawartość Zn2+ w diecie [38]. 
In vitro dla przeniesienia Zn2+ przez błony stosowany jest jonofor 4-Br A23187 
[18].

WYSTĘPOWANIE CYNKU

Zn2+ jest składnikiem ponad 300 enzymów, insuliny, licznych czynników trans- 
krypcyjnych oraz ligandem wielu białek wiążących m etale©ak np. metalotioneiny 
czy kalcyklina [19,31] oraz białek wiążących jedynie Zn +, jak np. wątrobowa 
paratymozyna [3]. W osoczu Zn2+ występuje w kompleksach z albuminą i y- 
2-makroglobuliną, natomiast w erytrocytach znajduje się głównie w anhydrazie 
węglanowej.

W wątrobie cynk stanowi 0,1% suchej masy. Brand i Klaineke [9] zauważyli, 
że całkowita zawartość Zn2+ w szczurzych hepatocytach, 0,26 (imol/g świeżej masy 
wzrasta o 60% pod wpływem głodzenia zwierząt przez 1 dobę. Pomiary cytozolowego 
wolnego Zn2+ w tych komórkach przy zastosowaniu sondy fluorescencyjnej cynkiny 
(zinąuin) wykazały stężenie 1,26 |LiM, o kilka rzędów wyższe od stężeń pM -nM  
wykrywanych poprzednio w różnych komórkach przy użyciu absorpcji atomowej 
i techniką NMR [2,19]. Jednocześnie zaobserwowano, że poziom wolnego Zn2+
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drastycznie spada pod wpływem glukagonu i cAMP: o 75% w ciągu 10 min po 
dodaniu 1 pM glukagonu lub 0,1 mM 8-bromo-cAMP do medium [9].

Z krwi Zn2+ jest pobierany głównie przez wątrobę [ 15,41 ]. Hepatocyty pobierają 
Zn2+ z K0/5 = 10 |iM  i V max = 10 pmoli/mg białka/min [41]. Transport ten 
wydaje się być zależny od energii, ponieważ jest hamowany przez cyjanek, azydek 
i odczynniki reagujące z grupami -SH [15]. Z wątroby Zn2+ jest wydalany do 
żółci i trafia do jelit. Część Zn2+ zawartego we krwi jest wydalana z moczem.

Badania na hepatocytach ładowanych 6 Zn wykazały 2 pule wewnątrzkom ór­
kowego Zn2+:

1) szybkowymienialną, wzrastającą ze wzrostem stężenia Zn" na zewnątrz 
komórek,

2) wolnowymienialną zależną od uprzedniego traktowania komórek cynkiem 
i glukokortykoidami [58]. Hepatocyty po naładowaniu Zn"+ traciły aż do 60% 
izotopu w ciągu 2 min. Również in vivo w wątrobie Zn2+ ulega szybkiej cyklizacji: 
cała jego zawartość jest wymieniana w czasie 30 godzin. W ym iana ta jest sty­
mulowana przez glukokortykoidy [58].

Nadmiar Zn2+ powoduje znaczne zmiany w metabolizmie węglowodanów przez 
hamowanie działania glukagonu [9]. Badania na hepatocytach wykazały, że w obe­
cności Zn2+ nie dochodzi do zahamowania przez glukagon lub pochodne cAM P 
kinazy pirogronianowej i fosfofruktokinazy. W rezultacie proces glikolizy ulegał 
odpowiednio 2- i 9-krotnej stymulacji w nieobecności i obecności glukagonu (tab. 
1), co było związane z osłabieniem glukoneogenezy. Jednocześnie Zn2+ stymulował 
rozpad glikogenu przez konwersję fosforylazy do aktywnej formy "a".

TABELA 1. Wpływ Zn2+ na szybkość glikolizy w hepatocytach

Zn2+ Produkcja mleczanu (pmol/g św. masy/godz.)
Norma Glukagon (10 7 M)

0 16 3
10^M 32 28

Dane wg Branda i Kleineke [9]

KOMPLEKSY Zn2+ Z BIAŁKAMI

A. Wiadomości ogólne
o ,

Zn wiążąc się z białkami stabilizuje ich strukturę, bierze udział w katalizie 
enzymatycznej, ekspresji genów, procesach transportu i w oddziaływaniach im m u­
nologicznych [3]. W wielu białkach Zn2+ stanowi ważny element strukturalny, 
który stabilizuje pofałdowaną konformację umożliwiającą interakcję między białkami 
i innymi makrocząsteczkami, np. DNA. W większości enzymów cynkowych jony
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2+RYSUNEK 1. Wiązanie Zn z białkami: A -  miejsca strukturalne, B -  centra katalityczne enzymów

Z n2+ biorą udział w katalizie, ale w niektórych odgrywają jedynie rolę strukturalną. 
W  miejscach strukturalnych Zn2+ jest wiązany koordynacyjnie z czterema resztami 
cysteinowymi, natomiast w centrach katalitycznych z trzema aminokwasami (wśród 
których zawsze jest przynajmniej jedna histydyna) i cząsteczką wody (rys. 1 i 
tab. 2). W wielu (ale nie wszystkich) czynnikach transkrypcyjnych, Zn2+ wytwarza 
tzw. palce cynkowe, w których łańcuchy aminokwasów tworzą domenę w kształcie 
palca z centralnie umiejscowionym kationem Zn2+ związanym z dwiema resztami 
cysteinowymi i dwiema histydynowymi. Takie wiązania występują np. w czynniku 
TFIIIA (tab. 3). W innych czynnikach transkrypcyjnych Zn + może wiązać się 
z samymi cySteinami lub trzema cySteinami i jedną histydyną [62]. Tetrahedralne 
struktury utworzone przez reszty cysteinowe i histydynowe wykazują wysokie po­
winowactwo do Zn2+, znacznie wyższe niż do innych metali i Zn2+ nadaje tym 
strukturom własności miejsc wiążących DNA lub regulujących geny [3]. Domeny 
te mogą również wiązać RNA i inne białka. Palce cynkowe występują także w 
niektórych enzymach, np. w kinazie białkowej C [42]. Scharakteryzowano ponad 
10 różnych strukturalnie i funkcjonalnie domen białkowych wiążących Zn2+. Ich 
różnorodność jest zilustrowana (rys. 2) na przykładzie trzech domen wiążących

TABELA 2. Ligandy Zn2+ w centrach katalitycznych enzymów

Enzym y Ligandy Zn2+
Dehydrogenaza alkoholowa Cys, His, Cys, H20
Karboksypeptydaza His, Glu, His, H20
Fosfolipaza C His, Glu, His, H20
Anhydraza węglanowa His, His, His, H20
Fosfataza alkaliczna Asp, His, His, H^O

Dane wg Yallee i in. [62]
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RYSUNEK 2. Różne typy wiązań Zn2+ w białkach transkrypcyjnych (schemat na podstawie danych Berga 
i Shi [3]): A -  receptor steroidowy, B -  domena palców RING, C -  domena czynnika GAL4
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TABELA 3. Ligandy Zn2+ w białkach transkrypcyjnych

497

Białko M.cz. x 10 3 Zn2+ Ligandy
(mol/mol białka)

TF III A 40 2 4 Cys + 4 His
Receptor glutaminowy 19 2 9 Cys + 1 His
GAL4 17 2 6 Cys
R32P 35 1 3 Cys + 1 His

Dane wg Vallee i in. [62]

dwa kationy Zn2+ [3]. Białka mające domeny cynkowe po usunięciu Zn2+ ulegają 
rozpadowi.

Kompleksy Zn2+ z białkami są ogromnie czułe na wzrost pH, gdyż pK grup 
-SH, imidazolowych i karboksylowych wynosi odpowiednio, 8,5, 6,5 i 4,4 (dla 
grup końcowych 3,1). Z kompleksów tych Zn2+ może być wyparty przez niektóre 
inne metale, ponieważ trwałość kompleksów metali z białkami maleje w nastę­
pującym  szeregu [9]:

Hg2+> Ag+ >Cu+> Cd2+> Pb2+> Cu2+> Zn2+> N i2+> Co2+ > Fe2+ >M n2+. 
Z czynników transkrypcyjnych, jak  również z wielu innych białek Zn może być 
uwolniony przez czynniki utleniające i nitrozujące grupy -SH. W konsekwencji, 
podczas stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego w komórce wzrasta poziom jonów 
Z n2+. Rozerwanie wiązań cynkowo-siarkowych jest uważane za jeden z głównych 
elem entów patologii związanej ze stresem oksydacyjnym i nitrozacyjnym w komórce
[3].

B. Metalotioneiny

Jedną z ważnych funkcji Zn2+jest indukcja metalotionein [19]. Są to małe białka
o masie 6,7 kDa, złożone z 60 aminokwasów, wśród których 20 stanowią cysteiny.21 #
Zaw ierają one 7 mol Zn /mol białka, tworzącego charakterystyczne dwie domeny,
trój- i czterocynkową (rys. 3). W prawdzie powinowactwo metalotionein do nie­
których innych metali jest wyższe niż do Zn2+, np. do Cd2+ 104 a do Pb + 10 
razy, jednak w warunkach fizjologicznych wiązany jest niemal w ył|cznie Zn , 
który w rzadkich przypadkach jest zastępowany przez Cu2+ lub Cd +. W iązanie 
Zn2+ do tionein zależy od dysocjacji grup -SH (pK 8,5) i w związku z tym zależy 
od pH, co jest zgodne z reakcją [64]:

7 Zn2+ + M T —> M T(Zn2+)7 + 14 H+.
O i  •

Kompleksy Zn z tioneinami są termodynamicznie stabilne 
(KZn = 3 x  1013 M_1), 

ale kinetycznie labilne: wiązania z Zn2+ są stale rozrywane i odtwarzane, z szybkością 
103/s. Labilność ta wynika ze zmian w stanie oksydoredukcyjnym atomów siarki.
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W metalotioneinach kationy Zn2+ są skoordynowane z anionami tiolanowymi S~, 
które mogą nawet w tych warunkach ulegać utlenieniu. Potencjał oksydoredukcyjny 
metalotionein pozwala na utlenienie anionów tiolanowych przez wiele fizjologi­
cznych oksydantów, takich jak  np. disulfidy, związki selenu i reaktywne formy 
tlenu [32,37]. GSSG tworzy z Zn2+ kompleks z Kd 5,9 x 10-8 M, stabilny w 
PH 6 ,0-7,5. Może on transportować Zn2+ do apoenzymów [37]. Jednak szybkość 
uwalniania Zn2+ z metalotionein w komórce znacznie przewyższa szybkość ob­
serwowaną na izolowanej metalotioneinie przy fizjologicznym zakresie stężeń GSSG, 
co sugeruje, że w komórce działają czynniki bardziej reaktywne. Spośród wystę­
pujących w komórce disulfidów najsilniej odciągają Zn2+ cystamina i disulfid CoA, 
jednak stężenia ich są zbyt niskie, aby spowodować obserwowaną mobilność Z n2+ 
[37].

W cząsteczce metalotionein cztery atomy cynku są mobilne (jeden z nich odznacza 
się wyższą mobilnością niż pozostałe trzy) i mogą być przenoszone na apoformy 
enzymów cynkowych oraz na niektóre receptory [11,23,26]. Kierunek przepływu 
tych kationów zależy od stopnia utlenienia środowiska. Pod wpływem czynników 
utleniających grupy -SH, takich jak: reaktywne formy tlenu, GSSG i związki selenu 
[24], następuje uwolnienie Zn2+ z metalotioneiny, a redukcja glutationu stymuluje 
związanie Zn2+ przez tioneinę. Przeniesienie Zn2+ uwolnionego z metalotioneiny 
na apoformę dehydrogenazy sorbitolowej zależy od stosunku GSH/GSSG w śro­
dowisku [26]. Trwałe uwolnienie Zn2+ z metalotionein następuje w wyniku wyparcia 
przez metal o wyższym powinowactwie. M etalotioneiny występują głównie w w ą­
trobie, nerkach, trzustce i jelitach, a także, w małych ilościach 1-3 ng/ml we krwi 
[19]. W ewnątrz komórek zlokalizowane są w cytoplazmie, lyzosomach i jądrze.

RYSUNEK 3. Wiązanie Zn w metalotioneinie schemat na podstawie danych Fishera i Davie [19]

http://rcin.org.pl



DZIAŁANIE JONÓW CYNKU W KOMÓRKACH NIEPOBUDLIW YCH 499

Synteza metalotionein indukowana jest na poziomie transkrypcji mRNA przez metale 
(Cd, Zn, Cu), glukorkotykoidy, interleukinę 1, glukagon, estry forbolu i głodzenie. 
W obecności czynników indukujących zawartość metalotionein w wątrobie może 
wzrosnąć aż 24-krotnie, co jest związane ze wzmożonym pobieraniem Zn 
i kilkakrotnym podniesieniem jego zawartości. Sama dieta bogata w Zn2+ podwyższa 
zawartość metalotionein 8 razy przy jednoczesnym intensywnym pobieraniu Zn“ 
z krwi [16].

M etalotioneiny są komórkowym magazynem Zn2+, który może być udostępniany 
innym białkom [19]. Ponadto pełnią one w komórkach dwie ważne funkcje: deto- 
ksyfikacyjną i antyoksydacyjną. Po pierwsze, ze względu na wysokie powinowactwo 
do metali ciężkich uwalniają od nich środowisko wewnątrzkomórkowe [51]. Po 
drugie, podczas stresu oksydacyjnego w komórce uwolnienie Zn2+ z metalotionein 
pozostaw ia wolne aniony tiolanowe, które stają się głównymi substratami w reakcjach 
z reaktywnymi postaciami tlenu i GSSG. Udowodniono, że wśród wszystkich związ­
ków tiolowych w komórce grupy -SH metalotionein są preferencyjnie utleniane 
przez H20 2 [49]. W ten sposób zostaje zaoszczędzony komórkowy GSH i grupy 
-SH innych białek. Uwolniony Zn2+ może się wiązać do białek błonowych i w 
ten sposób zabezpieczać błon^ przed zmianami stmkturahiymi [5]. Na szczególną 
uwagę zasługuje zdolność Zn + do wypierania Ca + i Fe“+ z wiązań białkowych. 
Znacznie wyższe powinowactwo białek do Zn2+ niż do Ca2+ pozwala na efektywną 
konkurencję obu kationów, pomimo wysokiego stosunku [Ca2+]/[Zn2+], co może 
wpływać na liczne procesy regulowane przez Ca2+ [17]. Hamowanie różnych dróg 
transportu Ca2+ przez Zn + zaburza homeostazę Ca2+ w komórce [2]. Natomiast 
uwolnienie Fe2+ z połączeń białkowych pod wpływem Zn“+ odgrywa istotną rolę 
w przeciwdziałaniu peroksydacji lipidów błonowych [60].

Poza metalotioneinami Zn2+, podobnie jak inne metale ciężkie, może indukować 
syntezę białek szoku cieplnego chroniących komórki przed uszkodzeniami term i­
cznymi oraz oksydacyjnymi [21]. Na uwagę zasługuje synteza białka hsp70, które 
szczególnie silnie oddziałuje stabilizująco na sąsiadujące białka.

C. Enzymy cynkowe

Udział Zn2+ w katalizie enzymatycznej polega na aktywacji związanej z nim 
cząsteczki wody i wytworzeniu miejscowego wzrostu stężenia anionów OH- , które 
w większości przypadków atakują atom węgla grupy karbonylowej [62]. Ten m e­
chanizm został opisany dla anhydrazy węglanowej, dehydrogenaz i proteaz cyn­
kowych. W wielu enzymach cynkowych Zn2+ może być zastępowany przez Co“+ 
bez utraty aktywności [65]. Podobnie jak  w przypadku metalotionein kation Zn 
może być uwalniany z enzymów cynkowych pod wpływem czynników utleniających, 
co na ogół prowadzi do utraty aktywności [20].
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Aktywność wielu enzym ów jest modulowana przez Zn2+. Na szczególną uwagę 
zasługuje aktywacja przez Zn~+ fosfodiesterazy specyficznej dla cAMP, enzymu 
wiążącego mol Zn +/mol z Kd 0,4 pM  [44]. Dla wielu enzymów Zn2+jest inhibitorem. 
W komórkach narażonych na stres oksydacyjny ważną rolę odgrywa hamowanie 
przez Zn2+ reduktaz disulfidowych, regenerujących grupy -SH po utlenieniu (IC50 
dla reduktaz glutationowej i tioredoksynowej wynosi około 2 pM ) [33]. Wiele 
kom órek ma wrażliwe na Zn2+ endonukleazy katalizujące apoptotyczną fragmentację 
DNA. W  tych komórkach Zn2+ jest czynnikiem hamującym apoptozę [45].

DZIAŁANIE ANTYOKSYDACYJNE

2+Antyoksydacyjne działanie Zn znane jest od 20 lat, jednak dopiero badania 
ostatnich lat udowodniły bezpośrednie hamowanie przez ten kation generacji rod­
ników tlenowych [12]. Podczas reperfuzji serca produkcja rodnika hydroksylowego 
była ham owana aż o 80% przez dodatek 20 pM  Zn2+ do płynu perfuzyjnego [48], 
co więcej, Zn2+ w stężeniach mikromolowych hamuje syntazę tlenku azotu i w 
ten sposób zapobiega wytwarzaniu najgroźniejszego dla komórki rodnika, nadtle- 
noazotynu, powstającego w reakcji anionorodnikaponadtlenkowego z tlenkiem azotu 
[46]. Usuwanie anionorodnika ponadtlenkowego w cytoplazmie jest katalizowane 
przez dysmutazę zależną od miedzi i cynku.

Poza inhibicją generacji rodników tlenowych anty oksydacyjna funkcja Z n“+ zwią­
zana Jes t z trzema innymi mechanizmami [10]. Po pierwsze, kation ten konkuruje 
z Fe i Cu + o te same miejsca wiązań do różnych białek, co ma szczególne 
znaczenie w błonach [6]. Po drugie, wiążąc się z białkowymi grupami -SH chroni 
je przed utlenieniem i alkilacją [59,61]. Przykładem są bezcynkowe apoenzymy 
dehydratazy aminolewulinowej i dihydroorotazy, które tracą grupy -SH i aktywność 
pod wpływem  tlenu zawartego w powietrzu, czemu zapobiega dodatek Zn2+. Jednak 
Zn m oże się wiązać jedynie ze zredukowanymi grupami -SH, a zatem nie jest 
w stanie przywrócić aktywności enzymatycznych utraconych pod wpływem ut­
lenienia [59], co więcej, wysokie stężenia disulfidów i czynniki nitrozylujące roz­
ryw ają wiązania cynkowo-siarkowe i uwalniają Zn2+ [4]. Uwolnienie Z n“+ powoduje 
wzrost wrażliwości grup -SH na utlenienie [30]. Rozerwanie struktury palców cyn­
kowych jest jednym  z najgroźniejszych efektów stresu oksydacyjnego w komórce
[4]. Trw alszą ochronę przez interakcję z Zn2+ uzyskują grupy -SH narażone na 
działanie czynników alkilujących [61]. Po trzecie, indukcja metalotionein przeciw­
działa utlenieniu GSH i białkowych grup -SH. Konsekwencją tych trzech efektów 
jest ham owanie procesów peroksydacyjnych, co przyczynia się do utrzym ania pra­
widłowej struktury błon [10,54,59,60]. Należy jednak dodać, że Zn2+, podobnie
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jak  Cd2+ i A l3+, stabilizuje rodniki fenoksylowe i w ich obecności może wzmagać 
uszkodzenia oksydacyjne [67].

ODDZIAŁYWANIE Zn2+ W MITOCHONDRIACH

Zn2+ wchodzi do mitochondriów najprawdopodobniej nauniporterze wapniowym 
[52]. Nadmiar Zn2+ powoduje hamowanie oddychania przez wiązanie do kompleksu 
bej łańcucha oddechowego [22,35]. W iązanie to charakteryzuje się Kd = 3 x  1CT6 
M, jednak zahamowanie oddychania izolowanych mitochondriów wątroby szczura 
o 50% obserwowano już przy 0,1 pM  Zn2+ w medium inkubacyjnym [55]. W 
konsekwencji blokady łańcucha oddechowego następuje spadek potencjału błono­
wego mitochondriów, co hamuje transport jonów zależny od tego potencjału, jak  
np. pobieranie Ca2+ [52]. Zn2+ wiąże się także do naturalnego inhibitora mito- 
chondrialnej ATP-azy, co u niektórych gatunków, jak np. królika, powoduje oddy- 
socjowanie inhibitora od enzymu i jego aktywację [50].

Najważniejszym efektem Zn2+ na metabolizm mitochondriów jest zaham owanie 
cyklu kwasów trikarboksylowych na skutek specyficznej inhibicji m itochondrialnej 
akonitazy [14]. Inhibicja ta prowadzi do akumulacji cytrynianu w m itochondriach. 
W  tej sytuacji cytrynian może ulec izomeryzacji do izocytrynianu dopiero po prze­
niesieniu do cytoplazmy, gdzie działa niewrażliwa na Zn2+ cytozolowa form a 
akonitazy.

Innym ważnym efektem Zn2+ w mitochondriach jest oddziaływanie na kanały 
błony wewnętrznej. Na szczególną uwagę zasługuje hamowanie przez Zn2+ kanału 
anionowego transportującego C F  J53]. IC50 tej inhibicji, 1,5 pM, mieści się w 
zakresie stężeń fizjologicznych. Zn" w stężeniach 2,5-10 pM  wiążąc się z resztami 
cysteinowymi indukuje niespecyficzne uprzepuszczalnienie wewnętrznej błony m i­
tochondrialnej przez otworzenie w niej tzw. megakanałów przepuszczających w szy­
stkie cząsteczki o m asie do 1,5 kD a [66,69]. Prowadzi to do deenergizacji 
m itochondriów i wypływu z nich różnych jonów i metabolitów.

ZABURZENIA HOMEOSTAZY Zn2+ W ORGANIZMIE

Niedobór Zn2+ w diecie może być przyczyną wielu schorzeń w organizmach 
zwierząt wyższych. M iarą niedoboru Zn2+ jest obniżenie aktywności fosfatazy al­
kalicznej w osoczu [28]. Diecie bezcynkowej często towarzyszy anoreksja (brak 
łaknienia) spowodowana prawdopodobnie zanikiem gustyny, polipeptydu śliny za­
wierającego Zn + [6]. Badania kliniczne dowodzą, że niedobór Zn + w diecie kobiet
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ciężarnych podnosi ryzyko wystąpienia komplikacji porodowych i poporodowych
[7]. Natomiast niedobór Zn2+ u kobiet karmiących piersią jest przyczyną wystąpienia 
u niemowląt zespołu acrodermatitis enteropathica, czyli zaburzeń jelitowo-skórnych 
objawiających się zapaleniem jelit, owrzodzeniem skóry kończyn oraz ogólnym 
wyniszczeniem organizmu [56].

Zależnie od zawartości Zn2+ w diecie stężenie tego kationu w osoczu krwi i 
wątrobie zmienia się, odpowiednio, w granicach 50-140%  i 70-120%  normalnego 
poziomu [57]. Karmienie dietą bezcynkową wywołuje stres oksydacyjny: w osoczu 
krwi i w wątrobie następuje nagromadzenie produktów peroksydacji lipidów i wielo- 
nienasyconych kwasów tłuszczowych. W osoczu krwi drastycznie obniża się aktyw­
ność dysmutazy ponadtlenkowej, spada poziom GSH i białkowych grup -SH [54].

W ielu chorobom towarzyszą zmiany zawartości Zn2+ we krwi i różnych tkankach. 
U chorych na przewlekłe zapalenie wątroby typu C oraz na marskość wątroby 
obserwuje się spadek stężenia Zn2+ w surowicy [40]. W katarakcie typu starczego 
stwierdzono niski poziom Zn2+ w soczewce, podczas gdy w katarakcie pourazowej 
poziom Zn2+ jest znacznie podwyższony [25].

Groźne zatrucia cynkiem występują rzadko, niemniej jednak u ludzi narażonych 
na działanie pyłu cynkowego obserwuje się zespół chorobowy, zwany gorączką 
cynkową lub gorączką hutników, objawiający się wysoką temperaturą, zapaleniem 
płuc, a w konsekwencji prowadzący do zwłóknienia tkanki płucnej [34].

Najbardziej znanym efektem terapeutycznym cynku jest stymulujący wpływ na 
gojenie się ran. Jest on związany z zahamowaniem wzrostu bakterii i przyspieszeniem 
cyklów komórkowych komórek śródbłonkowych [27].

UWAGI KOŃCOWE

Ostatnio gwałtownie wzrasta zainteresowanie rolą Zn2+ w komórce. Opisywane 
są coraz liczniejsze domeny białkowe wiążące ten kation. Są one charakteryzowane 
metodami krystalograficznymi i metodą rezonansu jądrowego. Nasuwa się pytanie 
o funkcję tych domen. Wiadomo, że biorą one udział w wiązaniu DNA i aktywacji 
czynników transkrypcyjnych. Sugeruje się, że palce cynkowe typu RING służą 
do interakcji między białkami [3].

W iele aspektów biochemii i fizjologii cynku jest dotychczas niewyjaśnionych. 
Bardzo niewiele wiadomo o absorbcji, transporcie i wydalaniu tego pierwiastka. 
Istnieje przypuszczenie, że stężenie Zn2+ w komórce jest precyzyjnie kontrolowane, 
jednak mechanizm tej kontroli nie jest dotychczas poznany. Co więcej, dotychczasowe 
ustalenia stężenia Zn2+ w komórce budzą obecnie wątpliwości. Wysokie powi­
nowactwo białek do Zn2+ wydawało się korelować z bardzo niskim stężeniem 
wolnego kationu, rzędu 1CT12 M. Jednakże późniejsze pomiary sondą cynkiną przy­
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niosły wartości o wiele rzędów wyższe, 1(T5- 1 0 ^  [9]. Ten podstawowy problem 
wymaga dalszych gruntownych badań.

Bardzo szybka wymiana ligandów przez kation Zn2+ daje możliwości fun­
kcjonalne podobne do tych, jakie charakteryzują kation Ca2+. Regulacja wiązania 
Z n2+ z białkami przez stan oksydoredukcyjny glutationu wskazuje na zależność 
stężenia wolnego Zn2+ od energetycznego metabolizmu komórki [19]. W ysuwane 
są hipotezy o roli sygnałowej zmian w wewnątrzkomórkowym stężeniu wolnego 
Z n2+. W spółzależność funkcji cynku w strukturze białek, katalizie enzymatycznej 
i przenoszeniu informacji jest ważnym problemem dla przyszłych badań [3].
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GENOM U ROŚLINNEGO*
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Streszczenie: Gatunki roślin charakteryzują się ogromną różnorodnością nie tylko na poziomie fenotypu, 
ale również genomu jądrowego. Genomy roślin różnią się zawartością DNA, liczbą chromosomów i ich 
morfologią. Wielkość genomu zależy głównie od zawartości powtarzalnych sekwencji DNA. Sekwencje 
te można podzielić na klasy w zależności od długości, położenia i specyficzności występowania. Pewne 
typy sekwencji są podobne u wszystkich organizmów, podczas gdy inne są specyficzne dla gatunku lub 
nawet chromosomu. Poszczególne typy sekwencji mają charakterystyczne rozmieszczenie w chromoso­
mach. W związku z tym struktura chromosomu nie jest homogenna, ale składa się z szeregu chromaty- 
nowych domen. Prowadzone w ostatnich latach badania organizacji genomów wykazały, że geny 
występujące u większości roślin odznaczają się nie tylko podobieństwem struktury, ale również ich układ 
w chromosomach jest podobny (syntenia). Porównawcze badania genomów różnych gatunków roślin, 
zarówno na poziomie molekularnym jak i chromosomowym, otwierają nowe możliwości poznawcze i 
powinny przybliżyć zrozumienie zależności między funkcją genu i organizacją genomu.
(.Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 507-522)

Słowa kluczowe: chromosomy, centromery, sekwencje powtarzalne, syntenia, telomery, wielkość geno­
mu.

Summary. Plant species are different not only at their phenotype but also the genome level. Plant genomes 
vary greatly in their size (DNA amount), chromosome number and morphology. Repetitive DNA 
sequences represent the majority of most plant genomes and define some differences between species. 
Some sequences are highly conserved in many species while other sequences show species or even 
chromosome specificity. Repetitive sequences have characteristic chromosomal locations and also for 
this reason, the chromosomes are not homogenous but contain several chromatid domains. Comparative 
genome analysis has shown that structures of genes are similar in most plants and the ordering of genes 
is highly conserved across wide taxonomic groups (synteny). Comparative genome investigations at 
molecular as well as chromosomal level should provide additional information on the relationship

*Praca dofinansowana z grantu KBN 6P04C06613.
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between gene function and genome organisation.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 507-522)

Key words: chromosomes, centromeres, genome size, répétitive DNA sequences, synteny, telomeres.

WSTĘP

Organizmy mimo wielkiej różnorodności charakteryzują się takim samym m a­
teriałem (DNA/RNA) i kodem genetycznym. Prowadzone w ostatnich latach po­
rów nawcze badania organizacji genomów (comparative genomics) w różnych 
grupach systematycznych roślin wykazały dalszą unifikację genetyczną. Stwierdzono, 
że geny pełniące podobne funkcje u różnych gatunków roślin zachowują podobne 
sekwencje. Geny występujące u większości roślin wykazują nie tylko podobieństwo 
struktury, ale również ich układ jest konserwatywny (ang. synteny). W skazuje to, 
że w procesie specjacji w obrębie większych grup systematycznych zachowane 
zostały układy genów ancestralnego przodka [10].

Z drugiej strony rośliny charakteryzują się ogromną różnorodnością (ang. bio- 
diversity) nie tylko na poziomie fenotypu, ale również genomu. Genomy roślin 
różnią się zawartością DNA, liczbą chromosomów i ich wielkością. Jedną z głównych 
przyczyn tych różnic jest występowanie powtarzalnych sekwencji DNA, które mogą 
stanowić ponad 90% genomu jądrowego, podczas gdy większość genów występuje 
w jednej lub kilku kopiach, stanowiąc niewielki procent genomu. Dla zrozumienia 
organizacji genomu ważne jest poznanie struktury i funkcji nie tylko genów, ale 
również sekwencji niekodujących. Znajomość struktury genomu jest istotna w ba­
daniach procesów ewolucji, zachowania się chromosomów w jądrze interfazowym, 
mitozie i mejozie, jak również w transformacji organizmów drogą wprowadzania 
obcych genów czy hodowli roślin.

Badania organizacji genomu skupiają się głównie na rozmieszczeniu poszcze­
gólnych typów sekwencji w chromosomach oraz na trójwymiarowej organizacji 
tych sekwencji w jądrze interfazowym, kiedy geny są aktywne transkrypcyjnie i 
replikowany jest DNA. W badaniach organizacji genomu można wyróżnić dwa 
aspekty: 1 -  rozmieszczenie poszczególnych typów sekwencji w chromosomach, 
2 -  trójwymiarowa organizacja tych sekwencji w jądrze interfazowym, w czasie 
kiedy geny są aktywne transkrypcyjnie i DNA jest replikowany. W rozważaniach 
nad organizacją genomu nasuwają się następujące pytania:

-  Jakie elementy powszechnie występują we wszystkich genomach?
-  Który typ sekwencji ewoluuje najszybciej?
-J a k ie  są mechanizmy zmian w sekwencjach, w liczbie ich kopii i rozmieszczeniu 

w chromosomach?
-  Jak poszczególne sekwencje są ułożone w genomie?
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-  Jakie jest wzajemne położenie genów względem sekwencji regulujących, a 
jak ie  względem sekwencji powtarzalnych?

Odpowiedzi na te pytania mogą dostarczyć porównawcze badania genomów 
poszczególnych gatunków lub większych grup systematycznych.

WIELKOŚĆ GENOMU

W ielkość genomu jądrowego określona jest dla około 3000 gatunków roślin, 
tj. dla około 1% roślin okrytonasiennych. Różnice w zawartości DNA u tych 
gatunków wynoszą blisko tysiąc razy. Rośliną powszechnie znaną z bardzo małego 
genom u jest Arabidopsis thaliana (1C DNA = 0,2 pg), a przykładem rośliny z 
wyjątkowo dużą zawartością jądrowego DNA może być Fritilaria assyriaca (1C 
DNA = 127 pg) [4].

Podobnie bardzo różna jest u roślin liczba chromosomów; może ona wahać 
się od 2 do kilkuset, przy czym opisana jest dla około 25% gatunków okryto­
nasiennych. Nie stwierdzono u roślin gatunku o liczbie chromosomów n = 1, który 
byłby szczególnie interesujący w badaniach nad mapowaniem chromosomów. Naj­
mniejszą, równą dwa, haploidalną liczbę chromosomów opisano dla dwóch ga­
tunków  roślin dwuliściennych -  Haplopappus gracilis i Brachychome dichro- 
mosomatica  i dwóch jednoliściennych -  Zingeria biebersteinianci i Colpodium  
versicola [3]. Maksymalna liczba chromosomów opisana dla roślin okrytonasien­
nych wynosi 2n = 600 u palmy madagaskarskiej Voanniola gerardii [18].

M orfologia, a szczególnie rozmiary chromosomów wykazują również dużą róż­
norodność zarówno w obrębie jednego genotypu, jak i między gatunkami (rys. 
1). Chromosomy jednych gatunków są małe i niezróżnicowane morfologicznie, 
podczas gdy u innych poszczególne pary chromosomów homologicznych różnią 
się istotnie i są łatwe do identyfikacji.

W ykazano zależność między zawartością DNA i niektórymi cechami fenoty- 
powym i na poziomie komórki. Można wyróżnić dwojaki wpływ jądrowego DNA 
na fenotyp. Jeden przez ekspresję zawartych w nim genów i drugi fizyczny, wa­
runkujący między innymi wielkość i masę jądra. Bennett [2] wprowadził termin 
nukleotyp (ang. nucleotype) dla określenia cech jądra, które nie wynikają z przekazu 
informacji genetycznej, ale zależą od ilości DNA.

Ostatnio jest coraz więcej doniesień o zależności między wielkością genomu 
a cechami na poziomie organizmu, ważnymi w hodowli roślin lub ekologii, często 
związanymi z odpornością na czynniki środowiskowe. Interesujących danych do­
starczyły badania dotyczące słonecznika, u którego stwierdzono prawie trzykrotne 
różnice w zawartości jądrowego DNA w zależności od rodzaju i intensywności 
światłą [45]. Autorzy wskazują na adaptacyjne znaczenie takiej niestabilności. Zro-
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RYSUNEK 1. Porównanie wielkości mitoiycznych chromosomów metafazowych, po barwieniu fluore­
scencyjnym DAPI: A -  Pinus sihestris 2n = 24; B -  Arabiclopsis thaliana 2n =10; zdjęcia wykonane w 
tej samej skali

zum ienie mechanizmów tego typu zachowań genomu mogłoby być przydatne w 
m odyfikacjach wielkości genomu dla celów praktycznych, na przykład w hodowli 
roślin.

M im o tak znacznej różnicy w wielkości genomów wydaje się, że liczba genów 
jest podobna u różnych gatunków. Na około 60 000 ustalono liczbę genów u tytoniu 
na podstawie analizy transkryptów [35]. Dla innych gatunków wartość ta waha 
się od 25000 do 50000. Uściślenie tych danych powinno być łatwiejsze po za­
kończeniu sekwencjonowania genomów, które aktualnie prowadzone jest dla wielu 
organizm ów, a z roślin -  dla Arabidopsis thaliana.

W ielkość genomu zależy głównie od zawartości powtarzalnych sekwencji DNA, 
która może wahać się od 40% u Arabidopsis do 90% u pszenicy. Sekwencje po­
wtarzalne można podzielić na klasy w zależności od długości, położenia i spe­
cyficzności występowania. Długość sekwencji powtarzalnych może wynosić od 
dwóch lub kilku nukleotydów, przez sekwencje wynoszące około 180 pz satelitarnego 
DNA, do kilku tysięcy, jak geny rRNA. Pewne typy sekwencji są podobne u wszy­
stkich organizmów, podczas gdy inne są specyficzne dla gatunku lub nawet chro-
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RYSUNEK 2. Schemat struktury chromosomu

mosomu [48]. Sekwencje powtarzalne mogą być rozproszone w genomie lub wy­
stępować tandemowo w blokach. Poszczególne typy sekwencji mają charaktery­
styczne rozmieszczenie w chromosomach. W związku z tym struktura chromosomu 
nie jest homogenna, ale składa się z szeregu chromatynowych domen (rys. 2).

SEKWENCJE CENTROMEROWE

Obecność sekwencji centromerowych jest niezbędna, aby cząsteczka DNA m ogła 
pełnić funkcję chromosomu w komórce eukariotycznej. Centromer odgrywa istotną 
rolę w procesie segregacji i prawidłowego rozdziału chromosomów do jąder po­
tomnych. M olekularna struktura centromerów jest lepiej poznana u drożdży, D ro­
sophila i człowieka niż u roślin. W odcinkach przy centromerze chromosom ów 
wielu roślin występuje wyraźny blok heterochromatyny, który intensywnie barwi 
się odczynnikiem Giemsy w metodzie prążków C lub wykazuje jasną fluorescencję 
po barwieniu DAPI. Obszary te zawierają powtarzalne, satelitarne sekwencje DNA. 
Sekwencja powtarzana na ogół zawiera 160-180 pz, co opowiada długości DNA 
związanego z nukleosomem albo wielokrotność tej długości. U Arabidopsis thaliana
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sekwencja pA Ll [33] o długości 360 pz obecna jest w około 5000 kopii, co stanowi 
średnio 200 kpz w centromerze. Wiele danych wskazuje, że sekwencje te cha­
rakteryzują się niewielką homologią albo jej brakiem między spokrewnionymi ga­
tunkami. I tak centromerowy DNA wyizolowany z A rabidopsis thaliana hybrydy żuje 
z obszarami centromerowymi wszystkich chromosomów tego gatunku, natomiast 
nie hybrydyzuje z chromosomami innych gatunków A rabidopsis ani spokrewnionych 
gatunków Brassica  [20, 29-31 ]. Późniejsze badania wykazały, że przycentromerowa 
heterochrom atyna Arabidopsis jest zbudowana nie tylko z tandemowo powtó­
rzonych sekwencji o długości 180 pz, ale również z innych powtarzalnych sekwencji 
typu mikrosatelitam ego [8].

Powtarzalne sekwencje przycentromerowe wyizolowano i scharakteryzowano dla 
dwóch gatunków Brassica: B. oleracea (pB oK B l) i B. campestris (pBcKB4). Se­
kwencje te nie hybrydyzowały z centromerami wszystkich chromosomów własnego 
genomu, ale hybrydyzowały również z niektórymi chromosomami drugiego gatunku. 
Stwierdzono brak hybrydyzacji z chromosomami B. nigra, trzeciego diploidalnego 
gatunku Brassica. To może wskazywać, że sekwencje te powstały po wyewoluowaniu 
gatunku B. nigra ze wspólnego gatunku ancestralnego, ale przed rozejściem się 
dróg filogenetycznych B. campestris i B. oleracea [17].

W ykorzystując sztuczne bakteryjne chromosomy, (BAC) zawierające centrom e­
rowy DNA ryżu (Oryza sativa), wyizolowano siedem powtarzalnych sekwencji, 
z czego sześć typu średnio powtarzalnego (50-300 kopii) jest rozproszonych w 
centrom erach wszystkich lub prawie wszystkich gatunków Gramineae, podczas 
gdy siódm a sekwencja, o długości 168 pz, występuje tandemowo w 6000 kopii 
tylko w genomach z rodzaju Oryza [11].

SEKWENCJE TELOMEROWE

Sekwencje telomerowe są krótkimi odcinkami DNA występującymi w wielu 
kopiach na końcu każdego chromosomu. Pełnią one istotne funkcje w stabilizacji 
struktury chromosomów, między innymi są odpowiedzialne za rozpoznawanie pra­
widłowych i uszkodzonych krańców chromosomów, w efekcie czego następuje 
opóźnienie cyklu komórkowego i naprawa pęknięcia. Sekwencje te nie replikują 
drogą semikonserwatywną, ale przez dodanie sekwencji do końca chromosomu 
przez enzym typu odwrotnej transkryptazy -  telomerazę. Umożliwia to całkowitą 
replikację chromosomów [6].

U roślin sekwencje telomerowe zostały wyizolowane z genomu Arabidopsis tha­
liana [46]. Jest to sekwencja TTTAGGG, obecna w 500 kopiach w haploidalnym 
genomie. Długość telomerowych sekwencji różni się znacznie wśród roślin, od 
2 -5  kpz w chromosomach Arabidopsis do kilkudziesięciu, a nawet kilkuset tysięcy
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par zasad u innych roślin. Telomery, tak jak i inne odcinki chromosomu, mają 
strukturę nukleosomową. Trawienie nukleazami wykazało, że sekwencje nukleo- 
somowe telomerów są krótsze od typowych nukleosomów. U żyta i pszenicy za­
wierają 160 pz. Telomerowa sekwencja DNA Arabidopsis użyta jako sonda do 
hybrydyzacji in situ hybrydyzowała z chromosomami wielu gatunków roślin. Tą 
drogą zlokalizowano na końcach chromosomów różnej wielkości sygnały, u Secale 
cereale [52], Vigna unguicullata [15] i Crepis capillaris [32]. Schubert i wsp. 
[50] stwierdzili obecność sekwencji telomerowych w odcinkach interstycjalnych 
chromosomów Vicia faba, co może wskazywać na wystąpienie fuzji chromosomów 
podczas ewolucji tego kariotypu. U Arabidopsis sekwencje te, poza telomerami, 
występują również przycentromerowo w chromosomie 1 [47].

Podczas gdy sekwencje telomerowe roślin są wysoce konserwatywne, to se­
kwencje przy-telomerowe są bardzo zróżnicowane. U Arabidopsis stwierdzono wy­
stępowanie pojedynczych sekwencji przylegających do telomerów. U gatunków 
z większym genomem, duże bloki tandemowo powtarzalnych sekwencji w sub- 
terminalnych odcinkach chromosomów stwierdzono u jęczm ienia [7], żyta [1], po­
midora [25], ryżu [41]. Sekwencje te są na ogół gatunkowo lub rodzajowo specyficzne 
i wykazują zmienność między nawet blisko spokrewnionymi gatunkami lub liniami, 
co wskazuje na ich rolę w specjacji [7]. U żyta opisano trzy, niehomologiczne, 
powtarzalne rodziny sekwencji DNA (pScl 19.2, pSc200 i pSc250), które występują 
tandemowo w heterochromatynie przy-telomerowej (prążki C) i stanowią około 
12-18% genomu [55]. Za pomocą hybrydyzacji in situ stwierdzono, że najbardziej 
terminalnie w heterochromatynie zlokalizowana jest sekwencja pSc200, a pScl 19.2 
-  najbardziej proksymalnie [51].

ORGANIZATOR JĄDERKOWY I GENY rRNA

W odróżnieniu od centromerów i telomerów, organizator jąderkowy nie jest 
stała domeną każdego chromosomu, występuje tylko w niektórych chromosomach 
zwanych jąderkotwórczymi. Jest to odcinek chromosomu (Nucleolar Organizing 
Region -  NOR) zawierający tandemowo ułożone geny rRNA (18S-5,8S-25S), ko­
dujące 45S prerybosomalny RNA.

Geny rRNA są jednymi z najszerzej badanych genów zarówno na poziomie 
molekularnym, jak i cytogenetycznym [28]. Ich popularność w badaniach wynika 
z kilku dogodnych cech. Należąc do genów podstawowego metabolizmu (hous- 
keeping genes), są obecne we wszystkich komórkach i występują tandemowo w 
wielu powtórzeniach. Poza tym dostępne klony rDNA mogą być stosowane do 
badania odległych gatunków ze względu na ich konserwatywny charakter. rDNA
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jest dogodnym  markerem chromosomów i często jest wykorzystywany w badaniach 
ewolucji genomów u różnych grup roślin [9, 14].

Dwa rodzaje rDNA, kodujące 5S rRNA i geny 18S-5,8S-25S, są zlokalizowane 
w genom ie niezależnie od siebie. 45S rDNA jest na ogół zlokalizowany w prze­
wężeniu wtórnym chromosomów, zaś 5S rDNA mogą występować w różnych loci 
wielu chromosomów. Oba rodzaje DNA należą do sekwencji wysoce powtarzalnych 
występujących tandemowo, w jednym lub wielu loci. Liczba kopii genów, jak  i 
liczba loci jest różna u różnych gatunków roślin, niezależnie od liczby chromosomów 
i wielkości genomu. I tak na przykład u Arabidopsis thaliana (2n=10) geny 18S- 
5,8S-25S rRNA występują w dwóch parach chromosomów, a geny 5S rRNA w 
trzech parach [29, 40]. U Brassica campestris (2n=20) zlokalizowane są od­
powiednio w pięciu i trzech parach [31], podczas gdy u innego gatunku o tej 
samej liczbie chromosomów (.Zea mays, 2n=20) geny te występują tylko w po­
jedynczych loci [34].

Każda jednostka rDNA kodująca geny 18S-5,8S-25S rRNA składa się z jednostki 
transkrypcyjnej i sekwencji nietraskrybowanych, tzw. przerywnikowych [22]. W 
jednostce transkrypcyjnej wyróżnia się sekwencje odpowiadające genom 18S rRNA, 
5,8S rRNA i 25S rRNA oraz sekwencje nie odnajdywane w dojrzałych cząsteczkach 
rRNA oznaczane jako ETS (external transcribed spacer) i ITS (internal transcribed  
spacer). Długość jednostki rDNA i liczba kopii może być różna u różnych gatunków, 
poszczególnych osobników czy nawet w obrębie locus. Różnice te spowodowane 
są głównie przez odmienną długość sekwencji przerywnikowych. Podobnie 5S rDNA 
składa się z jednostek transkrybowanych i niestranskrybowanych, których długość 
i liczba kopii może być różna między chromosomami tego samego genomu. Se­
kwencje kodujące geny rRNA wykazują wysoki stopień homologii nawet między 
odległymi ewolucyjnie gatunkami, podczas gdy pozostałe sekwencje jednostki rDNA 
m ogą charakteryzować się dużą zmiennością i są specyficzne gatunkowo. rDNA 
jest dobrym markerem chromosomów wykorzystywanym w badaniach przemian 
chrom osom owych w procesach specjacji czy w programach hodowlanych roślin
[28].

ELEMENTY RUCHOME GENOMU 
-  RETROTRANSPOZONY

Ruchom ym i elementami najpowszechniej występującymi i stanowiącymi istotny 
składnik genomu roślinnego sąretrotranspozony. U kukurydzy około 50% jądrow ego 
DNA stanowią retrotranspozony [36]. Różnią się one od innych ruchomych ele­
mentów zdolnością do transpozycji przez RNA i odwrotną transkrypcją do DNA 
w wyniku działania odwrotnej transkryptazy. W yróżnia się retrotranspozony LTR
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(long terminal repeat) i non-LTR. Do najbardziej charakterystycznych LTR retro- 
transpozonów można zaliczyć grupę Tyl-copia , nazwaną tak ze względu na po­
dobieństw o do najlepiej poznanych ruchom ych elem entów  u Saccharomyces 
cerivisiae (Ty) i Drosophila melanogaster (copia) [23].

Kilka rodzajów ruchomych elementów, które Są typu retrotransposonów, zostało 
zidentyfikowanych u Arabidopsis thaliana, wśród nich rodziny Ta i Athila  [57]. 
Innym ruchomym elementem opisanym u roślin ekotypu Landsberg erecta jest 
Tagi, obecny w dwóch kopiach. Stwierdzono, że sekwencja ta występuje tylko 
u niektórych ekotypów Arabidopsis thaliana, ale opisano ją  również u czterech 
innych gatunków Arabidopsis [5].

Rozmieszczenie i amplifikacja retrotranspozonów odgrywa istotną rolę w ew o­
lucji genomu roślinnego. W iele retrotranspozonów jest sekwencjami flankującymi 
geny, co świadczy o ich wcześniejszej insercji i wskazuje na ich potencjalną rolę 
w procesach ewolucji danego gatunku[56].

Jedną z pierwszych sekwencji typu retrotranspozonów, zlokalizowanych w chro­
mosomach na drodze hybrydyzacji in situ była BASI wyizolowana z jęczm ienia, 
gdzie stanowi około 5% genomu. Jest ona również obecna w genomie pszenicy 
i żyta. Sekwencja ta hybrydyzująca raczej z euchromatynowymi odcinkami niż 
hetrochromatynowymi, jest rozproszona wzdłuż chromosomów z wyjątkiem re­
gionów centromeru, telomerów i przewężenia wtórnego [38].

U innych gatunków, hybrydyzacja in situ wykazała rozproszenie reterotran- 
spozonów typu Tyl-copia  wzdłuż chromosomów, raczej w odcinkach euchromaty- 
nowych niż heterochromatynowych (Vicia faba  [43], jęczmień [53], owies [21], 
Pinus ellliotti [19], żyto [42]. W yjątek stanowi Allium cepa, gdzie elementy te 
preferencyjne związane są z terminalną heterochromatyna wszystkich chromosomów 
[42], a u Arabidopsis thaliana z heterochromatyną centromerową [8, 44]. Liczba 
kopii retrotransposonów nie jest skorelowana z wielkością genomu. U Vicia faba  
(1C =13,3 pg) stwierdzono ok. 106 kopii sekwencji typu Tyl-copia, podczas gdy 
u innego gatunku o nieco mniejszym genomie, Vicia melanops (1C = 11,5 pg) 
występuje około 1000 kopii [43].

U buraka cukrowego (Beta vulgaris) zlokalizowano w drodze FISH retrotran- 
spozony typu LTR -  sekwencje Tbv typu Ty-copia i homologiczną do LINEs 
rodzinę sekwencji -  BNR1. Tbv i BNR1 hybrydyzują ze wszystkimi chromosomami 
buraka, z wyjątkiem centromeru, subtelomerowych odcinków i NOR. Podwójna 
hybrydyzacja wykazała mały stopień kolokalizacji tych dwóch typów sekwencji. 
Hybrydyzacja Tbv była bardziej równomierna niż BNR1, która tworzy skupienia 
sygnałów, często w odcinkach bogatych w pary AT, tj. DAPI pozytywnych [49].
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GENY OBECNE W POJEDYNCZYCH KOPIACH

Geny w genomie występują najczęściej w pojedynczych lub kilku kopiach. Loka­
lizowane są w chromosomach na podstawie analizy genetycznej przy wykorzystaniu 
częstotliwości rekombinacji w mejozie. Tym sposobem są tworzone mapy genetyczne 
chromosomów dla poszczególnych gatunków. Odległości między zlokalizowanymi 
genami odpowiadają częstotliwości rekombinacji, a jednostką jest centi-M organ 
(cM) równy 1 procentowi crossing-over. Inne są mapy cytogenetyczne. Przedstawiają 
one chromosomy metafazowe z zaznaczeniem ich cech morfologicznych, takich 
jak: długość, położenie centromeru, wielkość i rodzaj prążków. Rozwój cytogenetyki 
molekularnej, a szczególnie metody hybrydyzacji in situ po zwala określać w chro­
mosomach położenie różnych sekwencji DNA, w tym genów. Geny występujące 
w wielu kopiach tandemowo są łatwe do wykrycia w drodze hybrydyzacji in situ, 
gdyż reprezentują duże odcinki DNA, należą do nich wcześniej omówione geny 
rRNA. Jednak ukazuje się coraz więcej doniesień o lokalizacji w chromosomach 
roślinnych genów występujących w pojedynczych kopiach. Metodą wiodąca w 
cytogenetycznym  mapowaniu genów jest fluorescencyjna hybrydyzacja in situ 
(FISH), a ostatnio PCR-FISH, w której łańcuchową reakcję polimerazy wykorzystuje 
się do lokalizacji poszukiwanej sekwencji DNA i jednocześnie amplifikacji sygnałów 
[26, 27, 54]. Położenie tych genów odpowiada ich rzeczywistej, fizycznej lokalizacji 
w chromosomie, która może istotnie różnić się od położenia tego genu na mapie 
genetycznej.

Zależności między genetycznymi i fizycznymi odległościami w genomie oblicza 
się na podstawie wielkości genomu i długości mapy genetycznej. Jednostka re- 
kombinacyjna może odpowiadać od 10 do 100 000 kpz w zależności od regionu 
chromosomu i gatunku. U pomidora średnio 1 cM odpowiada 750 kpz, natomiast 
w pobliżu centromeru chromosomu 9, lcM  odpowiada 4 Mpz [13]. W ynika to 
z nierównomiernego zachodzenia crossing-over wzdłuż chromosomów. Niska czę­
stotliwość rekombinacji występuje szczególnie przy centromerze i regionach za­
wierających heterochromatynę. Ogólnie można stwierdzić, że odcinki dystalne 
ramion chromosomów zawierają więcej genów niż odcinki proksymalne [16].

UKŁAD GENÓW -  SYNTENIA

W ostatnim czasie w badaniach genomu roślinnego stosowana jest częściej iden­
tyfikacja i mapowanie różnic w chromosomalnym DNA niż mapowanie genów, 
oparte na różnicach fenotypowych. Polimorfizm DNA może być wykrywany na 
podstawie długości fragmentów restrykcyjnych (RLFP) lub amplifikacji DNA z 
wykorzystaniem PCR, metodą RAPD (random amplified polymorfic DNA) czy
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AFLP (amplifiedfragm ent length polymorphism ). Sekwencje DNA, wykorzystywane 
w tych badaniach jako markery molekularne, nie muszą być sekwencjami trans- 
krybowanymi, ale powinny być obecne w genomie w pojedynczej lub kilku kopiach. 
O stopniu polimorfizmu DNA decyduje zawartość jądrowego DNA, szczególnie 
sekwencji powtarzalnych, obecność transpozonów lub krótkich sekwencji w ystę­
pujących tandemowo, takich jak minisatelity. Przyczyną polimorfizmu może być 
również metylacja cytozyny czy inna modyfikacja DNA [12]. Stopień polimorfizmu 
molekularnego różni się istotnie między gatunkami. Na przykład kukurydza jest 
bardzo polimorficzna, podczas gdy pomidor wykazuje tylko niewielki polimorfizm.

Porównując mapy RFLP wielu gatunków roślin wykazano, że zadziwiająco duże 
fragmenty genomów pozostały niezmienione w czasie ewolucji. Duży stopień ho- 
mologii stwierdzono między gatunkami w obrębie takich rodzin, jak: Gramineae, 
Solanaceae lub Brassicaceae. Dotyczy to głównie genów, a nie niekodujących 
sekwencji DNA, podlegających szybkim przemianom w czasie ewolucji. Hom o­
logiczne fragmenty genomu pomidora i ziemniaka wskazują na zachowanie ko­
lejności genów podczas specjacji ze wspólnego ancestralnego przodka dla rodziny

RYSUNEK 3. Syntenia, dziesięć chromosomów kukurydzy (M) złożonych z segmentów opowiadają­
cych grupom sprzężeń ryżu (R), wg [37], zmodyfikowane
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Solanaceae. Podobnie, u dość odległych gatunków, jakimi są kukurydza i ryż, se­
kwencje cDNA w chromosomie 9 kukurydzy mają taki sam układ, jak w chromosomie 
6 i 3 ryżu, a sekwencje w chromosomie 1 ryżu, taki jak w 3 i 8 kukurydzy. 
Na podstawie porównania map RFLP uprawnych gatunków traw (ryż, pszenica, 
kukurydza, trzcina cukrowa i inne) wykazano, że jeżeli chromosomy ryżu podzieli 
się na segmenty odpowiadające grupom sprzężeń, to można z nich, jak  z klocków 
lego, ułożyć mapy genetyczne pszenicy, kukurydzy (rys. 3) i innych zbóż, a również 
istnieje możliwość rekonstruowania układu genów w odległym ancestralnym przod­
ku dla danych gatunków. Zawartość DNA w poszczególnych segmentach może 
się zmieniać podczas specjacji na skutek amplifikacji lub delecji powtarzalnych 
sekwencji DNA. W ynika z tego, że genomy różnych gatunków nie są wynikiem 
przypadkowych przemian ewolucyjnych, ale wynikiem pęknięć i fuzji w specy­
ficznych miejscach chromosomu. Nie wyklucza to oczywiście wystąpienia różnego 
typu przemian prowadzących to inwersji, delecji czy duplikacji segmentów chro­
mosomów (rys. 4) [37, 39]. Porównawcze badania genomów Arabidopsis thaliana 
i gatunków Brassica wykazały obecność kilku niezmienionych w czasie specjacji 
segmentów, które są obecne w jednej kopii w genomie Arabidopsis thaliana i 
w trzech kopiach w genomie diploidalnego gatunku Brassica ni gra [24].

RYSUNEK 4. Hipotetyczne segmenty chromosomów ryżu i pszenicy pokazujące zachowany układ 
genów i przemiany, jakie zaszły podczas ewolucji (wg [12] zmienione)

http://rcin.org.pl



PORÓW NAW CZE B A D A N IA  GENOM U 519

Poznanie podobieństwa w układzie genów między gatunkami dostarczyło wielu 
nowych informacji o genomie i stwarza nowe możliwości badawcze. M ożliwe jest, 
między innymi, przewidywanie struktury i położenia genów warunkujących okre­
śloną cechę danego gatunku na podstawie informacji o lokalizacji tego genu u 
lepiej zmapowanego gatunku. Gen zmapowany i wyizolowany z gatunku o małym 
genomie, często określanego jako gatunek modelowy, może być łatwo zlokali­
zowany w drodze homologii w innych gatunkach. Takim gatunkiem modelowym 
jest Arabidopsis dla Brassicaceae lub ryż dla Gramineae. Ta sama sekwencja DNA 
(gen) może być wykorzystywana do lokalizacji genów u wielu innych gatunków, 
często odległych systematycznie. Znajomość syntenii umożliwia również szybkie 
tworzenie map genetycznych dla różnych gatunków w obrębie określonej grupy 
taksonomicznej. Porównawcze badania genomów różnych gatunków roślin, zarówno 
na poziomie molekularnym jak  i chromosomowym, otwierają nowe możliwości 
poznawcze i powinny przybliżyć zrozumienie zależności między funkcją genu i 
organizacją genomu.
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AKTYW NOŚĆ FIZJOLOGICZNO-BIOCHEM ICZNA  
POLIAM IN W ADAPTACJI ROŚLIN DO STRESÓW

P H Y S IO L O G IC A L  A N D  B IO C H E M IC A L  A C T IV IT Y  
O F  P O L Y  A M IN E S IN  P L A N T  A D A P T A T IO N  T O  S T R E SS E S

Romuald CZERPAK, Andrzej BAJGUZ 

Zakład Biochemii, Instytut Biologii, Uniwersytet w Białymstoku

Streszczenie: Z przeprowadzonych badań na niektórych uprawnych roślinach naczyniowych wynika, że 
pod wpływem różnorodnych stresów zmienia się zawartość i aktywność fizjologiczno-biochemiczna 
poliamin: putrescyny, spermidyny i sperminy oraz enzymów bezpośrednio związanych z ich biosyntezą. 
Mechanizmy działania poliamin w adaptacji do stresów i obronie roślin przed szkodliwym ich działaniem 
na poziomie molekularnym komórek są poznane w niewielkim stopniu z powodu ich złożonego 
charakteru działania na procesy fizjologiczno-metaboliczne. Dotychczas pod wpływem stresów najlepiej 
poznano zmiany w metabolizmie i aktywności regulacyjnej poliamin na różnych etapach ekspresji genów 
kodujących enzymy bezpośrednio związane z ich biosyntezą.
(Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 523-538)

Słowa kluczowe: poliaminy, putrescyna, spermidyna, spermina, stresy, dekarboksylazy: argininowa i 
ornitynowa.

Summary. From the investigations conducted on some cultivation vascular plants it appears that under 
influence of various stresses, the content and physiological and biochemical activity of polyamines 
change: putrescine, spermidine and spermine and enzymes immediately connected with their biosynthe­
sis. Mechanisms of the activity of polyamines in adaptation to stresses and defence of plants before 
harmful their activity on the level of molecular cells are recognized to a small degree on account of 
complicated character of activity on physiological and biochemical processes. Till now under the 
influence of stresses one best recognized changes in metabolism and regulatory activities of polyamines 
in different stages of expression of genes coding enzymes immediately connected with their biosynthesis. 
{Advances in Cell Biology 1999; 26: 523-538)

Key words: polyamines, putrescine, spermidine, spermine, stresses, arginine and ornithine decarboxyla­
ses.

Wykaz skrótów: ABA -  kwas abscysynowy; SA -  kwas salicylowy; Put -  putrescyna; Spd -  spermidyna; 
Spm -  spermina; IP3 -  trifosfoinozytol; DAG -  diacyloglicerol; ADC -  dekarboksylaza argininowa;
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ODC -  dekarboksylaza ornitynowa; LDC -  dekarboksylaza lizynowa; TMV -  wirus mozaiki tytoniowej; 
HR -  reakcja nadwrażliwości; SAR -  reakcje systemicznej odporności.

WSTĘP

W szystkie rośliny żyjące w naturalnych warunkach środowiska i uprawiane przez 
ludzi, podobnie jak  zwierzęta, są ciągle narażone na działanie różnorodnych czyn­
ników stresowych o charakterze biotycznym i abiotycznym typu chemicznego bądź 
fizycznego. Czynniki stresowe, zwłaszcza o dużym natężeniu i długotrwałym dzia­
łaniu powodują w organizmie odwracalne bądź nieodwracalne zmiany w strukturze 
i procesach fizjologiczno-metabolicznych komórek, częściowo o charakterze ad­
aptacyjnym i zwiększającym odporność na dalsze ich szkodliwe działanie. W przy­
padku roślin tego typu reakcje biochemiczne zwiększające odporność na stresy 
abiotyczne nazwano aklimatyzacją [1, 20].

Pod działaniem czynników stresowych dochodzi do istotnych zmian w strukturze 
błon komórkowych i ich organelli oraz następuje aktywacja lub inhibicja bądź 
modyfikacja wielu szlaków metabolicznych, co w efekcie prowadzi do zmian w 
ekspresji licznych genów i syntezie białek. Tego rodzaju zmiany w strukturze i 
procesach fizjologiczno-biochemicznych komórek pod wpływem czynników stre­
sowych stanowią odpowiedź roślin i innych mikro- i makroorganizmów na ich 
drastyczne działanie w celu lepszego dostosowania się bądź przetrwania ich w 
szkodliwych warunkach środowiska. W mechanizmach adaptacyjnych organizmów 
do niekorzystnych lub stresowych czynników środowiska ważną rolę spełniają nie­
które hormony, np. u roślin: kwas abscysynowy (ABA), etylen, jasm oniany oraz 
niektóre fenolokwasy, takie jak: kwas salicylowy (SA) i poliaminy. U roślin pod 
działaniem stresów z reguły dochodzi do znacznego obniżenia w nich ilości fi- 
tohomnonów stymulujących wzrost i metabolizm, tj. auksyn, cytokinin i giberelin, 
przy jednoczesnym  dużym wzroście poziomu hormonów z grupy: ABA, etylenu 
i jasm onianów [8, 19, 20, 30, 32].

AKTYWNOŚĆ MORFOGENETYCZNA 
I FIZJOLOGICZNO-BIOCHEMICZNA POLIAMIN

W ostatnich latach pojawia się coraz więcej publikacji dotyczących aktywności 
biochemicznej poliamin, najczęściej putrescyny, sperminy i spermidyny, przy róż­
nego rodzaju stresach abiotycznych oraz biotycznych spowodowanych infekcjami 
wirusowymi. Poliaminy są polikationowymi związkami azotowymi powszechnie 
występującymi u wszystkich organizmów pro- i eukariotycznych, należącymi do
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specyficznej grupy komórkowych regulatorów wzrostu, rozwoju i metabolizmu, 
zasadniczo różniącymi się w swoim działaniu w porównaniu z typowymi hormonami. 
W iadomo, że poliaminy współdziałają z fitohormonami aktywującymi wzrost i me­
tabolizm roślin, głównie auksynami, cytokininami i giberelinami, przez bezpośrednie 
lub pośrednie oddziaływanie na wiele procesów fizjologiczno-biochemicznych ko­
mórek, zwłaszcza tkanek intensywnie rosnących, takich jak: twórcza, rozrodcza 
i m iękiszowa [38^40].

Dotychczasowe badania wykazały, że poliaminy współuczestniczą w wielu pod­
stawowych procesach biochemicznych ważnych dla życia, podczas podziałów i 
wzrostu komórek, głównie w stymulacji syntezy DNA, RNA i białek. Poliaminy 
za pomocą kationowych, dodatnio naładowanych grup aminowych łatwo tworzą 
połączenia z ujemnymi grupami cząsteczek, np. fosforanowymi znajdującymi się 
w DNA, RNA, fosfoproteinach, fosfolipidach i fosfosacharydach, lub karboksy­
lowymi zlokalizowanymi głównie w peptydach, białkach i kwaśnych polisacha­
rydach, co sprzyja zmianom w konformacji makromolekuł i struktur cytomembran, 
a także w ich aktywności fizjologiczno-biochemicznej [4, 19, 28, 29, 40, 47].

Badania ostatnich lat wskazują na istotną rolę poliamin w regulacji aktywności 
nie tylko procesów replikacji, transkrypcji i translacji, ale także uczestniczą one 
w: podziałach komórkowych, przebiegu fotosyntezy, aktywacji kinaz fosforylujących 
białka: jądrowe, błonowe i obronne oraz w przemianach fosfatydyloinozytoli, sta­
bilności struktury chromatyny i błon komórkowych, w hamowaniu: peroksydacji 
lipidów i syntezy etylenu oraz w innych przemianach biochemicznych. Stwierdzono 
również, że spermidyna i spermina mogą aktywować kinazę serynowo-treoninową 
w obrębie jądra komórkowego, co ma podstawowe znaczenie w regulacji wielu 
przemian metabolicznych przez reakcje fosforylacji i defosforylacji specyficznych 
białek i lipidów komórkowych, przez stabilizację struktury i funkcji błon komór­
kowych i hamowanie syntezy etylenu poliaminy opóźniają procesy starzenia się 
roślin. U roślin poliaminy aktywnie uczestniczą także w kształtowaniu somatycznej 
embriogenezy, a zwłaszcza takich procesów morfogenetycznych, jak: tworzenie 
się korzeni, pędów nadziemnych, bulw, kłączy, cebul, różnicowanie się kwiatów 
i powstawanie z nich owoców i nasion [10, 15, 19, 27-29, 37, 38, 40, 42, 44, 
47, 49].

ROLA POLIAMIN W BIOCHEMICZNEJ ODPOWIEDZI 
NA STRESY ABIOTYCZNE

Zawartość poliamin w roślinach zależy nie tylko od aktywności odpowiednich 
genów odpowiedzialnych za ich syntezę, ale także od presji różnorodnych czynników 
fizykochemicznych środowiska, np. światła, temperatury, odczynu (pH), poziomu
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składników mineralnych i wielu innych, zwłaszcza o charakterze toksycznym. N a 
syntezę i kumulację poliamin w komórkach istotny wpływ mają także czynniki 
stresowe abiotyczne i biotyczne spowodowane np. infekcją wirusową. Empirycznie 
wykazano, że wzrost zawartości poliamin i ich aktywność biologiczna w komórkach 
jest uzależniona w dużym stopniu od działania takich stresów, jak: osmotyczny, 
solny, świetlny, ciemnościowy, kwasowy, oziębieniowy, promieniowanie UV-B, 
metale ciężkie, alkaliczny, np. nadmiar NH4+, infekcje wirusowe, uszkodzenia stru­
ktur subkomórkowych i wielu innych stresorów (rys. 1) [1, 5, 12, 17, 26, 39, 
45, 50].

Badania przeprowadzone na roślinach uprawnych, głównie zbożowych, wykazały 
pod działaniem czynników stresowych intensywny wzrost ilości typowych poliamin: 
putrescyny, spermidyny i sperminy oraz aktywności enzymów uczestniczących w 
ich syntezie, zwłaszcza dekarboksylazy argininowej (ADC) prowadzącej do syntezy 
putrescyny. W zrost poziomu poliamin w komórkach na działanie czynników stre­
sowych jest jedną z wielu odpowiedzi biochemicznych o charakterze głównie 
adaptacyjnym i obronnym przed szkodliwym ich wpływem na elementy strukturalne 
i procesy fizjologiczno-metaboliczne organizmów. W mechanizmach adaptacyjnych 
i obronnych przed stresami poliaminy przeważnie spełniają rolę pośrednią, a rzadziej 
bezpośrednią, a ich oddziaływanie na poziomie molekularnym komórek nie jest 
w pełni wyjaśnione. Tego rodzaju mechanizmy adaptacyjno-obronne mają charakter 
złożony i uczestniczy w nich poza hormonami i poliaminami cały kompleks innych 
współdziałających ze sobą metabolitów o funkcji regulacyjnej w ścisłej korelacji 
z odpowiednimi strukturami subkomórkowymi, które stanowią integralną całość

stres solny, 
rp. Na Cl 

y

stres osrro tyczny, 
np. 0.6 M sorbitol lub 

mamitol

stres z powodu nadmiaru NH^

stres metali ciężkich, 

np. Pb^+, Cd^+ itp.
stres mechaniczny 

(uszkodzenia komórek)

Aktywność poliamin: 
putrescyny, spermidyny i sperminy 

u roślin 
podczas działania stresów

stres spowodowany 
i  infekcją wirusów

stres niskiej 
temperatury 
(oziębienie)

stres pod wpływem 
promieniowania UV-B stres kwasowy 

(zakwaszenie)

stres świetlny (nadmiar światła)

stresy niedoboru: wody, 
stres cie mnośd tlenu, potasu, itp. 

(niedobór lub brak światfa)

RYSUNEK 1. Rodzaje stresów u roślin, w adaptacji do których aktywnie współuczestniczą poliaminy 
(na podstawie danych [2,3,5-7,9,11,13,15,16,18,21,23-26,31,32,35,36,41,43,45,46,48,50-52])http://rcin.org.pl
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fizjologiczno-biochemiczną w wielokomórkowym organizmie [2, 9, 10, 16, 23,
51].

Poliaminy w mechanizmach obronnych bądź adaptacyjnych do czynników stre­
sowych działając jako alifatyczne związki azotowe, polikationowe wchodzą w od­
powiednie interakcje fizykochemiczne z wieloma metabolitami komórkowymi, 
najczęściej zawierającymi ujemny ładunek lub silnie spolaryzowanymi. W ten sposób 
poliaminy mogą bezpośrednio oddziaływać na zmiany w procesach fizjologicz- 
no-biochemicznych. Do najlepiej i najwcześniej poznanych oddziaływań tego typu 
należą ich przejściowe połączenia z DNA, mRNA i tRNA, które aktywują procesy: 
replikacji, transkrypcji i translacji, a także z hormonami, specyficznymi białkami 
i innymi komórkowymi receptorami, które wspólnie z poliaminami jeszcze bardziej 
stymulują procesy: podziałów komórkowych, ich wzrostu, rozwoju i metabolizmu. 
Prócz tego poliaminy tworząc połączenia z wieloma składnikami, głównie białkami 
i fosfolipidami błon cytoplazmatycznych i organellowych oraz z pektynami ścian 
komórkowych wywierają istotny wpływ na fizykochemiczne właściwości cytomem- 
bran i ich aktywność fizjologiczno-metaboliczną. Między innymi tego typu połączenia 
mają wpływ na aktywność wielu enzymów zlokalizowanych w błonach dotyczących 
funkcjonowania np. pomp jonowych, aktywnego transportu metabolitów oraz na 
przekazywanie różnych sygnałów metabolicznych za pośrednictwem receptorów, 
zwłaszcza hormonalnych. Jednym z argumentów przemawiających za aktywacją 
przez poliaminy wtórnych przekaźników w szlaku transdukcji sygnałów komór­
kowych typu trifosfoinozytolu (IP3) i być może diacyloglicerolu (DAG) jest ich 
udział w stymulacji metabolizmu fosfoinozytydów. Dotychczasowe badania wska­
zują, że poliamin nie można zaliczyć do wtórnych przekaźników sygnałów ko­
mórkowych, mimo że pośrednio oddziałują na ich aktywność i syntezę niektórych 
z nich. Działanie poliamin na poziomie molekularnym komórek, a szczególnie w 
warunkach stresowych jest wspomagające i komplementarne w celu osiągnięcia 
maksymalnej aktywności przez fitohormony i inne regulatory stymulujące wzrost 
rozwój i metabolizm roślin. W szystko wskazuje na to, że pod wpływem stresów 
w celach adaptacyjno-obronnych komórek aktywność fizjologiczno-metaboliczna 
poliamin jest o wiele większa i bardziej wszechstronna [1, 12, 17, 19, 27, 28, 
37, 40, 42, 47].

ZMIANY W METABOLIZMIE POLIAMIN 
POD WPŁYWEM CHEMICZNYCH STRESÓW

Okazało się, że wiele abiotycznych czynników stresowych (rys. 1) powoduje 
u roślin istotne zmiany w biosyntezie i zawartości poszczególnych poliamin, tj. 
putrescyny, spermidyny i sperminy. W celu lepszego poznania bezpośrednich me-
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RYSUNEK 2. Szlaki biosyntezy poliamin u roślin z uwzględnieniem możliwości ich regulacji za pomocą 
inhibitorów enzymatycznych: DFMO -  oc-difluorometyloornityna, DFMA -  a-difluorometyloarginina, 
MGBG -  metyloglioksalo-bis-guanylohydrazon, CHA -  cykloheksyloamina (wg [4,10], zmodyfikowa­
ny), objaśnienia skrótów: enzymy: 1 -  arginaza, 2 -  dekarboksylaza argininowa, 3 -  iminohydrolaza 
agmatynowa, 4 -  amidohydrolaza N-karbamoilo putrescynowa, 5 -  dekarboksylaza lizynowa, 6 -  
dekarboksylaza ornitynowa, 7 -  dekarboksylaza S-adenozylo-metioninowa, 8 -  syntaza spermidynowa, 
9-syntazasperminowa, 1 0 - syntaza ACC (ACC-kwas 1-aminocyklopropano-l-karboksylowy); SAM 
-  S-adenozylometionina, dSAM -  dekarboksylowana SAM, MTA -  metylotioadenozyna
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chanizmów regulujących na szlakach biosyntezy poliamin, będących w ścisłej ko­
relacji z cyklami: mocznikowym i S-adenozylometioninowym zastosowano spe­
cyficzne inhibitory enzymatyczne, takie jak: DFMA, DFMO, CHA i MGBG, których 
szczegółowe miejsca działania przedstawiono na schemacie (rys. 2). Niewiele wia­
domo odnośnie mechanizmów regulujących biosyntezę poliamin oraz miejsc ich 
lokalizacji i działania w strukturach subkomórkowych. Ze schematu przedstawio­
nego na rysunku 2 wynika, że aktywność enzymów bezpośrednio związana z obu 
alternatywnymi szlakami biosyntezy putrescyny (Put), dekarboksylaz: argininowej 
(ADC) i omitynowej (ODC) może być hamowana nieodwracalnie przez antymeta- 
bolity: difluorometyloargininę (DFMA) i difluorometyloornitynę (DFMO) działające 
na zasadzie inhibicji kompetycyjnej. Natomiast aktywność enzymatyczna dekar­
boksylaz S-adenozylometioninowej i syntazy spermidynowej związanych bezpo­
średnio z biosyntezą spermidyny (Spd) i sperminy (Spm) jest hamowana odwracalnie 
przez takie inhibitory, jak: metyloglioksalo-bis-guanylohydrazon (MGBG) i cyklo- 
heksaminę (CHA). Stwierdzono, że najbardziej skuteczne jest ich działanie przy 
małym poziomie poliamin w komórce [4, 10, 40].

Zmiany w metabolizmie poliamin najbardziej drastyczne i analogiczne do dzia­
łania wyżej omawianych inhibitorów enzymatycznych zachodzą u roślin i prawdo­
podobnie u m ikroorganizm ów i zw ierząt pod działaniem  różnorodnych pod 
względem fizykochemicznym abiotycznych stresów. Przede wszystkim czynniki 
stresowe oddziałują w sposób pośredni na szlaki biosyntezy poliamin, a rzadziej 
bezpośrednio na aktywność enzymów katalizujących ich syntezę. Model moleku­
larnego mechanizmu regulującego ekspresję genu kodującego syntezę dekarboksy- 
lazy argininowej bezpośrednio związanej z biosyntezą putrescyny przedstawia 
schemat na rysunku 3 [16].

W odpowiedzi fizjologiczno-biochemicznej roślin pod działaniem stresów do­
chodzi do istotnych zmian w strukturze komórek i przebiegu procesów metabo­
licznych, między innymi przemian poliamin. U roślin czynniki stresowe, takie jak: 
nadm iar NaCl, NH4+, H+, sorbitolu, mannitolu, metali ciężkich, np. Pb2+, Cu2+, 
Zn2+ i innych osmoprotektantów oraz światła, promieniowania UV-B, a także deficyt 
światła, wody, potasu, tlenu i infekcje wirusowe (rys. 1) indukują zmiany przeważnie 
stymulujące biosyntezę i zawartość poliamin w komórkach narażonych na działanie 
stresorów. Najczęściej stwierdzano, że czynniki stresowe oddziałują stymulująco 
pośrednio na szlak biosyntezy poliamin: arginina - agmatyna - N-karbamoiloputre- 
scyna - putrescyna, wzmagając aktywność dekarboksylazy argininowej (ADC), jako 
głównego enzymu regulującego intensywność tej przemiany biochemicznej. N a­
tomiast wprowadzenie do komórek roślinnych DFMA -  inhibitora enzymu ADC 
spowodowało prawie natychmiastowe zahamowanie odpowiedzi poliaminowej na 
stresy osmotyczny i kwasowy, głównie przez osłabienie aktywności ADC [2, 6, 
7-9, 11, 13, 15-18, 21, 22, 34-36, 41, 43, 45, 48, 52].
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RYSUNEK 3. Model regulacji ekspresji genu ADC kodującego syntezę dekarboksylazy argininowej 
podczas starzenia się liści owsa inkubowanych w ciemności przez indukcję osmotycznym stresem (0,6 M 
sorbitolem) w obecności lub bez egzogennej sperminy (wg [16], zmodyfikowany)
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Obecny stan badań nad poliaminami stawia sporo szczegółowych pytań doty­
czących dokładnych miejsc ich biosyntezy w obrębie struktur subkomórkowych, 
istoty funkcji fizjologiczno-biochemicznych i mechanizmów działania. W badaniach 
przeprowadzonych na różnorodnych gatunkach roślin, głównie jednoliściennych z 
rodziny Graminae wykazano, że szlak biosyntezy poliamin związany jest głównie 
z komórkami tkanek aktywnie uczestniczącymi w procesie fotosyntezy. Na przykład 
stwierdzono, że aktywność enzymu ADC jest największa w chloroplastach, mi- 
tochondriach i cytosolu, zaś maksymalną aktywność enzymu ODC wykazano w 
cytoplazmie, jądrze komórkowym i wakuolach. Z kolei aktywność syntaz: sper- 
midynowej i sperminowej była największa tylko w cytosolu, a aktywność dekar- 
boksylazy lizynowej (LDC) była największa w stromie chloroplastów pochodzących 
z łubinu [14-16].

W ydaje się, że stresy abiotyczne za pośrednictwem poliamin mogą oddziaływać 
na różnych etapach i poziomach w regulacji ekspresji genów, tzn. w transkrypcji, 
translacji i zmianach potranslacyjnych. Jednym z takich modeli przedstawionym 
na rysunku 3 jest mechanizm regulacji ekspresji genu AD C  kodującego syntezę 
dekarboksylazy argininowej z udziałem sperminy w starzejących się liściach owsa 
spowodowanym stresem osmotycznym, np. indukowanym 0,6 M sorbitolem i cie­
mnością. W ykazano, że starzenie się liści, zwłaszcza zanik chlorofilu i osłabienie 
fotosyntezy, pod działaniem wymienionych stresów były znacznie opóźniane i miały 
bardziej stabilny układ błon tylakoidowych przy wprowadzeniu egzogennej sperminy 
[2, 7, 13, 14, 16, 33].

Bardziej szczegółowe badania molekularne wykazały, że osmotyczny stres spo­
wodowany 0,6 M sorbitolem powoduje prawie natychmiastowy, znaczny przyrost 
poziomu dekarboksylazy argininowej i mRNA będącego bezpośrednią matrycą do 
syntezy tego enzymu. Świadczy to o aktywacji przez stres osmotyczny genu ADC  
kodującego syntezę dekarboksylazy argininowej, która powoduje znaczną akumu­
lację putrescyny w komórkach. Z kolei w obecności egzogennie wprowadzonej 
do komórek sperminy wzrost zawartości ADC i mRNA następuje dopiero po godzinie 
inkubacji. Przypuszcza się, że egzogenna spermina działa hamująco na potranslacyjne 
zmiany w białku enzymatycznym ADC powodując przekształcenie go w formę 
katalitycznie aktywną. Produktem pierwotnym ekspresji genu ADC  jest enzym a­
tyczne białko o masie cząsteczkowej w granicach 60 kDa, z którego w wyniku 
wtórnych przemian powstaje aktywna forma dimerycznej struktury dekarboksylazy 
argininowej, zapoczątkowującej przekształcenie argininy, przez agmatynę do pu­
trescyny. W przypadku egzogennej sperminy stres osmotyczny i inne rodzaje stre- 
sorów aktywując transkrypcję genu AD C  powodują nagromadzenie sporych ilości 
nieaktywnego katalitycznie 60 kDa białka pierwotnego dekarboksylazy argininowej 
[2, 33]. Najnowsze badania wykazały także znaczny wzrost aktywności enzymu 
ADC i akumulację putrescyny pod działaniem innych czynników stresowych, takich 
jak: zakwaszenie, nadmiar lub niedobór światła, potasu, tlenu, NH4+ oraz przy
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zanieczyszczeniach metalami ciężkimi i prawdopodobnie wieloma innymi stresorami 
[15, 16, 22].

Również w badaniach wykonanych na innych gatunkach zbóż: pszenicy i ku­
kurydzy oraz roślin dwuliściennych, np. z grupy warzyw: kapuście, pomidorach, 
ziemniakach, ogórkach i niektórych drzewach i krzewach owocowych, stwierdzono 
pod działaniem różnorodnych stresów abiotycznych znaczny wzrost w komórkach 
zawartości putrescyny, a w licznych przypadkach spermidyny i sperminy. Przy 
stresie oziębieniowym w rozmaitych owocach, np. jabłkach oraz wielu warzywach 
liściastych, takich jak: kapusta, sałata, pietruszka, szczypior, znacznie wzrasta za­
wartość putrescyny, która zwiększając żywotność komórek tych roślin chroni je  
przed ujemnymi skutkami przymrozków. W doświadczeniach wykonanych na sie­
wkach pszenicy wykazano, że spermidyna w stężeniu 5 mM w warunkach stresu 
wodnego działa stabilizująco na strukturę rybosomów i stan polisomów podczas 
translacji oraz obniża aktywność cytoplazmatycznych RNaz [13, 17, 18, 23-25, 
31, 41, 43, 46].

Przeprowadzono także badania dotyczące wpływu stresu solnego spowodowanego 
działaniem 100-200 mM NaCl i osmotycznego wywołanego 400 mM mannitolem 
na wrażliwość liści pomidorów Lycopersicon esculentam  i hybrydy L. pennellii 
i jednocześnie zawartość w nich poliamin. Okazało się, że L. esculentum')zs,i wrażliwy, 
zaś L. pennellii odporny na działanie stresu solnego, zwłaszcza jonów Na+ i w 
krótkim czasie gromadzi znaczne ilości putrescyny i spermidyny, przy czym w 
miarę upływu czasu poziom poliamin zmniejszał się. Największa akumulacja po­
liamin była przy osmotycznym stresie między 0,5 a 2 godziną, zaś przy solnym 
już po 15 minutach oddziaływania stresującego. Przypuszcza się, że początkowy 
wzrost zawartości poliamin jest głównie efektem stresu osmotycznego, a w nie­
wielkim stopniu solnego. Pomidor L. esculentum  bardziej wrażliwy na zasolenie 
gromadzi poliaminy znacznie wolniej w porównaniu z bardziej tolerancyjnym na 
stres solny L. pennellii [34-36].

W badaniach wykonanych na kallusie zarodków kukurydzy z małą i dużą za­
wartością poliamin i poddanych działaniu stresu solnego, tj. 1% roztworu NaCl, 
stwierdzono że komórki z małą zawartością poliamin były odporniejsze na zasolenie 
w porównaniu z bogatymi w poliaminy. Prócz tego wykazano, że komórki kallusa 
bardziej wrażliwe na stres i potraktowane jednocześnie poliaminami przy końcu 
hodowli zawierały zwiększony poziom putrescyny, natomiast mniej wrażliwe na 
stres solny utrzymywały stałą zawartość putrescyny [52].

Z kolei w badaniach przeprowadzonych na liściach soi z zastosowaniem eg­
zogennych poliamin: spermidyny i sperminy w stężeniu 1 mM stwierdzono sty­
m ulację  syn tezy  ety lenu  przez w zrost poziom u w olnego kw asu  1-am ino- 
cyklopropano-1-karboksylowego (ACC) i aktywację oksydazy ACC, enzymu kata­
lizującego tworzenie się z ACC etylenu. Natomiast diaminy: putrescyna i diami- 
nopropan nie powodowały takiego efektu działania [30, 40].
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AKTYWNOŚĆ POLIAMIN W STRESACH BIOTYCZNYCH 
I FIZYCZNYCH

Nieliczne są badania dotyczące wpływu stresów fizycznych, np. nadmiaru pro­
m ieniowania ultrafioletowego bliskiego (UV-A), a zwłaszcza dalekiego ultrafioletu 
(UV-B), a także infekcji wirusowych na zmiany w zawartości i aktywności fi- 
zjologiczno-biochemicznej w zestresowanych komórkach roślinnych. Przeprowa­
dzając doświadczenie na siewkach ogórka zawierającego od 0 do 500 pM  putrescyny 
i eksponowanych od 0,2 do 15 kJxm -2 w ciągu dnia pod działaniem biologicznie 
czynnego promieniowania UV-B stwierdzono ochronny i łagodzący wpływ pu­
trescyny na szkodliwe działanie tegoż promieniowania. Pod wpływem prom ienio­
w an ia  U V -B zaobserw ow ano  w liściach  ogórka indukow anie ch lo rozy  i 
zm niejszenie ich powierzchni oraz suchej masy całej rośliny, a najbardziej korzeni 
w porównaniu z roślinami kontrolnymi. Natomiast w roślinach poddanych działaniu 
UV-B i jednocześnie potraktowanych putrescyną następuje' wzrost powierzchni i 
suchej masy II i III generacji liści oraz odrośli ogórkowych, lecz nie wykazano 
tego efektu w stosunku do suchej masy korzeni i części nadziemnych wcześniej 
wyrośniętych [26].

Reakcje roślin na czynniki stresowe przeważnie zachodzą nie tylko w miejscu 
zadziałania, czyli lokalnie, ale również w innych tkankach i narządach nieraz bardzo 
odległych dzięki sygnałom fizykochemicznym przekazywanym z miejsca zadzia­
łania stresora. W przypadku odpowiedzi fizjologiczno-biochemicznej roślin na stres 
biotyczny spowodowany infekcją przez patogeny, np. wirusy, najpierw następuje 
reakcja miejscowa, którą nazwano mianem nadwrażliwości (ang. hypersensitive 
responses, HR), a następnie systemiczne reakcje odporności nabytej, zwane SAR 
(ang. systemie acquired resistance). Pod działaniem czynników stresowych może 
dojść do zaburzeń w biopotencjale elektrycznym błon, uwodnieniu komórek, trans­
porcie metabolitów. Ponadto następuje przemieszczanie się do bardziej odległych 
tkanek i narządów  z m iejsca zadziałania czynnika stresowego specyficznych 
przekaźników informacji w celu odpowiedniego przygotowania całego organizmu 
do grożącego mu niebezpieczeństwa [3, 5, 20].

Okazało się, że w mechanizmach obronnych roślin podczas infekcji patogenami 
współuczestniczą poliaminy i fenolokwasy, głównie kwas salicylowy (SA). Do­
mniemany model indukcji genów PR odpowiedzialnych za kodowanie syntezy kwaś­
nych białek związanych z lokalną odpornością liści tytoniu na infekcje wirusem 
TMV i roli w tym procesie sperminy lub SA przedstawia schemat zamieszczony 
na rysunku 4. Spermina jako endogenny induktor analogicznie jak  SA aktywuje 
ekspresję genów kodujących syntezę białek: PR-1, PR-2, PR-3 i PR-5 związanych 
z przebiegiem patogenezy i nabyciem lokalnej odporności na dalsze rozprzestrze­
nianie się wirusa TM V w liściach tytoniu [45, 48].
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wirus mozaiki tytoniowej (TMV)

reakcja nadwrażliwości (HR)
(tworzenie się zmian patologicznych i nekrotycznych 

wliściach tytoniu)

spermina (Spm) 

(kumulacja w przestrzeniach 
międzykomórkowych)

kwas salicylowy (SA)

indukcja ekspresji genów PR

RYSUNEK 4. Przypuszczalny model szlaku indukcji ekspresji genów PR z udziałem sperminy lub kwasu 
salicylowego kodujących kwaśne białka związane z patogenezą i nabyciem lokalnej odporności przez 
liście tytoniu zainfekowane TMV (wg [48], zmodyfikowany)

Równocześnie w liściach tytoniu zainfekowanych wirusem TMV stwierdzono 
prawie 20-krotny wzrost zawartości i akumulację poliamin: putrescyny, spermidyny 
i sperminy. Również w międzykomórkowych przestrzeniach miejsc zaatakowanych 
przez wirus TMV stwierdzono znaczny wzrost aktywności enzymów ADC i ODC, 
bezpośrednio biorących udział w biosyntezie poliamin, zwłaszcza putrescyny, co 
stanowi jedną z licznych lokalnych reakcji obronnych typu nadwrażliwości (HR). 
Doświadczalnie wykazano, że zdrowe liście tytoniu potraktowane SA nieznacznie 
zwiększają poziom endogennej Spm, zaś Spm wcale nie powoduje wzrostu zawartości 
SA w roślinach. To wskazuje, że oba wymienione regulatory metabolizmu indukują 
ekspresje genów kodujących syntezę odpornościowych białek PR przed infekcją 
wirusem TMV, działają niezależnie od siebie osiągając ten sam cel obronny [3, 
45, 48].

synteza kwaśnych białek związanych 
z patogenezą typu: PR-1, PR-2, PR-3 i PR-5

(lokalna odporność na infekcję patogena)
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UWAGI KOŃCOWE

Z przedstawionych nielicznych danych literaturowych wynika, że pod wpływem 
różnorodnych czynników stresowych u roślin dochodzi do istotnych zmian w za­
wartości i aktywności fizjologiczno-biochemicznej poszczególnych poliamin. Zmia­
ny w m etabo lizm ie poliam in spow odow ane p resją  czynników  stresow ych, 
najprawdopodobniej mogą odbywać się na różnych etapach regulacji ekspresji genów 
kodujących syntezę enzymów odpowiedzialnych za ich wytwarzanie w komórkach.

Poliaminy ze względu na ich polikationową strukturę i specyficzne fizykoche­
miczne właściwości z łatwością mogą wchodzić w interakcje z ujemnie nałado­
w anym i grupam i: kw asów  nukleinow ych , białek , fosfo lip idów , kw aśnych 
sacharydów i innych metabolitów lub elementów mikrostrukturalnych komórek speł­
niających ważną rolę w regulacji procesów fizjologiczno-biochemicznych u roślin. 
Z tego względu ich molekularne mechanizmy regulujące procesy fizjologiczno- 
m etaboliczne w obrębie komórek mają charakter bardzo złożony, dość wszechstronny 
i kompleksowy w ścisłej korelacji i kooperacji z wieloma innymi regulatorami. 
Z powodu skomplikowanego charakteru ich działania fizjologiczno-biochemicznego 
i dużej lotności oraz licznych interakcji z innymi metabolitami, np. hormonami, 
wtórnymi przekaźnikami sygnałów itp., dotychczasowe badania nad ich mecha­
nizmami regulującymi na poziomie molekularnym komórek nastręczają sporo trud­
ności.

W ydaje się, że zastosowanie metod immunologicznych, np. przeciwciał dekar- 
boksylaz ADC, ODC i innych enzymów bezpośrednio związanych z biosyntezą 
poliamin oraz klonów cDNA odpowiedzialnych za ich kodowanie umożliwi dokładne 
zbadanie molekularnych mechanizmów regulacji ekspresji genów przy różnego ro­
dzaju stresach biotycznych i abiotycznych. Tego typu metody pozwolą w niedalekiej 
przyszłości precyzyjnie ustalić lokalizację strukturalną i funkcjonalną w biosyntezie 
poliamin w komórce i ich aktywności fizjologiczno-biochemicznej, jako odpowiedzi 
molekularnej roślin na różnorodne stresy środowiskowe o charakterze adaptacyjnym 
i obronnym przed ich szkodliwym działaniem.
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BIAŁKOW E INHIBITORY KINAZ  
CYKLINO-ZALEŻNYCH Z RODZINY p l6:  

BUDOW A, W ŁAŚCIW OŚCI BIOCHEM ICZNE  
I ROLA BIOLOGICZNA

T H E  p l 6 F A M IL Y  O F T H E  PR O T E IN  C Y C L IN -D E P E N D E N T  
K IN A S E  IN H IB IT O R S : S T R U C T U R E , B IO C H E M IC A L  

P R O P E R T IE S  A N D  B IO L O G IC A L  F U N C T IO N
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Dorota BOĆK O1, Irena FRYDECKA1’2
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Streszczenie: Holoenzymy utworzone przez cykliny typu D i kinazy cyklino-zależne: Cdk4 oraz Cdk6, 
które uczestniczą w procesie fosforylacji białka Rb, umożliwiają przejście komórki przez fazę G i cyklu 
podziałowego. Istotną rolę w regulacji aktywności wspomnianych holoenzymów odgrywają niedawno 
odkryte białka należące do rodziny p 16. Stanowią one grupę podobnych do siebie pod względem 
struktury i właściwości biochemicznych cząsteczek, które wiążąc się z kinazami: Cdk4 i Cdk6 hamują 
ich aktywność. W artykule przedstawiono stan obecnej wiedzy dotyczącej budowy, właściwości bioche­
micznych, mechanizmu działania oraz roli biologicznej białek z rodziny pl6. Szczególną uwagę 
zwrócono na indywidualny udział każdego z inhibitorów należących do tej rodziny w regulacji aktyw­
ności kinaz: Cdk4 i Cdk6 w warunkach in vivo.
(Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 539-559)

Słowa kluczowe: inhibitory kinaz cyklino-zależnych, rodzina białek p 16, białka oddziałujące z Cdk4 i 
Cdk6, supresja nowotworowa, białko Rb, białko p53.

Summary: Holoenzymes formed between D-type cyclins and the cyclin-dependent kinases Cdk4 or Cdk6 
are most prominently implicated in the phosphorylation of the retinoblastoma protein and facilitate 
progression through the Gi phase. The critical role in the regulation of the above-mentioned holoenzymes 
activity play the recently discovered proteins belong to p 16 family, which are structurally related to one

*Praca sponsorowana przez grant KBN nr 4 P05B 073 16.
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another and have similar biochemical properties. A hallmark of this family of proteins is their specificity 
for binding to and inhibiting Cdk4 and Cdk6. In this article we summarize the present knowledge of the 
structure, biochemical properties, mode of action and biological role of the p i6 family of inhibitors. 
Special attention has been given how each inhibitor contributes to Cdk4 and Cdk6 regulation in vivo.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 539-559)

Key words: cyclin-dependent kinase inhibitors, the p i6 protein family, Cdk4 and Cdk6 interacting 
proteins, tumor suppression pathways, retinoblastoma protein, protein p53.

WSTĘP

Kluczową rolę w kontrolowaniu prawidłowego przebiegu cyklu mitotycznego 
komórek eukariotycznych odgrywa rodzina podobnych do siebie pod względem 
strukturalnym kinaz serynowo-treoninowych, zwanych kinazami cyklino-zależnymi 
Cdk (ang. Cyclin-dependent kinases). W komórkach ssaków zidentyfikowano do 
chwili obecnej kilkunastu różnych przedstawicieli tej grupy enzymów, którzy pod­
legają złożonemu procesowi aktywacji w ściśle określonych fazach cyklu podzia­
łowego. Aktywność kinaz cyklino-zależnych regulowana jest co najmniej na trzech 
różnych poziomach, tj. przez związanie jednostki regulacyjnej: cykliny, przez akty­
wującą lub hamującą fosforylację odpowiednich dla każdej kinazy reszt treoniny 
i tyrozyny oraz przez wiązanie białkowych inhibitorów [prace przeglądowe: 12, 
15, 29, 37, 44, 61, 82, 83].

W  komórkach ssaków wykazano obecność kilku białkowych inhibitorów kinaz 
cyklino-zależnych, które na podstawie homologii strukturalnej i podobieństwa fun­
kcjonalnego podzielono na dwie grupy. Pierwszą grupę stanowi rodzina białek p21, 
k tó re j nazwa pochodzi od pierwszego poznanego jej przedstawiciela, tj. białka 
p21 AFI/CIP1 W ykryto je  w normalnych, nietransformowanych fibroblastach lu­
dzkich jako komponentę czteroskładnikowego kompleksu: zawierającego oprócz 
wspomnianej cząsteczki p21WAF1/CIP1 kinazę CDK, cyklinę i jądrowy antygen ko­
mórki proliferującej PCNA (ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen) [97]. Obecnie 
do tej klasy inhibitorów zalicza się również białka: p27 i p57 , przypominające
swą strukturą cząsteczkę p21WAF,/CIPI [43  ̂ 55  ̂ 57  ̂ 68? 75  ̂ 90]. Wszyscy przed­
stawiciele omawianej rodziny p21 mogą wiązać się w warunkach in vitro do różnych 
rodzajów kompleksów utworzonych przez cykliny Gj i kinazy Cdk oraz w mniejszym 
stopniu do kompleksu: Cdkl - cyklina B i hamować ich aktywność [44, 55, 68, 
90, 97]. Stwierdzono również, że inhibitory z grupy p21 wykazują większe po­
winowactwo do kinazy Cdk związanej z cykliną niż do formy niezwiązanej [44].

Do drugiej grupy inhibitorów kinaz cyklino-zależnych, zwanej rodziną p 16, zalicza 
się obecnie białka: p 15, p l 6 , p 18 i p 19, którym poświęcono dalszą część pracy. 
Nazwa tej rodziny pochodzi od pierwszego poznanego jej przedstawiciela: białka
p ! 6 .
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BIAŁKO pl6

1.1. Występowanie białka p 16

Białko p l 6 , o masie cząsteczkowej (m. cz.) 15,8 kDa, zidentyfikowano po raz 
pierwszy w prawidłowych fibroblastach ludzkich (linia W 138) oraz w liniach trans­
formowanych przez onkoproteiny wirusowe: VA13 i HeLa jako cząsteczkę wiążącą 
się z kinazą CDK4 [79]. Następnie wykryto je  w komórkach ośmiu różnych pier­
wotnych hodowli tkankowych, reprezentujących trzy główne typy tkanek: nabłon­
kową, łączną i mięśniową [88]. Stwierdzono ponadto, że stężenie białka p 16 w 
komórkach wspormuanych wyżej hodowli tkankowych jest różne, w przeciwieństwie 
do inhibitora p2 1 , którego stężenie we wszystkich rodzajach tkanek wydaje
się być jednakowe [88]. Najniższe stężenie białka p l 6 zaobserwowano w komórkach 
nabłonka oskrzelowego i w nabłonku dróg oddechowych. Sprzeczne są natomiast 
doniesienia dotyczące obecności inhibitora p 16 w ludzkich limfocytach T. Tam 
i wsp. [88] nie wykryli bowiem w tych komórkach białka p 16, podczas gdy Stone 
i wsp. [86] zaobserwowali jego obecność, aczkolwiek w niewielkim stężeniu.

Dalsze badania immunofluorescencyjne i immunocytochemiczne przeprowadzone 
na prawidłowych ludzkich fibroblastach (linia W 138) wykazały, iż p 16 występuje 
w komórce głównie w jądrze, ale jest również obecne w cytoplazmie [53, 63].

1.2. Struktura białka p 16

Białko p l6 zbudowane jest ze 148 aminokwasów [79]. W strukturze cząsteczki 
p l 6 występują cztery tzw. powtórzenia ankyrinowe (ang. ankyrin-like repeats) [79], 
które są motywami zaangażowanymi w oddziaływania typu białko-białko i wykryto 
je  w białkach pełniących różne funkcje biologiczne [57]. Wyniki badań Yanga 
i wsp. [98] wskazują, iż motywy te odgrywają najprawdopodobniej istotną rolę 
w wiązaniu inhibitorów z rodziny p 16 z kinazą CDK4 i hamowaniu aktywności 
tego enzymu. W ykazano bowiem, że mutacje punktowe w konserwatywnych re­
gionach powtórzeń ankyrinowych wpływają na aktywność inhibitorową białka p l 6 , 
a ich usunięcie z cząsteczki p 16 powoduje całkowitą utratę jej zdolności do ha­
mowania CDK4 [98].

1.3. Właściwości biochemiczne

W przeciwieństwie do inhibitorów z rodziny p21 wiążących się z różnymi ro­
dzajami kompleksów CDK - cyklina, białko p 16 łączy się jedynie z kinazami CDK4 
i CDK6 , których podjednostkę regulatorową stanowi cyklina D (D ,, D2 lub D 3) 
[16, 79]. W ykazano, że białka p l 6 i CDK4 tworzą dwuskładnikowy, równomolamy 
kompleks ( 1:1), którego m. cz. wyznaczona w warunkach natywnych wynosi ok.
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45-55 kDa [73]. Wartość ta jest bardzo zbliżona do wartości wyliczonej teoretycznie 
równej 50 kDa, będącej sumą mas cząsteczkowych kinazy CDK4 (34 kDa) i inhibitora 
p 16 (16 kDa). Nie stwierdzono ponadto różnic w powinowactwie białka p 16 do 
CDK4 i CDK6 [16, 19, 66]. Kinaza CDK6 wiąże się z inhibitorem p 16 tworząc 
dwuskładnikowy, równomolamy kompleks ( 1:1), którego masa cząsteczkowa, w y­
znaczona za pomocą techniki sedymentacji w gradiencie stężenia glicerolu, od­
powiada sumie mas cząsteczkowych poszczególnych składników kompleksu [66].

Badania Serrano i wsp. [79], potwierdzone przez innych badaczy [19, 66], wy­
kazały, że białko p 16 hamuje aktywność kompleksów cykliny D z CDK4 lub C D K 6, 
m ierzoną jako zdolność do fosforylacji białka Rb (białko supresorowe dla siat- 
kówczaka), nie wpływa natomiast na aktywność kompleksu: CDK2 - cyklina D.

Łączenie się inhibitorów z rodziny p21 z kompleksem: kinaza CDK - cyklina 
jest stymulowane przez cząsteczkę cykliny, co prowadzi w rezultacie do powstania 
trójskładnikowego kompleksu: CDK - cyklina - białko z rodziny p21. Białko p 16 
współzawodniczy natomiast z cykliną D o wiązanie z kinazą CDK4 [17]. Ragione 
i wsp. [73] zaobserwowali, że dodanie inhibitora p 16 (wyizolowanego z komórek 
linii HBL-100 i częściowo oczyszczonego lub ludzkiego zrekombinowanego białka 
p 16) do ekstraktów z komórek linii U -118, w których nie wykazano obecności 
endogennego białka p 16, powoduje przesunięcie CDK4 z kompleksu z cykliną 
D] do kompleksu z cząsteczką p 16. Na podkreślenie zasługuje fakt, iż we frakcjach 
zawierających białka p 16 i CDK4 nie wykrywano obecności cykliny D j . Obserwacja 
ta wyklucza zdaniem Ragione i wsp. [73] możliwość tworzenia trójskładnikowego 
kompleksu pomiędzy CDK4, cykliną D i inhibitorem p 16. Tezę o współzawod­
niczeniu między białkiem p 16 a cykliną D o wiązanie z CDK4, a także CDK6 , 
zdają się potwierdzać wyniki doświadczeń przeprowadzonych przez Parry’ego i 
wsp. [66], polegających na inkubacji cykliny D | i CDK4 lub CDK6 z różnymi 
ilościami białka p 16 znakowanego histydyną, a następnie immunoprecypitacji z 
przeciwciałami skierowanymi przeciw inhibitorowi p 16 bądź cyklinie D j. Na ich 
podstawie autorzy wyliczyli, iż stężenie cząsteczki p 16 potrzebne do związania 
z CDK4 lub CDK6 w 50% wynosi ok. 10 nM. Identyczne stężenie inhibitora 
p 16 jest z kolei konieczne, aby współzawodniczyć z cykliną Dj o wiązanie z CDK4 
lub CDK6 w 50%. W skazuje to, zdaniem Parry’ego i wsp. [66], że białka: p 16 
i cyklina D | tworzą niezależnie dwuskładnikowe kompleksy z CDK4 i CDK6 . 
Hirai i wsp. [27] uważają zaś, że zrekombinowane ludzkie białko p 16 może wiązać 
się do kompleksu: CDK4 - cyklina D i hamować jego aktywność in vitro.

1.4. Rola fizjologiczna białka p 16

Inhibitor p l 6 należy do szlaku metabolicznego, którego głównym komponentem 
jest białko Rb (rys. 1) [9, 39, 46, 52, 72, 88, 94]. Szlak ten ma zasadnicze znaczenie 
dla kontroli w tzw. punkcie restrykcyjnym występującym na granicy faz Gj i S,
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w którym zapadają decyzje o dalszym losie komórki, tj. czy cykl będzie konty­
nuowany i zakończony podziałem, czy też komórka ma wyjść z cyklu i w wyniku 
procesu różnicowania podjąć wyspecjalizowane funkcje [1, 39, 42]. Białko Rb wy­
stępuje w komórce w dwóch formach: ufosforylowanej i nieufosforylowanej [ 1, 
94]. Forma nieufosforylowana cząsteczki pRb tworzy kompleksy z różnymi czyn­
nikami transkrypcyjnymi hamując tym samym w sposób pośredni aktywność trans- 
krypcyjną polimeraz RNA: I, II i III [1, 39, 89]. Białko Rb, a także podobne 
do niego strukturalnie białka: p l07  i p l30 , wiążą się za pośrednictwem obecnego 
w ich strukturze tzw. regionu „kieszeniowego” (ang. pocket domciin) z domeną 
C-końcową czynników transkrypcyjnych należących do rodziny E2F [1, 42]. Frag­
menty C-końcowe cząsteczek z grupy E2F odpowiadają także za ich wiązanie z 
sekwencją nukleotydową TTTCGCGC występującą w promotorach transkrybowa- 
nych przez polimerazę RNA II genów: C dkl, reduktazy dihydrofolianu (DHFR), 
kinazy tymidyny (TK), polimerazy a  DNA (POL), cykliny: E i A, a także genu 
E2F [1, 39, 94], których produkty są niezbędne do przejścia przez dzielącą się 
komórkę punktu restrykcyjnego i do replikacji DNA [1, 39]. Związanie przez nie- 
ufosforylowaną formę białka Rb czynników transkrypcyjnych z rodziny E2F zmienia 
je  w represory hamujące ekspresję wymienionych powyżej genów [39]. Cząsteczka 
pRb blokuje również aktywność polimerazy RNA I tworząc kompleks z czynnikiem 
transkrypcyjnym UBF (ang. Upstream-Binding Factor) [1, 39, 89]. Białko Rb jest 
także supresorem polimerazy RNA III w przypadku, gdy jego nieufosforylowana 
forma zwiąże się z niezidentyfikowanym jeszcze czynnikiem [ 1,39,89]. W ymienione 
powyżej polimerazy RNA odpowiedzialne są za transkrypcję genów kodujących 
rRNA i tRNA. Aktywność tych enzymów wymagana jest w przypadku wzmożonej 
biosyntezy białka, która poprzedza ewentualne podwojenie wszystkich składników 
komórki przed jej podziałem [1, 39]. Tak więc białko Rb, będąc jedynym  znanym 
supresorem wszystkich polimeraz RNA, może wpływać zarówno na replikację DNA, 
jak  i na syntezę białka w czasie cyklu komórkowego [1]. Z tego też powodu kontrola 
procesu fosforylacji białka Rb, powodującego uwalnianie czynników transkrypcyj­
nych z kompleksów z pRb i aktywację polimeraz RNA, ma kluczowe znaczenie 
w regulacji proliferacji. Oprócz kompleksu: Cdk2 - cyklina E, w fosforylację czą­
steczki pRb zaangażowane są kinazy Cdk4 i Cdkó związane z cykliną D [1, 39, 
89, 94], których aktywność ujawnia się w połowie fazy G | i jest najwyższa w 
momencie przejścia komórki do fazy S cyklu podziałowego [39]. Aktywność ho- 
loenzymów: Cdk4 - cyklina D i Cdkó - cyklina D jest z kolei regulowana przez 
inhibitory z rodziny p 16 [7, 16, 17, 19, 27, 79]. Z badań przeprowadzonych przez 
Li i wsp. [46], Tama i wsp. [88] oraz H ara’ego i wsp. [20] wynika, że fosforylacja 
cząsteczki pRb stymuluje ekspresję genu kodującego białko p 16 w drodze nie po­
znanego jeszcze mechanizmu. W zrost stężenia inhibitora p l6 powoduje stopniowe 
wypieranie cykliny D z kompleksu z kinazą CDK4 lub CDK6 , co prowadzi do 
inaktywacji tych enzymów, a w rezultacie do zatrzymania procesu fosforylacji pRb
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[46, 88,94]. Zahamowanie procesu fosforylacji białka Rb powoduje z kolei obniżenie 
poziomu ekspresji białka p 16 [46, 88]. Uwolnienie cykliny D z kompleksu z jej 
katalitycznym partnerem: Cdk4 lub Cdk6 umożliwia natomiast jej degradację [94]. 
W przedstawionym modelu cząsteczka p 16 jest elementem regulującym aktywność 
kompleksów: CDK4 - cyklina D i CDK6 - cyklina D i fosforylację białka Rb 
w celu kontrolowania prawidłowego przejścia komórki z fazy Gj do fazy S cyklu 
podziałowego [46, 88]. Model ten stanowi także wiarygodne wyjaśnienie zjawiska 
znacznie podwyższonego poziomu syntezy inhibitora p 16 w komórkach nie mających 
funkcjonalnego białka Rb. Stwierdzono, że w normalnych diploidalnych komórkach 
zawierających funkcjonalne białko Rb cząsteczka pl 6 syntetyzowana jest na niskim, 
ale wykrywalnym poziomie, podczas gdy w komórkach nowotworowych, nie m a­
jących prawidłowego pRb, obserwowano znacznie wyższe stężenie p 16 [46, 53, 
65, 66, 86, 88]. O znaczeniu cząsteczek: p 16, pRb i CDK4 w patogenezie rozrostów 
nowotworowych może świadczyć fakt, że w ok. 70% nowotworów złośliwych po­
chodzenia glejowego występują zmiany w ekspresji tych cząsteczek spowodowane 
przez hom ozygotyczną delecję genu kodującego białko p 16, brak transkryptu 
pRbmRNA i amplifikację genu CDK4 [22]. Interesująca wydaje się obserwacja, 
iż w komórkach ze stwierdzonymi zmianami w ekspresji białek: p l 6, pRb i CDK4 
w 95% aberracja dotyczyła tylko jednego białka [22]. W ykazano również, iż w 
komórkach przeważającej ilości pierwotnych guzów płuc zmieniona jest ekspresja 
tylko jednego z dwóch białek: p l 6 lub Rb [81]. W komórkach raków niedrobno- 
komórkowych płuc, w których brak funkcjonalnego białka Rb obserwowany jest 
bardzo rzadko, często występują homozygotyczne delecje genu kodującego białko 
p l 6 (w 66%). W komórkach raków drobnokomórkowych płuc, które w przeważającej 
ilości przypadków nie zawierają funkcjonalnego białka Rb, poziom ekspresji białka 
p l 6 jest wysoki [81]. Opisane wyżej obserwacje stanowią potwierdzenie dla za­
łożenia, że p 16, pRb i CDK4 współdziałają ze sobą tworząc szlak metaboliczny 
mający zasadnicze znaczenie dla kontroli w punkcie restrykcyjnym i brak jednego 
z dwóch białek: p 16 lub Rb bądź też nadmierna transkrypcja genu kodującego 
kinazę CDK4 spowodowana jego amplifikacją powoduje zaburzenia mechanizmu 
regulacyjnego w tym szczególnym punkcie kontrolnym, co może prowadzić w kon­
sekwencji do nieograniczonej proliferacji [22].

Badania ostatnich lat wskazują, iż białko p l 6 może kontrolować cykl komórkowy 
nie tylko przez hamowanie aktywności kinaz: CDK4 i CDK6 , ale również przez 
bezpośrednią regulację transkrypcji [78]. Serizawa [78] wykazał bowiem, że inhibitor 
p 16 wiąże się z domeną C-końcową (CTD: ang. C-terininal domain) polimerazy 
RN A II. Nie jest więc wykluczone, iż inhibitor p 16 stanowi podjednostkę holoenzymu 
polimerazy RNA II [78]. Z holoenzymem tym może łączyć się również kompleks: 
kinaza CDK8 - cyklina C [11, 59]. Kinaza CDK8 związana z cykliną C uczestniczy 
przypuszczalnie w procesie fosforylacji domeny CTD polimerazy RNA II [11], 
który kontroluje inicjację transkrypcji in vivo [40]. W fosforylację domeny CTD
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RYSUNEK 1. Udział białka Rb, kinaz: Cdk4, Cdk6 i Cdk2, cyklin: D i E oraz inhibitorów z rodziny p 16 
w regulacji ekspresji genów transkrybowanych przez polimerazy RNA (na podstawie prac: Kocika i 
Szczylika [39], Li i wsp. [46], Tama i wsp. [88] oraz Bartka i wsp. [1]): białko Rb, poddane fosforylacji 
przez holoenzymy: Cdk4/Cdk6 - cyklina D oraz Cdk2 - cyklina E, uwalnia czynniki transkrypcyjne: UBF, 
niezidentyfikowany czynnik X i E2F umożliwiające polimerazom RNA: I, II i III wiązanie się z DNA i 
rozpoczęcie transkrypcji genów, których produkty są niezbędne do replikacji DNA i wzmożonej 
biosyntezy białka, poprzedzającej podwojenie wszystkich składników komórki przed jej podziałem. 
Fosforylacja pRb stymuluje także ekspresję genu kodującego inhibitor p 16. Wzrost stężenia białka p l6 
powoduje stopniową inaktywację kinaz: Cdk4 i Cdk6, co prowadzi w rezultacie do zatrzymania procesu 
fosforylacji białka Rb

zaangażowany jest natomiast na pewno czynnik transkrypcyjny TFIIH stanowiący 
kompleks wielu białek o różnej aktywności enzymatycznej. Wśród białek budujących 
TFIIH zidentyfikowano m.in. kinazę CDK7 i jej podjednostkę regulatorową: cyklinę 
H [11, 59, 77]. Stwierdzono również, że kompleks: CDK7 - cyklina H może fo- 
sforylować domenę CTD polimerazy RNA II [11, 59, 77]. Badania Serizawy [78] 
wykazały, że białkiem wiążącym się zarówno z CDK7, jak i z czynnikiem trans- 
krypcyjnym TFIIH i hamującym fosforylację domeny CTD jest inhibitor p 16. Przed­
stawione powyżej obserwacje sugerują, że cząsteczka p 16, biorąc udział w kontroli 
aktywności kinaz: CDK7 i CDK 8, uczestniczy w regulowaniu procesu inicjacji 
transkrypcji [78].

1.5. Gen kodujący białko p 16 jako prawdopodobny gen supresorowy

W ciągu ostatnich czterech lat wiele uwagi poświęcono genowi kodującemu 
białko p 16, zwanemu MTS1 (ang. Multiple Tumor Suppressor 1 [33]), CDKN2,
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CDK4I (ang. CDK4 Inhibitor [60]) lub INK4a [79], ze względu na fakt, iż leży 
on w regionie p21 chromosomu 9Gp, którego nieprawidłowości obserwowano w 
wielu liniach nowotworowych różnego pochodzenia [33, 60]. Analizując 46 linii 
nowotworowych Nobori i wsp. [60] stwierdzili homozygotyczną delecję w obrębie 
MST1/CDK41 w 61% czerniaków, 87% glejaków, 36% niedrobnokomórkowych 
raków płuc i 64% białaczek. Kamb i wsp. [33] zbadali 290 linii komórkowych 
znajdując homozygotyczną delecję w 133 przypadkach, przy czym częstość wy­
stępowania tej aberracji wahała się od 0% (rak okrężnicy) do 82% (gwiaździak). 
Rodzi się pytanie, czy obserwowane przez badaczy częste zmiany w regionie p21 
chromosomu 9 w komórkach ustalonych linii nowotworowych hodowanych in vitro 
występują również w komórkach nowotworów pierwotnych? Jakie są mechanizmy 
inaktywacji genu M TSI in vivo? Czy gen kodujący białko p 16 jest genem su- 
presorowym? Obecnie znane są cztery różne mechanizmy inaktywacji genu MTS1 
in vivo : mutacje punktowe i małe delecje, duże homozygotyczne delecje, translokacje 
chromosomalne oraz metylacja cytozyny w pozycji 5 ’ w regionie promotora bogatym 
w cytozynę i guanidynę (ang. CpG island). W ystępowanie mutacji punktowych 
stwierdzono w przypadku pierwotnego raka: gruczołowego trzustki [5], przełyku 
[28, 31, 58], przewodu żółciowego [99] i w rodzinach z dziedziczną podatnością 
na czerniaka [30]. Duże homozygotyczne delecje genu M TSI, które elim inują również 
w 80% przypadków sąsiadujący gen MTS2 kodujący białko p 15 [85], są częste 
w takich typach nowotworów pierwotnych, jak rak: niedrobnokomórkowy płuc [4, 
56, 93, 96], płaskonabłonkowy głowy i szyi [4, 56, 74], nerki [4], pęcherza [95], 
jamy nosowo-gardłowej [49], w glejakach [28 ,64,76,92], śródbłoniakach złośliwych
[8], ostrej białaczce limfoblastycznej typu T [3 ,6 ,23 , 28] i gwiaździakach złośliwych 
[64, 92]. Interesujący wydaje się fakt, iż w przypadku gwiaździaków oraz glejaków 
homozygotyczne delecje genu M TSI występują tylko odpowiednio w: III i IV oraz 
IV stopniu złośliwości tych nowotworów [64, 92], a komórki ze wspomnianą zmianą 
chromosomalną wykazują wyższą aktywność proliferacyjną w porównaniu do ko­
mórek nie mających tej aberracji [64]. Obserwacje te wskazują, że w przypadku 
niektórych typów nowotworów istnieje związek między występowaniem delecji 
homozygotycznej locus M TSI a stopniem złośliwości tych chorób, co może z kolei 
sugerować, że wspomniana aberracja chromosomalna nie jest przyczyną karcyno- 
genezy, ale pojawia się na pewnych jej etapach. Translokacje chromosomalne prze­
stawiające locus TCRA/D  leżący w regionie chromosomu 14q 11 i locus INK4/MTS1 
kodujący gen p 16 obserwowano natomiast w przypadku ostrej białaczki limfobla­
stycznej typu B [10]. Inaktywację genu M TSI, spowodowaną przez metylację cy­
tozyny w pozycji 5’ w regionie bogatym w cytozynę i guanidynę, obejmującym 
swym zasięgiem promotor oraz egzon 1 locus M TSI, stwierdzono w komórkach 
guzów pierwotnych pobranych od chorych na: nerwiaka niedojrzałego [87], raka 
pęcherza [14], piersi [26] i jam y nosowo-gardłowej [48], glejaki [56] i niedrobno- 
komórkowego raka płuc [56]. Częstość występowania mutacji, homozygotycznych
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delecji i metylacji w komórkach nowotworów pierwotnych jest mniejsza w po­
równaniu z komórkami ustalonych linii nowotworowych hodowanych in vitro [4, 
8 , 26, 84], jest jednak na tyle duża, aby założyć, iż obserwowane w warunkach 
in vivo wszelkie aberracje w regionie p21 chromosomu 9 odgrywają istotną rolę 
w procesie karcynogenezy. Ponieważ homozygotyczne delecje locus M TSI eliminują 
również w większości przypadków sąsiadujący gen MTS2 [85], kodujący białko 
p 15, które podobnie jak inhibitor p 16 hamuje aktywność kinaz: CDK4 i CDK6 
[19], nasuwa się pytanie, czy funkcjonowanie genu M TSI jako supresora wzrostu 
nowotworów jest tak powszechne, jak wskazywały na to pierwsze badania Kamba 
i wsp. [33] oraz Naboriego i wsp. [60]. Kolejne wątpliwości zrodził fakt odkrycia 
tylko dwóch mutacji w sekwencji nukleotydowej kodującej białko p 16, które mogą 
być odpowiedzialne za dziedziczną podatność na czerniaka [34]. Przedstawione 
w 1996 r. wyniki badań Serrano i wsp. [80], przeprowadzonych na myszach mających 
prawidłowy gen mts2 oraz zmodyfikowany w skutek usunięcia egzonów: 2 i 3 
locus ink4a, zdają się jednak rozwiewać przedstawione powyżej wątpliwości. W 
zwierzętach z opisanym defektem rozwijały się bowiem spontaniczne nowotwory 
we wczesnym wieku, a ponadto myszy te były bardzo wrażliwe na traktowanie 
karcynogenami. Serrano i wsp. [80] stwierdzili także, że embrionalne fibroblasty 
pobrane od myszy mających pozbawiony egzonów: 2 i 3 gen ink4a proliferowały 
znacznie szybciej w porównaniu z fibroblastami myszy bez tego defektu, mimo 
iż obie populacje komórek nie różniły się między sobą morfologicznie. Autorzy 
zauważyli również, że wprowadzenie zaktywowanego onkogenu Ha-ras do em ­
brionalnych fibroblastów pochodzących od myszy ze zmodyfikowanym locus ink4a 
indukuje transformacje nowotworową w tych komórkach. W embrionalnych fi- 
broblastach mysich transformacja nowotworowa jest obserwowana tylko przy 
współdziałaniu dwóch onkogenów, np. Ha-ras i białka adenowirusowego El A [51]. 
Konsekwencje występowania defektu w genie ink4a i wprowadzenia aktywnego 
białka Ha-ras są więc takie same jak w przypadku współdziałania dwóch onkogenów. 
Zaprezentowane przez Serrano i wsp. [80] wyniki badań wskazują dobitnie, że 
locus ink4a jest zaangażowany w proces supresji wzrostu nowotworów.

Badania zmierzające do wyjaśnienia, czy gen INK4ci jest genem supresorowym, 
skomplikowało niedawne odkrycie, iż poza białkiem p 16 koduje on również drugie 
białko zwane p \4 ARF (ang. Alternative Reading Frame Protein) lub p l9 a^  (mysi 
homolog ludzkiego białka p M ^ ^ )  [54, 71, 86]. Możliwość ta wynika z niezwykłej 
organizacji genu INK4a, tj. obecności w jego strukturze dwóch różnych pierwszych 
egzonów, tzn. egzonu l a  i 1(3 [54, 70, 71, 86]. W wyniku transkrypcji egzonów: 
l a ,  2 i 3 syntetyzowany jest inhibitor p 16, podczas gdy produktem białkowym 
transkryptu: egzon 1 (3 -  egzon 2 -  egzon 3 jest cząsteczka p \4 ARf  ̂ lub w przypadku 
genomu myszy cząsteczka p l9 a'^ [9 , 18, 54, 70, 71, 86]. Ze względu na sposób 
organizacji genu \NK4a wydaje się więc bardziej stosowne używanie określenia: 
locus INK4a/ARF  [9]. Białko p]9ai^  (p \4 AR^) zdolne jest do zatrzymania cyklu
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podziałowego komórki w fazie G j, jak i podczas przejścia z fazy G2 do M, jednak 
w przeciwieństwie do białka p 16 nie wykazuje aktywności inhibitora kinaz cy ­
klino-zależnych [9, 18, 47, 71]. Nie znaleziono również żadnych dowodów na 
to, iż cząsteczka pl 9a;^ (p l4 y4/?/7) należy do szlaku metaboliczne^o^którego głównym 
komponentem jest białko Rb. W jaki więc sposób p l9 fl̂  (p 14 R ) zatrzymuje cykl 
podziałowy komórki? Z najnowszych badań wynika, że p \9 ar̂  należy do szlaku 
metabolicznym określanego mianem „drogi supresji nowotworowej”, którego głów ­
nym komponentem jest białko p53 [35, 69, 100]. Cząsteczka p53 jest czynnikiem 
transkrypcyjnym uczestniczącym w ekspresji genów, których produkty powodują 
zatrzymanie cyklu podziałowego komórki w fazie Gj lub apoptozę [38, 45]. W y­
kazano, że p 19rt,̂ (p 14ARF) może wpływać na aktywność białka p53 oraz uczestniczyć 
w regulacji poziomu jego stężenia [35, 69, 100]. Stwierdzono, iż cząsteczka p l9 a/^ 
wiąże się za pośrednictwem swej N-końcowej domeny, kodowanej przez egzon 
1(3, z białkiem p53 i zwiększa jego aktywność transkrypcyjną [35]. W ykazano 
ponadto, że p \9 ar̂ (p \4 ARF) łączy się także za pomocą wspomnianego N-końcowego 
fragmentu z domeną C-końcową białka MDM2 [69,100] i promuje szybką degradację 
tego białka [100]. Cząsteczka Mdm2 reguluje z kolei poziom stężenia białka p53 
w komórce [21, 41]. Udowodniono, że Mdm2 wiąże się za pośrednictwem swej 
N-końcowe^domeny z p53 przyczyniając się do jego szybkiej proteolizy. Prom owana 
przez p l 4 degradacja cząsteczki MDM2 prowadzi więc w rezultacie do stabilizacji
i akumulacji białka p53 w komórce, a w konsekwencji do aktywacji genów, których 
produkty są konieczne do zatrzymania proliferacji lub wejścia komórki na drogę 
a p o ^ to ^ ^ B ia łk o  p53 indukuje m .in. transkrypcję genu kodującego białko 
p21 AF /CIPI[45], które jak wspomniano we wstępie pracy, hamuje aktywność 
różnych kompleksów: kinaza Cdk - cyklina, a wśród nich i holoenzymu: Cdk2 
- cyklina E odpowiedzialnego za fosforylację białka Rb [44, 97]. M ożna więc 
powiedzieć, że p l9 a,^ ( p l4 '4 F) wpływając bezpośrednio na aktywność transkry­
pcyjną cząsteczki p53 oraz pośrednio na jej stabilność, stanowi ogniwo łączące 
ze sobą dwa główne szlaki metaboliczne zaangażowane w kontrolę wzrostu komórki, 
których głównymi komponentami są białka: pRb i p53. Powiązanie ze sobą obu 
wspomnianych szlaków za pośrednictwem cząsteczki p \9 c"7 (p l4 '4/?/r) stwarza mo­
żliwość skutecznej ochrony komórek przed zmianami nowotworowymi w sytuacji, 
gdy jedna z tych dróg ulegnie zaburzeniu. Zauważono, iż w przypadku braku fun­
kcjonalnego białka Rb w komórce dochodzi do nieprawidłowej proliferacji spo­
wodowanej wzmożoną aktywnością czynników transkrypcyjnych z rodziny E2F, 
ale obserwowana jest również aktywacja cząsteczki p53, która prowadzi do za­
trzymania cyklu podziałowego lub apoptozy [2]. Bates i wsp. [2] zaproponowali 
model wyjaśniający molekularne podstawy tego zjawiska. Główne założenie tego 
modelu opiera się na obserwacji, iż czynnik transkrypcyjny E2F-1 bezpośrednio 
indukuje syntezy^bjałka p \4 ARF. Analiza sekwencji nukleotydowej ludzkiego genu 
kodującego p !4  wykazała ponadto, że w regionie leżącym poniżej w stosunku
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do egzonu 1 (3 występuje potencjalne miejsce wiązania E 2F -1. Zgodnie z założeniami 
modelu Batesa i wsp. [2] nieprawidłowa proliferacja wynikająca z nieobecności 
funkcjonalnego białka Rb w komórce lub aktywacji onkogenów, takich jak: Ras, 
E l A lub Myc, stanowi dla E2F-1 sygnał do indukcji syntezy białka p \4 A F, które 
hamuje zależną od MDM2 degradację białka p53 oraz zwiększa jego aktywność 
transkrypcyjną, co prowadzi w rezultacie do zatrzymania cyklu podziałowego lub 
apoptozy i w konsekwencji chroni komórki przed zmianami nowotworowymi.

W yjaśnienie roli biologicznej białka p l9 fl̂  ( p M ^  ) zrodziło pytanie, czy jest 
ono białkiem supresorowym? Odpowiedź na to pytanie jest utrudniona ze względu 
na fakt, iż homozygotyczne delecje locus INK4a/ARF, występujące często w no­
wotworach ludzkich różnego pochodzenia, powodują w rzeczywistości zaburzenia 
w ekspresji dwóch białek: p l6 i p 14 , co stwarza komplikacje w określeniu
indywidualnego udziału obu tych cząsteczek w supresji nowotworowej [36, 80]. 
W celu rozwiązania tego problemu Kamijo i wsp. [36] przeprowadzili doświadczenia 
na myszach, których komórki syntetyzowały funkcjonalne białko p l6i/ẑ a, ale nie 
miały p l 9 ^ z e  względu na brak egzonu 1(3 w locus ink4a/arf Stwierdzono, iż 
u zwierząt tych we wczesnym okresie życia rozwijały się spontanicznie nowotwory. 
Zaobserwowano ponadto, że embrionalne fibroblasty myszy z opisanym defektem 
wykazywały większą zdolność do proliferacji i rosły szybciej w porównaniu z 
normalnymi fibroblastami, a wprowadzenie do nich zaktywowanego onkogenu Ha- 
ras indukowało transformację nowotworową w tych komórkach. Z badań Kamijo 
i wsp. [36] wynika więc, że locus a r f  pełni rolę supresora wzrostu nowotworowego. 
Do chwili obecnej w komórkach guzów pierwotnych, jak i linii nowotworowych 
nie stwierdzono natomiast występowania mutacji w egzonie 1 [3 lub metylacji cytozyny 
w pozycji 5 ’ promotora locus ARF [ 18 ,54,56,86]. W ydaje się, że mutacje dziedziczne 
i sporadyczne dotyczą raczej genu lNK4a  niż ARF  [70].

Tak więc na podstaw ie naszej obecnej wiedzy można stwierdzić, iż locus 
INK4a/ARF  koduje dwa białka o właściwościach supresorowych, które niewątpliwie 
uczestniczą w kontroli wzrostu komórek.

BIAŁKO pl5

Białko p l 5, o m. cz. 14,7 kDa, wykryto po raz pierwszy w ludzkich keratynocytach 
potraktowanych parakrynnym czynnikiem wzrostu TGF-p [19]. Dalsze badania wy­
kazały, że białko p 15, podobnie jak inhibitor p 16, występuje w komórkach wielu 
rodzajów tkanek w różnym stężeniu, przy czym dane literaturowe dotyczące poziomu 
tego stężenia są w przypadku niektórych tkanek sprzeczne [32, 85].

Cząsteczka p 15 zbudowana jest ze 137 aminokwasów, a jej fragment N-końcowy 
wykazuje duży stopień homologii z inhibitorem p 16: 50 pierwszych i 81 kolejnych
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reszt aminokwasowych jest identycznych w obu białkach odpowiednio: w 44%  
i 97% [19]. W cząsteczce p 15, podobnie jak p l 6, występują cztery powtórzenia 
ankyrinowe, które najprawdopodobniej stanowią motyw konserwatywny w strukturze 
białek z rodziny p 16 [19].

W łaściwościami biochemicznymi białko p 15 przypomina inhibitor p 16. W iąże 
się ono specyficznie z kinazami: CDK4 i CDK6 i nieznacznie z: CDK1, CDK2 
i CDK5 [19]. W warunkach in vitro cząsteczka p 15 hamuje jedynie aktywność 
kompleksów cykliny D z CDK4 lub CDK6, nie wpływa natomiast na aktywność 
holoenzymu: C D K 2 -cy k lin a  A [19]. Podobnie jak inhibitor p 16, białko p 15 tworzy 
dwuskładnikowy kompleks z CDK4 lub CDK6 współzawodnicząc z cykliną D
0 wiązanie z wymienionymi kinazami [16].

Gen kodujący białko p 15, zwany MTS2 (ang. Multiple Tumor Suppressor 2 
[16, 33]) lub INK4b [19], zlokalizowano w chromosomie 9 w regionie leżącym 
w odległości około 20 kb poniżej egzonu 1 (3 należącego do locus INK4a/ARF
[85]. Transkrypcja genu MTS2/INK4b nie jest kontrolowana przez białko Rb, jak 
ma to miejsce w przypadku locus lNK4a/ARF  [2, 46, 88], ale jest stym ulow ana 
przez wspomniany TGF-(3 [19]. Hannon i Beach [19] wykazali, że TGF-[3 indukuje 
w ludzkich keratynocytach 30-krotny wzrost syntezy pl5m RN A , a w konsekwencji
1 białka p 15, nie wpływa natomiast na poziom plóm RN A .

Ponieważ białko p l 5 przypomina swą strukturą i właściwościami biochemicznymi 
inhibitor p 16, powstało pytanie, jaka jest rola biologiczna cząsteczki p 15. Z badań 
przeprowadzonych na limfocytach T krwi obwodowej wynika, że p 15 razem z 
białkiem p 2 7 ^  1, należącym do rodziny inhibitorów p21 i hamującym aktywność 
holoenzymów: Cdk4 - cyklina D, Cdk2 - cyklina A oraz Cdk2 - cyklina E [68 , 
90], odgrywają istotną rolę w utrzymaniu komórki w fazie G0 cyklu podziałowego 
[50]. Stwierdzono, że w limfocytach T pozostających w fazie spoczynkowej (G0) 
cyklu podziałowego występują oba białka: p 15 i p21K,PI, których stężenie obniża 
się do poziomu niewykrywalnego w wyniku aktywacji tych komórek przez in- 
terleukinę-2 lub interleukinę-2 i przeciwciało skierowane przeciwko kompleksowi 
CD3 [50, 621. Zaobserwowano również, że wraz z obniżeniem stężenia białek: 
p 15 i p21KIP zwiększała się aktywność kinaz CDK2 i CDK4 [50, 62]. Wyniki 
badań przeprowadzonych na limfocytach T krwi obwodowej sugerują, iż zaha­
mowanie syntezy inhibitorów: p 15 i p21KIPI podczas aktywacji limfocytów T po­
woduje w rezultacie zwiększenie aktywności kinaz: CDK2 i CDK4, co ułatwia 
dalszą proliferację [50]. W ydaje się więc, że oba białka: p 15 i p21KIPI odgrywają 
istotną rolę w utrzymaniu komórki w fazie G0 cyklu podziałowego [50], chociaż 
indywidualny udział wspomnianych inhibitorów w tym procesie oraz ewentualny 
mechanizm ich współdziałania nie został do chwili obecnej dokładnie wyjaśniony.

Ponieważ wykazano również, że ektopowa ekspresja białka p 15 powoduje za­
trzymanie cyklu podziałowego w warunkach in vivo [85], zaczęto się zastanawiać, 
czy gen M TS2/INK4b  nie jest genem supresorowym. Odpowiedź na to pytanie
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nie jest jednoznaczna. Do chwili obecnej w komórkach linii nowotworowych, jak 
i guzów pierwotnych nie stwierdzono bowiem występowania mutacji w sekwencjach 
n u k leo tydow ych  kodujących  p 15 [85, 99]. H om ozygotyczną delecję  genu 
M TS2/INK4b  nie obejmującą swym zasięgiem locus INK4a/ARF  wykryto tylko 
u dwóch pacjentów chorych na glejaka [32] i w komórkach sześciu linii pochodzących 
od ludzi chorych na czerniaka [13]. Metylację cytozyny w pozycji 5’ w regionie 
egzonu 1 bogatym w cytozynę i guanidynę, inaktywującą gen MTS2/INK4b, stwier­
dzono w przypadkach: zespołu mielodysplastycznego [91], ostrej białaczki lim- 
foblastycznej i ostrej białaczki szpikowej [24, 25], w których gen kodujący białko 
p ló  nie ulegał inaktywacji. Dane te wskazują, iż metylacja genu kodującego białko 
p l5  jest procesem odgrywającym istotną rolę w patogenezie wymienionych powyżej 
rodzajów rozrostów nowotworowych [24, 91]. Z drugiej jednak strony aberracja 
ta występuje bardzo rzadko w komórkach linii nowotworowych i pierwotnego raka: 
płaskonabłonkowego głowy i szyi, płuc, piersi, prostaty oraz okrężnicy i tylko 
wtedy gdy towarzyszy jej metylacja genu INK4a [25].

BIAŁKO pl8

Białko p 18, o m. cz. 18,1 kDa, zidentyfikowano w ludzkich komórkach ostrej 
białaczki limfoblastycznej (ATCC CCL 119) jako cząsteczkę łączącą się prefe­
rencyjnie z kinazą CDK6 [16], a następnie wykryto je  w osteoblastach, fibroblastach 
i chondrocytach [73]. Z badań Guana i wsp. [16] wynika, że poziom p l 8mRNA 
jest bardzo różny w poszczególnych tkankach człowieka: najwyższy w mięśniach 
szkieletowych, pośredni w trzustce oraz sercu i prawie niewykrywalny w łożysku, 
co może świadczyć o tym, iż regulacja ekspresji genu kodującego białko p 18 jest 
specyficzna tkankowo.

Zbudowana ze 168 aminokwasów cząsteczka p 18 przypomina swą budową in­
hibitory: p ló  i p l 5. W jej strukturze występują powtórzenia ankyrinowe, a sekwencje 
aminokwasowe białek: p l 8 i p ló  oraz p 18 i p 15 są identyczne odpowiednio w: 
38% i 42%, p rzyczym  region N-końcowy tych cząsteczek wykazuje większą ho- 
mologię niż fragment C-końcowy [16]. Bardzo interesujący wydaje się fakt, że 
fragment cząsteczki p 18, obejmujący 107 aminokwasów od C-końca, jest w 
32% homologiczny z wysoce konserwatywną domeną występującą w białkach na­
leżących do rodziny Notch, które uczestniczą w procesie różnicowania [16].

Podobnie jak  inhibitory: p ló  i p 15, cząsteczka p l 8 wiąże się z CDK4 oraz 
CD K6 , nie łączy się natomiast z innymi kinazami CDK [16]. Ragione i wsp. [73] 
wykazali, że białka p 18 i CDK4 tworzą dwuskładnikowy, równomolamy kompleks 
( 1:1), który migruje w żelu poliakrylamidowym z szybkością odpowiadającą m. 
cz. 45-55  kDa. Z badań Guana i wsp. [16] wynika jednak, że białko p 18 silniej
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wiąże i hamuje kinazę CDK6 niż CDK4. Fakt preferencyjnego łączenia się inhibitora 
p 18 z CDK6 wydają się potwierdzać obserwacje przeprowadzone na komórkach 
linii Saos-2 i U -118 [73]. W komórkach linii Saos-2, w których stężenie białek: 
p 18, p 16 i CDK4 jest duże, kinaza CDK4 tworzy kompleks przede wszystkim 
z p 16, cząsteczka p 18 występuje natomiast w formie niezwiązanej. W komórkach 
linii U-118, nie syntetyzujących p 16, inhibitor p 18 wiąże się wprawdzie z CDK4, 
ale w bardzo niewielkim stopniu. Stwierdzono natomiast, że znaczna ilość białka 
p 18 występuje w tych komórkach w formie niezwiązanej.

Podobnie jak inhibitory: pl 6 i p l 5, cząsteczka p 18 współzawodniczy z cykliną 
D o wiązanie z CDK6 [16, 17]. W ykazano również, że dwuskładnikowe kompleksy 
utworzone przez białko p 18 i CDK6 lub cyklinę D i CDK6 są bardzo stabilne 
i nie mogą być rozdysocjowane w wyniku dodania odpowiednio: cykliny D lub 
inhibitora p 18 [17]. W jaki więc sposób aktywne holoenzymy: CDK6/CDK4 -  
cyklina D są hamowane przez p 18? Guan i wsp. [17] uważają, iż białka z rodziny 
p l 6 kontrolują aktywność CDK6 i CDK4 za pomocą dwóch różnych mechanizmów. 
Pierwszy z nich stanowiłaby kolejność syntezy inhibitorów z grupy p 16 i cykliny 
D podczas cyklu podziałowego decydująca o tym, który z kompleksów: aktywny, 
zawierający kinazę CDK6/CDK4 i cyklinę D, lub nieaktywny, utworzony przez 
białko z rodziny p 16 i CDK6/CDK4, powstanie jako pierwszy i następnie ze względu 
na swoją stabilność będzie w komórce preferencyjnie utrzymywany. M echanizm 
ten umożliwiałby kontrolę aktywności CDK6 lub CDK4 przez cząsteczki z grupy 
p 16 bez konieczności formowania trójskładnikowych kompleksów: CDK6/CDK4 
- cyklina D - inhibitor z rodziny p 16, których obecności nie zaobserwowano do­
tychczas w w arunkach in vivo. Aktywność utw orzonych już  holoenzym ów : 
CDK6/CDK4 - cyklina D regulowana byłaby natomiast za pomocą drugiego m e­
chanizmu polegającego na ich pośrednim lub bezpośrednim hamowaniu przez białka 
z grupy p 16. Zgodnie z koncepcją Guana i wsp. [17], bezpośrednie hamowanie 
wymienionych wyżej holoenzymów byłoby wynikiem utworzenia trójskładniko­
wych, katalitycznie nieaktywnych kompleksów: CDK6/CDK4 - cyklina D - inhibitor 
z rodziny p 16. Hamowanie w sposób pośredni polegałoby natomiast na ciągłym 
spadku zawartości cykliny D we wspomnianych trójskładnikowych kompleksach, 
ze względu na krótki okres jej pół-życia, i nagromadzaniu się dwuskładnikowych 
kompleksów: CDK6/CDK4 - białko z grupy p 16, co uniemożliwiałoby z kolei 
wiązanie się kinaz: CDK6 lub CDK4 z nowo zsyntetyzowaną cykliną D i aktywację 
tych enzymów.

Guan i wsp. [16] zaobserwowali, iż wprowadzenie do komórek linii U -20S  
plazmidu zawierającego pełny region kodujący białko p 18 wyraźnie zmniejszyło 
zdolność tych komórek do wzrostu. Stwierdzono również, że inhibitor p 18 hamuje 
wzrost komórek jedynie w obecności funkcjonalnego białka Rb w komórce [16]. 
Pomimo że gen kodujący białko p 18, zwany INK4c, leży w regionie p32 chromosomu 
1, którego nieprawidłowości obserwowano w przypadku niektórych typów nowo­
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tworów [16], dotychczas nie przedstawiono jednak przekonujących dowodów po­
twierdzających hipotezę Guana i wsp. [16], iż locus lNK4c jest potencjalnym genem 
supresji nowotworowej. Jaka jest więc rola biologiczna inhibitora p 18? Ponieważ 
cząsteczka p 18 wykazuje znaczną homologię z białkami należącymi do rodziny 
Notch, a ludzkie tkanki różnią się między sobą drastycznie poziomem p l 8mRNA 
[16], uważa się obecnie, że białko p l 8 zatrzymuje cykl podziałowy i zapoczątkowuje 
proces różnicowania komórek [17].

BIAŁKO pl9

Szczegółowa analiza sekwencji nukleotydowych cząsteczek DNA wyizolowa­
nych z komórek wielu różnych linii umożliwiła zidentyfikowanie genu lNK4d , 
leżącego w regionie p 13.2 chromosomu 19, który koduje białko migrujące w żelu 
poliakrylamidowym z szybkością odpowiadającą m. cz. 19 kDa i przypominające 
swą budową i właściwościami biochemicznymi inhibitory z rodziny p 16 [17]. W 
strukturze cząsteczki p 19 występują powtórzenia ankyrinowe, a jej sekwencja ami- 
nokwasowa jest w ok. 40% identyczna z sekwencją aminokwasową białek: p 16, 
p 15 i p 18 [17]. Cząsteczka p 19 wykazuje ponadto, podobnie jak p 18, znaczną 
homologię z białkami należącymi do rodziny Notch [17]. Tak jak  wszyscy poznani 
przedstawiciele rodziny inhibitorów p 16, p 19 łączy się jedynie z kinazami: CDK4 
i CDK 6 oraz hamuje ich aktywność w warunkach in vitro [17]. Stwierdzono również, 
że białko p 19 współzawodniczy z cykliną D o wiązanie z wymienionymi wyżej 
enzymami [17]. Funkcjonalny związek między białkiem p 19, cykliną D oraz CDK6 
i CDK4 wydaje się być w warunkach in vivo bardzo złożony. Zgodnie z modelem 
Guana i wsp. [17], opisanym w rozdziale poświęconym białku p 18, kolejność syntezy 
inhibitorów z rodziny p 16 i cykliny D odgrywa kluczową rolę w regulacji aktywności 
CD K 6 i CDK4. W przypadku białka p 19 zaobserwowano, iż poziom pl9m R N A  
w komórce podczas kolejnych faz cyklu podziałowego jest ściśle skorelowany w 
czasie z szybkością syntezy białka p 19 [27]. W najniższym stężeniu pl9m R N A  
i białko p 19 występują w fazie G j, w której ujawnia się aktywność holoenzymów: 
Cdk4/Cdk6 -  cyklina D [27]. W ydaje się więc, że blokowanie ekspresji genu ko­
dującego inhibitor pl 9 w fazie Gj umożliwia wspomnianym holoenzymom spełnianie 
ich fizjologicznych funkcji. Najwyższe stężenie p 19mRNA i białka p 19 obserwowano 
w fazie S, w której aktywność kompleksów: Cdk4/Cdk6 -  cyklina D nie jest już 
konieczna do przejścia komórek do kolejnych etapów cyklu, a spadało ono po 
zakończeniu podziału komórkowego. Tak więc synteza białka p 19 we wczesnym 
okresie fazy G j, a nie podczas późniejszych faz cyklu podziałowego, prowadzi 
do zahamowania proliferacji komórki. Jaka jest rola fizjologiczna inhibitora p 19? 
Ponieważ cząsteczka p 19 wykazuje znaczną homologię z białkami należącymi do
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rodziny Notch, a poziom pl9m R N A  w leukocytach krwi obwodowej jest bardzo 
wysoki w porównaniu z innymi ludzkimi tkankami, zakłada się obecnie, że ekspresja 
genu kodującego inhibitor p 19 w komórkach krwiotwórczych stanowi sygnał do 
rozpoczęcia procesu różnicowania tych komórek [17]. W ykazano ponadto, iż białko 
p 19 wiąże się z receptorem Nur77, który uczestniczy w procesie apoptozy nie­
dojrzałych limfocytów T [7]. Rola biologiczna oddziaływania pomiędzy białkiem 
p l9  a receptorem Nur77 nie została jeszcze jednak wyjaśniona.

PODSUMOWANIE

Białka: p l 6, p 15, p l 8 i p 19 stanowią grupę niedawno odkrytych regulatorów 
cyklu podziałowego. Najlepiej poznany przedstawiciel tej grupy: inhibitor p l 6 tworzy 
wraz z cyklinami typu D, kinazami: Cdk4 i Cdk6 oraz białkami: Rb i E2F szlak 
metaboliczny określany mianem „drogi supresji nowotworowej” . Białko p 15 jest 
najprawdopodobniej odpowiedzialne za utrzymanie komórki w fazie spoczynkowej 
cyklu podziałowego, a inaktywacja kodującego go genu jest procesem, który może 
odgrywać istotną rolę w patogenezie niektórych rozrostów nowotworowych. Białka: 
p l 8 i p l9 , wykazujące znaczną homologię z białkami rodziny Notch, uczestniczą 
natomiast najprawdopodobniej w zapoczątkowywaniu procesów różnicowania ko­
mórek. Głównym celem prowadzonych obecnie badań jest dokładne poznanie me­
chanizmu działania inhibitorów z rodziny p 16 oraz ich roli biologicznej.
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Streszczenie.: Do dysregulacji apoptozy w wyniku niedostatecznej supresji śmierci komórki może dojść 
m.in. w chorobach neurodegeneracyjnych, nowotworach, zaburzeniach autoimmunologicznych. W 
wyjaśnieniu ich etiopatogenezy mogą posłużyć informacje o białkach inhibitorowych apoptozy, IAP. Są 
to produkty nowej wielogenowej rodziny ludzkich genów, częściowo homologicznych do genów 
bakulowirusów owadzich. Białka IAP powiększyły listę supresorów apoptozy uczestniczących w 
mechanizmach przeciwdziałania apoptozie na etapie jej inicjacji lub egzekucji. Artykuł zmierza do 
omówienia roli białek rodziny IAP i białek rodziny BCL-2. Referowane prace opisują delecję/mutację 
dwóch różnych genów kodujących NIAP i SMN, wykrytych metodą sprzężeń i zmapowanych do 
chromosomu 5q 13, jako przyczynę nadmiernej apoptozy neuronów mięśniowych i w konsekwencji 
rdzeniowego zaniku mięśni, SMA, z postępującym paraliżem. NIAP należy do rodziny IAP, lecz jego 
działanie inhibitorowe apoptozy nie zostało w szczegółach wyjaśnione. Białko SMN -  białko przeżycia 
neuronów ruchowych -  nie należy do rodziny IAP, jest białkiem krytycznym dla składania pre-mRNA 
i metabolizmu snRNP, małych jądrowych rybonukleoprotein. Omówiono rodzinę komórkowych białek 
inhibitorowych apoptozy c-IAP, ich odkrycie, lokalizację genów IAP w chromosomach człowieka, 
ekspresję w tkankach. Przypuszczalny mechanizm akcji polega na wiązaniu się IAP do białek adaptoro- 
wych sygnalizacji przez THFR-2-TRAF oraz kompleksowaniu z kaspazami i blokowaniu aktywności 
proteolitycznej tych proteaz cysteinowych przez obecną w IAP domenę BIR. Przedstawiono doświad­
czalny model (in vivo) nacelowanej delecji genu kaspazy-9 u myszek. Dużej letalności towarzyszył 
niedorozwój mózgu, znacznie powiększonego wobec obniżonej apoptozy i przewagi proliferacji komó­
rek przodomózgowia w czasie rozwoju embrionalnego. Zwrócono uwagę na gotowość tymocytów i 
splenocytów do apoptozy po UV i anty CD-95 mimo delecji genu kaspazy-9. Niedawno wykryte białko 
SURVIVIN z rodziny IAP przyczyna się do znacznego obniżenia apoptozy w komórkach nowotworo­
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wych. Ekspresja genu SURVIVIN ma miejsce w komórkach okresu embrionalnego, jest nieobecna w 
prawidłowych tkankach dorosłych, do reekspresji dochodzi we wzroście nowotworowym. Ekspresję tego 
genu udało się zahamować w wyniku transfekcji cDNA EPR-1, genu kodującego jeden z receptorów 
proteaz. Jego zastosowanie kliniczne jako antysensownego genu SURVIVIN wymaga dalszych badań. 
Nawiązano do nowszych badań białek rodziny BCL-2, skupiającej onkoproteiny o działaniu antyapo- 
ptotycznym i proapoptotycznym. Omawiają one głównie interakcje BCL-xl i BAX w regulowaniu 
przepuszczalności błony mitochondrialnej oraz tworzeniu kompleksów z Apaf-I, cytochromem c i 
kaspazami. Nawiązano do terapeutycznego klinicznego zastosowania antysens cDNA BCL-2 w chłonia- 
kach złośliwych. Przytoczono też kilka danych o dysregulacji apoptozy doświadczalnej w B-limfocyto- 
wej białaczce przewlekłej. We własnych (A. Filip) doświadczeniach zauważono mianowicie, że znacznej 
endogennej koekspresji BCL-2 i C-MYC towarzyszy: a) oporność limfocytów białaczkowych na 
apoptozę indukowaną glikokortykosterydami oraz b) brak indukcji P53 po napromienieniu UV-B. 
Niektóre geny i białka IAP, a także inne czynniki przeżycia mają już ważne znaczenie diagnostyczne i 
prognostyczne -  SMN i NI AP w rdzeniowym zaniku mięśni i SURVIVIN w nowotworach. Wyjaśnienie 
do końca ich działania i identyfikacja następnych genów i ich produktów poszerzy zrozumienie procesów 
biologicznych, zachodzących w samozagładzie komórki jak i w chorobach wynikających z dysregulacji 
apoptozy.
(Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 561-578).

Słowa kluczowe: apoptoza, BCL-2, B1R, IAP (DIAP, NIAP, XIAP), kaspazy, SMN, SURVIVIN.

Summary: Faulty regulations of apoptosis can result in inapropriate suppresion of cell death as occurs 
f.ex. in some neurodegenerative diseases, cancer and autoimmune conditions. In this article recent 
discoveries regarding a novel multigene family of inhibitory apoptosis proteins (IAP’s) is presented 
which show homology to baculoviral lap’s. Reported papers will significantly increase our understanding 
of disease etiology or pathogenesis. Mechanisms inhibiting cellular suicide are highly dependent on 
BCL-2 family proteins and IAP proteins which significantly increase the number of known apoptosis 
suppressors. Both are probably involved in the initiation and/or execution of apoptosis and function unter 
different but overlapping circumstances. It was shown by linkage analysis that deletion/mutation of 2 
different genes named NAIP and SMN, mapped to chromosome 5q 13, is responsive for spinal muscular 
atrophy (SMA), characterized by degeneration of motor neurons leading to muscular atrophy with 
progressive paralysis. NIAP deletion is responsive for not regulated apoptosis by unknown mechanism 
whereas loss of SMN dysregulates mRNA biogenesis and is responsive for snRNP metabolism in nerve 
cells. Cellular members (c-IAP) of human apoptosis inhibitory protein family, orginally identified in 
baculoviruses, have been presented in relation to gene localizations and tissue expression. The mecha­
nisms of their interaction are connected on associations with TRAF signalling complex in the apoptosis 
signalling phase and on complexing/blocking specific cysteine containing proteases (caspases) in the 
executive phase, the structural motiv BIR being indispensable for their interaction. Mutation of caspase-9 
through gene targetting in mice results in perinatal letality with markedly enlarged and malformed 
cerebrum caused by reduced apoptosis and enhanced proliferation during brain development. Casp-9 
deficient thymocytes and splenocytes, resistant to several apoptotic stimuli, were surprisingly sensitive 
to apoptosis induced by UV-irradiation or anti-CD95. Authors compare the requirement for Casp-9 and 
Casp-3 in different apoptotic settings. SURVIVIN is a new IAP apoptosis inhibitor expressed during 
development and reexpressed in human cancer. Present investigations are referred in relation to induction 
of apoptosis by SURVIVIN gene targetting as the coding strand of SURVIVIN gene is exstensively 
complementary to that of EPR-1. This new target for disrupting cell viability pathways in cancer is being 
investigated. Recent data of BCL-2 pro- and antiapoptotic family members are shortly reviewed. The 
structural and functional interactions of BCL-2 proteins with apoptosis protease activating factor 
(Apaf-1), cytochrome c and caspase regulatory cascade are referred. Succesfull antisens cDNA BCL-2 
therapies in progressive lymphoma were shortly presented. Finally author’s (A. Filip) last experiments 
on dysregulated (suppressed) apoptosis in B-CLL lymphocytes accompagnied with stable high co-ex­
pression of BCL-2 and MYC proteins are presented. Some of reported findings are important in diagnosis
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(SMN, NIAP in spinal muscular atrophy) and prognosis (SURVIVIN in neoplasia). Further charac­
terization of genes and other regulatory proteins will provide important clues to the understanding of 
molecular processes controlling cellular suicide and of diseases resulting from dysregulated apoptosis.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 561-578)

Key words: apoptosis, BCL-2, BIR, IAP (DIAP, NIAP, XIAP), caspases, SMN, SURVIVIN.

Stosowane skróty: Aif (apoptosis inducing factor) -czynnik indukujący apoptozę, proteaza mitochon- 
drialna, Apaf (apoptosis protease activating factor) -  czynnik aktywujący proteazę, ssaczy homolog 
CED-4 nicienia, BAX (BCL-2 antagonist X) -  antagonista BCL-2, BCLxl, BCL-2 (B-cell leuke- 
mia/lymphoma) -  produkt genu wykrytego w chłoniaku B-komórkowym, B C L xl (BCL-2 la rg e )-  duże 
białko, część homolog. BCL-2, proapoptotyczne, BH3 (BCL-2 family homologus domain) -  domena 
białkowa typowa dla antyapoptotycznych członków rodziny BCL-2, białka 14-3-3 (symbol pozycji po 
rozdziale dwukierunkowym) -  grupa kwaśnych białek o roli adaptacyjnej, m.in. asocjują z BAX, który 
wiążą i sekwestrują, BIR (baculovirus IAP repeats) -  powtarzające się domeny IAP homologiczne do 
układu aminokwasów po zakażeniu bakulowirusem, CARD (caspase recruitment domain) -  domena 
katalizująca interakcję kaspazy z Apaf i cytochromem c, CASP (caspase) -  kaspaza, CED (cell death 
genes) -  geny śmierci programowanej u nicienia C. elegans, C-MYC (cell-myelomatosis, chicken) -  
komórkowy ekwiwalent wirusowej onkoproteiny v-Myc, CrmA (cytokine response modifier A) -  
inhibitor apoptozy sygnalizowanej cytokiną TNF, produkt wirusa ospy krowiej, DIAP (Drosophila 
inhibitory apoptosis protein) -  homologiczne białko IAP u Drosophila melanogaster, ECPR (effector 
cell protease receptor) -  receptor proteazy komórki efektorowej uczestniczącej m.in. w kaskadzie czyn. 
krzepnięcia, HIAP (human inhibitory apoptosis protein) -  inhibitorowe białko apoptozy w komórkach 
człowieka, c-IAP. XIAP (X-linked IAP) -  IAP kodowane przez locus chromosomu X, NIAP (neuronal 
apoptosis inhibitory protein) -  białko hamujące apoptozę neuronów, P53 (protein 53) -  produkt genu 
supresorowego P53, PI (propidium iodide) -  jodek propidyny, RING -  motyw palca cynkowego, SMA 
(spinal muscular atrophy) -  rdzeniowy zanik mięśni, SMN (surviving o f motor neurons) -  czynnik 
przeżycia neuronów ruchowych, TRAF (TNFR-associatedfactor) - c zynniki wiążące się z receptorem 
TNF (tumor necrosis factor), czynnikiem martwicy nowotworu.

WSTĘP

W badaniach apoptozy zidentyfikowano w ostatnich latach rodzinę cząsteczek, 
zdolnych do zakłócenia układów sygnalizacji śmierci, a nawet do zahamowania 
jej wykonania. Tak więc, coraz bogatszemu repertuarowi białek, opisywanych w 
inicjacji i egzekucji apoptozy, partneruje rozwój badań nad inhibitorami apoptozy. 
W prawdzie najwcześniej opisanym antyapoptycznym białkiem był produkt genu 
BCL-2  [25, 43, 53], to jednak chciałybyśmy w tym przeglądzie zwrócić uwagę 
przede wszystkim na inhibitorowe białka apoptozy-IAP (z ang. inhibitory apoptosis 
proteins). M odulują one:

a) etap sygnalizacji drogą cytokin przez wiązanie się do TRAF (TNF -  receptor 
associated factor) na powierzchni błony komórkowej [45] oraz

b) fazę wykonawczą przez fizyczne blokowanie kaspaz [46], proteaz cysteinowych 
(caspases) o zdolności cięcia wiązania peptydowego przy reszcie asparaginianowej 
[1, 2, 15].

Druga część przeglądu nawiąże do relacji BCL-2 z kaskadą kaspaz. Jak wynika 
z badań częściowo homologicznych genów u nicieni, owadów i ssaków, białka
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hamujące apoptozę występują powszechnie i wykształciły się w ewolucji tak dawno, 
jak  molekularne mechanizmy wykonawcze apoptozy w odpowiedzi na bodźce pro­
wokujące proces samozagłady komórki lub jej śmierci zaprogramowanej w rozwoju 
[por. 57]. Na załączonym schemacie (rys. 1) przedstawiono usytuowanie endo­
gennych IAP wśród wybranych czynników pro- i antyapoptotycznych. Aktywacja 
pierwszych lub usunięcie drugich może indukować proces apoptozy. W  tabeli 1 
objaśniono miejsce działania IAP, białek hamujących apoptozę.

Pierwsze białka rodziny IAP -  białkowych inhibitorów apoptozy opisali Crook 
i wsp. [16] oraz Ciem i M iller [14] jako produkty bakulowirusów owadzich Cp-IAP 
(Cydia pomonella granulosis virus) i Op-IAP (Orygia pseudotsugata nuclear po- 
lyhydrosis virus). Białka te kompensowały czynność p35, zmutowanego w tych 
wirusach niefunkcjonalnego genu, który w normalnych warunkach koduje białkowy 
inhibitor zakażonej komórki. Następnie opisywanym wirusowym inhibitorem apo­
ptozy okazał się produkt ospy krowiej Crma (cytokine response modifier), białko 
z nadrodziny serpin [63]. M ożna się domyśleć, że wirusowe infekcje wywołują 
pro-apoptyczne reakcje komórek gospodarza, które są blokowane pośrednio lub 
bezpośrednio przez produkty genów wirusów; w ten sposób wirusy niejako zdobywają 
przewagę nad organizmem wielokomórkowym, bardzo odległym w filogenezie.

Częściowymi homologami tych wirusogennych białek IAP są ich odpowiedniki 
w komórkach ssaków, mianowicie endogenne komórkowe inhibitory apoptozy, okre­
ślane w literaturze jako c-IAP [37, 46]. Cechuje je  obecność struktury typu palca 
cynkowego (Ring finger) w C-końcu oraz występowanie w N-końcu tandemowych 
powtórzeń specyficznych domen zwanych BIR (od baculovirus IAP repeats), prze­
dzielonych łącznikiem. Dla domen białkowych BIR typowy jest układ około 70 
aminokwasów o sekwencji Cys-X2-Cys oraz Cys-X-His. To właśnie te domeny 
mają hamować samozagładę komórki przez blokowanie enzymatycznej aktywności 
kaspaz wobec ich substratów w jądrze i cytoplazmie [17, 44, 46]. M otyw palca 
cynkowego RING, obecny także w wielu innych jądrow ych i cytozolowych białkach, 
zawiera domenę z dwom a niezależnymi miejscami wiążącymi cynk [ 1 ]. W niektórych 
szczególnie aktywnych białkach inhibitorowych apoptozy jak  NAIP i SURVIVIN 
(tab .l) nie wykryto struktury palca RING. To sugeruje model, w którym palec 
RING działałby jako negatywny regulator aktywności ham owania apoptozy przez 
BIR [23].

NIEHAMOWANA APOPTOZA NEURONÓW: 
DELECJA NIAP i SMN

Obecność białka typu IAP w ludzkich komórkach somatycznych zaproponowała 
Natalie Roy i wsp. [47] na podstawie genetycznych badań u chorych z rdzeniowym 
zanikiem mięśni, SMA (z ang. spinal muscular atrophy). W ykrytą delecję genu
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•  BRAK CZYNNIKÓW WZROSTU

•  T N F

•  TGF P

•  IFNy

•  Fasl

•  REAKTYWNE FORMY TLENU

C a J+

•  GLUKOKORTYKOIDY

•  CZYNNIKI WZROSTU

•  ANTYOKSYDANTY

•  Z nł+

•  ANDROGENY

•  ESTROGENY

•  IAP: BIAŁKA
INHIBITOROWE APOPTOZY

•  PROMIENIOWANIE X,UV,y

•  SZOK TERMICZNY

•  INHIBITORY PKC

•  PRZECIWCIAŁA PRZECIWKO 
ANTYGENOM POWIERZCHNI 
LIMFOCYTÓW (ANTY CD3, ANTY CD95)

•  SUPERANTYGENY BAKTERYJNE (SEB)

•  CYTOSTATYKI

•  BIAŁKA WIRUSOWE:
El A ADENOWIRUSA, Tal i gp 120 
WIRUSA HIY-1

•  AKTYWATORY PKC

•  BIAŁKA WIRUSOWE:
LMP1 WIRUSA E1B 19 i El B 95 
ADENOWIRUSA p35 
BAKULOWIRUSA

RYSUNEK 1. Zestawienie wybranych czynników indukujących i hamujących proces apoptozy
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TABELA 1. Rodzina białek inhibitorowych apoptozy IAP

Białko Pochodze­
nie

Wspólny motyw 
struktury
w N- w C-końcu 
końcu

Docelowa
kaspaza

Inne asocjacje

łap (P35) Bakulo- BIR* palec RING prokaspazy (gospo­
wirus darza) 1,2,3,4,7

Diapl Drosophila 2 BIR palec RING drICE
Diap2 Drosophila 3 BIR palec RING drICE
c-IAPl Człowiek 3 BIR palce RING prokaspazy 3,7 TRAFI, TRAF2
C-IAP2 Człowiek 3 BIR palec RING prokaspazy 3,7 TRAFI, TRAF2
XIAP Człowiek 3 BIR palec RING prokaspazy 3,7
NIAP/NAIP Człowiek 3 BIR - n.o.
SURVIVIN Człowiek 1 BIR - n.o. EPRł* jako antysens

*Objaśnienie: BIR: 2-3 specyficzne domeny baculovirus IAP repeats, d la k tórych 
typowe są powtórzenia cysteina-histydyna; EPR1: łańcuch kodujący EPR1 (receptor proteazy komórki 
efektorowej) jest komplementarny i odwrotnie skierowany do genu SURVIV1N, stąd rozważany jako 
antysens tego genu (p. tekst); n.o. -  nie określono.

i białka nazwanego NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein) skojarzono z 
przyczyną braku hamowania apoptozy neuronów. Głównym zjawiskiem patolo­
gicznym w tej chorobie jest postępujące zwyrodnienie i obumieranie neuronów 
ruchowych rdzenia kręgowego, w następstwie czego dochodzi do zaniku zaopa­
trywanych przez nie mięśni i wynikającego niedowładu kończyn i tułowia. Delecję 
wykryto w regionie chromosomu 5ql 1.2-ql3.3, gdzie analizą sprężeń został zma- 
powany poprzednio locus SMA przez międzynarodową grupę neurologów i psy­
chiatrów [12]. Przed trzema laty dwie grupy badaczy zidentyfikowały w tym regionie 
dwa nowe geny blisko z sobą sąsiadujące w postaci przeciwległych podwójnych 
kopii skierowanych ku sobie od centromeru i od telomeru. Jeden nazwano NAIP 
(jw.), czyli gen kodujący białko hamujące apoptozę neuronów, a drugi -  SMN 
(od survival o f  motor neurons), czyli gen przeżycia neuronów m chowych [34],
[35]. Pierwszy gen NAIP  koduje duże białko o 1232 aminokwasach i z domeną 
BIR homologiczną z bakulowirusowym inhibitorem apoptozy, nie mającym na­
tomiast struktury palca cynkowego RING w końcu C-terminalnym. Efekt anty- 
poptotyczny NAIP udowodniono in vitro w doświadczeniu na komórkach HeLa 
z transgenem NAIP, wystawionych na działanie cytokiny TNF alfa oraz cyklo- 
heksimidu [37]. Gen SM N  nie koduje białka typu IAP.

Niedawno okazało się, że dysfunkcja drugiego genu -  SM N  prowadzi do za­
kłócenia biogenezy i funkcji snRNP -  małych jądrowych rybonukleoprotein, ucze­
stniczących w dojrzewaniu pre-mRNA na terenie jądra i w cytoplazmie. Białko 
SMN -  białko przeżycia neuronów mchowych -  jest białkiem krytycznym dla 
odtwarzania maszynerii składania (splicing) pre-mRNA [42]. Jego ekspresja jest
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szczególnie wysoka w układzie nerwowym, gdzie, jak referuje Zimowski [64], 
białko SMN znajduje się w cytoplazmie neuronów, podczas gdy w komórkach 
intensywnie dzielących się gromadzi się w strukturach jądra komórkowego, na­
zwanych gems (od ang. gemini o f  coiled bodies), odpowiedzialnych za metabolizm 
snRNP -  małych jądrowych rybonukloprotein. Uszkodzenia (delecje) genu SM N  
stanowią główne molekularne podłoże rdzeniowego zaniku mięśni, w którym to 
procesie białko NAIP ma odgrywać rolę modulującą.

Więcej ciekawych szczegółów odnośnie genów, białek i korelacji z obrazem 
klinicznym SMA znajdzie czytelnik w najnowszym artykule J.G. Zimowskiego 
w Postępach Biologii Komórki [64]. M ożliwość analiz delecji niektórych egzonów, 
mikrodelecji i mutacji opisanych genów u pacjentów z rdzeniowym zanikiem mięśni 
rewolucjonizuje kliniczną diagnozę oraz poradnictwo genetyczne tego dramaty­
cznego schorzenia.

MECHANIZM BLOKOWANIA ŚMIERCI KOMÓREK 
PRZEZ IAP

Przy wyszukiwaniu w ludzkich tkankach sekwencji homologicznych do genu 
NIAP  o dużej zgodności z domenami BIR znaleziono w banku genów mózgu lu­
dzkiego dodatkowe geny: XIAP (X-linked IAP) zlokalizowany w Xq24-25 oraz 
HIAP-1 i HIAP-2, zmapowane do chromosomu 11 [37]. Pisownię HIAP zmieniono 
później na c-IAP (tab. 1). Ekspresję tych genów na poziomie mRNA badano metodą 
northern  w różnych tkankach człowieka. Okazało się, że geny HIAP  mają określoną 
ekspresję w tkankach płodów i dorosłych, np. HIAP-I w tkance limfoidalnej, HIAP2 
w mózgu i krwinkach białych, XIAP  w mięśniach szkieletowych i trzustce. W 
doświadczeniach in vitro wszystkie białka IAP w wyniku transferu odnośnych genów 
do komórek hamowały egzekucję apoptozy, wywołanej pozbawieniem surowicy
[37]. Warto dodać, że komórki w kontrolnym porównawczym doświadczeniu z 
transferem genu BCL-2 były jeszcze lepiej chronione przed apoptozą.

W tym samym czasie opisano białka inhibitorowe apoptozy u muszki owocowej
[22], ale w połowie lat dziewięćdziesiątych nie było jeszcze wiadome, jaki jest 
mechanizm działania białek IAP w apoaptotycznej kaskadzie procesów w komórce 
somatycznej. Pierwsza odpowiedź nadeszła z grupy eksperymentalnej apoptozy 
Reeda [17]. M echanizm ten sprowadza się mianowicie do wiązania się IAP z okre­
śloną proteazą (tab. 2) na wzór pseudosubstratu i blokowania jej aktywności. Autorzy 
ci wykonywali doświadczenia z XIAP, c-IA Pl i C-IAP2, które okazały się sku­
tecznymi inhibitorami torów apoptozy przy udziale kaspazy 3 i/lub kaspazy 7 [17].

Hamowanie aktywności proteolitycznej rekombinowanych kaspaz badano in vitro 
w układzie bezkomórkowym i komórkowym:
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a. Układ bezkomórkowy zawierał cytosol, cytochrom c, dATP, rekombinowane 
białko rXIAP i egzogenne, izolowane jądra komórkowe lub syntetyczny substrat 
peptydowy DEVD swoisty dla kaspazy 3 lub 7. Dowodem aktywności kaspaz 
była destrukcja jąder komórkowych lub rozkład syntetycznego peptydu, czemu 
zapobiegała obecność rXIAP. W wyniku działania cytochromu c w cytosolowym 
wyciągu dochodziło do proteolitycznego przekształcenia kaspazy 3 z prokaspazy, 
co potwierdzono analizą produktów ze swoistym przeciwciałem (immunoblot­
ting) [17].

b. Podobne wyniki uzyskano przy pomocy ludzkich komórek nabłonkowych T293 
i linii Jurkat poddanych bodźcom apoptotycznym. Aktywne białko XIAP, ham u­
jące skutecznie apoptozę, było tym razem produktem transfekcji komórek pcD- 
NA3-XIAP. Jednakże w wyniku jednoczesnej transfekcji plazmidów kodujących 
BAX (gen proapoptyczny) i XIAP nie udało się przeciwdziałać apoptozie kom ó­
rek linii 293T. Zdaniem autorów dowodzi to, że XIAP, c-IA Pl i cIAP2 hamują 
kaspazy bezpośrednio wykonawcze, podczas gdy białka rodziny BCL-2 włączają 
się w regulację kaskady kaspaz wcześniej, na poziomie aparatu mitochondrialne- 
go (rys. 2). Postęp apoptozy w tych doświadczeniach kontrolowano pobieraniem 
PI (wskaźnik dyfuzji) dla oceny liczby komórek martwych oraz liczbą komórek 
apoptotycznych, mających hipodiploidalną zawartość DNA w ocenie cytometru 
przepływowego [17].
Hamowanie aktywności proteolitycznej kaspaz przez XIAP było przy stałych 

inhibicji ca 0,7 i 0,2 nM dla kaspazy 3 i 7, odpowiednio. Te wartości były po­
równywalne z wirusową inhibicją kaspaz w komórce zakażonej wirusem ospy krowiej 
czy wirusem owadzim [17].

Podsumowując: modulowanie etapu wykonawczego apoptozy przez komórkowe 
białka IAP polega na bezpośredniej interakcji IAP-prokaspaza w wyniku utworzenia 
kompleksu z obecnymi w cytoplazmie proenzymami (prokaspazami) o słabej aktyw­
ności proteolitycznej. Aktywacja niezwiązanej prokaspazy odbywa się w wyniku 
jej proteolizy z odsłonięciem katalitycznej domeny CARD w powstałym hetero- 
dimerze. Domena CARD (caspase recruitment domain) jest miejscem interakcji 
kaspazy z Apaf-1 (apoptosis activating factor) i z cytochromem c.

Tu trzeba zastrzec, że w przeciwieństwie do białek XIAP i c-IAP, białko NAIP 
nie wiązało i nie blokowało żadnej z badanych prokaspaz. Supresja apoptozy, brak 
której uwidacznia się w patomorfologii neuronów ruchowych u chorych z defektem 
genu NAIP, odbywa się najprawdopodobniej inną drogą [37]. Droga przekazywania 
sygnału apoptotycznego zależy od specyfiki danej tkanki. Przykładem jest modulacja 
etapu sygnalizacji apoptozy przez błonowy receptor limfocytu TNFR (tumor necrosis 
fa c to r  receptor). Komórkowe białka c-IA Pl i C-IAP2 nie kontaktują się bezpośrednio 
z TNFR, lecz wchodzą w skład kompleksu białkowego TRAF (TNFR associated  
factor) i dokonują zmiany transmisji sygnału proapoptotycznego w samym receptorze
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TABELA 2. Rodzina kaspaz (wg [1 i 15])

569

Białko Synonimy Działanie: substrat Faza
z rodziny proteolizy w jądrze apoptozy
kaspaz lub cytoplazmie Inicjacji
u człowieka Egzekucji
i myszy
Kaspaza 1 ICE ProILlbeta, prokaspaza 3,4 I,E
Kaspaza 2 ICH-1, NEDD2 PARP I,E
Kaspaza 3 Apopaina, CPP32,Yama PARP, Rb, SREBP, Ul-70kDa, 

DNA-PKcs, RNP, Inhib. dysocj.GDP
E

Kaspaza 4 TX,ICH-2, ICErel-II n.o. I,E
Kaspaza 5 TY, ICErelHI n.o. E
Kaspaza 6 Mch2 Lamina A E
Kaspaza 7 Mch3, ICE-LAP3, CMH-1 PARP, SREBP, RNP E
Kaspaza 8 Mach,FLICE,Mch5 n.o. I
Kaspaza 9 ICE-LAP6, Mch6, Apaf-3 PARP, prokaspaza-3 I
Kaspaza 10 Flice 2, Mch4 n.o. I

Objaśnienia: kaspazy (ang. caspases), gdzie c określa proteazę cysteinową, asp -  miejsce cięcia, 
ase -  enzym; DNA-PKcs: DNA-zależna podjednostka kinaz białkowych; SRBP (ang. sterol 
regulatory element binding protein) -  białko adaptorowe; PARP- poli (ADP-rybozo) polimeraza; 
GDP -  guanozynodwufosforan; proILl beta -  forma prekursorowa interleukiny 1 beta; RNP -  
rybonukleoproteiny; n.o. -  nie określono

błonowym [45]. Te zależności przedstawiła wyczerpująco B. Grzelakowska-Sztabert 
[20].

ROLA KASPAZY-9 W OKRESIE EMBRIONALNYM

W spółgranie składników wielobiałkowego kompleksu cytochrom c - Apaf-1 - 
kaspaza - IAP jest istotne w regulacji śmierci programowanej (PCD) zwłaszcza 
w em brionalnym  rozwoju układu nerwowego i immunologicznego, gdzie śmierć 
komórek jest naturalnym zdarzeniem w określonych stadiach. W okresie em brio­
nalnym odnotowano u ssaków wysokie wartości neuronowych białek inhibitorowych 
IAP. Homeostaza kompleksów proapoptotycznych prokaspaza-IAP może ulec dra­
matycznym załamaniom w razie mutacji lub delecji genów kaspaz. W edług prac 
Kuida i wsp. [33] oraz Hakem i wsp. [21 ] kaspaza 9 jest kluczową dla embrionalnego 
rozwoju CUN, pełniąc rolę odgórnego sygnalizatora kaskady kaspaz. Autorzy ci 
pracowali przy pomocy doświadczalnych mieszańców heterozygotycznych myszy 
casp9 ' które uzyskano po nacelowanej modyfikacji genu casp9+. Uzyskano homo- 
zygotyczne embriony mysie casp9 /’, w których rozwoju zaznaczyła się duża śmier­
telność. Patom orfologiczne zmiany polegały na przetrwaniu nadmiernej liczby 
progenitorowych komórek neuroepithelium, ekspansji strefy komór i struktur war-

http://rcin.org.pl



570 D. ROŻYNKOW A, A. FILIP

M ITO C H O N D R IU M

p35, Crma 
i inne inhibitory 
kodowane z genomu 
wirusów

inhibitorowe apoptozy 
IAP komórek somatycznych

RYSUNEK 2. Udział niektórych białek rodziny Bcl-2 w regulacji fazy wykonawczej apoptozy

stwy korowej przodomózgowia. Wraz z przerwaniem organizacji kory mózgowej 
dochodziło do krwiotoków w śródmózgowiu, wodogłowia i śmierci po urodzeniu.

Jednocześnie podchwycono „tkankową oryginalność” torów inicjacji apoptozy. 
Polegała ona na tym, że ty mocy ty i splenocyty myszek Casp9~ nie zawsze ucze­
stniczyły w zaburzeniach realizacji kaskady kaspaz, jakie przejawiały embrionalne 
komórki macierzyste (ES) i embrionalne fibroblasty. M ianowicie „zgodną” oporność 
wobec apoptozy zaobserwowano w ekstraktach cytozolowych wymienionych ko­
mórek po zastosowaniu deksametazonu i promieniowania gamma w obecności cy- 
tochromu c [33]. Jednakże tylko tymocyty i splenocyty myszek Casp9~ okazały 
niespodziewaną wrażliwość na apoptogenne działanie przeciwciał anty APO/FAS 
i promieniowania pozafiołkowego. Cytochrom c przemieszczał się do cytosolu 
i funkcjonowanie kaspazy 3 było zachowane. Autorzy komentują tę sytuację samym 
tytułem publikacji: „zróżnicowane zapotrzebowanie kaspazy 9 w różnych torach 
apoptozy” [21].

BIAŁKA IAP W NOWOTWORACH: SURVIVIN

Przechodząc do apoptozy w komórkach nowotworowych nie m ożna pominąć 
bardzo interesującego białka z rodziny inhibitorów apoptozy IAP, a mianowicie
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SURVIVIN, wykrytego w roku 1997 przez Grację Ambrozini i wsp. [6]. Białko 
to występuje u człowieka w komórkach embrionalnych i nowotworowych, nie ma 
go w prawidłowych tkankach u dorosłych, a jego nazwa oddaje przedłużanie ży­
wotności komórek nowotworowych. W przeciwieństwie do omówionych poprzednio 
białek IAP, SURVIVIN zawiera tylko jedną domenę BIR z powtórzeniami Cys-His 
w N-końcu i, tak jak  NAIP, nie ma motywu palca cynkowego RING w końcu 
karboksylowym. Gen tego białka został przypadkowo odkryty przy przeszukiwaniu 
ludzkiej biblioteki genowej PI Genome System  przy pomocy hybrydyzacji do sondy 
cDNA 1,6 kz genu ERP-1 (effector celi protease receptor). Produkt tego genu, 
receptor proteazy komórki efektorowej-1, wiąże proteazę, znaną jako czynnik Xa. 
Czynnik Xa należy do składników kaskady krzepnięcia i fibrynolizy, gromadzonych 
na powierzchni komórek. Receptory proteaz, niezależnie od udziału w procesie 
krzepnięcia, uczestniczą też w sygnalizacji międzykomórkowej [5]. W ysoka ekspresja 
EPR-1 jest typowa dla komórek Reeda-Sternberga w chorobie Hodgkina, a sam 
czynnik Xa stymuluje m.in. proliferację komórek mięśniowych aorty i proliferację 
limfocytów pobudzonych przez antygen różnicowania CD3 [3].

Nowo odkryty gen SURVIVIN  różnił się jednakże od genu EPR-1 w analizie 
sekwencji zasad zmianą pięciu nukleotydów, insercją sześciu nukleotydów i, co 
najistotniejsze, odwrotnie skierowanym łańcuchem kodującym genu. Dojrzały trans- 
krypt SURVIVIN, komplementarny do EPR-1, po translacji ramki odczytu pozwolił 
przewidzieć nowe białko o 142 aminokwasach, odmienne od EPR-1, z brakiem 
N-końcowego peptydu sygnalnego i pasma karboksyterminalnego dla insercji w 
błonie komórkowej. Zamiast tego zauważono duży stopień homologii miedzy re­
sztami 18 i 88 produktu tego genu a motywem BIR, czyli powtórzeń cysteina- 
histydyna jak  w rodzinie IAP [6]. Nowe białko, nazwane SURVIVIN, nie ma 
palca cynkowego RING jak inne białka tej rodziny IAP u muszki owocowej i 
człowieka. W związku z tym zaproponowano model negatywnej regulacji RING-BIR. 
Na jego korzyść świadczą doświadczenia nad postępem apoptozy w przebiegu em­
brionalnego rozwoju oka u muszek owocowych, które pochodziły z linii trans- 
genicznej D IA P1 -BIR po usunięciu z transgenu fragmentu kodującego palec cynkowy 
RING. Produkt takiego transkryptu -  „okrojone” białko DIAP1 okazało się szcze­
gólnie aktywnym inhibitorem drICE, czyli kaspazy rodziny CED-3/ICE u Drosophila
[23].

Białko SURVIVIN w tkankach, badane przy pomocy przeciwciała dla swoistej 
sekwencji, a także mRNA SURVIVIN  badane analizą typu northern, zaskakuje tym, 
że jest obficie obecne w cytoplazmie komórek nowotworowych gruczolakoraków 
płuc, trzustki, jelita grubego, sutka, gruczołu krokowego i złośliwych chłoniaków, 
a nie ma go w komórkach dojrzałych narządów z wyjątkiem grasicy i łożyska. 
Przypomina to zachowanie innego białka antyapoptotycznego, BCL-2.

SURVIVIN było też wykrywalne w komórkach wszystkich analizowanych linii 
transformowanych mieloidalnych i limfoidalnych oraz tkankach płodowych nerek,
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wątroby, płuc i przewodu pokarmowego. Takie zachowanie SURVIVIN wskazuje 
na reekspresję genu w tkankach nowotworowych w stosunku do okresu em brio­
nalnego [6]. W niecały rok po tym odkryciu przystąpiono do badań klinicznych 
porównujących ekspresję SURVIVIN i nasilenie apoptozy u chorych w złośliwych 
chłoniakach [6], w neuroblastoma [4] i w raku żołądka [38]. Zastosowane testy 
immunohistochemiczne na szkiełkach odparafinowanych opierają się na znanej te­
chnice ABC (awidyna, biotyna, kompleks peroksydazowy) z zastosowaniem prze­
ciwciał przeciw rekombinowanemu w E. coli białku SURVIVIN [38].

Odkrywców SURVIVIN interesowało pytanie: który z ewolucyjnie zabezpie­
czonych etapów apoptozy jest blokowany przez produkt genu SURVIVIN  i czy 
ten gen mógłby stanowić docelowego adresata dla przerwania żywotności komórek 
nowotworowych [7]. Ze stosunku lokalizacji i czynności dwóch transkryptów EPR-1 
i SURVIVIN  wynikało, że ekspresję endogennego genu SURVIVIN  można za­
hamować w wyniku transfekcji cDNA EPR-1, potencjalnie działającego jako anty sens 
genu SURVIVIN. Geny kodujące te dwa białka są zlokalizowane w odstępie 75-130 
par zasad w regionie chromosomowym 17q25, a łańcuch kodujący genu EPR-1 
jest odwrotnie skierowany do genu SURVIVIN. Po uzyskaniu stabilnej kotransfekcji 
obydwu genów uzyskano wzmożenie apoptozy i zahamowanie proliferacji komórek 
linii HeLa w punkcie restrykcyjnym G2/M [7]. Nie było to wynikiem interakcji 
białek. Trwają nadal badania mechanizmu hamowania kaspaz przez SURVIVIN 
i regulacji ekspresji obydwu genów, które by upoważniły do klinicznego zastosowania 
cDNA EPR-1 jako antysensownego genu SURVIVIN.

INTERAKCJE MIĘDZY BIAŁKAMI RODZINY BCL-2 
A KASPAZAMI

Przed dwoma laty rozpoczęto leczenie chorych z nieziamiczymi chłoniakami 
złośliwymi przy pomocy antysensownych nukleotydów genu BCL-2 w ośrodku 
hemato-onkologicznym w Sutton, Anglia [55]. Wynik oceniono jako pomyślny. 
W ybór terapii w tym rodzaju nowotworów jest związany z odkryciem genu BCL-2 
w chłoniakach. Jego nazwa pochodzi od B-cell leukemia/lymphoma [53, 43], a 
rolę tego genu najwcześniej opisano w patofizjologii limfocytów B [31, por. 48].

W związku z tym warto rozważyć choć skrótowo ewentualne oddziaływania 
między białkami rodziny BCL-2 a kaspazami i białkami inhibitorowymi apoptozy 
IAP. Referowane prace doświadczalne i przemyślenia stwarzają skomplikowany 
obraz hierarchii zależności i wzajemnych interakcji [1, 20].

Kluczem do funkcji białek rodziny BCL-2 jest odkrycie, że 3-rzędowa struktura 
BCL-xL składa się z centralnych hydrofobowych łańcuchów alfa, które są podobne 
do domen niektórych toksyn bakteryjnych, takich jak: toksyna błonicza i kolicyny, 
tworzących pory w błonach komórkowych. Białka rodziny BCL-2 mogłyby zatem
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działać jako kanały jonowe/pory w transporcie przezbłonowym [39, 40]. Temu 
podejściu dały wyraz prace doświadczalne o antagonizmie BCL-xL i B AX w regulacji 
potencjału błonowego i homeostazy aparatu mitochondrialnego, określające BCL-2 
strażnikiem integralności mikrotubuli [8, 54, 59].

Jeszcze wcześniej badania Hengartnera i Horvitza zidentyfikowały gen ced-9, 
odpowiedzialny za przeżycie komórek nicienia Caenorhabditis elegans)ako  homolog 
ssaczego genu BCL-2. Gen ced-9 jest oponentem dwóch genów efektorowych 
śmierci programowanej komórek nicienia: ced-3 i ced-4. Pierwszy koduje proteazę 
cysteinową homologiczną z ICE (interleukin-1 beta converting enzyme), należącą 
do rodziny kaspaz [7, 30]. Drugi, czyli produkt genu ced-4 nicienia ma u ssaków 
swój homolog w białku Apaf-1 (apoptosis protease activating factor), jednym  z 
mitochondrialnych czynników indukujących apoptozę [36, 64]. Z badań lokalizacji 
komórkowej i interakcji molekularnej między ced-3, ced-4 i ced-9 jawi się wie­
loczłonowy kompleks białkowy [58a, 58b]. Tu urywa się podobieństwo białek 
regulujących programowaną śmierć komórek nicienia do pro- i atyapoptotycznych 
białek u człowieka, u którego wykształciło się przeszło 10 białek rodziny kaspaz 
i przeszło 9 białek rodziny BCL-2 (por. [1 i 57]).

Białka BCL-2 i BCL-xL blokują uwalnianie z mitochondrium A paf-1 i cytochromu 
c, nazwanego Apaf-2 [64], są też zdolne wiązać Apaf-1 [27, 59]. BAX i BAD, 
białka proapoptotyczne rodziny BCL-2 z ostatnio opisaną domeną BH3 [62] do­
prowadzają do obniżenia potencjału błonowego i formowania kanałów błonowych, 
zwiększając tym samym przepuszczalność błony mitochondrialnej i uwolnienia cy­
tochromu c, a zatem przeciwnie do akcji BCL-2 [28, 41]. Bad i BCL-2 mogą 
tworzyć homo- i heterodimery [61], jednak nie zawsze. Aktywność obydwu jest 
regulowana posttranslacyjnie przez fosforylację i fosforylowany BAD nie jest wią­
zany przez oponenta BCL-xL, ponieważ podlega intemalizowaniu do cytoplazmy 
i wiąże się z cytozolowymi białkami 14-3-3 [1, 56, 62], które umożliwiają współ­
działanie z różnymi enzymami sygnalizacji (por. 56) i komentarz Redaktora.

Z opisu tych współzależności wynika, że molekularna interakcja białek rodziny 
BCL-2 z białkami Apaf-1 i Apaf-2 zachodzi najprawdopodobniej na etapie regulacji 
apoptozy wcześniejszym niż aktywacja kaspaz [13, 30]. Tu trzeba jeszcze dodać, 
że w interakcji Apaf-1 z kaspazą istotne jest odsłonięcie u obydwu molekularnej 
domeny CARD (caspase responsiveness domain) [26].

Różni autorzy skłaniają się do przyjęcia inhibicji apoptozy przez BCL-2 nawet 
już  na szczeblu uruchamiania kaspaz [9, 29]. Dotyczy to przynajmniej kaspazy 
3 (Apopaina, Yama) po sygnalizacji przez receptor APO/FAS lub przez krzyżowe 
usieciowanie immunoglobulin powierzchni limfocytów B. Także B. Grzelakowska- 
Sztabert rozważa możliwość interakcji białek anty-apoptotycznych BCL-2 z tymi 
kaspazami cytoplazmatycznymi, które znajdują się w pobliżu zewnętrznej błony 
mitochondrialnej, błony jądrowej i endoplazmatycznego retikulum [20], a więc w 
pobliżu lokalizacji i aktywności białek BCL-2 [32]. Takie przypuszczenia znalazły
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wyraz w pracy Hu i wsp. [27] oraz Pana i wsp. [41], którzy wykazali, że kluczowa 
prokaspaza 9, BCL-xL i Apaf-1 tworzą trzeciorzędowy kompleks z możliwością 
inaktywacji tej kaspazy. Jak przedstawiono wcześniej, kaspaza 9 uważana jest za 
proteazę o roli inicjującej w rodzinie kaspaz, stojącą wyżej od tzw. kaspaz wy­
konawczych.

ROLA ONKOPROTEIN BCL-2, C-MYC I P53 
W APOPTOZIE BIAŁACZKO WY CH LIMFOCYTÓW B

Odzwierciedleniem złożonej regulacji w doświadczalnej apoptozie in vitro [por. 
49] są oddziaływania onkoprotein CMYC, P53 i BCL-2. Pierwsze uczestniczą w 
regulacji proliferacji i apoptozy mając wpływ na przejścia G l/S  i G2/M cyklu 
komórkowego. Doświadczenia wykonane przez A. Filip [19] wykazały, że stały 
(konstytutywny) wysoki poziom onkoproteiny BCL-2 i C-MYC przeciwdziałał apo­
ptozie, indukowanej in vitro preparatami glukokortykoidowymi i promieniowaniem 
UV-B w limfocytach B z przewlekłej białaczki B-limfocytowej. Ponadto, stosując 
metodę immunocytochemiczną, stwierdzono brak białka P53 w 9/10 świeżo izo­
lowanych i indukowanych do apoptozy przypadków komórek B-CLL. Apoptoza 
była indukowana promieniowaniem UV-B w dawce wyższej od ustalonej dla zdro­
wych limfocytów krwi obwodowej, przy której w prawidłowych komórkach przy 
pomocy tej samej metody immunocytochemicznej odnotowano białkowy produkt 
genu P53, a aktywowane limfocyty wchodziły w apoptozę w pierwszej dobie po 
napromienieniu. Tylko u jednego na dziesięciu chorych stwierdzono w napromie- 
niowych UV-B limfocytach produkt P53 i istotny indeks apoptotyczny w trzeciej 
dobie doświadczenia. Jakkolwiek za wcześnie jeszcze na interpretację tego zjawiska, 
nie można wykluczyć, że stała koekspresja BCL-2 i C-Myc może chronić przed 
apoptozą. Na ewentualny mechanizm tego zjawiska wskazuje praca Ryana i wsp., 
którzy obserwowali w mysich komórkach linii T3 wzmożoną ekspresję bcl-2 blisko 
struktur porowatych błony jądrowej i zakłócenia indukcji p53. W związku z rolą 
BCL-2 w regulacji transportu przezbłonowego autorzy zaproponowali hipotezę o 
uniemożliwieniu przemieszczania produktu genu p53 z cytoplazmy do jądra ko­
mórkowego w fazie G1 cyklu. Nie jest to wniosek, a tylko jedno z przypuszczeń 
do przyjęcia lub odrzucenia [51].

Ten mechanizm przywodzi na myśl aktywność jeszcze innego białka, mianowicie 
białka CAS (celi apoptosis susceptibility), ludzkim homologu produktu genu se­
gregacji chromosomów drożdży cse-1 [10]. Jest to białko nieodzowne w kontroli 
mitotycznego punktu restrykcyjnego i poprawnej segregacji chromosomów. Białko 
CAS jest też obecne w mikrotubuli i pośredniczy m.in. w transporcie jądrow ym  
-  drogą importyny alfa-onkoprotein supresorowych i czynników transkrypcyjnych, 
takich jak: P53, RB, BRCA, NF i nukleaz, istotnych w regulacji apoptozy. Gen
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CAS  został zmapowany do regionu chromosomowego 20ql3 , miejscu stosunkowo 
niestabilnym w komórkach guzów nowotworowych jelita grubego i sutka. W ra­
żliwość tych kom órek na bodźce apoptotyczne można obniżyć, jeśli się je pozbawi 
produktu genu CAS przez ekspresję cDNA nukleotydów antysensownych genu ko­
dującego CAS [11].

Bieżące piśmiennictwo wzbogaca nadal listę sygnałów przeżycia ingerujących 
w mechanizmy apoptozy jak  BI-1, ostatnio sygnalizowany inhibitor B A X ’a [52], 
czy ICAD, inhibitor DNAzy aktywowanej kaspazą [18]. Dalsza identyfikacja tych 
czynników przyczyni się do głębszego zrozumienia procesów biologicznych roz­
grywających się w planie samozagłady komórek jak  i w programie chorób wy­
nikających z dysregulacji apoptozy.
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KWAS RETINOWY: 
JEGO METABOLIZM I MECHANIZM DZIAŁANIA

R E T IN O IC  A C ID : 
ITS M E T A B O L IS M  A N D  M E C H A N IS M  O F A C T IO N

Danuta KWIATKOWSKA, Janina KW IATKÓWSKA-KORCZAK 

Katedra i Zakład Biochemii Akademii Medycznej we Wrocławiu

Streszczenie: Kwas retinowy jest silnym morfogenem i regulatorem wzrostu i różnicowania komórek u 
płodu i w dorosłych organizmach. Moduluje też działanie wielu hormonów i enzymów. W wątrobie 
powstaje z karotenu, w innych tkankach z retinolu. Kwas retinowy występuje w postaci izomerów 
all-trans, 9-cis i 13-cis. W cytoplazmie wiążą go białka CRABP I i II. Jądrowe receptory kwasu 
retinowego, RAR i RXR należą do nadrodziny czynników transkrypcyjnych, indukowanych przez 
ligandy, podobnie jak receptory hormonów sterydowych, tyroksyny i witamin D. Receptory klasy RAR 
wiążą wszystkie izomery kwasu retinowego, klasy RXR -  jedynie formę 9-cis. W obrębie obu klas 
receptorów występują izoformy a, P, i X- Jedynie heterodimer RAR/RXR wykazuje aktywność biologi­
czną. Wiąże się on z elementem odpowiedzi w DNA. Stanowi go proste powtórzenie sekwencji 
AGGTCA, oddzielonych od siebie o dwa lub pięć nukleotydów. Interakcja z DNA stymuluje aktywność 
transaktywacyjną receptora, a w następstwie indukcję lub represję docelowych genów. W tkankach 
nowotworowych zmienia się występowanie i lokalizacja izoform receptorów kwasu retinowego, między 
innymi zanika RARp. Pod wpływem kwasu retinowego następuje zahamowanie wzrostu i indukcja 
różnicowania komórek białaczkowych, raka piersi i płuc, teratokarcinoma oraz innych nowotworów. 
(Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 579-592)

Słowa kluczowe: kwas retinowy, receptory jądrowe, nowotwory.

Summary: Retinoic acid, a potent morphogen, regulates cell growth and differentiation in embryo and 
adults. Also, it modulates function of many hormones and enzymes. In liver it is derived from carotene, 
in other tissues -  from retinol. Retinoic acid is present as all-trans, 9-cis and 13-cis isoforms. In cytoplasm 
they are bound by proteins CRABP I and II. Nuclear receptors of retinoic acid, RAR and RXR, belong 
to the superfamily of ligand inducible transcription factors, that include receptors of steroid hormones, 
thyroxine and witamin D. Receptors of the RAR class interact with all retinoic acid isomers, RXR -  with 
9-c/s-form only. Three isoforms -  a, p and x -  of both classes are present in cells. Only heterodimer 
RAR/RXR is biologically active. It is bound to the response elements in DNA, consisting of two 
AGGTCA direct repeats, separated by two or five nucleotides. This interaction stimulates transactivity
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function of the receptor, resulting in induction or repression of target genes. Modifications of the receptor 
isoform presence and localisation, for instance lack of RAR(3, was found in many tumors. Growth 
inhibition and differentiation induction was observed after retinoid treatment in leukemic,breast and lung 
cancer, teratocarcinoma and other malignant tissues.
{Advances in Cell Biology 1999; 26: 579-592)

Key words: retinoic acid, nuclear receptors, tumors.

Kwas retinowy (RA), endogenny produkt przemiany witaminy A u ssaków 
pełni funkcję morfogenu oraz regulatora proliferacji i różnicowania komórek w 
życiu pre- i postnatalnym. Niedobór i nadmiar RA, a także jego nieprawidłowa 
funkcja prowadzą do poważnych zaburzeń rozwoju płodu oraz funkcjonowania 
wielu tkanek i narządów w dorosłych organizmach [24,42,52]. Dobroczynny wpływ, 
jaki RA wywiera na procesy biologiczne, sprawia, że znalazł on zastosowanie jako 
lek, m.in. w białaczkach [4].

Fizjologiczna rola kwasu retinowego (RA) ujawnia się już w najwcześniejszych 
etapach rozwoju płodu [23]. Regulując ekspresję homeotycznych genów hox w 
odpowiedniej kolejności, uczestniczy w tworzeniu architektury ciała i przypisaniu 
komórkom właściwego miejsca wzdłuż przednio-tylnej osi ciała [39, 18]. Kwas 
retinowy jest niezbędny w rozwoju tkanek pochodzenia mezenchymalnego. Reguluje 
rozwój twarzoczaszki, kończyn i palców, a u ptaków -  mineralizację chrząstek 
[61, 89]. Indukuje miogenezę i stymuluje różnicowanie kardiomiocytów [44, 88]. 
Kwas retinowy odgrywa istotną rolę w proliferacji i różnicowaniu komórek ner­
wowych [14]. Uważa się, że RA jest krytycznym czynnikiem rozwoju oka i foto- 
receptorów, niezbędnym w kształtowaniu siatkówki, soczewki i rogówki [32]. RA 
wpływa na formowanie ucha środkowego [50]. W pływa też na rozwój jelit, stymuluje 
prawidłową interakcję komórek nabłonka i mezenchymy, tworzenie mięśniówki 
i wzrost kosmków [ 65, 84]. Tak w życiu płodowym, jak i w dorosłych organizmach 
kwas retinowy moduluje morfogenezę skóry i naskórka, różnicowanie keratynocytów, 
wzrost włosów i piór oraz funkcję gruczołów potowych [36, 55, 29, 68]. RA chroni 
skórę przed starzeniem się i przed promieniami UV [19].

Prawidłowy wzrost i różnicowanie komórek nabłonka oskrzeli jest uzależnione 
od obecności RA [45]. Kwas retinowy hamuje proliferację i stymuluje monocytame 
różnicowanie promielocytów [62], moduluje generowanie granulocytów, aktywuje 
neutrofile [41] oraz limfocyty T i B [6]. U samców RA reguluje morfogenezę 
jąder, najądrza i prostaty [73, 15, 1]. Ostatnio wykazano, że RA bierze udział 
w procesach apoptozy komórek [78].

Przy braku RA lub inaktywacji wszystkich jego receptorów następuje śmierć 
płodu. W przypadku niedoborów obserwuje się występowanie wad rozwojowych: 
agenezę lub zniekształcenie twarzoczaszki, homeotyczne transformacje kręgów i 
kończyn, zmiany soczewki, siatkówki i rogówki oka, dysplazję ślinianek, tarczycy 
i grasicy, bezpłodność samców. Należy nadmienić, że nadmiar kwasu retinowego 
w określonych etapach rozwoju płodu ma działanie teratogenne [2, 3, 18, 29, 39].
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Kwas retinowy moduluje działanie wielu hormonów, m.in. przez wpływ na ich 
syntezę, jak w przypadku hormonu wzrostu [26], lub sekrecję, jak  insuliny [11,12]. 
RA stymuluje ekspresję genu i syntezę receptorów adrenaliny, insulino-podobnego 
czynnika wzrostu ( IGF), D 2 dopaminy [5, 22, 30, 71], obniża zaś syntezę receptora 
neuropeptydu Y [53]. RA wiąże się ze specyficznym typem receptora IGF (M6P/IGF) 
i moduluje jego działanie [37]. Hamuje działanie bradykininy, blokując przenoszenie 
jej sygnału na fosfolipazę C i produkcję inozytolo-l,4,5-P3 [28]. Kwas retinowy 
wywiera bezpośredni wpływ na działanie tyroksyny, witaminy D3, aktywatora pro­
liferacji peroksysomów (PPAR) i prostanoidów, gdyż ich jądrowe receptory tworzą 
aktywne heterodimery z receptorem RA typu RXR [51]. Produkcja interleukin 
jest też pod kontrolą RA. Stymuluje on syntezę IL-2 i jej receptora w limfocytach 
T oraz produkcję IL-4 w tymocytach, obniża zaś ekspresję i hamuje działanie IL-6 
i IL-7 [6, 17, 60].

Synteza i aktywność wielu enzymów jest uzależniona od RA. W pływa on sty- 
mulująco na ceruloplazminę [76], karboksykinazę PEP [63], acylotransferazę li- 
zofosfatyd-retinol [75], S-transferazę glutationową [47], glukokinazę [16], syntazę 
kwasów tłuszczowych [69], kinazę białkową Czeta [7] i wiele innych.

METABOLIZM KWASU RETINOWEGO
Niewielkie ilości kwasu retinowego mogą powstać w jelitach i wątrobie bez­

pośrednio z karotenu. W osoczu RA jest transportowany przez albuminy. Jego 
stężenie nie przekracza 4 -14  nmoli/1. Egzogenny RA jest wydajnie wchłaniany 
do komórek, ale jego dalszy metabolizm jest stosunkowo powolny [67]. W ydaje 
się, że w komórkach głównym źródłem RA jest retinol. Transport retinolu z osocza, 
gdzie występuje on w połączeniu z białkiem RBP, odbywa się z udziałem błonowego 
receptora RBP. W komórce retinol wiąże się z cytozolowym białkiem nośnikowym, 
CRBP. W tej związanej postaci jest utleniany do retinalu, a następnie kwasu re­
tinowego. Enzym, który katalizuje te reakcje, jest identyczny z izoenzymem IV 
dehydrogenazy alkoholowej [31].

RA występuje w komórce w co najmniej trzech postaciach izomerycznych: all- 
trans- (ATRA), 9-cis- i \3-cis-. Formy te mogą przechodzić wzajemnie w siebie. 
W e wszystkich tkankach i szczególnie energicznie zachodzi enzymatyczna izo­
meryzacja form cis-RA do ATRA [9]. Nie wszystkie jednak tkanki, jak np. śród- 
błonek naczyń, mają zdolność przekształcania ATRA do 9-cis-RA  [43]. Ta ostatnia 
forma może jednak powstawać drogą utlenienia 9-c/.s-retinolu. Opisano i wydzielono 
enzym, katalizujący tę reakcję. W ystępuje on we wszystkich tkankach wrażliwych 
na kwas retinowy [58, 70]. Ostatnio odkryty stereoizomer 9,13-di-cis-RA okazał 
się równie aktywny [34].

W cytoplazmie RA wiąże się z dużym powinowactwem ze swoistymi nośnikami 
białkowymi, C R A B PI i CRA BPII. Gen białka Crabp I zlokalizowano na szczurzym
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chromosomie 8 [66]. U człowieka gen ten mieści się na chromosomie 15q24. Gen 
dla CR ABP II jest zlokalizowany na ludzkim chromosomie 1 q2 1 [20]. Ekspresja 
genu kodującego CRABP I jest hamowana przez RA, indukowana zaś przy jego 
niedoborach, np. w awitaminozie A. Gen ten jest też regulowany przez tyroksynę
[85].

W szystkie izoformy kwasu retinowego podlegają dalszej przemianie. Katalizuje 
ją  wybiórczo jeden z enzymów z grupy cytochromów P450 [21]. Nadmierna aktyw ­
ność cytochromu P450 swoistego dla RA może powodować jego niedobór w komórce 
[54].

JĄDROWE RECEPTORY RA I MECHANIZM 
ICH DZIAŁANIA

Receptory kwasu retinowego zaliczamy do dużej nadrodziny białkowych czyn­
ników transkrypcyjnych, indukowanych przez drobnocząsteczkowe ligandy, np. hor­
mony płciowe, kortykosteroidy czy tyroksynę. Wszystkie receptory tego typu cechuje 
podobieństwo budowy pierwszorzędowej i konformacji oraz jednakowe ułożenie 
przestrzenne domen funkcjonalnych. Mechanizm działania wszystkich przedstawi­
cieli nadrodziny jest też jednakowy. Przyłączenie liganda indukuje zmianę kon­
formacji cząsteczki receptora, co umożliwia jego połączenie z odpowiednim regionem 
DNA, zwanym elementem odpowiedzi (RE, response element), często też elementem 
odpowiedzi hormonalnej (HRE). Elementy te znajdują się w obszarach DNA zwanych 
wzmacniaczami (enhencers) lub wygaszaczami (repressors).

Przyłączenie kompleksu receptor-ligand do RE indukuje interakcje kompleksu 
z aktywatorami i innymi białkami aparatu transkrypcyjnego, co nosi nazwę aktyw­
ności transaktywacyjnej. Następstwem tego procesu jest stymulacja lub niekiedy 
hamowanie ekspresji określonych genów. Receptory należące do tej nadrodziny 
wykazują aktywność jedynie w postaci dimerów.

Receptory kwasu retinowego wchodzą w skład wydzielonej podgrupy (podro- 
dziny) opisanej nadrodziny. Podgrupa ta odznacza się szczególnie wysoką wzajemną 
homologią strukturalną. Oprócz receptorów RA zaliczamy do niej także receptory 
tyroksyny, witamin D, prostanoidów, receptor aktywowany przez czynnik proliferacji 
peroksysomów (PPAR) oraz szereg tzw. „receptorów sierocych”, o nieznanych dotąd 
ligandach. Istnieją dwie klasy receptorów kwasu retinowego: RAR i RXR. RAR 
wiąże wszystkie izomery RA, - ATRA, 9-m -R A  i 13-m -R A , zaś RXR -  wyłącznie 
9-cis-RA  [64].

W  obu klasach receptorów RA wyróżnia się 5 domen strukturalnych o ściśle 
określonych funkcjach, charakterystycznych dla tej nadrodziny. Są to -  idąc od 
N-końca cząsteczki -  domeny A, B, C, D i E. W klasie RXR wyróżnia się też 
dodatkową, C-końcową domenę F. Obydwie klasy receptorów RA występują w
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postaci podtypów: R A R a, RAR(3 i RAR% oraz RXRoc, RXR[3 i RXR%, kodowanych 
przez oddzielne geny. Formy te wykazują aż 90% wzajemnej homologii w obrębie 
domeny C, 80% -  w domenie E, natomiast w domenach transaktywacji, A, B i 
AF-2 dają się zauważyć znaczne różnice sekwencji aminokwasów. Dodatkowo, 
w każdym podtypie RAR i RXR występują izoformy jako skutek alternatywnego 
składania mRNA [39]. Podtypy i ich izoformy różnią się często swymi właści­
wościami i funkcją. Ich profil często zmienia się w zależności od okresu rozwoju 
płodowego, a także jest swoisty dla określonych tkanek. Miejsce wiązania kwasu 
retinowego znajduje się w domenie E. Receptory klasy RAR mają w tej domenie 
osobne miejsca wiążące odpowiednie izoformy Uganda, ATRA i 9 -m -R A  [40]. 
Funkcja domeny E nie ogranicza się do przyłączania RA. Uczestniczy ona także 
w dimeryzacji receptorów, mieszczą się w niej bowiem obszary interakcji obu 
podjednostek. W  domenie E znajduje się też region AF-2, wykazujący zdolność 
wiązania się z białkami aparatu transkrypcyjnego i pobudzania ekspresji genów. 
Aktywność transaktywacyjną niezależną od regionu AF-2 mają N-końcowe domeny 
A i B. Domena C, odznaczająca się wysoką homologią w obrębie całej nadrodziny 
jest miejscem wiązania receptora z DNA. W domenie C znajdują się motywy chara­
kterystyczne dla białek wiążących DNA, tzn. „palce cynkowe”. Tworzą je  dwie 
pętle łańcucha polipeptydowego, stabilizowane przez dwa atomy cynku. W ystając 
ponad powierzchnią cząsteczki receptora mają ułatwiony dostęp do obszarów DNA, 
z którymi reagują. Musi przy tym nastąpić jednoczesna interakcja dwu elementów 
odpowiedzi w DNA z dwoma domenami C, stąd też konieczność udziału dwu 
podjednostek receptora, czyli jego dimeru. W odróżnieniu od receptorów hormonów 
steroidowych, tworzących homodimery, funkcjonalną jednostką receptorów kwasu 
retinowego jest heterodimer RAR/RXR. W prawdzie RXR może tworzyć homo­
dimery, ale bardzo rzadko występuje w tej postaci. RAR jest pozbawiony zdolności 
łączenia dwu identycznych podjednostek.

RXR tworzy też aktywne dimery z receptorami tyroksyny (TR), witamin D 
(VDR), PPAR [13, 51]. Ma to ogromne znaczenie fizjologiczne i świadczy o ko­
nieczności udziału witamin A i powstającego z nich RA w znacznie większym 
zakresie funkcji biologicznych, niż to dotychczas wiedziano.

Element odpowiedzi na RA (RARE) w DNA składa się z dwu „półm iejsc” o 
sekwencji AGGTCA. Sekwencje te są ułożone jako tzw. powtórzenia proste (czyli 
nie odwrócone), oddzielone od siebie o pięć nukleotydów. Element taki nosi nazwę 
DR5 (direct repeat 5). W przypadku dimeru receptorów RXR/PPAR między pół- 
miejscami znajduje się tylko jeden nukleotyd (DRj), RXR/VDR -  trzy nukleotydy 
(DR3), RXR/TR -  cztery nukleotydy (DR4). Ostatnio okazało się, że DR2 jest 
drugim elementem odpowiedzi na kwas retinowy [51]. W e wszystkich heterodi- 
merach RXR zajmuje zawsze miejsce trans, ku 5’-końcowi cząsteczki DNA, zaś 
jego partner 3’-końcowe miejsce cis [64]. Elementy odpowiedzi nie łączą się z 
receptorami wolnymi od liganda. Po związaniu ligandów, przypuszczalnie najpierw
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wiąże się RXR w miejscu trans. Inicjuje to interakcję miejsca cis z drugim 
monomerem [33]. W wielu przypadkach przyłączenie receptorów do elementów 
odpowiedzi wymaga obecności dodatkowych białek, F-l i F-2 oraz ich fosforylacji 
[79]. Kwestią dyskusyjną pozostaje, czy RXR pełni w dimerze jedynie bierną rolę 
stymulacji przyłączenia swego partnera, czy też można mu przypisać samodzielną 
rolę czynnika transkrypcyjnego dla określonych genów. Obydwa poglądy mają swo­
ich zwolenników.

Połączenie elementów odpowiedzi w DNA z domenami C w dimerze receptora 
wywołuje w tym ostatnim zmiany konformacyjne, niezbędne dla ujawnienia zdolności 
transaktywacji i asocjacji z aktywatorami lub składnikami głównego kompleksu 
transkrypcyjnego. Wykazano, że w wielu przypadkach region AF-2 domeny E RAR 
łączy się bezpośrednio z czynnikiem transkrypcyjnym TF-II B. Także RXR może 
wiązać się z tym czynnikiem, ale interakcja jest wtedy słabsza niż w przypadku 
RAR i zachodzi poza C-końcową domeną receptora. Po usunięciu TF-II B z komórek 
hodowli tkankowej, kwas retinowy utracił zdolność regulacji ekspresji wielu genów 
[ 10].

RETINOIDY A NOWOTWORY
Retinoidy, a szczególnie RA są od wielu lat przedmiotem szczególnego zain­

teresowania przede wszystkim w terapii anty nowotworowej, ze względu na swoje 
działanie prowadzące do zahamowania wzrostu i podziałów komórkowych, sty­
mulację procesu różnicowania, jak również przypisywaną im ostatnio zdolność uru­
chom iania sygnału prow adzącego do apoptozy, czyli program owanej śm ierci 
komórki. Od szeregu lat RA stosowano w leczeniu białaczek premieloblastycznych, 
obserwując długoletnie remisje i wyleczenia [4]. W iele informacji na temat me­
chanizmów działania RA dostarczają eksperymenty przeprowadzane na hodowlach 
tkankowych, nowe techniki badawcze pozwalające na identyfikację rodzajów recp- 
torów w tkankach prawidłowych i patologicznych, jak również możliwość sto­
sowania syntetycznych retinoidów specyficznie łączących się z określonym typem 
receptora.

W ostatnich latach wiele tego typu badań przeprowadzono w przypadkach no­
wotworów sutka. Badając występowanie podtypów receptorów R A R a, [3 i % stw ier­
dzono różnice w rozmieszczeniu tych receptorów w tkankach prawidłowych w 
porównaniu z tkanką nowotworową. W tkankach prawidłowych wykazano obecność 
wszystkich trzech izoform, podczas gdy w tkance nowotworowej oraz w tkance 
otaczającej guz zaobserwowano znacznie zmniejszoną ekspresję lub całkowity brak 
izoformy receptora RAR[3. Nie wykazano mutacji DNA w obszarze RARE, tak 
więc jedną z możliwości wytłumaczenia supresji genu receptora RAR|3 jest mutacja 
w regionie promotera [87]. Brak lub obniżenie ekspresji genu tego receptora w 
nowotworach ̂ sutka potwierdzili inni autorzy [72].
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Podobne rezultaty uzyskano badając występowanie receptorów RAR i RXR w 
drobnokomórkowym raku płuc. Podczas gdy w tkance prawidłowej stwierdzono 
obecność wszystkich rodzajów receptorów, receptor RAR(3 udało się wykazać jedynie 
w około 40% badanych tkanek nowotworowych [90]. Obniżenie lub zahamowanie 
ekspresji genu RARJ3 stwierdzono również w nowotworach trzustki [35], jam y 
ustnej [56], wątroby [46]. M ożna więc przypuszczać, że utrata receptora RAR[3 
może być jednym  z czynników bezpośrednio związanych z procesem karcinogenezy, 
co zdaniem niektórych autorów sugeruje rolę genu receptora RAR(3 jako genu 
supresorowego [46].

Ostatnio ukazało się wiele prac dotyczących efektów działania RA na linie ko­
mórkowe prawidłowe i nowotworowe, jak również prac mających na celu wy­
jaśnienie funkcji poszczególnych receptorów w transmisji sygnałów prowadzących 
do ujawnienia antynowotworowej aktywności przypisywanej RA i jego izomerom.

Wiadomo, że ekspresja genu kodującego receptor RAR[3 jest pod kontrolą RA. 
Stwierdzono, że RA w kompleksie z odpowiednim receptorem indukuje syntezę 
RAR(3 między innymi w komórkach teratokarcinoma F [74], hodowlach hepa- 
tocytów [38], komórkach melanoma [77].

W badaniach in vitro przeprowadzonych na komórkach pochodzących z linii 
M CF 7 nowotworu sutka wykazano, że w obecności RA dochodzi do zahamowania 
wzrostu, co spowodowane jest zatrzymaniem komórek w fazie G l. Obserwuje się 
również zmniejszenie stosunku ilości komórek znajdujących się w fazach S i G2 
+ M. Uzyskane wyniki sugerują, że może to być efektem bezpośredniego wpływu 
RA na ekspresję niektórych cyklin i kinaz cyklinozależnych, zaangażowanych w 
regulację cyklu komórkowego. Problem, których cyklin i kinaz to dotyczy, nie 
został jeszcze jednoznacznie wyjaśniony i zdania różnych autorów na ten temat 
nie są zgodne [80, 91].

Zatrzymanie komórek w fazie G l jest prawdopodobnie etapem poprzedzającym 
proces apoptozy [52]. Stwierdzono, że zahamowanie proliferacji komórek MCF 
7 zachodzi nie tylko w obecności ATRA, silną aktywność antyproliferacyjną wy­
kazują również izomery RA: 9-cis- i 13-c/.y-RA oraz jego niektóre fizjologiczne 
metabolity 4-okso-ATRA i 5,6-epoksy-ATRA [81].

W badaniach na komórkach linii neuroblastoma SH SY 5Y oraz komórek po­
chodzących z drobnokomórkowego raka płuc NCI-H82 i NCI-H209 wykazano, 
że wpływ 9-cis-RA  na procesy hamowania wzrostu i indukcji apoptozy jest silniejszy 
w porównaniu z ATRA [49, 27, 48].

Badano różne syntetyczne pochodne RA selektywnie działające na receptor 
RAR% w liniach komórkowych pochodzących z nowotworu sutka. Wykazano, że 
są one silnymi inhibitorami wzrostu zarówno same, jak i w kombinacji z IFNfk 
M ożna więc przypuszczać, że antyproliferacyjna aktywność retinoidów związana 
jest z sygnałami przekazywanymi przez receptor RAR%. Ze względu na małą to­
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ksyczność testowanych retinoidów i działanie porównywalne z ATRA wydaje się, 
że tego typu związki mogą mieć duże znaczenie kliniczne w przyszłości [86].

Stwierdzono, że RA hamuje wzrost komórek pochodzących z ludzkiego nerwiaka 
(SK-N-BE 2), indukuje procesy różnicowania lub uruchamia sygnały prowadzące 
do apoptozy. W komórkach apoptotycznych zaobserwowano wzmożoną ekspresję 
genu transglutaminazy, enzymu katalizującego powstawanie wiązań krzyżowych 
między łańcuchami polipeptydowymi. Wyniki uzyskane dzięki zastosowaniu se­
lektywnie działających analogów RA pozwalają przypuszczać, że do indukcji trans­
glutaminazy wystarczają sygnały przekazywane przez retinoidy wiążące się z R A R a 
lub RAR%, natomiast zdaniem tych autorów zapoczątkowanie procesu apoptozy 
wymaga jednoczesnej stymulacji obydwu typów receptorów [57].

Zaangażowanie receptora RARx w przekazywaniu sygnałów prowadzących do 
apoptozy oraz indukcji transglutaminazy potwierdzają badania na mysich tymocytach 
i komórkach CD4+CD8. I w tym przypadku stwierdzono znacznie wyższą efe­
ktywność 9-cis-RA  w porównaniu z ATRA. Zaobserwowano, że oprócz transgluta­
minazy zwiększa się aktywność endonukleaz. Proces apoptozy można zahamować 
przez dodanie związków chelatowych wiążących wapń lub inhibitorów proteaz. 
Inaczej widzą autorzy funkcję receptora R A R a. Uważają, że stymulacja receptora 
R A R a przez specyficznie działające na ten receptor analogi RA może hamować 
mediowany przez receptor RAR% proces apoptozy. Takiego efektu nie obserwuje 
się jednak w komórkach przy fizjologicznym stężeniu RA. Przy wyższych stężeniach 
RA, powstający z niego 9-cis-RA  przez swoje oddziaływanie z receptorami RXR 
może neutralizować ten inhibitorowy efekt. Autorzy sugerują, że powstawanie 9- 
cis-RA może być takim krytycznym momentem decydującym o wejściu komórki 
na drogę pozytywnej selekcji lub jej zaniechaniu [78].

Zaobserwowano, że RA ma zdolność hamowania wzrostu nie tylko komórek 
nowotworowych, lecz także ludzkich prawidłowych komórek nabłonkowych sutka. 
Zatrzymaniu ich w fazie G1 towarzyszyło między innymi obniżenie ekspresji cyklin 
D l, E i cyklinozależnej kinazy 4, lecz nie stwierdzono indukcji apoptozy. M oże 
to sugerować, że właśnie proces hamowania wzrostu, a nie apoptoza jest mecha­
nizmem, przez który retinoidy spełniają swoją funkcję ochronną przed transformacją 
nowotworową [72].

Jedną z funkcji przypisywanej RA i jego izomerom jest również wpływ na 
różnicowanie komórek. W słabo zróżnicowanych komórkach nabłonka endom etrium  
(KLE), które utraciły uporządkowane filamenty aktynowe i cytoplazmatyczne mu- 
cyny, w obecności \3-cis-R A  lub ATRA zaobserwowano reorganizację filam entów 
aktynowych. Komórki umiarkowanie zróżnicowane (RL95-2) w obecności RA wy­
kazywały znaczną reorganizację filamentów i zwiększenie ilości mucyn cytopla- 
zmatycznych [8].

W  komórkach ludzkiego gruczolakoraka linii Colo 201 i Colo 205, które utraciły 
zdolność oddziaływania z substancją międzykomórkową, po inkubacji z RA stwier­
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dzono zahamowanie wzrostu i zwiększoną produkcję antygenu karcinoembrionalne- 
go. Zaobserwowano zwiększoną zdolność do adhezji, obecność E-kahedryny w 
miejscu kontaktu komórka-komórka, jak również zwiększoną indukcję kinazy FAK 
(kinazy adhezji płytkowej, foca l adhesion kinase) [59]. W komórkach hepatoma 
M c-RH8994 wzmożona ekspresja genu RAR(3 prowadziła zarówno do zwiększonej 
wrażliwości na antyproliferacyjny efekt RA, jak również do spontanicznego procesu 
różnicowania [46]. Zaobserwowano, że procesowi różnicowania w komórkach tera- 
tokarcinoma F-9 towarzyszyła zwiększona ekspresja genów RAR(3, RXRoc oraz 
genu odpowiedzialnego za syntezę a-fetoproteiny (AFP). Autorzy sugerują, że re­
gulacja ekspresji genu AFP zachodzi przez tworzenie homodimerów RXRoc [83].

W ydaje się, że retinoidy mogą wywierać hamujący wpływ na progresję no­
wotworów. Używając selektywnie działających agonistów receptorów retinoidów 
wykazano, że prawdopodobnie heterodimer RAR/RXR kontroluje represję meta- 
loproteinaz stromielizyny i kolagenazy śródmiąższowej, których ekspresja jest zwią­
zana z powstawaniem przerzutów [25].

Badania kliniczne wykazały korzystne działanie retinoidów w przypadkach no­
wotworów głowy i szyi. Stosowane u pacjentów redukowały nawroty choroby oraz 
wzmagały procesy regresji stanów przednowotworowych [82, 56].

Rezultaty przeprowadzonych badań wskazują na pozytywną funkcję retinoidów 
w hamowaniu wzrostu i progresji nowotworów. Mimo wielu doniesień, molekularny 
mechanizm tego działania nie został jednak jeszcze w pełni wyjaśniony, a otrzymane 
wyniki nie zawsze są całkowicie zgodne, co świadczy z pewnością o stopniu trudności 
problemu.
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BARIERA KREW-MÓZG

T H E  B L O O D -B R A IN  B A R R IE R

Joanna Elżbieta MROCZKOW SKA

Zakład Neurobiologii Molekularnej i Komórkowej,
Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Streszczenie: Bariera krew-mózg odpowiada za utrzymanie stałego środowiska, niezbędnego do spraw­
nego funkcjonowania komórek nerwowych. Dzięki występowaniu specyficznych transporterów i wy­
tworzeniu połączeń zamkniętych kapilary mózgowe zapewniają selektywny transport cząsteczek 
hydrofitowych i jonów z krwi do płynu okołokomórkowego. Bariera krew-mózg pojawia się u ssaków 
i wyższych kręgowców jeszcze w okresie życia płodowego pod wpływem czynników wydzielanych 
przez astrocyty. Dojrzewanie bariery krew-mózg polega na wytworzeniu specyficznych białek warun­
kujących jej selektywność wobec związków znajdujących się w krwiobiegu, jak również na zamykaniu 
się połączeń zamkniętych, które uniemożliwiają swobodną dyfuzję związków z krwi do mózgu. Dzięki 
połączeniom zamkniętym możliwa jest funkcjonalna polaryzacja komórek endotelialnych, a asymetry­
czne rozmieszczenie systemów transportowych ułatwia kontrolę nad selektywnym przechodzeniem 
związków z krwi do mózgu. Transport związków niskocząsteczkowych odbywa się przy udziale białek 
transportowych charakteryzujących się małą specyficznością substratową. Rozpoznają one biologicznie 
aktywne formy substancji o podobnej strukturze. Substancje polarne o większych rozmiarach mogą 
pokonywać barierę krew-mózg przy udziale transportu pęcherzykowego. Komórki śródbłonka mózgo­
wego dodatkowo chronią mózg dzięki enzymom usuwającym nadmiar związków będących perkursorami 
neuroprzekaźników. Terapia chorób mózgu wymaga poznania mechanizmów transportu przez barierę 
krew-mózg.
(Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 593-610)

Słowa kluczowe: kapilary, śródbłonek mózgowy, angiogeneza, połączenia zamknięte, transport, pinocy- 
toza.

Summary: Blood brain barrier is responsible for maintaining the stable environment essential for normal 
neuronal function. Due to specific transporters and tight junctions brain capillaries enable selective 
transport of hydrophilic molecules and ions from blood *to interstitial fluid. The blood brain barrier 
appearance in mammals and higher vertebrates takes place during fetal period and is induced by factors

* Artykuł napisano w ramach grantu nr 6P04A 061 14 przyznanego przez Komitet Badań Nauko­
wych.
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released by astrocytes. During blood brain barrier maturation there are expressed specific carrier proteins 
responsible for selective transport of compounds circulating in blood, and tight junctions are closed. Due 
to tight junctions cells have functional polarity and asymmetrical position of transport proteins facilitates 
selective passage of different compounds from blood to brain. Transport of small molecules is lead by 
transporters that have little substrate specificity. They recognize biological active substances that have 
similar structure. Macromolecules can pass blood brain barrier due to vesicular transport. Brain endo­
thelial cells protect the brain thanks to enzymes removing excess of neurotransmitter precursors. Brain 
disease therapy requires the knowledge of transport mechanisms across blood brain barrier.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 593-610)

Key words: capillaries, brain endothelium, angiogenesis, tight junctions, transport, pinocytosis

I. WSTĘP
Prawidłowe funkcjonowanie organizmów żywych zależy od utrzymania hom eo­

stazy, zapewniającej optymalne środowisko dla przebiegu procesów życiowych. 
W przypadku żadnego innego organu nie odgrywa ona tak ważnej roli, jak  ma 
to miejsce w przypadku mózgu. W innych częściach ciała zewnątrzkomórkowe 
stężenie hormonów, aminokwasów czy jonów ulega fluktuacjom zwłaszcza po po­
siłku lub wysiłku fizycznym. Jeśli mózg byłby wystawiony na tego typu zmiany, 
to mogłoby dochodzić do zaburzenia przekaźnictwa nerwowego, w którym to procesie 
niektóre z wyżej wymienionych związków działają jako neuroprzekaźniki. M ózg 
do sprawnego działania wymaga doskonałego zabezpieczenia nawet przed m ini­
malnymi zmianami składu płynu okołokomórkowego mózgu, co wymaga istnienia 
fizycznej i biochemicznej przeszkody dla swobodnego przemieszczania się związków 
między środowiskiem, w którym znajdują się komórki nerwowe i glejowe, a krwią. 
Barierę taką, definiowaną jako bariera krew-mózg, tworzą kapilary o szczególnych 
właściwościach.

II. METODYKA BADANIA BARIERY KREW-MÓZG

Historia badań nad barierą krew-mózg sięga końca XIX wieku, kiedy to niemieccy 
uczeni Paul Ehrlich i Edwin Goldman zaobserwowali, że barwniki wysokoczą- 
steczkowe podawane zwierzęciu dożylnie gromadzą się we wszystkich narządach 
z wyjątkiem mózgu. Od tego czasu zaczęto badać mechanizmy zaangażowane w 
transport substancji z krwi do mózgu. Początkowo badania prowadzone były na 
całych zwierzętach, którym wstrzykiwano do tętnicy szyjnej badany związek wy­
znakowany radioaktywnym izotopem, a następnie zabijano zwierzę po jednorazow ym  
przejściu krwi przez naczynia mózgowe i mierzono ilość radioaktywności zaku­
mulowanej w mózgu [6]. Ze względu na liczne ograniczenia tego układu doświad­
czalnego zaczęto szukać innych modeli do badania procesów zachodzących w obrębie 
bariery krew-mózg. Oczyszczone kapilary mózgowe były układem bardziej jed ­
norodnym pod względem różnorodności komórek, dzięki czemu można było badać
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w nich m.in. kinetykę transportu podawanych związków [7, 33]. Jednakże pre­
parowanie kapilar jest procedurą żmudną i mało wydajną. By zwiększyć ilość ma­
teriału do badań, podjęto próby hodowli komórek śródbłonka mózgowego in vitro. 
Obecnie prowadzi się badania na hodowlach komórek śródbłonka preparowanych 
z mózgu (kultury pierwotne) oraz na unieśmiertelnionych liniach komórkowych 
uzyskiwanych w wyniku transfekcji [46]. Komórki śródbłonka mózgowego ho­
dowane w bogatych pożywkach zawierających czynniki wzrostowe i substancje 
wydzielane przez astrocy ty zachowują zdolność do ekspresji białek odpowiedzialnych 
za ich szczególne właściwości in vivo. Do białek tych należy czynnik VIII układu 
krzepnięcia krwi (globulina antyhemofilowa, Von Willebrand fac tor), najbardziej 
specyficzny m arker dla komórek pochodzenia śródbłonkowego. Obserwować można 
również wysoką aktywność i wysoki poziom ekspresji enzymów specyficznych 
dla bariery krew-mózg, takich jak alkaliczna fosfataza i y-glutamylotranspeptydaza
[86]. Kolejnym enzymem markerowym dla komórek śródbłonka mózgowego jest 
anhydraza węglanowa IV, występująca tylko na luminalnej powierzchni mózgowych 
kapilar, podczas gdy w innych komórkach w mózgu ekspresji ulega inna izoforma 
tego enzymu: anhydraza węglanowa typu II [32]. Innym białkiem charakterystycznym 
dla śródbłonka mózgowego jest specyficzny transporter L-glukozy G LU T -1 należący 
do rodziny transporterów glukozy GLUT. Do ważnych cech komórek śródbłonka 
mózgowego należy zdolność do wytwarzania połączeń zamkniętych. Połączenia 
te mogą być wytworzone in vitro jednakże we wspólnej hodowli z astrocytami 
[21, 54].

III. STRUKTURA I ROLA BARIERY KREW-MÓZG

Naczynia włosowate, tworzące barierę krew-mózg, różnią się od tego typu naczyń 
znajdujących się w innych narządach występowaniem połączeń zamkniętych (rys. 
1). Struktury te łączą sąsiadujące ze sobą komórki śródbłonka, co ułatwia stworzenie 
ciągłej, nieprzepuszczalnej ściany uniemożliwiającej swobodne przechodzenie wielu 
związków niskocząsteczkowych drogą dyfuzji między komórkami. Błony komór­
kowe budujące ściany kapilar zawierają swoiste receptory i układy transportowe 
dla różnych typów związków. Układy te precyzyjnie rozpoznają poszczególne czą­
steczki i przenoszą je do mózgu. Do tej pory poznano wiele transporterów, które 
działają bardzo specyficznie, umożliwiając nie tylko dostarczanie potrzebnych związ­
ków z krwi do mózgu, ale również pompowanie na zewnątrz tych substancji, które 
są w nadmiarze,' co ułatwia utrzymanie stałego środowiska dla działania komórek 
nerwowych. Kolejną cechą charakterystyczną dla komórek śródbłonka naczyń wło­
sowatych mózgu jest brak zjawiska pinocytozy, jak  również znikomy udział trans­
portu pęcherzykowego [19]. Dzięki tym wszystkim cechom komórki śródbłonka 
stanowią barierę utrzymującą szkodliwe substancje na zewnątrz mózgu przy jed ­
noczesnym regulowaniu wpływu i wypływu związków koniecznych dla jego dzia-

http://rcin.org.pl



596 J. E. M ROCZKOW SKA

Przekrój przez naczynia włosowate

RYSUNEK 1. Porównanie budowy kapilar: A -  w mózgu, B -  poza mózgiem; 1 -  połączenie zamknięte, 
2 -  okienkowanie, 3 -  pęcherzyki pinocytarne, 4 -  mitochondrium; strzałki średnie ilustrują oddziaływa­
nia między zakończeniem astrocytu a komórką endotelialną; duże strzałki pokazują schematycznie 
możliwość swobodnej dyfuzji związków

łania, przez co zapewniają układowi nerwowemu funkcjonowanie w stałym, kon­
trolowanym środowisku. Bariera krew-mózg chroni mózg przed różnego rodzaju 
egzogennymi truciznami oraz zapobiega niekontrolowanemu wnikaniu prekursorów 
i wypływowi produktów metabolizmu neurotransmiterów, zapewniając utrzymanie 
równowagi czynnościowej między neuroprzekaźnikami pobudzającymi a ham ują­
cymi [24].

IV. ROZWÓJ BARIERY KREW-MÓZG

W okresie życia płodowego naczynia krwionośne wrastają w rozwijający się 
układ nerwowy z zewnętrznego splotu naczyniowego. We wczesnych etapach roz­
woju kapilary w mózgu płodów ssaczych charakteryzują się przepuszczalnością 
typową dla kapilar z innych organów ciała, tzn. umożliwiają swobodne przechodzenie 
związkom wysokocząsteczkowym (np. albuminie). Wraz z dojrzewaniem organizmu 
bariera ulega uszczelnieniu, w zależności od gatunku ma to miejsce na różnym 
etapie rozwoju. W ydaje się, że dojrzewanie bariery krew-mózg u ssaków zachodzi
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dość wcześnie, w tzw. „fazie krytycznej” dla rozwoju mózgu. Jest to okres, kiedy 
wzrasta aktywność enzymów niezbędnych dla sprawnego funkcjonowania mózgu, 
dochodzi do gwałtownego rozgałęziania dendrytów oraz pojawia się aktywność 
elektryczna. Fizjologiczne dojrzewanie bariery polegające na uszczelnianiu połączeń 
zamkniętych i zaniku pinocytozy zachodzi pod wpływem sygnałów indukujących 
pochodzących z zakończeń astrocytów [43, 82]. Z obserwacji laboratoryjnych wy­
nika, że u szczurów fizjologiczne dojrzewanie bariery zbiega się w czasie z ultra- 
strukturalnym  dojrzew aniem  gleju [3, 22, 40, 41, 66, 76]. C iągłość naczyń 
obserwowano w obecności astrocytów, natomiast uszkodzenie powłoki glejowej 
w wyniku zmian chorobowych, np. przez glejaka, powodowało zanik błony pod- 
stawnej, w wyniku czego kapilary mózgowe stawały się bardziej przepuszczalne 
[14].

Angiogeneza (powstawanie nowych kapilar) wymaga przemieszczania się i na­
m nażania komórek śródbłonka kapilar. Jest to wywołane przez takie substancje, 
jak  zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastów (basie Fibroblast Growth Factor 
-  bFGF), który jest uwalniany z tkanek sąsiadujących z proliferującymi komórkami 
[68]. Są też dane na to, że również same komórki tworzące kapilary mózgowe 
mogą uwalniać czynniki wzrostowe, stymulujące ich rozwój [68, 74]. Do takich 
czynników zalicza się czynnik wzrostu komórek śródbłonka naczyniowego (Vascular 
Endothelial Growth Factor -  VEGF) będący mitogenem wydzielanym przez śród- 
błonek, co potwierdza tezę, że tworzenie się nowych kapilar jest indukowane przez 
nie same. Pod względem histochemicznym ukształtowane i dojrzałe kapilary móz­
gowe zawierają niektóre enzymy w formach izomerycznych nie występujących 
w kapilarach innego typu. Ponadto komórki endotelialne mózgu charakteryzują 
się, w porównaniu z innymi kapilarami, względnie dużą ilością mitochondriów 
[59, 81], co zabezpiecza dostarczanie energii potrzebnej do prowadzenia aktywnego 
transportu jak też dla utrzymania gradientu metabolicznego i jonowego po obu 
stronach bariery.

V. POŁĄCZENIA ZAMKNIĘTE
Połączenia zamknięte (zonula occludens) stanowią barierę uniemożliwiającą dy­

fuzję jonów  i cząsteczek do przestrzeni międzykomórkowej. Połączenia zamknięte 
umożliwiają bardzo bliski kontakt sąsiadującym ze sobą komórkom, nie izolują 
ich, lecz dzięki przerwom i porom podlegającym precyzyjnej regulacji umożliwiają 
selektywne przechodzenie wielu związków. Są to struktury typowe dla tkanki na­
błonkowej, a w śródbłonku są wytwarzane jedynie w naczyniach włosowatych two­
rzących barierę między krwiobiegiem a narządem, tak jak  ma to miejsce np. w 
przypadku bariery krew-mózg. Komórki śródbłonka są zdolne do natychmiastowej 
zmiany w połączeniu zamkniętym, aby umożliwić substancjom krążącym w krwio- 
biegu przejście przez barierę. Zmiany te są odwracalne i połączenia te mogą być
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szybko odtworzone, dzięki czemu możliwa jest precyzyjna regulacja przepuszczal­
ności kapilar [8, 16, 63].

W utworzenie połączeń zamkniętych zaangażowanych jest wiele białek trans- 
błonowych połączonych z białkami znajdującymi się w sąsiadujących rejonach błony 
komórkowej [12, 28, 70]. Połączenia zamknięte tworzone są przez białko błonowe 
-  okludynę [30]. Sekwencja aminokwasowa tego białka nie wykazuje żadnych zna­
czących homologii wobec innych znanych białek, wskazuje natom iast na w ystę­
powanie 4 hydrofobowych odcinków transbłonowych. Połączenia zamknięte w 
obrębie śródbłonka zawierają białka identyczne z tymi, jakie znaleziono w nabłonku: 
ZO-1 (.zonula occludens 1) [50], ZO-2 (zonula occludens 2) [2], cyngulinę [2] 
oraz małe białko wiążące GTP-rab 13 [87]. Białko Z O -1 pojawia się podczas tworzenia 
kontaktu między komórkami i jest typowe dla wczesnego stadium tworzenia połączeń. 
Cyngulina i ZO-2 są bardziej specyficzne dla połączeń i mimo iż rola tych cyto- 
płazmatycznych białek jest wciąż nieznana, to sądzi się, że mogą one brać udział 
w przyczepianiu się połączeń zamkniętych do mikrofilamentów aktynowych i/lub 
w przekazywaniu sygnałów między komórkami. Ilość połączeń zamkniętych między 
komórkami endotelialnymi zależy od ich lokalizacji w obrębie systemu naczyń 
krwionośnych oraz od zapotrzebowania na kontrolę przepuszczalności kapilar. En- 
dotelium w obrębie kapilar mózgowych ma ich bardzo dużo, podczas gdy odcinki 
żylne mają ich niewiele, a około 30% połączeń jest otwartych.

W obrębie tkanki nerwowej pobieranie substancji odżywczych z krwiobiegu 
zachodzi w odmienny sposób niż w regionach ciała, gdzie komórki kapilar nie 
są ze sobą ściśle połączone, co umożliwia swobodne przemieszczanie się jonów  
oraz substancji polarnych o stosunkowo dużych rozmiarach. Związki, takie jak 
mannitol, sacharoza czy 51Cr-EDTA, stosowane w badaniach jako znaczniki prze­
strzeni pozakomórkowej prawie wcale nie przechodzą przez barierę krew-mózg, 
natomiast takie związki, jak: mocznik, woda, glicerol, przechodzą przez kapilary 
mózgowe, znacznie wolniej niż przez kapilary z innych organów.

VI. POLARYZACJA KOMÓREK ENDOTELIALNYCH

Dodatkową konsekwencją istnienia połączeń zamkniętych w obrębie kapilar, 
oprócz precyzyjnej regulacji i kontroli ich przepuszczalności, jest fizyczne oddzie­
lenie błony luminalnej, wyściełającej światło naczyń krwionośnych, od błony ab- 
luminalnej znajdującej się po stronie mózgu, co prowadzi do polaryzacji komórek 
endotelialnych. Błony luminalna i abluminalna są funkcjonalnie zróżnicowane (rys. 
2). Asymetria i spolaryzowane rozmieszczenie transporterów pozwala na aktywną 
regulację składu płynu okołokomórkowego mózgu.

Jednym z transporterów charakteryzującym się asymetrycznym rozmieszczeniem 
jest GLUT-1, białko transportujące glukozę, będącą głównym substratem energe­
tycznym w mózgu. Badania cytochemiczne wykazały, iż błona abluminalna w po-
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RYSUNEK 2. Schemat rozmieszczenia układów transportujących oraz specyficznych enzymów w 
obrębie komórki endotelialnej mózgu: 1 -  połączenie zamknięte, 2 -  fosfataza alkaliczna, 3 -  układ 
enzymatyczny regulujący dostępność neurotransmitera dopaminy, 4 -  nukleotransferaza końca 5’ (5’- 
NT), 5 -  ATPaza sodowo-potasowa, 6 -  wymieniacz sodowo-protonowy, 7 -  symporter sodowo-chlor- 
kowy, 8 -  układ A (transporter małych aminokwasów alifatycznych), 9 ,10- transportery aminokwasów 
(glicyny i glutaminianu) zależne od sodu, 11- transporter wapniowy, 12 -  układ L (transport dużych 
aminokwasów obojętnych), 13-GLUT-l (transporter glukozowy), 1 4 - y-glutamylotranspeptydaza, 15 
-  glikoproteina-P

równaniu z błoną luminalną zawiera czterokrotnie większą ilość tego białka [27]. 
Prowadzi to do wzrostu tempa transportu glukozy przez błonę abluminalną i ogranicza 
metabolizm glukozy w komórkach endotelialnych. Te obserwacje mogą oznaczać, 
że cytoplazmatyczne stężenie glukozy w komórkach endotelialnych jest niższe od 
stężenia we krwi, co w dużym stopniu ułatwia dyfuzję glukozy z krwi do komórek 
śródbłonka. Znaczna ilość (ok. 40%) transportera glukozy znajduje się poza błoną 
komórkową, w strukturach błonowych w cytoplazmie, co może mieć znaczenie 
dla regulacji tem pa transportu glukozy przez barierę. Skierowanie transportera z 
obszaru cytoplazmy w kierunku błony komórkowej może być mechanizmem, dzięki 
któremu możliwe jest natychmiastowe zwiększenie przepływu glukozy z krwi do 
mózgu [27].

O wiele bardziej skomplikowany wydaje się transport aminokwasów, w przypadku 
którego występuje także asymetryczna lokalizacja układów transportowych (tab.
1). Związki transportowane z krwi do mózgu przemieszczają się zgodnie z gradientem
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stężeń (ułatwiona dyfuzja) nie wymagając dostarczania energii. Tego typu trans­
portery rozmieszczone są symetrycznie. Natomiast w przypadku glicyny, która jest 
transportowana wbrew gradientowi stężeń, energia potrzebna do przebiegu tego 
procesu musi być dostarczona z zewnątrz [7, 13, 42, 69]. Ograniczenie do błony 
abluminalnej zależnego od sodu układu transportu aminokwasów um ożliwia ich 
transport z mózgu do krwi wbrew gradientowi stężeń. Transport glicyny do komórek 
endotelialnych jest powiązany z ruchem sodu, który przemieszcza się zgodnie z 
gradientem stężeń i ułatwia glicynie przejście przez błonę komórkową. N adm iar 
glicyny z komórek endotelialnych jest usuwany przy udziale transportera dla dużych 
aminokwasów obojętnych, małe aminokwasy mają wobec niego mniejsze pow i­
nowactwo niż aminokwasy duże, jest ono jednak wystarczające, by umożliwić trans­
port aminokwasów z komórek do krwi. Błona abluminalna odpowiadająca w dużym 
stopniu za transport z mózgu do krwi zawiera znacznie więcej transporterów, które 
katalizują symport aminokwasów z jonam i sodu, gdzie elektrochemiczny gradient 
potencjału sodowego umożliwia przejście aminokwasu przez błonę komórkową.

Dzięki występowaniu połączeń ścisłych między sąsiadującymi ze sobą komórkami 
bariera krew-mózg uniemożliwia dyfuzję białek z krwi do mózgu. Nie wiadomo, 
czy to ograniczenie działa również w przeciwnym kierunku i czy sródbłonek stanowi 
barierę dla procesów transportu zachodzących w kierunku mózg-krew. W iadomo, 
że endotelium mózgowe jest w stanie pobrać białka z przestrzeni około mózgowej 
oraz przetransportować je na stronę luminalną, gdzie białko zostaje włączone do 
krwiobiegu [11, 85]. Istnieją także doniesienia o tym, iż na poziomie m ikrokapilar 
może istnieć bariera mózg-krew. Bardzo małe białka zewnątrzkomórkowe oraz 
białka związane z abluminalną powierzchnią błony komórkowej ulegają inter­
nalizacji do komórek śródbłonka mózgowego. Białka i błony pobrane przez komórkę 
są kierowane do lizosomów i nie są dalej transportowane w kierunku błony luminalnej 
[10].

W przypadku komórek tworzących barierę krew-mózg mamy też do czynienia 
z polam ością funkcjonalną, co oznacza, iż tylko błona abluminalna jest zdolna 
do wytwarzania pęcherzyków endocytalnych transportujących białka [52].

VII. TRANSPORT ZWIĄZKÓW NISKOCZĄSTECZKOWYCH
Białka transportujące związki niskocząsteczkowe mają w porównaniu z enzymami 

stosunkowo małą specyficzność substratową, dzięki czemu rozpoznają dużą grupę 
substancji o podobnej strukturze i umożliwiają im wejście do mózgu, natomiast 
charakteryzują się wysoką stereospecyficznością, co oznacza, że ułatwiają prze­
dostanie się do mózgu obecnych w krwiobiegu substancji aktywnych biologicznie, 
podczas gdy ich stereoizomery zazwyczaj w ogóle nie są rozpoznawane. Bardzo 
często różne transportery o podobnych właściwościach mogą występować w błonie 
komórkowej tej samej komórki. Mimo długotrwałych badań nad układami trans­
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portującymi występującymi w błonie kapilar mózgowych nadal wiadomo o nich 
niewiele. Jedynie w przypadku nielicznych białek udało się skłonować ich geny 
i poznać sekwencję aminokwasową oraz uzyskać bliższe dane na temat ich lokalizacji 
w obrębie komórki. Dotychczasowy stan wiedzy dotyczący systemów transportu 
aktywnych w obrębie bariery krew-mózg prezentuje tabela 1.

VIII. TRANSPORT PĘCHERZYKOWY
W normalnych warunkach transport pęcherzykowy stanowi znikomą część trans­

portu przez barierę krew-mózg i jest on zaangażowany w przenoszenie substancji, 
które są zbyt duże lub zbyt polarne, by mogły pokonać barierę w inny sposób 
[51]. Zjawisko to może przebiegać na dwa sposoby: albo jest to endocytoza ad- 
sorptywna, albo endocytoza przebiegająca z udziałem receptora.

Endocytoza adsorptywna jest procesem niespecyficznym, wymagającym dostar­
czenia dużej ilości energii, w znacznym stopniu uzależnionym od oddziaływań 
elektrostatycznych między transportowanym związkiem a powierzchnią komórki 
endotelialnej. Przykładem tak transportowanych substancji mogą być histony [62].

Endocytoza przebiegająca za pośrednictwem receptora zależy od temperatury 
i wym aga specyficznego wiązania receptora i substancji transportowanej. W  ten 
sposób może być transportowana np. insulina, insulinowy czynnik wzrostowy, trans- 
feryna [9, 20, 67]. W ystępowanie receptora transferyny transportującej żelazo jest 
silnie spolaryzowane w obrębie komórki endotelialnej i ogranicza się tylko do strony 
luminalnej [44]. Nie wiadomo, czy żelazo pokonuje barierę w formie kompleksu 
białkowego, czy też oddysocjowuje od swojego transportera w endosomach komórek 
endotelialnych i jest następnie transportowane do mózgu przy udziale innego m e­
chanizmu.

IX. BARIERA METABOLICZNA
M ózg ma dodatkową ochronę w postaci bariery metabolicznej tworzonej przez 

enzymy występujące w komórkach endotelialnych. System ten chroni mózg przed 
zmianami, które mogą być wywołane przez znaczny wzrost cytoplazmatycznego 
stężenia któregokolwiek z dużych aminokwasów obojętnych, będących między in­
nymi prekursorami neuroprzekaźników. Ten system buforowy może ulec nasyceniu 
w przypadku długotrwałego, znacznego wzrostu cytoplazmatycznego stężenia pre­
kursora neurotransmitera. Dodatkowym zabezpieczeniem przed taką sytuacją jest 
alternatywny metabolizm prekursora, który może ulec przemianie metabolicznej 
do formy chemicznej, która nie będzie zdolna do pokonania błony abluminalnej 
i przedostania się do mózgu, jak  ma to miejsce w przypadku tryptofanu, który 
ulega przekształceniu w kinureniny [83].
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Komórki śródbłonka mózgowego zawierają systemy enzymatyczne potrzebne 
do syntezy i metabolizmu serotoniny i acetylocholiny oraz do katabolizmu nora­
drenaliny i dopaminy. Serotonina może być syntetyzowana i ulegać degradacji w 
jednorodnej kulturze komórek endotelialnych wyizolowanych z mózgu [53].

Komórki endotelialne mają układ transporterów i enzymów odpowiedzialnych 
za wychwytywanie pobieranych przez nie niektórych prekursorów monoamin (L-3,4 
dihydroksyfenyloalanina-L-DOPA i 5-hydroksytryptofan). Na terenie komórki, pod 
wpływem dekarboksylazy L-aminokwasów aromatycznych (L-AAAD), ulegają one 
dekarboksylacji do odpowiadających im amin (dopaminy i 5-hydroksytryptaminy), 
a następnie są przekształcane przez oksydazę monoamin (MAO) [5, 60]. L-AAAD 
katalizuje przemianę L-DOPA w dopaminę, a 5-hydroksytryptofanu w serotoninę, 
zaś MAO katalizuje metaboliczną inaktywację serotoniny, noradrenaliny i dopaminy.

L-DOPA jest selektywnie pobierana przez komórki endotelialne [39], gdzie pod 
wpływem L-AAAD może ulec konwersji do dopaminy, która następnie może być 
inaktywowana przez MAO. Tak więc komórki endotelialne mogą pobierać z krwio- 
biegu znaczne ilości L-DOPA, która nigdy nie dotrze do mózgu. Komórki en­
dotelialne z mózgu charakteryzują się aktywnością enzymatyczną um ożliwiającą 
im zarówno syntezę, jak  też i degradację neurotransmiterów.

System L jest bardzo aktywnym układem transportującym, zdolnym do prze­
noszenia aminokwasów w obu kierunkach, zatem niektóre z nich w zależności 
od stanu fizjologicznego mogą być kierowane z powrotem do krwi zamiast do 
neuronów. Na terenie komórek endotelialnych duże aminokwasy obojętne w za­
leżności od potrzeb mogą być przekształcane w neurotransmitery, które później 
mogą być przez te komórki degradowane metabolicznie. Alternatywą może być 
również transport prekursora lub gotowego neuroprzekaźnika do krw i. W mózgowych 
komórkach endotelialnych występuje również N-metylotransferaza fenyloetanolo- 
aminy przekształcająca noradrenalinę w adrenalinę [79], co sugeruje, że inaktywując 
aminy katecholowe komórki endotelialne stanowią dla nich barierę enzymatyczną 
[4, 78].

X. WPROWADZANIE LEKÓW DO MÓZGU
Pewne substancje, takie jak  np. chloramfenikol, są dobrze rozpuszczalne w tłu­

szczach i bez trudu przedostają się do mózgu, natomiast leki, które ze względu 
na swą budowę chemiczną rozpuszczają się gorzej w rozpuszczalnikach organi­
cznych, musiałyby być podawane w wysokich stężeniach, aby odpowiednia dawka 
przeszła do mózgu. Niestety w przypadku wielu leków jest to niemożliwe ze względu 
na ich działania uboczne. Aby obejść tę niedogodność, w leczeniu wielu chorób 
mózgu, stosuje się inne strategie.

Pierwsza polega na czasowym otwarciu bariery, które umożliwia lekom prze­
dostanie się do mózgu. W  tym przypadku najczęściej podaje się hiperosmotyczny
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roztwór glukozy, o którym wiadomo, iż rozluźnia połączenia zamknięte [56, 64]. 
Inne rozwiązanie polega na podaniu leku do płynu rdzeniowo-mózgowego. Kolejnym 
sposobem mogą być chemiczne modyfikacje leków. W iadomo, że o przejściu danej 
substancji przez błonę komórkową w największym stopniu decyduje jej rozpusz­
czalność w tłuszczach, a następnie jej wielkość, ładunek elektrostatyczny oraz grupy 
funkcyjne wytwarzające wiązania wodorowe podczas pokonywania dwuwarstwy 
lipidowej [1, 75]. Dołączenie do cząsteczki grup hydrofobowych może jej ułatwić 
dotarcie do mózgu drogą dyfuzji przez błonę komórkową. Dodanie do pochodnych 
barbituranów dodatkowych grup metylowych zwiększa ich lipofilność oraz penetrację 
do mózgu [35]. Innym rozwiązaniem jest wytworzenie lipofilnego prekursora leku, 
z którego w mózgu jest uwalniana forma aktywna o większej polarności, np. heroina 
(diacetylomorfina) szybko pokonuje barierę krew-mózg ze względu na wysoką li­
pofilność, lecz w mózgu ulega hydrolizie do morfiny, która jest bardziej polarna 
i nie dyfunduje z powrotem do krwiobiegu, co wydłuża jej czas działania w mózgu 
[57]. Prekursory leków można również wytwarzać przez łączenie cząsteczek aktyw­
nych z lipofilnym wektorem transportującym, takim jak np. pseudoglicerydy, które 
w mózgu wracają do swej aktywnej formy [25, 48]. Jednakże mimo zwiększania 
lipofilności leku w celu zwiększenia ilości związku pobieranego przez mózg, jego 
biologiczna aktywność może ulec obniżeniu w wyniku słabego oddziaływania leku 
z receptorem, jego metabolizowaniu i/lub wiązaniu się z białkami krwi.

M imo zwiększania lipofilności leku, nie udaje się wprowadzić go do mózgu. 
Dzieje się tak za sprawą glikoproteiny-P, która ulega ekspresji w komórkach śród­
błonka mózgowego [49]. Istnienie tego białka po raz pierwszy stwierdzono w ko­
mórkach nowotworowych, które wykazywały zwiększoną oporność na leki [47]. 
G likoproteina-P należy do nadrodziny transporterów ABC (.ATP-Binding Cassete), 
które do swego działania wymagają energii dostarczonej z ATP [38]. M echanizm 
działania glikoproteiny-P pozostaje niewyjaśniony; najprawdopodobniej białko to 
pełni funkcję hydrofobowego odkurzacza usuwającego cząsteczki hydrofobowe z 
obszaru błony komórkowej, zanim dotrą one do cytoplazm y. Tłumaczyłoby to ogrom­
ne zróżnicowanie substratów dla glikoproteiny-P, gdyż wtedy czynnikiem decy­
dującym  o specyficzności wobec białka byłaby zdolność do oddziaływ ań z 
dwuwarstwą lipidową, a następnie do interakcji z białkiem. W iele substancji li- 
pofilnych o działaniu cytostatycznym, takich jak np. alkaloidy barwinka (winkrystyna 
i winblastyna), antybiotyki, takie jak: aktynomycyna oraz gramicydyna, cyklosporyna 
A czy digoksynina, są aktywnie usuwane z kapilar mózgowych przez glikoproteinę-P 
występującą w błonie luminalnej komórek śródbłonka mózgowego, w wyniku czego 
z krwi do mózgu przechodzi niewielka ilość tych związków [84]. Sposobem na 
dostarczanie do mózgu wymaganych ilości leków jest m odyfikacja aktywności gli- 
koproteiny-P. Obecnie znane są już inhibitory tego białka, takie jak np. werapamil 
[28], zdolne do wzmocnienia efektu terapeutycznego leków podawanych do mózgu 
[45].
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PODSUMOWANIE
Bariera krew-mózg to złożony i dynamiczny układ, który z jednej strony ma 

za zadanie chronić mózg przed szkodliwym działaniem czynników zewnętrznych, 
ograniczając swobodny dostęp substancji znajdujących się w krwiobiegu, a z drugiej 
strony umożliwia wymianę substancji między krwią a mózgiem. Nowe odkrycia 
pozwalają na coraz lepszą znajomość procesów zachodzących w obrębie bariery 
krew-mózg i umożliwiają jej praktyczne stosowanie. W iedza na temat mechanizmów 
transportu przez barierę krew-mózg jest już wykorzystywana w leczeniu chorób 
mózgu. Dalsze doskonalenie terapii będzie zależało od lepszego zrozum ienia m e­
chanizmów zaangażowanych w transport substancji przez barierę oraz od opra­
cowania metod dostarczania leków do ściśle określonych miejsc w mózgu tak, 
aby ograniczyć ich działanie uboczne.
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M OLEKULARNE PODSTAW Y DZIAŁANIA  
I SYNCHRONIZACJI OKOŁODOBOW EGO  

OSCYLATORA BIOLOGICZNEGO

M O L E C U L A R  B A S E S  O F  B IO L O G IC A L  C IR C A D IA N  
O S C IL L A T O R  A C T IV IT Y  A N D  S Y N C H R O N IZ A T IO N

Roland ŻĄDZIŃSKI, Jerzy Z. NOW AK 

Zakład Amin Biogennych, Polska Akademia Nauk, Łódź

Streszczenie: Okołodobowe rytmy aktywności ruchowej, temperatury, aktywności enzymatycznej i 
pracy układu dokrewnego są zjawiskiem powszechnie występującym u zwierząt należących do różnych 
grup systematycznych. Obecność tego typu rytmów można obserwować również u roślin i grzybów. 
Ruchy rotacyjnie Ziemi wymusiły bowiem na ewoluujących formach życia wykształcenie mechanizmów 
umożliwiających ich przetrwanie w zmieniających się w ciągu doby-roku warunkach bytowania. Chociaż 
środowisko zewnętrzne ma duży wpływ na te rytmy, przyczyną ich występowania są endogenne 
mechanizmy sterujące określane mianem zegara biologicznego. Badania nad zegarami biologicznymi u 
różnych gatunków mają już długą historię. Dopiero jednak ostatnie lata przyniosły serię odkryć, które 
pozwoliły na zrozumienie molekularnych podstaw funkcjonowania tych mechanizmów. Okazało się przy 
tym, że są to mechanizmy konserwatywne i uniwersalne. Zegary biologiczne człowieka, myszy i muszki 
owocowej zawierają bowiem te same elementy, mające takie samo znaczenie funkcjonalne. Wyraźne 
analogie można również odnaleźć porównując poznane mechanizmy zegara biologicznego zwierząt i 
grzybów.
(.Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 611-628)

Słowa kluczowe: rytmy okołodobowe, zegar biologiczny, PER, TIM, CLOCK, BMAL1, FRQ.

Summary: Circadian rhythms of motor activity, temperature, enzymatic activity and function of endocrine 
system(s) are common phenomena occurring in animals representing different systematic groups. 
Circadian rhythms are also observed in plants and fungi. Although such rhythms resulted from geophy­
sical features of rotating Earth, being still under strong environmental influence, their existence and 
function is due to endogenous mechanisms embraced by the term "biological clock". Studies on biological 
clocks of different species have already long history. However, only last decade has brought several 
important discoveries that allowed investigators to understand molecular bases of the mechanisms 
underlying clock function. It turned out that these mechanisms are very conservative and universal. The 
biological clocks of human, mouse and fruit fly are composed of similar elements playing similar
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functions. There are also many analogies between clock mechanisms occurring in animals and fungi. 
This review will present current knowledge in the field of biological timing systems in living organisms, 
with particular emphasis given to the latest developments in the concept and function of circadian clock 
mechanisms.
{Advances in Cell Biology 1999; 26: 611-628)

Key words', circadian rhythms, biological clock, PER, TIM, CLOCK, BMAL1, FRQ.

Cykliczność zjawisk przyrodniczych na Ziemi jest powszechna. Następujące po 
sobie pory roku, miesięczne cykle księżycowe czy wreszcie rytmy dobowe nie 
mogą być czynnikiem neutralnym dla organizmów żywych. Konieczność dosto­
sowywania się czy wręcz wyprzedzania towarzyszących im zmian temperatury, 
oświetlenia, wilgotności i dostępności pożywienia w środowisku musiała stanowić 
silny bodziec w procesie ewolucji. W ymuszała bowiem istnienie mechanizmów, 
które z jednej strony mogłyby nadzorować procesy zachodzące w organizmie i 
umiejscawiać je w określonym punkcie cyklu, a z drugiej strony byłyby zdolne 
korygować ten wewnętrzny rytm zgodnie z sygnałami dochodzącymi ze środowiska 
zewnętrznego. Cykl dobowy obok cyklu rocznego stanowi najłatwiej zauważalny 
przejaw cykliczności w przyrodzie. Przemianom dnia i nocy towarzyszą zmiany 
w aktywności, cykliczne podnoszenie się i obniżanie temperatury ciała oraz zmiany 
w ubarwieniu. Są to zmiany zewnętrzne, które stanowią manifestację leżących u 
ich podłoża zmian biochemicznych. Jak do tej pory zebrano już bogatą kolekcję 
obserwacji rytmu dobowego w aktywności enzymatycznej bądź w pracy układu 
dokrewnego. Dawno stwierdzono, że poziom we krwi takich hormonów, jak np. 
ACTH, kortyzol, czy hormon wzrostu, ulega wyraźnym wahaniom dobowym. Hor­
monem, który zyskał szczególne zainteresowanie chronobiologów, jest melatonina. 
Ta pochodna tryptofanu jest wytwarzana głównie w szyszynce -  organie uznawanym 
jeszcze niedawno za organ szczątkowy, a którego właściwości dokrewne stwierdzono 
dopiero w latach pięćdziesiątych. Melatoninie przypisuje się rolę chemicznego syg­
nału w cyklu dobowym w skali całego organizmu. Dobowe wahania w stężeniu 
tego hormonu są pochodną wahań w aktywności serotoninowej (arylo-alkilo-ami- 
nowej) N-acetylotransferazy (NAT) -  enzymu, o kluczowym znaczeniu w regulacji 
biosyntezy melatoniny. Cykliczne, okołodobowe zmiany w aktywności NAT (wysoka 
-  w nocy, niska -  w ciągu dnia), a w konsekwencji w wydzielaniu melatoniny 
stanowią jednakże jedynie końcowy wynik funkcjonowania mechanizmów, które 
można byłoby ogólnie nazwać zegarem.

Zgodnie z poczynionymi wcześniej uwagami, zegar biologiczny, który spełniałby 
wymagania narzucone przez cykliczność dobowych zmian czynników środowiska, 
musiałby charakteryzować się trzema cechami (rys. 1):
• posiadaniem wewnętrznego oscylatora zdolnego do generowania rytmu 24-go- 

dzinnego;
• istnieniem mechanizmów, które pozwalałyby na dostrojenie zegara wewnętrzne­

go z zewnętrznym rytmem dobowym;
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RYSUNEK 1. Ogólny schemat funkcjonowania zegara biologicznego

• posiadaniem możliwości wyprowadzania sygnałów będących wypadkową rytmu 
wewnętrznego i informacji pochodzących ze środowiska.

Istotną cechą oscylatora biologicznego, szczególnie w przypadku organizmów 
zmiennocieplnych, powinna być również zdolność do kompensacji zmian w tem­
peraturze środowiska.

U ssaków istnienie takiego oscylatora już dawno wiązano z jądram i nadskrzy- 
żowaniowymi podwzgórza (SCN; ang. suprachiasmatic nucleus). Zwierzęta ope­
racyjnie pozbawione tych struktur charakteryzowały się arytmią wielu spośród 
cyklicznie zachodzących procesów życiowych [51]. Rozregulowaniu podlegał rów­
nież okołodobowy rytm melatoninowy. Z kolei przeszczep SCN prowadził do przy­
wrócenia rytmiki okołodobowej u zwierząt, które jej uprzednio nie wykazywały, 
przy czym okres tak przywróconego rytmu był charakterystyczny dla dawcy prze­
szczepu [37]. Obecność SCN stanowi zatem warunek konieczny, ale jak  widać 
również wystarczający dla generowania rytmu dobowego u ssaków. Za rolą SCN 
w utrzymywaniu rytmów okołodobowych przemawiają także dane anatomiczne. 
Jądra te bowiem są za sprawą neuronalnego szlaku siatkówkowo-podwzgórzowego 
(RHT; ang. retino-hypothalmic tract) funkcjonalnie powiązane z siatkówką, co po-
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zwala na spełnienie drugiego warunku postawionego przed oscylatorem biologi­
cznym, a mianowicie odbierania bodźców świetlnych, które stanowią podstawową 
informację o dobowym rytmie zmian zachodzących w środowisku. Z drugiej strony 
sporą frakcję komórek SCN stanowią ciała neuronów, których aksony unerwiają 
szyszynkę. W hodowli in vitro wykazano, że pojedyncze komórki SCN są zdolne 
do wytwarzania i utrzymywania rytmu dobowego swojej aktywności nerwowej. 
Jest to istotna przesłanka przemawiająca za przyjęciem hipotezy komórkowego 
charakteru oscylatora biologicznego, a odrzuceniem koncepcji wyjaśniającej po­
wstawanie endogennych cykli okołodobowych jako wyniku kooperacyjnych od­
działywań międzyneuronalnych.

Jednym z przejawów rytmu dobowego, obserwowanego w izolowanych SCN 
czy też nawet w pojedynczych komórkach tej struktury, były cykliczne zmiany 
w aktywności elektrofizjologicznej. Istniało nawet przypuszczenie, że zmiany te 
są zmianami pierwotnymi i stanowią wahadło oscylatora biologicznego. M ożliwości 
takiej przeczą jednak wyniki prac z użyciem tetrodotoksyny [61]. Stwierdzono, 
że całkowite zablokowanie wyładowań bioelektrycznych w SCN na skutek inkubacji 
tkanki w środowisku zawierającym ten związek było zjawiskiem odwracalnym i 
nie towarzyszyło mu przesunięcie w fazie cyklu. Udanych eksperymentów nad 
przesunięciem w fazie rytmu dobowego dokonano natomiast przy użyciu inhibitorów 
syntezy białek. Stosując takie związki, jak: puromycyna, cykloheksymid czy ani- 
zomycyna, udało się przyspieszyć bądź opóźnić fazę cyklu dobowego u pierw ot­
niaków [11], grzybów [34], glonów [24], mięczaków [23], a także u kręgowców
[55]. U ssaków rozregulowanie rytmu dobowego można było uzyskać podając in­
hibitory miejscowo -  bezpośrednio do SCN [22]. Mechanizm, przez który inhibitory 
syntezy białka powodowały zaburzenia w rytmie dobowym, początkowo nie był 
jasny. Zjawisko to nie wykluczało właściwie żadnego z proponowanych w tym 
czasie wyjaśnień. Niemniej na podstawie tych właśnie danych zbudowano model 
transkrypcyjno/translacyjny oscylatora biologicznego, który znalazł później potwier­
dzenie w doświadczeniach opartych na metodach biologii molekularnej. Podstawą 
modelu było założenie mówiące o tym, że pierwotnym sygnałem cyklu dobowego 
jest zmienna ekspresja genu określonego białka o właściwościach autosupresyjnych. 
Zdolność takiego białka do bezpośredniego bądź pośredniego hamowania ekspresji 
swojego genu stanowiłaby w tym układzie ujemne sprzężenie zwrotne, pozwalające 
na rytmiczne wahania w jego ekspresji i na zamknięcie pętli mechanizmu leżącego 
u podstaw rytmiki okołodobowej. Jednocześnie takie czynniki, jak: tempo doj­
rzewania transkryptów i przemian potranslacyjnych, czas degradacji białka, szybkość, 
z jaką może ono przechodzić z cytoplazmy do jądra oraz jego zdolność do wiązania 
się z miejscami promotorowymi, byłyby wielkościami wyznaczającymi okres cyklu. 
Koncepcja transkrypcyjnego oscylatora rytmu okołodobowego postulowała istnienie 
białka(ek), których poziom w komórce, jak  również poziom kodującego je  mRNA, 
ulegałyby regularnym wahaniom okołodobowym. To zaś stanowiło wskazówkę co
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do kierunku dalszych badań w chronobiologii. Pierwszej udanej identyfikacji genów 
związanych z cyklem dobowym dokonano jednakże w inny sposób wykorzystując 
mutanty o zaburzonych rytmach dobowych. Mutanty takie wyselekcjonowano naj­
pierw u muszki owocowej Drosophila melanogaster, a wkrótce potem u pleśni 
chlebowej Neurospora crassa.

GENY ZEGAROWE FRQ

Badania nad rytmem dobowym u Neurospora crassa mają już dosyć długą historię, 
sięgającą końca lat pięćdziesiątych [35]. Zainteresowanie, jakie wzbudził ten grzyb 
u chronobiologów, było pochodną charakterystycznej okołodobowej rytmiki wy­
twarzania konidiów. Nie bez znaczenia była również dobrze poznana genetyka 
tego organizmu, który jako jeden z pierwszych stał się obiektem badań biologów 
molekularnych. Pierwsze udane selekcje mutantów cyklu okołodobowego u Neu­
rospora crassa zawdzięczamy zespołowi J.F. Feldmana [12]. Izolowane przez nich 
mutanty opisywano skrótem frq  (od ang. frequency) i u większości z nich zaburzenia 
w rytmie dobowym wiązały się z mutacją w obrębie tego samego genu, nazwanego 
w związku z tym genem frq . M utacje genu frq  prowadziły do wydłużenia bądź 
skrócenia okresu rytmu, jak  również w przypadku mutacji frq  do utraty zdolności 
do kompensacji zmian temperatury. W warunkach standardowych mutanty f r q 9 
charakteryzowały się całkowitą arytmią. Jak wykazały późniejsze prace, ekspresja 
genu frq  przebiega rytmicznie, a okres rytmu pokrywa się z rytmem morfologicznych 
przemian obserwowanych in vivo [3]. Stała ekspresja frq  w szczepach transfor­
mowanych nie była w stanie odtworzyć cyklu w mutantach frq 9, jak również pro­
wadziła do arytmii u pozostałych mutantów oraz u form dzikich*. Sama obecność 
białka FRQ nie wystarczała zatem dla utrzymania cyklu. Udało się również wykazać 
autosupresyjny charakter produktów genu frq. Związana z innym promotorem stała 
ekspresja tego genu prowadziła do zablokowania ekspresji endogennego frq . Białko 
FRQ doskonale się zatem wpasowuje w transkrypcyjno/translacyjny model zegara 
biologicznego. Dodatkowych danych, po części potwierdzających ten model, do­
starcza analiza sekwencji genu frq . Koduje on przynajmniej dwa transkrypty, z 
których dłuższy odpowiada zapewne białku FRQ. W białku tym, zbudowanym 
z 898 aminokwasów, można odnaleźć między innymi kwaśne sekwencje chara­
kterystyczne dla czynników transkrypcyjnych, jądrowy sygnał lokalizujący, jak rów­
nież sekw encje PEST (sekw encje bogate w kodony dla proliny (P), kw asu 
glutaminowego (E), seryny (S) i treoniny (T)), które charakteryzują białka ulegające 
szybkiej degradacji. Na ekspresję genu frq  ma również wpływ ekspozycja na światło

*Typ dziki jest terminem powszechnie stosowanym do określania organizmów lub szczepów 
niezmutowanych
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-  czynnik, który podobnie jak u innych organizmów, również u N. crassa m oże 
spowodować przesunięcie w fazie cyklu. Stwierdzono, że już krótkie naświetlanie 
w świetle widzialnym prowadziło do szybkiego i wyraźnego wzrostu ekspresji genu 
frq, nawet w obecności produktów tej ekspresji [7]. Szybkość, z jaką dochodzi 
do indukcji frq , pozwala przypuszczać, że może to być pierwotna odpowiedź na 
działanie światła. Rola genu frq  i produktów jego ekspresji może być zatem dwojaka: 
obok udziału w generowaniu wewnętrznego rytmu okołodobowego, może również 
uczestniczyć w procesach dostrajania cyklu wewnętrznego do zewnętrznych cyklów 
oświetlenia. Najnowsze dane wskazują na stosunkowo długi czas życia FRQ w 
komórce. Jego poziom osiąga maksimum w 4 godziny po piku frq  mRNA, a następnie 
spada stopniowo do wartości minimalnej, co nieznacznie poprzedza kolejny pik 
frq  mRNA. Sugeruje to możliwość oparcia pętli ujemnego sprzężenia zwrotnego 
na tylko jednym  genie i białku, co sprowadzałoby model transkrypcyjno/translacyjnej 
regulacji cyklu dobowego do najprostszej z możliwych postaci. W iadomo ju ż  jed ­
nakże, że opisywany układ w rzeczywistości nie jest tak prosty. Doświadczenia 
z użyciem znakowanych przeciwciał wskazują na istnienie alternatywnego białka 
FRQ, związanego z obecnością dodatkowego promotora w obrębie ORF (ang. open 
reading fram e) genu frq  [13]. Co więcej, obydwie formy FRQ ulegają intensywnej 
fosforylacji, która może być nie bez znaczenia dla potencjalnej aktywności trans­
krypcyjnej FRQ, jak  również dla procesów degradacji tego białka. Dalszej kom ­
plikacji, ale również i zrozumienia cyklu okołodobowego N. crassa dostarczyły 
badania nad mutantami genów white collar: wc-] i wc-2. Geny white collar już 
od dawna wiązano z procesami odbierania bodźców świetlnych. Istniało zatem 
uzasadnione przypuszczenie, że ich mutacje mogą wpływać na rytm dobowy poprzez 
modulacje informacji świetlnych. Okazało się jednak, że oprócz udziału w syn­
chronizacji rytmów endogennych z rytmem zmian czynników środowiska (mutanty 
wc-1' są niewrażliwe na działanie światła), produkty ekspresji genów wc stanowią 
istotny element oscylatora u N. crassa. Zarówno mutanty wc-]', jak i wc-2' nie 
są zdolne do utrzymania rytmu dobowego. O ile jednak produkty genu wc-2 są 
absolutnie niezbędne do zamknięcia pojedynczej pętli sprzężenia zwrotnego, o tyle 
mutanty w c-1' mogą przejść przez przynajmniej jeden cykl ekspresji frq  [6]. Powyższe 
dane, jak  również budowa białek WC (są to białka wiążące DNA, wykazujące 
duże podobieństwo do czynników transkrypcyjnych rodziny GATA) pozwoliły na 
stworzenie modelu oscylatora biologicznego N. crassa, w którym białko W C-2 
byłoby odpowiedzialne za aktywację ekspresji genu frq , samo zaś podlegałoby 
pośredniej bądź bezpośredniej supresji przez białko FRQ (rys. 2). Tym samym 
W C-2 byłoby integralnym składnikiem pętli sprzężenia zwrotnego. W modelu tym, 
WC-1 byłoby białkiem modulującym działanie oscylatora oraz czynnikiem, którego 
zdolność do aktywacji ekspresji/rg umożliwiałaby przesunięcie fazy cyklu dobowego 
N. crassa pod wpływem światła.
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RYSUNEK 2. Model zegara biologicznego u Neurospora crassa: GN -  geny będące pod bezpośrednią 
kontrolą oscylatora, a które nie uczestniczą w generowaniu rytmu dobowego

Znaczenie odkrycia roli genów wc-1 i wc-2 nie ogranicza się wyłącznie do 
lepszego zrozumienia mechanizmów funkcjonowania oscylatorów biologicznych. 
Rzuca również pewne światło na filogenezę tych mechanizmów. Zarówno WC-1, 
jak  i W C-2 zawierają domenę PAS (PER/ARNT/SIM), która, jak  się powszechnie 
uważa, jest odpowiedzialna za interakcje między białkami. Domena ta, choć można 
ją  odnaleźć w białkach organizmów należących do różnych grup systematycznych, 
występuje dość rzadko. M ożna ją  jednak spotkać w białkach związanych z recepcją 
światła u bakterii, roślin i grzybów oraz w białkach związanych z cyklem oko- 
łodobowym u owadów i kręgowców (patrz niżej). Produkty ekspresji genów white 
collar łączą w sobie cechy obydwu grup. Być może białka oscylatorów biologicznych, 
a przynajmniej niektóre z nich, wyodrębniły się właśnie z białek fotoreceptorowych.
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KLASYCZNE MUTANTY CYKLU DOBOWEGO 
MUSZKI OWOCOWEJ

Podobnie jak  u grzybów, mutacje u pierwszych uzyskanych mutantów cyklu 
dobowego muszki owocowej związane były z pojedynczym genem. M utanty cha­
rakteryzował wydłużony (perL) albo skrócony okres rytmu dobowego (perS), bądź 
też całkowita utrata rytmu (per°) [28]. Sklonowanie genu period  [4,5] pozwoliło 
stwierdzić cykliczny charakter jego ekspresji [18], jak również cykliczne wahania 
w stężeniu białka PER [47]. W ahania miały miejsce zarówno w warunkach zew­
nętrznego cyklu dobowego światło-ciemność (LD), jak i w stałej ciemności (DD). 
W warunkach DD amplituda wahań była jednakże mniejsza. W odróżnieniu od 
cyklu fr q , maksymalna ekspresja genu per  u muszek hodowanych w warunkach 
LD przypadała na koniec fazy jasnej, natomiast maksymalny poziom produktów 
tego genu na środek fazy ciemnej. Podobnie jednak do FRQ, produkt genu p er  
wykazywał zdolność do autosupresji, co wraz z innymi jego cechami wskazywało, 
że białko to może stanowić integralny element oscylatora. Ekspresja egzogennego 
p er  prowadziła bądź do przesunięcia fazy cyklu, jak  to miało miejsce przy stymulacji 
punktowej [9], bądź do zmniejszenia amplitudy wahań w ekspresji endogennego 
p er , do czego dochodziło podczas stałej stymulacji. W tym ostatnim przypadku, 
odpowiednio wysoki poziom ekspresji egzogennego per  mógł doprowadzić także 
do całkowitego zaniku 24-godzinnej oscylacji per. Te same badania świadczą jednak
0 tym, że cykliczna ekspresja endogennego per , a w szczególności cykliczna aku­
m ulacja jego produktów może zachodzić przy stałej ekspresji per  egzogennego. 
Co więcej stała ekspresja egzogennego per  u mutantów per0 przywracała cykliczne 
wahania PER. Świadczyłoby to o tym, że choć poziom PER w komórce regulowany 
jest na poziomie transkrypcji [17], nie jest to jedyny mechanizm regulacji. Sto­
sunkowo długi okres między maksymalną akumulacją mRNA i białka PER sugerował 
możliwość kontroli potranskrypcyjnej, co znalazło potwierdzenie eksperymentalne 
[63]. Na stężenie PER może mieć też wpływ kinetyka procesów degradacji tego 
białka, ta zaś może być modulowana przez zmiany potranslacyjne. Różnice w ru­
chliwości elektroforetycznej obserwowane między wyznakowanymi im m unologi­
cznie PER z różnych etapów cyklu potwierdziły modyfikacje potranslacyjne tego 
białka i wykazały dodatkowo, że za cykliczne zmiany w masie cząsteczkowej PER 
odpowiadają procesy fosforylacji [10]. Wyniki ostatnich badań wskazują, że procesy 
te zachodzą przy współudziale produktów genu opisanego jako dbt (double-time)
1 że ich brak prowadzi bądź do zaburzeń cyklu dobowego, bądź do całkowitej 
jego utraty w warunkach stałej ciemności. Cechą charakterystyczną muszek owo­
cowych nie mających genu dbt (dbtF) jest bardzo wysoki poziom PER oraz niskie 
ufosforylowanie tego białka [36]. Mutanty dbtS (o skróconym okresie rytmu do­
bowego) i dbtL (o wydłużonym cyklu) wykazywały odpowiednio przyspieszone
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bądź spowolnione tempo fosforylacji PER. Analiza sekwencji genu dbt ujawniła, 
że koduje on białko będące homologiem ludzkiej kinazy kazeinowej l£, co może 
świadczyć o bezpośrednim udziale produktów genu dbt w fosforylacji PER [27]. 
Kolejnym czynnikiem, który wpływa na poziom i lokalizację białka PER w komórce, 
jest inne białko, któremu ze względu na mutację, dzięki której zostało odkryte 
(timeless), nadano nazwę TIM [43]. Mutanty tim (tim0I), obok zaburzeń okołodo- 
bowego rytmu akywności motorycznej, charakteryzują się również odmiennym m e­
tabolizm em  per. Chociaż ekspresja per  u tych mutantów podlega fluktuacji, to 
jednak wahania w poziomie per  RNA nie odpowiadają rytmice dobowej, a amplituda 
tych wahań ulega spłaszczeniu. Odmienna jest też lokalizacja w komórce PER, 
które u form dzikich może przechodzić do jądra komórkowego, natomiast u mu­
tantów pozostaje w cytoplazmie [60]. Obecność sekwencji PAS w PER i ścisły 
związek jego przemian z genem tim stał się przesłanką hipotezy, zgodnie z którą 
regulacja PER jest kontrolowana między innymi poprzez dimery zacje z TIM. Chociaż 
zsekwencjonowanie genu tim  wykazało brak sekwencji PAS w produkcie jego eks­
presji [33], tworzenie kompleksów PER z TIM znalazło potwierdzenie doświad­
czalne. Stwierdzono bowiem, że PER może wchodzić w skład większych kompleksów 
białkowych, których masa cząsteczkowa odpowiadałaby masie cząsteczkowej po­
stulowanych kompleksów PER-TIM, a których nie obserwuje się u mutantów tim0
[62]. Powstawanie takich kompleksów jest zapewne niezbędnym etapem przecho­
dzenia PER z cytoplazmy do jądra. Analiza sekwencji aminokwasowej wskazuje 
na obecność regionu zasadowego, który mógłby potencjalnie pełnić funkcje ją ­
drowego sygnału lokalizacyjnego [33]. Bardzo istotne są w tym kontekście cykliczne 
wahania w ekspresji tim, których okres i faza są zgodne z rytmiką ekspresji per  
[44]. Podobne analogie w rytmie dobowym obserwuje się także w przypadku białek 
TIM i PER [62]. Obok regionu zasadowego, białko TIM zwiera również sekwencje 
silnie kwasowe, których obecność jest jedną z cech charakteryzujących domeny 
aktywujące niektórych czynników transkrypcyjnych. Rozpatrywano w związku z 
tym możliwość bezpośredniego uczestnictwa tego białka w zależnej od PER kontroli 
ekspresji genu per. Hipoteza ta jednak, wobec ostatnich odkryć, straciła rację bytu.

Odkrycie białka TIM pozwoliło również na lepsze zrozumienie mechanizmów 
odpowiedzialnych za synchronizację endogennego rytmu okołodobowego z rytmem 
zewnętrznym. Okazało się bowiem, że białko to ulega szybkiej degradacji podczas 
ekspozycji na działanie światła [21, 32]. Analiza spektralna dodatkowo potwierdziła 
udział TIM w procesach synchronizacji. Degradacja TIM i przesunięcie w fazie 
rytmu aktywności motorycznej pod wpływem światła wykazywały bowiem iden­
tyczną zależność od długości fali stosowanego oświetlenia [53]. U muszek ho­
dowanych w warunkach LD, ekspozycja na światło, a tym samym degradacja TIM 
we wczesnym okresie fazy ciemnej prowadziła do opóźnienia fosforylacji PER 
i wnikania tego białka do jądra. Opóźnienie to odpowiadało opóźnieniu fazy rytmu 
aktywności motorycznej. Podobną analogię można było stwierdzić przy ekspozycji
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na światło w późnym okresie fazy ciemnej. W tym przypadku przyspieszeniu fazy 
rytmu aktywności motorycznej towarzyszyła przyspieszona fosforylacja PER [29].

MUTANTY O ZABURZONYM CYKLU DOBOWYM 
U SSAKÓW

Pierwszymi ssakami, a jednocześnie kręgowcami, u których powodzeniem za­
kończyły się próby uzyskania mutantów cyklu dobowego, były chomiki syryjskie 
M esocricetus auratus [38]. W warunkach stałej ciemności mutacja, której nadano 
nazwę tau, powodowała skrócenie cyklu dobowego o 2 godziny u potomstwa hete- 
rozygotycznego i o 4 godziny u homozygot. Rytmy dobowe u mutantów tau, szcze­
gólnie homozygotycznych, wykazywały również inną niż u osobników dzikich 
wrażliwość na światło. Chociaż istniało duże prawdopodobieństwo, że opisana mu­
tacja dotyczy białka będącego integralnym składnikiem oscylatora biologicznego 
u ssaków, odkrycie to, ze względu na słabo poznaną genetykę M. auratus, stanowiło 
ślepą uliczkę. Dopiero w kilka lat później, po udanej mutagenezie, zespół J.S. 
Takahashi’ego wyizolował mutanty cyklu dobowego myszy [59] -  gatunku, będącego 
już od dawna w kręgu zainteresowań genetyków. Pozwoliło to na późniejsze sklo- 
nowanie i zsekwencjonowanie związanego z tą mutacją genu Clock [26]. W prze­
ciwieństwie do chomiczych mutantów, mutanty Clock utrzymywane w warunkach 
stałej ciemności wykazywały wydłużenie cyklu dobowego: u osobników heterozy- 
gotycznych o ok. 1 godzinę, a u homozygotycznych od 2 nawet do 5 godzin. 
U tych ostatnich dłuższe przebywanie w takich warunkach prowadziło ostatecznie 
do całkowitej utraty rytmu. Gen Clock jest sporą jednostką transkrypcyjną prze­
kraczającą swoją długością 100 tysięcy par zasad, wśród których 2565 przypadałoby 
na ramkę odczytu, to zaś odpowiadałoby białku o masie ok. 96,4 kDa. Analiza 
sekwencji ORF wskazuje, że białko to powinno zawierać wiele potencjalnych miejsc 
fosforylacji oraz dwa miejsca N-glikozylacji, co mogłoby wiązać się z funkcją 
czynnika transkrypcyjnego. Najistotniejszą cechą produktu ekspresji Clock jest obe­
cność domen PAS oraz bHLH (ang. basie helix-loop-helix). Pierwsza z nich, jak 
już pisaliśmy, odpowiada za tworzenie kompleksów między białkami i można ją  
odnaleźć w produktach ekspresji innych genów uczestniczących w regulacji cyklu 
dobowego: per  i white collar. Dodatkowa obecność sekwencji bHLH wskazuje 
na zdolność białka CLOCK do wiązania się z DNA. Co istotne, sekwencja E-box, 
która stanowi miejsce wiążące dla niektórych czynników transkrypcyjnych zawie­
rających domenę bHLH [54], została ostatnio zidentyfikowana w obrębie promotora 
genu p er  muszki owocowej [16]. Istnienie białka zbliżonego do CLOCK (zawie­
rającego domeny bHLH i PAS) postulowane było już wcześniej w modelu regulacji 
cyklu dobowego muszki owocowej. W krótce okazało się, że przewidywania te
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były jak  najbardziej uzasadnione. Zanim jednak do tego doszło, odkryto białka 
homologiczne do muszego PER u ssaków: myszy -  mPER i człowieka - hPER.

W badaniach immunohistochemicznych, prowadzonych na mózgu szczura, przy 
zastosowaniu przeciwciał dla białka PER D. melanogaster, stwierdzono obecność 
antygenów dla tych przeciwciał w SCN [48]. Stanowiło to zachętę do poszukiwań 
genów homologicznych do per  u ssaków. Długo jednak podjęte działania nie przy­
nosiły rezultatów i dopiero ostatnio zakończyły się sukcesem. ’Dwie niezależne 
grupy badawcze stwierdziły obecność zbliżonych sekwencji w genomie myszy i 
człowieka [52, 57]. W krótce potem okazało się, że zarówno u człowieka, jak  i 
u myszy, genów wykazujących takie podobieństwo jest więcej [1, 56]. Zostały 
one opatrzone nazwami odpowiednio: hperl i hper2 oraz mperJ, mper2 (łub też 
alternatywnie h-rigui i m-rigui) i mper3. Chociaż podobieństwo sekwencji między 
genem muszki owocowej a jej ssaczymi homologami nie było wysokie (geny mysie 
i ludzkie zawierają np. sekwencje bHLH -  nieobecne w genie per), homologia 
sekwencji PAS, które zawierały się w tych genach, była najwyższa spośród wszystkich 
innych genów kodujących domenę PAS. Co istotniejsze, zachowanie się mysich 
odpowiedników per, które poddano bliższej analizie wskazywało, że geny te mogą 
uczestniczyć w regulacji cyklu okołodobowego. Ekspresja tych genów była szcze­
gólnie silna w tkankach związanych z rytmem okołodobowym, w szczególności 
w SCN i charakteryzowała się wyraźnymi wahaniami dobowymi. Odmiennie w 
stosunku do per, ekspresja m perl w SCN była maksymalna w środkowym okresie 
fazy jasnej. Co ciekawe, stwierdzono przesunięcie w fazie rytmu pomiędzy różnymi 
tkankami. I tak na przykład, pik ekspresji m perl w siatkówce oraz w móżdżku 
w komórkach Purkiniego był opóźniony w stosunku do SCN o ok. 6 godzin. Inny 
był też wpływ światła na ekspresję m p e rl. Podobnie jak miało to miejsce w przypadku 
genów frq, ekspozycja na światło prowadziła do gwałtownego wzrostu ekspresji 
m perl [46]. Towarzyszyło temu przesunięcie fazy cyklu. Oscylacja ekspresji genu 
mper2 również podlega synchronizacji z zewnętrznym rytmem zmian dnia i nocy, 
jednakże gen ten nie jest indukowany sygnałem świetlnym. Przesunięcie w fazie 
ekspresji mper2 jest zatem zjawiskiem wtórnym i najprawdopodobniej zależy od 
zmian w ekspresji m perl. Ponieważ ekspresja genu mper2 jest poprzedzona eks­
presją m perl o ok. 4 godziny, istnieje pewne prawdopodobieństwo tego, że również 
wahania mper2 są jedynie pochodną rytmiki m p e rl.

ZAMKNIĘCIE PĘTLI

Konserwatyzm, jaki obserwowano w mechanizmach regulacji cyklu okołodo­
bowego, obecność białek PER u ssaków, jak  również domniemanie istnienia białka 
zawierającego domeny bHLH i PAS u owadów, dały impuls do badań, które osta­
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tecznie doprowadziły do sklonowania i identyfikacji genów, których produkty po­
zwoliły domknąć pętlę rytmu okołodobowego muszki owocowej. W wyniku pro­
wadzonych na szeroką skalę mutagenizacji i poszukiwań nowych szczepów o 
zaburzonym cyklu okołodobowym uzyskano mutanta opisanego początkowo jako 
Jrk [2]. Homozygoty Jrk/Jrk charakteryzowały się całkowitą utratą rytmu aktywności 
ruchowej w warunkach stałej ciemności, jak również (z nielicznymi wyjątkami) 
w warunkach dzień/noc. M utacja miała charakter semidominujący i także organizmy 
heterozygotyczne Jrk/+ wykazywały zaburzenia bądź nawet całkowitą utratę rytmu. 
Stwierdzono również, że mutanty Jrk wykazują niski poziom białek PER i TIM . 
Sklonowanie genu Jrk wykazało, że koduje on homolog mysiego genu Clock (stąd 
opisano go jako dClock bądź Clk). U mutantów Jrk w genie tym doszło do zamiany 
pojedynczej zasady, w wyniku czego pojawił się przedwczesny kodon terminujący 
i utrata 1/4 C-końcowej części białka. W doświadczeniach z wykorzystaniem kon- 
struktów genu lucyferazy i promotorów per  bądź tim  wykazano w sposób bez­
pośredni, że dCLOCK może indukować ekspresję genów per  i tim oraz że zgodnie 
z przewidywaniami indukcja ta zachodzi przy udziale sekwencji E-box w obrębie 
promotora tych genów [8]. M utacje w tym rejonie znosiły zdolność dCLOCK do 
indukcji transkrypcji w promotorach genów per  i tim. Jednocześnie stała ekspresja 
genów per  i tim (z promotora aktyny 5C) prowadziła do 4,5-krotnego spadku poziomu 
zależnej od dCLOCK transkrypcji z sekwencji E-box promotorów per  i tim  [8]. 
Efekt ten nie występował w przypadku nieobecności białka dCLOCK bądź wtedy, 
gdy sekwencja E-box była zmutowana. Może to świadczyć o bezpośredniej inhibicji 
aktywności transkrypcyjnej dCLOCK przez białka PER i TIM. Jeśli się uwzględni 
obecność sekwencji PAS w białku PER, inhibicja ta mogłaby zachodzić przez zw ią­
zanie się kompleksu PER-TIM lub samego PER (rola TIM ograniczałaby się w 
takim przypadku jedynie do umożliwienia przejścia PER z cytoplazmy do jądra) 
z białkiem dCLOCK. Bezpośrednia inhibicja aktywności transkrypcyjnej białka 
dCLOCK przez dimer PER-TIM oznaczałaby ostateczne zamknięcie pętli sprzężenia 
zwrotnego odpowiedzialnego za generowanie rytmu okołodobowego muszki owo­
cowej .

Istotnym uzupełnieniem wyłaniającego się modelu było odkrycie udziału genu 
dbm all w omawianych procesach. Ssaczy homolog tego genu został odkryty uprze­
dnio jako sierocy czynnik tran skry pcyjny (MOP3) [19]. U muszki owocowej m utacja 
w obrębie tego genu była przyczyną zaburzeń rytmu okołodobowego u mutantów 
cycle (cyc) [40]. M utacja cyc prowadziła do zaburzeń, których charakter był zbliżony 
do zmian obserwowanych u mutantów Jrk (dClock). To, jak  również zdolność 
mysiego BMAL1 do wiązania się z CLOCK [20] pozwala przypuszczać, że białko 
dBM ALl tworząc dimery z dCLOCK uczestniczy w indukcji transkrypcji genów 
per  i tim  (rys. 3). Dane płynące z prac nad myszami pozwalają sądzić, że ssaczy 
mechanizm kontroli rytmu dobowego doskonale pasuje do modelu opisanego po­
wyżej. Region promotorowy m perl zawiera trzy sekwencje E-box identyczne z
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RYSUNEK 3. Proponowany mechanizm generowania rytmu dobowego w komórkach owadów i ssaków 
(opis w tekście)

obserwowanymi u muszki owocowej, wszystkie z nich stanowią potencjalne miejsca 
regulacji ekspresji m perl przez heterodimer CLOCK-BM AL1. Co więcej, obecność 
przynajmniej jednego z nich jest warunkiem koniecznym aktywacji transkrypcji 
m perl przez CLOCK-BMAL1 [15].

Opisany model TIM-PER-CLOCK-BMAL1 regulacji cyklu okołodobowego wy­
kazuje wyraźne analogie z wcześniej przedstawionym modelem oscylatora u N. 
crassa. Stanowi tym samym dodatkowy argument przemawiający za uniwersalnością 
mechanizmów leżących u podstawy działania oscylatora rytmów okołodobowych. 
Próby odnalezienia białka PER u innych organizmów przyczyniły się jednakże 
do podważenia postulowanej uniwersalności. Jednym z pierwszych organizmów, 
u których udało się zidentyfikować gen i białko homologiczne do PER, był jedwabnik 
dębowy (Antheraea pernyi) [39]. Podobnie jak u muszki owocowej, funkcje tego 
genu związane są z utrzymaniem rytmu okołodobowego. Zarówno ekspresja tego 
genu, jak  i akumulacja produktów tej ekspresji zachodzi w sposób rytmiczny. Przy 
istniejących różnicach w sekwencji, ekspresja pochodzącego od tej ćmy analoga 
genu per  u mutantów muszki owocowej per0 prowadzi do odbudowania rytmu 
okołodobowego u tych mutantów [30]. Pomimo tego mechanizm funkcjonowania 
oscylatora biologicznego u A. pernyi zdaje się odbiegać od poznanych wcześniej.
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Prace I. Saumana i S.M. Repperta wykazały, że obecność białka PER i TIM w 
komórkach neuronalnych odpowiedzialnych za utrzymywanie rytmu dobowego u 
Antheraea pernyi ogranicza się wyłącznie do cytoplazmy [41]. Przechodzenie tych 
białek do jądra nie jest zatem warunkiem koniecznym dla kontroli ekspresji genów 
per  i tim. Ci sami badacze stwierdzili jednocześnie istnienie oscylacji w poziomie 
antysensowego RNA i zgodnie z ich przypuszczeniami, właśnie one odpowiadają 
za powstanie rytmu dobowego u A. pernyi. Chociaż ekspresja genu per  w komórkach 
neuronalnych ćmy A. pernyi nie zależy od wahań poziomu produktów swojej eks­
presji, oscylacja PER nie jest zapewne jedynie zbędną pozostałością wcześniej fun­
kcjonujących mechanizmów i produktem ubocznym cyklicznej ekspresji per. M ogą 
one w dalszym ciągu stanowić składnik zegara biologicznego, chociaż już n ie jak o  
element oscylatora, lecz raczej jako element mechanizmów wyprowadzających. Z a­
hamowanie syntezy PER prowadziło bowiem do zmian behawioralnych A. pernyi 
[42].

ZAKOŃCZENIE

Opisany powyżej model oscylatora biologicznego CLOCK-BM AL1-PER-TIM  
nie jest jedynym  mechanizmem kontrolującym rytmikę okołodobową. Obok niego, 
do najlepiej poznanych należy mechanizm okołodobowej regulacji aktywności NAT. 
Przełomowe znaczenie w zrozumieniu mechanizmów kontroli aktywności tego en­
zymu miały prace J. Stehlego i P. Sassone-Corsi, którzy jako pierwsi zaproponowali 
model oparty o czynniki transkrypcyjne należące do rodziny CREB/ATF [50]. De­
cydującą rolę w tym modelu mają dwa białka. Pierwszym z nich jest CREB (ang. 
cAM P response element binding protein), którego forma ufosforylowana tworzy 
dimery spełniające funkcję aktywatorów transkrypcji genu kodującego NAT. Drugim 
białkiem rodziny CREB/ATF o podstawowym znaczeniu w kontroli transkrypcji 
NAT jest ICER (ang. inducible cAM P early repressor). W łaśnie to białko, będące 
produktem alternatywnej ekspresji genu CREM (cAMP -  response element m o­
dulator), jest odpowiedzialne za funkcjonowanie pętli ujemnego sprzężenia zwrot­
nego, której oscylacja w sposób ujemny reguluje zdolność do aktywacji transkrypcji 
NAT przez CREB. W kontroli poziomu melatoniny uczestniczą jeszcze inne m e­
chanizmy. Prace prowadzone przez grupę D.C. Kleina wskazują na możliwość 
udziału procesów proteolitycznych w degradacji cząsteczek N AT pod wpływem 
światła [14]. Nie bez znaczenia zdają się być również procesy na poziomie ponad- 
komórkowym. Stwierdzono bowiem, że chociaż pojedyncze neurony SCN hodowane 
in vitro są zdolne do generowania rytmu okołodobowego swojej aktywności ele- 
ktrofizjologicznej, to ich fazy wykazują z czasem wyraźne zróżnicowanie [61]. 
Istnieje zatem konieczność zewnętrznej synchronizacji. W procesie tym może ucze­
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stniczyć między innymi melatonina. Hormon ten ma liczne receptory w obrębie 
SCN [58]. Podana w odpowiednim momencie cyklu, melatonina może wpływać 
na aktywność elektryczną neuronów SCN [45], jak również w sposób trwały prze­
suwać fazę tej aktywności [49]. W iadomo również, że melatonina wpływa na wy­
kazującą rytmikę okołodobow ą ekspresję c-fos w SCN [25] oraz na procesy 
fosforylacji CREB [31]. Ta kolejna, utworzona częściowo przez melatoninę, pętla 
sprzężenia zwrotnego nie jest zapewne ostatnią, z jaką mamy do czynienia w pro­
cesach generowania rytmów okołodobowych. W przyszłości czeka nas być może 
odkrycie kolejnych oscylatorów biologicznych. Obok mechanizmów, które leżą u 
podstaw ich działania, kwestią szczególnie ciekawą jest charakter wzajemnych od­
działywań między oscylatorami. Obserwując gwałtowny postęp w dziedzinie, jaką 
jest chronobiologia, można się spodziewać, że niektóre z tych problemów znajdą 
rozwiązanie już wkrótce.
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Streszczenie: Limfocyty T są wyspecjalizowane w swoistym rozpoznawaniu obcych antygenów, prezen­
towanych przez cząsteczki MHC na komórkach prezentujących antygen (APC). Dzięki strukturalnemu 
i funkcjonalnemu współdziałaniu receptora limfocytaT (TCR) i kompleksu CD3 sygnał aktywacji zostaje 
przekazany przez błonę do wnętrza komórki. Aktywacja spoczynkowych limfocytów T za pośrednic­
twem TCR/CD3 jest indukowana przez zasadnicze w tym procesie reakcje fosforylacji i defosforylacji 
regulujące funkcje i interakcje wielu molekuł sygnałowych. Kluczową rolę w kaskadzie sygnałowej pełni 
reszta fosfotyrozyny sekwencji ITAM łańcucha CD3-Ç. Stymulacja antygenowa limfocytów T prowadzi 
w komórce do kaskady reakcji biochemicznych, powstania wielu przekaźników sygnału i inicjacji 
wtórnych szlaków sygnałowych wpływających na ekspresję czynników transkrypcyjnych genów cyto- 
kin (IFN-y, IL-2). Warunkiem ich aktywacji jest integracja sygnałów płynących z TCR/CD3 i CD28. 
Aktywacja komórki T jest funkcjonalną konsekwencją stymulacji antygenowej, wiodącą do proliferacji 
komórek, produkcji cytokin oraz indukcji funkcji efektorowych.
(Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 629-650)

Słowa kluczowe: limfocyt T, TCR/CD3, stymulacja antygenowa, transdukcja sygnału.

Summary: T cells are specialized to recognition of antigens presented by MHC molecules on APC (ang. 
antigen presenting cells). Due to structural and functional cooperation of T cell antigen receptor (TCR) 
with CD3 complex, the activation signal is transmitted through the plasma membrane. Activation of 
rested T cells occurs upon antigen or monoclonal antibody stimulation. This process is induced by the 
events of phosphorylation or dephosphorylation which regulates the interactions between signaling 
molecules. The pivotal role in signaling cascade plays phosphotyrosine residue in ITAM motifs of CD3-Ç

*Praca sponsorowana przez grant KBN nr 4 P05B 008 12.
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chain. Antigen stimulation of T cells leads to cascade of biochemical events and creates many signaling 
messengers. Second signaling pathway up-regulates the transcriptional factors expression of cytokine 
genes (IFN-y, IL-2). The most important event is integration of signaling cascades from TCR/CD3 and 
CD28. The activation of T cells is a functional consequence of antigen stimulation leading to proliferation, 
cytokine production and induction of effector functions.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 629-650)

Key words: T cell, TCR/CD3, antigen stimulation, signal transduction.

WPROWADZENIE

Do zapoczątkowania odpowiedzi odpornościowej, zarówno humoralnej jak i 
komórkowej, wymagana jest prezentacja antygenu pomocniczym limfocytom T przez 
komórki prezentujące antygen (APC -  ang. antigen presenting cells). Funkcję ko­
mórek APC spełniają makrofagi, komórki dendrytyczne i limfocyty B, mające na 
swojej powierzchni antygeny zgodności tkankowej klasy II (MHC -  ang. major 
histocompatibility complex). Antygeny ulegają degradacji pod wpływem enzymów 
lizosomalnych w komórkach fagocytujących APC. Polega ona w swej istocie na 
rozwinięciu struktury globulamej białek antygenowych do struktury szkieletowej. 
Niefagocytujące komórki APC degradują antygen prawdopodobnie przy pomocy 
proteinaz błonowych. Produkty trawienia antygenu wiążą się z antygenami MHC 
klasy II w retikulum endoplazmatycznym, skąd są przenoszone w postaci kompleksu 
na powierzchnię komórek APC. Związanie peptydu antygenowego przez swoiste 
ugrupowanie aminokwasowe z antygenem zgodności tkankowej zapewnia mu od­
powiednią orientację przestrzenną sprzyjającą ekspozycji epitopów, wiążących się 
z receptorem limfocytów T -  TCR (ang. T-cell receptor). Cząsteczka MHC spełnia 
podwójną rolę w prezentacji antygenu: uczestniczy w ułożeniu przestrzennym epi­
topów oraz pośrednio wpływa na odpowiednie usieciowanie receptorów TCR na 
limfocytach T. Pierwszym sygnałem aktywującym limfocyt T jest związanie struktury 
TCR/CD3 z kompleksem obcy antygen -  własny antygen zgodności tkankowej 
klasy II. Drugim niezbędnym sygnałem jest kostymulacja dodatkowych cząsteczek 
obecnych na powierzchni komórek T, wśród których najistotniejszą rolę przypisuje 
się antygenowi CD28 otrzymującemu drugi sygnał od cząsteczek rodziny B.7 (CD80, 
CD86) obecnych na powierzchni komórek prezentujących antygen (APC). Jedną 
z funkcjonalnych konsekwencji stymulacji antygenowej powierzchniowego kom­
pleksu TCR/CD3 jest aktywacja limfocyta T. Aktywowane limfocyty T proliferują 
dając początek klonom komórek potomnych, które za pomocą wydzielanych limfokin 
(m.in. IL-2) angażują inne komórki układu odpornościowego. Kompleks TCR/CD3 
składa się z receptora limfocytów T (TCR) o strukturze polimorficznego heterodimeru 
a(3, który jest wyspecjalizowany w swoistym rozpoznawaniu antygenów oraz niepo- 
limorficznego kompleksu CD3, składającego się z 6 łańcuchów polipeptydowych
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RYSUNEK 1. Struktura kompleksu TCR\CD3 (na podstawie [75]): a,(3 -  łańcuchy receptora TCR 
odpowiedzialne za swoiste rozpoznanie antygenu; y, 8, e, £ -  podjednostki kompleksu CD3 uczestniczące 
w przenoszeniu sygnału aktywującego

(y, 8, ££ i (rys. 1). Łańcuch £ pełni kluczową rolę w transdukcji sygnału aktywacji 
ze względu na obecność w jego domenie cytoplazmatycznej 3 sekwencji ITAM 
(ang. Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif), zawierających tyrozynę 
stanowiącą substrat dla komórkowych kinaz tyrozynowych [26, 74].

TRANSDUKCJA SYGNAŁU 
PRZEZ KINAZY TYROZYNOWE

Akty wacja spoczynkowych limfocytów T za pośrednictwem kompleksu TCR/CD3 
jest indukowana przez zasadnicze w tym procesie reakcje fosforylacji i defosforylacji, 
regulujące funkcje i interakcje wielu molekuł sygnałowych [77]. Jedną z najwcześ­
niejszych zmian biochemicznych o kluczowym znaczeniu, obserwowaną w nastę­
pstw ie aktyw acji lim focyta T, je s t w ydatne zw iększenie aktyw ności kinaz 
tyrozynowych z rodziny Src, Syk, Csk, Tec [55] oraz swoistej dla limfocytów 
T fosfatazy CD45 [45], która reguluje ich wzajemne oddziaływanie. Istnieje wiele 
eksperymentalnych dowodów zasadniczego znaczenia fosfotyrozyny w reakcjach 
kaskady sygnałowej [58]. Enzymy biorące aktywny udział w procesie przekazywania 
sygnału we wnętrzu komórki wiążą się za pomocą domen SH2 z resztami fo­
sfotyrozyny odpowiednich białek. Postuluje się również duże znaczenie białek 
adaptorowych (SHC, p36, Grb2 i in.), których zasadniczą funkcją jest „sprzęganie” 
ze sobą innych białek za pośrednictwem domen SH2 i SH3 [26, 56]. Polipeptydy 
tworzące kompleks TCR/CD3 nie mają aktywności enzymatycznej, natomiast po­
przez ścisły związek z kinazami tyrozyny p56lck i p59^y/l (należącymi do rodziny
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Src) oraz kinazą ZAP-70 (z rodziny Syk) uczestniczą w przekazywaniu sygnału 
i aktywacji limfocytów T [2, 5, 28, 77].

K inazy  ty rozyny  uczestn iczące  w przenoszen iu  sygnału  ak tyw acji

W proces przekazywania sygnału aktywacji limfocyta T włączone są kinazy 
tyrozyny, należące do 4 rodzin: Src, Csk Tec i Syk [51].

1.1. Kinazy z rodziny Src, czyli p56/c  ̂ i p59^/z, pełnią zasadniczą rolę w za­
inicjowaniu transdukcji sygnału [25, 28, 74]. Van Oers i wsp. [71] dowiedli w 
badaniach na modelu mysim, że kinaza p56/c  ̂ jest kluczowym enzymem ucze­
stniczącym w procesie fosforylacji tyrozyny łańcucha C, kompleksu TCR/CD3 i 
kinazy Zap-70 (ang. zeta-associated protein). W reakcjach fosforylacji molekuł 
sygnałowych w limfocycie T uczestniczy także kinaza p59^v/* [12], jednakże obie 
kinazy Src nie mają zdolności całkowitego wzajemnego zastępowania się w reakcjach 
fosforylacji. Bu i wsp. [7] wykazali, że zmniejszenie aktywności kinazy p59^y” 
może być tylko częściowo kompensowane przez kinazę p56lck. Do prawidłowego 
przebiegu procesu pobudzenia limfocytów T konieczna jest więc optymalna aktyw­
ność obu kinaz Src.

Kinazy p56/c  ̂ i p59^n zbudowane są z kilku charakterystycznych domen (rys. 
2), które odpowiadają za aktywację i komórkową lokalizację tych enzymów [56, 
64]:
• część N-końcowa -  określa swoistość kinazy, kinaza p56lck może wiązać się z 

cząsteczką CD4 lub CD8, zaś kinaza p59^/; łączy się zwykle z łańcuchem C, 
kompleksu TCR/CD3 oraz podjednostkami CD3y i CD3e [65, 72];

• domeny: SH2 i SH3 (ang. Src-homology regions 2 and 3) -  domena SH2 odgrywa 
istotną rolę w wiązaniu białek, które w swoich sekwencjach mają ufosforylowaną 
tyrozynę, swoiście rozpoznawaną przez SH2 [61 ]; natomiast domena SH3 rozpo­
znaje regiony bogate w prolinę, np. w strukturze PI3-kinazy;

• domena katalityczna SH1 -  w obrębie domeny katalitycznej SH1 znajduje się 
miejsce wiążące ATP, dzięki czemu jest ona bezpośrednio zaangażowana w 
fosforylację reszt tyrozynowych sekwencji ITAM oraz autofosforylację; auto- 
fosforylacja reszt: Tyr 394 w kinazie p56/c i Tyr 420 w p59^v/i powoduje wzrost 
aktywności tych enzymów [56, 72];

• część C-końcowa -  stanowi domenę regulatorową enzymu; obecne w iej obrębie 
reszty tyrozyny (Tyr 505 w kinazie p56/Ł̂  i Tyr 531 w kinazie p59^/l) ulegają 
fosforylacji za pomocą kinazy p50c?\  co umożliwia ich oddziaływanie z własną 
domeną SH2 [52].

Ponieważ kinazy Src nie mają w swojej strukturze regionów zewnątrzkomór- 
kowych i błonowych, ich kontakt z wewnętrzną stroną błony komórkowej jest 
możliwy dzięki współdziałaniu tych enzymów z ko-receptorami błonowymi (CD4 
i CD8) oraz w wyniku przyłączenia kwasu myrystylowego do N-końca enzymu.
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RYSUNEK 2. Budowa kinaz z rodziny Src (za [64]): SH1 -  domena katalityczna enzymu; SH2 i SH3 -  
domeny uczestniczące w wiązaniu białek szlaku sygnałowego; COOH -  domena C- końcowa; NH2 -  
region N- końcowy; Y -  miejsca fosforylacji; poniżej -  postać nieaktywna kinazy Srcx z ufosforylo- 
wanym regionem C- końcowym przyłączonym do własnej domeny SH2; postać aktywna Src powstaje 
wskutek defosforylacji domeny C- końcowej i przestrzennego odblokowania domeny katalitycznej SH 1

Związanie kwasu myrystylowego umożliwia oddziaływanie kinazy z lipidami błony 
komórkowej [56].

Dowiedziono, że proces fosforylacji tyrozyny sekwencji ITAM zachodzi dopiero 
po wyeksponowaniu reszt tyrozynowych kinazie p59^/? dzięki reorientacji prze­
strzennej całego kompleksu TCR/CD3. Zmiany konformacyjne tej struktury możliwe 
są dzięki współdziałaniu z ko-receptorem błonowym CD4 lub CD8 [65]. W arunkiem 
niezbędnym do funkcjonalnego połączenia cząsteczki CD4 z kompleksem TCR/CD3 
jest wcześniejsza interakcja CD4 z kinazą p56/c  ̂ za pośrednictwem jej domeny 
N-końcowej. Ten fragment kinazy jest bogaty w cysteinę, przy pomocy której wiąże 
się z resztą cysteinową łańcucha cytoplazmatycznego ko-receptora powierzchnio­
wego CD4 lub CD8 [25, 75]. Fosforylacja CD3-^ jest więc konsekwencją interakcji 
kinazy p56 ć z cząsteczką CD4 z następowym połączeniem kinazy p59^v/! z łań­
cuchem £ kompleksu TCR/CD3.
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1.2. Kinazy z rodziny Csk (p50csk) są negatywnymi regulatorami aktywności 
kinaz Src poprzez fosforylację ich C-końca umożliwiającą połączenie się reszty 
fosfotyrozyny znajdującej się w tym fragmencie enzymu z własną dom eną SH2 
[56]. Konsekwencją tego oddziaływania jest „przestrzenne zamknięcie” domeny 
katalitycznej kinaz: p56/c* i p59"71 z zahamowaniem aktywności tych enzymów 
[41, 77] (rys. 2). Kinaza p50CJ* utrzymuje więc kinazy Src w stanie inaktywacji, 
przez co wpływa hamująco na cały proces transmisji sygnału w limfocytach T 
[74]. Defosforylacja wspomnianych wyżej reszt tyrozyny C- końca w strukturze 
kinaz Src za pomocą błonowej fosfatazy fosfotyrozyny CD45 znosi efekt „prze­
strzennej blokady” domeny katalitycznej wymienionych kinaz, przywracając tym 
samym ich aktywność enzymatyczną [41]. Antagonizm funkcjonalny kinazy p506'^ 
i fosfatazy fosfotyrozyny CD45 reguluje aktywność kinaz Src w limfocytach T 
(rys. 3).

1.3. Kinazy z rodziny Tec -  ich przedstawicielem swoistym dla limfocytów 
T jest kinaza Itk. Liao i wsp. [40] w swoich badaniach wykazali, że myszy pozbawione 
aktywności kinazy Itk wykazywały znaczne zaburzenia w rozwoju i dojrzewaniu 
tymocytów oraz prezentowały znacznie zmniejszony odsetek komórek CD4+. Za­
burzenia stwierdzane ponadto u tych myszy dotyczyły także zmienionego sygnału 
transdukcji. M echanizm zaburzeń w procesie aktywacji limfocytów T spowodo­
wanych zahamowaniem aktywności kinazy Itk nie został dotychczas poznany.

1.4. Kinazy z rodziny Syk -  członkiem tej rodziny kinaz włączonych w transmisję 
sygnału w limfocycie T  jest ZAP-70 [9, 10, 16, 23]. Znaczenie kinazy ZAP-70 
udowodniono w badaniach na ludzkich komórkach T, pochodzących od pacjentów 
z zaburzeniami odporności związanymi z niedoborem ZAP-70 [2,16]. Jak wcześniej 
wspomniano, w trakcie przekazywania sygnału aktywacji w limfocycie T pierwszym 
krokiem o zasadniczym znaczeniu jest fosforylacja tyrozyny sekwencji ITAM w 
łańcuchu co odbywa się głównie przy udziale kinazy p59'-'/! (chociaż w niektórych 
komórkach za proces ten odpowiedzialna jest kinaza p56lck) [28, 55, 58]. Do ufo- 
sforylowanych sekwencji ITAM przyłącza się następnie kinaza ZAP-70. Enzym 
ten jest niemembranową kinazą tyrozyny o masie ok. 70 kDa, mającą na swoim 
C- końcu podwójną domenę SH2 [10, 23, 27]. Po przyłączeniu kinaza ZAP-70 
ulega następowej aktywacji przy udziale kinaz Src (p56lck lub p59^yn) [28], co 
schematycznie przedstawiono na rysunku 3. Hatada i wsp. [23] jako pierwsi zbadali 
strukturę krystalograficzną tandemu domen SH2 kinazy ZAP-70, wykazując ich 
strukturalne przystosowanie do wiązania się z dwiema resztami fosfotyrozyny se­
kwencji ITAM. Przyłączenie tandemu domen SH2 do każdej z 3 sekwencji ITAM 
ma kluczowe znaczenie dla przekazywania sygnału w obrębie limfocyta T  [5, 78]. 
Niedobór kinazy ZAP-70 wynikający z defektu genetycznego prowadzi do nie­
prawidłowości w różnicowaniu i proliferacji oraz uzyskiwaniu funkcji efektorowych 
przez komórkę T, manifestujących się selektywnym niedoborem limfocytów T oraz 
nawracającymi i uporczywymi zakażeniami wirusowymi, grzybiczymi i pasożyt-
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RYSUNEK 3. Indukcja aktywności kinaz PTK: A -  1) defosforylacja i aktywacja kinaz Src (Lek i Fyn), 
2) fosforylacja sekwencji ITAM, 3) przyłączenie kinazy ZAP-70 do ufosforylowanych sekwencji ITAM 
łańcucha CD3£; B -  1) fosforylacja i aktywacja kinazy ZAP-70,2) fosforylacja C-końca kinaz Src przez 
p50cs z następowym zahamowaniem ich aktywności, 3) zaangażowanie i aktywacja kolejnych molekuł 
szlaku sygnałowego

niczymi [2 ,16,78]. Jakkolwiek badania Isakova i wsp. [29] dowiodły, że przyłączenie 
kinazy ZAP-70 do ufosforylowanej sekwencji ITAM jest interakcją o wysokim 
powinowactwie, to poszczególne ufosforylowane motywy ITAM łańcucha C, mogą 
wykazywać różny stopień powinowactwa w stosunku do kinazy ZAP-70. Stwier­
dzono bowiem, że do ufosforylowanych sekwencji ITAM mogą wiązać się poza 
kinazą ZAP-70 inne molekuły uczestniczące w kaskadzie sygnałowej (PI-3 kinaza, 
dimer białek Grb/Sos) [17]. Obecność aż 3 sekwencji ITAM w łańcuchu £ sprawia, 
że odgrywa on kluczową rolę w przekazywaniu sygnału przez błonę komórki T. 
Pozostałe podjednostki wchodzące w skład kompleksu CD3 mają po jednej sekwencji
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ITAM w swoich domenach cytoplazmatycznych, tak więc ich rola w procesie akty­
wacji komórki T jest mniejsza.

Katalityczna aktywność oraz funkcja ZAP-70 jest regulowana przez reakcje fo­
sforylacji uwarunkowane stymulacją kompleksu TCR/CD3. W strukturze kinazy 
ZAP-70 znajdują się 3 reszty tyrozyny odpowiedzialne za regulację aktywności 
tego enzymu (Y292, Y492 i Y493). Tyrozyna Y493, położona w obrębie domeny 
katalitycznej enzymu, jest odpowiedzialna za aktywację kinazy ZAP-70 pod wpły­
wem fosfory luj ącej ją  kinazy p56/c  ̂ [9]. Natomiast ufosforylowanie dwóch po­
zostałych reszt tyrozynow ych (Y292 i Y 492) doprowadza do zaham owania 
aktywności enzymu, zaś kinazy odpowiedzialne za ich fosforylację nie zostały dotąd 
określone. W  świetle licznych doniesień [23, 37] wydaje się, że istotniejszą rolę 
w blokowaniu aktywności kinazy ZAP-70 odgrywa przyłączenie inhibitorów do 
tyrozyny Y492.

WTÓRNE SZLAKI SYGNAŁOWE

Dzięki zaangażowaniu kinazy ZAP-70 przez kompleks TCR/CD3-CD4 dochodzi 
do fosforylacji kolejnych przekaźników sygnału i inicjacji wtórnych szlaków syg­
nałowych [55, 64]:
• zależnego od białka Ras, prowadzącego do kaskadowej aktywacji kinaz seryno- 

wo-treonino wy ch;
• zależnego od fosfolipazy PLC1 (fosfolipazy C), która katalizuje hydrolizę difo- 

sforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) do diacyloglicerolu (DAG) oraz trisfosfora- 
nu inozytolu (IP3) [56, 64].

W tórne szlaki sygnałowe prowadzą w efekcie do aktywacji różnych czynników 
transkrypcyjnych, które po związaniu z regionem promotorowym genów cytokin 
i ich receptorów, szczególnie IL-2, IL-2R i IFN-y, umożliwiają ich ekspresję i 
w następstwie produkcję cytokin. Przebieg wtórnych szlaków sygnałowych przed­
stawiono na rysunku 5. Inicjacja wtórnych szlaków sygnałowych możliwa jest dzięki 
włączeniu do kaskady sygnałowej białek adaptorowych, których funkcja polega 
na „sprzęganiu” ze sobą innych białek [60, 64, 77]. Kinaza ZAP-70 włącza do 
szlaku przewodzenia sygnału zakotwiczone w błonie komórkowej białko adaptorowe 
p36 przez fosforylację reszt tyrozynowych. Ufosforylowane białko p36 spełnia pod­
wójną funkcję: uczestniczy w przyłączeniu kompleksu Grb2/Sos do TCR/CD3 oraz 
zaangażowaniu fosfolipazy PLCyl [60] (rys. 5). Białko Grb2 także zaliczane jest 
do białek adaptorowych. Jego prosta budowa strukturalna sprzyja wypełnianiu funkcji 
łączenia -  zbudowane jest z domeny SH2 otoczonej dwiema domenami SH3 (SH3- 
SH2-SH3), które wiążą sekwencje białka Sos bogate w prolinę. Po utworzeniu 
dimeru Grb2/Sos następuje jego związanie przy pomocy domeny SH2 (należącej
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RYSUNEK 4. Cykliczna regulacja aktywności białka Ras (na podstawie [64]): Ras jest białkiem 
związanym z błoną komórkową, zaliczanym do białek wiążących GTP (białka G o niskiej masie 
cząsteczkowej), wykazujących aktywność GTP-azy; Ras występuje w komórce w dwóch postaciach: 
związanej z GTP (postać aktywna) i związanej z GDP (postać nieaktywna); stosunek postaci Ras-GTP 
do Ras-GDP decyduje o tym, czy Ras jest białkiem aktywnym w komórce T i wynika z równowagi 
dynamicznej między szybkością hydrolizy związanego GTP a szybkością wymiany związanej cząsteczki 
GDP na GTP pochodzącej z cytozolu; aktywność GTP-azowa białka Ras jest regulowana przez grupę 
białek zwanych białkami aktywującymi GTP-azę (RAS -GAPs) -  ang. GTP-ase activating proteins', w 
komórkach ssaków odkryto 2 białka GAP: pl20-GAP i neurofibrominę, natomiast do protein regulują­
cych wymianę nukleotydów guaninowych na białku Ras (GDP->GTP) należą białka adaptorowe: Sos i 
prawdopodobnie Vav wpływające na aktywację szlaku Ras-zależnego

do białka Grb2) z kompleksem TCR/CD3. Rola białka Sos polega na wymianie 
cząsteczki GDP (związanej przez białko Ras) na GTP. W wyniku tego procesu 
dochodzi do aktywacji białka Ras w drodze konwersji do formy aktywnej Ras-GTP, 
a co za tym idzie również szlaku przekazywania sygnału zależnego od białka Ras

Najlepiej zbadaną i określoną wtórną kaskadą sygnałową zainicjowaną przez 
białko Ras jest aktywacja kinaz regulowanych zewnątrzkomórkowym sygnałem 
ERKs (ang. extracellular signal regulated kinases), które są członkami rodziny 
kinaz aktywowanych mitogenem M APKs (ang. mitogen-activated protein kinases) 
[14, 64]. Do aktywacji wszystkich kinaz szlaku przewodzenia sygnału dochodzi 
w wyniku fosforylacji odpowiednich dla danej kinazy reszt serynowych, tyrozy- 
nowych lub treoninowych. Ras jest białkiem zakotwiczonym w błonie, które po 
aktywacji za pomocą białka Sos bierze udział w przemieszczeniu kinazy Raf 1 
z cytoplazmy do kompleksu sygnałowego TCR/CD3 (rys. 5). Raf 1 jest kinazą 
Ser/Thr (o podwójnej swoistości) aktywowaną przez kinazę białkową C (PKC). 
Ras i Raf 1 są enzymami indukującymi kaskadową aktywację kinaz Ser/Thr w 
limfocycie T (Ras-Rafl-M APK), wpływając na aktywację czynników transkrypcyj-

[56] (rys. 4).

S zlak  za leżny  od Ras
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nych genów cytokin [14, 25, 47]. Zaktywowana kinaza Raf 1 wpływa bezpośrednio 
na ekspresję genu c-juri oraz pośrednio genu c-fos. Ufosforylowane białko Jun 
ma szczególne znaczenie, albowiem wchodzi w skład kilku czynników transkry­
pcyjnych genu IL-2 i IL-2R:
• łączy się z produktem białkowym genu c-fos (białko Fos), tworząc dimeryczny 

czynnik A PI; białko API stanowi z kolei składową jądrow ą czynnika transkry- 
pcyjnego NF-AT [41, 64];

• ponadto białko Jun jest składnikiem strukturalnym czynnika transkrypcyjnego 
Oct/OAP-40 [38, 67,68].

W fosforylację białka Jun zaangażowane są kinazy JNK (ang. Jun N-terminal 
kinases; izoformy JNK1 i JNK2), aktywowane w szlaku sygnałowym zależnym 
od kostymulacji limfocyta T przy udziale antygenu CD28 [15, 38, 63].

Szlak zależny od fosfolipazy PLCyl

Białko adaptorowe p36, oprócz zaangażowania do kompleksu Grb2/Sos i inicjacji 
szlaku zależnego od Ras, uczestniczy też we włączeniu do kompleksu sygnałowego 
fosfolipazy P L C yl, aktywowanej za pomocą kinazy p56/c ,̂ co inicjuje wtórny szlak 
zależny od PLCyl [41, 60]. Fosfolipaza PLCyl katalizuje reakcję hydrolizy di- 
fosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) do diacyloglicerolu (DAG) i 1,4,5-trisfosfo- 
ranu inozytolu (IP3) 40]. DAG tworzy w obecności jonów Ca++ kompleks z obecnymi 
w cytoplazmie kinazami Ser/Thr, określanymi wspólną nazwą kinazy białkowej 
C (PKC), i jednocześnie ją  uaktywnia. Rola PKC w procesie aktywacji limfocytów 
T nie jest w chwili obecnej do końca poznana. Przypisuje się jej pomocniczą funkcję 
w aktywowaniu czynników transkrypcyjnych NF-AT oraz AP-1 [29]. Ponadto akty­
wowana PKC hamuje aktywność GTP-azy Ras (zwanej białkiem Ras-GAP), prze­
suwając równowagę między formą aktywną Ras-GTP a formą nieaktywną Ras-GDP 
w kierunku postaci aktywnej, co nasila proces transdukcji sygnału [64] (rys. 4).

Rola IP3 polega na uwolnieniu jonów wapniowych z magazynów wewnątrz­
komórkowych (retikulum endoplazmatyczne -  RE) [31, 64]. W ewnątrzkomórkowy 
wzrost stężenia wapnia wymagany jest do aktywacji kalcyneuryny, wpływającej 
na aktywację czynników transkrypcyjnych. W zrost wewnątrzkomórkowego stężenia 
jonów Ca++ ma dwa źródła: wewnątrz- i zewnątrzkomórkowe. W ewnątrzkomórkowe 
pochodzenie jonów  Ca++ uzależnione jest od powstania IP3 i jego związania ze 
swoistym receptorem w obszarze retikulum endoplazmatycznego. M obilizacja jonów 
Ca++ we wnętrzu komórki pochodzących z RE jest sygnałem inicjującym doko- 
mórkowy napływ jonów  Ca++. Proces ten jest prawdopodobnie możliwy dzięki 
czynnikowi CIF (ang. calcium influx factor) oraz białku CAML (ang. calcium-signal 
modulating cyclophilin ligand), które dodatkowo wpływa na aktywność kalcyneu­
ryny. Niedostateczny napływ jonów wapniowych do komórki z zewnątrz wpływa 
na zaburzenia w proliferacji stymulowanych komórek T, ponieważ dla produkcji
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IL-2 wymagany jest długotrwały wzrost stężenia jonów Ca++ w komórce utrzymujący 
się ok. 1-2 h, podczas gdy jony Ca++ z magazynów wewnątrzkomórkowych na­
pływają bardzo szybko, osiągając maks. stężenie w czasie ok. 1 min od związania 
się IP3 ze swoim receptorem w obszarze RE. Napływ jonów Ca++ z RE stanowi 
więc jedynie bodziec dla napływu wapnia ze środowiska limfocyta T [64]. W zrost 
stężenia jonów Ca++ w komórce T jest niezbędny do prawidłowej aktywności kal- 
cyneuryny. Kalcyneuryna (CN) jest białkową fosfatazą serynową, składającą się 
z 2 podjednostek: domeny katalitycznej (CN-A) wiążącej kalmodulinę i domeny 
regulatorowej (CN-B) wiążącej wapń wewnątrzkomórkowy. Fosfatazowa aktywność 
CN wymagana jest do regulacji ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-AT (ang. 
nuclear factor o f  activated T  cells) specyficznego dla limfocytów T [11, 64]. W 
procesie aktywacji komórki T kalcyneuryna sprzyja uaktywnieniu czynnika NF-AT 
i jego przemieszczeniu się do jądra oraz połączeniu z czynnikiem API (dimer 
Fos/Jun -  zależny od Ras) w procesie wiązania z promotorem genu IL-2. Ponadto 
w nie wyjaśniony bliżej sposób wpływa na aktywność czynników Oct/OAP-40 
i NF-&B [11].

INTEGRACJA SZLAKÓW AKTYWACYJNYCH

Panuje zgodny pogląd, że izolowana interakcja kompleksu TCR/CD3 z anty­
genem nie jest wystarczająca do pobudzenia limfocytów T do proliferacji, róż­
nicowania i produkcji cytokin. Komórki T po stymulacji wyłącznie kompleksu 
TCR/CD3 nie uzyskują swoich pełnych funkcji efektorowych, osiągając stan anergii, 
czyli niereaktywności na bodźce antygenowe [57]. Dało to podstawę do stworzenia 
dwusygnałowego modelu aktywacji limfocytów T [41]. Limfocyty T do pełnej 
aktywacji wymagają kostymulacji wielu dodatkowych cząsteczek znajdujących się 
na ich powierzchni. Dowiedziono, że kluczową rolę w kostymulacji limfocyta T 
odgrywa połączenie jego antygenu powierzchniowego CD28 z cząsteczką B7 (CD80, 
CD86) znajdującą się na powierzchni komórki prezentującej antygen (APC) [42]. 
Dopiero w wyniku tej interakcji limfocyt T osiąga stan pełnej aktywacji, zdolność 
do proliferacji, różnicowania i uzyskiwania funkcji efektorowych [42 ,43 ,44]. M iarą 
osiągnięcia stanu aktywacji przez komórkę T jest określenie zdolności do produkcji 
cytokin (w szczególności IL-2, IFN-y) oraz proliferacji. Udowodniono, że sygnały 
płynące z TCR/CD3 i CD28 łączą się na etapie szlaku zależnego od białka Ras
[56] (rys. 5). Badania nad transdukcją sygnału van Liera i wsp. [65] dowodzą, 
że po stymulacji wyłącznie antygenu CD28 w komórce obserwuje się obniżony 
poziom PIP2, brak wewnątrzkomórkowej mobilizacji jonów Ca++ i translokacji 
kinazy białkowej C (PKC) z cytoplazmy do jądra komórkowego (procesów ob­
serwowanych po stymulacji kompleksu TCR/CD3). Fakt ten sugeruje, że sygnał
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aktywacji komórki po stymulacji antygenu CD28 biegnie torem niezależnym od 
kaskady sygnałowej TCR/CD3. Doniesienia te uzupełnione stwierdzaną niewra- 
żliwością szlaku sygnałowego CD28 na inhibitory kinaz tyrozynowych (cycklo- 
sporyna A) dowodzą jasno, że CD28 używa swoistego, niezależnego od TCR/CD3 
sposobu transdukcji sygnału.

Receptor CD28 w wyniku stymulacji rekrutuje do swojego szlaku sygnałowego 
PI3-kinazę, aktywując ją  przy tym [32, 62]. W arunkiem efektywnego związania 
PI3-kinazy przez łańcuch cytoplazmatyczny antygenu CD28 jest uprzednie ufo- 
sforylowanie tyrozyny obecnej w sekwencji YXXM w strukturze CD28 (Y -  tyrozyna, 
X -  in. aminokwas, M -  metionina) [52, 56]. Obecność motywu YXXM (podobnego 
do sekwencji ITAM) stwierdzono ponadto w wielu receptorach wiążących się z 
PI3-kinazą, np. CTLA-4 [73]. Ufosforylowanie motywu YXXM w łańcuchu cyto- 
plazmatycznym antygenu CD28 zachodzi prawdopodobnie pod wpływem kinaz 
tyrozynowych (być może p56/c ,̂ p59^/l, ZAP-70 lub in.), uaktywnionych we wczes­
nym etapie przekazywania sygnału z TCR/CD3 [35,45]. Na uwagę zasługuje ponadto 
fakt, że fosforylacja tyrozyny łańcucha cytoplazmatycznego CD28 zachodzi (nawet 
w warunkach nieobecności sygnału kostymulującego) pod wpływem kinaz akty­
wowanych w szlaku TCR/CD3, co zapoczątkowuje wiązanie i aktywację PI3-kinazy, 
jednak tylko w stopniu minimalnym. Dopiero w wyniku kostymulacji CD28 dochodzi 
do dalszej rekrutacji PI3-kinazy i istotnego wzrostu jej aktywności, co dostarcza 
drugiego sygnału do stabilizacji i transkrypcji mRNA oraz produkcji cytokin. Sposób, 
w jaki kinaza PI3 wpływa na stabilizację mRNA genów cytokin, sprzyjającą nasileniu 
procesów transkrypcyjnych, nie został dotychczas dokładnie poznany [56].

AKTYWACJA CZYNNIKÓW JĄDROWYCH

W wyniku złożonych procesów komórkowych sygnał pobudzenia limfocyta T 
dociera do jądra komórkowego. Pierwszymi oznakami dotarcia zintegrowanych syg­
nałów pobudzenia komórki T jest nasilenie ekspresji mRNA genów tzw. naty­
chmiastowej odpowiedzi na mitogen (m. in . fo s  i ju n ), a także mRNA dla genów 
cytokin i receptorów cytokin. Z powodu zasadniczego znaczenia interleukiny-2 
(IL-2) w procesie aktywacji limfocyta T wiele prac badawczych skupiło swoją 
uwagę właśnie na problemie regulacji ekspresji genu 11-2 i I1-2R. 11-2 jest cytokiną 
niezbędną do aktywacji, proliferacji i różnicowania limfocytów T. Zdolność do 
syntezy i uwalniania 11-2 mają jedynie aktywowane komórki T CD4+ w odpowiedzi 
na stymulację TCR/CD3 i kostymulację CD28. Stwierdzono, że największy poziom 
syntezy i sekrecji 11-2 przypada ok. 24 h po stymulacji komórki T [69].

Liczne eksperymenty [22, 59] dostarczyły informacji na temat budowy regionu 
regulatorowego genu 11-2 warunkującego indukcję ekspresji genu w odpowiedzi
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na stymulację komórki T. Promotor genu IL-2 zawiera w swojej strukturze nu- 
kleotydowej miejsca: NF-&B, NF-AT, AP-1, Oct 1, ARRE-1 (nazywany też IL-2A), 
CD28RC, wiążące swoiste czynniki transkrypcyjne [8, 22] (rys. 6). Badania po­
równawcze regionów promotorowych genu IL-2 w ludzkich i mysich komórkach 
T sugerują bardzo duży stopień homologii (86%) dowodzący wysokiej zachowaw­
czości miejsc wiążących czynniki transkrypcyjne zarówno pod względem sekwencji, 
jak i pełnionych funkcji [22, 50].

W ażną rolę w procesie przenoszenia sygnału w komórce T spełniają wtórne 
przekaźniki aktywujące kaskady komórkowych kinaz białkowych. Niektóre z nich 
przemieszczają się do jądra komórkowego i indukują transkrypcję genów kodujących 
tzw. indukowalne czynniki transkrypcyjne, jak AP-1 i Oct/OAP-40. Interesująco 
przedstawia się proces indukcji ekspresji czynnika AP-1 związany ściśle z prze­
biegiem dwóch szlaków sygnałowych: TCR/CD3 i CD28. Czynnik A P -1 jest dimerem 
zbudowanym z połączenia jednego białka z rodziny Fos (c-Fos, Fos B, Fra 1 i
2) z białkiem rodziny Jun (c-Jun, JunB, JunD) [1, 30]. Aktywność każdego z białek 
regulowana jest przez dwie różne grupy kinaz: białka Fos aktywowane są w szlaku 
przekaźnictwa kinaz MAPK, natomiast białka Jun związane są z aktywnością kinaz 
JNK/SAPK (ang. stress-activated protein kinases) [47], których powstanie wymaga 
in tegracji szlaków  sygnałow ych biegnących ze stym ulow anych receptorów  
TCR/CD3 i CD28 [38]. Obydwa szlaki pobudzenia biegną równolegle, a ich ostatnie 
ogniwa przemieszczają się do jądra komórki T. Tam kinazy E R K 1 i ERK 2 fosforylują 
tzw. kompleks potrójny (ang. ternary complex) związany z promotorem genu c-fos 
[20]. Kompleks ten jest odpowiedzialny za inicjację transkrypcji genu c-fos pro­
wadzącą do syntezy białka c-Fos. Podobny proces związany z fosforylacją kompleksu 
inicjującego toczy się w obrębie promotora genu c-jun. Powstałe w ten sposób 
białka c-Jun i c-Fos łączą się w dimer AP-1 w obszarze jądra komórkowego [1]. 
W arunkiem niezbędnym do pełnienia funkcji aktywatora transkrypcji genów cytokin 
przez białko AP-1 jest uprzednie ufosforylowanie obu jego składników przez swoiste 
kinazy: białko c-Fos fosforylowane jest przez kinazę FRK (ang. Fos regulating 
kinase), natomiast białko c-Jun aktywowane jest pod wpływem kinaz JNK [47]. 
Powstanie czynnika AP-1 uwarunkowane jest więc przez jednoczesne pobudzenie 
kilku kaskad sygnałowych związanych ze stymulacją kompleksu TCR/CD3 i anty­
genu CD28. W ydaje się, że do faktycznej integracji sygnałów aktywacyjnych w 
limfocycie T dochodzi dopiero na poziomie czynników transkrypcyjnych.

Czynnik AP-1 wskutek oddziaływania z białkiem TBP (ang. TATA-box binding 
protein) uzyskuje zdolność inicjowania transkrypcji w miejscu startu syntezy mRNA 
genu IL-2. Poszczególne białka wchodzące w skład rodziny Fos i Jun mają różne 
właściwości i kompleksy A P -1 utworzone przez różne ich kombinacje mogą posiadać 
odmienne właściwości. Otóż stwierdzono inny skład czynnika transkrypcyjnego 
AP-1 w komórkach T proliferujących, a inny w komórkach T apoptotycznych [33]. 
To właśnie skład kompleksu AP-1 determinuje jego zdolność łączenia się z pro-
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RYSUNEK 6. Region promotorowy genu IL-2: poszczególne miejsca NF-AT, 1L-2A, AP-1, kB, 
CD28RE promotora przyłączają swoiste czynniki indukujące transkrypcję genu IL-2; TATA -  kluczowa 
sekwencja wymagana do zaincjonowania transkrypcji genu IL-2 przez polimerazę RNA II

motorem genu IL-2. Wykazano, że kontakt z białkami TBP uczestniczącymi w 
inicjacji transkrypcji genów cytokin mają tylko czynniki transkrypcyjne utworzone 
przez białka c-Fos i c-Jun. Cechą wyróżniającą AP-1 spośród innych czynników 
transkrypcyjnych jest dwojakie oddziaływanie na promotor genu IL-2: z jednej 
strony poprzez bezpośrednie połączenie ze swoistym dla siebie miejscem oraz po­
średnio przez ułatwianie przyłączenia innych czynników transkrypcyjnych do regionu 
regulatorowego genu (NF-AT, Oct).

W promotorze genu IL-2 zidentyfikowano ponadto dwa miejsca ARRE-1 (inaczej 
nazywane IL-2A) swoiste dla indukowalnych czynników transkrypcyjnych Oct 1 
i 2 (ang. octamer binding protein) [34]. Czynniki te wykazują różnice w lokalizacji 
tkankowej: Oct 1 jest spotykany w komórkach większości tkanek, natomiast lo­
kalizacja czynnika Oct 2 jest ograniczona do limfocytów B i części populacji lim­
focytów T. Badania Ullmanna i wsp. [67] potwierdziły udział czynnika Oct 1 oraz 
jego ko-aktywatora -  białka OAP-40 [66] w indukcji ekspresji genu IL-2 i jej 
syntezie przez stymulowane limfocyty T. OAP-40 (ang. octamer associated protein) 
jest białkiem wykazującym homologię strukturalną z białkami JunD i c-Jun, których 
indukcja związana jest ze szlakiem sygnałowym wrażliwym na cyklosporynę A 
[68]. Obecność czynnika OAP-40 ma zasadnicze znaczenie w aktywacji miejsca 
ARRE-1, zwiększa siłę wiązania czynnika Oct z tym miejscem oraz umożliwia 
czynnikowi Oct indukowanie transkrypcji mRNA dla genu IL-2. Podobnie do NF- 
ATc regulacja aktywności czynników OAP i Oct zależy od aktywności kalcyneuryny 
[11, 41]. Poza współpracą Oct z białkiem OAP-40 sugeruje się dodatkowo współ­
działanie funkcjonalne pomiędzy czynnikami Oct 1 i AP-1, mogące wynikać z 
bliskiego położenia ich miejsc wiążących w promotorze genu IL-2 [54].

W przeciwieństwie do indukowalnych czynników transkrypcyjnych produko­
wanych de novo w odpowiedzi na stymulację komórki T, czynniki transkrypcyjne, 
takie jak  NF-AT i NF-UB, występują w cytoplazmie w postaci nieaktywnej i po 
stymulacji receptorów błonowych ulegają aktywacji oraz przemieszczeniu do jądra 
komórkowego, gdzie wiążą się ze swoistymi miejscami w promotorze genu IL-2.
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Stymulacja komórki T powoduje aktywację szeregu enzymów komórkowych, w 
tym kalcyneuryny, której aktywność fosfatazowa jest niezbędna do aktywacji nie­
znanego substratu umożliwiającego przemieszczenie czynnika NF-AT do jądra ko­
mórkowego i połączenia z kompleksem AP-1 [11, 19]. W środowisku komórki 
T wyróżnia się dwie formy białek NF-AT: postać cytoplazmatyczną NF-ATc (ang. 
N F-AT cytosolic) oraz postać NF-ATp (ang. NF-AT pre-existing), będące produktami 
dwóch różnych genów [30, 49]. NF-ATc jest czynnikiem pierwotnie występującym 
w cytoplazmie limfocytów T, podczas gdy NF-ATp ma bardziej rozpowszechnioną 
lokalizację tkankową [24, 46]. Oba czynniki mają w swojej strukturze podobne 
domeny, z których jedna wykazuje wysoki stopień homologii z czynnikiem trans- 
krypcyjnym NF-kB. Dotychczas zidentyfikowano dwa miejsca wiążące czynniki 
NF-AT w regionie regulatorowym genu IL-2 [13], które znajdują się w bliskiej 
odległości od miejsc wiążących czynnik AP-1. Bliskość lokalizacji tych czynników 
transkrypcyjnych sugeruje możliwość ich współpracy w procesie łączenia się w 
regionie regulatorowym genu IL-2. Co więcej, połączenie czynnika NF-AT ze swoi­
stym dla niego miejscem w kooperacji z czynnikiem AP-1 stabilizuje to wiązanie 
i warunkuje prawidłowy przebieg procesów transkrypcyjnych [30]. W ykazano bo­
wiem, że mutacja w miejscu A P -1 uniemożliwia związanie i prawidłowe wypełnianie 
funkcji przez czynnik transkrypcyjny NF-AT [8]. W yjątkowe znaczenie czynnika 
AP-1 w procesie transkrypcji genu IL-2 w jądrze limfocytów T zostało dodatkowo 
potwierdzone w badaniach z wykorzystaniem transfekcji zmutowanego białka c-Jun 
TAM -67 do linii komórkowej Jurkat (pozbawionej białka c-Jun) [53], którego eks­
presja hamowała endogenną aktywność transkrypcyjną zarówno czynnika AP-1, 
jak  i NF-AT, a w konsekwencji zablokowanie syntezy IL-2. Natomiast nie od­
notowano wpływu transfekcji białka TAM-67 do komórek Jurkat na aktywność 
czynników NF-kB  i Oct 1. Dodatkowo, wszczepienie prawidłowego genu c-fos 
do komórek T izolowanych ze śledziony mysz transgenicznych [51] skutkowało 
wyraźnym nasileniem poziomu ekspresji czynnika transkrypcyjnego AP-1 w ko­
mórkach stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 bez wpływu na ekspresję czyn­
ników NF-AT, NF-kB  i Oct 1. Podwyższona aktywność transkrypcyjna czynnika 
A P -1 sprzyjała wzmożeniu i przedłużeniu ekspresji genu IL-2 oraz nasilała produkcję 
tej cytokiny przez stymulowane limfocyty T.

Czynniki transkrypcyjne NF-kB, należące do rodziny Rei, stanowią drugą grupę 
czynników występujących w cytoplazmie komórki w postaci nieaktywnego kom ­
pleksu czynnika NF-ZcB połączonego z inhibitorem I/:B. Fosforylacja i proteolityczna 
degradacja inhibitora IkB  powoduje uwolnienie aktywnego czynnika NF-/:B z kom ­
pleksu i jego przemieszczenie do jądra komórkowego z następowym związaniem 
z promotorem genu IL-2 [64]. Prawdopodobny mechanizm hamowania aktywności 
czynnika NF-kB  przez podjednostkę I£B polega na maskowaniu sygnału lokalizacji 
jądrowej, który umożliwia przemieszczenie się białka NF-&B do jądra komórki 
T. Dotychczas zidentyfikowano 5 białek pełniących rolę aktywatorów transkrypcji
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rozpoznających swoiście miejsce kB w promotorze genów cytokin: NF-&B1 (p 105), 
NF-&B2 (plOO), Rei-A (p65), Rel-B i c-Rel [8]. W szystkie białka rodziny Rei, 
pom imo dość powszechnego występowania tkankowego, pełnią szczególną rolę 
w komórkach układu odpornościowego. Dwa z nich, mianowicie NF-A:B1 i NF-&B2, 
syntetyzowane są w postaciach prekursorowych, które pod wpływem proteolizy 
uwalniają dojrzałe czynniki NF-UB1 (p50) oraz NF-/:B 2 (p52) [18]. Czynnik NF-A:B 
jest dimerem utworzonym z różnych kombinacji czynników rodziny Rei. Różnice 
strukturalne izoform tego czynnika decydują o sposobie regulacji transkrypcji genów 
cytokin: obecność w jądrze komórki podjednostek p50, p52, p65 i c-Rel koreluje 
z procesem indukowania transkrypcji, podczas gdy homodimer p50/p50 hamuje 
ekspresję genu IL-2. Stymulacja ludzkich limfocytów T prowadzi do szybkiej aku­
mulacji heterodimerycznych kompleksów NF-kB (p65/p50) rozpoznających swoiste 
miejsce &B w promotorze genu IL-2R, które w procesie aktywacji limfocytów T 
wypierają homodimery p50/p50 z miejsc kB promotora genu IL-2 [3]. Procesy 
wiodące do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB  wydają się być związane 
z kostymulacją CD28 [76]. Udowodniono, że przenoszenie sygnałów kostymulu- 
jących w szlaku zależnym od stymulacji CD28 prowadzi do szybszej inaktywacji 
inhibitora I/cB z następowym aktywniejszym przemieszczaniem się podjednostek 
p50, p65 i c-Rel do jądra ludzkich obwodowych komórek T [6, 39].

W świetle wielu badań tylko połączenie czynników transkrypcyjnych z wszystkimi 
specyficznymi dla nich miejscami w regionie promotorowym zapewnia prawidłową 
ekspresję genu IL-2. Nieprzyłączenie choćby jednego czynnika transkrypcyjnego 
do promotora decyduje o drastycznym zredukowaniu poziomu ekspresji IL-2, ob­
serwowanym w anergicznych limfocytach T przy braku kostymulacji CD28 [21]. 
Indukcja ekspresji genu IL-2 i jej sekrecja inicjuje drugą fazę aktywacji limfocytów 
T, niezależną od transdukcji sygnału z TCR/CD3, bowiem dotyczy ona odpowiedzi 
komórki T na cytokiny.

PODSUMOWANIE

W  ciągu ostatnich lat stopień poznania procesów biochemicznych odpowiedzial­
nych za transmisję sygnałów pobudzenia limfocyta T z receptorów powierzchniowych 
do wnętrza komórki znacznie się wzbogacił. Wiadomo, że transdukcja sygnału 
jest swoistym sposobem tłumaczenia charakteru związanego ligandu na język łań­
cuchowych reakcji śródkomórkowych prowadzących do transkrypcji genów cytokin 
i ukształtowania funkcjonalnego fenotypu aktywowanych komórek T. Badania 
transgeniczne oraz transfekcje komórkowe czynników, które w sposób pozytywny 
lub negatywny wpływają na transdukcję sygnału w limfocycie T, pozwoliły na 
zidentyfikowanie wielu kluczowych molekuł uczestniczących w tym procesie.

http://rcin.org.pl



646 A. KOSMACZEW SKA, L. CISZAK, I. FRYDECKA

Uważa się, że w komórce istnieje jeszcze wiele nie scharakteryzowanych dotąd 
substratów ulegających fosforylacji w odpowiedzi na stymtilację TCR/CD3. Być 
może niektóre z nich są odpowiedzialne za jakościowe zróżnicowanie odpowiedzi 
limfocytów T na różne rodzaje bodźców antygenowych. Pomimo tak dużej zna­
jom ości fizjologii i patologii związanej ze stymulacją limfocytów T, wiele cząsteczek 
i procesów komórkowych nadal pozostaje nie wyjaśnionych. Istnieje duża konie­
czność prowadzenia dalszych badań eksperymentalnych, które umożliwiłyby sto­
sowne m anipulowanie odpowiedzią immunologiczną za pomocą odpowiednich 
interwencji terapeutycznych.
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CYKLOOKSYGENAZY, NIESTEROIDOW E LEKI 
PRZECIW ZAPALNE I RAKI JELITA GRUBEGO -  

CZĘŚĆ I

CYCLOOXYGENASES, NONSTEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY 
DRUGS AND COLON CANCERS -  PART I

Rafał KAMIŃSKI, Katarzyna KOZAR, Jakub GOŁĄB*

Zakład Immunologii, Instytut Biostruktury, Akademia M edyczna w Warszawie

Streszczenie: W ciągu ostatnich 30 lat pojawiło się wiele publikacji, z których wynika, że jednym z 
ważnych etapów w procesie transformacji nowotworowej w obrębie przewodu pokarmowego, a szcze­
gólnie jelita grubego, jest zwiększenie ekspresji indukowalnego enzymu uczestniczącego w produkcji 
prostaglandyn -  cyklooksygenazy-2 (COX-2). Chociaż mechanizm tej zwiększonej ekspresji nadal nie 
został całkowicie wyjaśniony, to fakt, iż w kolejnych stadiach progresji raków jelita grubego dochodzi 
do coraz większego stężenia COX-2 oraz prostaglandyn w guzach, skłonił badaczy do zastosowania 
blokujących ten enzym niesteroidowych leków przeciwzapalnych w celu sprawdzenia ich potencjalnego 
wpływu chemoprewencyjnego. Obecnie wiadomo, że leki z tej grupy zapobiegają powstawaniu nowo­
tworów przewodu pokarmowego u zwierząt doświadczalnych, którym podano karcinogeny chemiczne. 
Leki te są również efektywne w zmniejszaniu liczby i rozmiarów polipów w modelach zwierzęcych oraz 
u ludzi z rodzinną gruczolakowatością polipowatą. Istnieją również obserwacje, z których wynika, że 
niesteroidowe leki przeciwzapalne zmniejszają częstość występowania oraz śmiertelność z powodu 
nowotworów jelita grubego u ludzi. W pracy tej, podzielonej na dwie części, opisano, w jaki sposób 
może dochodzić do zwiększenia ekspresji COX-2 w komórkach nowotworowych i w jakich mechani­
zmach ta zwiększona ekspresja ułatwia progresję nowotworów (część I). Podsumowano również wyniki 
opublikowanych dotychczas obserwacji epidemiologicznych i klinicznych oraz podjęto próbę wyjaśnie­
nia potencjalnych mechanizmów przeciwnowotworowego działania niesteroidowych leków przeciwza­
palnych (część II).
(Postępy Biologii Komórki, 1999; 26: 651-666)

Słowa kluczowe: cyklooksygenaza, rak jelita grubego, niesteroidowe leki przeciwzapalne

*Jakub Gołąb jest stypendystą Fundacji Na Rzecz Nauki Polskiej.
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Summary: During the last 30 years numerous reports implicating a potential involvement of inducible 
prostaglandin synthase -  cyclooksygenaze-2 (COX-2) and prostaglandins in the neoplastic transforma­
tion, especially of gastrointestinal tract, have been published in the literature. Although the exact 
mechanism of increased COX-2 and prostaglandins expression in tumor cells are still contentious and 
highly speculative these have nonetheless prompted the evaluation of potential chemopreventive efficacy 
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs. These drugs proved chemopreventive activity in laboratory 
animals that received chemical carcinogens and were also effective in reducing the size and number of 
polyps in animal models and in humans with familial adenomatous polyposis. Numerous reports reveal 
that nonsteroidal anti-inflammatory drugs are also capable of reducing the incidence of and mortality 
from large bowel tumors. In this two part review the potential mechanisms of increased tumor expression 
of COX-2 and how this increased expression might facilitate the progression of malignancy are discussed 
(part I). The results of epidemiologic and clinical trials together with the mechanisms of antitumor action 
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs are summarized in part II.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 651-666)

Key words: cyclooxygenase, colon cancer, nonsteroidal anti-inflammatory drugs

WPROWADZENIE

W relatywnie krótkim czasie przeprowadzono setki badań klinicznych, ocenia­
jących chemoprewencyjne działanie wielu substancji. Większość z nich to nie­
kontrolowane badania kliniczne, źle zaplanowane i wynikające najprawdopodobniej 
z ogromnego zaangażowania badaczy, którzy za wszelką cenę chcieli jak  najszybciej 
zwrócić uwagę na potencjalną skuteczność własnych hipotez. Niejednokrotnie skutek 
był zupełnie odwrotny do zamierzonego -  nieprawidłowo zaplanowane i w rze­
czywistości nie zawsze skuteczne schematy chemoprewencji przyćmiły wyniki so­
lidnie przeprowadzonych badań, w których zaobserwowano nieznaczny, ale istotny, 
korzystny efekt chemoprewencyjny. W ciągu ostatnich 20 lat pojawiło się wiele 
publikacji, z których wynika, że niesteroidowe leki przeciwzapalne zmniejszają, 
nawet o 50%, częstość powstawania oraz umieralność z powodu nowotworów prze­
wodu pokarmowego. Chociaż nadal nie możemy być w 100% pewni skuteczności 
prewencyjnego działania tych leków, wyniki eksperymentów in vitro, wyniki badań 
na zwierzętach doświadczalnych oraz obserwacje kliniczne, wydają się zachęcać 
nawet największych sceptyków do regularnego przyjmowanianiesteroidowych leków 
przeciwzapalnych, takich jak: kwas acetylosalicylowy, piroksykam, sulindak, indo- 
metacyna, ibuprofen.

1. GŁÓWNE ZASTOSOWANIA I MECHANIZM DZIAŁANIA 
NIESTEROIDOWYCH LEKÓW PRZECIWZAPALNYCH

W 1883 roku niemiecki końcem Bayer rozpoczął produkcję nowego leku o 
właściwościach przeciwbólowych i przeciwzapalnych -  kwasu acetylosalicylowego, 
znanego do dziś pod nazwą Aspirin. Inicjatorem pomysłu był jeden z pracowników 
koncernu, chemik Felix Hoffman, który w trosce o stan zdrowia ojca, cierpiącego
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z powodu reumatoidalnego zapalenia stawów zainteresował swoim projektem potężną 
firmę farmaceutyczną. Od tego czasu rozpoczęła się era niesteroidowych leków 
przeciwzapalnych.

Oprócz kwasu acetylosalicylowego w powszechnym użyciu w leczeniu infekcji 
grypopodobnych oraz stanów zapalnych znajdują się również inne leki z tej potężnej 
grupy: sulindak, naproksen, ibuprofen, piroksykam i wiele innych. Niektóre z nich 
znalazły również inne zastosowania. Obecnie kwas acetylosalicylowy jest niezbęd­
nym lekiem w terapii choroby niedokrwiennej serca [18]. Otrzymują go chorzy 
z wszczepami wewnątrznaczyniowymi i po operacjach wymiany zastawki serca 
[3]. Indometacynę stosują neonatolodzy u dzieci z przetrwałym przewodem tętniczym 
Botala [14], natomiast położnicy wykorzystują działanie niesteroidowych leków 
przeciwzapalnych w celu zahamowania przedwczesnych skurczów macicy u kobiet 
w ciąży [33]. Bardzo obiecująca wydaje się również profilaktyka choroby Alzheimera 
przy użyciu niesteroidowych leków przeciwzapalnych [1, 31, 52].

Chociaż kwas acetylosalicylowy był z powodzeniem stosowany przez prawie 
sto lat, dopiero w 1971 roku Vane powiązał terapeutyczny efekt tego leku z ha­
m owaniem  biosyntezy prostaglandyn. Wraz z rozwojem możliwości badawczych 
i diagnostycznych pojawiało się coraz więcej doniesień o molekularnych zasadach 
działania niesteroidowych leków przeciwzapalnych. W latach osiemdziesiątych udo­
wodniono hamowanie przez niesteroidowe leki przeciwzapalne enzymu, zwanego 
syntetazą prostaglandyn lub cyklooksygenazą (COX) [53]. Prostaglandyny (PG), 
substancje o właściwościach hormonalnych, działające parakrynnie, powstają z dwu- 
dziestowęglowego kwasu arachidonowego (rys. 1) -  składnika błony komórkowej 
i pełnią w organizmie wiele funkcji. Uczestniczą w regulacji gospodarki wodno- 
elektrolitowej, napięcia ścian naczyń krwionośnych oraz produkcji cytokin przez 
makrofagi [10,61]. Są mediatorami w procesie owulacji, ułatwiając pęknięcie doj­
rzałego pęcherzyka jajnikowego przy wzroście lutropiny; umożliwiają utrzymanie 
ciąży i prawidłowy przebieg porodu pobudzając skurcze mięśniówki gładkiej [10, 
28]. Prostaglandyny działają cytoprotekcyjnie na śluzówkę żołądka, a ich niedobór 
jest jednym  z czynników ryzyka choroby wrzodowej [10]. Uczestniczą również 
w procesach zapalnych i przekaźnictwie nerwowym [10]. Z ich obecnością w ośrod­
kowym układzie nerwowym wiąże się występowanie takich objawów infekcji, jak: 
gorączka i ból [10]. Prostaglandyny stymulują dojrzewanie prekursorów osteo- 
blastów i osteoklastów, regulując równowagę między procesami resorpcji i odbudowy 
kości. Tromboksany, których bogatym źródłem sąpłytki krwi, działają silnie kurcząco 
na naczynia krwionośne odgrywając znaczącą rolę w procesie krzepnięcia krwi. 
Prostacyklina (PGI2), uwalniana przede wszystkim z komórek śródbłonka, hamuje 
agregację płytek i rozkurcza naczynia [10].

W organizmie funkcjonują dwie izoformy cyklooksygenaz. Pierwsza, zwana kon­
stytutywną (cCOX lub C O X -l), występuje niemal we wszystkich typach komórek
[59]. Druga -  indukowalna forma enzymu (iCOX lub COX-2) wykrywana jest
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RYSUNEK 1. Szlak przemian kwasu arachidonowego, skróty: PGG2 i PGH2 -  prekursory prostaglan- 
dyn, prostacyklin i tromboksanów; PGD, PGF, PGE -prostaglandyny D, F i E; PGI2 -  prostacyklina; 
TX -  tromboksan

w nielicznych narządach, na przykład w żołądku [20], nerce [17] i mózgu [4, 
5]. Znaczne ilości COX-2 można wykryć w komórkach, na które działają odpowiednie 
bodźce, między innymi: czynniki wzrostu (TGF[3, TG Fa, EGF, FGF, PDGF, ECGF), 
cytokiny (IL-1|3, IL - la , IL-3, IL-6, IL-10, TN F-a, IFN-y), hormony (LH, FSH, 
noradrenalina, parathormon), mitogeny (LPS, estry forbolu) oraz serotonina i en- 
dotelina [10, 19, 50]. Synteza COX-2 ulega natomiast zahamowaniu pod wpływem 
IL-4, IL-10 i glikokortykosteroidów [10]. Cyklooksygenaza-1 warunkuje utrzy­
manie odpowiedniego poziomu prostaglandyn niezbędnych do prawidłowego fun­
kcjonowania tkanek i narządów. Natomiast wysokie stężenia formy indukowalnej 
towarzyszą przede wszystkim stanom zapalnym i chorobom nowotworowym. Obie 
izoformy różnią się wrażliwością na niesteroidowe leki przeciwzapalne. Niektóre 
leki z tej grupy są nieselektywnymi inhibitorami cyklooksygenaz o dużo większym 
powinowactwie do COX-l niż do COX-2. Wśród nich można wymienić kwas 
acetylosalicylowy, sulindak, piroksykam, indometacynę, diklofenak. U około 25% 
chorych, przewlekle stosujących te leki, obserwuje się efekty uboczne, a u 5% 
występują groźne dla zdrowia powikłania -  nefrotoksyczność, hepatotoksyczność, 
powstawanie owrzodzeń w przewodzie pokarmowym, a nawet encefalopatię [10].
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TABELA 1. Wybrane selektywne i nieselektywne infibitory COX-2

Inhibitor cyklooksygenaz i c 50 COX-l
r u M l

IC5Q COX-2 
TuMl

^ 5 0
COX-l/COX-2

Selektywne inhibitory COX-2
NS-398 16,8 0,1 0,006
Flosulid >72,3 0,015 0,0002
PD 164387 >100 0,14 0,001
DuP 697 0,8 0,01 0,01
SC-58125 >100 0,09 0,007
SC-58635 (Celecoksib) 13 0,04 0,003
SC-558 17 0,009 0,0005
DFU 50 0,04 <0,001
Meloksikam 4,8 0,43 0,09
Nimesulid 9,2 0,52 0,06
Etodolak 34 3,4 0,1
L-745, 337 369 1,5 0,004
Nieselektywne inhibitory
Piroksykam 0,0005 0,3 600
Indometacyna 0,028 1,68 60
Diklofenak 1,57 1,1 0,7
Kwas acetylosalicylowy 1,67 278 166

Toksyczność ta wynika głównie z blokowania C O X -l. Skłoniło to do poszukiwań 
selektywnych inhibitorów cyklooksygenazy-2, do których zaliczamy między innymi: 
nimesulid, meloksikam, etodolak, SC58125, NS398, celecoksib [36]. Te leki nie 
hamują C O X -l w tak znacznym stopniu jak leki poprzedniej generacji, ale należy 
wspomnieć, że dotychczas nie udało się zsyntezować substancji hamującej tylko 
COX-2 i nie wpływającej na aktywność COX-l (tab. 1) [29, 60].

2. RAKI JELITA GRUBEGO

Raki jelita  grubego są w krajach wysoko rozwiniętych drugą pod względem 
częstości przyczyną zgonu z powodu nowotworów. Są natomiast najczęstszą przy­
czyną zgonów, jeśli wyeliminowane zostaną raki powstające w wyniku palenia 
papierosów. W krajach wysoko rozwiniętych do 70 roku życia nowotwór jelita 
grubego powstaje u 50% osób, a u 1 na 10 spośród nich ulega on zezłośliwieniu. 
W około 15% przypadków rak jelita grubego ma podłoże dziedziczne (tab. 2).

W iększość zmian złośliwych rozwija się na podłożu istniejących gruczolaków 
okrężnicy i odbytnicy [45]. Obecnie wiadomo o co najmniej dwóch jednostkach 
chorobowych -  polipowatość gruczolakowata rodzinna (ang. fam ilia l adenomatous
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TABELA 2. Ryzyko powstania raka jelita grubego w przeciągu całego życia osobnika

Ryzyko powstania raka jelita grubego
Ogólna populacja 1 : 20 do 1 : 50
Jedna osoba w rodzinie w wieku > 45 lat* 1 : 17
Jedna osoba w rodzinie w wieku < 45 lat* 1 : 10
Dwie osoby w rodzinie* 1 : 6
Trzy osoby w rodzinie* 1 : 2

*Dotyczy krewnych I stopnia (na podstawie [24])

polyposis -  FAP) i dziedziczna niepolipowata skłonność do powstawania raków 
okrężnicy (ang. hereditary nonpolyposis colorectal carcinoma -  HNPCC), które 
predysponują do powstawania raka [23].

HNPCC dziedziczy się w sposób autosomalny dominujący. Charakteryzuje się 
występowaniem licznych przypadków raka okrężnicy u członków jednej rodziny. 
W zespole nie stwierdza się polipów przewodu pokarmowego. Zmiany nowotworowe 
pojawiają się u ludzi w młodym wieku (poniżej 45 roku życia) i są zlokalizowane 
przede wszystkim w części proksymalnej jelita grubego [22, 30, 43]. U chorych 
z HNPCC obserwuje się również zwiększone ryzyko wystąpienia innych nowo­
tworów, przede wszystkim błony śluzowej macicy, jajnika, żołądka, dróg m oczo­
wych, je lita  cienkiego i pęcherzyka żółciowego [6]. Przyczyną choroby jest defekt 
w obrębie genów kodujących enzymy niezbędne do naprawy błędów poreplika- 
cyjnych (mismatch repair) [22, 30, 43].

FAP jest również chorobą autosomalną, dziedziczącą się w sposób dominujący. 
Przeciętnie występuje z częstością 1 na 7000 osób [22]. U chorych w obrębie 
całego przewodu pokarmowego powstaje ogromna liczba (nawet około tysiąca!) 
polipów. Przyczyna zespołu tkwi w mutacji jednego allelu genu APC (ang. ade- 
nomatous polyposis coli) [39]. Osoba z pojedynczym defektem genu odziedzi­
czonym od rodziców niekoniecznie choruje na raka. Znajduje się natomiast w grupie 
zwiększonego ryzyka w porównaniu z resztą populacji. Niezbędna do inicjacji procesu 
nowotworowego jest somatyczna mutacja drugiego, dotąd prawidłowego, allelu
[24].

Nie leczona polipowata gruczolakowatość rodzinna nieuchronnie prowadzi do 
powstania raka jelita grubego. W tej chwili leczenie sprowadza się do całkowitego 
usunięcia okrężnicy (kolektomia) i połączenia jelita krętego z odbytnicą. Chorzy 
przez długi czas pozostają pod obserwacją, aby ewentualnie wcześnie wykryć nowe 
polipy i raka. Odnotowano, że u 1/3 pacjentów po kolektomii dochodzi do całkowitej, 
spontanicznej regresji polipów końcowego odcinka jelita grubego. M imo to zabieg 
chirurgiczny nie znosi ryzyka ewentualnej transformacji nowotworowej. W iadomo, 
że u pacjentów z FAP dochodzi do przyspieszenia proliferacji i przesunięcia się
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obszaru rozrodczego komórek krypt jelitowych wyżej (z ang. aberrant cryptfoci), 
co koreluje z możliwością rozwoju raka.

M utacja w obrębie genu APC nie jest jedyną, niezbędną do transformacji no­
wotworowej zmianą w obrębie genomu komórki. Zaobserwowano, że aby komórka 
uległa przekształceniu w nowotworową, musi „uzbierać” kilka dodatkowych mutacji, 
w obrębie innych genów supresji nowotworowej oraz w obrębie protoonkogenów. 
Z  obserwacji epidemiologicznych wynika, że z reguły liczba tych mutacji wynosi 
od 6 do 11 (rys. 2).

3. CYKLOOKSYGENAZY W RAKACH JELITA GRUBEGO

Szereg danych wskazuje, że istnieje związek między zwiększonymi: stężeniem 
i aktywnością cyklooksygenaz a zaawansowaniem wzrostu raków jelita grubego. 
Już w latach siedemdziesiątych zaobserwowano większe stężenie PGE-, w wycinkach 
pobranych z guzów przewodu pokarmowego niż w otaczającej te guzy prawidłowej 
śluzówce jelit [2]. Nieco później zwrócono uwagę na to, że w naczyniach żylnych, 
drenujących okolicę nowotworów przewodu pokarmowego stężenie PGE2 jest zna­
cznie większe niż we krwi tętniczej dopływającej do guzów oraz że stężenie to 
jest tym większe, im bardziej inwazyjny jest nowotwór [35]. W tabeli 3 przedstawiono 
stężenia prostaglandyn w poszczególnych stadiach rozwoju raków jelita grubego.

Równolegle ze wzrostem stężenia prostaglandyn, rośnie stężenie COX-2 w guzach 
nowotworowych (tab. 3). W większości wypadków towarzyszy temu spadek stężenia 
C O X -l. Obserwacje te mogą mieć ogromne implikacje kliniczne, bowiem sugerują 
możliwość zastosowania selektywnych inhibitorów COX-2 w prewencji, a być może 
również w terapii nowotworów jelita grubego [27, 46].

TABELA 3. Stężenia PGE2 , COX-2 i bcl-2 w poszczególnych stadiach rozwoju raka jelita gru­
bego

Źródło Stężenie PGE2 
[pg/mg tkanki]

Stężenie COX-2 Stężenie bcl-2

Śluzówka jelita grubego 147 Norma Norma
Polip 165 T t
Gruczolak 227 t T T T
Rak 440 T T T T t T
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RYSUNEK 2. Schemat przedstawiający etapy transformacji nowotworowej w jelicie grubym; progrwsja 
nowotworowa wiąże się z powstawaniem w komórkach kolejnych zmian genetycznych (mutacji); 
inwazyjny rak wywodzący się z jelita grubego ma od 6 do 11 takich zmian genetycznych; nie wiadomo, 
w którym momencie dochodzi do zwiększenia produkcji COX-2

4. W JAKI SPOSÓB DOCHODZI DO INDUKCJI CYKLO-
OKS Y GENAZ Y-2?

Nadal nieznany jest mechanizm zwiększonej produkcji COX-2 w komórkach 
nowotworowych. W zrost stężenia cyklooksygenazy-2 w nowotworach koreluje ze 
stopniem zaawansowania tych zmian. COX-2 można wykryć w około 43% gru-
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czolaków oraz w 86% raków jelita grubego [11]. Choć dotychczas nie określono 
precyzyjnie, w którym momencie, w przebiegu transformacji w obrębie komórek 
nabłonkowych jelita grubego, dochodzi do zwiększenia produkcji COX-2, wiele 
wskazuje, że jest to zjawisko wtórne do mutacji na przykład w APC albo w obrębie 
innych protoonkogenów lub genów supresorowych nowotworów. Niewykluczone 
jest również, że nabycie przez komórki nowotworowe zdolności do zwiększonej 
syntezy COX-2 jest jednym  z kluczowych etapów transformacji w obrębie jelita 
grubego. Potwierdzają to obserwacje u myszy Min/+, będących modelem wystę­
pującego u ludzi zespołu FAP (patrz niżej). Myszy Min/+, nie mają jednego allelu 
APC (APCA716/+). Jeśli dodatkowo myszom tym wyłączono jeden lub oba allele 
genu kodującego COX-2, zaobserwowano znaczne zmniejszenie liczby polipów 
w przewodzie pokarmowym (tab. 4).

Zaobserwowano, że pobudzenie komórek przez T G F -a prowadzi do indukcji 
genu kodującego COX-2 [8]. Podobnie działa szereg innych czynników wzrostu, 
cytokin i hormonów [51], hipoksja [47], niektóre promotory nowotworowe [51] 
oraz sole kwasów żółciowych [62]. W szystkie te czynniki działają jednak na 
komórki przejściowo i nadal nie ma ścisłych danych wskazujących na to, czy zw ię­
kszona ekspresja genów kodujących COX-2 jest wynikiem nieustannego działania 
wymienionych substancji czy też wynika z trwałego nabycia (na przykład w wyniku 
określonej mutacji) zdolności do zwiększonej produkcji tego enzymu. Na potwier­
dzenie tej ostatniej hipotezy zaobserwowano, że transfekcja komórek nabłonkowych 
pochodzących z jelita grubego genem kodującym zmutowany H-ras prowadzi do 
9-krotnego zwiększenia w tych komórkach mRNA dla COX-2 i 12-krotnego zw ię­
kszenia stężenia enzymu [48].

TABELA 4. Wpływ delecji jednego lub obu alleli COX-2 na liczbę spontanicznie powstających 
polipów u myszy Min/+, liczbę polipów oceniano w 10 tygodniu życia

Fenotypy myszy Liczba polipów % redukcji względem myszy 
Min/+

APC A716/+/COX-2+/+ 652±198 _
APC A716/+/COX-2+/_ 224±123 66
APC a7I6/+/COX-2_/_ 93±98 86
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5. W JAKI SPOSÓB CYKLOOKSYGENAZY SPRZYJAJĄ 
POWSTAWANIU NOWOTWORÓW?

Skoro nabycie zdolności do zwiększonej produkcji COX-2 wydaje się być ważnym 
etapem w procesie transformacji nowotworowej warto zadać pytanie, w jaki sposób 
zdolność ta może przyczyniać się do powstawania nowotworów.

Po pierwsze, COX-2 może przekształcać nieaktywne prokarcinogeny do aktyw ­
nych pochodnych, wiążących się z DNA i indukujących mutacje. Jak już wspomniano 
(rys. 1), cyklooksygenazy mają dwie aktywności katalityczne. Podczas gdy aktywność 
cyklooksygenazowa jest w miarę swoista wobec kwasu arachidonowego, okazuje 
się, że aktywność peroksydazowa jest nieselektywna [25]. Obok PGG, cyklooksy­
genazy redukują szereg innych związków hydroperoksydowych. W reakcjach tych 
donorem elektronów mogą być między innymi: policykliczne wodorowęglany aro­
matyczne, aflatoksyny, halogenowane pestycydy, aminy aromatyczne i fenole, które 
ulegają aktywacji [13]. Dość istotne jest to, że wiele spośród wymienionych pro- 
karcinogenów znajduje się w pożywieniu. W nieobecności cyklooksygenaz zostałyby 
one wydalone z organizmu w postaci nieaktywnej.

Innym karcinogenem powstającym w wyniku działania cyklooksygenaz jest malo- 
nylodialdehyd (MDA) -  produkt degradacji PGH9 [25]. Im większa aktywność 
cyklooksygenaz, tym większa produkcja PGH i tym większe stężenie M DA w 
tkance.

W reszcie ostatni mechanizm prokarcinogennego działania cyklooksygenaz może 
polegać na powstawaniu rodników peroksylowych w wyniku peroksydacji lipidów
[25]. Rodniki peroksylowe są niezwykle stabilne w porównaniu z innymi rodnikami 
tlenowymi i mają wybitną łatwość dyfuzji [25]. Mogą one epoksydować podwójne 
wiązania szeregu prokarcinogenów, takich jak: dihydroksy-dibenzantracen i ben- 
zapiren-8,8-diol, które następnie indukują mutacje DNA [25].

Szereg danych wskazuje również, że prostaglandyny mogą działać bezpośrednio 
na komórki nowotworowe lub na niestransformowane kolonocyty, pobudzając ich 
proliferację. Na przykład PGE2 zwiększa proliferację komórek nowotworowych 
wywodzących się z gruczolaków jelita grubego -  HT-29 i SW 1116 [40]. Podany 
myszom stabilny metabolit PGE2 -  dimetylo-PGE2 prawie 4-krotnie zwiększa pro­
liferację kolonocytów [40]. Jeśli prostaglandyny, produkowane lokalnie przez ko­
m órki now otw orow e, m ogą pobudzać proliferację, to zm niejszenie produkcji 
prostaglandyn przez niesteroidowe leki przeciwzapalne powinno tę proliferację 
zmniejszyć. Zgodnie z tymi założeniami szereg nieselektywnych inhibitorów cy­
klooksygenaz, takich jak: kwas acetylosalicylowy, indometacyna, sulindak, piro- 
ksykam, naproksen oraz selektywnych inhibitorów COX-2 (NS-398, M F-tricyclic, 
nimesulid), zmniejsza proliferację komórek nowotworowych, zatrzymując je  w fazie 
G1 cyklu [12, 49]. Nieoczekiwanie leki te mogą niekiedy hamować proliferację
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komórek nowotworowych nie mających cyklooksygenaz i nie produkujących pro- 
staglandyn [16]. Ponadto, dodanie prostaglandyn do hodowli komórek zatrzymanych 
w fazie G1 cyklu w wyniku działania indometacyny nasila, a nie znosi efekt anty- 
proliferacyjny (mimo że prostaglandyny samodzielnie działały mitogennie na ko­
mórki nowotworowe!) [9].

Zwiększonej produkcji cyklooksygenaz towarzyszy zwiększenie siły adhezji do 
białek macierzy pozakomórkowej. Komórki nabłonka jelitowego szczura RIE-S 
(rat intestinal epithelium) transfekowane genem dla COX-2 mogą przykleić się 
i rosnąć na podłożu matrigelowym (mieszanina białek macierzy pozakomórkowej) 
i są oporne na proapoptotyczne działanie kwasu masłowego [56]. Takich właściwości 
nie mają komórki dzikie tej linii. Im większe stężenie w komórkach nowotworowych 
COX-2, tym mniejsze stężenie antyapoptotycznego białka bcl-2 i receptora dla 
TGF-(32 [56]. Ekspresji genu dla COX-2 towarzyszy również brak kadheryny
E [56]. W prowadzenie do komórek nowotworowych wywodzących się z jelita gru­
bego genu kodującego COX-2 zwiększa wydzielanie przez te komórki metalo- 
proteinaz 2 i 9 [57] oraz szeregu czynników pobudzających angiogenezę (VEGF, 
bFGF, PDGF, TGF-[3, NO, endotelina-1) [58].

Produkt cyklooksygenaz -  PGE2 działa supresyjnie na układ odpornościowy. 
Zmniejsza między innymi aktywność komórek NK, LAK i cytotoksycznych lim­
focytów T, hamuje proliferację tych komórek redukując liczbę receptorów dla IL-2 
[37].

Dane te wskazują zatem, że obecność COX-2 jest jednym  z kluczowych etapów, 
umożliwiających uzyskanie przez komórki nowotworowe cech pełnej złośliwości: 
zwiększona proliferacja, uniknięcie apoptozy i anoikis (wzrost niezależny od przy­
legania do podłoża), utrata adhezji do komórek sąsiadujących (utrata kadheryny 
E), pobudzenie angiogenezy, bez której guz nie może urosnąć większy niż 2-3  
mm3, naciekanie tkanek (wydzielanie metaloproteinaz), dawanie przerzutów (zmniej­
szone wydzielanie prostacyklin i wzrost aktywności prokoagulacyjnej) i wreszcie 
uniknięcie swoistej odpowiedzi odpornościowej.

6. CHEMOPREWENCYJNE DZIAŁANIE 
NIESTEROIDOWYCH LEKÓW PRZECIWZAPALNYCH 
-  OBSERWACJE U ZWIERZĄT DOŚWIADCZALNYCH

W ciągu ostatnich 20 lat opublikowano wiele prac, w których opisano prewencyjne 
działanie niesteroidowych leków przeciwzapalnych w modelach zwierzęcych, w 
których nowotwory indukowano karcinogenami chemicznymi. Prawie we wszystkich 
badaniach obserwowano silne i trwające wiele tygodni po ukończeniu terapii działanie 
tych leków. Autorom  udało się odnaleźć zaledwie jedną pracę, w której efekt chemo-
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prewencyjny obserwowano tylko w okresie podawania zwierzętom niesteroidowych 
leków przeciwzapalnych [32], jedną publikację, w której nie wykazano prote­
kcyjnego działania tych leków oraz jedną, w której zaobserwowano wzmocnienie 
promocyjnego wpływu karcinogenu na powstawanie raka skóry [15].

Jednym z najczęściej stosowanych karcinogenów chemicznych, indukujących 
nowotwory przewodu pokarmowego jest azoksymetan (AOM). Regularnie, 52 tygo­
dnie po dwukrotnym podaniu 15 mg/kg AOM, u 80% zwierząt doświadczalnych 
powstają raki okrężnicy. Najczęściej są to nieinwazyjne gruczolakoraki (około 60%), 
ale u wielu myszy (30^40%) obserwowane są niezwykle złośliwe raki. Często 
powstaje więcej niż jedna zmiana nowotworowa. Kilka niesteroidowych leków prze­
ciwzapalnych (piroksykam, indometacyna, kwas acetylosalicylowy, ibuprofen, su- 
lindak oraz selektywne inhibitory COX-2: celecoksib, NS398, nimesulid) zmniejsza 
częstość występowania i liczbę zmian nowotworowych u zwierząt, które otrzymały 
AOM [21,41, 38]. Sulindak działa prewencyjnie nawet wówczas, gdy jest podawany 
aż 14 tygodni po podaniu szczurom karcinogenu [41]. Niesteroidowe leki prze­
ciwzapalne zmniejszają także częstość występowania nowotworów przewodu po­
karm ow ego, indukowanych innym i karcinogenam i, takimi jak: 1,2-dim etylo- 
hydrazyna, metylonitrozomocznik oraz metyloazoksymetanol (tab. 5).

TABELA 5. Podsumowanie badań, w których udokumentowano chemoprewencyjne działanie 
niesteroidowych leków przeciwzapalnych

NLPZ Karcinogen Zwierzę Rok Pozycja
literatury

Piroksykam MAM Szczur 1983 [48]
Piroksykam MNU Szczur 1984 [45]
Piroksykam AOM Szczur 1987 [53]
Piroksykam AOM Szczur 1991 [51]
Piroksykam AOM Szczur 1996 [43]
Kwas acetylosalicylowy DMH Szczur 1992 [10]
Kwas acetylosalicylowy AOM Szczur 1993 [55]
Sulindak DMH Mysz 1988 [35]
Sulindak AOM Szczur 1995 [50]
Sulfon sulindaku AOM Szczur 1997 [44]
Kwas meklofenamowy DMH Szczur 1984 [34]
Indometacyna MAM Szczur 1980 [25]
Indometacyna DMH Szczur 1980 [46]
Indometacyna MNU Szczur 1983 [41]
Indometacyna DMH Szczur 1983 [47]
Indometacyna MNU Szczur 1984 [37]
Calecoksib (SC-58635) AOM Szczur 1996 [56]
Calecoksib (SC-58635) AOM Szczur 1998 [23]

Skróty karcinogenów: AOM -  azoksymetan, DMH -  1,2-dimetylohydrazyna, DMN -  dimetyloni- 
trozoamina, MAM -  metyloazoksymetanol, MNU -  A-metylo-/V-nitrozomocznik
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W arto również dodać, że niesteroidowe leki przeciwzapalne skutecznie zapo­
biegają powstawaniu wielu innych nowotworów indukowanych karcinogenami che­
micznymi. Efekt chemoprewencyjny zaobserwowano w wypadku raków: przełyku 
[25, 54], wątroby [55], płuc [44], sutka [34], skóry [26] i pęcherza moczowego 
[42]. Niektóre niesteroidowe leki przeciwzapalne zmniejszają również ryzyko po­
wstawania raków jelita grubego po napromieniowaniu [36].
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CYKLOOKSYGENAZY, NIESTEROIDOW E LEKI 
PRZECIW ZAPALNE I RAKI JELITA GRUBEGO -  

CZĘŚĆ II

CYCLOOXYGENASES, NONSTEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY 
DRUGS AND COLON CANCERS -  PART II

Katarzyna KOZAR, Rafał KAMIŃSKI, Jakub GOŁĄB*

Zakład Immunologii, Instytut Biostruktury, Akademia Medyczna w Warszawie

Streszczenie: W ciągu ostatnich 30 lat pojawiło się wiele publikacji, z których wynika, że jednym z 
ważnych etapów w procesie transformacji nowotworowej w obrębie przewodu pokarmowego, a szcze­
gólnie jelita grubego, jest zwiększenie ekspresji indukowalnego enzymu uczestniczącego w produkcji 
prostaglandyn -  cyklooksygenazy-2 (COX-2). Chociaż mechanizm tej zwiększonej ekspresji nadal nie 
został całkowicie wyjaśniony, to fakt, iż w kolejnych stadiach progresji raków jelita grubego dochodzi 
do coraz większego stężenia COX-2 oraz prostaglandyn w guzach, skłonił badaczy do zastosowania 
blokujących ten enzym niesteroidowych leków przeciwzapalnych w celu sprawdzenia ich potencjalnego 
wpływu chemoprewencyjnego. Obecnie wiadomo, że leki z tej grupy zapobiegają powstawaniu nowo­
tworów przewodu pokarmowego u zwierząt doświadczalnych, którym podano karcinogeny chemiczne. 
Leki te są również efektywne w zmniejszaniu liczby i rozmiarów polipów w modelach zwierzęcych oraz 
u ludzi z rodzinną gruczolakowatością polipowatą. Istnieją również obserwacje, z których wynika, że 
niesteroidowe leki przeciwzapalne zmniejszają częstość występowania oraz śmiertelność z powodu 
nowotworów jelita grubego u ludzi. W pracy tej, podzielonej na dwie części, opisano, w jaki sposób 
może dochodzić do zwiększenia ekspresji COX-2 w komórkach nowotworowych i w jakich mechani­
zmach ta zwiększona ekspresja ułatwia progresję nowotworów (część I). Podsumowano również wyniki 
opublikowanych dotychczas obserwacji epidemiologicznych i klinicznych oraz podjęto próbę wyjaśnie­
nia potencjalnych mechanizmów przeciwnowotworowego działania niesteroidowych leków przeciwza­
palnych (część II).
(Postępy Biologii Komórki 1999; 26: 667-683)

Słowa kluczowe: cyklooksygenaza, rak jelita grubego, niesteroidowe leki przeciwzapalne

*Jakub Gołąb jest stypendystą Fundacji Na Rzecz Nauki Polskiej.
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Summary: During the last 30 years numerous reports implicating a potential involvement of inducible 
prostaglandin synthase -  cyclooksygenaze-2 (COX-2) and prostaglandins in the neoplastic transforma­
tion, especially of gastrointestinal tract, have been published in the literature. Although the exact 
mechanism of increased COX-2 and prostaglandins expression in tumor cells are still contentious and 
highly speculative these have nonetheless prompted the evaluation of potential chemopreventive efficacy 
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs. These drugs proved chemopreventive activity in laboratory 
animals that received chemical carcinogens and were also effective in reducing the size and number of 
polyps in animal models and in humans with familial adenomatous polyposis. Numerous reports reveal 
that nonsteroidal anti-inflammatory drugs are also capable of reducing the incidence of and mortality 
from large bowel tumors. In this two part review the potential mechanisms of increased tumor expression 
of COX-2 and how this increased expression might facilitate the progression of malignancy are discussed 
(part I). The results of epidemiologic and clinical trials together with the mechanisms of antitumor action 
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs are summarized in part II.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 667-683)

Key words: cyclooxygenase, colon cancer, nonsteroidal anti-inflammatory drugs

1. MYSI MODEL FAP I CHEMOPREWENCYJNE 
DZIAŁANIE NIESTEROIDOWYCH LEKÓW 

PRZECIWZAPALNYCH

Chociaż zespół FAP odpowiedzialny jest za powstawanie zaledwie kilku procent 
raków jelita grubego u ludzi, to badania zmienionej nowotworowo tkanki jelita 
grubego wykazały, że w 85% przypadków niedziedzicznych raków okrężnicy i 
odbytnicy dochodzi do mutacji genu Apc. W ydaje się, że jest to jeden z etapów 
inicjujących transformację nowotworową w obrębie przewodu pokarmowego. Istnieje 
również zwierzęcy model polipowatości jelit -  myszy C57BL/6J-Min/+ (Min/+), 
ze zmutowaną wersją mysiego genu Apc. W ich przewodzie pokarmowym do 10 
tygodnia życia powstaje około 600-700 polipów, które doprowadzają do śmierci 
myszy między 16 a 18 tygodniem życia z powodu anemii i niedrożności jelitowej. 
Z niewiadomych przyczyn polipy u myszy Min/+ tworzą się głównie w jelicie 
cienkim, podczas gdy u pacjentów z FAP zdecydowanie dominują w okrężnicy. 
Niemniej jednak myszy Min/+ stanowią dobry, bo przede wszystkim jednolity ge­
netycznie model do badań wpływu różnych substancji pochodzenia egzogennego 
(w tym również leków) na mechanizmy leżące u podstaw transformacji nowo­
tworowej.

Oshima i wsp. [31 ] badali obecność polipów w jelitach myszy Min/+ ze zmutowaną 
wersją genu dla Cox-2. U myszy kontrolnych z pojedynczą mutacją genu Apc  i 
bez mutacji genu Cox-2 oznaczonych jako APC 7 6/+/COX-2+/+ liczba polipów 
w 10 tygodniu wynosiła 652+198, u myszy z pojedynczą mutacją genu Apc  i po­
jedynczą mutacją w Cox-2 (APCA716/+/COX-2+/~) zaobserwowano 224±123 polipy 
(34% kontroli), a u myszy z pojedynczą mutacją Apc  i podwójną mutacją w Cox-2
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TABELA 1. Wpływ delecji jednego lub obu alleli COX-2 na liczbę spontanicznie powstających 
polipów u myszy Min/+, liczbę polipów oceniano w 10 tygodniu życia

Fenotyp myszy Liczba polipów % redukcji względem myszy 
Min/+

A p c A716/+/ c o x _2+/+ 652±198 _
Ap c a7'6/+/COX-2+/~ 224±123 66
A p c A716/+ / c o x _2-/- 93+98 86

(APCA716/+COX-2’/’) były 93±98 polipy (14% kontroli) (tab. 1). Rozmiar polipów 
u myszy APCA7l6/+COX-2’/’ był znacznie mniejszy, ich średnica nie przekraczała 
2,0 mm. Ponadto u myszy APCA716/+COX-2’/’ nie znaleziono ani jednego polipa 
w obrębie jelita grubego. Dla porównania, u myszy APCA716/+/COX-2+/~ znaleziono 
średnio 2 polipy w jelicie grubym, zaś u myszy APCA7l6/+/COX-2+/+ od 5, nawet 
do 15 [31].

Z obserwacji tych wynika, że obecność COX-2 jest bardzo ważnym, choć nie 
jedynym , czynnikiem sprzyjającym powstawaniu polipów. Potwierdzają to wcześ­
niejsze obserwacje kliniczne. W latach osiemdziesiątych zaobserwowano, że po­
dawanie sulindaku zmniejsza liczbę polipów oraz ryzyko powstania nowotworów 
przewodu pokarmowego u pacjentów z FAP. Wyniki tych obserwacji znalazły także 
potwierdzenie w badaniach na zwierzętach. U myszy Min/+ leczonych sulindakiem 
w dawce 320 ppm przez okres 60 dni zaobserwowano spadek liczby i średnicy 
polipów o 95% w porównaniu z grupą kontrolną [11]. Równie silny efekt tera­
peutyczny wykazała Boolbol i wsp. [7] podając myszom w wodzie pitnej sulindak 
w dawce ok. 0,5±0,1 mg dziennie, odnotowując zmniejszenie liczby polipów z 
11,9±7,8 w grupie kontrolnej do 0,1 ±0,1. Okazuje się jednak, że efekt terapii wygasa 
po przerwaniu leczenia. Czterdziestodniowa suplementacja diety sulindakiem z na­
stępującą po tym czterdziestodniową przerwą spowodowała wzrost liczby polipów 
z 2,0±0,8 do 28,0±6,0, a ich średnicy z 0,92±0,08 mm do 1,14±0,03 mm.

U myszy Min/+ leczonych piroksykamem w dawkach 0, 50, 100 i 200 ppm 
przez okres 6 tygodni zaobserwowano wyraźny spadek liczby polipów w obrębie 
całego jelita cienkiego. W porównaniu z grupą kontrolną (17,3±2,7) liczba polipów 
zmniejszyła się do 5,2+1,2 przy dawce 50 ppm, 4,5±1,0 przy 100 ppm i 2,1 ±1,1 
w grupie o najwyższym stężeniu piroksykamu, tj. do 12% wartości początkowej 
[24]. Ritland i wsp. [38] zaobserwowali zmniejszenie o 94,4% liczby polipów stosując 
przez 70 dni piroksykam w dawce 200 ppm. Ta sama dawka po 170 dniach ciągłej 
terapii zmniejszyła liczbę polipów o 95,7% w porównaniu z grupą kontrolną.

Kwas acetylosalicylowy podawany myszom w codziennej diecie w ilości 
500 )!g, co stanowi odpowiednik przyjmowanej przez człowieka dziennej dawki 
80-110 mg, po 10 tygodniach leczenia zredukował liczbę polipów o 44% [4].
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Spadek liczby polipów zaobserwowano również dodając do karmy myszy M in/+ 
kwas acetylosalicylowy przez okres 7 tygodni. W porównaniu z grupą kontrolną 
(35,8±4,4) u myszy leczonych dawką 250 ppm liczba polipów zmniejszyła się 
do 16,0±2,3 [5].

M imo że największe nadzieje pokładane są w możliwości stosowania nieste- 
roidowych leków przeciwzapalnych w zapobieganiu chorobom nowotworowym, 
istnieją dane wskazujące, iż leki te są również efektywne w przypadku już istniejących 
polipów jelita. Dwudniowe leczenie sulindakiem takich polipów doprowadziło do 
regresji 19% polipów (z 36,0±7,0 do 29,0±3,0). Po czterodniowym leczeniu od­
notowano regresję 75% polipów (z 36,0±7,0 do 9,0±1,0), a po dwudziestu dniach 
terapii zanotowano jeszcze dodatkowy choć już niewielki spadek ich liczby z 
36,0±7,0 do 7,0±2,0 [11]. Równie zadowalające wyniki przynosi terapia piroksy- 
kamem. Leczenie polipów dawką 200 ppm przez okres 100 dni spowodowało redukcję 
ich liczby o 96% w porównaniu z grupą kontrolną [24].

2. CHEMOPREWENCYJNE DZIAŁANIE 
NIESTEROIDOWYCH LEKÓW PRZECIWZAPALNYCH

U LUDZI

Wyniki prac, prowadzonych przez Kudo i wsp. oraz Pollarda i wsp. [25, 34], 
wielokrotnie potwierdzone przez innych naukowców, stały się punktem wyjścia 
do badań epidemiologicznych oceniających potencjalne zmniejszenie ryzyka po­
wstania nowotworów u ludzi przez niesteroidowe leki przeciwzapalne.

W 1983 r., a potem w 1989 r., W addell i wsp. jako pierwsi opublikowali wyniki 
swoich obserwacji, z których wynika, że sulindak zmniejsza liczbę i rozmiary polipów 
u pacjentów z FAP [53, 54]. Z badań tych wynika, że przyjmowany codziennie 
sulindak w dawce 30CM100 mg przez okres 6-12  miesięcy spowodował całkowitą 
regresję polipów. Efekt terapii ustąpił jednak po przerwaniu leczenia. W innych 
badaniach zaobserwowano, że doustne podawanie sulindaku w ilości 150 mg dwa 
razy dziennie przez 9 miesięcy zmniejszyło u pacjentów z FAP liczbę polipów
0 44% (P=0,014) i średnicę o 35% (P<0,001) w porównaniu z grupą kontrolną 
[18]. Znaczną redukcję liczby i wielkości polipów odnotowała również Spagnesi
1 wsp. po terapii sulindakiem w dawce 100 mg dwa razy dziennie. Badaniem objęto 
20 pacjentów z FAP, w tym 14 po zabiegu kolektomii. Przed leczeniem liczba 
polipów u pacjentów po zabiegu operacyjnym wynosiła 10,08+8,05, a u chorych 
nie operowanych 13,5±7,8, natomiast średnica odpowiednio 1,0±0,57 mm i 
0,9±0,6 mm. Sześćdziesięciodniowa terapia zredukowała liczbę polipów do 
2,53±3,4 u pacjentów po IRA i do 2,5±2,4 u chorych nie operowanych. Średnica 
polipów zmniejszyła się odpowiednio do 0,57+0,54 mm i 0,5±0,4 mm.
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RYSUNEK 1. Względne ryzyko zachorowania na nowotwory jelita grubego w przypadku regularnego 
przyjmowania aspiryny

W  roku 1988 ukazała się praca australijskich badaczy, w której wykazano korelację 
między spożywaniem kwasu acetylosalicylowego a zmniejszonym ryzykiem wy­
stępowania raka okrężnicy. W ykazano jednocześnie, że steroidowe leki przeciw­
zap a ln e , k tó re  zm n ie jsza ją  p rodukcję  p rostag landyn , nie reduku ją  ryzyka 
gruczolaków i gruczolakoraków okrężnicy [26]. Największe badania dotyczące sto­
sowania niesteroidowych leków przeciwzapalnych w zapobieganiu rakom okrężnicy 
objęło ponad 600 000 osób i wykazało odwrotnie proporcjonalną korelację między 
daw ką przyjmowanego kwasu acetylosalicylowego a częstością występowania no­
wotworów jelita grubego i zgonów spowodowanych nowotworem [49]. Podobną 
zależność wykazało następnie wielu innych badaczy [19, 20, 36, 39, 40].

W arto zwrócić uwagę na fakt, że zwiększenie efektu prewencyjnego koreluje 
z wydłużeniem  czasu przyjmowania niesteroidowych leków przeciwzapalnych (rys. 
1) [19, 20, 39, 40]. Silny efekt prewencyjny obserwuje się po terapii prowadzonej 
kwasem acetylosalicylowym przez okres dłuższy niż 5 lat. Najlepsze jednak rezultaty 
odnotowano u osób przyjmujących te leki ponad 10-20 lat. Jeśli względne ryzyko 
(RR -  ang. relative risk) w okresie 5 -9  lat przyjmowania kwasu acetylosalicylowego 
wynosi od 0,84 (95% przedział ufności: 0,55-1,28) [19] do 0,6 (0,2-1,0) [40], 
to w okresie późniejszym dla osób przyjmujących kwas acetylosalicylowy powyżej 
dziesięciu lat RR waha się w granicach między 0,3 (0,1-0,7) a 0,56 (0,36-0,9) 
[19, 40].
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RYSUNEK 2. Ryzyko zgonu z powodu raka jelita grubego w zależności od częstości spożywanego 
kwasu acetylosalicylowego [49]

Najnowsze wyniki badań prowadzone przez Smalleya i wsp. [45] obejmujące 
grupę ponad 100,000 osób w wieku 65 lat i starszych dowodzą zmniejszenia ryzyka 
wystąpienia raka odbytnicy o 19% (RR=0,81), raka okrężnicy wstępującej o 52% 
(RR=0,48) i raka okrężnicy zstępującej o 23% (RR=0,77). Niewątpliwie istnieje 
także związek między dawką przyjmowanego kwasu acetylosalicylowego a ew en­
tualnym rozwinięciem nowotworu i ryzykiem zgonu (rys. 2). Z badań Thuna i 
wsp. wynika, że ryzyko to kształtuje się od 0,84 (0,64-1,12) dla mężczyzn i 0,92 
(0,66-1,26) dla kobiet w wypadku przyjmowania mniej niż jednej tabletki (325 
mg) na miesiąc do odpowiednio 0,48 (0,3-0,76) i 0,53 (0,32-0,87), gdy dawka 
kwasu acetylosalicylowego przekracza 16 tabletek miesięcznie [49]. Korelacja nie 
jest tak wyraźna w wynikach badań opublikowanych przez Rosenberg i wsp. [39]. 
Może to być spowodowane przyjmowaniem kwasu acetylosalicylowego w różnych 
dawkach dziennych -  od pół (162,5 mg) do 2 tabletek (650 mg), zupełnie inaczej 
niż w pozostałych badaniach, gdzie regularne przyjmowanie kwasu acetylosalicy­
lowego oznaczało maksymalnie dwie lub mniej tabletek tygodniowo. W pracy Ro­
senberg i wsp. [39] nie uwzględniono dawki 80 mg dziennie, którą aktualnie zaleca 
się w celu zmniejszenia ryzyka wystąpienia choroby niedokrwiennej serca [39]. 
W yniki przeprowadzonych do tej pory badań epidemiologicznych podsumowano 
w tabeli 2.

Wiadomo, że zaprzestanie terapii niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi na 
okres dłuższy niż rok nie tylko znosi efekt chemoprewencyjny, a nawet podwyższa
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TABELA 2. Ryzyko zachorowania lub zgonu z powodu raka jelita grubego

673

Piśmiennictwo RR -  kobiety RR -  mężczyźni Średnie ryzyko
Kunę [26] 0,49 0,58 0,53
Thun [49] 0,92-0,53 0,84-0,48
Rosenberg [40] 0,8 0,6 0,9-0,5
Rosenberg [41] 0,6-0,3
Giovannucci [20] 0,7-0,38
Giovannucci [19] 1,06-0,56

W tabeli ukazano dane dla osób regularnie przyjmujących kwas acetylosalicylowy (tzn. nie rzadziej 
niż raz w miesiącu)

nieco ryzyko wystąpienia choroby nowotworowej jelita grubego. Efekt jest tym 
bardziej dramatyczny, im dłużej przyjmowano leki przed zaprzestaniem dalszej 
kuracji (rys. 3) [39, 40].

Autorom udało się dotrzeć do dwóch doniesień, w których nie dopatrzono się 
związku między przyjmowaniem niesteroidowych leków przeciwzapalnych a ry­
zykiem raka jelita grubego. W 1993 roku takie wyniki otrzymał Gann i wsp., 
prawdopodobnie jednak przyjmowana dawka leku była zbyt mała i okres badania 
zbyt krótki [17]. Regularne przyjmowanie kwasu acetylosalicylowego przez Kali- 
fornijczyków w podeszłym wieku (średnia wieku 73 lata) zwiększyło zapadalność 
na raka jelita  grubego, raka pęcherza i nerki, podwyższyło również ryzyko choroby
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RYSUNEK 3. Ryzyko wystąpienia zmiany nowotworowej w obrębi ej elita grubego w rok po zaprzestaniu 
długotrwałego leczenia NLPZ [45,46]
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niedokrwiennej serca. U pacjentów tych niejednokrotnie stwierdzano krwawienia 
z przewodu pokarmowego, wrzody żołądka i zaćmę. W yraźnie wzrosła również 
możliwość rozwinięcia raka nerki u mężczyzn (RR=6,28), co może korelować z 
istotną rolą, jaką odgrywają w nerce enzymy docelowe dla niesteroidowych leków 
przeciwzapalnych.

3. MECHANIZMY PRZECIWNOWOTWOROWEGO 
DZIAŁANIA NIESTEROIDOWYCH LEKÓW 

PRZECIWZAPALNYCH

3.1. C zy p rzec iw n o w o tw o ro w e dzia łan ie  n ieste ro idow ych  leków  
zapalnych  w y n ik a  z b lokow an ia  cy k lo o k sy g en az?

Choć istnieje wiele danych sugerujących bezpośredni wpływ niesteroidowych 
leków przeciwzapalnych na komórki nowotworowe, nadal wiele kontrowersji budzi 
mechanizm ich działania. Do niedawna wydawało się, że za przeciwnowotworowe 
właściwości niesteroidowych leków przeciwzapalnych odpowiedzialne jest bloko­
wanie cyklooksygenaz i syntezy prostaglandyn, które, jak już omówiono, są pro­
dukowane przez komórki nowotworowe i mogą pobudzać ich proliferację. Szereg 
antyoksydantów zmniejsza produkcję prostaglandyn w komórkach nowotworowych 
w wyniku blokowania transkrypcji genu dla COX-2 i wywiera tym samym efekt 
antyproliferacyjny [10]. Zupełnie nieoczekiwanie okazało się jednak, że sulfon su- 
lindaku, metabolit nie hamujący cyklooksygenaz, zapobiega powstawaniu nowo­
tworów u myszy otrzymujących karcinogeny chemiczne [47]. Zaobserwowano 
również, że sulindak zmniejsza liczbę nowotworów płuc u zwierząt otrzymujących 
karcinogeny chemiczne, ale w płucach badanych zwierząt wykrywano jedynie po­
chodną sulfonową sulindaku [32]. Na marginesie warto dodać, że sulindak podawany 
doustnie ulega metabolizmowi w przewodzie pokarmowym w wyniku aktywności 
flory bakteryjnej. Powstające dwa metabolity: siarczyn i sulfon mają zupełnie od­
mienne właściwości. Jedynie siarczyn blokuje cyklooksygenazy (rys. 4) [27].

O tym, że zahamowanie produkcji prostaglandyn przez niesteroidowe leki prze­
ciwzapalne nie jest głównym (jeśli w ogóle jest) mechanizmem działania prze- 
ciwnowotworowego, świadczą również wyniki doświadczeń, w których badano 
wpływ indometacyny i karprofenu na wzrost raków sutka u myszy. Otóż oba te 
leki silnie zahamowały produkcję prostaglandyn, ale tylko indometacyna zwolniła 
wzrost guzów [27]. W reszcie okazało się, że indometacyna hamuje podziały ko­
mórek nowotworowych dopiero w dawkach znacznie przekraczających wymagane 
do zahamowania produkcji prostaglandyn. Pochodna kwasu acetylosalicylowego, 
NCX-4016, nie blokująca cyklooksygenaz, ale indukująca produkcję tlenku azotu
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RYSUNEK 4. Główne metabolity sulindaku oraz najważniejsze między nimi różnice w działaniu

(NO) wywiera silniejszy efekt chemoprewencyjny u szczurów niż kwas acetylosa­
licylowy [3].

Ketoprofen, ketorolak i flubiprofen są niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi, 
pochodnymi kwasu 2-arylo propionowego, które występują w dwóch odmianach 
enancjomerycznych: S  i R. Chociaż jedynie enancjomery prawoskrętne (S ) hamują 
cyklooksygenazy [8], obie formy w podobnym stopniu działają antyproliferacyjnie 
[30] potwierdzając, że zahamowanie cyklooksygenaz nie jest niezbędne w ich dzia­
łaniu przeciwnowotworowym. Dla porównania, steroidowe leki, blokujące COX-2, 
takie jak na przykład deksametazon, nie mają działania przeciwnowotworowego 
[27]. Są to niezwykle ważne obserwacje w aspekcie klinicznym, bowiem do zwię­
kszenia produkcji COX-2 dochodzi w późnych etapach transformacji nowotworowej 
w obrębie je lita  grubego, a wiele wskazuje na to, że selektywne inhibitory COX-2 
mogą znaleźć zastosowanie w chemoprewencji, indukując apoptozę komórek we 
wczesnych etapach nowotworzenia. Ponadto aż w 60% gruczolaków i w około 
15 raków jelita grubego nie dochodzi do zwiększenia produkcji COX-2.

3.2. W pływ  n ieste ro idow ych  leków  zapalnych  na p ro life rac ję  k om órek
now otw orow ych

Za efekt przeciwnowotworowy niesteroidowych leków przeciwzapalnych od­
powiedzialne mogą być: działanie antyproliferacyjne, indukcja apoptozy lub nekrozy.
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Badanie wpływu niesteroidowych leków przeciwzapalnych na te trzy procesy nie 
dało jak  dotychczas jednoznacznych odpowiedzi. W ykazano między innymi, że 
kwas acetylosalicylowy, piroksykam, naproksen oraz indometacyna zwiększały pro­
porcję komórek zatrzymanych w fazie G1 oraz zmniejszały liczbę komórek w fazie 
S [43]. Ponadto kwas acetylosalicylowy oraz indometacyna, ale nie piroksykam 
i naproksen zmniejszały liczbę komórek w fazie G2/M. Zahamowanie progresji 
cyklu komórkowego korelowało ze zmniejszeniem stężenia dwóch kinaz zależnych 
od cyklin: p34cc*c" i p33cdk“ [43].' Ustalono, że sulindak zwiększa stężenie p53 
oraz p21W AF/Cipl -  białka hamującego progresję cyklu komórkowego w wyniku 
blokowania aktywności kinaz zależnych od cyklin [21]. W odróżnieniu od po­
wyższych obserwacji ani sulindak [13], ani NS398 [15] nie wydają się działać 
antyproliferacyjnie na komórki nowotworowe. Najprawdopodobniej mechanizm ich 
działania polega na indukcji apoptozy [34]. Podobnie, komórki nowotworowe in- 
kubowane z indometacyną, piroksykamem oraz naproksenem [43], ale nie z kwasem 
acetylosalicylowym [46], mają morfologiczne cechy apoptozy. Rzeczywiście wiele 
obserwacji potwierdziło, że niektóre niesteroidowe leki przeciwzapalne mogą in­
dukować apoptozę komórek nowotworowych. Na uwagę zasługuje również fakt, 
że indukcja apoptozy przez niesteroidowe leki przeciwzapalne jest procesem nie­
zależnym od obecności cyklooksygenaz w komórce. Na przykład sulfon sulindaku, 
który jest 5000-krotnie słabszym inhibitorem COX od siarczynu, zaledwie 6,5-krotnie 
słabiej od niego indukuje apoptozę komórek nowotworowych (rys. 4) [33]. Nie 
mniej ważny jest fakt, iż metabolity sulindaku indukują apoptozę komórek no­
wotworowych niezależnie od fazy cyklu, w której się znajdują. W odróżnieniu 
od sulindaku, 5-fluorouracyl, najskuteczniejszy chemioterapeutyk w leczeniu no­
wotworów przewodu pokarmowego indukuje apoptozę głównie komórek prolife- 
rujących [33]. NS398, selektywny inhibitor COX-2 indukuje apoptozę komórek 
nowotworowych zarówno mających, jak  i nie mających COX-2 [15].

Sulindak z jeszcze jednego względu wydaje się przewyższać inne niesteroidowe 
leki przeciwzapalne. Zaobserwowano, że działając na komórki nowotworowe może 
on zmniejszać produkcję cyklin A, BI [21] i D l [1], zwiększać stężenie proapo- 
ptotycznego białka Bak [1] oraz zmniejszać ilość antyapoptotycznego białka Bcl2 
[50].

Kolejnym, niezwykle ważnym zagadnieniem związanym ze stosowaniem nie­
steroidowych leków przeciwzapalnych w chemoprewencji jest selektywność ich 
działania. Hamowanie proliferacji kolonocytów byłoby dość poważnym ogranicze­
niem stosowania tych leków. Obserwacje kliniczne nie potwierdzają takich obaw. 
Sulindak indukuje apoptozę komórek nowotworowych w obrębie polipów, ale nie 
w zdrowej śluzówce jelita grubego u pacjentów z zespołem FAP [16]. Ponadto 
niesteroidowe leki przeciwzapalne działają tym silniej na komórki nowotworowe, 
im bardziej są one stransformowane (im więcej mają mutacji). Kwas acetylosa­
licylowy działa efektywniej na komórki raka jelita  grubego niż na komórki po­
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chodzące z gruczolaka [14]. Sulfon sulindaku silniej indukuje apoptozę działając 
na komórki raka sutka mające zmutowany gen H-ras, niż działając na komórki 
z prawidłowym genem [48]. Podczas gdy tę ostatnią obserwację można wyjaśnić 
tym, że sulindak może bezpośrednio blokować H-ras i to zarówno jego aktywność 
katalityczną, jak i wiązanie się z Rafl [22], zupełnie niejasny jest mechanizm sil­
niejszego działania piroksykamu i selektywnego inhibitora COX-2 (SC-58125) na 
komórki mające zmutowany H-ras [42, 44]. Niezwykle interesujących obserwacji 
dostarczyły badania wpływu niesteroidowych leków przeciwzapalnych na komórki 
nowotworowe pochodzące od pacjenta z rodzinną niepolipowatą skłonnością do 
powstawania nowotworów jelita grubego (HNPCC). Charakterystyczną cechą ko­
mórek nowotworowych pochodzących od tych pacjentów jest niestabilność mikro- 
satelitama, polegająca między innymi na gromadzeniu się mutacji w regionach 
mikrosatelitamych. Niestabilność tę można mierzyć ilościowo w komórkach no­
wotworowych. W pewnym uproszczeniu można założyć, że im większa niestabilność 
mikrosatelitama, tym bardziej stransformowana jest komórka. Okazuje się, że kwas 
acetylosalicylowy i sulindak indukują tym silniej apoptozę takich komórek, im 
więcej powstało w nich mutacji. Innymi słowy, niesteroidowe leki przeciwzapalne 
powodują selekcję komórek najbardziej stabilnych genetycznie, czyli o najmniejszym 
potencjale guzotwórczym.

Pozostaje dość istotne pytanie: w jaki sposób niesteroidowe leki przeciwzapalne 
indukują apoptozę? Dość interesującą hipotezę przedstawił Chan i wsp. (rys. 5) 
[9]. Badacze ci wykazali, że apoptoza indukowana przez niesteroidowe leki prze­
ciwzapalne jest nie tyle rezultatem zmniejszenia produkcji prostaglandyn, co zwię­
kszenia stężenia w komórkach ich prekursora -  kwasu arachidonowego. Kwas ten 
aktywuje obojętną sfingomielinazę, która działając na sfingomielinę katalizuje po­
wstanie ceramidów, a te, jak udowodniono w wielu modelach doświadczalnych, 
mogą aktywować kaskadę sygnałów prowadzących do apoptozy. Hipoteza ta do­
skonale pasuje do obserwacji u myszy transgenicznych, nie mających jednego allelu 
genu APC (patrz wyżej) oraz mających nieaktywne allele genu kodującego wy- 
dzielnicząfosfolipazę A2 (Pla2g2a). U myszy tych powstaje 4-krotnie więcej polipów 
niż u myszy Min/+, nie mających jedynie jednego allelu APC [12, 29]. Jak pokazano 
na rysunku 5, fosfolipaza A2 uczestniczy w produkcji kwasu arachidonowego z 
lipidów znajdujących się w pożywieniu. Im mniej kwasu arachidonowego, tym 
słabsza aktywacja sfingomielinazy i tym mniejsza produkcja ceramidów. Niewy­
kluczone, że zużywanie kwasu arachidonowego przez COX-2, której produkcja 
wzrasta w komórkach nowotworowych, jest jednym  z mechanizmów sprzyjających 
transformacji nowotworowej. Ta hipoteza znajduje również potwierdzenie w ob­
serwacjach klinicznych, z których wynika, że dieta polegająca na spożywaniu od­
pow iedn ich  lip idów , ubogich w kw as arachidonow y, sprzy ja pow staw aniu 
nowotworów jelita grubego [55].
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RYSUNEK 5. Jeden z potencjalnych mechanizmów indukcji apoptozy przez niesteroidowe leki przeciw­
zapalne
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3.3. W p ły w  n iestero idow ych  leków  p rzec iw zapalnych  na ang io g en ezę
oraz uk ład  odpornośc iow y

Jak już wspomniano, nabycie przez komórki nowotworowe zdolności do zwię­
kszonej ekspresji genu kodującego COX-2 prowadzi, między innymi, do wzrostu 
wydzielania szeregu czynników proangiogennych oraz do pobudzenia wytwarzania 
nowych naczyń krwionośnych. Niesteroidowe leki przeciwzapalne, hamując COX-2, 
m ogłyby zatem potencjalnie zahamować ten proces i uniemożliwić wzrost guza. 
Rzeczywiście, gastroenterolodzy już od dawna obserwowali, że przyjmowanie kwa­
su acetylosalicylowego prowadzi do upośledzenia angiogenezy w obrębie ziarniny, 
w gojących się owrzodzeniach żołądka [23]. Zarówno selektywny inhibitor COX-2 
-  NS-398, jak i nieselektywna indometacyna hamują wydzielanie czynników pro­
angiogennych przez komórki nowotworowe [51]. Indometacyna, sulindak i keto- 
profen, ale nie acetaminofen (Paracetamol) lub kwas acetylosalicylowy hamują 
angiogenezę rogówkową u myszy, indukowaną bFGF i VEGF [52]. Zwiększają 
także antyangiogenne działanie talidomidu [52] oraz IL-12 [Gołąb i wsp., praca 
wysłana do druku], a efekt ten koreluje ze zwolnieniem wzrostu nowotworów i 
wydłużeniem  przeżycia zwierząt doświadczalnych. Inny niesteroidowy lek prze­
ciwzapalny -  diklofenak, hamuje angiogenezę i zwalnia wzrost guzów po podaniu 
w postaci maści z 2,5% kwasem hialuronowym [41].

W arto również zwrócić uwagę na immunomodulujące działanie niesteroidowych 
leków przeciwzapalnych. Indometacyna eliminuje immunosupresyjne działanie pro­
staglandyn, zwiększając aktywność komórek NK i proliferację limfocytów T [6]. 
Interesujące jest to, że w aspekcie immunomodulującym niesteroidowe leki prze­
ciwzapalne nie wydają się działać na komórki nowotworowe, ale przede wszystkim 
na makrofagi naciekające guzy i wydzielające pokaźne ilości prostaglandyn. Co 
prawda zaobserwowano, że piroksykam zwiększa ekspresje cząsteczek MHC na 
powierzchni komórek nowotworowych [37], ale nie wyjaśniono, czy jest to rze­
czywiście efekt bezpośredniego działania na komórki nowotworowe czy też rezultat 
ham owania produkcji prostaglandyn przez naciekające guzy makrofagi. Prostaglan- 
dyny są jednym i z najsilniejszych endogennych substancji, zmniejszających liczbę 
cząsteczek MHC na powierzchni komórek [2]. Niestety, wydaje się, że niesteroidowe 
leki przeciwzapalne zdolne są do pobudzania odpowiedzi immunologicznej oraz 
wynikającego z tego zwolnienia wzrostu guzów jedynie we wczesnych fazach procesu 
rozrostowego. Zaobserwowano, że jeśli podawanie indometacyny rozpoczęte zo­
stanie w chwili, gdy guz osiągnie względnie duże rozmiary, to może nawet dojść 
do przyspieszenia jego wzrostu. Podana we wczesnym etapie wzrostu, wywierała 
silne działanie przeciwnowotworowe [28].
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4. PODSUMOWANIE

Z przedstawionych w tej pracy danych wynika, że niesteroidowe leki przeciw ­
zapalne zapobiegają powstaniu nowotworów u zwierząt laboratoryjnych otrzym u­
jących karcinogeny chemiczne oraz zmniejszają liczbę i rozmiary polipów u myszy 
Min/+ oraz u ludzi z rodzinną gruczolakowatością polipowatą. Z badań epide­
miologicznych wynika, że leki te zmniejszają, nawet o 50%, częstość powstawania 
oraz śmiertelność z powodu raków jelita grubego u ludzi. Niestety nie przepro­
wadzono dotychczas prospektywnych badań klinicznych ostatecznie stwierdzających, 
że leki te mają działanie chemoprewencyjne. Największe dotychczas tego typu 
badania zostały przedwcześnie zakończone ze względu na silne protekcyjne działanie 
kwasu acetylosalicylowego, zmniejszające częstość zawałów serca.

Nie wiadomo, które niesteroidowe leki przeciwzapalne są najskuteczniejsze w 
aspekcie chemoprewencji, w jakiej dawce powinny być przyjmowane, w jakim  
wieku należy rozpocząć profilaktykę i jak długo należy ją  kontynuować. M iejmy 
nadzieję, że niedługo poznamy odpowiedzi na te ważne pytania.
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PIĄTE EUROPEJSKIE SYMPOZJUM:
C A L C IU M  B IN D IN G  PRO TEINS IN  N O R M A L  

A N D  TR AN SFO R M ED  CELLS  
NORDKIRCHEN/MUENSTER, NIEMCY, 30.07.-2.08.1998 r.

Europejskie sympozja powięcone białkom wiążącym wapń są organizowane co 
dw a lata w różnych krajach. Spotkania te mają już swoją tradycję i cieszą się 
zasłużoną renomą wśród naukowców. Piąte z kolei spotkanie odbyło się w Nord- 
kirchen koło Muenster, znanego ośrodka uniwersyteckiego położonego w północ­
no-zachodniej części N iem iec (W estfalia, 150 km na północny w schód od 
Duesseldorfu i 250 km na północ od Frankfurtu nad Menem). Sympozjum zgro­
madziło prawie dwustu uczestników i wykładowców z Europy Zachodniej, a także 
z Polski, Rosji, Ukrainy, Brazylii, Australii, Japonii i Stanów Zjednoczonych. M u­
enster, założone w 792 r. pod mianem M imigemaford, miasto o bogatej historii, 
której ślady widoczne są na każdym kroku, przeżyło szczególnie burzliwe chwile 
w okresie wojen religijnych, wojny trzydziestoletniej i, jak reszta Europy, w czasach 
II wojny światowej. Obecnie jest znaczącym ośrodkiem administracyjnym, rezy­
dencją biskupów, szczyci się także czwartym co do wielkości uniwersytetem w 
Niemczech, w którym pobiera nauki 45 tysięcy studentów. Ośrodek uniwersytecki 
ma bardzo bogate tradycje również w badaniach nad białkami wiążącymi wapń, 
stąd powierzenie organizacji sympozjum naukowcom z M uenster ma swoje uza­
sadnienie. Szczególność Piątego Europejskiego Sympozjum na temat Białek W ią­
żących W apń polega nie tylko na tradycji i miejscu, gdzie zostało zorganizowane, 
ale także na tym, że spotkanie to jest pierwszym od chwili utworzenia Europejskiego 
Towarzystwa W apniowego (ECS). W ramach programu sympozjum przewidziano 
pierwsze walne zebranie członków Towarzystwa, którego zadaniem był wybór władz. 
Powstanie Towarzystwa z siedzibą w Brukseli zostało, zgodnie z prawodawstwem 
Unii Europejskiej, zatwierdzone przez króla Alberta II w specjalnym dokumencie 
-  arrêté royal, podpisanym 22 września 1997 r. i opublikowanym 15 listopada 
w M oniteur Belge. Przewodniczącym Komitetu Założycielskiego ECS został C.W. 
Heizmann ze Szwajcarii, a pierwszym członkiem honorowym R.P.J. Williams (fot.
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1), profesor Uniwersytetu w Oxford, 
chemik, wybitny badacz wapnia i za­
gadnień związanych z ewolucją białek 
wiążących wapń. Towarzystwo skupia 
ponad stu badaczy z 23 krajów euro­
pejskich, w tym z Polski, i powstało w 
celu promocji tematyki wapniowej, or­
ganizacji sympozjów, stymulacji w spół­
pracy m iędzynarodow ej i w ym iany 
informacji oraz pomocy w rozwoju tej 
dziedziny i zdobywaniu środków na pro­
wadzenie badań. W trakcie trwania P ią­
tego Sympozjum w Nordkirchen kom itet 
organizacyjny Towarzystwa, zgodnie z 
w olą uczestników  walnego zebran ia 
członków ECS, uległ przekształceniu we 
władze Tow arzystw a. P rzew odniczą­
cym został wybrany C.W. Heizmann 
(Szwajcaria), W iceprzewodniczącym R. 
Donato (Włochy), Sekretarzem General­
nym R. Pochet (Belgia) i Skarbnikiem

f o t o g r a f i a  l . Profesor R.J.P. Williams (z pra- J. Haiech (Francja). Osoby te, wraz F. 
wej), nestor badań nad rolą jonów wapnia w komór- R usso-M arie  (F rancja) i C .B. K lee 
ce i honorowy członek Europejskiego Towarzystwa (U S  A ) utworzyty jednocześnie kom itet 
Wapniowego, w towarzystwie jednej z uczestniczek v . . , „ . ,
sympozjum w Nordkirchen, dr J.J. Yang z USA (z organizacyjny Szóstego Sypozjum, kto- 
lewej) re odbędzie się w 2000 r. w Paryżu.
Informacje na temat Towarzystwa, możliwości zostania członkiem tej organizacji, 
sympozjów naukowych oraz szeroko pojętej współpracy naukowej można uzyskać 
pod adresem: D r R. Pochet, Lab. Histology. U.L.B., Faculté de Medicine, Campus 
Erasme, CP 620, 808, route de Lennik B-1070, Bruxelles, Belgium, e-mail: rpo- 
chet@ ulb.ac.be lub na stronie internetowej: http://ecs.u-strasbg.fr.

Program naukowy Sympozjum obejmował pięć sesji poświęconych następującym 
zagadnieniom: „ Ca + sensing an signalling”, „ Ca~+ regulated events and C2 domain 
Ca binding proteins”, ,Annexins”, „EF hand proteins 1 : calmodulin and cal­
modulin-regulated pro teins” i „EF hand proteins 2: S I00 proteins and m i­
scellaneous” (łącznie 29 wykładów) i dwie sesje plakatowe. Program był zatem 
bardzo napięty, ale mnogość poruszonych zagadnień i poziom wystąpień wyna­
grodziły uczestnikom czas spędzony w salach wykładowych. W ykład inauguracyjny 
Kinetics o f  activation o f  capacitative calcium entry został wygłoszony przez J.W. 
Putneya Jr. (USA), twórcę teorii pojemnościowego mechanizmu wnikania jonów
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w apniado komórek niepobudliwych (Putney Jr., J .W .: A model for receptor-regulated 
calcium  entry. Cell Calcium  7, 1-12, 1986).

W  trakcie obrad, szczególnie wiele miejsca poświęcono niedawno odkrytym 
białkom wiążącym wapń i fosfolipidy, zawierającym w swoich cząsteczkach domenę 
C2, której struktura i mechanizm wiązania jonów wapnia różnią się zarówno od 
domeny "EF-hand", jak i od domeny wiążącej Ca2+ i fosfolipidy w cząsteczkach 
aneksyn (tzw. annexin fold). Białka C2 biorą udział w tak ważnych procesach 
komórkowych, jak: transport pęcherzykowy, wydzielanie neuroprzekaźników i prze­
kazywanie sygnałów. Zagadnienia te omówili w swoich wystąpieniach między 
innymi T.C. Siidhof (USA), któr^ wygłosił wykład na temat synaptotagminy, białka 
odgrywającego rolę receptora Ca + w procesie egzocytozy w komórkach nerwowych 
(C2-domains as universal Ca2+-binding modules: synaptotagmins and more) oraz 
C.E. Creutz (USA), który omówił kopiny i trikalbiny, białka spełniające prawdo­
podobnie podobną funkcję co synaptotagmina, ale w komórkach pierwotniaków 
i drożdży (The copines and the tricalbins: novel C2 domain-containing proteins).

Na sympozjum zorganizowano także specjalną sesję poświęconą rodzinie białek 
wiążących się z błonami w sposób zależny od jonów wapnia, aneksynom. W iększość 
wykładów w tej sesji omawiała wyniki najnowszych badań dotyczących struktury 
aneksyn, świadczących, że te rozpuszczalne białka wiążące wapń mogą w spe­
cyficznych warunkach tworzyć w błonie plazmatycznej i błonach organelli ko­
mórkowych kanały specyficzne dla Ca2+ (R. Huber, Niemcy, Structure and function  
o f  annexins, peripheral membrane proteins and voltage regulated ion channels) 
lub dla anionów (H.T. Haigler, USA, Structure and topography o f  annexin XII 
on bilayers). Ta zaskakująca właściwość aneksyn może mieć znaczenie w regulacji 
homeostazy wapnia w komórce (S.E. Moss, W ielka Brytania, Regulation o f  cal­
cium-signaling by annexins).

Tradycyjnie wiele miejsca poświęcono białkom, w których cząsteczkach wy­
stępują domeny wiążące jony wapnia o strukturze EF-hand. Sesji dotyczącej kal- 
moduliny i jej funkcji regulatorowej, a więc na temat białek zawierających miejsca 
wiązania Ca“ o klasycznej strukturze EF-hand, przewodniczył wybitny badacz 
tych białek, twórca paradygmatu EF-hand, R.H. Kretsinger, USA (Kretsinger R.H., 
Nockolds C.E., Coffee C.J., Bradshaw R.A. The structure o f  a calcium binding 
protein from  a carp muscle. Cold Spring Harbor Symp. Quant Biol. 36, 217-220, 
1971). W tej części szczególne zainteresowanie słuchaczy wzbudziły wykłady J.R. 
Dedmana (USA) na temat roli kalmoduliny w cyklu komórkowym zlokalizowanej 
w jądrze (Targeted and spaciotemporal inhibition o f  calmodulin in the nucleus) 
oraz C.B. Klee (USA) na temat regulacji aktywności zależnej od C a2+ fosfatazy, 
kalcyneuryny, w komórkach poddanych stresowi oksydacyjnemu (Control o f  protein  
phosphorylation by calcium and oxidative stress). Białkom S I00, które w swojej 
cząsteczce zawierają miejsca wiązania jonów wapnia o strukturze podobnej do, 
ale nie identycznej ze strukturą "EF-hand", poświęcono odbrębną sesję, której prze-
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wodniczyli L. van Eldik (USA) i R. Pochet (Belgia). Organizatorzy tej sesji położyli 
duży nacisk na udział białek S I00 w etiologii nowotworów i innych chorób (R. 
Barraclough, W ielka B rytania,"Calcium binding protein S100A4 (p9Ka) and mutants 
o f  cancer c e l l s A. Polans, USA, "Identification and differential expression o f  
calcium binding proteins associated with occular m e la n o m a C. Sorg, Niemcy, 
"Novel function o f  M RP8 and MRP14 in inflammatory reactions"). Szczególna 
rola, jaką odgrywają w komórce białka S I00, polega na tym, że jakkolwiek po­
winowactwem do Ca2+ białka te przypominają kalmodulinę, ale inne cechy zbliżają 
je  raczej do aneksyn i białek zawierających domenę C2.

Pewnym zaskoczeniem mógł być fakt tylko niewielkiego udziału w sympozjum 
badaczy zajmujących się białkami transportującymi jony wapnia w komórce (M. 
Treiman, Dania, CAT, a fluorescent analogue o f  thajjsigargin, is a potent inhibitor 
and a conformational probe o f  skeletal muscle Ca -ATPase). Tematyce tej po­
święcono także niewiele miejsca w czasie sesji posterowej. Wśród ponad stu plakatów 
zgłoszonych na sympozjum tylko kilka omawiało ATPazę transportującą jony wapnia, 
większość dotyczyła różnych aspektów badań nad klasycznymi białkami EF-hand, 
białkami S I00 i nad aneksynami.

Zastanawiając się, na podstawie wyników zaprezentowanych w Nordkirchen, 
nad kierunkami, w jakich zmierzają obecnie badania nad białkami wiążącymi wapń, 
wydaje się, że jednym  z podstawowych jest udział tych białek w różnego rodzaju 
patologiach i stanach chorobowych. Swierdzono na przykład, że u podłoża migreny 
leży m.in. mutacja w podjednostce 1A zależnego od napięcia kanału wapniowego 
typu P/Q (R.R. Frants, Holandia, "Migraine and ataxia: episodic and chronic features  
o f  neuronal CACNA1A channelopathies"). Wykazano również, że dziedziczne cho­
roby związane z zaburzeniami homeostazy wapnia w płynach ustrojowych, wywołane 
są przez mutacje receptora wapnia zewnątrzkomórkowego -  CaR (calcium-sensing 
receptor), prowadzące w konsekwencji do nieprawidłowości w gospodarce wa­
pniowej organizmu (R.V. Thakker, W ielka Brytania, "Molecular genetics and d i­
sorders o f  the calcium-sensing,r). W porównaniu zatem z poprzednimi europejskimi 
Sympozjami na temat białek wiążących wapń (trzecim w Zurichu, 1994 r., patrz 
R.J.P. W illiams: „Calcium-binding proteins in normal and transformed cells, meeting 
report” , Cell Calcium  16, 339-346; czwartym w Peruggi, 1996 r., patrz W illiams 
R .J.P.: „Calcium binding proteins in normal and transformed cells, meeting report”, 
Cell Calcium  20, 87-93), Piąte Sympozjum w M uenster (patrz Williams R .J.P.: 
„Calcium in health and disease, meeting report”, Cell Calcium  24, 233-237) dobitnie 
wskazuje na znaczenie, jakie ma zachowanie homeostazy wapnia w organizmie 
i jakie ma udział różnorodnych wzajemnie powiązanych białek wiążących wapń 
(ponad 100 w organizmie człowieka) w tym procesie.

W trakcie trwania sympozjum ogłoszono konkurs na najlepszy plakat prezen­
towany w Nordkirchen. Nagrodę ufundowało Europejskie Towarzystwo Wapniowe. 
W  komisji oceniającej wzięły udział Panie Profesor C.B. Klee z USA, L. van
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Eldik z USA, A. Lewit-Bentley z Francji 
i F. Russo-M arie z Francji. Miło jest 
nam  poinform ow ać Czytelników, że 
dwie równorzędne nagrody ECS przy­
znano D. Marilley i B. Schwallerowi 
z Insty tutu  H istologii i Em briologii 
Ogólnej we Fribourgu (Szwajcaria), za 
plakat Calretinin and its alternatively 
spliced fo rm  calretinin-22k have distinct 
functions in the control o f  colon ade­
nocarcinoma cell growth oraz J. Ban- 
dorowicz-Pikule i S. Pikule z Instytutu 
Biologii Doświadczalnej im. Marcelego 
Nenckiego PAN w Warszawie za plakat 
Adenosine 5-triphosphate -  a new re­
gulator o f  annexin VI function  (fot. 2).
W yróżnienie T ow arzystw a otrzym ał 
również C. Sorg wraz z zespołem ba­
daczy z Uniwersytetu z M uenster za 
cykl plakatów na temat białek MRP8 
i MRP14 i ich roli w procesach zapal­
nych. W ręczenie nagród Towarzystwa 
miało bardzo uroczysty charakter i było 
połączone z bankietem, który został zor­
ganizowany na terenie skansenu wiejskiej architektury niemieckiej z przełomu XVII 
i XVIII wieku (Miihlehof), położonego nad przepięknym jeziorem  Aasee. W trakcie 
uroczystości przyznano również honorowe członkowstwo Towarzystwa C.B. Klee, 
za szczególne zasługi w powstaniu i organizacji ECS. W śród innych pozanaukowych 
atrakcji sympozjum organizatorzy przewidzieli wycieczkę do M uenster połączoną 
z wizytą na ulicy tzw. kuchni piwnych, które jeszcze w XIX wieku, ze względu 
na jakość dostarczanej do miasta wody i możliwość zarażenia groźnymi chorobami, 
warzyły dla mieszkańców M uenster znakomite piwo jako jedyne źródło płynów 
dla rodziny na cały dzień.

Piąte Sympozjum zorganizowane było na terenie starej siedziby rodowej przy­
pominającej zarówno architekturą, jak i otoczeniem miniaturowy Wersal (fot. 3). 
M iasteczko Nordkirchen także zachwycało ciszą, czystością i uprzejmością mie­
szkańców, co przyczyniło się do wspaniałej atmosfery panującej na sympozjum. 
Wszyscy uczestnicy sympozjum byli zachwyceni zarówno poziomem merytory­
cznym sesji naukowych, możliwością przeprowadzenia interesujących dyskusji z 
największymi autorytetami badań nad wapniem oraz nawiązania ciekawych kon­
taktów, jak  i wspaniałym otoczeniem, oprawą sympozjum i gościnnością gospodarzy.

FOTOGRAFIA 2. J. Bandorowicz-Pikuła, laureat­
ka nagrody Europejskiego Towarzystwa Wapnio­
wego za najlepszy plakat prezentow any na 
sympozjum
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FOTOGRAFIA 3. Widok ogólny na kompleks pałacowy w Nordkirchen, w którym odbywały się obrady 
Piątego Europejskiego Sympozjum na temat Białek Wiążących Wapń

Szczególne podziękowania należą się w tym względzie profesorom V. Gerke z 
Uniwersytetu w M uenster i R. Pochetowi z Brukseli.

Miłe wspomnienia dla uczestników z Polski to także spotkania z naukowcami 
polskiego pochodzenia, profesorami M. Treimanem z Kopenhagi i K. Palczewskim 
z W aszyngtonu. Niewątpliwie każdy z nas zachowa nadzieję ponownego spotkania 
w tym gronie na Szóstym Sympozjum na temat Białek Wiążących Wapń, które 
odbędzie się w Paryżu, w roku 2000.

Joanna Bandorowicz-Pikuła, Sławomir Pikuła

Redaktor prow adzący -  J. Kuźnicki
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PIĄTE MIĘDZYNARODOWE SEMINARIUM:
M E M B R A N E  S K E LE TO N  -  R E G U LA TO R Y  

F U N C T IO N  IN  N O R M A L A N D  A B N O R M A L CELLS  
SZKLARSKA PORĘBA/WROCŁAW, 11-13.06. 1998 r.
Piąte Seminarium poświęcone szkieletowi podbłonowemu, kolejne spotkanie z 

serii międzynarodowych seminariów biologii molekularnej, organizowanych co roku 
dla upamiętnienia profesor W. Mejbaum-Katzenellenbogen, odbyło się tym razem 
w Szklarskiej Porębie, w bardzo gościnnym, pięknie położonym i oferującym dobrą 
kuchnię hotelu Olimp. Sponsorami seminarium były m.in. M inisterstwo Edukacji 
Narodowej, Polska Sieć Biologii Molekularnej i Komórkowej UNESCO/PAN i 
Uniwersytet W rocławski. Seminarium zostało zorganizowane przez profesora A.F. 
Sikorskiego z Uniwersytetu W rocławskiego, przy współudziale profesorów S.R. 
Goodmana (Mobile, USA) i J. Szopy (Wrocław). Program seminarium obejmował 
trzy sesje naukowe:

Erythrocyte membrane skeleton and its defects in pathological red cells,
-  Erythropoiesis and dyserythropoiesis,
-  Membrane skeleton o f  nonerythroid cells and its deffects oraz
-  Participation o f  membrane skeletal proteins in signal transdusction and other 

regulatory roles.
Łącznie zaplanowano dwadzieścia osiem 30- i 40-minutowych wystąpień i sesję 

posterową obejmująca około 40 doniesień. Z przewidzianych wykładów nie odbył 
się tylko jeden, jednak nie z winy organizatorów, ale warunków pogodowych, które 
uniemożliwiły dotarcie wykładowcy. Tę drobną niedogodność wynagrodzili ucze­
stnikom seminarium (około 70 osób) inni wybitni specjaliści z USA, Niemiec, 
Francji, Włoch, Wielkiej Brytanii, Szwecji, Finlandii i Słowenii, wśród nich tak 
znani badacze, jak: S.R. Goodmann (Mobile, USA), J.H. Hartwig (Boston, USA), 
S.B. Shohet (San Francisco, USA), J. Delaunay (Le Kremlin-Bicetre, Francja), 
V. Bennett (Durham, USA), N. Mohandas (Berkeley, USA), D. Aunis (Strasbourg, 
Francja) i V. Gerke (Muenster, Niemcy). Fakt, że tak wielu znakomitych badaczy
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FOTOGRAFIA: Uczestnicy Piątego Seminarium Biologii Molekularnej na temat Organizacji Cytoszkie- 
letu przed hotelem Olimp, w Szklarskiej Porębie

przyjęło zaproszenie, jest osobistym sukcesem A.F. Sikorskiego, ale dowodzi rów ­
nież, naszym  skromnym zdaniem, coraz większego zainteresowania, jakie budzi 
nasz kraj w środowisku naukowym zagranicą zarówno przemiany polityczne w 
Polsce, jak  i zmiany w samej nauce. Nic dziwnego, że dla wielu gości z USA 
i Europy Zachodniej, spotkanie w naszym kraju z tak wieloma kolegami z całego 
świata było nie lada zaskoczeniem; jeden z uczestników seminarium wyraził taką 
opinię explicité , dziękując organizatorom za świetny program naukowy seminarium.

W ykład inaugurujący seminarium, wygłoszony przez S.R. Goodmanna (The spec­
trin m embrane skeleton: a key element in sickle cell disease), dotyczył interesującego 
zagadnienia wpływu N-acetyl cysteiny, stosowanego klinicznie antyoksydanta, na 
odwracanie zmian patologicznych powstających w cytoszkielecie erytrocytów przyj­
mujących kształt sierpowaty (tzw. irreversibly sickled cells). Kontynuując tę te­
matykę S.B. Shohet, San Francisco, USA, omówił najnowsze osiągnięcia dotyczące 
wpływu konformacji białka pasma trzeciego na powstawanie zmian patologicznych 
polegających na wzroście adhezji erytrocytów do nabłonka wyściełającego ściany 
naczyń krwionośnych (Never facets o f  sickle cell adhesiveness). Charakterystyce 
ogólnej organizacji cytoszkieletu poświęcone były wykłady J.H. Hartwiga, Boston, 
USA (The structure o f  the resting and activated platelet cytoskeleton) i M. Hortscha, 
Ann Arbor, USA (The L I fam ily o f  neural cell adhesion molecules -  linking cell 
adhesion to membrane skeleton organization). Interesujące wykłady dwóch badaczy

http://rcin.org.pl



SZKIELET PO DBŁONOW Y - V M IĘDZYNARODOW E SEM INARIUM 693

zajmujących się aneksynami dotyczyły mechanizmów egzocytozy (D. Aunis Stras­
bourg, Francja: Regulation o f  exocytosis by cy to skeleton in neuroendocrine cells) 
i różnych aspektów regulacji transportu pęcherzykowego w komórce (V. Gerke, 
Muenster, Niemcy: Annexins and membrane dynamics). W iele uwagi poświęcono 
szczegółowej analizie różnych białek cytoszkieletu, m.in. ankiryny (V. Bennett, 
Durham, USA: M olecular physiology o f  ankyrins: lessons from  ankyrin A and  
ankyrin knock-out mice), białka 4.1 (N. M ohandas Berkeley, USA: Protein 4.1 
and its homologues -  function in erythroid and non-erythroid cells) i spektryny 
(K. Djinovic-Carugo, Heidelberg, Niemcy: Crystal structure o f  F-actin binding 
domain from  human (3-spectrin; R.I. MacDonald, Evanston, USA: Structural studies 
o f  cloned segments o f  chicken brain ^-spectrin; A.J. Baines, Canterbury, W ielka 
Brytania: Beta II spectrins and fodaxins: interacting proteins in many tissues). 
Rozważaniom tym towarzyszyły wykłady na temat analizy zmian molekularnych 
cytoszkieletu w stanach patologicznych (B. Pace, Mobile, USA: M odulated human 
globin gene expression: role fo r  antisense expression vectors', E.J. Luna, Shrewsbury, 
USA: Actin-binding proteins in motile cells', J.C. Pinder, London, Anglia: The 
muscles o f  malaria', A. Wahlin, Umea, Szwecja: Congenital dyserythropoietic anemia 
type IIP, S.N. W ickramasinghe, London, Anglia: New information o f  congenital 
dyserythropoietic anemia. Type I; J. Delaunay: Hereditary dehydrated stomato- 
cytosis: recent advances', S. Eber, Getynga, Niemcy: Hereditary elliptocytosis. In­
fluence o f  trans-acting low expression alleles on disease severity', M.C. Lecomte, 
Paris, Francja: Tisssue-distribution o f  two alpha fodrin isoforms: characterization  
and study o f  their sensitivity to calpain).

Część  wykładów dotyczyła wpływu fosfolipidów i wapnia na organizację cyto­
szkieletu (L. Backman, Umea, Szwecja: Calcium in spectrin function', S. Svetina, 
Ljubljana, Słowenia: Cytoskeleton-bilayer interaction and red blod cell shapes', 
A.F. Sikorski, W rocław: Interactions o f spectrins with phospholipids: possible phy­
siological role). Duże zainteresowanie uczestników seminarium wzbudziły również 
wykłady na temat roli białek cytoszkieletu w transporcie pęcherzykowym między 
błonami endoplazmatycznego retikulum i aparatu Golgiego (E.S. Sztul, Birmingham, 
USA: M olecular events during ER to Golgi membrane traffic: role o f  cytoskeletal 
proteins; K. Beck, Davis, USA: A spectrin membrane skeleton o f  the Golgi complex). 
Streszczenia zarówno wykładów, jak i posterów opublikowano w wydawanym przez 
profesorów J. Szopę, A. Kozubka i A.F. Sikorskiego oficjalnym czasopiśmie Pol­
skiego Towarzystwa Biologii Komórki Cellular and M olecular Biology Letters, 
tom 3, zeszyty 2 i 4 z 1998 r.

Zarówno z przebiegu sesji naukowych oraz - dyskusji, jak i opierając się na 
opiniach kuluarowych można z całym przekonaniem stwierdzić, że naukowy poziom 
seminarium zorganizowanego w Szklarskiej Porębie był bardzo wysoki. Towa­
rzyszyły mu miła atmosfera roztaczana przez organizatorów i fachowa pomoc ich 
młodych kolegów, pracowników naukowych i studentów z Uniwersytetu W roc­
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ławskiego. Choć pogoda niedopisała, wieczorne spotkania towarzyskie przyczyniły 
się do nawiązania wielu przyjaznych kontaktów, tak że niektórzy uczestnicy z 
wyraźnym żalem opuszczali gościnne podwoje hotelu Olimp. Należy przypuszczać, 
że seminaria tego typu wejdą na stałe do kalendarza międzynarodowych spotkań 
naukowych. Ich kameralność, dobra organizacja i wybór miejsca spotkania gw a­
rantują zainteresowanie uczestników również w przyszłości. Więcej informacji na 
temat seminariów można zdobyć pod adresem:

Instytut Biochemii i Biologii Molekularnej, Uniwersytet Wrocławski, 
ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wrocław, 

fax: (071) 3252930, e-mail: mejsem@angband.microb.uni.wroc.pl, 
strona internetowa: http://www.microb.uni.wroc.pl.

Joanna Bandorowicz-Pikuła i Sławomir Pikuła

Redaktor prow adzący  -  J. Kuźnicki
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KOMUNIKAT

Uprzejmie informujemy, że Komisja Biologii Starzenia PAN oraz Redakcja „Po­
stępów Biologii Komórki” organizują w dniu 27 listopada (sobota) 1999 roku w 
W arszawie (Instytut Biostruktury Akademii Medycznej, ul. Chałubińskiego 5, sala 
im. Paszkiewicza, godz. 11-15) jednodniową konferencję naukowo-szkoleniową 
na temat:

STARZENIE SIĘ W ASPEKCIE KOMÓRKOWYM

Program:
• 1. A ndrzej M yśliwski: W prowadzenie
• 2. R yszard  Oliński, M arek Jurgowiak: W olnorodnikowe modyfikacje zasad azotowych

DNA i ich rola w procesie starzenia się i chorobach wieku podeszłego
• 3. Tom asz Biliński: Rola mechanizmów antyoksydacyjnych w procesie starzenia się -  

Badania modelowe
• P rzerw a  na kawę
• 4. Jolanta M yśliwska: Zmiany ekspresji receptorów na powierzchni lim focytów w pro­

cesie starzenia się człowieka
• 5. M aciej K urpisz: Komórki gonady męskiej w procesie starzenia się
• 6. Z bign iew  K m ieć: Związane ze starzeniem m odyfikacje w działaniu hormonów uwa­

runkowane zmianami na poziomie receptorowym i efektorowym
• 7. P odsum ow anie

W pisowe konferencji wynosi 5,- zł, za co uczestnik otrzymuje suplement z dru­
kowanymi wykładami, nie jest wymagane wcześniejsze zgłoszenie się. Dodatkowe 
informacje można uzyskać pod adresami:

Komisja Biologii Starzenia PAN, Katedra Histologii i Immunologii AM 
w Gdańsku, ul. Dębinki, tel. (58) 3491430, fax (58) 3023673; 

e-mail: zkmiec@amedec.amg.gda.pl 

Zakład Cytologii Klinicznej CMKP, ul. Marymoncka 99, 
01-813 Warszawa, tel. 834 68 47, 8340344, fax 8340470; 

e-mail: jkawiak@cmkp.edu.pl

prof. dr hab. Jerzy Kawiak prof. dr hab. Andrzej Mysliski prof. dr hab. Zofia Osuchowska
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W skazówki przygotowania rysunków i streszczeń do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny być napisane w W ordzie, w ersja 6,0 lub 
wcześniejsza. Jeśli w tekst zostały wstawione rysunki, powinny one zostać um ieszczone 
osobno na dyskietce. Powinny to być albo mapy bitowe (.TIF, .PCX), albo pliki z Corela, 
wersja 5,0 lub wcześniejsza. Każda wersja W orda lub Corela pozwala na zachow anie pracy 
w formacie wersji wcześniejszej.
Cennik odbitek prac dla Autorów w 1997 r.

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zł 40,00 60,00 80,00 100,00

Zamówienie na odbitki musi być złożone wraz z przesłaną korektą pracy.

W prowadzamy nowy standard streszczeń  w „Postępach” . Streszczenie po polsku będzie 
jak  dotychczas pierwsze przed streszczeniem w języku angielskim. Streszczenie m a mieć 
następującą strukturę:
j. polski j. angielski
Podstawy zagadnienia: jedno zdanie Background:
Podtytuły: do każdego podtytułu 3-5 zdań Subtitles:
Wnioski: 2 zdania Conclusions:
Słowa kluczowe: do 8 słów Key words:

Takie streszczenia standardowe mogą być ważne, gdyż obecnie czyta się je  kom puterowo. 
Treść streszczenia zachęca bądź nie zachęca do przeczytania całego artykułu.

Prosimy również Autorów o podawanie adresów e-mail, o ile je  mają.

W arunki prenumeraty kwartalnika POSTĘPY BIOLOGII KOM ÓRKI 
Prenumerata na rok 1999

Redakcja przyjm uje opłatę prenumeraty za rok 1999 pod adresem:
FUNDACJA BIOLOGII KOM ÓRKI I BIOLOGII M OLEKU LARNEJ, ul. M arym oncka 99, 
01-813 W arszawa; tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@ cm kp.edu.pl

na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOM ÓRKI I BIOLOGII M OLEKU LARNEJ, 
ul. M arym oncka 99, 01-813 W arszawa;

Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O /W arszawa 12401053-40006576-2700-401112-001. 
Cena prenumeraty rocznika na rok 1999:

dla instytucji (bibliotek) wynosi 60 zł, 
a dla odbiorców indywidualnych 20 zł.

Subscription orders for POSTĘPY BIOLOGII KOM ÓRKI for 1999 should be placed at 
local press distributors or directly at Editorial Board of

POSTĘPY BIOLOGII KOM ÓRKI, M arym oncka str. 99, 01-813 W arszaw a/Poland, 
tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkaw iak@ cm kp.edu.pl:
On account: FUNDACJA BIOLOGII KOM ÓRKI I BIOLOGII M OLEKULARN EJ, 

ul. M arym oncka 99, 01-813 W arszawa;
Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O/W arszawa, No 12401053-40006576-2700-401112-001. 

Price per year 20 dollars U S A
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INFORMACJE DLA AUTORÓW
POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 

komórki, nie publikowane dotąd w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych informacji. 
Obowiązuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i 
embriologicznym. Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą być bez zgody redakcji 
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autorów o nadsyłanie prac bezpośrednio do Redaktorów odpowiedniej 
specjalności (adresy na 2 str. okładki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuły, które nie odpowiadają żadnej z 
wymienionych specjalności.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają:
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 15 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5 lat 

(natomiast wcześniejsze prace mogą być pracami przeglądowymi);
2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (licząc od 

daty wysłania do redakcji);
3) listy do redakcji ( do 1 strony maszynopisu).
Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany jednostron­

nie na papierze formatu A4 w układzie normalnym 1800 znaków na stronie. Ostateczna wersja tekstu i rysunki 
(wskazówki s. 696) powinna być przysłana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona 
nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: imiona, nazwiska, tytuły naukowe autorów i adresy: w 
pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytuł pracy w języku polskim i angielskim oraz liczbę stron maszynopisu, 
iiczbę tabel i rysunków. Na pierwszej (numerowanej) stronie należy podać kolejno tytuł pracy w języku polskim i 
angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów, nazwę zakładu naukowego, nazwisko i adres autora 
prowadzącego korespondencję, informację o dofinansowaniu pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna strona 
powinna zawierać w języku polskim i angielskim streszczenie (do 1 str.) oraz słowa kluczowe -  3 do 10 słów zgodnych 
z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile są tam zawarte. W tytule i streszczeniu można 
stosować jedynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu należy rozpocząć od nowej strony. W tekście 
nie zamieszczać tabel, schematów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich lokalizację (np. 
tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i numerowane rozdziały oraz podrozdziały. 
Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy według Index Medicus (listy 
czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście następuje przez podanie 
kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury należy zestawić 
alfabetycznie według następującego wzoru:

[1] HN1LICA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, Schwartz E [red. 
jHistone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium polycephalum. ExptI Cell 
Res 1980;2:41-48.

Tabele, opisy schematów i rysunków powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki muszą 
być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane na 
błyszczącym papierze. Wymiary poszczególnych rysunków, schematów i fotografii nie mogą przekraczać 125 x 180 
mm lub ich połowy. Jeżeli załączniki są zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i 
dołączyć zgodę autora i wydawnictwa na reprodukcję, jeżeli materiały te zamieszcza się w niezmienionej formie. 
W szystkie załączniki muszą być opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem góry i dołu 
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszą być zgodne z układem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest do wykonania korekty 
autorskiej i zwrócenia jej w ciągu doby. Koszty, spowodowane większymi zmianami tekstu wprowadzanymi w korekcie poza 
poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują bezpłatnie 1 egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą oraz mogą 
zamówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę, cennik w PBK. Redakcja prosi o propozycję do 5 osób (nazwisko, imię, adres, fax), które 
byłyby odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak być pracownikami instytucji, w której pracuje autor, ani jego 
współpracownikami. Poprawioną po recenzji wersję pracy należy zwrócić do redakcji koniecznie w ciągu 30 dni. Redakcja zrezygnuje 
z publikacji maszynopisu, którego autorzy do 30 dni nie odpowiedzą na list redaktora.
R e dakc ja  pros i ta kże  g łó w n e g o  A u to ra  o d o łączen ie  do  m aszynop isu  pod p isane j odp ow iedz i na nas tępu jące  pytan ia : 
D o łączono  2 kop ie  m aszynop isu , T reść  pracy  nie była uprzedn io  pub likow ana  i nie zos ta ła
tabe l i rycin. ta k  n ie  w ys łana  do innej redakcji. ta k  nie
W szyscy  A u to rzy  zn a ją  i a kcep tu ją  pracę, ta k  n ie  D o łączono kopię pracy  na d ysk ie tce  z podan iem  nazw y
Jes t zgod a  osób , k tó rych  in fo rm ac je  n iepub li- p liku i użytego program u edycy jnego  z kom pute ra  IBM ta k  nie
kow ane  są  za m ie szczo n e  w  tekśc ie  a rtyku łu  falc n ie  O dpow iadam  za  ca łość  p ra cy  op isane j w  zał. m aszyn , ta k  n ie
W yra ża m  zg o d ę  na to, że  a rtyku ł po p rzy jęc iu  do druku w  "P o stęp ach  B io iog ii K om órk i" p rzechod z i na  w ła sn o ść  re d a ­
kcji i je g o  re p ro d u kc ja  w ym a g a  zgod y  redakcji. podpis
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