
POLSKIE ! TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

PL ISSN 
0032-5422

Advances in Biochemistry
TOM 42, l\IR 2, 1996

Cykliny fazy G 1 ....................................  99
Cykl komórkowy i apoptoza..................108
Antyzym a degradacja dekarboksylazy
o rn ityn o w e j.............................................. 113
Współdziałanie AP-1 i NFAT 120
Metabolizm folianów w grzybach . . 129 
Syntaza tymidylanowa a chemiote­
rapia ..................................................... . 1 3 3
Fosfolipidy i syg n a ły ............................ 140
Oscylacje i fale wapniowe w komórce. 146
Grupy -SH/-SS w komórce..................... 154
Transport wody przez b ło n y  161
Osmolity i osmoregulacja w komór­
kach nerkowych................................... . 1 6 7
Homeostaza Mg2+ w komórkach . . 178 
Generacja ruchu przez aktomiozynę . 185
Regulacja skurczu m ię ś n i..................... 195
Kompleks dystrofiny z glikoproteinami 204
K alcyklina..................................................213
Nauczycielom p is a n ia ............................ 217
Do Czytelników  ............................ 219

http://rcin.org.pl



HONOROWE PROMOCJE

Z radością informujemy o uroczystościach nadania tytułu doktora Honoris Causa dwum zasłużonym 
członkom naszego Towarzystwa.

Profesor Jerzy Pawełkiewicz — twórca i kierownik pierwszej katedry biochemii w  akademickiej uczelni 
rolniczej w  kraju, profesor Akademii Rolniczej w  Poznaniu, członek rzeczywisty PAN i członek grona 
założycieli Polskiego Towarzystwa Biochemicznego —  otrzymał doktorat honorowy swej macierzystej 
uczelni, a uroczysta promocja odbyła się dnia 20 października 1995 roku.

Profesor Mariusz Żydowo, biochemik, uczeń i następca profesora Włodzimierza Mozołowskiego —  od 1945 
roku już obecny w  Akademii Lekarskiej w  Gdańsku: jako student, absolwent z indeksem o numerze 1, lekarz 
i doktor medycyny dyplomowany summa cum laudae, docent habilitowany i profesor w  Zakładzie Biochemii, 
inicjator budowy i projektodawca gmachu Biochemii, Zakładów Teoretycznych Akademii, pierwszy w  kraju 
rektor uczelni akademickich z wyboru, zasłużony członek rzeczywisty i honorowy Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego —  otrzymał doktorat honorowy swej macierzystej uczelni dnia 7 grudnia 1995 roku.

W imieniu Zarządu Głównego Towarzystwa i Redakcji składam obydwu Honorowym Doktorom serdeczne 
Gratulacje i Życzenia.

Zofia Zielińska

Kw artaln ik , ,Postępy Biochem ii"  
wydawany z pomocą finansową 
Kom itetu Badań Naukowych

http://rcin.org.pl



Numer „Postępów Biochemii”, który oddajemy do rąk czytelników, 
opracowany został wyjątkowo bez udziału Redaktora Naczelnego, Pani 
Profesor Zofii Zielińskiej. Przyczyna jest prosta. Numer zawiera artykuły 
dedykowane Pani Profesor z okazji 80. rocznicy urodzin. M y wszjscy, na 
co dzień współpracujący z Panią Profesor w redagowaniu i przygotowaniu 
do druku Postępów, pozwalamy sobie złożyć Jej w tym miejscu nasze 
serdeczne gratulacje. Pragniemy jednocześnie szczególnie podziękować 
Pani Profesor Barbarze Grzelakowskiej-Sztabert za wielki wkład w or­
ganizację i przygotowanie do druku niniejszego numeru.

Redakcja

http://rcin.org.pl



W ubiegłym roku minęła 80-ta rocznica urodzin Pani Profesor Zofii Zielińskiej
—  pełniącej nieprzerwanie od 23 lat funkcję redaktora  naczelnego kwartalnika 
„Postępy Biochemii”.

Rocznicę urodzin Pani Profesor obchodziliśmy uroczyście w dniu otwarcia 
XXXI Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Warszawie 6 września 
1995 r. Po  wieczornym koncercie muzyki dawnej w Galerii Caroll-Porczyńskich, 
w uroczystej scenerii, niezwykle serdecznej atmosferze i przy akompaniamencie 
oklasków kilkuset biochemików biorących udział w tej uroczystości, miałam 
zaszczyt wręczyć Pani Profesor bukiet róż (na zdjęciu) wraz z gratulacjami 
i najlepszymi życzeniami od nas wszystkich —  kilku pokoleń biochemików
—  czytelników „Postępów Biochemii” jak  również od tych, którzy pod wymagają­
cym, ale życzliwym okiem Pani Profesor stawiali pierwsze kroki jako  autorzy lub 
doskonalili swoje umiejętności korzystając z Jej wiedzy i doświadczenia.

Dziś, w ślad za kwiatami i życzeniami, mam przyjemność przekazać Pani 
Profesor i wszystkim Czytelnikom specjalny numer „Postępów Biochemii”, 
dedykowany Szanownej Jubilatce, zawierający artykuły napisane przez Jej 
uczniów i kolegów z Zakładów Biochemii Komórki  i Biochemii Mięśni Instytutu 
Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego. Niech będzie on trwalszym od 
kwiatów dowodem naszej wdzięczności, uznania i podziwu dla dokonań, aktyw­
ności i ujmującej osobowości Pani Profesor Zofii Zielińskiej.

Liliana Konarska 
Prezes

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



WYDAWCA
E d ito r
P O L S K I E  T O W A R Z Y S T W O  
B I O C H E M I C Z N E  
Polish  Biochemical Society 
ul. P a s te u ra  3
02-093 W arsz aw a  
P o la n d  
P o la n d

D rukarn ia  N aukow o-Techniczna 
M ińska 65
03-828 W arszawa

REDAKCJA
E dito r ia l  Board 
R E D A K T O R  N A C Z E L N Y  
E d ito r  in chief 
Z O F I A  Z IE L I Ń S K A  
tel. 31-24-03 
R E D A K T O R Z Y  
E d ito r s
G R A Ż Y N A  P A L A M A R C Z Y K  
tel. 658-47-02
A N D R Z E J  J E R Z M A N O W S K I  
tel. 659-70-72 w. 3234 
A N N A  S Z A K IE L  
tel. 23-20-46
J O L A N T A  G R Z Y B O W S K A  
tel. 13-05-15
B A R B A R A  Z A R Z Y C K A  
tel. 659-85-71 w. 332

REC EN ZEN C I ZESZYTU 
Referees of this issue 
E W A  B A R T N IK
(W arszaw a)
G R Z E G O R Z  B A R T O S Z  
(Łódź)
B A R B A R A  G R Z E L A K O W S K A -
- S Z T A B E R T
(W arszaw a)
C E L I N A  J A N I O N  
(W arszaw a)
A N D R Z E J  J E R Z M A N O W S K I
(W arszaw a)
A N N A  K U R L A N D Z K A
(W arszaw a)
I R E N A  N I E B R Ó J - D O B O S Z
(W arszaw a)
G R A Ż Y N A  P A L A M A R C Z Y K
(W arszaw a)
L E S Z E K  P Ą C Z E K  
(W arszaw a)
S T A N IS Ł A W  P R Z E S T A L S K I  
(W roc ław)
I R E N A  J. S Z U M I E L  
(W arszaw a)
J E R Z Y  V E T U L A N I  
(K rak ó w )

ADRES REDAKCJI
A ddress
R E D A K C J A  K W A R T A L N I K A
„ P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I ”
I N S T Y T U T  B I O L O G II
D O Ś W I A D C Z A L N E J
im. M. N enck iego  P A N
ul. P a s te u ra  3
02-093 W arsz aw a
tel (2) 659-85-71 w. 332
fax: (22) 22-53-42

SPIS TREŚCI 
CONTENTS

Cykliny fazy G1 cyklu kom órkowego, ich funkcje i udział 
w  now otw orzeniu
Cyclins G1, their cellular functions and participation in on­
cogenesis
BARBARA GRZELAKOW SKA-SZTABERT.................................. 99

Cykl kom órkowy i apoptoza: śmierć starej komórki
Cell cycle and apoptosis: death of senescent cell
EWA S IK O R A ..........................................................................................108

Dekarboksylaza ornitynow a jedynym n ieubikw itynow ym  
białkiem degradowanym  przez 26S proteasomy?
Is ornithine decarboxylase a unique non-ubiquitinated protein 
degraded by the 26 S proteasome?
MAŁGORZATA MANTEUFFEL-CYMBOROW SKA.........................113

Współdziałanie czynników transkrypcyjnych AP-1 i NFAT  
w  procesie regulacji ekspresji genów
Cross-talk between transcription factors AP-1 and NFAT in the 
regulation of gene expression
BOŻENA KAMIŃSKA, GRAŻYNA MOSIENIAK, MARTA W IŚ­
NIEWSKA.................................................................................................... 120

Regulacja metabolizmu fo lianowego u grzybów: Asper­
gillus nidulans  jako model badawczy
Regulation of folate metabolism in fungi: Aspergillus nidulans as
a experimental model
ANDRZEJ PASZEWSKI, MAŁGORZATA B A L IŃ S K A ...................129

Inhibicja syntazy tym idylanow ej w  chemioterapii
Thymidylate synthase inhibition in chemotherapy
WOJCIECH R O D E ................................................................................ 133

Przekazywanie informacji w  komórce. Fosfolipidy jako 
cząsteczki sygnałowe
Signal transduction in the cell. Phospholipids as messenger 
molecules
JOLANTA BARAŃSKA, RAFAŁ CZAJKOWSKI, MAŁGORZATA 
CZARNY, PAWEŁ SABAŁA, MAGDALENA WIKTOREK . . . .  140

Oscylacje i fale w ap n io w e  w  komórce
Calcium oscillations and waves in a cell
AGNIESZKA MAKOWSKA, JERZY D U SZYŃSKI...........................146

Regulacja stopnia oksydoredukcji grup tio low ych w  ko­
mórkach zwierzęcych
Regulation of thiol group redox state in animal cells
EWA LENARTOWICZ, JOLANTA WUDARCZYK, GRAŻYNA
DĘBSKA ................................................................................................... 154

Transport w ody przez błony biologiczne
Transport of water through biological membranes
KATARZYNA A. N A ŁĘ C Z .................................................................... 161http://rcin.org.pl



O sm o lity  i o sm oregu lac ja  w  ko m órkach  nerek
Osmolytes and osmoregulation in renal cells
MARIUSZ R. WIĘCKOWSKI, KRZYSZTOF Z A B ŁO C K I 167

H om eostaza  jo n ó w  m agnezu w  kom órkach  zw ierzęcyc h
Magnesium ions homeostasis in animal cells
KRYSTYNA B O G U C K A ........................................................................178

M o le k u la rn y  m echan izm  generacji siły (ru chu ) przez ak-  
to m io zyn ę
Molecular mechanism of force (m otion) generation by actomyo- 
sin
HANNA STRZELECKA-GOŁASZEW SKA........................................ 185

M o le k u la rn e  m echan izm y zależnej od C a 2 + regulacji s ku r­
czu różnych ty p ó w  mięśni
Molecular mechanism for the Ca2 +-dependent regulation of 
various muscle types
RENATA D Ą B R O W S K A ........................................................................195

Kom pleks dys tro f in y  z g l ik o p ro te in a m i b łony k o m ó rk o ­
w e j w  mięśniu szk ie le to w y m
Dystrophin-Glycoprotein complex of skeletal muscle sarcolemma 
ANNA JAKUBIEC-PUKA, URSZULA W IECZO REK......................204

Kalcyklina —  białko w ią żą c e  w a p ń  z rodziny S -100
Calcyclin — calcium binding protein of the S-100 family 
ANNA FILIPEK, URSZULA WOJDA, WIESŁAWA LEŚNIAK, 
JACEK K U ŻN IC K I....................................................................................213

N auczyc ie lom  pisania
JACEK K U ŻN IC K I....................................................................................217

Do C zy te ln ik ó w
ZOFIA Z IE L IŃ S K A .................................................................................219

U W A G A

Zawiadamiamy o zmianie numeru konta prenumeraty Postępów Biochemii. 
Nowy numer konta: PBK XIII O Warszawa 370044-1225-2720-3-69

98 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 2 ) ,  199 6http://rcin.org.pl



ARTYKUŁY

Profesor Zofii Zielińskiej,
mojej „od zawsze" Szefowej z najlepszymi życzeniami.
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W ykaz stosowanych skrótów: P C N A  jąd row y  an tygen
proliferujących kom órek ; kinazy cdk kinazy cyklino-
zależne; k inazy  M A P  — kinazy ak tyw ow ane  działaniem  
mitogenów ; CSF-1 czynnik s tymulujący wzrost k o lo n i i-1; 
E G F  —  czynnik  w zrostu  naskórka ; b F G F  —  zasadow y 
czynnik w zrostu  fibroblastów; IGF-1 czynnik w zrostu
insu linopodobny-1 ; P D G F  —  czynnik w zrostu  pochodzący  
z płytek krwi; TG F-/?  — transform ujący  czynnik wzrostowy 
[i p R b  —  bia łko  supreso row e Rb; R C E  —  regula torow e 
sekwencje D N A  (retinoblastom a controlling elem ents) w a ru n ­
kujące o d po w iedź  na pRb; C R E  —  (cA M P  responsive 
elem ents), regu la to row e sekwencje D N A  w arunku jące  o d ­
pow iedź na  c A M P ; C R  B P —  (cellular retinoblastom a binding  
proteins), b ia łka  k o m ó rk o w e  wiążące pRb; D l  — cyklina D l ;  
E2F, Sp 1, A T F , M y o D , Elf-1, T F -X  —  czynniki t r anskryp-  
cyjne; c-myc, c-fos, c-jun, c-ras —  p ro toonkogeny .

* Prof. d r  hab., Z a k ład  Biochemii K o m órk i ,  Ins ty tu t Biologii 
D ośw iadczalnej im. M. Nenckiego, PA N , P asteu ra  3, 02-093 
W arszaw a

I. Wstęp

W ostatnich latach poznano podstawowe mechaniz­
my kontrolujące przebieg cyklu komórkowego. Ziden­
tyfikowano liczne cyklino-zależne kinazy serynowo- 
treoninowe (kinazy cdk), oraz ich podjednostki regula­
torowe — cykliny. Wykryto też endogenne białkowe 
inhibitory kinaz cdk warunkujące między innymi, 
działanie określonych kinaz w zdefiniowanych fazach 
cyklu oraz fosforylowanie przez nie specyficznych 
substratów [1-7]. Zagadnienia te przedstawiono już na 
łamach polskich czasopism [8-12], jednakże postęp 
badań jest na tyle szybki i istotny, że usprawie­
dliwia dalsze zajmowanie się tym tematem.

Poznane dotąd mechanizmy decydujące o aktywno­
ści kinaz cdk przedstawiono w tabeli 1, a przykłady 
białek komórkowych fosforylowanych przez kinazy 
cdk w różnych fazach cyklu komórkowego zebrano 
w tabeli 2. Podlegająca precyzyjnej regulacji aktyw-
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Tabela 1.
M e ch an izm y  regulujące a k ty w n o ść  k inaz  cdk.

A k tyw acja H a m o w a n ie

D ołączenie  cykliny

Defosforylacja  T h r l 4  i T y r l5  
przez fosfatazę cdc25

Fosfory lac ja  T h r ló O  przez ki- 
nazę cdk7-cyk l ina  H

O dłączen ie  j e d n eg o  z e n d o g e n ­
nych b ia łkow ych  in h ib i to rów

D e g rad ac ja  cyklin

F osfory lac ja  T h r l 4  i T y r l 5  
przez k inazy  weel /m ik l

D efosforylacja  T hr lóO

U tw o rzen ie  k o m p le k su  z j e d ­
nym  z en d o g en n y ch  b ia łk o ­
wych inh ib i to rów

ność kinaz cdk kontroluje stopień ufosforylowania 
białek pełniących bardzo różne i istotne funkcje kom ór­
kowe. Substratami kinaz cdk są bowiem białka zaan­
gażowane w regulację transkrypcji genów, białka s tru­
kturalne, a także enzymy, zwłaszcza fosfatazy i kinazy 
aktywowane przez mitogeny.

Nie dziwi więc, że coraz więcej danych wskazuje na 
powiązania różnych regulatorów cyklu komórkowego 
z transformacją nowotworową komórek. Sądzi się 
wręcz, że zaburzenia kontroli cyklu komórkowego są 
kluczowe dla procesu nowotworzenia. Szczególnie 
istotną rolę w tym procesie przypisuje się zmianom 
efektywności działania kinaz cdk powodowanym 
przez brak lub upośledzenie syntezy ich endogennych 
białkowych inhibitorów [przegląd. 11-13], a także 
zaburzeniom syntezy podjednostek regulatorowych 
kinaz cdk — cyklin, zwłaszcza tych, które występują

Tabela 2.
P rzykłady  b ia łkow ych  su b s t ra tó w  k inaz  cdk, fosforylowanych w p o ­
szczególnych fazach cyklu k o m ó rk o w e g o  (dane  z [4, 6]).

F a z a  cyklu S ubs tra t

G l czynniki transkrypcy jne:
E2F, S ie i ,  F a r l ,  SWi5, M B F ,  P H 0 4  

p r o d u k ty  genów  supresorow ych:  
p53, p 105Rb, p l0 7  

enzymy:
fosfataza cdc25A, p o l im eraza  R N A II

S czynniki transkrypcy jne:
E2F-1, SWi5 

b ia łko  wiążące się z po jedynczą  nicią D N A : 
R PA

duży  an tygen  T  wirusa  SV40

G 2 czynnik  t ran sk ry p cy jn y  —  SWi5 
enzym  —  fosfataza cdc25c

M białka  cy to p lazm a ty czn e  i jądrow e:
lekki łańcuch  m iozyny  (M LC),  ka ldesm on ,  
w im entyna ,  laminy, h is ton  H I ,  nuk leo l ina  

czynniki  transkrypcy jne:
T F I I IB ,  c-myb, EF-1 

enzymy:
fosfataza P P 1 ,  k inazy ty rozynow e 
c - a b l ,  c-src, k inazy  M A P 4 /M A P 1 B  

b ia łka  pęcherzyków  e n d o cy ta rn y ch

w komórkach będących w fazie G1 cyklu [14-19], Gen 
jednej z tych cyklin (cykliny D 1), traktowany jest nawet 
jako  protoonkogen [20, 21], a obecność podwyż­
szonego poziomu cykliny E jako  prognostyczny mar­
ker raka piersi [22-24], Jako protoonkogen traktuje się 
też ostatnio gen kodujący fosfatazę cdc25, uczest­
niczącą w aktywacji kinazy cdk 1. Aktywność tej kinazy 
decyduje o rozpoczęciu przez komórki podziału mito- 
tycznego [25],

W artykule omawiane są funkcje komórkowe cyklin 
znajdowanych w komórkach będących w fazie G1 
cyklu, regulacja ekspresji kodujących je genów przez 
czynniki wzrostowe i niektóre protoonkogeny a także 
interakcja cyklin, zwłaszcza z grupy D, z produktem 
białkowym genu supresorowego Rb.

II. Cykliny fazy G1

Cykliny fazy G1 wykryto po raz pierwszy u drożdży, 
następnie zaś ich obecność wykazano także w kom ór­
kach ssaków. W komórkach ssaków do cyklin fazy G1 
zalicza się trzy cykliny z klasy D— D l,  D2 i D3 oraz 
cyklinę E. Tworzą one kompleksy z odpowiednimi 
kinazami cdk: cykliny D przede wszystkim z kinazami 
cdk4 i edkó [26-28], cyklina E tylko z kinazą cdk2 [29,
30], Kinazy, których podjednostkami regulatorowymi 
są cykliny D działają na początku fazy G1 cyklu [31]. 
Aktywność kinazy cdk2 skompleksowanej z cykliną 
E pojawia się później osiągając maksimum w kom ór­
kach będących na granicy faz G 1 i S (Ryc. 1). W kom ór­
kach w fazie G1 występują również w znacznych 
ilościach kompleksy zawierające oprócz cyklin i kinaz 
cdk także ich różne białkowe inhibitory oraz PCNA. 
Wewnątrzkomórkowy poziom inhibitorów zależy od 
różnorodnych czynników. Wydaje się więc, że stano­
wią one bardzo istotny czynnik regulujący. Udział tych 
inhibitorów w regulacji cyklu komórkowego jest 
przedmiotem licznych artykułów [ 13, 32-35], omawia­
no je także w „Postępach Biochemii" [12].

Ryc. 1. Z ró ż n ic o w a n e  czasow o  dzia łan ie  k inaz  cdk4 /6  i cdk2  
p odczas  fazy G1 (w o p a rc iu  o [32]).  G O ,  G l ,  M, S —  fazy 
cyklu k o m ó rk o w e g o ,  R —  p u n k t  restrykcyjny
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Zastosowanie specyficznych przeciwciał w stosunku 
do cyklin D [26-38] i cykliny E [39-40] lub antysen- 
sownych sekwencji nukleotydowych hamujących eks­
presję genów tych cyklin [37, 41, 42], pozwoliło na 
wykazanie znaczącego i „zróżnicowanego czasowo” 
udziału cyklin D w przebiegu fazy G1 i rozpoczynania 
przez komórki syntezy DNA. 1 tak nadekspresja cyklin 
D, umożliwia kom órkom  włączenie się do cyklu 
podziałowego [43] i skraca czas trwania fazy G1 [36, 
38, 44-47]. Spadek wewnątrzkomórkowego poziomu 
cykliny D l powoduje natomiast zahamowanie kom ó­
rek w fazie G1 cyklu. W przypadku nowotworów (np. 
rak przełyku [42]) następuje wówczas utrata typo­
wych cech dla komórek nowotworowych, jak zmienio­
na charakterystyka wzrostu i zdolność wywoływania 
nowotworów in vivo. Rozwijające się zarodki myszy 
pozbawione genu cykliny D l wykazują też liczne 
zaburzenia rozwojowe, zwłaszcza siatkówki i gruczo­
łów mlecznych. Wskazuje to na istotne różnice we 
wrażliwości różnych tkanek na brak cykliny D l [48, 
49]. Podobnie jak nadekspresja cykliny D l również 
nadekspresja cykliny E [41, 50, 51], a w niektórych 
komórkach cykliny D2 [np. 52] skraca fazę G1 
i przyspiesza rozpoczęcie przez komórki syntezy DNA.

Coraz więcej danych wskazuje, że wysoki poziom 
cykliny D l może niekiedy zatrzymać komórki w fazie 
G1 cyklu. N a przykład nadekspresja cykliny Dl 
w ludzkich fibroblastach może uniemożliwiać im roz­
poczęcie syntezy DNA [53], a także reperację DNA 
zachodzącą z udziałem PCNA [54], N adm iar cykliny 
D l hamuje także wzrost ludzkich komórek leukemicz- 
nych linii Darni [55] oraz niektórych prawidłowych 
i nowotworowych komórek nabłonkowych [56]. Co 
więcej, podwyższony poziom cykliny Dl cechuje sta­
rzejące się komórki, zawierające nieaktywne kinazy 
cdk [57, 58]. W hamowaniu wzrostu komórek przez 
cyklinę D l postuluje się udział białka supresorowego 
p53 i indukowanego przez nie białka p21, inhibitora 
kinaz cdk [59], Ta ostatnia hipoteza zostanie omówio­
na w rozdziale V-3.

Z przedstawionych danych wynika, że cyklina Dl 
może uczestniczyć zarówno w indukcji jak i inhibicji 
cyklu komórkowego. Jak dotąd, mniej wiadomo 
o działaniu pozostałych cyklin D: cykliny D2 i cykliny 
D3. Ich oddziaływanie z kinazami cdk4 i cdk2 świad­
czy, że uczestniczą one w regulacji cyklu kom ór­
kowego, zwłaszcza w różnicowaniu komórek układu 
krwiotwórczego [60, 61] i mioblastów [62].

III. Nadekspresja cyklin fazy G1 w komór­
kach nowotworowych

W tabeli 3 zestawiono ludzkie i mysie nowotwory, 
w których stwierdzono nadekspresję cyklin fazy G l .  
Podwyższonej ekspresji ulega przede wszystkim cyk­
lina D l,  znacznie rzadziej zaś cykliny D2 i E. N adeks­
presja może być wynikiem zwielokrotnienia genu, 
insercji wirusowych w obszar genu cykliny, a także

przemieszczeń fragmentów chromosomów [20]. 
W przeważającej części przebadanych nowotworów 
układu pokarmowego i przytarczyc, gen kodujący 
cyklinę Dl ulega zwielokrotnieniu, co powoduje zna­
czne podwyższenie jej syntezy. Często towarzyszy 
temu także amplifikacja innych położonych blisko 
genów, takich jak HST1 i 1NT2, kodujących różne 
czynniki wzrostowe [88], Natomiast w nowotworach 
limfocytów B (chłoniaki) za zwiększoną syntezę cyk­
liny Dl odpowiedzialne są przemieszczenia między- 
chromosomowe, w efekcie których gen cykliny Dl 
(chromosom 11) dostaje się pod kontrolę regulatoro­
wego elementu genu immunoglobuliny IGH, który 
występuje w chromosomie 14. Przemieszczenie genu 
kodującego cyklinę D l w pobliże regulatorowych 
elementów genu kodującego hormon przytarczyc (pa- 
ratyroidyna) stwierdza się też często w gruczolakach 
przytarczyc [84]. Wzmożoną aktywację genu cykliny 
D l w mysich chłoniakach limfocytów T wywołuje 
natomiast wbudowanie mysiego wirusa MuLV powy­
żej sekwencji prom otora genu cykliny Dl.

IV. Transkrypcja genów kodujących cykliny 
D, białka cyklin

Geny kodujące cykliny D l,  D2 i D3 (CCND1, 
CCND2  i CCND3)  występują w komórkach ludzkich 
w 3 chromosomach — 11, 12 i 6 [20, 89-91] (Ryc. 2). 
W komórkach mysich gen kodujący cyklinę Dl znaj­
duje się w chromosomie 7 [87]. Gen CCND1  nosił 
początkowo nazwę PRAD1  i znajdowano go w w nie­
prawidłowym fragmencie chromosomu 11 typowym 
dla ludzkich komórek gruczolaka przytarczyc. Później 
dopiero okazało się, że gen PRAD1  koduje cyklinę D l.  
Nie koduje natomiast cykliny D l gen bcl-1 występują­
cy również w locus 12p 13 komórek nowotworowych 
limfocytów B [19]. W kilku laboratoriach sklonowano

Tabela 3.
N adeksp re s ja  cyklin G l  w różnych  n o w o tw o ra c h  u ludzi i u myszy.

N o w o tw o ry N adeksp re s ja
cykliny Piśm.

Ludzkie:
rak piersi D l ;  E [63-66; 22]
rak w ą tro b y  (H C C ) D l [67, 68]
rak  je l i ta  g rubego D l ;  D2 +  E [66; 69-70]
rak  płuc D l [71]
rak  ż o łą d k a E [72]
rak macicy D l [66]
rak przełyku D l [73, 74]
rak  k r tan i D l [75]
rak głowy i k a rk u D l ;  D l  +  D2 [66; 76, 77]
czerniaki D l [66]
ch łon iak  limfocytów B D l ;  D l  +  D2 [78-81]
białaczki A [82]
gruczo lak i  przytarczyc D l [83-85]

M ysie:
rak su tka D l ;  E +  A [86; 24]
rak skóry D l [87]
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Ryc. 2. C ykliny  Ii): ogólny  schem at  b u d o w y  i lokalizacja  genów
w c h ro m o s o m a c h  (z d an y ch  [20, 89-91 ])

gen kodujący cyklinę Dl [83, 84, 92] i przeprowadzo­
no analizę jego sekwencji kodujących i promotoro- 
wych [92], W promotorze genu cykliny Dl wykazano 
obecność licznych elementów regulatorowych, w tym 
miejsc związanych z indukcją jego ekspresji przez 
surowicę i białka c-Jun oraz p53 [59, 92], W genach 
cykliny D 1 wyizolowanych z 30 próbek raka piersi i 25 
próbek gruczolaka przytarczyc nie znaleziono specyfi­
cznych mutacji [93]. Wielkość transkryptu genów 
kodujących cykliny Djest różna dla cyklin D l,  D2 i D3 
i wynosi odpowiednio 4.5, ~7 i 2.2kb. Niemniej jednak 
wszystkie cykliny D zbudowane są z 289-295 am ino­
kwasów.

Cykliny D l, D2 i D3 są w 60% homologiczne [20, 
89, 90, 94] i zawierają identyczne domeny funkcjonal­
ne. Są nimi: domena kasety cyk linowej, uczestnicząca 
w wiązaniu cyklin z odpowiednimi kinazami cdk, 
sekwencja aminokwasowa PEST, najpraw dopodob­
niej niezbędna do degradacji cyklin G1 w fazie S [95, 
96] oraz sekwencja aminokwasowa LXCXE biorąca 
udział w oddziaływaniu cyklin fazy G1 z białkiem 
supresorowym pRb, produktem genu supresorowego 
Rb (Ryc. 2).

V. Regulacja ekspresji genów cyklin D

Regulacja transkrypcji genów kodujących cykliny 
D jest bardzo złożona. Zarówno w komórkach prawi­
dłowych jak i nowotworowych uczestniczą w niej 
liczne czynniki wzrostowe, hormony, białka kodowane 
przez kilka protoonkogenów i geny supresorowe Rh 
i p53, a także różne czynniki o działaniu antyprolifera- 
cyjnym. Decyduje to o specyficznej dla różnych kom ó­
rek kolejności pojawienia się poszczególnych cyklin D, 
jak również o ich zmiennym stężeniu w trakcie fazy G 1.

V -l. Czynniki wzrostowe, hormony i czynniki 
antyproliferacyjne

Większość danych o regulacji ekspresji dotyczy genu 
cykliny D l. Podwyższony poziom cykliny Dl charak­
teryzuje wiele komórek będących w fazie G1 [38, 
97-100], jednakże nie występuje wyraźnie w kom ór­
kach stransformowanych przez onkogenne wirusy

DNA [84, 101]. Problem ten zostanie omówiony 
w rozdziale V-3.

Praktycznie we wszystkich badanych komórkach 
(przede wszystkim fibroblastach i limfocytach mysich 
i ludzkich) ekspresja genów kodujących cykliny 
D wzrasta po podaniu surowicy [99, 102-104] oraz 
czynników wzrostowych takich jak P D G F  [99, 103-
105], EG F i b F G F  [99], IGF-1 [99] bądź CSF-1 
(makrofagi) [101]. W zależności od rodzaju komórek 
szczyt aktywności transkrypcyjnej przypada 6-8 go­
dzin po podaniu surowicy lub mitogenu [99], Wew­
nątrzkomórkowy poziom transkryptu może wzrosnąć 
nawet 30-krotnie. Indukcja ta zachodzi przy zaham o­
wanej, za pomocą cykloheksoimidu, syntezie białek 
[99, 104], co przemawia za niezależną od syntezy 
białek aktywacją transkrypcji tych genów.

Ester forbolu (TPA) będący aktywatorem kinazy 
C stymuluje ekspresję genów cyklin D w stopniu 
zbliżonym do aktywacji przez mitogeny [99, 100, 102,
106]. Co więcej, pod wpływem TPA w komórkach 
z nieaktywną kinazą C nie wzrasta ekspresja genu 
cykliny D l, a stymulujący efekt P D G F  bywa w znacz­
nym stopniu obniżony (o 75%) [104], Wskazuje to na 
znaczący udział kinazy białkowej C w przekazywaniu 
sygnałów prowadzących do indukcji ekspresji genów 
cyklin fazy G l ,  zwłaszcza cykliny Dl.

Czynnikami stymulującymi ekspresję cyklin Dl są 
również niektóre hormony sterydowe — estrogeny 
i progestiny, działające zwłaszcza na prawidłowe i no­
wotworowe komórki epitelialne gruczołu mlecznego 
[98, 107, 108].

Ekspresja genów cyklin D podlega również „negatyw­
nej” regulacji przez fizjologiczne czynniki hamujące 
proliferację komórek. Należą do nich przede wszyst­
kim: czynnik nekrozy nowotworów a, interferon y i li- 
popolisacharyd bakteryjny (EPS) [109], Również ak ­
tywatory kinazy adenylanowej jak dbcAMP, fors- 
kolina i prostaglandyna E2, hamują ekspresję cyklin 
D [99, 105, 109], Należy zaznaczyć, że niektóre z tych 
związków (np. interferon y, EPS) hamują zarazem 
indukowaną przez czynniki wzrostowe ekspresję pro- 
toonkogenu c-myc [109], który prawdopodobnie 
wpływa na ekspresję genów cyklin (patrz rozdział V-2). 
Ekspresję genu cykliny Dl (lecz nie D2 i D3) w kom ór­
kach nabłonkowych jelita hamuje także TGF-/1 [110,
111 ], a w komórkach endotelialnych naczyń krwionoś­
nych inhibitor angiogenezy (AGM-1470) [192]. Ha­
mujące działanie na ekspresję genu cyklin Dl i D2 
w szczurzych komórkach gruczolaka przytarczyc wy­
wiera także podwyższenie poziomu jonów Ca, być 
może wpływające pośrednio na mitogenny szlak prze­
kazywania sygnałów [113], Ekspresję genu cykliny D3 
w limfocytach T hamują natomiast hormony glukokor- 
tykoidowe [114],

V-2. Białka kodowane przez protoonkogeny

Odkrycie działania cyklin fazy G l w komórkach we
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wczesnych etapach cyklu komórkowego nasuwało 
przypuszczenie, że cykliny te mogą być elementami 
szlaku przekazywania sygnałów regulowanego przez 
produkty protoonkogenów myc, ras i jun.

Aktywatorami transkrypcji genu cykliny Dl są, jak 
się wydaje, przede wszystkim białka kodowane przez 
protoonkogeny c-ras [15] i c-jun [92], W komórkach 
epitelialnych stransformowanych protoonkogenem c- 
raszablokowanie syntezy cykliny D l ,  znacznie spowa­
lnia proliferację, co wskazuje na znaczenie cykliny Dl 
jako  pośrednika w transformacji przez c-ras [115]. 
Dodatkowym potwierdzeniem udziału białka Ras 
w regulacji jego ekspresji jest omówione wyżej ham o­
wanie ekspresji genu cykliny Dl przez cA M P (rozdział
V -1). Jak wiadomo cA M P blokuje szlak przekazywa­
nia sygnałów indukowany przez białko Ras. Co więcej, 
cyklina Dl i białko Ras współdziałają w transfor­
mowaniu szczurzych fibroblastów i indukcji przez te 
ostatnie nowotworów po wszczepieniu do „nagich” 
myszy [116, 117] (rozdział VII). Również białko kodo­
wane przez c-jun aktywuje ekspresję genu cykliny D l, 
jednak nie działa w ten sposób białko kodowane przez 
c-fos. Indukcja zachodzi tylko przy nienaruszonej 
sekwencji CRE w promotorze genu cykliny Dl. M uta­
cje w obrębie CRE znoszą działanie białka c-Jun [92].

Dane tyczące regulacji ekspresji genów cyklin fazy 
G l ,  zwłaszcza cykliny Dl przez białko Myc są sprzecz­
ne. Liczne dane wskazują bowiem, że transfekcja 
komórek (mysie i szczurze fibroblasty) genem c-myc 
nie zmienia intensywności ekspresji genu cykliny Dl 
w komórkach spoczynkowych, hamuje zaś ją w kom ó­
rkach proliferujących [46, 105, 117-119]. Natomiast 
w komórkach tych ulega indukcji ekspresja genów 
cyklin E i A. Hamowanie ekspresji genu cykliny Dl 
przez białko Myc wydaje się polegać na bezpośrednim 
jego oddziaływaniu z promotorem genu cykliny Dl 
[105], Jedyne jak dotąd doniesienie o kilkukrotnej 
aktywacji przez Myc ekspresji genu cykliny Dl 
w szczurzych komórkach RAT-1 [120] jest obecnie 
przedmiotem krytyki [121]. Tak więc cyklina Dl nie 
znajduje się prawdopodobnie w szlaku proliferacyj- 
nym indukowanym przez c-myc.

Niemniej wykazano współdziałanie białka Myc i cyk­
liny Dl. Białka te współdziałają w wywoływaniu nowo­
tworów w „nagich” myszach [117, 122] (rozdział VII). 
Nadekspresja zaś w komórkach cykliny Dl silnie indu­
kuje w nich ekspresję genu c-myc (a także genu c-jun). 
W aktywacji promotora genu c-myc uczestniczy w tych 
komórkach czynnik transkrypcyjny E2F [46, 123].

Co więcej indukcja białka Myc w szczurzych fibro- 
blastach wywołuje wyraźną aktywację kinaz cdk zależ­
nych od cyklin Dl i E, nie zmieniając liczby składników 
tych kompleksów [124], W przypadku kompleksu 
kinazy cdk-cyklina E aktywacja taka wynika z uwol­
nienia aktywnego enzymu z wieloskładnikowego, nie­
aktywnego kompleksu zawierającego białkowy inhibi­
tor p27. Nie wiadomo jak dotąd jaki jest mechanizm 
tego zjawiska w przypadku kinazy cdk4-cyklina Dl. Są

też doniesienia o indukcji przez białko Myc (razem 
z białkiem Ras) aktywności kinazy cdk 1-cyklina B dzia­
łającej w późniejszych niż G l fazach cyklu [125].

V-3. Białka kodowane przez geny supresorowe 
—  Rh i p53

Bardzo niski poziom cykliny Dl i nieobecność jej 
kompleksów z kinazami cdk4 i cdk6 charakteryzują 
komórki, w których brak jest białka supresorowego 
Rb lub w których jest ono z różnych powodów 
nieczynne [74, 126-130, 65], Nieczynność białka Rb 
bywa wynikiem mutacji genu, która prowadzi do 
syntezy nieaktywnego białka Rb. Może też wynikać ze 
skompleksowania prawidłowego białka Rb nie tylko 
z cykliną Dl [21, 131-133] lecz także z różnymi 
białkami komórkowymi, w tym przede wszystkim 
z białkami kodowanymi przez onkogenne wirusy 
DNA (przegląd [11]).

Bezpośrednie dowody na udział białka Rb w regula­
cji ekspresji genów kodujących cykliny D uzyskano 
transfekując jego genem niezawierające go prawidłowe 
lub stransformowane komórki [127, 128, 130]. Po 
transfekcji genem Rh następował w kom órkach (wsku­
tek bezpośredniej aktywacji p rom otora genu cykliny 
Dl przez białko Rb [128], kilkukrotny wzrost eks­
presji genu cykliny Dl bez wzrostu ekspresji genów 
cyklin A i E. W promotorze genu kodującego cyklinę 
Dl obecne są liczne sekwencje regulatorowe. Nie 
wykryto w nim, jak dotąd, sekwencji regulatorowej 
RCE (retinohlastoma controlling elements) [92], Należy 
jednak pamiętać, że sekwencje RCE występują w pro­
motorach wielu genów uczestniczących w kontroli 
wzrostu komórek (c-fos, c-myc, T F G - / i l ) [134], a pro­
dukty niektórych z nich (patrz rozdział V-2) wpływają 
również na intensywność ekspresji genu cykliny Dl.

Niewątpliwe powiązania funkcjonalne cykliny Dl 
i białka supresorowego Rb są przedmiotem licznych 
spekulacji oraz hipotez [135-137], Ostatnio zapropo­
nowany schemat przebiegu autoregulacji syntezy cyk­
liny Dl i białka Rb uwzględnia indukcję ekspresji genu 
cykliny Dl przez białko Rb i unieczynniający wpływ

Ryc. 3. Schem at  o ddz ia ływ ań  między pR B i cykliną I) 1 p o d czas  fazy 
i przejścia G l / S  (wg [130] zmodyf.). G r u b a  c z a rn a  s t rza łka  
i znak  +  oznacz a  aktywację,  linia p rz e ry w a n a  i znak 
— h a m o w a n ie  procesu
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nadekspresji cykliny Dl na funkcjonowanie białka Rb 
(Ryc. 3) [130]. W bardzo dużym uproszczeniu proces 
ten przedstawia się następująco. N a początku fazy G1 
występuje w komórkach nieufosforylowane białko Rb 
skompleksowane z różnymi białkami wiążącymi 
(CR BP). Poprzez oddziaływanie z hipotetycznym biał­
kiem TF-X (być może czynnikiem transkrypcyjnym) 
białko Rb wpływa na poziom ekspresji genu cykliny 
D l.  Cyklina D l,  której ilość wzrasta w fazie G l ,  
współzawodniczy z innymi białkami CRBP o wiązanie 
z białkiem Rb, ponadto tworzy aktywne enzymatycz­
nie kompleksy z kinazami cdk4 i cdkó. Kinazy te 
fosforylują białko Rb w następstwie czego zmienia ono 
swoją konformację i z kompleksu z nim zostają 
uwolnione różne białka CRBP oraz cykliny. Uwol­
nione białka CRBP, w tym czynnik transkrypcyjny 
E2F, stymulują między innymi transkrypcję genów 
związanych z replikacją DNA. Z kolei ufosforylowane 
białko Rb hamuje aktywność prom otora genu cykliny 
Dl co sprawia, że zawartość tego białka obniża się do 
poziomu z początku fazy G l .  Spadek ilości cykliny D l,  
jak również pojawienie się w komórkach będących na 
granicy faz G l /S  zwiększonych ilości białka p 16, 
specyficznego inhibitora kinaz cdk4/cdk6 [138, 139], 
powodują ustanie fosforylującej aktywności tych en­
zymów.

Występująca w licznych komórkach nowotworo­
wych nadekspresja cykliny Dl zaburza opisane powy­
żej zależności. Dzięki podwyższonej aktywności kinaz 
cdk4 i cdkó następuje intensywniejsza fosforylacja (a 
więc inaktywacja) białka Rb, powodująca szybsze 
uwalnianie z kompleksu białek CRBP, co prowadzi 
w efekcie do wcześniejszego rozpoczęcia przez kom ór­
ki syntezy DNA. Zwiększenie ilości cykliny Dl może 
również aktywować kinazy cdk dzięki wypieraniu 
skompleksowanego z nimi inhibitora p 16. Związki 
białka Rb, kinaz cdk4/cdkó i cykliny D l z inhibitorem 
p 16 opisano już w Postępach Biochemii [12].

Zmutowane białko Rb, jak również białko Rb 
skompleksowane z białkami wirusów onkogennych 
nie jest zdolne do stymulacji ekspresji genu cykliny D 1. 
Nie tworzy też ono kompleksów z cykliną Dl i kinaza­
mi cdk, nie stając się w ten sposób substratem tych 
enzymów. Co więcej, wyeliminowanie cykliny Dl 
(poprzez wprowadzenie przeciwciał monoklonalnych) 
w komórkach stransformowanych wirusami onkogen- 
nymi nie zaburza w nich przebiegu fazy G 1. Przemawia 
to za tym, że w komórkach stransformowanych wiru­
sami onkogennymi funkcjonowanie cykliny D l nie jest 
niezbędne [130].

Drugim białkiem supresorowym uczestniczącym 
w regulacji ekspresji genu cykliny D 1 jest produkt genu 
supresorowego p53. Stymulację ekspresji genu cykliny 
D l w ludzkich i mysich komórkach wywołuje zarówno 
samo prawidłowe białko p53 jak też białko p21, 
uniwersalny inhibitor wszystkich kinaz cdk, którego 
syntezę indukuje białko p53 [59] . Mechanizm tego 
zjawiska jest bardzo złożony. Postuluje się możliwość

bezpośredniego oddziaływania białka p53 z odpowied­
nimi sekwencjami regulatorowymi w promotorze genu 
cykliny D l.  Przypuszcza się także, że indukcja eks­
presji genu cykliny D l przez inhibitor p21 może być 
związana z pojawianiem się w komórce nieufosforylo- 
wanego białka supresorowego Rb, aktywatora eks­
presji genu kodującego cyklinę D l.  Wyniki te wskazu­
ją, że cyklina Dl może być też jednym z mediatorów 
hamowania wzrostu komórek przez białko supresoro- 
we p53.

VI. Inne czynniki regulujące wewnątrzkomór­
kowy poziom cyklin D l i E

Do czynników wpływających na wewnątrzkom ór­
kowy poziom cykliny Dl należy czynnik 4E (eiF. 4E), 
białko uczestniczące w translacji i wiążące się z m RN A 
(m R N A cap binding protein) [140, 141], Nadekspresja 
tego czynnika translacyjnego w mysich fibroblastach 
powoduje bowiem nie tylko pewien wzrost transkryp­
cji genu cykliny D l, lecz także istotne zwiększenie 
ilości mRNA cykliny D l związanego z polisomami. 
Przypuszcza się, że czynnik 4E wpływa na przemiesz­
czanie utworzonego w jądrze mRNA do polisomów 
w cytoplazmie [141],

Wewnątrzkomórkowy poziom cyklin zależy też od 
trwałości ich mRNA. Na poziom mRNA cykliny 
E wywiera wpływ białko AFosB, naturalnie występują­
ca w komórkach forma białka FosB, która nie zawiera 
C-końcowego fragmentu łańcucha uczestniczącego 
w transaktywacji [51]. Wewnątrzkomórkowy poziom 
tego białka w szczurzych komórkach RAT-1 regulo­
wany jest przez surowicę. Uważa się, że białko AFosB 
może bezpośrednio lub pośrednio maskować występu­
jące w mRNA cykliny E sekwencje nukleotydowe 
decydujące o stabilności mRNA. Nie wiadomo jednak, 
czy działa ono w podobny sposób na cykliny D.

VII. Czy cykliny D działają jako onkogeny?

W poprzednich rozdziałach omówiono udział cyklin 
D w regulacji początkowych etapów cyklu podziało­
wego. Przedstawiono zaburzenia syntezy tego białka 
w nowotworach oraz jego współdziałanie z p roduk­
tami genów supresorowych, zwłaszcza genu Rb. N asu ­
wa się pytanie, czy cyklinę D l,  której rolą jest przede 
wszystkim aktywacja kinaz cdk4/cdk6 fosforylujących 
białko supresorowe Rb, można uznać za produkt 
protoonkogenu. Niezbędne jest w tym celu ekspery­
mentalne wykazanie jej transformujących właściwości, 
zarówno in vitro jak i in vivo. Dotychczasowe dane są 
niejednoznaczne. Wydaje się, że komórki transfekowa- 
ne jedynie genem cykliny Dl i charakteryzujące się 
podwyższonym poziomem tego białka, nie ulegają 
transformacji nowotworowej, a jedynie skraca się 
w nich znaczący sposób czas trwania fazy G l [116], 
Natomiast transformacja nowotworowa fibroblastów 
gryzoni następuje w efekcie jednoczesnej ich transfekcji
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genem cykliny D l i genami Ha-ras lub c-myc bądź też 
genem kodującym białko El A adenowirusa [46, 21, 
116, 117]. Komórki te wszczepione „nagim” myszom 
powodują pojawienie się w nich nowotworów [117].
0  konieczności współdziałania cykliny D 1 i białka Ras 
w transformowaniu komórek świadczy też fakt, że 
wyeliminowanie cykliny D l spowalnia działanie Ras 
[116]. Podobnie transfekowanie komórek raka przeły­
ku antysensownym cD NA wobec genu cykliny D l 
powoduje utratę przez nie cech komórek nowotworo­
wych i zdolności do wywoływania nowotworów w „na­
gich” myszach [42].

W nielicznych jeszcze badaniach in vivo wykazano, 
że nadekspresja cykliny D l w myszach transgenicz- 
nych zaburza proliferację komórek w gruczołach mle­
cznych (hiperplazja) i po około roku prowadzi do 
pojawienia się nowotworu piersi (gruczolakoraka) 
[86]. W myszach transgenicznych z nadekspresją 
cykliny D l może też dojść do powstania chłoniaka 
limfocytów B. Tempo pojawiania się tego nowotworu 
narasta w następnych pokoleniach myszy, stanowią­
cych potomstwo z krzyżówki z myszami transgenicz- 
nymi w stosunku do onkogenu ras bądź myc [122],

Wydaje się zatem, że przynajmniej w rozwoju nie­
których nowotworów cyklina D l odgrywa znaczącą 
rolę i stanowi szczególny onkogen ze względu na 
możliwość współdziałania zarówno z onkogenem myc 
jak  i ras.

VIII. Uwagi końcowe

W artykule przedstawiono dane o działaniu cyklin 
D w komórkach w fazie G1 cyklu podziałowego. 
Precyzyjne ustalenie roli aż sześciu aktywnych en­
zymatycznie kompleksów cyklin D l ,  D2 i D3 z kinaza­
mi cdk4 i cdk6 jest trudnym zadaniem. Przypuszcza 
się, że wszystkie te kinazy cdk są być może niezbędne 
do odbierania przez komórkę różnych sygnałów zew­
nętrznych i fosforylowania jednego tylko substratu. 
Jest również prawdopodobne, że każdy z sześciu 
kompleksów kinazowych zdolny jest do odebrania 
tylko jednego, określonego sygnału i fosforylowania 
jednego, specyficznego dla niego substratu [20].

Wykazano, że wywołane przez różne czynniki roz­
regulowanie syntezy cykliny D l (a może i D2) prowa­
dzi do zaburzeń przebiegu cyklu podziałowego i w efe­
kcie pojawiania się nowotworów różnych typów. Na 
czym więc polega onkogenne działanie cykliny D l?  
Niewątpliwie wynika ono ze zintensyfikowania jej 
normalnej, fizjologicznej funkcji, czyli aktywacji kinaz 
cdk. Nadekspresja cykliny D l powoduje bowiem 
powstanie większych ilości aktywnych kinaz cdk 4/6 
o raz  przyczynia się do maskowania działania 
ich wewnątrzkomórkowych białkowych inhibitorów, 
których z każdym rokiem poznajemy coraz więcej. 
W  1995 r. wykryto nieznane dotąd  inhibitory ham ują­
ce działanie wyłącznie kinaz cdk4 i cdk6, białka p 18
1 p 19 [142-144], oraz p57kip2 [145-147], Uzyskano też

informacje o mechanizmie działania wykrytych wcześ­
niej inhibitorów p 15/16, p21 i p27 [148-150]. Pojawia­
ją się też doniesienia o jednoczesnym występowaniu 
w różnych komórkach nowotworowych delecji genu 
kodującego inhibitor p 16 (uważany za gen supresoro- 
wy nowotworów) i amplifikacji genu cykliny Dl [151], 
bądź kinazy cdk4 [ 152], co bardzo skutecznie zaburza 
przebieg fazy G l.

Biologiczną konsekwencją wzrostu aktywności ki­
naz cdk4/cdk6 i wewnątrzkomórkowego stężenia cyk­
liny D l jest szybsza i efektywniejsza fosforylacja ich 
podstawowego substratu, białka supresorowego Rb. 
Rozpoczęta przez kinazy cdk4/cdk6 i kontynuowana 
w późnej fazie G 1 przez kompleks kinaza cdk2 — cyk­
lina E fosforylacja Rb powoduje jego inaktywację 
i w efekcie uwolnienie szeregu skompleksowanych 
z białkiem Rb czynników transkrypcyjnych — E2F, 
Spl, ATF, MyoD, Elf-1. Ulega wówczas uaktywnieniu 
ekspresja licznych genów, w regulacji której uczest­
niczą wymienione wyżej czynniki transkrypcyjne [134, 
153, 154], Ostatnio wykazano, że również poszczegól­
ne cykliny mogą stymulować lub hamować działanie 
czynników transkrypcyjnych współdziałających z biał­
kiem supresorowym Rb [155]. Poznajemy więc coraz 
więcej mechanizmów, których zaburzenia prowadzą 
do deregulacji cyklu komórkowego i powstania nowot­
worów.

Artykuł otrzymano 12 stycznia 1996 r. 
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.
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Addendum
Zaczyna ją  się też pojawiać dane, że cyklina Dl i jej 

katalityczni partnerzy , kinazy cdk4/6, m ogą  uczestniczyć nie 
tylko w onkogenezie  lecz także w procesach  p ro w adzących  
d o  śmierci kom órek . D otyczy to zw łaszcza nie dzielących się, 
koń cow o  zróżn icow anych  neuronów , w których  po dw yż­
szenie p oz iom u cykliny D l  i nas tępu jąca  ak tyw acja  kinaz 
cdk wywołują  ap op to zę  [1, 2],
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I. Wstęp

Dorosły organizm wielokomórkowy budują zarów­
no komórki w pełni zróżnicowane, które dawno już 
przestały się dzielić, na przykład komórki układu 
nerwowego i miokardium, jak też komórki, które nie 
przestają się dzielić do końca życia organizmu, jak  
komórki macierzyste szpiku kostnego i nabłonków. Są 
też komórki, jak  fibroblasty i limfocyty, o których 
sądzi się, że wyczerpują swój potencjał proliferacyjny 
w miarę postępującego procesu starzenia [1], H om eo­
staza organizmu zależy od równowagi pomiędzy k o ­
mórkami dzielącymi się i umierającymi. Zachwianie tej 
równowagi w stanach patologicznych może prowadzić 
do nadumieralności komórek jak to ma miejsce 
w przypadku limfocytów T u nosicieli wirusa HIV-1,

* Dr, Ins ty tu t  Biologii D oświadczalnej im. M. N enckiego, 
02-093 W arszaw a, P a s teu ra  3

lub przerostu tkanki obserwowanego w chorobach 
nowotworowych [2]. Starzenie organizmu zakończo­
ne śmiercią można rozpatrywać jako zaburzenia w rów­
nowadze objawiające się zarówno zmniejszoną zdol­
nością komórek do podziałów, jak też do aktywnej 
śmierci.

II. Cykl komórkowy i śmierć komórki

Podziały komórkowe zachodzą pod wpływem zew­
nętrznych czynników stymulujących tzw. mitogenów, 
indukujących kaskadę genetycznych i biochemicznych 
zdarzeń, prowadzącą w efekcie końcowym do po­
dwojenia DNA, podziału jąd ra  komórkowego czyli 
mitozy, i powstania dwóch siostrzanych komórek.

Śmierć komórki zwana apoptozą, śmiercią pro­
gramowaną, lub śmiercią samobójczą zachodzi w wa­
runkach fizjologicznych pod wpływem bardzo różno­
rodnych czynników. Uruchamiają one w komórce 
różne programy genetyczne zależnie od typu komórki 
oraz bodźca. Jednakże niektóre zmiany biochemiczne 
i morfologiczne są podobne w każdej umierającej 
komórce i prowadzą w efekcie końcowym do fragmen-
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tacji DNA i rozpadu komórki na ciałka apoptotyczne. 
Poprzez apoptozę umierają komórki zbędne i potenc­
jalnie szkodliwe dla organizmu. N a temat śmierci 
programowanej komórki ukazało się dotychczas bar­
dzo wiele artykułów przeglądowych, w tym również 
w języku polskim [3-8],

O d pewnego czasu wydaje się oczywiste, że zarówno 
bodźce mitogenne jak też stymulujące apoptozę in­
dukują w komórce pewne zdarzenia, które do pewnego 
etapu są wspólne dla obydwu procesów; podziału 
i śmierci komórki [9-11]. Czasami śmierć komórki 
określa się mianem poronnej mitozy [12], Spotyka się 
też taki pogląd, że śmierć komórki następuje w wyniku 
konfliktu sygnałów indukujących jednocześnie po­
działy i zatrzymanie cyklu komórkowego [13].

I I - l .  M orfologiczne i biochem iczne podobieństwo 
m itozy i apoptozy

W morfologii komórek mitotycznych i apoptotycz- 
nych można odnaleźć wiele podobieństw. I tak, kom ór­
ki hodowane in vitro i wchodzące w podziały tracą 
kontak t z podłożem, zaokrąglają się i kurczą. Zwykle 
następuje rozerwanie błony jądrowej. Chromosomy 
siostrzane przyczepione do wrzeciona podziałowego 
rozchodzą się do przeciwległych biegunów. Podobnie, 
kom órki apoptotyczne tracą kontakt z podłożem, 
zaokrąglają się i kurczą. Następuje kondensacja chro- 
matyny. DNA komórek apoptotycznych nie ulega 
jednakże replikacji (przynajmniej całkowitej), lecz po- 
fragmentowaniu na odcinki równe wielokrotności 200 
par zasad. K om órka rozpada się na liczne, różnej 
wielkości ciałka apoptotyczne, które są fagocytowane 
[11]. Tak więc, chociaż komórki wykazują znaczne 
morfologiczne podobieństwo w początkowych eta­
pach mitozy i apoptozy, różnią się dramatycznie 
w końcowej fazie obydwu procesów. Początkowe 
podobieństwa morfologiczne pozwalają przypuszczać, 
że procesy biochemiczne zapoczątkowujące kaskadę 
zdarzeń zachodzącą w mitozie i apoptozie są takie 
same lub podobne.

II-2. Aktywność cyklino-zależnych kinaz w kom ór­
kach m itotycznych i apoptotycznych

Przejście komórek przez poszczególne fazy cyklu 
komórkowego kontrolowane jest przez cyklino-zależ- 
ne kinazy (cdk, cyclin-dependent kinases). Aktywność 
tych enzymów, które należą do rodziny kinaz fos- 
forylujących w białkach reszty serynowe i treoninowe, 
regulowana jest poprzez ich aktywatory (cykliny) 
i inhibitory (p 16, p 15, p26, p27) [prace przeglądowe 
14-16]. Wśród substratów cyklino-zależnych kinaz 
znajdują się białka cytosolowe jak i jądrowe, np. białka 
wiążące mikrotubule, lamininy i histony [11].

W wielu komórkach stymulowanych do apoptozy 
różnymi czynnikami obserwuje się wzrost ekspresji 
genów kodujących kinazy cyklino-zależne jak też ich

aktywatory, lub wzrost aktywności produktów biał­
kowych ich genów. Wzrost aktywności cyklino A- 
zależnej kinazy cdc2 obserwowano w komórkach 
chłoniaka indukowanych do apoptozy komórkami 
NK. Natomiast w komórkach mysiego mięsaka z nie­
aktywną kinazą cdc2, traktowanych w podobny spo­
sób, nie udało się uruchomić programu apoptozy [17], 
W komórkach HeLa natomiast, wzrost aktywności 
kinazy cdc2 następował po traktowaniu ich licznymi 
czynnikami indukującymi apoptozę, takimi jak kofei­
na, 6-dimetylaminopuryna, staurosporyna i kwas oka- 
dajowy [18], Szczurze fibroblasty hodowane bez suro­
wicy wykazywały podczas apoptozy indukowanej pro- 
toonkogenem c-myc wzrost aktywności kinazy cdc2 
poprzedzony indukcją transkrypcji cykliny A [19]. 
W neuronach stymulowanych do apoptozy obser­
wowano 10-krotny wzrost ekspresji innej cykliny, Dl 
należącej do cyklin fazy G l  [20], W limfocytach 
indukowanych do śmierci tymidyną występował 
wzrost ekspresji genów kodujących c-myc, cdc2, 
PCNA i cyklinę A [21].

II-3. Rola czynnika transkrypcyjnego A P-1 w pro­
liferacji i apoptozie

Komórki pobudzone do podziałów czynnikami 
wzrostowymi, poza indukcją aktywności specyficznej 
dla poszczególnych faz cyklu komórkowego cyklino- 
zależnych kinaz, wykazują natychmiastową ekspresję 
genów tak zwanej „wczesnej odpowiedzi komórkowej” 
[22]. Do tej grupy genów zaliczamy wiele protoon- 
kogenów z rodzin c-fos i c-jun. Również czynnik 
transkrypcyjny AP-1, który jest dimerem składającym 
się z białek kodowanych przez geny zaliczane do 
rodzin protoonkogenów c-fos i c-jun, bierze udział 
w regulacji proliferacji komórkowej. Aktywuje on 
mianowicie ekspresję wielu genów stymulowaną dzia­
łaniem czynników wzrostowych, cytokin, promotorów 
nowotworów, kancerogenów oraz różnych onkoge- 
nów. Znane są geny docelowe tego czynnika trans- 
krypcyjnego, istotne dla podziałów komórkowych
1 kodujące białka enzymatyczne, takie jak kolagenaza, 
striomielizyna, metalotioneina II, a także interleukina-
2 [23]. Wzrost aktywności AP-1 obserwuje się również 
pod wpływem innych, nie tylko mitogennych bodźców. 
Szczególnie dobrze udokumentowana jest rola AP-1 
w regulacji genów docelowych w komórkach pod­
dawanych działaniu promieni UV [24], Ostatnio 
w wielu laboratoriach wykazano nie tylko wzrost 
ekspresji genów kodujących białka wchodzące w skład 
AP-1, ale również wzrost aktywności samego AP-1 
również w komórkach apoptotycznych [25-32]. Są 
jednak również doniesienia o zahamowaniu indukcji 
AP-1 w komórkach poddawanych działaniu glukokor- 
tykoidów wykazujących aktywność immunosupresyj- 
ną i apoptogenną [33-35]. Wyniki ostatnio opu­
blikowanych badań rzucają nieco światła na te kont­
rowersyjne dane i wskazują na nową rolę AP-1 w regu­
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lacji funkcji komórki. Otóż w fibroblastach naświet­
lanych UV obserwowano wzrost ekspresji c-fos i a k ­
tywności AP-1, co autorzy pracy wiążą z bliżej nie 
znaną jeszcze ochronną rolą produktu białkowego 
genu c-fos przed skutkami uszkodzeń DNA. W kom ór­
kach pozbawionych genu c-fos nie obserwowano in­
dukcji AP-1, natomiast wykazywały one znacznie 
większą podatność na apoptozę pod wpływem UV 
[36], Bardzo możliwe więc, że wzrost aktywności AP-1 
obserwowany w wielu komórkach apoptotycznych ma 
związek raczej z uruchomieniem procesów ochrony 
komórki przed skutkami uszkodzeń DNA niż z samym 
programem apoptozy. Apoptoza jako taka może sta­
nowić następstwo braku wydolności procesów 
ochronnych spowodowane zbyt silnym bodźcem. Inne 
wytłumaczenie tego zjawiska może być związane 
z tym, że w kom órkach apoptotycznych w kompleksie 
AP-1 obserwowano zwykle obecność głównie p ro d u k ­
tów białkowych genów z rodziny jun, a nie fos  [27, 28,
31]. Niewykluczone, że indukcja AP-1 dotyczy tylko 
niektórych komórek stymulowanych do apoptozy i nie 
może być trak tow ana jako uniwersalna część p ro ­
gramu apoptozy. Nie wydaje się to takie dziwne 
zważywszy, że praktycznie każda kom órka może po ­
siadać własny program śmierci zależny, zarówno od 
czynników wewnętrznych jak i zewnętrznych.

III. Znaczniki starzenia komórkowego

Starzenie komórek in vitro, zwane również starze­
niem replikacyjnym, stanowi bardzo dogodny model 
do badania procesu starzenia na poziomie k o m ór­
kowym [37]. Objawia się ono ograniczoną zdolnością 
komórek do podziałów, wyznaczaną wiekiem osob­
niczym dawcy oraz średnią długością życia przed­
stawicieli jego gatunku (tzw. limit Hayflicka). Wielu 
badaczy uważa jednak, że starzenie komórek in vitro, 
nie tłumaczy w pełni procesu starzenia zachodzącego 
na poziomie całego organizmu, gdyż wiele komórek 
nie traci do końca jego życia zdolności proliferacyjnej. 
Możemy jednak przyjąć, że starzenie replikacyjne jest 
odbiciem procesów zachodzących in vivo, przynaj­
mniej w odniesieniu do takich komórek jak fibroblasty 
i limfocyty [38],

Stare fibroblasty hodowane in vitro, będące w tak 
zwanej III fazie Hayflicka, nie są zdolne do proliferacji 
pomimo obecności w pożywce czynników mitogen- 
nych [39]. Zatrzymane są one w fazie G l cyklu 
komórkowego. [40]. Chociaż do tej pory nie udało się 
stwierdzić w tych komórkach ekspresji genów specyfi­
cznych dla starych komórek, to jednak genetycznie 
i biochemicznie różnią się one od swoich młodszych, 
dzielących się komórek matczynych. Do dzisiaj opisa­
no kilka znaczników starych komórek. Różnią się one 
od swych odpowiedników występujących w k o m ó r­
kach młodych, stężeniem lub modyfikacjami potrans- 
lacyjnymi. I tak w starych fibroblastach hodowanych 
in vitro oraz w limfocytach otrzymanych ze starych

myszy i stymulowanych do proliferacji nie obserwuje 
się indukcji ekspresji genu c-fos, natomiast widoczne 
jest obniżenie aktywności czynnika transkrypcyjnego 
AP-1 w porównaniu z komórkami młodymi [41-43]. 
W starych, nie dzielących się kom órkach nie stwier­
dzono też fosforylacji białka RB ani ekspresji kinazy 
cdc2 oraz jej aktywatorów, cyklin A i B [44-46]. Gen 
Rh jest genem supresorowym nowotworu i bierze 
udział w regulacji proliferacji i różnicowania komórek. 
Fosforylacja ponad dziesięciu reszt serynowo-treoni- 
nowych w białku RB umożliwia komórce przejście 
z fazy G 1 do fazy S [47,48], Jednakże kinaza cdc2 oraz 
jej aktywatory cykliny A i B są aktywne w drugiej fazie 
cyklu komórkowego, nie mogą być zatem odpowie­
dzialne za brak fosforylacji białka RB w starych 
komórkach. Brak ekspresji genów kodujących te biał­
ka jest raczej konsekwencją, a nie przyczyną zatrzym a­
nia tych komórek w fazie G l .  Prawdopodobnie brak 
fosforylacji białka RB w starych fibroblastach spowo­
dowany jest występowaniem w tych komórkach nieak­
tywnej, zależnej od cykliny E, kinazy cdk2, tej samej, 
której aktywna forma występuje w młodych kom ór­
kach [49, 50]. Innym znacznikiem starych komórek 
może być niefosforylowana forma białka zwanego 
prohibityną [51]. Charakterystyczna dla starych (ale 
także młodych będących w fazie spoczynkowej) kom ó­
rek jest obecność białka zwanego statyną, którego nie 
wykrywa się w komórkach proliferujących [52]. Z ko­
lei białko zwane termininą różni się masą cząstecz­
kową w zależności od wieku komórek. W młodych 
spoczynkowych, jak i dzielących się kom órkach wy­
stępuje forma o masie cząsteczkowej 90/87 kDa, 
a w starych — 60/57 kDa [53]. W starych fibroblastach 
obserwowano 10-20 krotnie wyższą ekspresję genu 
zwanego sdil [54] (patrz rozdział IV). Tylko w starych 
fibroblastach i keratynocytach wykryto obecność pew­
nej formy (3-galaktozydazy [55], Bardzo charakterys­
tycznym wyznacznikiem replikacyjnego starzenia jest 
też skracanie telomerów opisywane wcześniej w Po­
stępach Biochemii [56],

IV. Śmierć starej komórki

Po zaprzestaniu podziałów fibroblasty mogą żyć 
w hodowli jeszcze bardzo długo. Morfologicznie róż­
nią się jednak od młodych, dzielących się komórek 
[53]. Większość z nich ma znacznie większe rozmiary. 
W puli starych fibroblastów nie obserwuje się kom ó­
rek, które wykazują morfologiczne podobieństwo do 
komórek apoptotycznych. Wydaje się, że komórki 
stare, jako  niezdolne do proliferacji są szczególnie 
oporne na uruchomienie programu apoptozy. Nie 
wykluczone, że fenotyp starych komórek można uznać 
nie tylko za antyproliferacyjny, ale również za anty- 
apoptotyczny. W hodowli fibroblastów in vitro, komór­
ki apoptotyczne są usuwane wraz z pożywką podczas 
przesiewania komórek. Pozostają tylko komórki żywe, 
zdolne do adhezji. Przypuszczalnie więc podczas ruty­
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nowych czynności związanych z hodowlą komórek 
dochodzi do selekcji fenotypu niezdolnego do śmierci 
programowanej. Jest to jednocześnie fenotyp starej 
komórki, k tóra wyczerpała potencjał proliferacyjny 
[53]. Wydaje się, że również genotypowo stare kom ór­
ki różnią się od komórek zdolnych do uruchomienia 
programu apoptozy. W starych komórkach w odróż­
nieniu od młodych stymulowanych do proliferacji lub 
apoptozy, nie następuje wzrost ekspresji protoonkoge- 
nu c-fos i wzrost aktywności czynnika transkrypcyj- 
nego AP-1, a także ekspresji genów kodujących kinazę 
cdc2 oraz cykliny A i B nie zachodzi też fosforylacja R B 
(rozdział II-3). Natomiast w mysich fibroblastach 3T3 
stymulowanych do apoptozy obserwowano indukcję 
protoonkogenów c-myc, c-fos, c-jun, a także genu cdc2 
oraz wzrost fosforylacji białka RB. W komórkach 
o morfologii charakterystycznej dla komórek apop- 
totycznych obserwowano włączanie bromodeoksyury- 
dyny świadczące o niezbędności replikacji DNA (przy­
najmniej częściowej) w realizacji programu apoptozy 
[57], W mysich fibroblastach 3T3 stymulowanych do 
apoptozy niedoborem surowicy obserwowano rów­
nież spadek zawartości statyny, białka, które jest 
znacznikiem komórek spoczynkowych, w tym również 
starych [58]. Terminina z komórek apoptotycznych 
miała inną masę cząsteczkową (30 kDa) niż w dzielą­
cych się, a także w starych komórkach (rozdział III) 
[53]. M ożna się zatem spodziewać, że stare fibroblasty, 
niezdolne do replikacji DNA, ekspresji c-fos i fos­
forylacji białka RB, nie tylko nie są w stanie wejść 
w cykl komórkowy, ale nie potrafią też uruchomić 
program u apoptozy. Sytuację powyższą obrazuje rysu­
nek 1. Rzeczywiście, ostatnio uzyskane wyniki świad­
czą o tym, że ludzkie fibroblasty z III fazy Hayflicka nie 
są podatne na apoptozę indukowaną niedoborem 
surowicy. W porównaniu z młodymi, umierającymi 
kom órkam i obserwowano w nich podwyższony po­
ziom genu i białka bcl-2 [59], Produkt białkowy genu 
bcl-2 w wielu komórkach hamuje apoptozę wywoływa­
ną różnymi czynnikami [60].

Niejasna, jak do tej pory, wydaje się rola białka p53 
w regulacji apoptozy starych komórek. W większości,
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choć nie we wszystkich do tej pory badanych kom ór­
kach, program apoptozy zależy od obecności dzikiej, 
niezmutowanej formy białka p53. Ma to szczególne 
znaczenie w przypadku śmierci indukowanej czyn­
nikami uszkadzającymi DNA. Następuje wtedy wzrost 
ilościowy białka p53, które zatrzymuje kom órkę w fa­
zie G1 przez hamowanie replikacji DNA co daje jej 
czas na naprawę DNA przed podjęciem podziałów. 
Białko p53 może również indukować apoptozę. Ma to 
przede wszystkim miejsce wówczas, gdy uszkodzenia 
DNA są zbyt rozległe i kom órka nie jest w stanie ich 
naprawić [61, 62], Odbywa się to prawdopodobnie 
poprzez zahamowanie ekspresji genu bcl-2, którego 
p53 jest tzw. wyciszaczem (ang. silcncer) [63].

W starych komórkach możnaby spodziewać się 
wzrostu ekspresji p53. Mogłoby to wraz z brakiem 
fosforylacji RB sprzyjać zatrzymaniu komórek w fazie 
G l .  Rzeczywiście wykazano, że do immortalizacji 
starych fibroblastów wirusem SV40 (przywrócenia 
zdolności do podziałów) niezbędne jest związanie (a 
więc funkcjonalne unieczynnienie) przez onkogen wi­
rusowy zarówno białka RB jak i białka p53 [64], 
Z drugiej strony wiemy, że białko p53 jest niezbędne 
w realizacji programu apoptozy w kom órkach wielu, 
choć nie wszystkich, typów. Tymczasem wiadomo, że 
stare komórki prawdopodobnie nie są zdolne do 
apoptozy. Można by się było zatem spodziewać w nich 
wręcz mniejszej ilości białka p53. Wyniki badań doty­
czące ekspresji p53 w starych kom órkach nie są 
jednoznaczne. W zależności od laboratorium, z k tóre­
go pochodzą wskazują na zmniejszoną, niezmienioną, 
lub wręcz powiększoną ilość mRNA p53 w starych, 
w porównaniu z młodymi komórkami [65 i literatura 
tamże]. Na podstawie wyników tych badań nie wiele 
można powiedzieć o funkcji tego białka. O jego 
funkcjonalnej sprawności w starych kom órkach zdają 
się świadczyć wyniki innych badań. O tóż jak wspo­
mniano wcześniej w starych fibroblastach obserwuje 
się znaczny wzrost ekspresji genu sdil [54]. Jak się 
okazało gen ten koduje białko, które jest inhibitorem 
kinaz cyklino-zależnych. Zostało ono zidentyfikowane 
niezależnie również przez inne grupy badaczy i na­
zwane WAF1/CIP1, lub p21 [15]. Ekspresję genu p21 
indukuje dzika forma białka p53 [66, 67], Ale niezależ­
ną od p53 indukcję ekspresji p21 obserwuje się w ko­
mórkach różnicujących [68], a także kom órkach sty­
mulowanych do proliferacji czynnikami wzrostowymi 
[69], Są to wyniki dość kontrowersyjne, gdyż komórki 
różnicujące charakteryzują się zahamowaniem po­
działów. Idąc za sugestią M i c h e 1 i ’ e g o i w s p .  [69] 
możemy przyjąć, że p21 hamuje proliferację tylko 
w przypadku jego ilościowej dominacji nad komplek­
sem kinaza-cyklina, co ma prawdopodobnie miejsce 
w starych komórkach. Natomiast jego indukcja we 
wczesnej fazie G l może służyć jako zabezpieczenie 
przed przedwczesnym wejściem komórek w fazę S cyk­
lu komórkowego. Poza hamowaniem aktywności ki­
naz p21 jest jednym z efektorów apoptozy przebiegają­
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cej z udziałem p53 [67], Jak więc pogodzić ten fakt 
z opornością starych komórek na uruchomienie p ro ­
gramu apoptozy? Niewykluczone, że te ostatnie znala­
zły sposób na wyłączenie p21 jako  efektora śmierci 
programowanej zależnej od p53, pozostawiając mu 
tylko zadanie inhibitora kinaz cyklino-zależnych. 
Przemawia za tym wzrost ilości białka bcl-2 w starych 
komórkach sugerujący upośledzenie funkcji p53, jako 
czynnika hamującego ekspresję genu bcl-2 [59],

V. Uwagi końcowe

Przedstawione badania dotyczące braku podatności 
starych komórek na śmierć program owaną zostały 
wykonane na komórkach hodowanych in vitro. Czy 
komórki starzejące się wraz z całym organizmem 
również tracą zdolność do apoptozy? Odpowiedź na to 
pytanie może być niejednoznaczna, podobnie jak 
w przypadku pytania o możliwość utraty zdolności do 
podziałów komórek starzejącego się organizmu. P raw ­
dopodobnie niektóre komórki np. szpiku kostnego, 
zachowują zdolność do śmierci programowanej do 
końca życia osobniczego organizmu. Z drugiej strony 
limfocyty i fibroblasty mogą wraz z utratą zdolności do 
podziałów wykazywać większą oporność na apoptozę, 
nie tylko w hodowli, lecz również w starzejącym się 
organizmie. Ewentualny spadek, wraz z wiekiem or­
ganizmu, zdolności komórek do apoptozy, wydaje się 
mieć swoje logiczne uzasadnienie. Otóż możemy sobie 
wyobrazić, że niezdolność starych komórek do śmierci 
programowanej, pociągać może za sobą brak od­
powiedniej odnowy organizmu. Sądzi się bowiem, że 
aktywna śmierć komórek stanowi jeden z ważniejszych 
mechanizmów obronnych organizmu prowadzący do 
usunięcia komórek uszkodzonych i zmutowanych. Być 
może, w miarę postępującego procesu starzenia na­
gromadzane są w organizmie uszkodzone i zmutowane 
komórki, wśród których są również komórki now o­
tworowe. Kończy się to załamaniem funkcjonowania 
organizmu jako całości i jego śmiercią.

P raca  w y k o n a n a  w ram ach  g ran tu  K B N  6P20703707

Artykuł otrzymano 15 stycznia 1996 r. 
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.

Piśmiennictwo

1. P e r e i r a - S m i t h  O M  (1992) E x p  C ell R es  27: 441-445
2. T h o m p s o n  C B  (\995) Science 261: 1456-1462
3. R a d z i s z e w s k a  E (1995) Post B iol K om  22: 247-263
4. R o ż y n k o w a  D (1994) Post B iol K om  21: 303-318
5. S i k o r a  E (1995) P ost B iochem  41: 211
6. S i k o r a  E (1994) Post B iochem  40: 150-160
7. S i k o r a  E (1995) K osm os  44: 353-363
8. S i k o r a  E (1995) W: M o le k u la rn e  m ech an izm y  p rz e k a z y w a ­

nia sygnału, red. W. K o n a rsk a ,  P W N ,  W arszaw a,  str. 218-226
9. P a d n e y  S, W a n g  E (1995) J  C eli B iochem  58: 135-150

10. M e i k r a n t z  W,  S c h l e g e l  W (1995) J  C eli B iochem  58:
160-174

11. K i n g  K L ,  C i d l o w s k i  J A  (1995) J  Celi B iochem  58: 
175-180

12. U c k e r  C S  (1991) N e w  B iol 3: 103-109
13. Y o n i s h - R o u a c h  E,  G r u n w a l d  D,  W i l d e r  S, , K i - 

m c h i  A,  M a y  E, L a w r e n c e  J J, M a y  P,  O r e n  M (1993) 
M o l C eli B iol 13: 1415-1423

14. G r z e l a k o w s k a - S z t a b e r t  B (1992) P ost B iochem  38: 
98-107

15. G r z e l a k o w s k a - S z t a b e r t  B (1995) Post B iochem  41: 
80-93

16. H a r t w e l l  L H . K a s t a n  M B (1994) Science  226: 1821-1828
17. S h i  L, N i s h i o k a  W K ,  T h ' n g  J, B r a d b u r y  E M .  

L i t c h f i e l d  I)  W,  G r e e n b e r g  A H  (1994) Science  263: 
1143-1145

18. M e i k r a n t z  W,  G i s s e l b r e c h t  S, T a m  S W,  S c h l e ­
g e l  R (1994) Proc N a tl A cad  Sei U SA  (1994) 91: 3754-3758

19. H o a n g  A T ,  C o h e n  K J ,  B a r r e t  J F ,  B e r g s t r o m  D A ,  
D a n g  C  V (1994) Proc N a tl A cad  Sei U S A  91: 6875-6879

20. F r e e m a n  RS ,  E s t u s  S, J o n h s o n  E M  (1994) N euron  12: 
343-355

21. G a z z i t  Y,  E r d o s  G W  (1994) C ancer R es  54: 950-960
22. B r a v o  R (1990) W: H ab en ich t  (red) G r o w th  factors ,  d ifferen­

t ia t ion  fac tors  a n d  cytokines ,  Springer-Verlag ,  Berlin
23. A n g e l  M,  K a r i n  P  (1991) Biochim  B iophys A cta  1072: 

129-157
24. R a m h s d o r f  H J (1994) W: Angel P E  i H errl ich  PA (red), T h e  

F o s  a n d  J u n  families t r an sc r ip t io n  factors . C R C  Press, Boca 
R a to n  F L  str. 169-189

25. S i k o r a  E,  G r a s s i l l i  E,  B e l l e s i a  E,  T r o i a n o  L, 
F r a n c e s c h i  C  (1993) Biochem  B iophys R es C om m un  192: 
386-391

26. S i k o r a  E,  G r a s s i l l i  E,  R a d z i s z e w s k a  E,  B e l l e s i a  
E,  B a r b i e r i  D,  F r a n c e s  c h i  C  (1993) Biochem  B iophys  
Res C om m un  197: 709-715

27. M a r t i  A,  J e h n  B, C o s t e l l o  E,  K e o n  N,  K e  G,  
M a r t i n  F,  J a g g i  R (1994) O ncogene 9: 1213-1223

28. K a m i ń s k a  B, F i l i p k o w s k i  R K,  Ż u r k o w s k a  G,  
L a s o n  W,  P r z e w ł o c k i  R,  K a c z m a r e k  L (1994) E urop  
J  N eurose  6: 1558-1566

29. K i m  R, B e c k  W T  (1994) C ancer R es  54: 4958-4966
30. M o 11 i n e d o F, G a j a t e C ,  M o d o l e l l  M (1994) B iochem  

J  302: 325-329
31. H a m  J, B a b i j  C,  W h i t f i e l d  J, P f a r r  C M ,  L a l -  

l e m a n d  D,  Y a n i v  M,  R u b i n  L L  (1995) N euron  14: 
927-939

32. T o n g  L, P c r e z - P o l o  J R  (1995) N eu ro sc i L e tt  191: 
137-140

33. W a l k e r  P R ,  K w a s t - W c l f e l d  J. G o u r d e a u  H,  L e ­
b l a n c  J, N e u g e b a u e r  W,  S i k o r s k a  M (1993) E xp  C ell 
R es  207: 142-151

34. G o l d s t o n e  S D ,  L a v i n  M F ( 1 994) O ncogene  9: 2305-2311
35. H e l m b e r g  A , A u p h a n  N , C a e l l e s C ,  K a r i n  M (1995) 

E M  BO J  14: 452-460
36. S c h r e i b e r  M,  B a u m a n  B, C o t  t e n  M,  A n g e l  P.  

W a g n e r  E F  (1995) E M  BO  J  14: 5338-5349
37. G o l d s t e i n  S (1990) Sc/Vm/e 249: 1129-1113
38. V o j t a  P J ,  B a r r e t r  J C  (1995) Biochim  B iophys A cta  1242: 

29-41
39. H a y f 1 i c k L (1992) E x p  G erontol 27: 363-368
40. S i k o r a  E (1993) P ost B iochem  39: 212-220
41. S e s h a d r i  T, C  a m p i s i J (1990) Science  247: 205-209
42. R i a b o w o l  K,  S c h i f f  J, G i l m a n  M (1992) Proc N a tl  

A ca d  Sei U SA  89: 157-161
43. S i k o r a  E,  K a m i ń s k a  B, R a d z i s z e w s k a  E,  K a c z ­

m a r e k  L (1992) F E B S  L e tt  312: 179-182
44. R i c h t e r  K H ,  A f s h a r i  C A ,  A n n a b  L A ,  B u r k h a r t  

BA,  O w e n  R D ,  B o y d  J B, B a r r e t t  J C  (1991) C ancer R es 
51: 6010-6013

45. S t e i n  G H ,  D r u l l i n g e r  L F ,  R o b e r t o r y e  R S, P e r e ­
i r a  - S m i t h O  M,  S m i t h  J R  (1991) Proc N a tl A cad  Sei U SA  
88: 11012-11016

46. S t e i n  G H ,  B e e s o n  M,  G o r d o n  L (1990) Science  249: 
666-669

47. W e i n b e r g  R A  (1995) C ell 81: 323-330
48. G r z e l a k o w s k a - S z t a b e r t  B (1995) K osm os  44: 323-352
49. L u c i b e l l o  F C  (1993) J  C ell Sei 105: 123-133
50. D  u 1 i ć V (1993) Proc N a tl A cad  Sei U SA  90: 11034-11038

112 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 2 ) ,  199 6http://rcin.org.pl



51. M e  C l u n g  J K ,  J u p e  E R ,  L i u  X T ,  D e l l ’ O r c o  R T  
(1995) E xp  G erontol 30: 99-124

52. W a n g  E, L i n S L (1986) E xp  Cell Res 167: 135-143
53. W a n g  E,  L e e  M - J ,  P a n d c y  S (1994) J  Cell B iochem  54: 

432-439
54. N o d a  A , N i n g Y , V e n a b l e  S F , P e r e i r a - S m i t h  O M ,  

S m i t h  J R (1994) E xp  Cell Res 211: 90-98
55. D i m i t r i  G  P,  L e e X,  B a s i 1 e G,  A c o s t a  M,  S c o 11 G,  

R o s k e l l e y C ,  M e d r a n o  M M ,  L i n s k e n s  M,  R u b e l j  
I, P e r e i r a - S m i t h  O M ,  P e a c o c k e  M,  C a m p i s i  
J (1995) Proc N a tl A cad  Sci U SA  92: 9363-9367

56. J a r u g a  E (1994) Post B iochem  40: 161-165
57. P a d n e y  S, W a n g  E (1995) J  Cell B iochem  58: 135-150
58. W a n g  E,  P a d n e y  S (1995) J  C ell P hysio l 163: 155-163
59. W a n g  E (1995) Cancer R es 55: 2284-2292
60. R e e d  J C  (1994) J  Cell B iol 124: 1-6

61. L a n e  D P  (1992) N a tu re  (Lond)  358: 15-16
62. L a n e  D P  (1993) N a tu re  (Lond)  362: 786-787
63. M i y a s h i t a  T,  H a r i g a i  M,  H a n  a d a  M,  R e e d  J C

(1994) C ancer Res 54: 3131-3135
64. S h y  J W ,  P e r e i r a - S m i t h  O M .  W r i g h t  W E  (1991) 

E x p  C ell R es  196: 33-39
65. K u 1 j u K S ,  L e h m a n  J M (1995) E xp  C ell Res 217: 336-334
66. E l - D e i r y W S ,  T o k i n o T ,  V a l c u l e s u V E ,  L e v y  D B. 

P a r s o n s  R,  T r e n t  J M ,  L i n  D,  M e r c e r  W E .  K i n z l c r  
K W ,  V o g e l s t c i n  B (1993) Cell 75: 817-825

67. G o t z  C,  M o n t e n r a h  M (1995) Int J  Oncol 6: 1129-1135
68. P a r k e r  SB,  E i c h e l e  G,  Z h a n g  G.  R a w l s  A,  S a n d s  

A T .  B r a d l e y  A,  O l s o n  E N ,  H a r p e r  J W ,  E H e d g e  S J
(1995) Science  267: 1024-19027

69. M i c h i e l i  P, C h e d i d  M,  L i n  D,  P i e r c e  J H ,  M e r c e r  
W  E, G  i v o 1 D  (1994) C ancer Res 54: 3391-3395

Artykuł dedykuję Pani Profesor Zofii Zielińskiej, 
mojej drogiej, wieloletniej Szefowej.

Dekarboksylaza ornitynowa jedynym nieubikwitynowa- 
nym białkiem degradowanym przez 26S proteasomy?

Is ornithine decarboxylase a unique non-ubiquitinated protein 
degraded by the 26S proteasome?
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W arsz aw a

I. Wstęp

Białka komórkowe pozostają w dynamicznym sta­
nie syntezy i degradacji. Procesy degradacyjne po­
szczególnych białek odznaczają się wysoką selektyw­
nością i przebiegają z różną szybkością. Tak więc, czas 
życia białek wewnątrzkomórkowych może się różnić 
o kilka rzędów wielkości, poczynając od białek regula­
torowych degradowanych szybko i w ściśle oznaczo­
nym czasie, do białek strukturalnych często o bardzo
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długim okresie półtrwania.
W kom órkach ssaków wyróżnić można dwa de- 

gradacyjne systemy proteolityczne o dokładnie okreś­
lonych funkcjach tj. system lizosomalny i pozalizoso- 
malny [1]. W lizosomach degradowane są białka 
zewnątrzkomórkowe dostające się do komórki np. 
w procesie endo- czy pinocytozy, natomiast lizosomal- 
na degradacja białek wewnątrzkomórkowych zacho­
dzi głównie w czasie stresu np. głodu. Głównym 
pozalizosomalnym systemem proteolitycznym jest, in­
tensywnie badany w ostatnich latach, zależny od ATP 
szlak ubikwityna/26S proteasom opisany w licznych 
pracach przeglądowych [1-8].

Istotnym składnikiem tego szlaku jest ubikwityna* 
przyłączana kowalencyjnie, z utworzeniem łańcucha 
multiubikwitynowego, do substratu białkowego w wy­
niku reakcji kaskadowej, w której biorą udział 3 en­
zymy (El, E2 i E3) oraz ATP. Modyfikacja białka przez 
multiubikwitynację stanowi sygnał do jego degradacji, 
która zachodzi w 26S proteasomach — wielkich 
białkowych kompleksach multienzymatycznych 
(Ryc. 1). Ubikwityna z przyłączonym doń białkiem 
zostaje rozpoznana i przyłączona do podjednostki 
regulatorowej kompleksu proteolitycznego 26S prote- 
asomu. Łańcuch białkowy ulega rozfałdowaniu i trans- 
lokacji do wnętrza cylindrycznej, aktywnej proteolity­
cznie podjednostki 20S, gdzie jest degradowany do 
krótkich peptydów. Jednocześnie obserwuje się recyk- 
lizację ubikwityny — jej łańcuch zostaje odłączony od 
proteasomu i rozłożony na pojedyncze cząsteczki, by 
móc ponownie uczestniczyć w metabolicznym znako­
waniu białek mających podlegać degradacji.

ub ikw ityna

po d jedn ostk i re g u la to ro w e  
19S

© r y

b ia łk o proteasom
2 6 S

podjednostka  
2 0 S  aktyw na  

p ro teo lityczn ie

2 0 S

/ i - ' . ' . . ....
—'  k ró tk ie  

peptydy

1. H ip o te ty czn y  szlak degradacji  b ia łka  u b ik w i ty n a /p ro tea -  
so m  (wg [5]).

Proteoliza zależna od ubikwityny/proteasomu nie 
ogranicza się tylko, jak sądzono do niedawna, do 
białek uszkodzonych o nieprawidłowej strukturze. 
Degradacji na tej drodze ulegają również białka struk­
turalne i konstytutywne, a także enzymy regulujące 
szlaki biosyntetyczne i białka regulatorowe takie jak 
np. niektóre czynniki transkrypcyjne, białkowe produk­
ty onkogenów, czy białka cyklu komórkowego [8]. 
Tym samym degradacja białek jest niezwykle efektyw­
nym sposobem regulacji procesów wewnątrzkomór­
kowych.

* O  s t ru k tu rze  i funkcji ubikw ityny pisała U. P i o t r o w s ­
k a  P ost B iochem  (1993) 39: 8-15

Przykładem enzymu o znaczeniu regulacyjnym jest 
dekarboksylaza ornitynowa (ODC), będąca jedynym 
dotychczas znanym białkiem, którego degradacja za­
chodzi w 26S proteasomach w procesie niezależnym od 
ubikwityny.

II. ODC i jej rola w regulacji biosyntezy 
poliamin

Biosynteza poliamin, niskocząsteczkowych, wielo­
funkcyjnych polikationów obecnych w każdej kom ór­
ce roślinnej i zwierzęcej, regulowana jest przez O D C  
[9-12], W organizmach eukariotycznych O D C  jest 
białkiem niezwykle labilnym, o najkrótszym spośród 
enzymów ssaków okresie półtrwania [12] (w nie­
których tkankach nie przekracza on 5 minut). Umoż­
liwia to precyzyjną i szybką modulację jej stężenia, 
charakterystyczną dla białek regulatorowych i en­
zymów regulujących szlaki biosyntetyczne [13], Istot­
nie, O D C  odpowiada zmianą aktywności na szereg 
fizjologicznych i niefizjologicznych bodźców [9-11]. 
Jest również, a może przede wszystkim, zależna od 
stężenia swoich bezpośrednich (diamina, putrescyna) 
i pośrednich (poliaminy — spermidyna i spermina) 
biosyntetycznych produktów. Powyższa regulacja jest 
formą sprzężenia zwrotnego o unikalnym charakterze, 
gdzie allosteryczna inhibicja została zastąpiona prote­
olityczną degradacją. W interakcji tej pośredniczy 
niezwykłe białko regulatorowe o nazwie antyzymu, 
zapewniające optymalny w danych warunkach fizjo­
logicznych poziom poliamin, związków niezbędnych 
do prawidłowego funkcjonowania komórki lecz silnie 
toksycznych w nadmiarze [ 14], Regulowana degrada­
cja O D C  została przedstawiona w artykułach prze­
glądowych autorstwa znakomitych znawców przed­
miotu [15, 16].

III. Odkrycie antyzymu jako specyficznego 
inhibitora ODC

Dwudziestoletnią historię badań antyzymu zapo­
czątkowało odkrycie w 1976 r. w pracowni C a n e 1 - 
1 a k i s a inhibitora ODC, indukowanego przez poli­
aminy zarówno w komórkach hodowanych in vitro, 
jak i in vivo w wątrobie szczura [17, 18]. Inhibitor ten, 
nazwany przez swoich odkrywców antyzymem O D C  
jest niewielkim (26.5 kDa), labilnym białkiem. Jego 
indukcję przez poliaminy hamuje cykloheksoimid. lecz 
nie hamuje aktynomycyna D, zachodzi ona zatem na 
poziomie posttranskrypcyjnym [17, 18]. Antyzym wy­
kazuje wysokie powinowactwo do O D C  i hamuje ją 
niekompetycyjnie, tworząc enzymatycznie nieaktyw­
ny, ale odwracalny kompleks [18, 19]. Odwracalna 
inhibicja O D C  przez antyzym wskazuje, że jako taki 
nie degraduje on enzymu, a więc nie działa jako 
proteaza.

Liczne badania prowadzone w latach osiemdziesią­
tych potwierdziły obecność antyzymu w formie wolnej
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lub związanej w kompleksie z O D C  w różnorodnym 
materiale biologicznym [20-25], Antyzym znajdowa­
no również w komórkach w nieobecności egzogennych 
poliamin [20, 22, 24, 25] co sugeruje jego fizjologiczną 
rolę w regulacji aktywności ODC. Obecnie wiadomo, 
że antyzym występuje powszechnie w tkankach wyż­
szych Eukariota, takich jak ssaki, ptaki i płazy [15]. 
Antyzym z wątroby szczura oczyszczono do homogen- 
ności [26], otrzymano przeciwko niemu monoklonal- 
ne przeciwciała [27], co pozwoliło na sklonowanie 
cDNA, z częściową sekwencją kodującą antyzym (Z 1) 
[28]. Używając go jako sondy sklonowano gen anty- 
zymu szczurzego [29], a następnie gen antyzym u 
z Xenopus laeuis [30].

Intrygujący okazał się molekularny mechanizm in­
dukcji antyzymu przez poliaminy. Zwiększonej ilości 
antyzymu w komórce nie towarzyszy bowiem wzrost 
stężenia jego mRNA, wskazując, zgodnie z wcześniej­
szymi doniesieniami [17, 18] na to, że poliaminy 
indukują antyzym przez stymulację translacji mRNA 
[28]. mRNA antyzymu kodowany jest w dwóch 
otwartych ramkach odczytu, zaś poliaminy stymulują 
jego translację poprzez programowane przesunięcie 
ramek odczytu [31,15]. Jest to pierwszy znany przypa­
dek regulacji na tej drodze genów eukariotycznych, 
dotychczas spotykanej jedynie wśród genów wiruso­
wych [32].

IV. Rola antyzymu w degradacji ODC

Możliwość udziału antyzymu w degradacji O D C  
rozważali już jego odkrywcy [17]. Przemawiał za nim 
m.in. fakt, że wywoływane przez poliaminy zarówno 
spadek aktywności i stężenia białka ODC, jak i induk­
cja antyzymu hamowane były przez inhibitory syntezy 
białka, lecz nie RNA [33-36, 17]. Badania prowadzone 
w nieobecności i obecności egzogennych poliamin 
potwierdzały, że tworzenie kompleksu O D C  z anty- 
zymem skracało czas półtrwania O DC, a zatem przy­
spieszało degradację enzymu [19, 22].

Bezpośrednich dowodów dostarczyły badania pro­
wadzone na komórkach HTC trwale transfekowanych 
cD N A  antyzymu, Z l ,  będącego pod kontrolą prom o­
tora  indukowanego przez glukokortykoidy [37, 38]. 
W zastosowanym modelu doświadczalnym rozdzielo­
no wpływ antyzymu od wpływu poliamin, bowiem 
w transfekowanych komórkach ekspresja genu anty­
zymu Z l i indukcja jego aktywności następowała po 
podaniu  deksametazonu. Towarzyszyła im szybka 
degradacja endogennej ODC, o czym świadczył spa­
dek jej aktywności i ilości białka enzymatycznego, oraz 
skrócenie okresu półtrwania [37, 38], W komórkach 
HZ7, w których antyzym po podaniu glukokortykoidu 
ulegał ekspresji, nie obserwowano po zmianie pożywki 
typowej indukcji aktywności ODC, lecz jej spadek 
z równoczesnym skróceniem okresu półtrwania en­
zymu (Ryc. 2). Towarzyszyło mu obniżenie wewnątrz­
komórkowego poziomu putrescyny i spermidyny, oraz

0  2 4  6 8  godz.
Czas po zmianie pożywki

Ryc. 2. W pływ  d e k s a m e ta z o n u  na  indukcję O D C  w k o m ó rk a c h  
HZ7. P o ży w k a  k o n t r o ln a  (o), p o ży w k a  zaw iera jąca  ( a )
1 pM  dek sam etazo n .  Czas  pó ł t rw an ia  O D C  (w min) p o d a n o  
w naw iasach  (wg [38]).

zahamowanie wzrostu komórek świadczące o ważkiej, 
fizjologicznej roli antyzymu w metabolizmie poliamin 
[38], Dalszy postęp przyniosło opracowanie i za­
stosowanie metody oznaczania degradacji O D C  in 
vitro w ekstraktach komórek CHO, oraz w lizatach 
retikulocytów królika lub szczura [39-41]. Użyte eks­
trakty różniły się stężeniem endogennego antyzymu; 
w lizacie retikulocytów było ono wysokie, na co 
wskazywała wyraźna degradacja O D C  zachodząca 
również pod nieobecność egzogennego antyzymu [41]. 
W ekstrakcie komórek C H O  egzogenny, oczyszczony 
antyzym stymulował degradację ODC, która osiągała 
najwyższy poziom gdy stosunek antyzym /OD C zbliżał 
się do 1 [39]. Antyzym indukowany był przez sper- 
midynę dodaną do pożywki, w której rosły komórki 
C H O , czemu towarzyszyła zwiększona degradacja 
O D C  [40], Natomiast spermidyna dodana in vitro, 
bezpośrednio do mieszaniny degradacyjnej nie wywie­
rała żadnego wpływu [39]. Ponadto wykazano, że 
przeciwciała skierowane przeciwko antyzymowi ha­
mowały degradację O D C  [40].

Powyższe badania, dzięki zastosowaniu ściśle kont­
rolowanych warunków degradacji O D C  in vitro, umo­
żliwiły nie tylko wykazanie udziału i roli antyzymu 
w tym procesie, ale także ustalenie rodzaju czynnego 
układu proteolitycznego (patrz rozdz. V).

V. Identyfikacja systemu proteolitycznego 
czynnego w degradacji ODC

Udział w proteolizie O D C  lizosomów oraz kalpain, 
proteaz pozalizosomalnych zależnych od wapnia, wy­
kluczono w badaniach przeprowadzonych z użyciem 
różnego typu inhibitorów. Związki zmieniające wew- 
nątrzlizosomalne pH, jak również specyficzne inhibito­
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ry lizosomalnych proteaz i kalpain nie hamowały 
degradacji O D C  w komórkach chomiczych i mysich 
[36,42, 43]. Proces degradacji O D C  zależał natomiast 
od ATP, nie zachodził bowiem w komórkach ssaków 
i w lizacie retikulocytów w nieobecności ATP, czy 
układu regenerującego ten nukleotyd, lub w obecności 
inhibitorów oksydacyjnej fosforylacji [36, 39, 43, 44],

Zależność degradacji O D C  od ubikwityny badano 
przy użyciu komórkowych m utantów termowrażli- 
wych. W mutantach tych, w podwyższonej, nieper- 
misywnej temperaturze, na skutek labilności enzymu 
El aktywującego ubikwitynę, zaham owana była pro- 
teoliza zależna od ubikwityny, ale nie degradacja O D C  
[36, 42]. Niezależność proteolizy O D C  od ubikwityny 
potwierdziły też badania in vitro w lizacie retikulocy­
tów zawierającym wszystkie składniki systemu proteo­
litycznego zależnego od ubikwityny [44], Usunięcie 
z lizatu ubikwityny, enzymu El, czy też wszystkich 
enzymów (El, E2, E3) niezbędnych do związania 
ubikwityny z substratem białkowym nie hamowało 
degradacji ODC, natomiast całkowicie zapobiegało 
degradacji lizozymu, który jest przykładem białka de­
gradowanego na drodze zależnej od ubikwityny [44].

26S proteasom, który do tej pory uważano za 
specyficzny wobec zubikwitynowanych białek, okazał
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Ryc. 3. W pływ  im m unoprec yp ita c j i  p ro te a so m u  na  deg rad ac ję  
O D C  w lizacie re t iku locy tów . D o  lizatu szczurzych r e t ik u ­
locy tów  d o d a w a n o  im m u n o g lo b u l in ę  (IgG) k o n t r o ln ą  (o), 
lub  przeciwciało specyficzne w obec  p ro te a so m u  ( • )  i b a d a ­
n o  degradac ję  oczyszczonej, egzogennej  [ 35S] O D C .  Z a  
100% ak tyw nośc i  p rzyjęto  degradac ję  O D C  w n i e o b e c n o ­
ści d o d a n e g o  przeciwciała  (wg [41]).

IgG, ug

się proteazą degradującą ODC. I tak immunoprecypi- 
tacja 26S proteasomu z ekstraktu komórek HRC, 
C H O  [43] lub lizatu retikulocytów [41] hamowała 
zależną od antyzymu i ATP degradację O D C  (Ryc. 3), 
a rekonstrukcja systemu degradacyjnego następowała 
po dodaniu oczyszczonego, aktywnego preparatu 26S 
proteasomu [43]. Podobnie w lizacie retikulocytów 
degradacja O D C  przebiegała efektywnie we frakcji 
zawierającej 26S proteasom, a hamowało ją przeciw­
ciało specyficzne wobec podjednostki C9 wchodzącej 
w skład kompleksu 26S proteasomu [45]. W ekstrak­
cie z drożdży i w lizacie retikulocytów królika wy­
odrębniono 3 kompleksy białkowe (jednostka katality­
czna 20S i 2 podjednostki regulatorowe 19S) składają­
ce się na 26S proteasom i wykazano ich niezbędność 
zarówno dla zależnej od antyzymu degradacji ODC, 
jak i zależnej od ubikwityny degradacji RNazy [46], 
Ostatnio udało się zrekonstruować system degradują­
cy O D C  in vitro, który składał się z oczyszczonej O D C  
z komórek CHO, oczyszczonego 26S proteasomu 
z wątroby szczura i rekombinanta antyzymu [47]. 
W tym układzie, w obecności ATP, O D C  ulegała 
endoproteolizie z utworzeniem krótkich 5-11 amino- 
kwasowych peptydów [47],

Przedstawiony wybór prac pochodzi głównie 
z dwóch znanych ośrodków — japońskiego i izraels­
kiego, specjalizujących się w problematyce degradacji 
O D C  zależnej od antyzymu i degradacji białek na 
szlaku ubikwityna/proteasom. Dostarczyły one prze­
konywających dowodów na to, że zależna od ATP 
i antyzymu nielizosomalna degradacja O D C  zachodzi 
bez udziału ubikwityny w kompleksie proteolitycznym 
26S proteasomu.

VI. Struktura ODC a jej degradacja

Strukturalne elementy ODC, od których zależy jej 
wewnątrzkomórkowa degradacja i rolę jaką  w niej gra 
antyzym poznano w dużej mierze dzięki kolejnym 
pracom C o f f i n o  i w s p .  [48-52]. Punktem wyjścia 
były badania porównawcze dotyczące właściwości 
i s truktury O D C  z komórek gryzoni i pasożyta 
Trypanosoma brucei. Obydwa enzymy były homo- 
dimerami, a różnice sekwencji monomerów dotyczyły 
głównie niewielkiego odcinka C-końcowego, który nie 
występował w enzymie z Trypanosoma. Właściwości 
enzymatyczne obydwu O D C  były zbliżone, enzymy te 
różniły się natomiast zasadniczo stabilnością; O DC 
z Trypanosoma, w przeciwieństwie do mysiej ODC, 
była enzymem stabilnym, nieregulowanym przez poli- 
aminy. Jako modelu doświadczalnego użyto zmutowa­
ne komórki C H O  pozbawione endogennej aktywności 
ODC. Transfekowano je plazmidami zawierającymi 
DNA kodujące O D C  o odpowiedniej strukturze a na­
stępnie badano aktywność, interakcję z antyzymem 
i szybkość degradacji genetycznie zmienionej ODC.

Stwierdzono, że odcinkiem odpowiedzialnym za 
szybką degradację mysiej O D C  jest jej domena C-
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R yc.4. S t ru k tu r a  m o n o m e r u  mysiej O D C  z zaznaczonym i d o m e n a ­
mi funkc jona lnym i.  M ysia  O D C  jest h o m o d im e re m ,  k tó reg o  
p o d je d n o s tk i  z b u d o w a n e  są z 461 am in o k w asó w . W skład 
k a ż d e g o  z d w óch  miejsc zw iązanych  z ak tyw nośc ią  e n ­
z y m a ty c z n ą  w ch o d zą  a m in o k w a s y  p o ło żo n e  na  ob u  podjed-  
nos tk a ch ;  dysocjacji  d im eru  na  m o n o m e ry  (np. pod  wpły­
wem w ysokiego  stężenia soli) tow arzyszy u t r a ta  ak tyw nośc i  
O D C  [26]. W każd y m  m o n o m e rz e  w yróżnić  m o żn a  2 reg io­
ny P E S T  (bogate  w prolinę , P, kwas g lu tam inow y ,  E, serynę, 
S, t reon inę ,  T), k tó re  zgodnie  z h ipo tezą  P E S T  m ają  
o d g ry w a ć  i s to tną  rolę w degradacj i  k ró tk o  żyjących białek 
[58].  T y lko  drugi region P E S T  leży w d om en ie  odpow iedzia l­
nej za  degradację  O D C .  Antyzym m a  również 1 region PEST , 
ale nie jest on  zw iązany  z ż a d n ą  d o m e n ą  funkcjonalną .

końcowa (Ryc. 4), bowiem O D C  pozbawiona 37 
aminokwasów na C-końcu stawała się białkiem stabil­
nym przy zachowanej w pełni aktywności katalitycznej 
[48, 53],

Znaczenie regionu C-terminalnego dla szybkości 
degradacji O D C  potwierdziły też badania prowadzone 
zarówno w lizacie retikulocytów [54], jak i na kom ór­
kach H M O a, w  których przyczyną stwierdzanej stabil­
ności O D C  okazała się zamiana tylko jednego am ino­
kwasu (Cys 441 -+ Trp) położonego w tym rejonie [55],

Ostatnio stwierdzono różnice w sekwencji nukleo- 
tydowej cD NA  O D C  otrzymanej z ludzkich tkanek 
hepatom a i tkanek prawidłowych tego samego pacjen­
ta [56]. Po translacji w lizacie retikulocytów otrzym a­
no zm utowaną O D C  krótszą o blisko 50 am ino­
kwasów C-końcowych. Białko to było stabilne w sys­
temie degradacyjnym zależnym od antyzymu i ATP, co 
może tłumaczyć wysoką aktywność O D C  znajdowaną 
w badanych tkankach nowotworowych [56].

Mysia O D C  wiązała się z antyzymem in vitro, 
natomiast w przypadku enzymu z Trypanosoma nie 
stwierdzono takiej interakcji [49]. Aby zlokalizować 
region odpowiedzialny za wiązanie antyzymu przez 
mysią O D C  skonstruowano metodami inżynierii gene­
tycznej szereg białek — chimer, zbudowanych z O D C  
mysiej i Trypanosoma. Mysia O DC, w której zas­
tąpiono odcinek pomiędzy 117 a 140 aminokwasem na 
odpowiadający mu region O D C  pasożyta nie wiązała 
antyzymu i nie była przez niego hamowana, a w bada­
niach in vivo nie była regulowana przez egzogenne 
poliaminy. Zatem ten region mysiej O D C  był od­
powiedzialny za wiązanie antyzymu [49].

Interakcja O D C  z antyzymem jest warunkiem nie­
zbędnym, lecz nie wystarczającym do tego aby za­
chodziła degradacja ODC. Dobrym tego przykładem 
była chimera zbudowana z N końcowych 315 am ino­

kwasów O D C  mysiej i C-końca O D C  z Trypanosoma 
[51]. Białko to wiązało antyzym i było przez niego 
hamowane, lecz nie ulegało degradacji na skutek braku 
wspomnianych sekwencji C-końcowych charakterys­
tycznych dla mysiej O D C  [51]. Podobnie zachowywał 
się, badany w lizacie retikulocytów, mutant ODC, 
Del-6, pozbawiony C terminalnego odcinka amino- 
kwasowego [54],

Stabilność O D C  z Trypanosoma brucei wynika, jak 
wykazano ostatnio, nie tylko z budowy tego białka, ale 
również z braku antyzymu i z obecności czynników 
inhibitorowych w komórkach pasożyta [57], Mysia 
O DC, k tóra ulegała ekspresji w Trypanosoma była 
bowiem całkowicie stabilna, a szczurzy antyzym ham o­
wał jej aktywność, lecz nie indukował degradacji [57],

VII. Funkcjonalne domeny antyzymu

Podobnie jak ODC, również cząsteczka antyzymu 
okazała się zróżnicowaną funkcjonalnie. W badaniach 
prowadzonych przez trzy niezależne zespoły badaczy, 
znaleziono przy użyciu strukturalnych m utantów an­
tyzymu (otrzymanych w wyniku ekspresji cDNA anty­
zymu z delecjami w ściśle określonych regionach), dwie 
różniące się funkcjonalnie domeny w jego cząsteczce 
[52, 54, 59]. C-terminalna i środkowa część cząsteczki 
antyzymu była odpowiedzialna za wiązanie ODC, 
a także jej inaktywację i zmiany konformacyjne, lecz 
nie za indukcję degradacji. Do destabilizacji O D C  
niezbędny był dodatkowy, wewnętrzny region, którego 
szczegółowa funkcja nie została dotychczas wyjaś­
niona [52, 54, 59],

Przedstawione badania wskazują, że inaktywacja 
O D C  i jej degradacja zależą od odpowiednich domen 
zarówno w cząsteczce O D C  jak i antyzymu. Inaktywa­
cja wymaga obecności specyficznych miejsc wiążących 
—  O D C  w cząsteczce antyzymu i antyzymu w czą­
steczce ODC. Natomiast degradacja zależy od C- 
końcowego destabilizującego segmentu ODC, oraz od 
specyficznego segmentu antyzymu, różnego od miejsca 
wiążącego ODC.

VIII. Konstytutywna (podstawowa) i regulo­
wana degradacja ODC

W zależności od warunków w jakich znajduje się 
komórka, C o f f i n o  i w s p .  rozróżniali dwa typy 
degradacji proteolitycznej, którym może ulegać O D C  
[48-51]. Degradacja konstytutywna (podstawowa) by­
ła związana z niestabilnością białka O D C  jako  takie­
go, podczas gdy degradacji regulowanej, zależnej od 
antyzymu, ulegała O D C  w komórkach traktowanych 
egzogennymi poliaminami. Starano się znaleźć regiony 
cząsteczki O D C  odpowiedzialne za określony typ 
degradacji, zadając jednocześnie pytanie, czy szlaki 
degradacji konstytutywnej i regulowanej są zbieżne, 
czy też w pełni niezależne [51].

Inna grupa badaczy, stosując układ degradacyjny
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lizatu retikulocytów wykazała, że in vitro mechanizm 
degradacji podstawowej i regulowanej jest taki sam 
i zależy od antyzymu [54], Na tej podstawie za­
proponowano model ogólnej degradacji ODC, który 
będzie musiał być jeszcze jednak potwierdzony w ba­
daniach z użyciem nieuszkodzonych komórek. Zgod­
nie z tym modelem degradacja podstawowa O D C  
zachodzi przy udziale endogennego antyzymu i jest 
przyspieszana przez egzogenny antyzym [54], który 
można zatem nazwać mediatorem destrukcji ODC.

Problem podstawowej i regulowanej degradacji O D C  
i udziału w obu tych procesach antyzymu jest kontrower­
syjny i pozostaje otwarty. Badacze zgodni są natomiast 
co do sekwencji wydarzeń prowadzących do degradacji 
OD C przy udziale antyzymu (patrz rozdz. IX).

IX. Degradacja ODC  
udziale antyzymu

przebiegająca przy

Zgodnie z proponowaną hipotezą o zależnej od 
antyzymu degradacji O D C  proces ten przebiega dw u­
etapowo [51, 52, 54, 15]. Pierwszy etap, odwracalny, 
zapoczątkowuje związanie antyzymu z O D C  poprzez 
specyficzne sekwencje wiążące obecnie zarówno w czą­
steczce O D C  jak  i antyzymu (Ryc. 5). Połączone jest to 
ze znikaniem dimerów O D C  i pojawianiem nieaktyw­
nych katalitycznie monomerów ściśle połączonych 
z antyzymem. Szybka wymiana podjednostek pomię­
dzy dimerami OD C, stwierdzana także w warunkach 
fizjologicznych [60], ułatwiać może wiązanie z an ty­
zymem i przemawia za tym, że antyzym nie powoduje 
aktywnej dysocjacji homodimerów, ale raczej oddzia- 
ływuje z monomerami, które są z nimi w równowadze. 
Interakcja z antyzymem indukuje zmiany konfroma- 
cyjne m onomeru ODC, w wyniku których następuje 
odsłonięcie, uprzednio niedostępnych, C-terminalnych 
sekwencji destabilizacyjnych. Ich zablokowanie przez 
specyficzne przeciwciała zapobiegało degradacji O D C  
[51], Odsłonięcie ukrytej domeny C-końcowej O D C  
umożliwia drugi, już nieodwracalny etap, czyli zależną 
od ATP właściwą degradację proteolityczną przez 26S 
proteasomy. Zależy ona, jak powiedziano, również od 
specyficznej, różnej od regionu wiążącego, domeny 
antyzymu o nieznanej dotychczas funkcji. Można 
domniemywać [52], że domena ta bezpośrednio, lub 
pośrednio przez inne elementy komórkowe, ułatwia 
tworzenie kompleksu z podjednostką regulatorową 
26S proteasomu, aktywuje ją lub też zmienia jej 
specyficzność. W czasie degradacji O D C  cząsteczki 
antyzymu zostają uwolnione i ulegają recyklizacji, 
wiążąc się z następnymi monomerami O D C  [54],

X. Uwagi końcowe

Na postawione w tytule pytanie — czy O D C  jest 
jedynym białkiem degradowanym przez 26S proteaso­
my bez udziału ubikwityny — należy na obecnym 
stanie naszej wiedzy odpowiedzieć twierdząco. Nie­

-  -
peptydy

Ryc. 5. H ipote tyczny przebieg  zależnej  od  a n ty z y m u  d eg radac j i  
O D C  przez 26S p ro te a so m y  (wg [15],  zm odyf ikow any).

rzadka jest jednak opinia, że O D C  nie jest pod tym 
względem białkiem unikalnym, a znalezienie innych 
jest tylko kwestią czasu [15. 46],

Niezwykle interesująca, nie do końca poznana, jest 
funkcja 26S proteasomu, który okazał się multikomp- 
leksem proteolitycznym zdolnym do degradacji białek 
zarówno na szlaku zależnym jak i niezależnym od 
ubikwityny. Równie intrygująca jest rola antyzymu; 
nie wiadomo czy uczestniczy on aktywnie w połącze­
niu kompleksu antyzym-ODC z proteasomem, czy 
tylko oddziaływuje pośrednio poprzez zmiany konfor­
macji ODC. Nie znane, zapewne inne niż w przypadku 
ubikwityny, jest też białko podjednostki regulatorowej 
proteasomu, które uczestniczy w tym wiązaniu. F u n k ­
cję antyzymu przyrównuje się czasem do onkobiałka 
E6 z wirusa brodawczaka ludzkiego, które uczestniczy 
w degradacji białka p53 na etapie poprzedzającym jego 
ubikwitynację [43, 52, 54],

Należy dodać, że degradacja O D C  nie jest jedynym 
procesem komórkowym kontrolowanym przez an ty­
zym, który okazał się białkiem polifunkcyjnym. Nie­
dawno potwierdzono udział antyzymu w innym, obok 
modulacji biosyntezy poliamin procesie, a mianowicie 
w negatywnej regulacji ich transportu [61, 62, 14], 
W ten sposób to niezwykłe białko regulatorowe zapo­
biega nadmiarowi poliamin w komórce kontrolując 
dwa niezależne procesy — biosyntezę poliamin i ich 
transport.

Sugeruje się ponadto możliwość oddziaływania a n ­
tyzymu nie tylko z O D C  i transporterem poliamin, ale 
z innymi jeszcze częściowo tylko zidentyfikowanymi
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białkami docelowymi [51 ]. Do grupy białek wiążących 
się z antyzymem należy tzw. inhibitor antyzymu, 
wykazujący wyższe niż O D C  powinowactwo do anty­
zymu, o niejasnej funkcji fizjologicznej. Inhibitor anty­
zymu z wątroby szczura oczyszczony do homogenno- 
ści [63] okazał się, podobnie jak ODC, homodimerem
0 krótkim okresie półtrwania. Białko to, wiążąc się 
z antyzymem, zastępuje O D C  w kompleksie ODC- 
-antyzym i całkowicie odwraca zahamowanie aktyw­
ności O D C  przez antyzym [41]. Wychwytywanie 
antyzymu przez jego inhibitor sugeruje, że może być on 
białkiem regulatorowym stabilizującym O D C  [64],

Ostatnie lata, dzięki zastosowaniu metod inżynierii 
genetycznej, przyniosły ogromny postęp w badaniach 
mechanizmu molekularnego regulowanej degradacji 
ODC, a także struktury i funkcji układów degradują­
cych białka komórkowe. Nasza ciągle niepełna wiedza 
na ten temat wskazuje na złożoność badanych zjawisk
1 ich fizjologiczne znaczenie dla homeostazy poliamin 
w komórce.

Artykuł otrzymano 17 stycznia 1996 r. 
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.
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Addendum
Po złożeniu niniejszej pracy do d ruk u ,  w lutym 1996, 

ukazały  się dw ie is totne publikacje  o sk lonow an iu  in ­
h ib i to ra  an ty zy m u  z serca szczura [1], o raz  o funkcjonalnej 
roli d o m en y  an ty zy m u  położonej w pobliżu  N -k o ń ca  (N AZ) 
[2], N A Z  po łączo ny  kowalencyjnie  z O D C ,  a także sfuz-

jo w an y  z innym i b ia łkam i obniżał ich stab ilność  in d u k u jąc  
degradację  przez p ro teaso m y  26S, niezależną od ub ikw ityny.

Piśmiennictwo

1. M u r a k a m i  Y,  I c h i b a  T,  M a t s u f u j i  S, H a y a s h i  
S (1996) J  B iol Chem  271: 3340-3342

2. L i  X, S t e b b i n s  B, H o f f m a n  L, P r a t t  G,  R e c h s t e i -  
n e r  M,  C o f f i n  o P  (1996) J  B iol Chem  271: 4441-4446

Pani Profesor Zofii Zielińskiej
z najlepszymi życzeniami.

Współdziałanie czynników transkrypcyjnych AP-1 
i NFAT w procesie regulacji ekspresji genów

Cross-talk between transcription factors AP-1 and NFAT in the 
regulation of gene expression

BOŻENA KAM IŃSKA1 
GRAŻYNA MOSIENIAK2 
MARTA WIŚNIEWSKA3

Spis treści:

I. W stęp
II. Struktura i mechanizm działania kompleksu transkryp- 

cyjnego AP-1
II -l. Budowa kompleksu AP-1 
11-2. D om eny funkcjonalne białek Fos i Jun 
II-3. M echanizm  regulacji transkrypcji przez kompleks 

AP-1
III. Skład kompleksu AP-1 a jego właściwości biochemiczne
IV. Zróżnicowanie składu kompleksu AP-1 in vivo
V. Struktura i funkcja kompleksu transkrypcyjnego 

N F A T
V-1. Aktywacja czynnika transkrypcyjnego N F A T
V-2. Składniki cytoplazm atyczne kompleksu N F A T  

i ich tkankowo-specyficzna ekspresja
VI. W spółdziałanie czynników transkrypcyjnych AP-1 

i N F A T  w procesie regulacji ekspresji genów
VI-1. Oddziaływanie białka N FA T p z promotorami 

różnych genów
VI-2. Tworzenie funkcjonalnego kompleksu N F A T
VI-3. Rola składników kompleksu N F A T  w regulacji 

ekspresji genów
VI-4. Skład kompleksu N F A T  in vivo

VII. Podsumowanie

Contents:

I. Introduction
II. Structure and mechanism of action of the AP-1 transcrip­

tion com plex
II-l. Structure o f the AP-1 complex  
II-2. Functional domains of Fos and Jun proteins 
II-3. M echanism of transcription regulation by AP-1 

com plex
III. Composition of the AP-1 complex and its biochemical 

properties
IV. Diversity o f the AP-1 composition in vivo
V. Structure and function o f the N F A T  transcription factor 

V-1. Activation of the N F A T  transcription factor
V-2. Cytoplasm ic components o f the N F A T  transcrip­

tion com plex and their tissue-specific distribution
VI. Cooperation of the AP-1 and N F A T  transcription fac­

tors in the regulation of gene expression
VI-1. Interaction of the N FA T p transcription factor 

with different promotors
VI-2. Formation o f the functional N F A T  com plex
VI-3. Function of N F A T  components in regulation of 

gene expression
VI-4. Composition o f the N F A T  complex in vivo

VII. Concluding remarks

1 D r , 2, 3 m g r ,Z a k ła d  Biochemii K o m ó rk i , In s ty tu t  Biologii
D oświadczalnej im. M. N enckiego, P A N  ul. P as teu ra  3,
02-093 W arszaw a

W ykaz stosowanych skrótów: AP-1 —  ang. activator protein- 
1, b ia łko ak ty w a to ro w e  1; C R E B  — ang. cyclic A M P -  
responsive elem ent binding protein, białko wiążące się z sek­
wencją C R E ; G M - C S F  —  ang. granulocyte/m acrophage  
colony stim ulating fac to r, czynnik wzrostu  kolonii g ranulocy-
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tó w /m akro fag ów ; IN F  —  interferon; IL2 —  interleukina 2; 
IP3 — tr is fosforan  inozytolu; N F A T  — ang. nuclear fa c to r  o f  
activated Tcells, b ia łko  jąd ro w e  z ak tyw ow any ch  limfocytów 
T; N F k B  —  ang. nuclear fa c to r  o f  kappa chain B cells, czynnik 
transkrypcy jny  łańcuchów  kappa  l imfocytów B; PM  A — es­
ter forbolu; P H A  —  fi tohem aglutynina; P K C  —  kinaza  
b ia łkowa C; R H R  —  ang. Rel hom ology region, rejon 
homologii  z b ia łk iem  Rel; T B P  —  ang. TATA box binding  
protein, b ia łk o  wiążące się z sekwencją TATA ; T C R  ang. 
T-cell receptor, recep tor limfocytów T; T F I I  D —  ang. 
transcription fa c to r  I I  D, czynnik t ranskrypcyjny  II D; T N F  
—  ang. tum or necrosis fa c to r, czynnik nekrozy  n ow otw oru ; 
T R E  —  ang. T P A  responsive element, sekwencja regu low ana  
przez T P A .

I. Wstęp

Aktywacja transkrypcji genów eukariotycznych 
w odpowiedzi na sygnały zewnątrzkomórkowe wyma­
ga tworzenia wieloskładnikowych kompleksów tran ­
skrypcyjnych w obszarach regulatorowych genów. 
Złożona na tu ra  procesu ma duże znaczenie biologicz­
ne, gdyż stwarza nieograniczone możliwości regulacji 
i zapewnia bezbłędną (przynajmniej teoretycznie) kon­
trolę ekspresji genów. Aby polimeraza RN A II zainic­
jowała transkrypcję, w obrębie prom otora musi po­
wstać kompleks około 20 białek. Kluczową rolę od­
grywają w tym procesie białka specyficznie wiążące się 
z sekwencjami regulatorowymi genów i umożliwiające 
inicjację transkrypcji w miejscu startu syntezy mRNA 
danego genu. W skład podstawowego kompleksu 
transkrypcyjnego wchodzą czynniki: TFII D (TBP),A, 
B, F, E i H przyłączające się w określonej kolejności 
i kierujące polimerazę RN A II do miejsca startu 
transkrypcji [1],

Jednakże taki podstawowy zestaw białek, występu­
jący we wszystkich komórkach, aczkolwiek niezbędny 
w procesie syntezy RNA, kieruje transkrypcją na 
niskim i niezmiennym poziomie. O indukowalnej 
i tkankowo-specyficznej ekspresji genów, odpowie­
dzialnej za zróżnicowanie komórek i tkanek organi­
zmu, decydują indukowalne czynniki transkrypcyjne. 
Te tkankowo-specyficzne lub indukowalne białka m o­
gą działać jak o  aktywatory lub represory transkrypcji 
wiążąc się z obszarami regulatorowymi, często znacz­
nie oddalonymi od miejsca startu transkrypcji [1]. 
Zwykle obszary regulatorowe genów mają szereg 
miejsc dla różnych czynników transkrypcyjnych i d o ­
piero właściwa ich kombinacja sprawia, że gen ulega 
ekspresji. Synergistyczne bądź antagonistyczne o d ­
działywania pomiędzy składnikami „maszynerii trans- 
krypcyjnej” determinują swoistość i poziom ekspresji 
(Ryc. 1). W śród indukowalnych czynników transkryp­
cyjnych szczególną rolę odgrywa czynnik transkryp­
cyjny AP-1, który działa jako „molekularny włącznik” 
indukujący długoterminowe zmiany fenotypu kom ó­
rek. Indukcję czynnika AP-1 bądź genów kodujących 
jego składniki obserwowano w komórkach indukowa­
nych do proliferacji, różnicowania [2], p rogram ow a­
nej śmierci oraz w trakcie pobudzenia komórek ner­

wowych przez bodźce elektryczne bądź chemiczne [3]. 
Przedmiotem artykułu będą oddziaływania białek 
w obrębie czynnika AP-1 oraz jego współdziałanie 
z czynnikiem transkrypcyjnym N FA T stanowiące do ­
brą ilustrację złożoności mechanizmów kontro lu ją­
cych ekspresję genów eukariotycznych.

II. Struktura i mechanizm działania komplek­
su transkrypcyjnego AP-1

II - l.  Budowa kom pleksu AP-1

Czynnik transkrypcyjny AP-1 (ang. activator prote­
in- 1) został zidentyfikowany jako białko jądrow e wią­
żące się z sekwencją regulatorową w promotorze genu 
metallotioneiny Ila  i regulujące aktywność tego pro­
motora in vitro i in vivo [4-5]. Niedługo potem miejsce 
wiązania czynnika AP-1 zidentyfikowano jako  ele­
ment odpowiadający na TPA, ester forbolu, stąd 
określenie TRE (ang. TPA responsive element). Sek­
wencję tę znaleziono w genach, których ekspresja była 
indukowana w komórkach pod wpływem estrów for­
bolu, kodujących kolagenazę, metallotioneinę Ila, 
stromielizynę, interleukinę 2 [5]. Porównanie sekwen­
cji TRE z różnych genów pozwoliło na ustalenie 
sekwencji, z którą wiąże się czynnik AP-1. Jest to 
palindromiczna sekwencja: 5-TGAG/CTCA-3' okreś­
lana mianem TRE albo AP-1 (zarówno czynnik jak

■ T A T A

rdzeń promotora

Ryc. 1. Schem at  ak ty w n eg o  k o m p lek su  t r a n sk ry p c y jn e g o  zaw iera ­
jąceg o  p o d s ta w o w e  i in d u k o w aln e  czynniki  t ransk rypcy jne .  
C z ynnik i  t r an sk ry p cy jn e  w chodzące  w raz  z po l im era zą  
R N A  II (poi RNA)  w skład  p o d s ta w o w e g o  a p a r a tu  t r a n s ­
krypcy jnego  ozn acz o n e  są l i terami A, B. E, F, H. T B P  
—  b ia łka  wiążące się z sekwencją  T A TA . P o z o s ta łe  o znacz e ­
nia to: A kt —  a k ty w a to ry ,  b ia łka  ak ty w u jące  t ran sk ry p c ję  
w iążące się z sekw encjam i w zm acniaczy  (Enh); R epr  —  re­
presory,  b ia łka  h am u jące  t ransk rypc ję  wiążące  się z sekw en­
cjami wyciszaczy t ranskrypc j i  (Sil) o ra z  K o a k t — k o a k ty w a -  
tory, b ia łka  um ożliw ia jące  in terakcje  m iędzy a k ty w a to ra m i  
i p o d s ta w o w y m  a p a ra te m  t ra nsk rypcy jnym .
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sekwencja noszą tę samą nazwę) [6].
Obecnie wiadomo, że czynnik transkrypcyjny AP-1 

jest heterogennym kompleksem, w skład którego 
wchodzą białka należące do rodziny Fos i Jun. F unk­
cjonalny kompleks AP-1 jest homo- lub heterodime- 
rem białek Fos i Jun. Do tej pory zidentyfikowano pięć 
białek Fos; c-Fos, FosB, Delta FosB, F ra l  i Fra 2 oraz 
trzy białka Jun; c-Jun, JunB, JunD  [7],

II-2. D om eny funkcjonalne białek Fos i Jun

Białka z rodziny Fos i Jun należą do czynników 
transkrypcyjnych z grupy „bZ IP ”, tzn. mają domenę 
zasadową (b-ang. basie) wiążącą się z DNA połączoną 
z domeną dimeryzacji o strukturze „suwaka leucyno- 
wego” (ZIP-ang. leucine zipper). S truktura Z IP  to 
segmenty a-helisy zawierające 4 do 5 reszt leucyno- 
wych oddzielonych od siebie siedmioma resztami 
aminokwasowymi. Periodyczność rozmieszczenia 
reszt leucynowych w peptydzie powoduje ustawienie 
ich w tej samej pozycji rotacyjnej względem osi pep- 
tydu. Przyjmuje się, że dimeryzacja białek z motywem 
Z IP  zachodzi dzięki hydrofobowym interakcjom p o ­
między leucynami domen „suwaka leucynowego” 
dwóch białek (Ryc. 2) [8-9], Istotność domeny suwaka 
leucynowego i procesu dimeryzacji białek dla for­
mowania prawidłowego, funkcjonalnego kompleksu 
AP-1, potwierdzają wyniki analizy delecyjnej genów 

fos  i jun. Delecje zaburzające strukturę ZIP  znoszą 
zdolność białek c-Fos i c-Jun do tworzenia dimerów. 
Mutacje w innych obszarach genów c-fos i c-jun nie 
mają takiego wpływu na dimeryzację [9],

Domena odpowiedzialna za dimeryzację białek 
znajduje się w sąsiedztwie domeny zasadowej uczest­
niczącej w wiązaniu się białek z DNA. Przyjmuje się, że 
tworzenie dimeru utrwala i stabilizuje trójwymiarową

domena suwaka 
leucynowgo

domena zasadowa 
wiazaca DNA

sekwencja AP-1

Ryc. 2. S t ru k tu r a  czynn ika  t r a nsk rypcy jnego  AP-1. N a  rycinie 
za z n a c z o n o  po łożenie  d o m e n  funkc jona lnych  o raz  N- i C- 
końce  białek tw orzących  dimer. L —  oznacza  resztę leucy- 
n o w ą  w do m en ie  „su w ak a  leucynow ego”.

strukturę kompleksu utrzymując go we właściwej 
orientacji przestrzennej wymaganej do wiązania DNA. 
Z badań stabilności wiązania AP-1 o różnym składzie 
z DNA wynika, że heterodimery c-Fos/c-Jun wiążą 
DNA bardziej trwale niż kompleksy zawierające ho- 
modimery Jun/Jun [10], Istnieje ponadto  pewna spe­
cyficzność w tworzeniu dimerów z białkami mającymi 
„suwak leucynowy”. Białko c-Fos dimeryzuje z biał­
kami z rodziny Jun, ale nie tworzy homodimerów 
z białkami Fos oraz z innymi czynnikami transkryp- 
cyjnymi: GCN4, CREB czy Myc [11-13],

Za regulowanie transkrypcji przez czynnik trans- 
krypcyjny AP-1 odpowiedzialne są domeny transak- 
tywacyjne wchodzących w jego skład białek. Domeny 
transaktywacyjne białek c-Fos i c-Jun zostały ziden­
tyfikowane przy pomocy analizy delecyjnej kodują­
cych je genów i metody transkrypcji in vitro [14] oraz 
in vivo po transfekcji komórek linii F9 w hodowli [15]. 
Białko c-Jun ma domenę aktywatorową (Al), która 
jest regulowana przez tkankowo-specyficzny inhibitor 
oraz domenę regulatorową (Ó) [16], Obie domeny 
znajdują się w N-końcowej części białka i charak ­
teryzują się występowaniem grup kwaśnych am ino­
kwasów [15]. Dwa rejony białka c-Fos odpowiedzial­
ne są za jego zdolność regulowania transkrypcji, jeden 
z nich charakteryzujący się występowaniem kwaśnych 
aminokwasów, który może być aktywatorem i drugi 
obfitujący w prolinę i kwaśne aminokwasy [14],

II-3. M echanizm  regulacji transkrypcji przez 
kom pleks AP-1

Przyjmuje się, że mechanizm regulacji transkrypcji 
przez czynnik transkrypcyjny polega na oddziaływa­
niu czynnika z pewnymi składnikami podstawowego 
kompleksu inicjującego transkrypcję [1]. R a n s o n e 
i w s p. przedstawili dane wskazujące na bezpośrednie 
oddziaływanie białek c-Fos i c-Jun z białkiem TBP 
(ang. TATA box binding protein) — białkiem wiążącym 
się z sekwencją TATA, wymaganą do transkrypcji 
genów przez polimerazę RN A II [17], Inne białka 
należące do rodziny Fos; Fos B i Fra 1, mimo iż mają 
podobną strukturę, nie oddziaływują z TBP. Analiza 
mutacyjna wskazuje, że zarówno region zasadowy jak 
i domena „suwaka leucynowego” c-Fos i c-Jun są 
niezbędne do utworzenia stabilnego kompleksu z TBP. 
Białka c-Fos i c-Jun łączą się z tym samym 51- 
aminokwasowym rejonem C-końca TBP [17], do 
którego przyłącza się znane wirusowe białko aktywa- 
torowe El A [18], Autorzy sugerują, że białka c-Fos 
i c-Jun funkcjonują jako aktywatory transkrypcji 
ułatwiając czynnikowi TBP tworzenie kompleksu, 
który zainicjuje syntezę RNA.

III. Skład kompleksu AP-1 a jego właściwości 
biochemiczne

Określono potencjalne kombinacje białek tworzą­
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cych kompleks AP-1 na podstawie badań dimeryzacji 
białek Fos i Jun syntetyzowanych in vitro. Szczegółowa 
analiza właściwości kompleksów składających się z róż­
nych kombinacji białek Fos i Jun, ujawniła subtelne 
różnice we właściwościach funkcjonalnych komplek­
sów AP-1.

Chociaż początkowo sądzono, że wszystkie białka 
Fos i Jun reagują z taką samą sekwencją AP-1 (TRE), 
stwierdzono, że JunB, w przeciwieństwie do c-Jun, nie 
aktywuje promotorów z pojedynczym miejscem AP-1, 
natomiast może aktywować promotory mające szereg 
miejsc AP-1. Sugeruje to, że transaktywacja przez 
JunB wymaga interakcji szeregu homodimerów zaj­
mujących sąsiednie miejsca [19].

Stabilność wiązania kompleksów AP-1 różni się 
w zależności od jego składu białkowego. Heterodimery 
Fos/Jun wiążą DNA bardziej stabilnie niż homo- 
dimery Jun/Jun. W grupach homodimerów stabilność 
wiązania kompleksu AP-1 z DNA zmienia się na­
stępująco w zależności od obecności poszczególnych 
białek;
— białka Fos: FosB >  Fral >  c-Fos
—  białka Jun: c-Jun > JunD  >  JunB [20].

Skład podjednostkowy kompleksu AP-1 może też 
determinować jego aktywność transkrypcyjną. JunB 
nie aktywuje prom otorów z pojedynczym miejscem 
AP-1 mimo że się z nimi wiąże. Wiążąc się z miejscem 
AP-1, ale nie aktywując transkrypcji, JunB uniemoż­
liwiał działanie innych białek Jun, był więc ich negaty­
wnym regulatorem. Także białka Fos mają swój 
negatywny regulator komórkowy. N a k a b e p p u  
i N a t h a n s  [21] opisali naturalnie występujące 
białko FosB (delta FosB) krótsze od normalnego FosB
0 101 aminokwasów (ang. truncated FosB). Delta FosB 
zachowuje zdolność do dimeryzacji i wiązania DNA, 
ale nie może aktywować transkrypcji. W ten sposób 
delta FosB może współzawodniczyć z innymi białkami
1 uniemożliwiać im interakcje z miejscami AP-1.

IV. Zróżnicowanie składu kompleksu AP-1 in
vivo

Teoretycznie istnieje szereg kombinacji, które mogą 
tworzyć pomiędzy sobą białka Fos i Jun i szereg z nich 
uzyskano i analizowano w badaniach nad białkami 
syntetyzowanymi in vitro. Nie oznacza to jednak, że 
wszystkie kombinacje obserwowane in vitro są rzeczy­
wiście tworzone w komórkach in vivo. Są dane wskazu­
jące na istnienie aktywnych homodimerów Jun. Trans- 
fekcja komórek teratocarcinoma linii F9 (w których 
nie ma ekspresji c-Fos i pokrewnych białek) wektorem 
ekspresyjnym z c-jun, pobudza transkrypcję genu 
markerowego, zależnego od AP-1 [7]. Oznacza to, że 
w komórkach F9 dochodzi do tworzenia aktywnego 
transkrypcyjnie kompleksu c-Jun/c-Jun. Podobne wy­
niki uzyskano dla JunB i JunD  [19, 21].

Uzyskanie danych o realnym składzie kompleksu 
AP-1 w określonych sytuacjach fizjologicznych stało

się możliwe wraz z pojawieniem się przeciwciał swoiś­
cie rozpoznających poszczególne białka Fos i Jun. 
Stosuje się m.in. metodę „supershift”, pozwalającą 
określać skład białkowy kompleksu AP-1. Metoda 
polega na preinkubacji ekstraktów białkowych z prze­
ciwciałami skierowanymi przeciwko poszczególnym 
białkom. Związane przeciwciała z białkiem powoduje 
dodatkowe opóźnienie migracji kompleksu DNA- 
białko i pojawienie się dodatkowego kompleksu 
DNA-białko-przeciwciało rozpoznawanego jako do ­
datkowy prążek techniką badania opóźnienia migracji 
w żelu (ang. gel shift).

Kompleks AP-1 jest indukowany w wielu sytua­
cjach: po pobudzeniu komórek do proliferacji, w trak­
cie programowanej śmierci komórek, w rozwoju i po 
stymulacji komórek układu nerwowego przez bodźce 
elektryczne i chemiczne, jednakże skład kompleksu 
AP-1 w różnych sytuacjach fizjologicznych jest inny [7, 
22-28 i piśmiennictwo tam cytowane]. Wyniki własne 
i innych autorów wskazują na znaczne różnice i dyna­
miczne zmiany składu AP-1. Tabela 1 przedstawia 
dynamikę zmian w składzie AP-1 w mózgu szczura 
w różnych sytuacjach fizjologicznych [23, 24, 26, 28 
oraz dane niepublikowane].

Podobne zjawisko wymiany składników AP-1 ob­
serwowali K o v a r y i B r a v o  [29], którzy wykryli 
obecność różnych kompleksów AP-1 w cyklu kom ór­
kowym fibroblastów. Stwierdzili, że w trakcie przejścia 
G0-G1 wcześnie po przebudzeniu przez surowicę 
występuje c-Fos związany z białkami Jun (c-Jun, JunB, 
JunD), a potem c-Fos jest w kompleksie zastępowany 
przez białka F ra l i Fra2. Zjawisko zastępowania 
białka c-Fos przez F ra l ,  Fra2 lub FosB może mieć 
duże znaczenie w regulacji aktywności AP-1, gdyż np. 
Fra l  i Fra2 hamują aktywność c-Jun [30] i są mniej

T a b e la  1.
Skład  k o m p le k su  AP-1 w m ózgu  szczura  w różnych sy tuacjach  
fizjologicznych

Ź ró d ło  b ia łka
Składniki  kom p lek su  AP-1

i s tan  fizjologiczny bia łka  Ju n b ia łka  Fos

K o ra  czuc iow a szczura
k o n t ro la Jun  D F o s  B
d epryw acja  w z ro k o w a Jun  D F o s  B
stymulacja wzrokowa, 2 h Ju n  B. Ju n  D c-Fos, Fos  B
stymulacja wzrokowa, 6 h Ju n  B, Ju n  D Fos-B

K o ra  czuciowa, rozwój
21 dzień  po  urodzen iu Ju n  D, Jun  B Fos B. Fra-2, c-Fos
K o ra  czuc iow a 2 h po  t re ­
n ingu Jun  D Fos-B
H i p o k a m p  w 2 h po  d rg a ­
w k ach  w yw ołanych  przez
m etrazo l Ju n  B c-Fos,  Fos  B
H ip o k a m p  szczura po
d rg a w k a c h  w yw ołanych
przez ka in ian

faza wczesna —  2 h Ju n  B c-Fos,  Fos  B
faza p óźna  —  6 h Ju n  B c-Fos, Fra-2, Fos B
neurodegeneracja  —  72 h Ju n  D, c-Jun Fos  B
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efektywne niż c-Fos w aktywacji transkrypcji. Wyniki 
badań nad składem i właściwościami kompleksu AP-1 
rzucają światło na potencjalny mechanizm regulacji 
transkrypcji genów poprzez współdziałanie białek 
tworzących kompleks i determinujących jego aktyw­
ność. Wskazują też, jak wiele kombinacji może po­
wstać w grupie kilku reagujących ze sobą białek.

V. Struktura i funkcja kompleksu transkryp- 
cyjnego NFAT

V-1. Aktywacja czynnika transkrypcyjnego N F A T

Od kilku lat pojawiają się doniesienia o bezpośred­
nich, fizycznych oddziaływaniach między czynnikami 
transkrypcyjnymi z niespokrewnionych ze sobą ro ­
dzin. Dobrym  przykładem na współdziałanie, a nawet 
ścisłą zależność pomiędzy różnymi białkami regulują­
cymi poziom ekspresji genów, jest czynnik NFAT, 
białko jądrowe pochodzące z aktywowanych limfocy­
tów T (nuclear factor o f  activated T  cells). Odkrycie 
czynnika transkrypcyjnego N FA T  było związane 
z próbą identyfikacji białek zaangażowanych w kon t­
rolę ekspresji genu kodującego interleukinę 2 — IL2 
[31]. IL-2 jest cytokiną produkow aną przez limfocyty 
T po związaniu antygenu ze swoistym receptorem 
(TCR) na powierzchni tych komórek i odgrywa istotną 
rolę w regulacji ich proliferacji. Czynnik NFAT, wiążą­
cy się z określoną sekwencją w obrębie prom otora 
genu IL-2, pojawia się w około 20 min. po stymulacji 
komórek białaczkowych linii Jurkat, po czym jego 
ilość stopniowo rośnie przez 2h. Jego obecność poprze­
dza indukcję ekspresji genu IL-2, następującą w około 
40 min. po aktywacji komórek [31]. N FA T  reguluje 
również ekspresję genów kodujących inne limfokiny: 
IL-3, IL-4, G M -CSF, TNFoc, IFNy, produkowane 
przez limfocyty oraz komórki nie związane z układem 
odpornościowym [32].

Czynnik transkrypcyjny N F A T  jest kompleksem 
utworzonym przez dwa składniki: cytoplazmatyczny 
i jądrowy. Składnik cytoplazmatyczny jest obecny 
w komórkach niepobudzonych, natomiast składnik 
jądrowy jest indukowany w momencie gdy do komórki 
dociera sygnał zewnątrzkomórkowy [33]. F l a n a ­
g a n  i w s p .  [33] wykazali, że aktywacja czynnika 
transkrypcyjnego N FA T  przebiega w dwóch etapach: 
etap pierwszy (A) jest uwarunkowany wzrostem pozio­
mu C a2+ wynikającym z pojawienia się wtórnego 
przekaźnika — trójfosforanu inozytolu (IP 3) po pobu­
dzeniu TCR na powierzchni limfocytów. Wapń pow o­
duje aktywację kalcyneuryny, fosfatazy serynowo- 
treoninowej zależnej od kalmoduliny i wapnia, której 
jednym z substratów jest właśnie składnik cytoplaz­
matyczny kompleksu NFAT. W wyniku defosforylacji 
białko przemieszcza się do jądra. Etap ten jest ham o­
wany przez dwa związki o działaniu immunosupresyj- 
nym —  cyklosporynę A i FK506 [33, 34], które po 
związaniu z ich wewnątrzkomórkowym receptorem

powodują spadek aktywności enzymatycznej kalcy­
neuryny. Nadekspresja genów kodujących podjednos­
tki: katalityczną i regulatorową tego enzymu w kom ór­
kach białaczkowych linii Jurkat, prowadziła do zwięk­
szonej ekspresji genu reporterowego zależnego od 
NFAT, jak również powodowała zwiększoną opor­
ność komórek na działanie cyklosporyny A i FK506 
[35], Wyniki tych badań wskazują na kluczową rolę 
kalcyneuryny w szlaku przekazywania sygnału, które­
go elementem jest N F A T  [36],

Etap drugi (B): W wyniku aktywacji kinazy biał­
kowej C poprzez diacyloglicerol dochodzi do urucho­
mienia kaskady zdarzeń prowadzących do wzmożonej 
ekspresji genów kodujących białka składnika jądrow e­
go. Stwierdzono, że jest nim znany od daw na czynnik 
transkrypcyjny AP-1. Tworzą go białka z rodziny Fos 
i Jun, które w formie hetero-(Fos-Jun) lub homo- 
dimerów (Jun-Jun) stanowią wraz ze składnikiem 
cytoplazmatycznym, aktywny kompleks N F A T  

* zdolny do rozpoznawania określonej sekwencji 
DNA, wiązania się z nią i aktywowania zależnych od 
niego genów [34, 36-39], Schemat aktywacji czynnika 
transkrypcyjnego N F A T  przedstawia rycina 1.

V-2. Składniki cytoplazm atyczne kom pleksu  
N F A T  i ich tkankow o-specyficzna ekspresja

Wyizolowano trzy białka, które wiążą się z sekwen­
cją N FA T  i mogą stanowić cytoplazmatyczny składnik 
kompleksu. Są to: N F A T p (preexisting) — występujący 
w trzech izoformach, powstałych w wyniku alter­
natywnej obróbki mRNA, N FA T c {cytosolic) i NFATx 
(Ryc. 4). Poznano również sekwencję kodujących je 
genów. Białka te zawierają domenę, obejmującą około 
290 reszt aminokwasowych, homologiczną w około 
20% z domeną białek z rodziny Rei (p65 podjednostka 
NFkB) —  odpowiedzialną za wiązanie z DNA i dime- 
ryzację [38, 40], W obrębie N-końcowym tej domeny 
w białku N F A T p zidentyfikowano odcinek obejmują­
cy 187 aminokwasów, konieczny do związania się 
białka z DNA [39], Odcinek ten zawiera 8 am ino­
kwasów bezpośrednio wiążących się z DNA i wy­
stępujących również w białkach N FA Tc i NFA Tx [38, 
39-41]. Podobieństwo pomiędzy białkami NFA Tp,

NFATx

NFATc

—4XKX dom ena Rei

dom ena Rei

116 kDa

78 kDa

n™> *4XX> dom ena Rei 120 kDa

Ryc. 4. S t ru k tu r a  rodziny  białek N F A T c .  Z a z n a c z o n o  położenie  
d o m e n y  hom olog i i  d o  b iałek Rei. O tw a r te  bloki  o znacza ją  
o b sz a ry  bo g a te  w reszty se rynow e i pro linow e. Sekw encja  
N - k o ń c a  b ia łka  N F A T p  nie jest znana .
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NFATc i NFATx jest szczególnie duże właśnie w rejo­
nie homologii z białkami Rei i wynosi około 70% [38, 
40, 41]. W odcinku N-końcowym wszystkich trzech 
białek zidentyfikowano obszary bogate w serynę i pro- 
linę — tzw. SP box. Motyw ten powtarza się trzykrot­
nie w każdym białku i jest unikatowy w rodzinie 
NFAT, a jego znaczenie dla funkcjonowania komplek­
su nie jest znane [41].

Chociaż N FA Tp oraz N FA Tc i NFATx są zdolne 
do rozpoznawania i wiązania się z taką samą sekwen­
cją, specyficzność wiązania z DNA nie jest identyczna. 
N a przykład N FATc wiąże się w nieobecności AP-1 
z sekwencją N FA T występującą w promotorze mysie­
go genu IL-2, podczas gdy NFATx nie jest zdolne do 
takiego oddziaływania [41].

Ekspresja genów kodujących mRNA składników 
cytoplazmatycznych kompleksu N FA T  jest różna 
w różnych tkankach. Stwierdzono obecność mRNA 
genu kodującego N FATc w aktywowanych kom ór­
kach ze śledziony, grasicy oraz w komórkach skóry 
[40], czyli w obszarach, w których zachodzi transkryp­
cja zależna od N FA T  [42]. Dużo niższy poziom 
mRNA NFATc stwierdzono w mięśniach, płucach, 
jądrach, prostacie, jajnikach, okrężnicy. Natomiast 
w mózgu, wątrobie i nerkach nie wykryto nawet 
śladowych ilości tego mRNA [40], NFA Tc jest in­
dukowany przez estry forbolu i jonomycynę w kom ór­
kach bialaczkowych linii Jurkat. Indukacja ta jest 
hamowana przez cyklosporynę A. Wskazuje to na 
udział białka N FA Tc w autoregulacji genu, który je 
koduje [40],

Poziom mRNA NFATx jest wysoki w grasicy, 
zwłaszcza w populacji tymocytów CD4 +  CD8 + ,  k tó­
re w trakcie negatywnej selekcji tymocytów w grasicy, 
umierają na drodze apoptozy [41], Istnieją przesłanki 
aby sądzić, że czynnik transkrypcyjny N FA T  jest 
zaangażowany w regulację programowanej śmierci 
tymocytów [43]. Być może właśnie NFATx jest tym 
białkiem z grupy białek NFAT, które odgrywa istotną 
rolę w procesie dojrzewania limfocytów.

N F A T p jest jedynym spośród trzech do tej pory 
opisanych białek, które występuje nie tylko w kom ór­
kach układu odpornościowego tj. splenocytach, tymo- 
cytach czy limfocytach z krwi obwodowej, ale również 
w mózgu [40, 41, 44]. Obecność białka N FA Tp 
stwierdzono w hipokampie, móżdżku, korze czołowej, 
opuszce węchowej a także w komórkach nowotworu 
kory nadnerczy PC 12 [44], Nie ma danych wskazują­
cych czy aktywacja tego białka przebiega w taki sam 
sposób w komórkach układu nerwowego jak i w lim­
focytach. Jest to jednak prawdopodobne, ponieważ 
wzrost wewnątrzkomórkowego poziomu wapnia 
w neuronach konieczny do defosforylacji białka 
N FA T p, ma miejsce w wyniku depolaryzacji komórek 
lub zadziałania neurotransmitera. Ponadto  kalcyneu- 
ryna — regulująca stan ufosforylowania N FA T  — wy­
stępuje obficie w układzie nerwowym. Białko N FA T p 
wyróżnia się również tym spośród białek NFAT, że jest

Ryc. 3. Schem at  aktyw acji  p r o m o to r a  genu in ter leuk iny  2 przez 
k o m p lek s  t r ansk rypcy jny  N F A T .  S tym ulacja  recep to ra  
a n ty g e n u  (TC R ) p row adz i  d o  podw yższen ia  stężenia jo n ó w  
w ap n ia  o raz  aktyw acji  sz laku p rzekaźn ic tw a  sygnału, 
w k tó ry m  uczestniczą k inaza  b ia łkow a  C  (P K C )  o raz  b ia łka  
G  (ras). J o n y  w ap n ia  a k ty w u ją  k a lcyneurynę  (*jej a k ty w ­
ność jest h a m o w a n a  przez leki im m unoosupresy jne :  cyk lo ­
sp o ry n ę  A o raz  FK506) ,  k tó ra  defosforyluje cy to p lazm aty -  
czny sk ładn ik  N F A T p  (p =  preexisting) um ożliwia jąc  jego  
przemieszczenie się d o  j ą d r a  k o m ó rk o w e g o .  A k ty w o w an y  
za p o średn ic tw em  sz laku P K C / r a s  sk ładn ik  j ą d ro w y  
N F A T n  (n =  nuclear)  łączy się z N F A T c  tw orząc  funkc ­
jo n a ln y  ko m p lek s  t ranskrypcy jny ,  k tó ry  m oże  wiązać się 
z sekwencjam i N F A T .  W p ro m o to rz e  genu in ter leukiny 
2 op ró cz  5 miejsc w iązan ia  k o m p lek su  N F A T  są też miejsca 
w iązan ia  czynn ików  z rodziny  o k ta m e r  (Oct) i N F kB .

zdolne do samodzielnego, bez udziału AP-1, wiązania 
się z rozpoznawaną sekwencją. Takie oddziaływanie 
stwierdzono w obrębie prom otora genu kodującego 
T N F a,  do którego wiążą się dwie cząsteczki N FA Tp 
[45] oraz w przypadku prom otora genu IL-4 [46] 
i IL-2 (Ryc. 3) [47],

Podsumowywując dotychczasowe dane można 
określić czynnik transkrypcyjny N FA T jako kompleks 
białkowy, który utworzony jest z jednego z trzech do 
tej pory poznanych białek znajdujących się w cytoplaz- 
mie oraz białek jądrowych z rodziny Fos i Jun, 
tworzących czynnik transkrypcyjny AP-1. Aktywacja 
kompleksu N FA T  wiąże się ze wzrostem poziomu 
C a2+ oraz pojawieniem się nowych białek (Fos, Jun), 
w następstwie aktywacji kinazy białkowej C. N FA T  
wydaje się być czynnikiem zaangażowanym głównie 
w regulację genów kodujących limfokiny, choć istnieją 
dane o jego obecności w komórkach nie związanych 
z układem odpornościowym.

VI. Współdziałanie czynników transkrypcyj- 
nych AP-1 i NFAT w procesie regulacji 
ekspresji genów

VI-1. O ddziaływ anie białka N F A T p  z prom otora­
mi różnych genów

W promotorach kilku genów kodujących cytokiny 
znaleziono miejsca wiązania białka NFATp. Są to 
promotory genów: interleukiny 2 (IL2) (Ryc. 3), IL3, 
IL4, czynnika stymulującego wzrost granulocytów
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i makrofagów (GM-CSF) i czynnika nekrozy nowo­
tworów (TNFa). Wszystkie te miejsca mają sekwencję 
GGA(A/G)AA, z którą wiąże się białko NFATp. 
W obszarze promotora, sąsiadującym z tą sekwencją, 
występują już jednak znaczne różnice [32],

Stwierdzono, że białko N FA T p wiąże się z od­
powiednimi miejscami prom otora genu kodującego 
IL2 w kompleksie z AP-1, tworząc opisany wcześniej 
kompleks NFAT. W promotorze tego genu znaleziono 
także miejsce wiązania samego białka N F A T p (Ryc. 3) 
[47], W promotorze genów kodujących IL3 i GM - 
CSF miejsca wiązania białka N F A T p sąsiadują z miej­
scami wiązania czynnika AP-1 lub CREB (ang. cyc lic 
A M P  responsive element binding protein), a w p rom oto­
rze genu kodującego IL4 — z miejscem wiążącym 
czynniki z rodziny Oktam er [32], Prom otor genu 
kodującego T N F a  posiada tak zwane elementy k , 

z którymi wiąże się białko NFATp, najpraw dopodob­
niej w kompleksie N FA Tp/N FA T. Mutacja w sekwen­
cji 5'-lub 3'-końca elementu k  uniemożliwiała indukcję 
transkrypcji genu T N F a  [32, 45]. Spośród wspo­
mnianych promotorów, najlepiej poznany jest p rom o­
tor genu IL2 i wiązanie się białka N FA T p w komplek­
sie z AP1 z odpowiednimi sekwencjami DNA zostało 
udokumentowane doświadczalnie [36].

VI-2. Tworzenie funkcjonalnego kom pleksu  
N F A T

Białka NFATp, NFATc, NFATx (w dalszej części 
zostanie omówiony głównie NFATp, gdyż badania 
przeprowadzone były przede wszystkim na tym białku) 
i czynnik transkrypcyjny AP-1 tworzą kompleks 
NFAT. Aby zbadać, które domeny białek składających 
się na kompleks N FA T są odpowiedzialne za jego 
tworzenie, posłużono się analizą oddziaływań między 
poszczególnymi białkami pozbawionymi określonych 
domen.

Stwierdzono, że w oddziaływaniach między skład­
nikami kompleksu ze strony czynnika AP-1 uczest­
niczy domena zawierająca strukturę „suwaka leucyno- 
wego” —  bZIP  [36].

Regionem białka N FA Tp niezbędnym do tworzenia 
kompleksu z czynnikiem AP1 jest centralny fragment 
białka długości 187 aminokwasów [39], którego sek­
wencja jest ewolucyjnie zachowywana w rodzinie 
białek N FA T  [48,41], Jest to część dłuższego fragmen­
tu, około 300 aminokwasowego, o ograniczonej homo- 
logii do ewolucyjnie zachowywanego regionu białek 
Rei (RHR — ang. Rei homology region). Homologia 
odpowiedniego fragmentu N FA T p do RHR wynosi 
zaledwie 20%, ale wspomina się o niej, gdyż dotyczy 
obszaru o podobnej funkcji w białkach z obu rodzin. 
W obu przypadkach region ten odpowiada za wiązanie 
się czynnika z DNA i za oddziaływanie ze strukturą 
„suwaka leucynowego” przy tworzeniu kompleksów 
z czynnikami z innych rodzin. Za bezpośrednie od­
działywanie z DNA w przypadku białek Rei od­

powiedzialna jest sekwencja aminokwasowa RERYX- 
CEG [39]. Wyniki analizy zdolności wiązania się 
z DNA zmutowanego białka N FA T p sugerują, że za 
bezpośrednie oddziaływanie tego białka z DNA od­
powiada sekwencja RAHYETEG [39].

Wydaje się, że centralną rolę w powstawaniu kom ­
pleksu N FA T odgrywa sekwencja DNA, z którą ten 
kompleks się wiąże. Przemawiają za tym wyniki do­
świadczeń typu gel-shift, w których mysie białka 
NFATp, c-Fos i c-Jun inkubowano z sondami AP-1 
i N FA T  w różnych kombinacjach. Obecność czynnika 
N FA T p nie wpływała w żaden sposób na wiązanie się 
białek Fos i Jun z sekwencją AP-1, co sugeruje, że 
w nieobecność sekwencji N FA T  nie powstaje białkowy 
kompleks N FA T  [36],

VI-3. Rola składników kom pleksu N F A T  w regu­
lacji ekspresji genów

Rycina 5 przedstawia sekwencję rozpoznawaną 
przez kompleks N FA T  z mysiego i ludzkiego prom o­
tora genu kodującego IL2. W jej obrębie znajduje się 
fragment rozpoznawany przez czynnik N FA T p oraz 
sekwencja, z którą może wiązać się kompleks AP-1. 
Sekwencja ta odbiega od sekwencji najwyższej zgod­
ności dla AP-1 (por. Ryc. 2 i Ryc. 5), dlatego może 
słabiej oddziaływać z czynnikiem AP1 [32],

a

b

AAGAAAGGAGGAAAAACTGTTTCATACAGAA

Ryc. 5. Sekwencje miejsc w iązan ia  k o m p lek su  N F A T  w dysta lnej 
części p r o m o to r a  m ysiego (A) i ludzkiego (B) genu intcr-  
leukiny 2. Z a z n a c z o n o  sekwencje, z k tó rym i wiążą się 
czynniki  AP-1 i N F A T p .

Wiązanie się N FA T p z DNA w promotorze mysiego 
genu IL2 jest mniej stabilne niż wiązanie się całego 
kompleksu NFA T [36, 47] (Ryc. 6). W przypadku 
prom otora  ludzkiego genu IL2 w ogóle nie stwier­
dzono wiązania się z nią samego białka NFATp, 
a jedynie wiązanie się całego kompleksu N FA T [49], 
Przyczyną może być niewielka różnica w sekwencji 
obu prom otorów (Ryc. 5). Z kolei kompleks AP1 
samodzielnie nie wiąże się z miejscem N FA T  w prom o­
torze mysiego genu [36, 37]. Sugeruje to, że czynnik 
N FA T p odpowiada za specyficzność wiązania kom ­
pleksu NFAT. Kompleks AP1 zaś wyraźnie stabilizuje

Szybkość dysocjacji < 2 min. Szybkość dysocjacji > 20 min,

Ryc. 6. W pływ  sk ła du  k o m p le k su  N F A T  na  s tab ilność  jego  w iąza­
nia  z. D N A .

CCC CAAAGAGGAAAAT TACAGAA
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wiązanie N F A T p z odpowiednią sekwencją DNA.
Aby określić rolę poszczególnych składników kom ­

pleksu N F A T  w aktywacji transkrypcji, testowano in 
vitro wpływ na transkrypcję odpowiedniej matrycy 
następujących mysich białek: NFATp, c-Fos i mutanta 
c-Fos pozbawionego domeny transaktywującej oraz 
c-Jun, c-Jun pozbawionego domeny transaktywującej 
i m utanta c-Jun (J91-334) o podwyższonej zdolności 
aktywacji. Matrycą był plazmid zawierający mysi gen 
IL2 pod kontrolą obszaru regulatorowego z trzema 
miejscami NFAT. Ani białko N FA T p ani kompleks 
API oddzielnie nie wpływały na ekspresję genu IL2, 
podobnie jak N FA T p wraz z c-Jun i c-Fos pozbawio­
nymi domeny transaktywującej. Kompleksy 
N FA Tp/c-Fos i c-Jun lub NFATp/c-Jun aktywowały 
transkrypcję matrycy DNA. Najwyższy poziom eks­
presji uzyskano inkubując matrycę z kompleksem 
N FA T p/m utan t  c-Jun J91-334. Wyniki doświadczeń 
wskazują, że rola czynnika API w kompleksie N FA T 
nie ogranicza się do stabilizacji wiązania kompleksu 
z DNA. Czynnik API funkcjonuje także jako ak­
tywator transkrypcji. Jedyne zastrzeżenie budzi fakt 
użycia w opisanych badaniach niekompletnego białka 
NFATp. Nie można wykluczyć, że N FA Tp o pełnej 
długości posiada domenę odpowiedzialną za aktywa­
cję transkrypcji i może samo aktywować transkrypcję 
genu IL2 in vivo.

VI-4. Skład kom pleksu N F A T  in vivo

Oddziaływanie między N FA Tp a API o różnym 
składzie daje możliwość modulacji działania całego 
kompleksu NFAT. W istocie, mimo że teoretycznie 
różne białka z rodziny Fos i Jun mogą wchodzić 
w skład NFAT, tylko niektóre z nich faktycznie 
wchodzą w jego skład i ich ilościowy udział w kom ­
pleksie jest różny.

Indukcja mRNA kodującego większość białek Fos 
i Jun ma miejsce w 30 min. po stymulacji mysich 
limfocytów T linii Ar-5 przez przeciwciało skierowane 
przeciwko receptorowi CD3. Wyjątkiem jest mRNA 
junD, którego wysoki poziom nie zmienia się znacząco 
pod wpływem pobudzenia. Z kolei mRNA fra-1 jest 
indukowane w 4 godziny po stymulacji. Zbadano, 
które białka Fos i Jun wchodzą w skład kompleksu 
A PI, a które w skład N FA T  w dwie godziny po 
opisanej stymulacji. W kompleksach API znajdowały 
się wszystkie białka z rodziny Fos i Jun, natomiast 
w skład kompleksów N FA T  wchodziły jedynie: c-Fos, 
Fra-2, JunB i w mniejszym stopniu JunD  [50].

W 4 godziny po stymulacji normalnych ludzkich 
limfocytów T i komórek białaczkowych linii Jurkat 
przez fitohemaglutyninę (PHA) i estry forbolu (PMA), 
w kompleksie N FA T  wykryto przede wszystkim c-Fos, 
a także c-Jun i JunD  [51]. Natomiast w 6-8 godz. po 
stymulacji ludzkich limfocytów T z krwi obwodowej 
przez estry forbolu i jonomycynę w skład N FA T 
wchodziły przede wszystkim F ra l  i JunB [37].

Zebrane do tej pory dane świadczą o tym, że 
czynniki API o bardzo różnym składzie uczestniczą 
w tworzeniu kompleksu NFAT. Dane te dotyczą 
różnych organizmów, komórek, sposobów stymulacji 
i uzyskiwane były w różnym czasie po pobudzeniu. 
Aczkolwiek nie wyłania się z nich jeszcze spójny obraz 
tworzenia kompleksów N FA T  o określonym składzie, 
uzyskane wyniki sugerują, że dochodzi do zamiany 
składnika c-Fos i Fra-1 w obrębie NFAT. Może to 
zmieniać właściwości biologiczne kompleksu, gdyż 
Fra l  hamuje aktywność c-Jun i jest mniej efektywne 
w stymulacji transkrypcji niż c-Fos [29, 30].

Podsumowanie

Przedstawione powyżej omówienie oddziaływań 
między różnymi czynnikami transkrypcyjnymi nie 
wyczerpuje tematu i jest tylko przykładem ilustrują­
cym, jak złożone są mechanizmy regulacji ekspresji 
genów. Aktywność wielu promotorów zależy od rów­
noczesnej obecności i współdziałania czynników trans­
krypcyjnych. Biorąc pod uwagę, że różne czynniki są 
aktywowane przez swoiste wtórne przekaźniki, należy 
sądzić, że dopiero bodźce równolegle pobudzające 
szereg z nich, pobudzą transkrypcję. Zdolność czyn­
ników transkrypcyjnych do dimeryzacji umożliwia 
tworzenie kompleksów o zróżnicowanym składzie 
pomiędzy białkami z tej samej lub z różnych rodzin. 
W ten sposób nawet stosunkowo niewielka liczba 
białek współdziałając ze sobą może powodować zróż­
nicowaną odpowiedź transkrypcyjną. Stwarza to zre­
sztą okazję do bardziej złożonej kontroli formowania 
się funkcjonalnych kompleksów transkrypcyjnych.

Artykuł otrzymano 18 stycznia 1996 r. 
Zaakceptowano do druku 5 marca 1996 r.
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I. Znaczenie folianów w metabolizmie komór­
kowym

Terminem „foliany” określa się liczną grupę związ­
ków, pochodnych kwasu foliowego, które biorą udział, 
głównie jako koenzymy, w podstawowych procesach 
metabolicznych w komórce takich jak biosynteza 
prekursorów DNA i białek. Enzymatyczne przemiany 
koenzymatycznych form folianu dostarczają aktyw­
nych form jednostek jednowęglowych niezbędnych do 
powstania metioniny, histydyny oraz interkonwersji 
glicyna-seryna oraz biosyntezy puryn i tymidylanu [1] 
(Ryc. 1). Tak więc metabolizm folianów jest szczególnie 
ważny ze względu na jego rolę w procesach replikacyj- 
nych w komórce. Niektóre enzymy biorące udział 
w przemianach folianu są aktywne głównie w fazie 
S cyklu komórkowego (reduktaza dihydrofolianowa, 
synteza tymidylanowa i prawdopodobnie transfor- 
mylazy rybotydów glicynamidu i aminoimidazolokar- 
boksyimidu) [2].

II. Regulacja poziomu enzymów folianowych 
w komórkach organizmów wyższych

Regulacja procesów metabolicznych może zacho-

1 Prof. d r  hab., Z ak ład  G enetyki,  Ins ty tu t  Biochemii i Bio­
fizyki, P A N , ul. Paw ińsk iego  5A, 02-106 W a rs z a w a ,2 doc. d r
hab., Z ak ład  Biochemii K om órk i ,  Ins ty tu t  Biologii D o ­
świadczalnej im. M. N enckiego, PA N , ul. P as teu ra  3, 02-093 
W arsz aw a

dzić poprzez zmiany stężeń substratów i efektorów 
(aktywatorów i inhibitorów) enzymów, względnie 
przez zmiany zawartości enzymów w komórce. Pierw­
szy z wymienionych systemów regulacyjnych stanowi 
mechanizm natychmiastowej odpowiedzi komórki na 
wszystkie perturbacje metaboliczne, drugi zaś ma 
znaczenie w odpowiedzi na bardziej trwałe bodźce np. 
na obecność określonych związków pokarmowych 
w otoczeniu komórki lub ich wyczerpanie.

Na temat regulacji aktywności enzymów czynnych 
w metabolizmie folianów u organizmów wyższych jest 
stosunkowo dużo danych doświadczalnych [1, 3-5], 
znacznie mniej natomiast dotyczących regulacji ich 
wewnątrzkomórkowego poziomu. Większość danych 
dotyczy zmian poziomu syntazy tymidylanowej i reduk- 
tazy dihydrofolianowej w związku ze zwiększonym 
zapotrzebowaniem na tymidylan komórek będących 
w fazie S cyklu podziałowego [2, 6, 7], Zmiany 
poziomu tych enzymów w powiązaniu z cyklem komór­
kowym obserwowano też u drożdży [8]. W kom ór­
kach ssaków stwierdzono ponadto znaczne zwięk­
szenie ilości białka syntazy tymidylanowej i reduktazy 
dihydrofolianowej w wyniku zwielokrotnienia, pod 
wpływem cytostatyków, liczby kopii genów kodują­
cych te enzymy [9, 10],

* W Postępach Biochemii na przestrzeni wielu lat ukazały się 
a r ty tu ły  om aw iające  ówczesny stan  wiedzy dotyczący m e ta ­
bolizm u folianów np. B arba ra  G rze lako w ska-S z tabe r t  (1977) 
Post Biochem  22, 345-385
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Ryc. 1. M e ta b o l iz m  folianów
Enzymy: 1 —  syn taza  m e t io n in o w a  (m ety lo transfe raza  
5 -m e ty lo te t r ah y d ro p te ro i lo p o l ig lu tam in ian :  h om ocys te ina  
(E C  2.1.1.13)); 2 —  s-m ety lo transfe raza  betaina: h o m o c y s ­
te ina  (EC  2.1.1.5); 3 —  red u k ta z a  d ihy d ro fo l ian o w a  (ok- 
sy d o re d u k ta z a  d ihydrop te ro i lo p o l ig lu tam in ia n :  N A D P
(E C  1.5.1.4)); 4 —  h y d ro k sy m ety lo t ra n sfe ra za  sery n ow a  (EC  
2.1.2.1); 5 —  red u k ta z a  m ety len o te t rah y d ro fo l ian o w a  
(F A E )H 2) (E C  1.1.99.15); 6 —  syn taza  S -adenozy lom etion i-  
n o w a  (EC 2.1.1.12); 7 —  różne  transm ety lazy ;  8 —  syn taza  
S -a d e n o z y lo h o m o c y s te in o w a  (EC  2.1.1.10); 9 —  (3-syntaza 
c y s ta t io n in o w a  (EC 4.2.1.22)
Skró ty :  H 2P tc G lu n —  d ihydrop te ro l i lo p o l ig lu ta m in ian ;  
H 4 P te G lu n — te trahy d ro p te ro l i lo p o l ig lu tam in ian ;  
C H 2H 4P te G lu n —  m ety leno te t rah y d ro p te ro l i lo p o l ig lu ta -  
m in ian ;  C H , H 4P te G lu n —  m ety lo te t ra h y d r to p te ro l i lo p o l i -  
g lu tam in ian ;  A do-m et  —  adenozy lom et ion ina ;  A doH cy  
— ad en o zy lo h o m o cy s te in a .  M c eC -sym bo l  genu k o d u ją c e ­

go syn tazę  S -aden o zy lo m et io n in o w ą

Danych na temat zmiany poziomu enzymów folia- 
nowych zachodzących pod wpływem zmiany we­
wnątrzkomórkowej puli niskocząsteczkowych meta­
bolitów powodowanych zmianami w składzie pokar­
mu jest jeszcze mniej. W badaniach nad szczurami 
F i  n k e l  s t e i n  i M a r t i n  [11] wykazali, że dieta 
bogata w metioninę prowadziła do trzykrotnego 
zmniejszenia poziomu syntazy metioninowej w wąt­
robie szczura z jednoczesnym jaskrawym podwyż­
szeniem poziomów (3-syntazy cystationowej i trans­
metylazy b e ta in a : homocysteina (Ryc. 1). Wiązało się 
to ze zmianą wewnątrzkomórkowego stężenia homo- 
cysteiny, k tóra była wykorzystywana w trzech reak­
cjach katalizowanych przez wymienione enzymy. Pod­
kreślić jednak trzeba, że w omawianych doświad­
czeniach równie istotną rolę w regulacji metabolizmu 
homocysteiny, co zmiany w poziomie enzymów, speł­
nia regulacja ich aktywności. Szczególnie istotna jest tu 
silna inhibicja reduktazy metylenotetrahydofoliano- 
wej i aktywacja (3-syntazy cystationowej przez S- 
adenozylometioninę [12],

Badania nad metabolizmem folianów prowadzone 
na organizmach wyższych napotykają na trudności, 
ponieważ nie ma łatwego sposobu otrzymywania 
mutantów zarówno w genach struktury, kodujących 
poszczególne enzymy cyklu folianowego jak i genach

regulacyjnych to jest tych, których produkty regulują 
ekspresję innych genów, a nie uczestniczą w reakcjach 
metabolicznych. Trzeba przy tym zwrócić uwagę, że 
mikroorganizmy, zwłaszcza wolnożyjące, regulują 
swój metabolizm w odpowiedzi na zmieniające się 
warunki środowiska. Stąd wydaje się, że modele bak­
teryjne i grzybowe mogą być pomocne w wyjaśnianiu 
szeregu aspektów metabolizmu folianowego, takich 
jak regulacje syntezy enzymów folianowych i puli 
folianów, szczególnie, że u tych organizmów stosun­
kowo łatwo otrzymuje się mutanty.

III. Regulacja poziomu enzymów folianowych 
w komórkach bakterii

Już w latach siedemdziesiątych wykazano w kom ór­
kach E sc h e r ic h ia  c o li, że metionina reprymuje syntezę 
hydroksymetylotransferazy serynowej, reduktazy me- 
tylenotetrahydrofolianowej i syntazy metioninowej 
(cytowane za [13]). Nowsze badania D e v a  i H a r -  
v e y a  [14, 15], pokazały,że regulacja poziomu hydro­
ksymetylotransferazy serynowej ma złożony charak­
ter, ponieważ oprócz metioniny uczestniczą w niej 
seryna, puryny, a także homocysteina. Wykazano, że 
korepresorem (Ryc. 1) jest nie metionina, ale S-adeno- 
sylometionina oraz, że homocysteina stymuluje syn­
tezę tego enzymu. W komórkach E. co li  stwierdzono 
również symulację syntezy syntazy metioninowej nie­
zależnej od witaminy B12 przez homocysteinę. Jedno­
cześnie homocysteina powodowała represję wytwarza­
nia syntazy metioninowej zależnej od tej witaminy 
[16], W regulacji tej uczestniczy białko regulatorowe 
kodowane przez gen m e tR .  Jest to jedyny, jak dotąd, 
przypadek stwierdzenia roli homocysteiny jako  efek- 
tora w regulacji poziomu enzymów folianowych w ko­
mórkach bakterii.

IV. Regulacja poziomu enzymów folianowych 
w komórkach grzybów

Badania nad nitkowatym grzybem N e u r o s p o r a  cra s-  
sa  wykazały, że metionina, zwłaszcza dodana  do 
pożywki łącznie z choliną (także donor grupy metylo­
wej) powoduje represję syntezy enzymów folianowych 
prowadzących do syntezy metioniny: hydroksymetylo­
transferazy serynowej, dehydrogenazy metylenotetra- 
hydrofolianowej oraz syntazy metioninowej (Ryc. 1). 
Podobną represję powoduje też dodany do pożywki 
wyciąg z drożdży [13]. Prawdopodobnie więc poziom 
syntezy trzech badanych enzymów jest regulowany 
przez kilka niskocząsteczkowych efektorów.

U innego grzyba nitkowatego A sp e rg illu s  n id u la n s , 
który jak N . cra ssa , jest równie powszechnie stosowa­
nym obiektem prac genetycznych, wyizolowano setki 
różnorodnych mutantów metabolicznych, jednak nie 
udało się uzyskać mutacji w genach kodujących po­
szczególne enzymy folianowe. Natomiast znane były 
dwa m utanty m e tH 2  i rne tD lO  zaburzone w syntezie
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metioniny bardzo słabo rosnące bez dodania tego 
aminokwasu do pożywki. Analizując pulę am ino­
kwasów siarkowych tych m utantów [ 17] wyrosłych na 
pożywce z 35S 0 4, wykryto homolantioninę, analog 
cystationiny, powstający przy nadmiarze homocys- 
teiny w komórce. Świadczyło to o niewydajnej syntezie 
metioniny z homocysteiny. Jak się okazało aktywność 
syntazy metioninowej jest w mutancie metH2  ob ­
niżona [1 8 ] ,  nie na tyle jednak, aby tłumaczyło to 
zapotrzebowanie tego szczepu na metioninę. Oba 
mutanty wykazują także niższy, niż szczep dziki, 
poziom hydroksymetylotransferazy serynowej, ale 
metDlO ma wyższy, niż szczep dziki, poziom drugiego 
enzymu syntetyzującego metioninę — metylotrans- 
ferazy b e ta in a : homocysteina. Otrzymane wyniki 
wskazują na plejotropowy charakter obu mutacji 
i sugerują, że dotyczą one genu regulatorowego kont­
rolującego syntezę szeregu enzymów folianowych. Z o ­
stało to potwierdzone badaniami nad syntetazą folylo- 
poliglutamylową, katalizującą powstawanie fizjologi­
cznych substratów dla wszystkich enzymów foliano­
wych. W obu m utantach rosnących w pożywce mini­
malnej nie zawierającej metioniny poziom enzymu 
odpowiadał stanowi represji obserwowanemu w szcze­
pie standardowym rosnącym w pożywce uzupełnionej 
metioniną. Korelowało to ze znacznie obniżoną zdol­
nością m utantów do glutamylacji in vivo analoga 
folianu — ametopteryny, który jest łatwym do śledze­
nia i analizy przedstawicielem pochodnych foliano­
wych [19]. Wyniki nowszych badań potwierdziły, że 
mutacje metH2 i metDIO prowadzą do zmian w regula­
cji syntezy enzymów folianowych: w mutancie metDIO 
stwierdzono wyższy niż w szczepie dzikim poziom syn­
tazy metioninowej i reduktazy dihydrofolianowej niż­
szy zaś poziom hydroksymetylotransferazy serynowej 
i dehydrogenazy metylenotetrahydrofolianowej [20], 

Silnym impulsem do badania regulacji syntezy en­
zymów folianowych u Aspergillus było wykrycie, że 
niektóre z nich ulegają derepresji w mutantach scon 
(sulfur controller), w których zniesiona jest tzw. meta­
boliczna represja siarkowa [ 2 1 ] ,  Oznacza to, że gdy 
dostępne jest w podłożu preferencyjne źródło siarki 
(najlepiej metionina), to ulega represji szlak asymilacji 
siarczanu. Jest to zrozumiałe, gdy weźmie się pod 
uwagę energochłonność tej asymilacji (dwie cząsteczki 
A TP na jedną cząsteczkę siarczanu), a także fakt, że 
metionina jest doskonałym prekursorem cysteiny. 
O tóż w mutantach scon zaburzona jest metaboliczna 
regulacja siarkowa. Opisano cztery geny sconA, sconB, 
sconC  i sconD, w których mutacje dają opisany efekt. 
M utanty  te charakteryzują się wysokim poziomem 
szeregu enzymów metabolizmu siarkowego, prawie 
niezmienionym w obecności metioniny tego dodanej 
do pożywki. W efekcie, w grzybniach m utantów scon 
obserwowano znacznie wyższy niż w szczepie dzikim 
poziom aminokwasów siarkowych, zwłaszcza cysteiny 
(2 -1 0 razy więcej) i homocysteiny (2-5 razy więcej) [2 1 ] ,  
Wyższe było też stężenie metioniny, ale nie prze­

kraczało dwukrotnie poziomu tego aminokwasu 
w szczepie dzikim.

Wysoki poziom kilku enzymów folianowych takich 
jak: reduktaza dihydrofolianowa, hydroksymetylo- 
transferaza serynowa, dehydrogenaza metylenotetra- 
hydrofolianowa i syntaza metioninowa okazał się 
bardzo istotną właściwością mutantów scon. W przeci­
wieństwie jednak do enzymów metabolizmu siarkowe­
go synteza wymienionych enzymów folianowych ule­
gała represji w warunkach wzrostu w obecności metio­
niny w pożywce. Sugerowało to, że podwyższony 
poziom tych enzymów w mutantach scon rosnących 
w pożywce minimalnej nie jest bezpośrednim skutkiem 
mutacji, a efektem wtórnym, np. podwyższonego stęże­
nia jakiegoś związku siarkowego. Dane z badań bak­
terii (patrz rozdział II) sugerowały, że może chodzić tu
0 homocysteinę, co zostało potwierdzone doświadczal­
nie. Okazało się, że homocysteina dodana do pożywki 
wzrostowej powoduje podwyższenie poziomu bada­
nych enzymów folianowych, zaś metionina ich represję 
(Ryc. 2). Biorąc pod uwagę wzajemne powiązanie 
metaboliczne tych dwóch aminokwasów, taki sposób 
regulacji syntezy enzymów folianowych nie wydaje się 
dziwny. Warto przy tym nadmienić, że mutant mecC 
częściowo zablokowany w syntezie S-adenozylometio- 
niny (Ryc. 1), który ma 3-krotnie podwyższony w sto­
sunku do szczepu dzikiego poziom wolnej metioniny 
[20], wykazuje poziom enzymów folianowych od­
powiadających stanowi represji. Świadczy to, że efek- 
torem represji jest sama metionina, a nie S-adenozylo- 
metionina. Warto jednak zwrócić uwagę, że S-adeno- 
zylometionina uczestniczy w regulacji aktywności sze­
regu enzymów metabolizmu aminokwasów siarkowych
1 metabolizmu folianowego [12], Stwierdziliśmy na 
przykład, że hamuje ona silnie reduktazę metylenoteta- 
hydrofolianową (I50 =  3pM ) [dane niepublikowane].

Wyniki badań nad mutantami scon nasunęły przy­
puszczenie, że mutanty metH2  i metDIO mogą być

% 300 ■

DHFR HMTS OMTF MS FPGS

Ryc. 2. P oziom  red u k tazy  d ihydrofo l ianow ej  (D H F R ) ,  hydroksy-  
m ety lo transfe razy  se rynowej (H M T S),  syn tazy  m e t ion i ­
nowej (MS), r ed u k tazy  m e ty leno te trahydro fo l ianow ej  
( O M T F )  i syn te tazy  fo ly lopolig lu tam ylowej (F P G S )  
w szczepie dzik im  Aspergillus nidulans w yrosłym  w pożywce 
m inim alnej  i w pożywce minim alnej  uzupełn ionej  hom ocys-  
te iną lub m et ion iną .  Poz iom  enzym ów  w grzybni z. pożywki 
minim alnej  o k reś lo n o  j a k  100%.
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T ab ela  1.
A ktyw ność  sy n te ta ty  fo ly lopolig lu tamylowcj (F P G S )  i syntazy mc- 
t ioninowej (M S) w szczepie dzikim, m u tan c ie  m etH 2  i r ew er tan tach  
(R) tego m u t a n t a  ro snących  w pożywce min im alnej  (M M) i w pożyw ­
ce m in im alne j  uzupełn ionej  m et io n in ą  [19]

Szczep

A ktyw ność  (nm ole /godz . /m g  białka)

F P G S MS

M M M M  +  met M M M M  -l-met

Dziki 4.03 0.72 12.8 7.3
m etH 2 1.29 0.73 10.0 5.9
R5 4.85 0.84 14.6 6.3
R7 5.20 0.86 18.1 14.9
R8 5.40 4.75 13.1 14.0
RIO 5.30 1.01 18.7 8.5
R 14 5.25 4.95 13.6 13.7
R 15 4.95 5.70 13.1 17.4

nadwrażliwe na represję metioninową pod względem 
enzymów folianowych (być może także tych, które nie 
były przez nas badane), co powoduje zakłócenie meta­
bolizmu folianowego i niezbędność metioniny do ich 
wzrostu. Jeżeli założenie to jest prawdziwe, to powinno 
być możliwe otrzymanie rewertantów zdolnych do 
wzrostu bez metioniny. Część z nich mogłaby mieć 
uszkodzony zależny od metioniny system represji, co 
prowadziłoby do podwyższenia poziomu enzymów 
folianowych. Dane przedstawione w tabeli 1 wykazują, 
że w kilku rewertantach szczepu metH2  poziom dwóch 
badanych dotąd  enzymów folianowych jest wysoki, co 
potwierdza słuszność powyższego założenia. Jedno­
cześnie stwierdzono, że rewersja w przypadku rewer- 
tanów R8, RIO, R15 jest skutkiem mutacji w genach 
innych niż metH. Oznacza to, że mutacje te powstały 
w dotychczas niezidentyfikowanych genach regulacyj­
nych metabolizmu folianowego u Aspergillus nidulans, 
których liczba jest najprawdopodobniej większa.

Powyższy przegląd wykazuje, że Aspergillus nidulans 
jest doskonałym materiałem modelowym do badania 
regulacji metabolizmu folianowego u eukariontów. 
Jest on pierwszym organizmem z tej grupy, w którym 
udało się otrzymać mutacje w genach regulujących 
poziom enzymów folianowych. Otwierają się więc 
możliwości zrozumienia mechanizmów kontrolują­
cych tę ważną domenę metabolizmu komórkowego, 
a także stwarza to wyjątkową okazję do zbadania 
w jaki sposób zakłócenia w metabolizmie folianowym 
odbijają się na metabolizmie aminokwasów siarko­
wych oraz syntezie puryn i pirymidyn. Wprawdzie nie 
wszystkie właściwości regulacji metabolizmu A. nidu­
lans muszą być takie same jak u wyższych eukarion­
tów, w tym ssaków, to jednak część mechanizmów 
regulacyjnych może być wspólna.

Artykuł otrzymano 18 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 29 lutego 1996 r.

P raca  f inan so w an a  przez K om ite t  B adań  N au ko w ych  G ra n t  
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Inhibicja syntazy tymidylanowej w chemioterapii 

Thymidylate synthase inhibition in chemotherapy

WOJCIECH RODE*
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zoksyurydylan ; C F 3d U M P  —  5-trif luorom etylo-2 '-dezo- 
ksyurydylan; F d C M P  — 5-fluoro-2 '-dezoksycytydylan; N 4- 
O H - F d C M  P N 4-hydroxy-5-fiuoro-2 '-dezoksycytydylan; 
F d U rd  5-f luoro-2 '-dezoksyurydyna; C H 2H 4Pte-
G lu  —  N 5' 10-m ety lenote trahydrofo l ian ;  H 2P teG lu  dihy- 
drofolian.

I. Wstęp

Syntaza tymidylanowa (EC 2.1.1.45) katalizuje me- 
tylację w pozycji C(5) 2'-dezoksyurydylanu (dUMP), 
zachodzącą w wyniku sprzężonych reakcji przenie­
sienia reszty jednowęglowej (na poziomie utlenie­
nia aldehydu) z N 5,10-metylenotetrahydrofolianu 
(C H 2H 4PteGlu) i jej redukcji, z równoczesnym po­
wstaniem dihydrofolianu i tymidylanu (dTM P). In vivo 
kofaktor folianowy i produkt reakcji występują zwykle 
w formach y-oligoglutaminianowych, które nie są 
transportow ane przez błonę komórkową, a więc zapo­
biegają utracie tych związków przez komórkę [1, 2]. 
Reakcja katalizowana przez syntazę tymidylanową 
jest jedynym źródłem tymidylanu syntetyzowanego de 
novo w komórce. Dlatego enzym ten jest docelowym 
w chemioterapii przeciwnowotworowej, przeciwwiru- 
sowej, przeciwgrzybiczej i przeciwpierwotniaczej 
[2-7].

* Prof. d r  hab., In s ty tu t  Biochemii Doświadczalnej im. 
M. N enck iego  P A N , ul. P as teu ra  3, 02-093 W arszaw a
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Warunkiem koniecznym skuteczności chemiotera­
pii jest wrażliwość procesu docelowego na aktywną 
formę leku. Obniżenie tej wrażliwości w populacji 
komórek nowotworowych lub bakteryjnych, wirusów 
czy pasożytów jest jednym z możliwych mechanizmów 
powstawania oporności na lek. Z drugiej strony, 
różnica w zakresie omawianej wrażliwości, występują­
ca pomiędzy którymś ze wspomnianych czynników 
patogennych i organizmem gospodarza, może w arun­
kować swoistość leku, czyli takie jego działanie, które 
niszczy patogen, oszczędzając gospodarza.

Aktywne formy leków skierowanych przeciw syn- 
tazie tymidylanowej mogą być analogami d U M P  lub 
C H 2H 4PteGlu, a skuteczność ich działania zależy od 
aktywności inhibitorowej w stosunku od enzymu oraz 
do poziomu enzymu w komórce [8],

II. Mechanizm reakcji syntazy tymidylanowej

Syntaza tymidylanowa katalizuje reakcję poprzez 
utworzenie trójcząsteczkowego kompleksu sub- 
strat-enzym-kofaktor, który, po reorganizacji wiązań, 
rozpada się do produktu, dTM P, dihydrofolianu i en­
zymu (Ryc. 1). Enzym aktywuje d U M P  w wyniku 
ataku nukleofilowego reszty cysteinowej centrum ak ­
tywnego na C (6) pierścienia pirymidynowego. Na tym 
etapie ujemny ładunek reszty cysteinowej jest zdeloka- 
lizowany, prawdopodobnie w kierunku grupy 
C (4) =  O dU M P , tworząc anion enolanowy (Ryc. 1). 
Uważa się, że pozycja C (5) tego jonu ma charakter
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silnie nukleofilowy, co ułatwia następujący teraz atak 
reszty metylenowej w formie jonu ¿miniowego po­
wstałego w wyniku otwarcia pierścienia imidazolidy- 
nowego kofaktora. W konsekwencji powstaje kowa­
lencyjnie związany pośrednik, trójcząsteczkowy kom ­
pleks enzymu z substratem i kofaktorem. Następnie 
oddysocjowuje proton z pozycji C(5) pierścienia piry­
midynowego dU M P . Prowadzi to do P-eliminacji 
tetrahydrofolianu, który pozostaje jednak w dalszym 
ciągu związany niekowalencyjnie w centrum aktyw­
nym, co umożliwia przeniesienie jonu wodorkowego 
(proton z dwom a elektronami; H " )  z pozycji C (6) 
pterydyny. W następstwie dochodzi do redukcji grupy 
metylenowej na C (5) pierścienia pirymidynowego. Z a ­
kończenie reakcji wymaga regeneracji podwójnego 
wiązania 5,6 w pierścieniu pirymidynowym i elimina­
cji, której produktam i są d T M P  i enzym [prace 
przeglądowe; 9-11],

W warunkach stanu ustalonego kinetyka reakcji 
katalizowanej przez syntezę tymidylanową przy udzia­

le C H 2H 4PteGlu w formie monoglutaminianowej jest 
zgodna z mechanizmem sekwencyjnym uporządkowa­
nym. Oznacza to, że d U M P  wiąże się z enzymem przed 
kofaktorem, a dihydrofolian jest pierwszym produk­
tem, dysocjującym przed d T M P  [12-15]. D oda t­
kowymi dowodami wskazującymi na mechanizm 
uporządkowany są: wpływ podwyższanego stężenia 
C H 2H 4PteGlu, obniżający prędkość dysocjacji 
F d U M P  z kowalencyjnie powiązanego kompleksu 
(patrz niżej) F d U M P -C H 2H 4PteGlu-enzym [16] oraz 
zależne od d U M P  wiązanie syntazy tymidylanowej 
przez unieruchomione w fazie stałej analogi 
C H 2Fl4PteGlu, umożliwiające wysoce selektywną 
chromatografię powinowactwa enzymu [17, 18], M e­
chanizm ten pozostaje w zgodzie także z wynikami 
badań krystalograficznych, wskazującymi na znaczny 
udział pierścienia pirymidynowego d U M P  w formo­
waniu miejsca wiązania C H 4H 4PteGlu w cząsteczce 
enzymu [9, 19],

Wyniki badań, w których zastosowano CH-,H4Pte-
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Glu w formach y-oligoglutaminianowych, wskazują na 
możliwość wiązania folilooligoglutaminianów z syn- 
tazą tymidylanową pod nieobecność d U M P  [20], 
Potwierdzają to dane krystalograficzne dowodzące 
istnienia struktury zawierającej analog C H 2H 4PteG- 
lu, 10-propargilo-5,8-dideazafolian (CB3717; patrz ni­
żej), w formie y-oligoglutaminianowej, związany z en­
zymem bakteryjnym w nieobecności substratu nukleo- 
tydowego [21].

III. Mechanizmy inhibicji przez analogi 
dUM P aktywne w chemioterapii

Dwa analogi d U M P  o właściwościach silnych in­
hibitorów syntazy tymidylanowej, 5-fluoro-dUMP 
(FdU M P) i 5-(trifluorometylo)-dUMP (C F 3dUM P), 
są aktywnymi formami leków stosowanych w chemio­
terapii, takich jak 5-fluorouracyl, 5-fluoro-2'-dezok- 
syurydyna (FdUrd) i 5-fluorocytozyna oraz 5-(trif- 
luorometylo)-2'-dezoksyurydyna. Podstawą działania 
obu tych inhibitorów jest mechanizm reakcji katalizo­
wanej przez syntazę tymidylanową („mechanism-based 
inhibitors'). Posiadają one na C(5) pierścienia pirymi­
dynowego podstawniki ściągające elektrony (Ryc. 2), 
co jest wspólną cechą większości dobrych inhibitorów 
syntazy tymidylanowej [przegląd w cyt. 22-24],

Inhibicja enzymu przez F d U M P  następuje poprzez 
zależne od czasu powstawania trójcząsteczkowego 
kompleksu syntazy tymidylanowej z F d U M P  
i C H ,H 4PteGlu, w reakcji podobnej do tej, w której 
udział bierze dU M P. Reakcja z udziałem F d U M P  
zatrzymuje się jednak na tym etapie, ponieważ atom 
fluoru, obecny na C (5) pierścienia pirymidynowego, nie 
może dysocjować (wiązanie C-F jest zbyt silne). W re­
zultacie następuje powoli odwracalna inaktywacja 
enzymu [22], Inaktywację powoduje także 
C F^dU M P, ale inhibitor wiąże się z enzymem bez 
udziału C H 2H 4PteGlu. Atak nukleofilowej reszty cys­

tą

FdUMP

O

5-CF,dUMP

Ryc. 2. Analogi d U M P  ak tyw ne  w chem io te rap i i ,  5 - f lu o ro -d U M P  
i 5 - t r i f luo rom ety lo -dU M  P.

teinowej na C (6) pierścienia pirymidynowego prowadzi 
do aktywacji grupy trifluorometylowej i uwolnienia 
jonu fluorkowego, a następnie do reakcji powstałej 
grupy C (5) =  C F 2 z  nukleofilem (reszta tyrozynowa) 
enzymu, w której wyniku powstaje kompleks powiąza­
ny kowalencyjnie [25].

IV. Rozpoznanie pierścienia pirymidynowego 
substratu lub jego analogu

Warto tu zauważyć, że grupom C (4) =  O i nie- 
zdysocjow'anej N (3)-H, występującym w tych posta­
ciach w pierścieniu pirymidynowym d U M P  w fizjo­
logicznym pH, przypisuje się ostatnio kluczową rolę 
w mechanizmie swoistości substratowej enzymu [26]. 
Mechanizm ten (Ryc. 3) polega na tworzeniu przez 
wspomniane grupy wiązań wodorowych z konser­
watywną resztą asparaginową centrum aktywnego 
[27, 28], Skutkiem działania tego mechanizmu jest 
rozróżnianie przez centrum aktywne pomiędzy d U M P  
i dCM P. W przypadku d U M P  grupy N (3)-H i O 4 grają 
role, odpowiednio, donora i akceptora protonu, k tó­
rych to ról nie mogą grać grupy N (3) i N 4H 2, obecnie 
w fizjologicznym pH w dCM P. Warto tu wspomnieć, 
że w centrum aktywnym hydroksymetylazy dezok- 
sycytydylanowej, rozpoznającej jako substrat dC M P, 
wspomniane grupy N (3) i N “ 4H 2 pierścienia pirymidy­
nowego tego nukleotydu grają role, odpowiednio, 
akceptora i donora protonu (Ryc. 4), tworząc wiązania 
wodorowe z resztą asparaginianu [29], Co więcej, 
zamiana za pomocą ukierunkowanej mutagenezy 
wspomnianej reszty asparaginy na resztę sparaginianu 
w centrum aktywnym syntazy tymidylanowej, powo­
duje zmianę selektywności substratowej z d U M P  na 
d C M P  [30]. Przypuszcza się, że proces rozróżniania 
substratu ma związek z mechanizmem reakcji en­
zymatycznej [27], a wspomniana reszta asparaginowa 
stabilizuje - poprzez sieć wiązań wodorowych tworzo­
nych przy udziale reszt histydynowej i glutaminiano- 
wej oraz uporządkowanych cząsteczek wody (Ryc. 3) - 
cząstkowy ładunek ujemny na O 4 d U M P  kowalencyj­
nie związanego z enzymem [9]. Uzyskane przez nas 
dowody uzależnienia silnej, związanej z mechanizmem 
reakcji inaktywacji syntazy tymidylanowej przez an a­
logi pirymidynowe, takie jak F d U M P  i 4-tio-FdU M P, 
od niezdysocjowanego stanu grupy N (3)-H [26], wska­
zują na zaangażowanie asparaginy centrum aktyw­
nego w to oddziaływanie. W zgodzie z tym założeniem 
pozostaje także około tysiąckrotnie słabsza inhibicja 
powolnego wiązania (slow-binding inhibition) syntazy 
tymidylanowej przez 5-fluoro-dCMP [31], o struk­
turze -N(3) =  C (4)(-N H 2)-, niż przez N  4-OH- 
-F d C M P  [32], o strukturze -N (3)(-H)-C(4)( — N-OH)-.

V. Selektywność inhibicji różnych syntaz ty- 
midylanowych przez analogi dUM P

Inhibicję przez F d U M P  opisują zwykle wartości K,
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w zakresie 10” 9 M, ale oporność nowotworów na 
5-fluorouracyl lub FdU rd  może być wynikiem obecno­
ści zmienionych form syntazy tymidylanowej, mniej 
wrażliwych na inhibitor [14, 33-36]. Nasze niedawne 
badania wykazały, że zastąpienie grupy C (4) =  O pierś­
cienia pirymidynowego FdU M P, przez grupę C(4) =  
=  N -O H  (w N 4-hydroksy-5-fluoro-2'-dezoksycytydy- 
no-5'-monofosforanie; N 4-O H -F dU M P ) lub grupę 
C (4) =  S (w 4-tio-FdU M P) pozwala na zachowanie siły 
inhibicji, ale może zmienić jej selektywność w stosunku 
do syntaz tymidylanowych o różnym pochodzeniu 
i różnej wrażliwości na inhibicję przez FdU M P. 
W szczególności modyfikacja taka w sposób zaskaku­
jący wpływa na odziaływanie z parą enzymów po ­
chodzących z komórek L I 210 macierzystych i opo r­
nych na FdUrd. Enzym z komórek opornych, którego 
słabsza, w porównaniu z enzymem z komórek macie­
rzystych, inhibicja przez F d U M P  jest elementem me­
chanizmu oporności, hamowany jest podobnie, jak ten 
z komórek macierzystych, przez N 4-O H -FdC M P, 
a silniej przez 4-tio -FdU M P [32, 37], Podkreślić 
należy, że podobna zmiana wrażliwości nie zacho­
dziła w przypadku podstawienia 2-tio, czyli w 2-tio- 
-F d U M P  [37]. Zjawisko to wydaje się być skutkiem 
jakiegoś współdziałania, którego natura pozostaje 
nieznana, pomiędzy podstawnikami na C (4) i C(5) w ich 
oddziaływaniu z enzymem [32, 37, przegląd: 38], 
W przypadku N 4-O H -F d C M P  wysunięto przypusz­
czenie, że to współdziałanie może być wynikiem p o ­
wstawania wewnątrzcząsteczkowego wiązania w odo­

rowego (N4- 0 - H - F - C (5)) pomiędzy grupami N 4-OH 
i C (5)-F, wpływającego na równowagę rotamerów syn 
i and  (w stosunku do N (3)) wokół wiązania C (4)-N 4, 
której występowanie zakładano, poprzez stabilizację 
aktywnej inhibitorowo formy and [32], Jednak wyniki 
obliczeń ab initio, wykonanych metodami mechaniki 
kwantowej, zaprzeczyły możliwości występowania ta­
kiego mechanizmu [39], Biorąc to ostatnie pod uwagę, 
na selektywność inhibicji szczególny wpływ wydaje 
się wywierać podstawnik na C(4). Inaktywacja przez 
zarówno N 4-O H -F d U M P  lub 4-tio-FdUM P, jak 
i FdU M P, polega na utworzeniu trójcząsteczkowego 
kompleksu enzym -CH 2H4PteGlu-inhibitor. Zastąpie­
nie grupy C (4) =  0  (w FdU M P) grupą C (4) =  N-O H  (w 
N 4-O H -F d U M P ) lub C(4) =  S (w"4-tio-FdUMP) wpły­
wa na ten proces, najprawdopodobniej uwrażliwiając 
jego przebieg na występowanie w centrach aktywnych 
syntaz tymidylanowych różnicy (różnic) wśród niekon- 
serwatywnych reszt aminokwasowych.

Przeprowadzone ostatnio metodami mechaniki 
kwantowej obliczenia ab initio, badające potencjalne 
znaczenie dla wyżej omówionego zjawiska C H 2H4Pte 
Glu związanego w centrum aktywnym, pokazały m oż­
liwość występowania oddziaływania, poprzez wiązanie 
wodorowe, pomiędzy grupą C(4) =  0  lub jej modyfika­
cją pierścienia pirymidynowego i atomem azotu N (10) 
C H 2H 4PteGlu, który wydaje się być uwikłany w ab ­
strakcję protonu z C (5)dU M P. Oddziaływanie to, 
poprzez wrażliwość na niekonserwatywne reszty ami- 
nokwasowe centrum aktywnego, mogłoby różnicować 
inhibicję enzymu o różnym pochodzeniu analogami 
d U M P  podstawionymi na C (4) [40],

VI. Analogi N 5,,0-metylenotetrahydrofolianu 
jako inhibitory syntazy tymidylanowej ak­
tywne w chemioterapii

Ostatnio duże nadzieje na zastosowanie w chemiote­
rapii nowotworów budzą analogi C fU H 4PteGlu, k tó ­
re są bardzo dobrymi inhibitorami syntazy tymidyla­
nowej o silnych właściwościach cytotoksycznych, 
z których kilka zatwierdzono do prób klinicznych [ 8, 
41-43 i prace cytowane w 43].
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Analogów takich poszukiwano od dawna, ponieważ 
mają one potencjalną przewagę, z punktu widzenia 
inhibicji syntazy tymidylanowej w komórce, nad 
F dU M P. Ten ostatni prowokuje oporność metaboli­
czną [44], będącą konsekwencją nagromadzenia, w wy­
niku zahamowania aktywności syntazy tymidylano­
wej, jej substratu, d U M P , przeciwdziałającego inhibi­
cji przez współzawodniczący z substratem FdU M P [4, 
45]. Ponadto, inhibicja przez F d U M P  zależy od 
stężenia C H 2H 4PteGlu lub jego oligoglutaminiano- 
wych pochodnych. Ich stężenie jest zwykle w kom ór­
kach ssaczych niskie, mogące ograniczyć wiązanie 
inhibitora z enzymem [praca przeglądowa: 5], a jedno­
cześnie nie ulega ono podwyższeniu na skutek inhibicji 
syntazy tymidylanowej, ponieważ zredukowane formy 
folianu pozostają w komórce w równowadze [46], 

Pierwszym antyfolianem o właściwościach inhibito­
ra syntazy tymidylanowej, dopuszczonym do badań 
klinicznych, był związek oznaczony symbolem CB 
3717 (10-propargilo-5,8-dideazafolian; Ryc. 5) [prace 
przeglądowe: 5, 41]. Znacznej aktywności przeciw- 
nowotworowej, stwierdzonej w stosunku do różnych 
nowotworów ludzkich, towarzyszyły niestety niepożą­
dane efekty uboczne, w postaci hepatotoksyczności 
i nefrotoksyczności, będące skutkami słabej rozpusz­
czalności tego analogu [47], Dlatego CB 3717 nie stał 
się lekiem. Podjęto jednak badania nad modyfikacją 
jego struktury, które doprowadziły do znacznego 
poprawienia rozpuszczalności, przy zachowaniu po­
dobnych właściwości inhibitorowych w stosunku do 
syntazy tymidylanowej oraz aktywności przeciwnowo- 
tworowej, poprzez zamianę grupy aminowej w pozycji 
C (2) na atom wodoru lub grupę metylową [48], 
Szczególnie silna inhibicja wzrostu komórek nowo­

tworowych towarzyszyła podstawieniu grupą 2-mety- 
lową [49], prawdopodobnie w związku z bardziej 
efektywnym przekształcaniem pochodnej 2-metylowej 
przez syntetazę folilopoliglutaminianową do form y- 
oligoglutaminianowych, nie podlegających, w odróż­
nieniu do formy monoglutaminianowej, transportowi 
z komórki przez błonę komórkową na zewnątrz [50], 
Ważną cechą form y-oligoglutaminianowych zarówno 
CB3717 jak i wspomnianych C (2)-pochodnych jest 
znacznie silniejsza (do dwóch rzędów wielkości), w po­
równaniu z formami monoglutaminowymi (wartości 
K, w zakresie nM), inhibicja ciasnego wiązania [51] 
syntazy tymidylanowej [52-54],

Konsekwencją analizy powyższych wyników były 
syntezy licznych pochodnych 10-propargylo-2-dez- 
amino-5,8-dideazafolianu, zmodyfikowanych w pozy­
cjach C (2), N 10 lub w reszcie benzoilowej. Poszukiwano 
dobrze rozpuszczalnego, jak najsilniejszego inhibitora 
syntazy tymidylanowej, który byłby dobrym substra­
tem syntetazy folilopoliglutaminianowej. W rezultacie 
tych poszukiwań [przegląd: 55] powstała pochodna 
N 10-metylotiofenowa, D l 694 (Ryc. 5), podlegająca 
obecnie II fazie prób klinicznych.

Inną grupę antyfolianów stanowią pochodne ben- 
zochinazoliny, spośród których do badań klinicznych 
wybrano związek BW1843U89(Ryc. 5), rozpuszczalny, 
bardzo silny (K, w zakresie 0.1 nM) inhibitor syntazy 
tymidylanowej, badany obecnie jako potencjalny lek 
przeciwnowotworowy [56].

Szczegółowe badania struktury krystalicznej syn­
tazy tymidylanowej, a zwłaszcza jej kompleksów 
z d U M P  lub F d U M P  oraz N 5,10-metylenotetrahy- 
drofolianem lub jego analogiem [przegląd: 11], a także 
rozwój techniki iteracyjnej analizy krystalograficznej

O OH

C H ; H ,P te G lu BW 1 8 4 3 U 8 9

H,N

CB 3717 AG 331

O OH

D 1694

HN

H?N ^ n

jO
CH,

AG 337

Rvc. 5. In h ib ito ry  syn tazy  tym idylanow ej ,  analogi  
N 5 I 0 -m ety lc n o te t rah y d ro fo l ian u ,  d o p u s z ­
czone d o  b a d a ń  klinicznych j a k o  p o tenc ja l­
ne leki p rzec iw now otw orow e.
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białka [57], umożliwiły zaprojektowanie szeregu no­
wych struktur potencjalnych inhibitorów syntazy tymi- 
dylanowej. Synteza tych związków, których przykła­
dami dopuszczonymi do badań klinicznych jako poten­
cjalne leki przeciwnowotworowe są pochodne 2,6- 
diaminobenzo[a/]indolowe, AG331 i AG337 (Ryc. 5), 
potwierdziła (wartości K, w zakresie 1 -10 n M ) przewidy­
wania na temat ich silnych właściwości inhibitorowych 
[58, 59], Związki te nie posiadają reszty glutaminiano- 
wej, a więc korzystają z innej (bez udziału nośnika) niż 
analogi posiadające taką resztę (transport nośnikowy) 
drogi transportu przez błonę komórkową. Nie mogą 
one też ulegać poliglutamylacji. Dlatego inhibitory te są 
kandydatami na leki aktywne w stosunku do komórek 
nowotworowych opornych na antyfoliany poprzez ich 
upośledzony transport nośnikowy przez błony lub mało 
aktywną poliglutamylację.

VII. Selektywność inhibicji różnych syntaz ty- 
midylanowych przez analogi N 5,10-mety- 
lenotetrahydrofolianu

Nieliczne opublikowane wyniki badań porównaw­
czych enzymu o różnym pochodzeniu wskazują na 
istnienie wpływu oligoglutamylacji „klasycznych” (tzn. 
posiadających resztę glutaminianową), analogów 
C H 2H 4PteGlu na wybiórczą inhibicję syntazy tymidy- 
lanowej [15, 60].

VIII. Regulacja ekspresji syntazy tymidyla- 
nowej w komórce

Poziom syntazy tymidylanowej może być param et­
rem prognostycznym z punktu widzenia planowanej 
chemioterapii skierowanej przeciw temu enzymowi 
[61], jako że podwyższona ekspresja białka enzymaty­
cznego pozostaje w prostej korelacji z opornością na 
leki skierowane przeciw temu enzymowi [62-65],

Poziom syntazy tymidylanowej jest znacznie wyższy 
w kom órkach proliferujących niż pozostających w fa­
zie G 0 [praca przeglądowa: 2], przy czym wydaje się to 
pozostawać w związku raczej z faktem proliferacji, 
czyli opuszczenia fazy G 0, niż z którąkolwiek z faz 
cyklu komórkowego [66], Regulacja poziomu mRNA 
syntazy tymidylanowej rozgrywa się prawdopodobnie 
w większym stopniu na etapie potranskrypcyjnym, niż 
na transkrypcyjnym, przy czym prawidłowy przebieg 
regulacji wymaga połączonego udziału zarówno pro­
m otora genu syntazy tymidylanowej, jak i intronów 
[praca przeglądowa: 67], Wyniki ostatnich badań su­
gerują, że to proces wycinania intronów, a nie sekwen­
cje w nich zawarte, jest dla tej regulacji istotny [68],

Ekspresja genu omawianego enzymu regulowana 
jest także na etapie translacji, ponieważ białko syntazy 
tymidylanowej może blokować translację swojego 
własnego m RNA poprzez związanie go. Blok ten jest 
zwalniany w obecności substratów enzymu lub ich 
analogów, co tłumaczy wzrost stężenia syntazy tymi-

dylanowej w komórkach poddanych działaniu jej 
inhibitorów [praca przeglądowa: 67], Warto tu wspo­
mnieć, że jednym z możliwych mechanizmów obser­
wowanego wpływu interferonu-y potęgującego cyto- 
toksyczne działanie 5-fluorouracylu (jego aktywną 
formą jest m.in. 5-fluoro-dUM P) jest przeciwdziałanie 
wzrostowi stężenia enzymu na skutek autoregulacji 
translacji [69, 70],

O statnio opublikowane wyniki wskazujące na bez­
pośrednie oddziaływanie pomiędzy mRNA protoon- 
kogenu c-myc a białkiem syntazy tymidylanowej, o d ­
działywującym także z własnym mRNA, sugerują, że 
RNA c-myc ma udział w regulacji translacji tego 
enzymu oraz że białko syntazy tymidylanowej jest 
zaangażowane w regulację szeregu innych genów ko­
mórkowych [71].

IX. Inhibicja syntazy tymidylanowej a cyto-
toksyczność

Inhibicja syntazy tymidylanowej powoduje „śmierć 
beztyminową” komórki. Efektem bezpośrednim od­
działywania inhibitorów enzymu jest nagromadzenie 
w komórce dU M P , po czym następuje zmasowane 
włączenie tego nukleotydu (substratem polimerazy 
DNA staje się dU TP, którego hydroliza do d U M P  
ulega zahamowaniu) do DNA. Zjawisko to, na skutek 
wycinania uracylu (pod nieobecność dT T P  nie może 
być zastąpiony tyminą) z DNA, prowadzi do fragmen- 
tacji tego ostatniego [praca przeglądowa: 2], Ostatnio 
wydaje się jednak, że z punktu widzenia mechanizmu 
cytotoksyczności jest to dopiero faza wstępna. Stwier­
dzono, że inhibitory biosyntezy DNA, do których 
należą także inhibitory syntazy tymidylanowej, powo­
dują śmierć komórek dopiero po pewnym okresie ich 
„niezrównoważonego wzrostu”, w czasie którego ko­
nieczna jest np. aktywna biosynteza białek. Obserwa­
cja ta pozwoliła sformułować hipotezę, zgodnie z którą 
powodem śmierci komórki nie jest biochemiczne dzia­
łanie inhibiora samo w sobie, ale będące jego następ­
stwem rozprzężenie cyklu komórkowego [72], Roz­
przężenie to prowadzi do apoptozy, czyli program o­
wanej śmierci komórki [praca przeglądowa: 73], co 
tłumaczy, dlaczego bardzo różne inhibitory wzrostu, 
oddziaływujące na różne procesy docelowe, powodują 
śmierć komórki poprzedzoną podobnymi objawami 
(endonukleolityczna hydroliza DNA, zmiany konden­
sacji chromatyny), a także sugeruje, że cytotoksycz- 
ność jest warunkowana zdolnością komórki do włą­
czenia procesu apoptozy. W konsekwencji szczególne­
go znaczenia nabiera mechanizm sprzężenia bodźca, 
jakim jest oddziaływanie lek-cel (np. enzym docelowy) 
z reakcją, jaką jest śmierć komórki, ponieważ od tego 
mechanizmu zależy prawdopodobnie wrażliwość (o- 
porność) komórki na lek, a te produkty genów, które 
realizują to sprzężenie, mogą się stać także celami dla 
leków nowego typu [73], Ważnym przykładem takie­
go produktu genu, który wpływa zarówno na przebieg
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cyklu komórkowego jak i na apoptozę, jest białko p53 
[praca przeglądowa: 74]. Stwierdzono, że ekspresja 
tego białka jest potrzebna dla wywołania apoptozy 
działaniem leków, w tym 5-fluorouracylu [75], Jednak 
zdolność p53 do wywoływania apoptozy ma praw­
dopodobnie związek z jego częstym unieczynnianiem, 
poprzez mutację, w procesie transformacji nowotwo­
rowej. Stąd te same zmiany genetyczne, które prowa­
dzą do utraty zdolności do apoptozy w rozwoju 
nowotworu, mogą powodować oporność na różne leki 
przeciwnowotworowe, których skuteczność zależy 
właśnie od zajścia apoptozy [74], Tak więc dalszy 
rozwój chemioterapii, także tej, której enzymem doce­
lowym jest syntaza tymidylanowa, a w szczególności 
rozwiązanie problemu oporności, jest w dużym stop­
niu uzależniony od poznania molekularnego mechani­
zmu programowanej śmierci komórki.

Artykuł otrzymano 16 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 27 lutego 1996 r.
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W ykaz stosowanych skrótów: D A G  —  diacyloglicerol; E G F  
— n a sk ó rk o w y  czynnik  wzrostu; FA  —  kw asy tłuszczowe; 

G A P  —  bia łko  ak tyw ujące  G T P a z ę  (ang. GTPase activating 
protein): G D S  —  s ty m u la to r  dysocjacji nu k leo tyd ów  guani-  
now ych  bia łka  Rai (ang. guanine nucleotide dissociation 
stimulator for Rai); G I P  — bia łko  ham ujące  G T P azę ;  I n s P 3 

trisfosfoinozytol; L P C  —  lizofosfatydylocholina; P D G F
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czynnik w zrostu  po chodzący  z płytek krwi; P IC  —  fos- 
fo inozytydaza  C; P K C  — kinaza  b ia łkow a C; P L A 2 —  fos- 
fo lipaza A 2; P L C  — fosfolipaza C; P L D  —  fosfolipaza D; PS 

- fosfatydyloseryna; P td I n s P 2 —  fosfatydyloinozytolo- 
-(4,5)-bisfosforan.

I. Wprowadzenie

Działanie zewnętrznych bodźców, jak np. horm o­
nów, neurotransmiterów czy czynników wzrostu na 
specyficzne białka receptorowe znajdujące się w błonie 
plazmatycznej komórki, powoduje serię zdarzeń pro­
wadzących do powstania wtórnych przekaźników in­
formacji, a w konsekwencji konkretnych efektów bio­
logicznych.

Badania prowadzone w ciągu ostatnich 10 lat zwró­
ciły uwagę na rolę fosfolipidów w procesach przekazy­
wania informacji w komórce. Wykazały, że fosfolipidy 
są nie tylko ważnymi elementami budulcowymi błon 
biologicznych, lecz że są także potencjalnymi noś­
nikami informacji. Przeniesienie sygnału przez błonę 
kom órkow ą zachodzi na drodze aktywacji fosfolipaz, 
które hydrolizując fosfolipidy prowadzą do powstania 
i uwolnienia do wnętrza komórki wtórnych przekaź­
ników sygnałów. Współdziałanie enzymów hydrolizu- 
jących fosfolipidy, fosfolipaz, może w efekcie prowa­
dzić do wzmocnienia lub osłabienia (modulacji) syg­
nału.

W obecnym artykule pragniemy przedstawić szlaki 
przekazywania sygnałów związane z działaniem fos­
folipaz C, D i A 2 na fosfolipidy inozytolowe i fos- 
fatydylocholinę. W piśmiennictwie polskojęzycznym 
pojawiło się ostatnio wiele artykułów przeglądowych 
dotyczących procesów przekazywaniem informacji 
w komórce [1-16]*, dlatego też pragniemy przedstawić 
jedynie najnowsze informacje z tej tak gwałtownie 
rozwijającej się dziedziny wiedzy.

II. Fosfolipazy aktywowane przez sygnały 
zewnątrzkomórkowe

Spośród wszystkich fosfolipaz aktywowanych przez 
substancje sygnałowe do najlepiej poznanych należy 
fosfolipaza C działająca specyficznie na fosfolipidy 
inozytolowe, fosfoinozytydaza C (PIC) [ 17,18], Opisa­
no i oczyszczono 9 izoenzymów PIC. N a podstawie 
homologii sekwencji aminokwasowej izoenzymy te 
podzielono na trzy typy —  (3 (3 izoformy), y (2 
izoformy) i 8 (4 izoformy) [19, 20],

Przebieg wydarzeń, prowadzących od aktywacji 
komórki przez agonistę do hydrolizy fosfolipidów 
inozytolowych, jest obecnie dobrze poznany [1, 7 10, 
16,22]. W iadomo zatem, że w zaktywowanej komórce, 
PIC  działa głównie na fosfolipid inozytolowy —  fos-

* C zy te ln ik om  za in te resow anym  zagadnien iem  przek azyw a­
nia  informacji w k o m órce  po lecam y książkę pt: „ M o le k u la r ­
ne m ech an izm y  p rzekazyw an ia  sygnałów  w k o m ó rce”. 
K o n a r s k a  L (red), W arszaw a: P W N , 1995, 1-230.

fatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan (P td InsP2). W wyni­
ku jego hydrolizy powstają w komórce dwa wtórne 
przekaźniki informacji: trisfosfoinozytol (InsP3) i dia- 
cyloglicerol (DAG). Są one odpowiedzialne, odpowie­
dnio, za uwalnianie C a2+ z wewnątrzkomórkowych 
magazynów i aktywację kinazy białkowej C (PKC) 
[10, 16, 21, 22], Mechanizm aktywacji różnych typów 
PIC, a szczególnie izoenzymów typu (3 i y jest dość 
dobrze poznany [16, 17, 21-23]. Nie wiadomo nato­
miast w jaki sposób aktywowana jest PIC5. Wydaje 
się, że w odróżnieniu od dwóch pozostałych typów, 
P IC 8 jest enzymem działającym na terenie jądra 
komórkowego [15, 24],

Ryciny 1 i 2 ilustrują mechanizm działania PIC(3 
i PICy na P td In sP 2. Przedstawione procesy zachodzą 
w błonie plazmatycznej komórek. Fosfoinozytydaza 
typu (3 aktywowana jest przez agonistów działających 
na receptory błony plazmatycznej charakteryzujące się 
obecnością 7 domen transbłonowych (Ryc. 1) [16, 22], 
Receptory te związane są z białkami G [4, 14, 16, 22, 
25]*. Białka G są zbudowane z trzech różnych podjed- 
nostek, z których podjednostka oc zawiera bądź związa­
ny do niej G D P  (forma nieaktywna), bądź G TP. Po 
związaniu agonisty z receptorem następuje aktywacja 
białka G na drodze wymiany G D P  na G T P  i dysocja- 
cja podjednostki oc od kompleksu podjednostek (3y 
(Ryc. 1, 2). Zarówno podjednostka oc białek G, jak 
i kompleks podjednostek (3y, posiadają zdolność do 
aktywacji określonych białek efektorowych [4, 14, 22, 
25]. Rycina 1 pokazuje, że podjednostka oc białka G q, 
jak i kompleks (3y aktywują izoformy (3, i (32 PIC. 
Zaktywowane różne izoformy PIC(3 działają hydro- 
litycznie na ten sam fosfolipid P td InsP 2, następuje 
zatem wzmocnienie sygnału [22],

Wydaje się, że aktywacja PIC(3 może być regulowa­
na przez różne izoenzmy białek G. Sklonowano geny 
wielu podjednostek białek G; znanych jest co najmniej

Ryc. 1. Schem at  p o w s ta w a n ia  w tó rnych  p rzekaźn ików  informacji 
w k o m ó rc e  po  aktyw acji  recep to ra  zw iązanego  z białkiem 
G. O b jaśn ien ia  s k ró tó w  z aw a r to  w wykazie zam ieszczonym  
po d  spisem treści.

*B udow a, działanie, właściwości i podział białek G  zostały 
o s ta tn io  w yczerpująco om ów io ne  w artykułach: J. B a r a ń ­
s k a  (1994) Post Biol Kom  21: 479-488; J. K w i a t k o w s -  
k a - K o r c z a k  (1995) W: M oleku la rn e  m echanizm y prze­
kazyw an ia  sygnałów w kom órce . K o n a rsk a  L. (red.), W a r ­
szawa: P W N : 104-117.
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Ryc. 2. M e ch an izm y  regulujące ak tyw ac ję  fosfo inozytydazy C  typu  
P i y (P I C p  i PICy),  wg [19]  (ryc. zmodyfikow ana) .  
Izoform y P IC p  są regu low ane  poprzez, p o d jednos tk i  białka 
G. N o ra d re n a l in a  dzia ła jąc  na  r ecep to r  adrenerg iczny  a ,  
(ot,-R) p o w o d u je  ak tyw ację  P IC P ,  i P 1C P3 poprzez, pod jed-  
nos tk ę  a  b ia łka  G  zaw iera jącą  zw iązany  z nią G T P .  
S tym ulac ja  r ecep to ra  m uska ry n o w o ch o l in e rg iczn eg o  typu 
M 2 (M ,-R) przez ace ty locho l inę  p o w o d u je  ak tyw ację  izofor­
m y P I C p ,  i P IC P 2 p oprzez  ko m p lek s  pod jednos tck  Py 
b ia łka  G,.  w rażliwego na  toksyny  baktery jne .  Izoformy 
P IC y  są a k ty w o w a n e  w w yniku  fosforylacji przez k inazę 
ty rozynow ą,  k tó r a  s tanow i in tegra lną  część recep to ra  czyn­
n ików  w zrostu  (EGR -R ).  Z a k ty w o w a n e  P IC P  i P IC y  d z ia ła ­
j ą  na fosfolipid inozy to low y P t d l n s P ,  p o w o d u ją c  pow stan ie  
w tó rnych  p rzekaźn ików  informacji —  tr isfosfoinozytolu 
( In s P 3) i d iacyloglicero lu  (D A G ) a k tyw ującego  kinazę b ia ł­
k o w ą  C  (PK C).

21 izoform podjednostek oc, 4 izoformy i 6 izoform 
y[ 14,25]. PICpj i P IC P3 są aktywowane przez podjed- 
nostkę oc białek G, niewrażliwych na toksyny bakteryj­
ne (np. podjednostka ocq, Ryc. 1 i 2) [26-28], W wyniku 
stymulacji receptorów adrenergicznych ot, przez nor­
adrenalinę następuje aktywacja PICP, i P IC P3 przez 
podjednostkę otq białka G q związanego z tym recep­
torem [19, 29] (Ryc. 2). Aktywacja receptora mus- 
karynowego M 2 przez acetylocholinę prowadzi do 
aktywacji P IC P 3 i P IC P 2 przez kompleks podjednos­
tek Py białka G, [19, 28]. W tym przypadku podjed­
nostka ot, białka G, hamuje cyklazę adenylanową. 
Podane powyżej przykłady ilustrują mechanizmy re­
gulujące aktywację izoenzymów PICP na poziomie 
zarówno bodźca działającego na receptor, jak i białka 
G, związanego z tym receptorem.

Mechanizm aktywacji PICy jest inny [16, 17, 22, 30, 
31] (Ryc. 2). Izoformy tej fosfoinozytydazy: PICy, 
i P IC y2 uczestniczą w kaskadzie zdarzeń indukowa­
nych w komórce przez czynniki wzrostu, takie jak np. 
naskórkowy czynnik wzrostu (EGF) (Ryc. 2), czy 
czynnik wzrostu pochodzący z płytek krwi (PDGF). 
Czynniki wzrostu działają na receptory, których integ­
ralną część stanowi kinaza tyrozynową. Przyłączenie 
liganda (agonisty) do receptora powoduje inicjację 
kaskady autofosforylacji i fosforylacji prowadzonych 
przez kinazę tyrozynową receptora. Aktywacja PICy 
następuje właśnie poprzez fosforylację reszt tyrozyno- 
wych enzymu (Tyr783 i Tyrl254) [23]. Zaktywowane 
izoformy PICy, podobnie jak PIC(3, hydrolizując ten

sam fosfolipid prowadzą do powstania tych samych 
wtórnych przekaźników informacji: In sP 3 i DAG 
(Ryc. 2).

W komórce nie pobudzonej przez agonistę działanie 
PICy na fosfolipid inozytolowy P td lnsP ,  jest niemoż­
liwe. Jest to spowodowane ochronnym działaniem 
białka cytoszkieletu — profiliny, która otacza 
P td ln sP ,  [31]. Fosfatydyloinozytol w kompleksie 
P td InsP 2-profilina jest hydrolizowany tylko przez 
aktywną, ufosforylowaną formę PICy, a więc tylko po 
stymulacji receptorów czynników wzrostu. W czasie 
hydrolizy P td lnsP ,  przez PICy zostaje uwolniona 
również profilina, która może wchodzić w interakcje 
z filamentami aktynowymi. W konsekwencji może to 
prowadzić do rozpadu filamentów, tworzenia kom ­
pleksów profilina-aktyna i i przeorganizowania cyto­
szkieletu [18, 31]. Profilina nie chroni P td ln sP ,  przed 
hydrolitycznym działaniem P IC P , [31].

Należy dodać, że w latach osiemdziesiątych z dużą 
dozę sceptycyzmu traktowano hipotezy sugerujące 
istnienie bezpośrednich związków (oddziaływań) p o ­
między inozytolowym cyklem przekazywania infor­
macji a regulacją cytoszkieletu. Dopiero badania lat 
ostatnich wykazały, że poszczególne elementy kaskady 
przekazywania sygnałów są związane z cytoszkieletem, 
i że związanie to ulega zmianie po aktywacji komórki 
przez agonistę [18, 31, 32]. Zatem hydroliza fos­
folipidów inozytolowych może być regulowana nie 
tylko przez receptor i współdziałające z nim białka 
znajdujące się w błonie plazmatycznej, lecz także przez 
układ białek cytoszkieletu związany pośrednio tylko 
z tą błoną.

W wyniku hydrolizy fosfolipidu inozytolowego 
P td ln sP ,  powstają dwa wtórne przekaźniki infor­
macji: InsP 3 i DAG [16, 21, 22]. InsP3 dyfunduje 
z błony plazmatycznej do cytosolu i łączy się z okreś­
lonym receptorem znajdującym się w błonie endoplaz- 
matycznego retikulum. Związanie InsP3 z receptorem 
moduluje białko receptorowe powodując uwolnienie 
do cytosolu jonów wapnia zmagazynowanych w cys­
ternie retikulum [ 8, 12, 16, 21]. Natomiast DAG 
pozostaje w błonie plazmatycznej i aktywuje kinazę 
białkową C (PKC) [33], Wkrótce po odkryciu, że 
DAG jest wtórnym przekaźnikiem informacji stało się 
jasne, że większość tworzonego po aktywacji komórek 
DAG pochodzi z hydrolizy fosfatydylocholiny [9, 10, 
23, 34-36], Fosfatydyloetanoloamina może być także 
źródłem tego lipidu, ale w znacznie mniejszym za­
kresie. Należy dodać, że fosfolipidy inozytolowe, 
a szczególnie P td lnsP ,  stanowią bardzo nieznaczny 
procent ( < 0.1 %) wszystkich fosfolipidów błon, pod­
czas gdy fosfatydylocholina jest głównym fosfolipidem 
(50%) wszystkich fosfolipidów błon komórek organiz­
mów eukariotycznych [9, 10],

Pojawienie się DAG w komórce po aktywacji ma 
często charakter dwufazowy. Pierwsza faza charak­
teryzuje się wysokim i krótkotrwałym wzrostem pozio­
mu DAG. W tej fazie DAG pochodzi z hydrolizy
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Ryc. 3. S chem at  przedstaw ia jący  udział P K C  i C a 2+ w koordynac j i  
w spółdz ia łan ia  fosfolipaz w kom órce ,  wg [23]  (ryc. zm odyfi­
kowana).
O b jaśn ien ia  s k ró tó w  nie uw zględn ionych  w tekście: AA 
-  kw as a r a ch id o n o w y ;  G  —  b ia łko  G; L PA  —  kwas 

l izofosfatydowy; L P C  —  lizofosfatydyloeholina;  PA —  kwas 
fosfatydowy; P C  —  fosfatydylocholina.

P td lns2 (równolegle obserwuje się wzrost, a następnie 
spadek stężenia drugiego wtórnego przekaźnika infor­
macji — InsP 3). Faza druga, to długotrwały wzrost 
poziomu DAG, pochodzącego z hydrolizy fosfatydylo- 
choliny [33]. Głównym enzymem działającym na 
fosfatydylocholinę po pobudzeniu komórki jest fos- 
folipaza D (PLD), chociaż DAG może powstawać 
bezpośrednio w wyniku działania na ten fosfolipid 
fosfolipazy C (PLC) [ 8, 34-36] (Ryc. 3). PLD hydro- 
lizuje fosfatydylocholinę z uwolnieniem kwasu fos- 
fatydowego i choliny. Kwas fosfatydowy ulega jednak 
w komórce defosforylacji do DAG przez fosfohydro- 
lazę kwasu fosfatydowego [9, 10]. Przypuszcza się, że 
cytokiny (interferony i interleukiny [23]) stymulują 
głównie PLC działającą specyficznie na fosfatydylo­
cholinę bez udziału hydrolizy fosfolipidów inozytolo- 
wych, podczas gdy związki agonistyczne mobilizujące 
C a2+ w komórce, jak np.: adrenalina, noradrenalina, 
wazopresynaczy bombezyna aktywują PIC, działającą 
na P td InsP 2, oraz PLD, działającą na fosfatydylocho­
linę [23]. W tym przypadku obserwuje się, jak już 
zaznaczono poprzednio, dwufazowe pojawianie DAG 
w komórce i w efekcie przedłużoną aktywację PKC 
(Ryc. 3). DAG może powstawać w komórce także na 
drodze innych przekształceń metabolicznych, jak np.: 
hydrolizy triacylogliceroli czy sfmgomielin*, jednak 
udział tych reakcji w procesach transdukcji sygnałów 
wydaje się raczej wątpliwy [23, 26],

Wzmocnienie i przedłużenie aktywności PKC wy­
wołują również inne produkty rozpadu fosfatydylo- 
choliny (Ryc. 3) [23, 33, 37], Stwierdzono na przykład, 
że lizofosfatydyloeholina — powstająca w wyniku 
działania na fosfatydylocholinę fosfolipazy A2 (PLA2) 

również aktywuje PKC. PLA 2 uwalnia także kwas 
arachidonowy i inne nienasycone kwasy tłuszczowe

* Szlak przekazyw an ia  informacji z udziałem sfingolipidów 
przed s taw io no  w artykule: J K w i a t k o w s k a  (1994) Post 
Biochem  40: 130-134.

estryfikujące środkową grupę -OH glicerolu. Kwas 
arachidonowy i inne cis-nienasycone kwasy tłuszczo­
we również aktywują PKC. Współdziałanie zatem PIC 
działającej na P td InsP 2, oraz PLD i PL A 2 działają­
cych na fosfatydylocholinę pozwala na utrzymanie 
w komórce przedłużonej aktywności PKC [23, 33, 37] 
(Ryc. 3).

Wydaje się, że PLD w organizmach ssaków wy­
stępuje głównie w błonach komórkowych, choć do­
kładna lokalizacja enzymu nie jest jeszcze poznana. 
Także mechanizm aktywacji PLD  nie jest jeszcze 
w pełni wyjaśniony. Przypuszcza się, że trójpodjednos- 
tkowe białka G mogą (podobnie jak w przypadku PIC) 
bezpośrednio aktywować PLD, choć nie wiadomo, 
które typy i podjednostki białek G są zaangażowane 
w ten proces. Znanym natomiast aktywatorem PLD 
jest PKC. Badania nad wpływem tego enzymu na 
aktywację P L D  prowadzone są zazwyczaj z udziałem 
estrów forbolu. Związki te nie występują fizjologicznie, 
jednak dodane do komórek zastępują DAG powodu­
jąc aktywację PKC, a następnie aktywują PLD.

Jednym z najciekawszych i stosunkowo niedawno 
poznanym mechanizmem aktywacji PLD, jest aktywa­
cja enzymu przez kinazy tyrozynowe [38]. U podstaw 
tego, zresztą jeszcze nie do końca wyjaśnionego proce­
su znalazła się obserwacja, że po stymulacji komórek 
przez czynniki wzrostu, takie jak E G F lub PD G F, 
dochodzi do aktywacji PLD i zwiększenia poziomu 
kwasu fosfatydowego i DAG w komórce.

Po stymulacji komórek przez czynniki wzrostu 
dochodzi do fosforylacji licznych białek. Należy do 
nich nie tylko omówiona powyżej PlCy, lecz także 
G A P — białko aktywujące właściwości GTPazowe 
białka p21ras (z rodziny białek Ras). G A P  stymuluje 
zdolność Ras do hydrolizy G T P  do G D P, co powoduje 
jego przekształcenie z formy aktywnej w nieaktywną 
[ 8], a więc jest negatywnym regulatorem białka Ras. 
Wykazano, że kwas fosfatydowy wiąże się z białkiem 
G A P i hamuje jego aktywność. Ponadto, zarówno 
kwas fosfatydowy, jak i DAG, stymulują inne cytoplaz- 
matyczne białko — G IP, które hamuje aktywność 
GTPazową białka Ras [23]. Zatem, kwas fosfatydowy 
i DAG działając hamująco na GAP, lub stymulująco 
na GIP, powodują, że białko Ras pozostaje aktywne. 
Stan taki jest typowy dla komórek stymulowanych 
czynnikami wzrostu, lub stransformowanych onkoge- 
nami.

Opublikowane ostatnio wyniki badań grupy amery­
kańskiej [38] wskazują, że w komórkach NIH 3T3 
stransformowanych onkogenem v-src dochodzi do 
aktywacji PLD. Aktywacja ta zachodzi w wyniku 
kaskady następujących po sobie kolejnych reakcji. 
Badacze sugerują [38], że niereceptorowe kinazy tyro­
zynowe z rodziny Src aktywują białko Ras. Zaktywo- 
wany Ras aktywuje PLD włączając w ten proces inne 
białka, a mianowicie małe, monomeryczne białko G, 
Rai, występujące w błonie plazmatycznej w kompleksie 
z PLD, oraz adaptorowe, cytosolowe białko RalGDS.
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A zatem, PL D  może być aktywowana zarówno 
w wyniku reakcji zapoczątkowanej przez kinazy tyro- 
zynowe, jak i przez PKC. W odróżnieniu jednak od 
PIC, której różne formy izomeryczne (PIC(3 i PICy) są 
aktywowane w różny sposób, dotychczas nie wiado­
mo, czy kinazy tyrozynowe i PK C działają na różne 
izoenzymy PLD.

III. Rola PKC i Ca2+ w koordynacji współ­
działania fosfolipaz

Rodzina kinaz białkowych C zawiera co najmniej 10 
izoform serynowo/treoninowych kinaz białkowych 
(Tab. 1). „Klasyczne” formy izomeryczne kinazy biał­
kowej C są aktywowane przez C a 2 + , DAG i fos- 
fatydyloserynę, a także lizofosfatydylocholinę i kwasy 
tłuszczowe. Inne, tzw. „nowe” izoformy PK C są nieza­
leżne od C a2+ lecz wymagają do aktywacji DAG 
i fosfatydyloseryny, podczas gdy „atypowe” izoformy 
PK C są niezależne zarówno od C a2+ , jak i DAG [33] 
(Tab. 1).

Wszystkie zewnątrzkomórkowe sygnały wywołują­
ce mobilizację C a 2+ w cytosolu powodują serię zda­
rzeń w komórce, w których biorą udział PIC, PLD  
i PLA 2 [23, 33, 36, 37], Izoenzymy PKC pełnią istotną 
rolę koordynatora tych zdarzeń. Kiedy, w wyniku 
kaskady zdarzeń w komórce następuje aktywacja PIC, 
hydroliza P tdnsP 2 i powstanie wtórnych przekaź­
ników sygnałów In sP 3 i DAG, InsP3 powoduje zwięk­
szenie poziomu C a 2+ w cytosolu. Umożliwia to trans- 
lokację nieaktywnej PKC z cytosolu do błony plaz- 
matycznej. Tam, dzięki współdziałaniu z DAG, fos- 
fatydyloseryną i C a 2+ następuje aktywacja PKC, 
a w konsekwencji aktywacja PLD  [33, 37], PKC 
i C a 2+ aktywują także PLA 2, choć znane są takie jej 
formy, które takiej aktywacji nie wymagają [23, 36]. 
Między PKC, a PLD  i PLA 2 powstaje zatem pozytyw­
ne sprzężenie zwrotne [23, 33, 37] (Rys. 3). PKC 
natomiast hamuje PIC [23] (Ryc. 3). Negatywne 
sprzężenie zwrotne między PKC, a PIC jest spowodo­
wane poprzez fosforylację przez PK C  Ser887 w cząs­

teczce PIC(3 i Ser 1248 w cząsteczce PICy. Ufosforylo- 
wane enzymy nie mogą już być aktywowane przez 
białka G, czy kinazę tyrozynową receptorów czyn­
ników wzrostu i produkcja InsP3 i DAG z rozpadu 
fosfolipidu inozytolowego ustaje. Natomiast, dzięki 
dodatniem u sprzężeniu zwrotnemu między PK C 
a PL D  czy PLA 2, w komórce pojawia się DAG, a także 
lizofosfatydylocholina i kwasy tłuszczowe pochodzące 
z rozpadu fosfatydylocholiny (Ryc. 3). Mogą one 
powodować wtórną wobec fosfolipidu inozytolowego, 
przedłużającą się aktywację PKC, istotną dla d ługo­
trwałych odpowiedzi biologicznych komórki, jak  p ro ­
cesy wzrostu, podziały czy różnicowanie komórki [23, 
33, 36, 37],

Aktywacja PL A 2 i PLD, stymulowana przez związki 
agonistyczne, które działają poprzez białka G może 
być także koordynowana przez C a2+ (Ryc. 3). Na 
zdolność białka G do aktywacji PLD  wskazuje sty­
mulacja enzymu przez niehydrolizujący analog 
G T P -G T P yS  [38], Jednak, w odróżnieniu od P L A 2, 
którego aktywność wzmacniają jony wapnia (Ryc. 3), 
wpływ tych jonów na hydrolizę fosfatydylocholiny 
przez PL D  nie jest do końca poznany [23, 33, 36]. 
Wydaje się, że C a2+ raczej hamują PLD, szczególnie 
w wyższych stężeniach, mogą natomiast stymulować 
działanie białka G aktywującego PLD. Natom iast 
jony wapnia, już w stężeniach powyżej 50 nM, powo­
dują aktywację PLA 2 i translokację tego enzymu 
z cytosolu do błon komórki [23, 36], Najlepszym 
substratem dla PLA 2 jest fosfatydylocholina, gorszym 
fosfatydyloetanolamina, a słabym fosfatydyloinozyto- 
le. Uwolniony przez PLA, z cząsteczki fosfolipidu 
kwas arachidonowy jest prekuresorem prostaglandyn, 
tromboksanów, leukotrienów i innych eikozanoidów 
[33, 37, 39] (Ryc. 3).

Jak już wspomniano uprzednio, hydroliza fosfatydy­
locholiny przez PLD  powoduje powstanie w komórce 
kwasu fosfatydowego. Fosfolipid ten zaczyna być 
postrzegany jako  wtórny przekaźnik informacji w ko­
mórce [18, 36].

Kwas fosfatydowy wydaje się działać w komórce 
mitogennie, regulując aktywność białka Ras [36, 37] 
(patrz: poprzedni rozdział). Jest on także prekursorem 
kwasu lizofosfatydowego. Kwas lizofosfatydowy jest 
uwalniany z komórek (np. komórek płytek krwi) i jako  
pierwotny przekaźnik, działając na specyficzne recep­
tory błony komórkowej, powoduje różne odpowiedzi 
biologiczne, jak np.; skurcz mięśni gładkich, cofanie 
różnicowania komórek neuroblastomy, czy zapocząt­
kowanie proliferacji fibroblastów [40], W naszych 
rozważaniach najbardziej interesujące wydaje się jed­
nak odkrycie, że kwas fosfatydowy może pełnić funkcje 
fizjologicznego aktywatora „atypowego” izoenzymu 
P K C -P K C ę (zeta) [41, 42], Co więcej, ta izomeryczna 
forma PK C  jest wszechobecna w komórkach organiz­
mów zwierzęcych [33, 37, 41],

Reasumując, hydroliza fosfolipidu inozytolowego 
P td In sP 2, prowadząca do powstania DAG i mobiliza­

Tabela 1.
Izoform y kinazy b ia łkowej C

Izoform a A k ty w a to r  l ipidowy

Klasyczne PKC a PS, D A G , FA, L P C
Izoenzym y zależne od
C a 2 + P,/Pu PS, D A G ,  FA, L P C

Y PS, D A G , FA, L P C

N ow e PKC 8 PS, D A G , FA
Izoenzym y niezależne
od  C a 2 + e PS, D A G , FA

U 7
0 7

Atypowe PKC ę PS, FA
Izoenzym y niezależne
od  C a 2 + A. 7
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cji C a2 + , powoduje aktywację „klasycznych” izoform 
PKC. W wyniku hydrolizy fosfatydylocholiny przez 
PLC czy PLD nie następuje mobilizacja C a 2+ w ko­
mórce, natomiast uwalniany zostaje kwas fosfatydowy 
i DAG. DAG powstały z hydrolizy fosfatydylocholiny 
może aktywować tzw. „nowe” izoformy PKC, nie 
wymagające C a 2 + , a kwas fosfatydowy może być 
głównym aktywatorem „atypowej” izoformy PKC, 
która do swojej aktywności nie wymaga ani DAG, ani 
C a 2 + (Tab. 1). Następnie, w pozytywnym lub negatyw­
nym sprzężeniu zwrotnym izoenzymy PK C mogą 
aktywować, lub hamować określone fosfolipazy 
(Ryc. 3).

Ograniczona objętość artykułu nie pozwala na 
szersze potraktowanie tego pasjonującego tematu. 
Staraliśmy się w nim przedstawić nowe informacje
0 wtórnych lipidowych przekaźnikach sygnałów poja­
wiających się w komórce w wyniku hydrolizy fos- 
folipidu inozytolowego P td InsP 2 i fosfatydylocholiny, 
katalizowanych przez fosfolipazy PIC, PLC, PLD
1 PLA 2. Aktywacja powyższych fosfolipaz najpraw­
dopodobniej nie odbywa się w tej samej błonie i wys­
tępuje w różnym czasie od sygnału pierwotnego. 
Dzięku temu odpowiedź komórki na sygnał ulega 
modulacji kontrolowanej poprzez wzajemne oddziały­
wanie różnych szlaków przekazywania sygnałów.
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Oscylacje i fale wapniowe w komórce 

Calcium oscillations and waves in a cell
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W ykaz stosowanych skrótów: [ C a 2+] — stężenie w apn ia  
w cytosolu; I P 3 — trisfosfoinozytol; D A G  diacyloglicerol; 
P L C  — fosfolipaza C; P K C  k inaza  b ia łkow a C, P I P 2 

fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan; J ( aATP — przepływ 
C a 2 + przez p o m p ę  w apniow ą; J ( a1P3 -  przepływ C a 2 + przez 
I P 3-zależny k an a ł  wapniowy; J CaCa —  przepływ w apn ia  
indukow any  przez wapń; J Cadyf— dyfuzja wapnia; R recep­
tor; G  —  białko G; RyR —  recep tor  r ianodinow y; C1RC 
— in d u k o w a n y  przez w apń wpływ wapnia.

I. Poziom Ca2 + w cytosolu wtórnym przekaź­
nikiem informacji

Wrażliwość komórki na zmiany w stanie fizjologicz­
nym organizmu wymaga istnienia odpowiednich 
„czujników” oraz dróg przekazywania informacji do 
elementów regulujących funkcjonowanie komórki. 
Rolę „czujników” w komórce odgrywają receptory. Ich 
struktura ulega zmianie w chwili, gdy przyłącza się do 
nich specyficzny ligand, np. hormon. Zmiana w struk­
turze receptora to pierwszy etap drogi przekazywania 
sygnału (kaskady sygnałowej). W komórkach organiz­
mów wyższych istnieje wiele rodzajów receptorów 
i wywodzących się z nich kaskad sygnałowych. C harak­
terystycznym etapem wielu kaskad sygnałowych jest 
zmiana stężenia wapnia w cytosolu ([C a 2 + ] c). Jest to

1 Mgr, 2 prof., Ins ty tu t  Biologii D oświadczalnej im M.
N enckiego  P A N  ul. P as teu ra  3, 02-093 W arszaw a

Contents:
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III. Free and bound calcium
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VI. O scillations in a metabolic pathway
VII. Cytosolic calcium oscillations
VIII. Theoretical models of calcium oscillations
IX. Calcium waves
X. Nuclear and mitochondrial modifications o f calcium  

levels
XI. Propagation of calcium changes within a tissue

tak ważny i generalny etap w przekazywaniu sygnału, 
że wapń zyskał rangę głównego wtórnego przekaźnika 
informacji w komórce [1, 2]. Poniżej sygnału wap­
niowego w kaskadzie sygnałowej znajduje się etap, 
w którym rolę odgrywają białka przekaźnikowe syg­
nału wapniowego. Są to białka, których struktura jest 
wrażliwa na poziom wapnia. Przykładami takich bia­
łek są: kalmodulina, kalretynina, kalcyneuryna, kal- 
paina czy anneksyna. Białka te, w zależności od 
stopnia wypełnienia miejsc wiążących wapń, mogą 
modyfikować całe spektrum enzymów komórkowych.

Niniejsza praca poświęcona jest formom sygnału 
wapniowego w obrębie pojedyńczej komórki. W pracy 
omówione zostanie rozmieszczenie wapnia w kom ór­
ce, czasowy i przestrzenny przebieg zmian stężenia 
wapnia, czyli oscylacje i fale wapniowe, a także roz­
przestrzenianie się tych zmian w obrębie tkanki.

II. Rozmieszczenie wapnia w komórce

Zmiany stężenia wapnia w komórce nazywane są 
metabolizmem wapniowym. Określenie to jest nieco 
mylące ponieważ w trakcie tych przemian dwuwartoś- 
ciowy kation wapniowy nie podlega żadnym przemia­
nom chemicznym. Zmianie ulega jedynie jego lokaliza­
cja w komórce, a co za tym idzie stężenie wapnia 
w poszczególnych przedziałach komórki. W metaboli- 
źmie wapniowym zasadniczą rolę odgrywają następu­
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jące przedziały komórkowe: 1) cytosol, 2) retikulum 
endoplazmatyczne, 3) mitochondria i 4) jądro  kom ór­
kowe oraz, poza nimi, przestrzeń zewnątrzkomór- 
kowa. Najistotniejsze znaczenie przypisuje się współ­
cześnie przepływom C a 2 + pomiędzy endoplazmatycz- 
nym reticulum, cytosolem i przestrzenią zewnątrz- 
komórkową. Coraz częściej jednak pojawiają się prace 
akcentujące rolę mitochondriów [3, 4] i jądra  kom ór­
kowego [5] w metabolizmie wapniowym, szczególnie 
w stanach patologicznych komórki.

W cytosolu typowej komórki organizmów wy­
ższych, jaką  jest np. hepatocyt, znajduje się 10-20% 
zasobów wapnia komórkowego. W stanie spoczyn­
kowym komórki [C a 2 + ] c osiąga wartość - 100 nM. Po 
obudzeniu komórki, np. na skutek działania hormonu, 
[C a 2 + ] c wzrasta do ok. 1 pM .  Na zewnątrz komórki, 
w płynach ustrojowych, stężenie C a2+ osiąga wartość 
2 mM. Gradient C a2+ na błonie komórkowej ma 
wobec tego wartość 20000  w przypadku komórki 
spoczynkowej i 2000 w przypadku komórki pobudzo­
nej. Sprawowanie przez błonę komórkową funkcji tak 
efektywnej bariery w stosunku do wapnia jest możliwe 
dzięki pompie wapniowej w błonie komórkowej (A TP- 
azie wapniowej). Wypompowywuje ona na zewnątrz 
komórki C a2+ z cytosolu i przeciwdziała wzrostowi 
zawartości wapnia w komórce na skutek biernego 
napływu C a 2+ z przestrzeni zewnątrzkomórkowej. 
W błonie komórkowej jest też zlokalizowany kanał 
wapniowy. Otwiera się on przy pobudzeniu komórki 
i umożliwia napływ do cytosolu C a2+ z płynów 
ustrojowych [6, 7].

III. Wapń wolny i związany

Zdecydowana większość zasobów wapniowych ko­
mórki jest zlokalizowana w endoplazmatycznym reti­
kulum (ER). Zasadnicze znaczenie w nagromadzeniu 
wapnia w tym przedziale mają dwa białka buforujące 
wapń: kalsekwestryna i kalretikulina [8]. Charaktery­
zują się one wysoką pojemnością i niskim powinowac­
twem w stosunku do wapnia (1 mol kalsekwestryny 
wiąże do 50 moli C a 2+ przy Kd ok. 1 mM; kalretikulina 
wiąże od 20 do 50 moli C a2+ na mol białka przy Kd 
w zakresie 1-4 mM). Obecność tych białek sprawia, że 
bez ryzyka znacznego podwyższenia stężenia C a 2 + 
w świetle ER mogą być zgromadzone duże zasoby 
łatwo uwalnianego wapnia. Długotrwałe podwyższe­
nie stężenia C a2+ jest bowiem niebezpieczne dla 
s truk tur komórkowych [9], a w przypadku ER może 
prowadzić do takich procesów jak wytrącanie fos­
foranu, aktywacja proteaz czy fosfołipaz i, w konsek­
wencji, u trata integralności błony. Elementami nie­
zbędnymi do prawidłowego funkcjonowania ER jako 
magazynu wapniowego są również dwa białka błono­
we: A TPaza wapniowa (wpompowująca wapń do ER 
i zużywająca cytosolowe ATP) oraz IP 3-zależny kanał 
wapniowy. W komórce spoczynkowej kanał ten jest 
zamknięty, po aktywacji przez I P 3 kanał zostaje

otwarty i następuje wpływ C a2+ z ER do cytosolu. 
W błonie ER wielu rodzajów komórek występuje też 
kanał wapniowy regulowany przez wapń (aktywuje go 
zwiększone stężenie C a 2+ w cytosolu). Kanał ten jest 
nazywany rianodinowym (RyR), ponieważ jest bloko­
wany przez alkaloid rianodinę.

Także w cytosolu zdecydowana większość występu­
jącego tam wapnia jest związana z białkami buforują­
cymi wapń (parvalbuminą i kalbindiną), z metabolita­
mi (np. z cytrynianem lub ATP, które silnie wiążą 
kationy dwuwartościowe) lub z powierzchniami błon 
komórkowych. Omówione do tej pory elementy regu­
lujące wapniową gospodarkę komórki przedstawiono 
na schemacie (Ryc. 1).

IV. Podział ER z punktu widzenia zawartości 
wapnia

Endoplazmatyczne retikulum jest skomplikowaną 
strukturą. W ER rozróżnia się frakcję gładką, szorstką 
oraz tę część systemu ER, która łączy się z błoną 
jądrową. Pomimo tego zróżnicowania uważa się, że 
wewnętrzna przestrzeń ER stanowi jedną całość 
o identycznym składzie enzymatycznym [3]. Wiele 
danych wskazuje jednak na to, że zawartość wapnia 
w ER jest niejednolita. Jedną z przyczyn nagromadze­
nia większej ilości C a2+ w określonych regionach ER 
(kalciosom [3, 10]) mogłoby być nierównomierne 
rozmieszczenie w błonie ER białek transportujących 
wapń oraz utrudniona dyfuzja C a 2+ wewnątrz ER.

Badania z użyciem technik cytoimmunologicznych 
potwierdziły przypuszczenie, że białka transportujące 
wapń nie są równomiernie rozłożone w ER, i że 
w pewnych miejscach następuje ich znaczne zagęsz-
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czenie [11]. Można zatem przypuszczać, że w roz­
gałęzionej strukturze ER występują fragmenty od ­
grywające dominującą rolę w metaboliźmie wapnio­
wym. Są one nazywane kalciosomami i stanowią 
magazyny wapniowe komórki.

V. Szybkość dyfuzji Ca2+ w obrębie komórki

Wzrost [C a 2 + ] c po pobudzeniu komórki jest wyni­
kiem uwalniania wapnia z ER i napływu wapnia 
z przestrzeni zewnątrzkomórkowej. Jakie jest uzasad­
nienie tak skomplikowanego mechanizmu podwyż­
szania [C a2 + ] c? Dlaczego do regulacji [C a 2 + ] c nie 
wystarczają przepływy wapnia przez błonę kom ór­
kową i zewnątrzkomórkowy, praktycznie niewyczer- 
pywalny, rezerwuar wapnia? Przyczyny tego stanu 
rzeczy upatruje się w bardzo wolnym dyfundowaniu 
wapnia w przedziałach komórkowych. Powodem tego 
jest występowanie w komórce wielu elementów bufo­
rujących wapń. Przypomnijmy, że w elektrycznie nie- 
pobudliwej komórce [C a 2 + ] c waha się w granicach od 
0.1 do 1 juM, podczas gdy stężenie białek wiążących 
wapń w cytosolu szacuje się na ok. 300 pM  [12]. 
Oznacza to, że 99% wapnia w cytosolu jest związana 
[13, 14]. Wyliczono, że dyfuzja C a2+ od błony do 
centralnych rejonów komórki zajęłaby minuty. Szyb­
kie, trwające zaledwie kilka sekund, zmiany poziomu 
wapnia w obrębie komórki możliwe są jedynie dzięki 
uwalnianiu wapnia z głębiej położonych i rozproszo­
nych magazynów wapniowych. Dyfuzja wapnia w tych 
przedziałach jest nieco szybsza niż w cytosolu, al­
bowiem stężenie wolnego wapnia osiąga w nich w arto­
ści od kilkunastu do kilkuset p M  [15], przy tylko
0 rząd wielkości wyższym stężeniu elementów wiążą­
cych wapń. Należy dodać, że IP 3 uwalniający wapń 
z tych przestrzeni dyfunduje w cytosolu 30 raz szybciej 
niż wapń [ 12].

VI. Warunki występowania oscylacji w szlaku 
metabolicznym

W stanie równowagi dynamicznej parametry danego 
szlaku metabolicznego (t.j. stężenia metabolitów p o ­
średnich) ulegają ustaleniu w warunkach określonej 
szybkości przepływu przez dany szlak. W opisie rów ­
nowagi dynamicznej szlaku metabolity odgrywają 
wyłącznie rolę reagentów reakcji. Oddziaływanie spe­
cyficznych efektorów na centra regulatorowe enzy­
mów może zmieniać ich stałe kinetyczne. W przypadku 
gdy efektorem jest produkt enzymu, i gdy działa on na 
reakcję hamująco (negatywne sprzężenie zwrotne) m a­
my do czynienia z efektem stabilizującym. Podobnie 
jest w przypadku gdy efektorem jest substrat enzymu,
1 gdy jego działanie stymuluje reakcję. Działanie takich 
efektorów może sprawiać, że wielkość stabilizowanego 
param etru zmienia się stosunkowo niewiele (homeo­
staza) nawet przy dużych zmianach w szybkości prze­
pływu przez szlak. Natomiast, w przypadkach: 1) gdy

produkt enzymu jest efektorem o działaniu aktywują­
cym reakcję (pozytywne sprzężenie zwrotne) lub 2 ) gdy 
substrat jest efektorem hamującym reakcję (np. koope­
racja negatywna) mamy do czynienia z efektami des­
tabilizującymi [16]. Efektory mogą działać na szlak 
metaboliczny bardzo szybko (działanie kinetyczne, 
którego skala czasowa to milisekundy). Z drugiej 
strony procesy adaptacyjne, związane z syntezą białek, 
mają kilkugodzinną skalę czasową. W przypadku gdy 
działanie efektora związane jest z kowalencyjną m ody­
fikacją enzymów szlaku, zmiany w kinetyce enzymu 
następują w minutowej skali czasowej. Oscylacje zwią­
zane są zazwyczaj ze współdziałaniem w szlaku m eta­
bolicznym efektorów stabilizujących (dominujących 
w fazie powrotu do poziomu wyjściowego) i de­
stabilizujących (dominujących w fazie odchodzenia od 
poziomu wyjściowego), o różnych skalach czasowych. 
W metaboliźmie wapniowym rolę głównych param et­
rów i zarazem potencjalnych efektorów odgrywają I P 3 
i wapń.

VII. Oscylacje stężenia jonów wapnia 
w cytosolu

Zastosowanie metod umożliwiających badanie p ro ­
cesów zachodzących w pojedynczej komórce pozwoli­
ło odkryć złożony charakter zmian stężenia wapnia 
w cytoplazmie i organellach komórkowych. Stwier­
dzono, że w zależności od stopnia stymulacji komórki 
zmiany te mogą przybierać postać stałego podwyż­
szenia lub oscylacji, które rozprzestrzeniają się w o b ­
rębie komórki jako fale. Występowanie oscylacji jest 
powszechne i zostało opisane dla wielu rodzajów 
komórek, między innymi oocytów mysich [17], hepa- 
tocytów [18, 19], oocytów Xenopus laevis [20], kom ó­
rek nabłonkowych [21 , 22], komórek mięśniowych 
i astrocytów [23],

W ostatnich latach oscylacyjne zmiany [C a 2 + ] c i ich 
rozprzestrzenianie się w obrębie komórki oraz pomię­
dzy sąsiadującymi komórkami stały się jednym z głów­
nych tematów badań w dziedzinie przekazywania 
sygnałów w komórce. Wraz z kolejnymi odkryciami na 
tym polu pojawiały się różne modele próbujące wyjaś­
nić mechanizm tego zjawiska oraz hipotezy dotyczące 
jego fizjologicznej funkcji.

Cykliczne zmiany [C a 2 + ] c polegające na powtarza­
jącym się kilka lub więcej razy wzroście i spadku, 
o stałej częstotliwości i amplitudzie, pojawiają się nie 
tylko w następstwie pobudzenia komórki. Zaobser­
wowano też oscylacje [C a 2 + ] c pojawiające się spon­
tanicznie [24, 25], W zależności od rodzaju komórki 
okres ich trwania może wynosić od 1 sekundy do 10 
minut. Bardzo zmienna jest też dynamika zmian 
stężenia wapnia podczas oscylacji. Mogą one przyj­
mować różne kształty, np. ostrych pików z gwałtow­
nym wzrostem i szybkim spadkiem stężenia wapnia, 
łagodnych przejść o sinusoidalnym przebiegu lub wielu 
form pośrednich [26]. Występowanie oscylacji
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Ryc. 2. Z a leżność  częs to tl iw ości  oscylacji  [ C a 2 + ] w cy toso lu  od  

in tensyw ności  s tymulacji .

[C a 2 + ] c jest związane z intensywnością stymulacji. 
Proces ich wzbudzenia ma charakter „wszystko albo 
nic”, to znaczy, że pojawiają się one dopiero po 
osiągnięciu określonej, progowej siły pobudzenia ko­
mórki. Dalszy wzrost siły stymulacji powoduje zwięk­
szenie częstotliwości oscylacji [C a 2 + ] c, nie ma jednak 
wpływu na ich amplitudę (Ryc. 2). Zwiększenie częstot­
liwości następuje przez przyspieszenie fazy spadkowej 
oraz skrócenie okresu latencji, czyli fazy stałego pozio­
mu [C a 2 + ] L. pomiędzy spadkiem i kolejnym wzrostem. 
Powyżej określonego poziomu pobudzenia komórki 
oscylacje przechodzą w utrzymujące się podwyższenie 
stężenia wapnia w cytosolu [26, 27]. Oscylacje w ap­
niowe występują więc tylko w określonych granicach 
intensywności stymulacji.

Pomimo intensywnych badań dotychczas nie stwier­
dzono, jaka  jest fizjologiczna rola tak skomplikowa­
nych zmian w cytosolowym stężeniu wapnia. Przypu­
szcza się, że kodowanie siły stymulacji w postaci 
częstotliwości oscylacji pozwala na przekazywanie 
bardziej subtelnych zmian sygnału niż byłoby to 
możliwe przy stałym podwyższeniu stężenia wapnia 
[28]. Jest też prawdopodobne, że występowanie os­
cylacji tylko w określonych granicach siły stymulacji 
umożliwia białkom przekaźnikowym sygnału wap­
niowego odróżnienie prawdziwego sygnału od przypad­
kowych wahań [C a 2 + ] c. Stwierdzono, że oscylacje 
[C a 2 + ] c powodują pojawienie się analogicznych os­
cylacji w matriks mitochondrialnej i odpowiadających 
im zmian aktywności mitochondrialnych dehydroge­
naz [29],

VIII. Modele opisujące oscylacje Ca2 + 
w komórce

Modele próbujące wyjaśnić zjawisko powstawania

i rozprzestrzeniania się w komórce oscylacji w ap­
niowych są zgodne w opisie wstępnej fazy tego procesu. 
Przyłączenie przez receptor cząsteczki hormonu lub 
neurotransmitera powoduje rozpad białka G na dom e­
ny i uaktywnianie przez jedną z tych domen fosfolipazy 
C (PLC). Enzym ten powoduje rozpad znajdującego 
się w błonie komórkowej fosfatydyloinozytolo(4,5) 
bisfosforanu (P IP 2) na dwie cząsteczki: diacyloglicerol 
(DAG) oraz trisfosfoinozytol (IP3) [30]. IP 3 jest związ­
kiem drobnocząsteczkowym, który szybko dyfunduje 
w cytosolu i powoduje otwarcie IP 3- zależnych kana­
łów wapniowych w błonach kalciosomów. Pociąga to 
za sobą wzrost stężenia jonów wapnia w cytosolu 
wzmocniony przez napływ wapnia z przestrzeni ze- 
wnątrzkomórkowej. Modele oscylacji [C a 2 + ] c różnią 
się w opisie dalszej sekwencji zdarzeń. W jednej grupie 
modeli oscylacje były tłumaczone oscylującym stęże­
niem 1P 3, w drugiej cykliczną wymianą jonów wapnia 
pomiędzy cytosolem a magazynami wapniowymi 
w warunkach stałego stężenia I P 3.

Do modeli oscylacji wapniowych opierających się 
na wahaniach stężenia IP 3 należy model krzyżowego 
sprzężenia (cross-coupling model), przedstawiony 
w 1988 r. przez M e y e r a  i S t r y e r a [31]. Zakłada 
on, że indukowany przez IP 3 wypływ wapnia ze zbior­
ników wapniowych stymuluje syntezę IP 3 (Ryc. 3A). 
Ponieważ „zapasy” jonów wapnia są ograniczone, po 
ich uwolnieniu do cytosolu następuje ponowne prze­
niesienie wapnia do zbiorników ER i na zewnątrz 
komórki, a synteza IP 3 ulega spowolnieniu. Po napeł­
nieniu magazynów wapniowych proces może ulec 
powtórzeniu. W wyniku dalszych badań model ten 
został wzbogacony o element hamowania wypływu 
jonów wapnia ze zbiorników wapniowych przez zwię­
kszone [C a 2 4 ] c [18].

Inny model oparty na cyklicznych zmianach stęże­
nia IP 3 zaproponowali C u t h b e r t s o n  i C h a y  
w 1991 r. [32], W tym matematycznym opisie, na­
zwanym modelem agonista-receptor, wapń wypływają­
cy ze zbiorników komórkowych oraz diacyloglicerol

Ryc. 3. M ode le  oscylacji  wapniow ych . A —  model sprzężenia  
krzyżowego, B —  model agon is ta -recep to r ,  C  —  m odel 
dw óch  rodza jów  m a g a z y n ó w  w apniow ych ,  D  — m odel 
dw ufazow ego  dzia łan ia  wapnia .  Ciągłe  linie oznaczają  
przepływy w ap n ia  (Jta ) o raz  szlaki  metaboliczne,  linie 
p rzeryw ane  sym bolizu ją  w zm acnia jące  ( +  ) lub h am u jące  
( —) dzia łanie  e fek torów  (C a 2 + i I P 3).
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aktywują kinazę białkową C (PKC), która poprzez 
fosforylację hamuje aktywność białka G lub receptora 
błonowego. W efekcie następuje zahamowanie syntezy 
I P 3 i w dalszej konsekwencji uwalniania wapnia 
z magazynów komórkowych. Wpompowywanie wap­
nia z powrotem do zbiorników komórkowych umoż­
liwia odbudowanie ich zasobów. Spadek stężenia 
wapnia w cytosolu powoduje zmniejszenie aktywności 
PKC, uaktywnienie syntezy IP 3 i ponowne uwolnienie 
jonów wapnia z magazynów komórkowych do cyto­
solu. Model ten (Ryc. 3B) zakłada również, że DAG lub 
IP 3 stymulują na zasadzie dodatniego sprzężenia 
zwrotnego aktywność PLC, chociaż taka zależność nie 
została eksperymentalnie potwierdzona.

Omówione modele generowania oscylacji wapnio­
wych opierają się na założeniu, że stężenie IP 3 w komór­
ce ulega cyklicznym wahaniom. Dotychczas jednak nie 
opracowano metody pozwalającej na bezpośrednie 
potwierdzenie występowania takich zmian. Powszech­
na użyteczność tych modeli została natomiast zakwes­
tionowana przez wyniki eksperymentów, w których 
zastosowano nie ulegający hydrolizie analog IP 3, 
IP 3S3 [28], Związek ten, podobnie jak IP 3 powoduje 
uwolnienie jonów wapnia z magazynów kom órko­
wych, jednak jego stężenie po podaniu do komórki 
utrzymuje się na stałym poziomie. W doświadczeniach 
na oocytach Xenopus wykazano, że IP 3S3 nie ma nega­
tywnego wpływu na pojawianie się oscylacji wapnio­
wych, a więc przynajmniej w tych komórkach nie są one 
generowane przez cykliczne zmiany stężenia IP 3 [28], 

Druga grupa modeli opiera się na zjawisku in­
dukowania wypływu jonów wapnia ze zbiorników 
wapniowych przez podwyższone stężenie wapnia w cy­
tosolu (CICR — calcium-induced calcium release). 
Model dwóch rodzajów magazynów wapniowych, za­
proponowany w 1990 r. przez G o l d b e t e r a ,  D u - 
p o n t a  oraz B e r r i d g e ’ a [33] zakłada istnienie 
i współdziałanie magazynów wapniowych wrażliwych 
i niewrażliwych na IP 3. Pierwsze posiadają w błonie 
receptory IP 3. Drugie mają inny rodzaj receptorów 
— receptory rianodinowe. Są one wrażliwe na stężenie 
jonów wapnia w cytosolu i, podobnie jak receptory 
IP 3, pełnią funkcję kanałów wapniowych. Po zainic­
jowaniu kaskady sygnałowej dochodzi do uwolnienia 
wapnia ze zbiorników wrażliwych na IP 3. Wzrost 
stężenia wapnia w cytosolu powoduje z kolei otwarcie 
kanałów w magazynach posiadających receptory ria­
nodinowe. Po wpompowaniu wapnia z powrotem do 
zbiorników wapniowych cały proces ulega powtórze­
niu. Omówiony model (Ryc. 3C) nie ma charakteru 
uniwersalnego, ponieważ w wielu rodzajach komórek 
nie udało się wykazać istnienia receptorów rianodino- 
wych, między innymi nie znaleziono ich w oocytach 
Xenopus [34],

W roku 1992 ukazały się publikacje wykazujące, że 
aktywność IP 3-zależnych kanałów wapniowych może 
być regulowana przez wapń. W zależności od stężenia 
wapń może aktywować lub hamować indukowane
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przez 1P3 opróżnianie magazynów komórkowych [34, 
35]. Odkrycie to pozwoliło na opracowanie modeli 
oscylacji wapniowych opierających się na udziale tylko 
jednego rodzaju zbiorników wapniowych. Z ap ro p o ­
nowany przez A t r i ’ e g o i ws p .  model dwufazowego 
działania wapnia [36] opiera się na założeniu, że 
receptor I P 3 składa się z trzech domen. Każda z nich 
może znajdować się w stanie nieaktywnym lub aktyw ­
nym, polegającym na przyłączeniu określonego Ugan­
da. Domena pierwsza może przyłączyć cząsteczkę IP 3, 
podczas gdy domeny druga i trzecia wiążą jony 
wapnia. Jeśli aktywne są domeny pierwsza i druga, co 
ma miejsce przy określonym stężeniu IP 3 i wapnia 
w cytosolu, następuje wypływ jonów C a2+ z magazy­
nów komórkowych. Gdy [C a 2 + ] c osiągnie większą 
wartość, przy której także domena trzecia receptora 
ulegnie aktywacji, wypływ ze zbiorników wapniowych 
zostanie zahamowany. Model ten zakłada (Ryc. 3D), że 
wypływ wapnia przez pojedynczy kanał ma charakter 
wszystko albo nic, natomiast całkowity wypływ wap­
nia z magazynu wapniowego zależy od ilości o tw ar­
tych kanałów. Występowanie oscylacji wapniowych 
jest uzależnione ponadto od stosunku ilości recep­
torów z przyłączoną cząsteczką 1P 3 do ogólnej ilości 
receptorów IP 3.

Ilość opracowanych dotychczas modeli oscylacji 
wapniowych jest nie tylko odzwierciedleniem kolej­
nych odkryć na tym polu, ale być może także rzeczywi­
stego zróżnicowania mechanizmów generowania cyk­
licznych zmian stężenia wapnia w komórce. Z ap ro p o ­
nowany ostatnio przez S h e n a i L a r  t e r a  model 
uniwersalny [37] opiera się na założeniu, że bardziej 
prawdopodobne jest istnienie jednego układu pozwa­
lającego na generowanie różnego typu oscylacji niż 
występowanie specyficznych mechanizmów w różnych 
rodzajach komórek. Autorzy ci wykorzystali elementy 
modeli przedstawionych przez C u t h b e r t s o n a  
i C h a y ’ a [32] oraz przez A t r i ’ e g o [36]. Zgodnie 
z tą najnowszą hipotezą (Ryc. 4) wapń uwalniany przez 
IP 3 w pierwszej fazie powoduje przyspieszenie opróż­
niania zbiornika wapniowego przez uaktywnienie wię-

Ryc. 4. U n iw ersa lny  model oscylacji  w apniowych.

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 2 ) ,  1996

r»— 2+
H o r m o n  U d zew

http://rcin.org.pl



kszej liczby I P 3-zależnych kanałów wapniowych. 
Zwiększony poziom wapnia w cytosolu stymuluje 
wytwarzanie większej ilości IP 3 przez fosfolipazę C. 
W drugiej fazie rosnące stężenie wapnia zaczyna 
wywierać hamujący wpływ na kanały wapniowe i pro­
wadzi do zahamowania wypływu wapnia ze zbior­
ników. Komputerowa symulacja zmian stężenia wap­
nia generowanych przez taki układ wykazała, że 
w zależności od doboru parametrów mogą powstawać 
oscylacje o różnych kształtach, częstotliwości i am p­
litudzie [37]. Być może już wkrótce pojawi się jednak 
kolejny model oscylacji wapniowych uwzględniający 
ostatnie odkrycie, że zwiększone stężenie IP 3 w cyto­
solu wywiera hamujący wpływ na IP 3-zależne kanały 
wapniowe [38],

IX. Fale wapniowe

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem barw­
ników fluorescencyjnych i mikroskopii konfokalnej 
wykazały, że zmiany [C a 2 + ] c nie obejmują jednocześ­
nie całej komórki, ale rozpoczynają się w ściśle okreś­
lonym miejscu i rozprzestrzeniają w cytosolu przyj­
mując postać fali [19, 39]. Obszar cytosolu o m ak­
symalnym stężeniu wapnia stanowi czoło fali, które 
w zależności od komórki i rodzaju stymulacji może 
przybierać kształt spiralny, koncentryczny [26] lub 
płaski [40], Miejsce, w którym rozpoczynają się os­
cylacje wapniowe jest charakterystyczne dla każdej 
komórki i nie zależy od rodzaju stymulacji [20, 39], 
Dotychczasowe badania na hodowlach komórkowych 
wskazują, że może to być wyrazem pierwotnej polar- 
ności komórki [41, 42]. W świeżo wyizolowanych 
hepatocytach, w których polaryzacja jest zachowana 
wykazano, że fale wapniowe mają najczęściej swój 
początek w pobliżu błony graniczącej z naczyniem 
krwionośnym. Wiele danych pozwala też przypusz­
czać, że utracona podczas izolacji polarność komórki 
może być odtworzona w czasie hodowli. Wiadomo, 
że właśnie w eksponowanej do naczynia krwionoś­
nego części błony komórkowej znajduje się wiele 
receptorów i białek związanych z przekazywaniem 
sygnału [39].

Szybkość wzrostu stężenia wapnia oraz szybkość 
rozprzestrzeniania się fali w obrębie komórki są stałe 
i nie zależą od siły stymulacji oraz od stężenia wapnia 
na zewnątrz komórki [39, 43]. Taki sposób rozprzes­
trzeniania się fali wapniowej nasuwał przypuszczenie, 
że nie jest to zjawisko opierające się jedynie na dyfuzji 
jonów  wapnia lub IP 3, co wiązałoby się ze stopniowym 
zanikiem fali. Musi istnieć mechanizm odnawiający 
bodziec wyzwalający wypływ wapnia ze zbiorników 
komórkowych w obejmowanych przez falę strefach 
komórki.

Z aproponow ane dotychczas modele fal wapnio­
wych opierają się na przedstawionych wcześniej teo­
riach oscylacji stężenia wapnia w komórce. W modelu 
Meyera i Stryera [44] wapń uwalniany z magazynów

wapniowych przez I P 3 aktywuje fosfolipazę C, co 
powoduje zwiększoną produkcję IP 3 i przyspieszony 
wypływ wapnia. Wpompowywanie wapnia do mito- 
chondriów lub zbiorników niewrażliwych na I P 3 jest 
przyczyną spadku jego stężenia w cytosolu, a co za tym 
idzie zahamowania syntezy IP 3 i odnowienia zasobów 
wapnia w magazynach wrażliwych na 1P3. Przy założe­
niu, że zbiorniki wapniowe wrażliwe na IP 3 oraz 
fosfolipaza C są rozmieszczone równomiernie w ob­
rębie komórki, zwiększone stężenie wapnia powodo­
wałoby inicjowanie wypływu wapnia w przylegających 
obszarach cytosolu. Model ten ma jednak wiele nie­
wiadomych, na przykład nie jest pewne, czy wrażliwość 
PLC na stężenie wapnia jest wystarczająca do pod­
trzymywania opierających się na niej oscylacji [39], 
Ponadto  w przypadku spiralnych fal w oocytach 
Xenopus  okres fali jest zbyt krotki, żeby pomiędzy 
kolejnymi frontami fali mogła zajść synteza wystar­
czającej ilości IP 3 [30], Tak jak w przypadku modeli 
oscylacji opartych na cyklicznych zmianach stężenia 
IP 3, także ten model został podważony przez doświad­
czenia z nie ulegającymi hydrolizie analogami IP 3.

Bardziej użyteczne wydają się modele powstawania 
fal wapniowych oparte na procesie CICR, które są 
rozwiniętymi o aspekt przestrzenny modelami oscyla­
cji. Przykładem jest tu model G i r a r d a  i w s p .  [20] 
zakładający istnienie dwóch rodzajów magazynów 
wapniowych (Ryc. 5). W modelu tym oscylacje w ap­
niowe rozchodzące się w postaci spiralnej fali są 
generowane w oparciu o wzajemną zależność stężenia 
wapnia w cytosolu oraz wewnątrz zbiorników nie­
wrażliwych na IP 3. Wypływ wapnia ze zbiorników 
wrażliwych na I P 3 powoduje zwiększanie się jego 
stężenia w cytosolu i w zbiornikach niewrażliwych na 
IP 3. Jeśli oba te stężenia są wystarczająco wysokie, 
rozpoczyna się gwałtowny wypływ wapnia ze zbior­
ników nie wrażliwych na IP 3. Gdy stężenie wapnia 
wewnątrz tych zbiorników spadnie poniżej określonej 
wartości jego wypływ zostaje zahamowany, podczas 
gdy w tym samym czasie rozpoczyna się wypływ 
wapnia ze zbiorników w dalszej strefie cytosolu. N ow ­
sze modele fal wapniowych zakładają istnienie jednego 
rodzaju zbiorników i, w zależności od stężenia, stymu­
lujący lub hamujący wpływ [C a 2 + ] c na IP 3-zależny 
kanał wapniowy [36],

Ryc. 5. M odel  rozp rzes trzen ian ia  się fali w apniow ej w kom órce .
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X. Zmiany stężenia wapnia w jądrze komór­
kowym i w mitochondriach

Oddzielnie badanymi zagadnieniami związanymi 
z oscylacjami i falami wapniowymi w komórce jest ich 
wpływ na stężenie wapnia wewnątrz jądra  kom ór­
kowego i mitochondriów. W organellach tych jest 
zlokalizowanych wiele rodzajów białek wrażliwych na 
wapń [45,46], wobec tego powinien istnieć mechanizm 
regulujący zmiany stężenia wapnia w płynie jądrowym 
i w matriks mitochondrialnej. Przeprowadzone do­
tychczas badania z wykorzystaniem barwników fluo­
rescencyjnych gromadzących się w jądrze wykazały, że 
oscylacjom wapniowym w cytosolu towarzyszą zmia­
ny stężenia wapnia w płynie jądrowym o podobnej 
dynamice [19] i amplitudzie [47, 48]. Oscylacje wap­
niowe rozprzestrzeniają się w nukleoplazmie w postaci 
fali stanowiącej przedłużenie fal wapniowych w o ta­
czającym jądro  cytosolu [19]. Pojawiło się wobec tego 
pytanie w jaki sposób są generowane fale wapniowe 
przechodzące przez jądro  komórkowe. Badania prze­
prowadzone na hepatocytach wykluczyły istnienie 
wewnątrz jądra  zbiorników zawierających wapń. Wy­
kazały natomiast, że wapń jest gromadzony w otoczce 
jądrowej i uwalniany z niej do cytosolu pod wpływem 
I P 3. Według jednej z hipotez, próbującej tłumaczyć 
zjawisko przemieszczania się fali wapniowej w jądrze 
komórkowym, I P 3 powoduje uwolnienie wapnia 
z otoczki jądrowej do cytosolu otaczającego jądro. 
Przez pory w otoczce wapń dyfunduje następnie do 
wnętrza jądra. Chociaż jąd ro  komórkowe jest stosun­
kowo duże, nawet przy największej jego średnicy 
żadna część nukleoplazmy nie jest oddalona od o to ­
czki jądrowej o więcej niż 5 gm, czyli o tyle, ile wynosi 
efektywny zasięg dyfuzji C a 2+ w cytosolu [19].

Zmiany stężenia wapnia w matriks mitochondrial­
nej i ich zależność od oscylacji wapniowych w cytosolu 
były przedmiotem mniejszej liczby badań. W pobudza­
nych elektrycznie komórkach mięśnia sercowego 
stwierdzono proporcjonalne do częstotliwości stymu­
lacji podwyższenie stężenia wapnia w mitochondriach 
[49]. Bardzo ciekawe eksperymenty w tej dziedzinie 
przeprowadzono z wykorzystaniem akworyny (białka 
pochodzącego z jamochłonu Aequorea victoria), której 
właściwości optyczne są wrażliwe na wapń [50], Do 
komórek zwierząt wyższych wprowadzano gen kodu­
jący akworynę z dołączoną sekwencją powodującą 
transportowanie tego białka do mitochondriów. Z ade­
monstrowano, że wzrost [C a2 + ] c powoduje jednoczes­
ny wzrost stężenia wapnia w mitochondriach. Eks­
perymenty z wykorzystaniem różnych barwników flu­
orescencyjnych wykazały, że zmiany stężenia wapnia 
w matriks mitochondrialnej odzwierciedlają oscylacyj­
ny charakter zmian zachodzących w cytosolu [29], Nie 
są one jednak ich dokładnym odbiciem, ponieważ przy 
utrzymującym się stałym podwyższeniu [C a 2 + ] c, spo­
wodowanym wysokim poziomem hormonu, wzrost 
stężenia C a2+ w mitochondriach jest przejściowy.

K\c.  6. W pływ  / m ia n  (_C'a2 " J c na s tężenia w apnia  u m atr ik s  
m ito ch o n d r ia ln e j  i ak ty w n o ś ć  m i to ch o n d r ia ln y c h  dehyd-
rogenaz.

Zmianom stężenia wapnia w mitochondriach towarzy­
szą modyfikacje aktywności dehydrogenaz mitochon­
drialnych wrażliwych na wapń, których miarą jest 
poziom N A D H  (Ryc. 6). Mają one również charakter 
oscylacji, o tej samej częstotliwości co zmiany 
w [C a 2 + ] c, ale ze znacznie wolniejszą fazą spadkową. 
Zwiększanie częstotliwości oscylacji wapniowych 
w matriks mitochondrialnej powoduje stopniowe 
skracanie się tej fazy aż do całkowitego jej zaniku 
i utrzymywania się stałej aktywacji enzymów. Przejś­
ciowe podwyższenie wapnia w mitochondriach na 
skutek wysokiego [C a 2 + ] c powoduje krótkotrwałą 
i niepełną aktywację enzymów [29], Sposób regulowa­
nia stężenia wapnia w mitochondriach przez zmiany 
zachodzące w cytosolu nie został ostatecznie poznany. 
W iadomo jedynie, że wapń nie dyfunduje swobodnie 
do matriks mitochondrialnej, lecz jest aktywnie trans­
portowany przez znajdujący się w błonie nośnik (uni- 
port). Transport wapnia z mitochondrium do cytosolu 
zachodzi natomiast poprzez wymienniki zależne od 
N a + lub H + [29], W błonach ER w bezpośrednim 
sąsiedztwie mitochondriów zaobserwowano zwiększo­
ną ilość receptorów IP 3 [51, 52], Pozwala to przypusz­
czać, że wysoka aktywność pobierania wapnia przez 
mitochondria jest związana z miejscowym podwyż­
szeniem [C a 2 + ] L [4, 53].

XI. Synchronizacja zmian stężenia wapnia 
w obrębie tkanki

Oscylacje i fale wapniowe są najczęściej badane 
w wyizolowanych komórkach lub na hodowlach ko­
mórkowych. Znaczenie zdobytych w ten sposób da­
nych zależy od tego, czy takie same zmiany zachodzą 
w warunkach naturalnych. Doświadczenia przeprowa­
dzone na wątrobie szczurzej poddanej perfuzji wyka­
zały, że oscylacje wapniowe w nie izolowanych kom ór­
kach mają taki sam przebieg, jaki obserwowano w izo­
lowanych hepatocytach. Fale wapniowe rozprzestrze­
niają się nie tylko w obrębie pojedynczych hepatocy- 
tów, ale także poprzez połączenia w błonach kom ór­
kowych (gap junctions) przenoszą się do przylegających 
komórek i ogarniają w ten sposób cały zrazik wąt­
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robowy. Podobnie jak  w przypadku izolowanych 
hepatocytów, szybkość przemieszczania się fali w poje­
dynczej natywnej komórce nie zależy od dawki hor­
monu. Natomiast szybkość rozprzestrzeniania się fali 
w obrębie tkanki zależy od intensywności stymulacji, 
i jest to najprawdopodobniej związane z zależną od 
dawki horm onu długością okresu latencji. Budowa 
tkanki wątrobowej umożliwia rozprzestrzenianie się 
fal wapniowych na duże odległości, co pozwala na 
synchronizację odpowiedzi wapniowej w obrębie zra­
zików wątrobowych. Jest to przypuszczalnie sposób 
koordynowania procesów związanych z fizjologiczną 
funkcją wątroby. Ponieważ oscylacje i fale wapniowe 
wykazano w najróżniejszych rodzajach komórek, wy­
daje się, że jest to zjawisko uniwersalne, zapewniające 
tkankom  i organom spójność niezbędną dla prawid­
łowego funkcjonowania organizmu [54],
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I. Wstęp

Znaczna część komórkowych grup tiolowych (-SH) 
ulega odwracalnemu utlenieniu; ditiole (sąsiadujące 
grupy -SH) utleniają się do wewnątrzcząsteczkowych 
disulfidów (-SS-), podczas gdy monotiole (pojedyncze 
grupy -SH) tworzą mieszane międzycząsteczkowe di- 
sulfidy (RSSR’) oraz, rzadziej, utleniają się do sul- 
fenianów (-SOH), sulfeninów ( -S 0 2H) lub sulfonianów 
(-SO3H). Reakcja utlenienia netto grup -SH związana 
jest z redukcją tlenu [ 1]:
2R-SH — R-SS-R +  2e" +  2 H +
Reakcja odwrotna, redukcja disulfidów, zachodzi 
w komórce na koszt ekwiwalentów redukcyjnych 
dostarczanych przez NAD PH :
RSSR +  N A D PH  +  H + — N A D P + +  2RSH 
Jednakże w komórce zarówno utlenienie netto biał­
kowych grup -SH jak i redukcja grup -SS- przez

1 Doc, d r  hab.,  2-3mgr, Z ak ład  Biochemii K om órk i ,  In s ty tu t
Biologii D oświadczalnej im. M. Nenckiego, PA N , ul. P a s ­
teura  3, 02-093 W arszaw a
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N A D PH  ograniczone są do nielicznych reakcji, om a­
wianych w dalszych częściach tego artykułu.

Główną drogą utleniania i redukowania kom ór­
kowych grup -SH/SS- są reakcje wymiany spowodo­
wane wysoką reaktywnością grup -SH [2]. Grupy -SH 
należą do najbardziej reaktywnych grup chemicznych 
w komórce. Reaktywność ich ujawnia się po dysocjacji, 
ponieważ formą reaktywną jest anion tiolanowy, -S “ : 
R-SH — R-S“ +  H + ’
Dysocjacja grup -SH związków alifatycznych w roz­
tworach wodnych następuje powyżej pH fizjologicz­
nego, pK tej reakcji wynosi 8,5 [3]. Jednakże w łań­
cuchach peptydowych, przy szczególnej sekwencji ami­
nokwasów i w sąsiedztwie reszt naładowanych dodat­
nio, pK tych grup może ulec obniżeniu aż do 3,8 [4], 
Obniżeniu temu towarzyszy spadek reaktywności 
anionów tiolanowych, około 3-krotny przy obniżeniu 
pK o jednostkę. A zatem zwiększenie ilości anionów 
tiolanowych związane jest z niższą ich reaktywnością. 
In vitro najwyższa szybkość reakcji z udziałem grup 
-SH występuje przy pH równym pK [2], Reaktywność 
anionów tiolanowych polega na ataku nukleofilowym 
na grupy -SS-, co prowadzi do wymiany grup -SH 
i -SS- między różnymi związkami:
RSSR +  R 'S“ RSSR’ +  R S “
RSSR’ +  R’S “ — R’SSR' +  R S “

154 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 (2 ) ,  1996http://rcin.org.pl



Aktualny kierunek tej wymiany zależy od różnicy 
standardowych potencjałów oksydoredukcyjnych 
oraz od stężeń reagentów [2].

Wiadomo, że w warunkach fizjologicznych utlenie­
nie białkowych grup -SH w komórce może następować 
przez ich wymianę z grupami -SS- występującymi 
w GSSG i innych, niezidentyfikowanych dotychczas 
związkach.

Regeneracja białkowych grup -SH po ich utlenieniu 
następuje drogą wymiany z grupami -SH glutaredok- 
syny (E.C. 1.8.4.2.) i tioredoksyny. Glutaredoksyna 
i tioredoksyna są małymi białkami zawierającymi 
w centrum aktywnym reaktywną grupę ditiolową [5]. 
Katalizują one odwracalną reakcję: redukcję mostka 
disulfidowego i utlenienie ditioli. O ba te białka są 
redukowane przez ekwiwalenty redukcyjne pochodzą­
ce z N A D PH . W związku z tym stan oksydoredukcyj- 
ny grup -SH/-SS- ulegających utlenieniu/redukcji jest 
funkcją stopnia redukcji nukleotydów nikotynamido- 
wych. Dlatego, podobnie jak NAD P, białka wewnątrz­
komórkowe są bardziej zredukowane niż białka prze­
strzeni międzykomórkowych [6].

II. Wymiana grup -SH i -SS- między białkami 
i glutationem

Glutation jest trójpeptydem, y-glutamylo-cysteiny- 
lo-glicyną, rozpuszczalnym w wodzie. W typowej 
komórce glutation występuje w cytoplazmie, mito- 
chondriach i jądrze w wysokich stężeniach, 5-10 mM.

Jedynie w siateczce endoplazmatycznej stężenie jego 
jest znacznie niższe, sięga tylko 2 mM [7], Glutation 
ulega utlenieniu w reakcji z nadtlenkami katalizowanej 
przez peroksydazę glutationową (E.C. 1.11.1.9.) i redu­
kcji kosztem ekwiwalentów redukcyjnych N A D P H  
w reakcji katalizowanej przez reduktazę glutationową 
(E.C. 1.6.4.2.). Glutation uważany jest za najważniejszy 
komórkowy „bufor tiolowy” a stosunek stężeń jego 
formy zredukowanej do utlenionej [G S H ]/[G S SG ], 
określany symbolem R. jest miarą stanu oksydoreduk- 
cji środowiska komórkowego [2, 8].

Glutation może bezpośrednio wpływać na stan 
oksydoredukcji niektórych białek komórkowych 
przez nieenzymatyczną wymianę grup -SH/-SS- [2]. 
W przypadku monotioli białkowych reakcja ta prow a­
dzi do wytworzenia mieszanych disulfidów [9]:
PrSH +  GSSG -+ PrSSG +  GSH 
Białka komórkowe tworzą mieszane disulfidy (ulegają
S-tiolacji) nie tylko z glutationem ale także, w małym 
stopniu, z cysteiną i cysteaminą.

W przypadku grup ditiolowych w białku (występu­
jących częściej niż monotiole) reakcja wymiany z gluta­
tionem prowadzi do powstawania wewnątrzcząstecz- 
kowych mostków disulfidowych [3]:

SH S

Pr +  GSSG Pr +  2 GSH

SH S
Stała równowagi tych reakcji zwana stałą utleniania,

u

ZJ
X )O)
en

[ G S H ] / [ G S S G ] [GSH] / [GSSG]

Ryc. 1. W pływ  s to su n k u  stężeń z r e d u k o w a n e g o  i u t len ionego  g lu ta t io n u  na  redukcję  g rup  m o n o t io lo w y ch  i ditio lowych. W staw k a  p rzeds taw ia  
za leżność redukcji  g ru p  d it io low ych  od iloczynu [ G S H ] / [ G S S G ]  x [ G S H ] ,  K (1X jest w ar tośc ią  R (dla m onotio l i)  lub R x [ G S H ]  (dla 
ditioli)  o d p o w ia d a ją c ą  50%  redukcji  g rupy  -SH.
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Kox, jest wartością charakterystyczną dla każdego 
związku posiadającego grupy -SH lub -SS- [ 8], Można 
ją wyrazić następującymi wzorami dla reagujących 
monotioli (a) i ditioli (b) białkowych:
(a) K ox -  [P rSSG ] [G S H ] /[P rS H ]  [GSSG ]
(b) K ox =  [Pr(SS)] [G S H ]2/[P r(SH )2] [GSSG]

Wartość K ox jest proporcjonalna do potencjału
oksydoredukcyjnego grup -SH/-SS-: 10-krotna zmia­
na K ox odpowiada w przybliżeniu zmianie potencjału 
o 30 mV. Stała utleniania jest jedną z podstawowych 
własności każdego białka zawierającego cysteinę. Wy­
soka wartość K ox oznacza tendencję do utrzymania 
grup -SS- (a zatem do redukowania otoczenia), a niska 
jej wartość preferencję dla grup -SH (czyli skłonność do 
utleniania środowiska). Stopień redukcji monotioli 
białkowych reagujących z glutationem zależy bezpo­
średnio od R (Ryc. 1A). Przy R równym K ox połowa 
białkowych grup -SH/-SS- jest zredukowana. Jeśli 
R jest niższy od Kox następuje nagromadzenie koniu- 
gatów PrSSG, podczas gdy przy stosunku R wyższym 
od K ox następuje redukcja białkowych grup -SS- 
[2, 8, 9],

Jeśli w reakcję z glutationem wchodzą nie mono- 
tiole, lecz ditiole białkowe, to Kox jest zależna od 
iloczynu R x [G SH ]. Zależy ona zatem nie tylko od 
stopnia redukcji glutationu, ale także od jego bez­
względnego stężenia i staje się wówczas liczbą wyrażo­
ną w jednostkach molarnych [3]. Można łatwo okreś­
lić eksperymentalnie czy badane białko tworzy we- 
wnątrzcząsteczkowe grupy -SS- inkubując je przy 
dwóch stężeniach glutationu o tym samym stosunku 
R (Ryc. IB). Jeśli w tych warunkach stopień redukcji 
białkowych grup -SH/-SS- pozostaje niezmieniony, to 
białko to nie zawiera grup ditiolowych, a zatem nie 
może wytworzyć wewnątrzcząsteczkowych mostków 
-SS-. Przy wzroście stężenia GSH ditiole białkowe, 
w odróżnieniu od monotioli, osiągają ten sam stopień 
redukcji przy niższym stosunku R. Połowiczna reduk­
cja grup ditiolowych w białku występuje przy K ox 
równej iloczynowi R x [G SH ] [2, 8 , 9].

Białkowe disulfidy nie mogą być redukowane przez 
nieenzymatyczną wymianę z GSH przy jego fizjo­
logicznych stężeniach [10]. Podczas tej reakcji białko 
początkowo ulega tylko częściowej redukcji:

S SSG
/  /

Pr + G S H ^= ±P r
\  \

S SH
Atak nukleofilowy grupy -SH na sąsiadującą grupę 
-SSG odtwarza GSH i disulfid białkowy. Na ogół 
dopiero przy ponadfizjologicznych stężeniach GSH 
następuje przyłączenie jego drugiej cząsteczki do biał­
ka i wytworzenie białkowej grupy ditiolowej.

Prawidłowy, właściwy dla danego białka stan redu­
kcji grup -SH/-SS-, zostaje nadany mu w czasie 
translacji lub bezpośrednio po niej. Rozpiętość w war­
tościach K ox różnych białek sięga dwunastu rzędów, od

K G 5 M (E/ w granicach - 110 mV) dla izomerazy 
disulfidów białkowych i fosforylazy b do 107 M (około 
- 470 mV) dla inhibitora trypsyny [11,12]. Na wartość 
tej stałej wpływa przede wszystkim położenie reszt 
cysteinowych w łańcuchu peptydowym. Optymalne 
warunki dla wytworzenia wiązeń -SS- występują przy 
resztach cysteinowych oddzielonych czterema am ino­
kwasami. Wówczas Kox pozostaje w zakresie 0,5-1,0 
M (co odpowiada E(’ od - 260 do - 200 mV) [2]. 
Bezpośrednio sąsiadujące ze sobą w łańcuchu pep­
tydowym reszty cysteinowe nie wytwarzają wiązań 
-SS- (wyjątkiem jest receptor acetylocholiny), ze wzglę­
du na zbyt duże odkształcenie łańcucha [13, 14]. Gdy 
reszty cysteinowe oddziela tylko jeden aminokwas, to 
grupy -SH pozostają zredukowane wykazując K ox 
rzędu 10“ 3 M (E/ około - 180 mV) [15]. Małe peptydy 
charakteryzują się na ogół wartością K ox poniżej 0,1 M, 
a w silnie pofałdowanych cząsteczkach białkowych 
stała ta osiąga wysokie wartości, do 105 M. Wartość 
Kox dla reakcji produkujących mieszane disulfidy 
białkowo-glutationowe waha się w granicach 0 ,1- 10. 
Dla wewnątrzkomórkowych białek wątroby stała ta 
wynosi średnio 3, a najwyższa obserwowana do tych­
czas jej wartość (dla hydroksy-metyloglutarylo-CoA 
reduktazy) wynosiła 27 [16],

Kox nie jest wartością stalą, ulega zmianom pod 
wpływem czynników stabilizujących jedną z form 
białka, utlenioną lub zredukowaną. Jeśli grupy-SH są 
położone głęboko w cząsteczce białka i dlatego słabo 
dostępne dla glutationu, to Kox ulega obniżeniu. Rów­
nież jeśli białko reaguje ze związkiem zmieniającym 
stan utlenienia grup-SH/-SS-o to Kox ulega zmianie. 
Pod wpływem efektora wiążącego się z formą zreduko­
waną następuje obniżenie wartości K ox, a efektory 
wiążące się z formą utlenioną podwyższają wartość tej 
stałej. Wszystkie czynniki które ułatwiają tworzenie 
wiązań -SS- podwyższają wartość Kox [2],

Zmiany w stopniu redukcji glutationu wpływają na 
redukcję tioli tylko niektórych białek o stosunkowo 
wąskim zakresie K ox, co wynika ze znacznie większych 
różnic w potencjałach oksydoredukcyjnych białek 
komórkowych niż glutationu. Potencjał oksydoredok- 
cyjny glutationu, ze względu na udział dwóch cząs­
teczek GSH w wytworzeniu jednej cząsteczki GSSG, 
jest zależny od stężenia GSH:
Eh =  E0 +  2,3 x RgasT /nF  x lg ([G S S G ]/[G S H ]2)
W równaniu tym symbole mają następujące znaczenia: 
Eh — potencjał oksydoredukcyjny względem elektrody 
wodorowej, E0 — standardowy potencjał glutationu 
(-240 mV), Rgas — stała gazowa (8,3 J/K x mol), 
T — temperatura absolutna (K), n — liczba przenoszo­
nych elektronów (dla wymiany -SH/-SS- =  2), 
F  —  stała Faradaya (96,4 J/V). Przy R =  1 wartości 
potencjału oksydoredukcyjnego wynoszą, odpowied­
nio, 133 i 170 mV przy 1 i 8 mM stężeniu glutationu [7].

W ahania stosunku R w warunkach fizjologicznych 
są znaczne. Dla wątroby wynosi on 300-400 w norm al­
nych warunkach fizjologicznych, około 150 podczas
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głodu, a pod wpływem stresu oksydacyjnego może 
spaść aż do 2. Natomiast iloczyn R x [G SH ] w nor­
malnych warunkach fizjologicznych wynosi 3-4 M, 
podczas głodu 1 M, a przy stresie oksydacyjnym może 
się obniżyć do 10“ 3 M (5). Najczęściej obserwowane 
zmiany iloczynu R x [GSH], od 0,2 do 3 M, od­
powiadają zmianom potencjału oksydoredukcyjnego 
od - 270 do - 230 mV.

Wyraźna odpowiedź na zmiany redukcji glutationu 
występuje w białkach wykazujących K()X wyłącznie 
w zakresie zmian R lub R x [GSH], Jednak większość 
białek charakteryzuje się wyższymi lub niższymi war­
tościami K ox, a zatem ich grupy tiolowe są stale 
utlenione lub zredukowane, niezależnie od zmian 
w redukcji glutationu. Zaledwie 10% białek wątroby 
tworzyło mieszane disulfidy podczas stresu oksydacyj­
nego [17]. Ich produkcja była proporcjonalna do 
stężenia GSSG [18]. W wątrobie mieszane disulfidy są 
tworzone głównie z anhydrazą III [18]. W sercu znane 
są mieszane disulfidy glutationu z fosforylazą b i kina- 
zą kreatynową [18, 19].

Utlenienie komórkowego glutationu aktywuje glu- 
kozo-6-fosfatazę, fruktozo-l,6-difosfatazę [20], dehyd­
rogenazę glukozo-6-fosforanu, kinazę C [20], reduk- 
tazę hydroksymetyloglutarylo-CoA [2, 4], fosforyla- 
zę b [11] i transporter glukozy [2]. Jednocześnie 
następuje hamowanie syntetazy glikogenu [2 , 20], 
heksokinazy, kinazy pirogronianowej, cyklazy ade- 
nylanowej [ 2, 20], fosfofruktokinazy [ 11], dehydroge­
nazy aldehydu 3-fosoglicerynowego, dehydrogenazy 
bursztynianowej [2], dehydrogenazy izocytryniano- 
wej (NADP) [4], transhydrogenazy nukleotydów ni- 
kotynamidowych [21] i syntetazy kwasów tłuszczo­
wych [9, 20].

Glutation jest syntetyzowany we wszystkich kom ór­
kach eukariotycznych [22]. Ilość glutatationu w wą­
trobie wzrasta 3-krotnie przy diecie białkowej, nato­
miast przy nadczynności tarczycy spada do 40% 
normy [23]. Stężenie glutationu w komórkach serca 
jest w porównaniu z wątrobą kilkakrotnie niższe, lecz 
bardziej stabilne, nie ulega zmianom [24], W osoczu 
krwi stężenie glutationu jest bardzo niskie, około 
20 /¿M, i jest on tam w znacznym stopniu utleniony, 
stosunek R wynosi około 15 [2]. Krew zawiera 
dwukrotnie więcej cysteiny (głównie w postaci cystyny) 
niż glutationu, około 240 /¿M białkowych grup -SH 
i różne koniugaty glutationu [25].

III. Układ glutaredoksynowy

Spontaniczne reakcje tioli komórkowych z glutatio- 
nem są reakcjami powolnymi [26]. Glutaredoksyna, 
zwana inaczej transferazą tiolową (EC 1.8.4.2.), specyfi­
cznie przyspiesza reakcję.
RSSG +  G SH — R-SH +  GSSG

Enzym ten występuje głównie w śledzionie (120 
/ig/g), wątrobie i nerkach podczas gdy w mięśniach 
i sercu jest go wielokrotnie mniej [27]. W ątrobowa

Ryc. 2. U k ład  g lu ta redoksynow y:  1 —  re d u k ta z a  g lu ta red o k sy n o -  
wa, 2 —  p c ro k sy d az a  g lu ta t io n o w a ,  3 —  w ym iana  g ru p  
SH /S S  między g lu ta t ionem  a g lu ta redoksyng .

glutaredoksyna jest białkiem o masie 11 kDa, zawiera­
jącym w centrum aktywnym ditiol w sekwencji am ino­
kwasów -Cys-Pro-Tyr-Cys-Arg-Lys- [28], Bliskość 
ładunków dodatnich wpływa na drastyczne obniżenie 
pK grupy tiolowej Cys 22 do 3,8 i silny atak nukleo- 
filowy anionów tiolanowych [4], Aktywność redukcyj­
ną glutaredoksyny doterminuje stan redukcji grup 
-SH/-SS- w centrum aktywnym (E/ około - 230 mV), 
które są w równowadze z analogicznymi grupami 
glutationu [29]. W związku z tym „układ glutaredo­
ksynowy” obejmuje N A D PH , reduktazę glutationo- 
wą, glutation i glutaredoksynę (Ryc. 2). Reakcja reduk­
cji przez glutaredoksynę przebiega z wytworzeniem 
w centrum aktywnym enzymu kolejno mieszanego 
disulfidu i mostka disulfidowego, z którego grupy 
tiolowe są odtwarzane przy udziale ekwiwalentów 
redukcyjnych pochodzących z GSH (Ryc. 3) [30].

Glutaredoksyna odgrywa istotną rolę w przenosze­
niu ekwiwalentów redukcyjnych między tiolami cyto- 
plazmy. Występuje również w błonie komórkowej 
i siateczce endoplazmatycznej, natomiast nie znalezio­
no jej dotychczas w mitochondriach [4, 31]. Układ 
glutaredoksynowy może być donorem ekwiwalentów 
redukcyjnych dla redukcji rybonukleotydów [5]. Re­
generacja aktywności enzymatycznej przez glutaredo­
ksynę po utlenieniu grup -SH obserwowana była 
w przypadku kinazy pirogronianowej [32], trypsyny 
[33], dekarboksylazy ornitynowej [34], fosfofruktoki­
nazy i dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego

G S S R RSH

A  G R D
\

+  G S H

Ryc. 3. M e ch an izm  dz ia łan ia  g lu ta redoksyny .  S chem at  reakcji 
w opa rc iu  o d a n e  G r a v i n y  i w s p .  [30];  G R D  —  g lu ta ­
redoksyna.
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[35]. Ponadto glutaredoksyna wykazuje aktywność 
reduktazy dehydroaskorbinianu [36] i bierze udział 
w dejodynacji tyroksyny przez mikrosomalną dejody- 
nazę [37].

IV. Układ tioredoksynowy

Utlenione formy grup -SH w białkach kom órko­
wych są najaktywniej redukowane przez tioredoksynę. 
Podobnie jak w przypadku glutaredoksyny, redukcja 
ich zachodzi kosztem ekwiwalentów redukcyjnych 
N A D PH  (Ryc. 4) [38], Tioredoksyna została oczysz­
czona po raz pierwszy z E. coli w roku 1964. Jest to 
białko o masie 12 kDa, występujące w każdej komórce 
świata ożywionego i we wszystkich organellach sub- 
komórkowych. U ssaków najwięcej jej jest w wątrobie 
(0,7 pg w mg białka), nerkach i grasicy [39]. W cyto- 
plazmie wątroby tioredoksyna występuje we frakcji 
rozpuszczalnej. Tioredoksyna posiada reaktywną gru­
pę ditiolową w sekwencji -Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys- 
położoną w otoczeniu hydrofobowym [39]. Jej poten­
cjał oksydoredukcyjny jest znacznie niższy, -269 mV, 
niż analogicznej grupy w glutaredoksynie, -230 mV [ 8, 
29]. G rupa tiolowa cysteiny Cys 32 w tioredoksynie 
charakteryzuje się pK około 6,7. Prócz ditiolu w cen­
trum aktywnym tioredoksyna zawiera jeszcze jedną 
grupę ditiolową o znaczeniu regulacyjnym. Jej utlenie­
nie inaktywuje oksydoredukcyjne działanie tioredok- 
syny. A zatem stopień redukcji obu grup ditiolowych 
tioredoksyny determinuje jej aktywność redukcyjną 
[38], W stanie natywnym tioredoksyna wykazuje Kox 
w granicach 10-16 M [8]. A zatem przy połowicznej 
redukcji ditiolu w centrum katalitycznym jest ona taka
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S-

Trd
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I

H

S-

Pr

S -

-S-

Trd
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S=-

Ryc. 4. U k ład  t io redoksynow y .  W ar tośc i  w mV w yraża ją  potencja ły  
s t a n d a rd o w e  wg G i l b e r t a  [8]

Ryc. 5. M e ch am izm  redukcji  d isulf idów bia łkow ych  przez t io re d o k -  
syng. Schem at  w opa rc iu  o d an e  J e n g a  i w s p .  [40].

sama jak glutationu w stężeniu 10 mM o stosunku 
R >  1000. Tioredoksyna redukuje disulfidy białek wy- 
sokocząsteczkowych z szybkością 104 razy wyższą niż 
ditiotreitol [2], Ta ogromna aktywność redukcyjna 
związana jest ze szczególną strukturą centrum aktyw­
nego i wspólnym protonem dla dwóch cystein (Ryc. 5) 
[39], W przeciwieństwie do glutaredoksyny, która jest 
specyficzna dla mieszanych disulfidów zawierających 
glutation, tioredoksyna redukuje wszelkie białkowe 
disulfidy oraz produkty utlenienia monotioli [30, 35], 
Tioredoksyna redukuje cały szereg enzymów: insulinę, 
reduktazę rybonukleotydów, chymotrypsynę [5], de- 
karboksylazę ornitynową [34], dehydrogenazę alde­
hydu 3-fosfoglicerynowego [34], dehydrogenazę glu- 
kozo-6-fosforanu, fosfolipazę A, [41], fosfogliceroki- 
nazę [42], syntazę karbamylofosforanu [43] oraz 
surowiczą peroksydazę glutationową [44],

In vitro disulfid tioredoksyny można zredukować 
ditiotreitolem, in vivo redukcja ta katalizowana jest 
głównie przez reduktazę tioredoksynową [38], Jest to 
enzym indukowany przez glukagon i kortykosteroidy 
i składający się z dwu podjednostek o masie po 58 kDa 
[43]. W centrum aktywnym zawiera dwunukleotyd 
flawinoadeninowy (FAD) i aktywną grupę ditiolową 
w sekwencji -Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-. Ekwiwalen­
ty redukcyjne z N A D PH  (E] =  -327mV)są przenoszo­
ne na FAD i następnie z F A D H 2 na grupę disulfidową 
(E] waha się od - 270 do - 260 mV zależnie od redukcji 
FAD) [45]. Wytworzone grupy -SH w reduktazie 
tioredoksynowej redukują grupę -SS- w tioredoksy­
nie (E/ =  -269 mV). Stała równowagi redukcji tioredo­
ksyny przy pH 7,0 wynosi 48. Reakcja ta jest odwra­
calna, zredukowana tioredoksyna może za pośred­
nictwem reduktazy tioredoksynowej zredukować 
N A D P  + . Poza tioredoksyną reduktaza tioredoksyno- 
wa redukuje szereg innych związków. Szczególnie 
ważną funkcją tego enzymu jest bezpośrednia redukcja 
toksycznych nadtlenków kwasów tłuszczowych oraz 
anionorodnika ponadtlenkowego [46, 47]. Ponadto 
substratami są alloksan, witamina K, DTNB i selenin 
[48, 49], Reduktaza tioredoksynową ma wysokie 
powinowactwo do N A D PH  (Km około 1 /iM), podczas 
gdy N A D P + jest jej kompetycyjnym inhibitorem. 
Enzym ten jest inaktywowany przez czynniki blokują­
ce grupy ditiolowe (jak np. arsenin), jony Z n 2 + , 
pochodne chinonów i kwas cis-rotinowy. Zaham ow a­
nie reduktazy tioredoksynowej obniża szybkość syn­
tezy DNA i podziału komórek [38],
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W mitochondriach tioredoksyna może być reduko­
wana również przez dihydrolipoamid, składnik kom ­
pleksów mitochondrialnych dehydrogenaz a-ketok- 
wasów [50]. W wątrobie szczura szybkość redukcji 
disulfidów insuliny przez układ tioredoksynowy jest 
dwukrotnie niższa w mitochondriach niż we frakcji 
cytosolowej [51]. Aktywność redukcyjna układu tiore- 
doksynowego w mitochondriach zależy od endogennej 
produkcji N A D PH , procesu zdeterminowanego przez 
stopień energizacji mitochondriów [52]. Podczas stre­
su oksydacyjnego układ tioredoksynowy chroni mito- 
chondrialne grupy -SH przed utlenieniem i w ten 
sposób przeciwdziała uszkodzeniu wewnętrznej błony 
mitrochondrialnej [53],

V. Izomeraza białkowych disulfidów

Czynnikiem regulującym stopień oksydoredukcji 
tioli białkowych w cysternach siateczki endoplazmaty- 
cznej jest izomeraza białkowych disulfidów (protein 
disulfide isomerase, PD1) [54]. Enzym ten stanowi 
0,5% wszystkich białek wątroby. Jest on zlokalizowa­
ny głównie w siateczce endoplazmatycznej, gdzie sta­
nowi 10% białek a jego stężenie dochodzi do 2 mM, 
podczas gdy w cytoplazmie jest on zaledwie 14 pM.  
PDI występuje w postaci homodimerów. Każda cząs­
teczka o masie 57 kD a zawiera 6 reszt cysternowych, 
wśród których są aż 3 reaktywne grupy ditiolowe 
a dwie z nich występują w „tioredoksynowej” sekwen­
cji aminokwasów (-Trp-Cys-Gly-His-Cys-Lys-). A za­
tem PDI jest członkiem rodziny tioredoksynowej [53, 
54]. Najistotniejszą własnością PDI jest niezwykle 
wysoki potencjał oksydoredukcyjny, -110 mV, co 
odpowiada K ox rzędu 10~ 5 M [56], Enzym ten jest 
najsilniejszym utleniaczem grup -SH wśród znanych 
białek. Grupy -SS- w cząsteczce PDI mogą być redu­
kowane przez tioredoksynę, reduktazę tioredoksyno- 
wą i GSH [54, 55]. W siateczce endoplazmatycznej jest 
10 razy więcej PDI niż tioredoksyny. PDI spełnia tam 
bardzo ważną funkcję, bowiem umożliwia fałdowanie 
powstających białek przez wytwarzanie mostków -SS- 
oraz katalizuje izomeryzację grup -SH i -SS- w tych 
białkach (Ryc. 6) [57, 58], Ponadto  PDI, podobnie jak 
glutaredoksyna, wykazuje aktywność reduktazy dehy- 
droaskorbinianu [36],

VI. Cytoplazmatyczne reakcje utleniania 
grup -SH

Poza siateczką endoplazmatyczną wnętrze komórki 
jest środowiskiem redukującym i wiązania -SS- muszą 
tam powstawać na drodze reakcji enzymatycznych. 
Najważniejszą wśród nich jest reakcja peroksydazy 
glutationowej:
2 GSH +  H 20 2 -> GSSG +  2 H 20  
Znacznie mniejszą rolę odgrywają transsulfuraza (pro­
dukująca GSSG przy udziale merkaptopirogronianu) 
oraz monooksygenaza (produkująca cystaminę z cys- 
teaminy) [59],

VII. Bezpośrednie utlenianie grup tiolowych 
przez rodniki tlenowe

W warunkach stresu oksydacyjnego dochodzi do 
utlenienia komórkowych grup -SH bezpośrednio 
przez reaktywne formy tlenu: rodnik ponadtlenkowy 
(O 2), nadtlenek wodoru (H 20 2) i rodnik wodorotlen­
kowy ( OH) [60]. Produktem utlenienia grup -SH są 
wówczas rodniki tiylowe S', które ulegają dimeryzacji 
do disulfidów. Reakcje te zachodzą według następują­
cych wzorów:
RSH +  O 2 +  H + -► RS +  H 20 2 
2 RSH +  H 20 7 -* 2 RS' +  H 2Ó 
RSH +  OH -> RS' +  H 20  
2 RS' -> RSSR
Oprócz związków niskocząsteczkowych również biał­
ka w obecności metali przejściowych, żelaza i miedzi, 
mogą wytwarzać rodniki tiylowe [61, 62]. Ratunkiem 
przed nieodwracalnym uszkodzeniem białkowych 
grup -SH jest tiolacja rodników -S' przez GSH:
PrS' +  GSH PrS SG  
P rS S G  +  0 2 -> PrSSG +  0 2~
Dlatego uszkodzenie białek przez reaktywne formy 
tlenu jest szczególnie niebezpieczne przy obniżonym 
poziomie GSH [19].

VIII. Uwagi końcowe

Stres oksydacyjny w komórce występuje przy pod­
wyższonym stężeniu tlenu cząsteczkowego lub jego 
form reaktywnych (nie w pełni zredukowanych). 
W tych warunkach następuje utlenienie komórkowych 
grup -SH, które prowadzi do zaburzeń działania wielu 
transporterów i enzymów oraz narusza homeostazę 
wapniową. Utlenienie grup -SH następuje wówczas we 
wszystkich grupach związków. W sercu reperfundowa- 
nym po ischemii w najwyższym stopniu zostały utle­
nione grupy -SH związków niskocząsteczkowych, do 
których należą cysteina, cysteamina, CoA, acetylo- 
CoA i ergotioneina [63]. Związki te utraciły ponad 
60% grup -SH, podczas gdy glutation utracił ich 
ponad 50% a białkowe grupy -SH uległy utlenieniu 
w 10-15% [63],

Najgroźniejszym zagrożeniem dla życia komórek 
w warunkach utleniających jest utlenienie białkowych 
grup -SH w błonach. Może ono prowadzić do dez­
integracji błon i uprzepuszczalnienia ich dla białek. 
Utlenienie to jest na ogół związane z działaniem 
rodnika nadtlenkowego (ROO ) powstającego przy 
peroksydacji fosfolipidów błonowych [64], Niemniej 
jednak utlenienie krytycznych grup ditiolowych w bło­
nie mitochondrialnej indukujące jej niespecyficzne 
uprzepuszczalnienie i deenergizację mitochondriów 
następuje drogą niezależną od peroksydacji lipidów
[65]. Wytwarzanie białkowych disulfidów podczas 
stresu oksydacyjnego w hydrofobowym wnętrzu błony 
jest szczególnie szkodliwe, ponieważ mogą one być 
zredukowane jedynie przez tioredoksynę, która wy-
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stępuje głównie we frakcjach rozpuszczalnych [39], 
Czynnikami chroniącymi przed utlenieniem białko­
wych grup -SH w błonach są biologiczne antyoksydan- 
ty: witamina E i kwas dihydroliponowy [66 , 67],

We frakcjach hydrofilnych białkowe grupy -SH 
ochraniane są głównie przez GSH. Są one bardziej 
narażone na utlenienie przy obniżonym poziomie 
GSH (w obecności inhibitorów jego syntezy) a wzrost 
stężenia GSH (w obecności jego egzogennych prekur­
sorów) podwyższa ich zawartość [68], Jest to związane 
z usuwaniem nadtlenków przez peroksydazę glutatio- 
nową i tiolację rodników tiylowych przez GSH. P o­
nadto glutation wytwarzając mieszane disulfidy z mo- 
notiolami białkowymi pozwala na ich regenerację 
przez glutaredoksynę po powrocie do normalnych 
warunków fizjologicznych [19],

Artykuł otrzymano 15 stycznia 1996 r.
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I. Wstęp

Głównym składnikiem komórek zwierzęcych jest 
woda. Błony biologiczne, zarówno oddzielające komór­
kę od świata zewnętrznego, jak i membrany wewnątrz­
komórkowe uważa się za błony selektywnie przepusz­
czalne. Cechę tę, według wielu podręczników, można 
scharakteryzować jako zdolność do przepuszczania 
wody, podczas gdy dwuwarstwa lipidowa stanowi 
przegrodę dla licznych substancji w wodzie rozpusz­
czonych, a transportowanych dzięki specyficznym 
układom białkowym, którymi mogą być kanały, noś­
niki lub pompy [ 1],

Uważa się, że przechodzenie wody przez błony 
biologiczne może zachodzić drogą dyfuzji przez dwu- 
warstwę lipidową lub przez specyficzne kanały, chociaż 
dwuwarstwa lipidowa charakteryzuje się względnie 
niską przepuszczalnością dla wody.

Pewne tkanki, jak np. nabłonek kanalików ner­
kowych [2], czy erytrocyty [3, 4] wykazują znacznie 
wyższą zdolność do przepuszczania wody, niż by to 
wynikało z przechodzenia wody przez dwuwarstwę
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lipidową, co sugerowało występowanie w błonach tych 
komórek kanałów wyspecjalizowanych w transporcie 
wody.

II. Określenie przepuszczalności błon biolo­
gicznych dla wody

Analiza procesu transportu opiera się na zasadach 
klasycznej termodynamiki. Wynika z tego, że w ukła­
dzie charakteryzującym się tylko jednym przepływem 
(np. substancji, ładunku itp.) przepływ jest liniowo 
związany z siłą, jeżeli cały układ nie jest zbyt odległy od 
równowagi. Dla takiego ogólnego układu zachodzi 
zależność:

J =  PX (Równ.

gdzie J oznacza wielkość przepływu, X siły term o­
dynamiczne odpowiedzialne za przepływ, a P jest 
współczynnikiem proporcjonalności. W przypadku 
zastosowania lub zaistnienia gradientu osmotycznego 
można wyliczyć współczynnik przepuszczalności wody 
z pom iaru jej przepływu. Zakładając równowagę tem­
peratury i ciśnienia w wewnątrz- i zewnątrzkomór- 
kowych środowiskach przepływ wody Jw można opisać 
następującym równaniem:

Jw =  -  PATrnp- a P A y j i p (Równ. 2)

gdzie podpisy np i p dotyczą substancji nieprzepusz­
czalnych i przepuszczalnych przez błonę, P jest współ­
czynnikiem przepuszczalności wody, a An przedstawia 
różnicę ciśnień osmotycznych [5],

Ilościowe określenie przepuszczalności dla wody 
błon biologicznych i błon sztucznych (np. liposomów 
z wbudowanymi do dwuwarstwy lipidowej kanałami) 
wymaga pom iaru  następujących parametrów:

Pf — współczynnika przepuszczalności osmotycznej, 
Pd —  współczynnika przepuszczalności dyfuzyjnej. 
Pf m ożna wyznaczyć z pomiarów kinetyki zmiany 

objętości kom órki lub pęcherzyków w odpowiedzi na 
wytworzony gradient osmotyczny. Zmiany objętości 
można wyznaczyć mierząc w czasie intensywność 
światła rozproszonego przepuszczalnego przez kom ór­
ki [6, 7] lub pom iar fluorescencji zamkniętego w ko­
mórce fluoroforu, który podlega samowygaszaniu 
w sposób zależny od stężenia [8]. Pf (cm/s) można 
wyznaczyć ze zmian w czasie intensywności rozproszo­
nego światła [I (t)] przez dopasowanie trzech param et­
rów (Pf, A, B) do następującego równania [9]:

dl(t) P f(S/V)vv, C
dt

C -
A I( t)+ B

(Równ. 3)

gdzie S/V jest stosunkiem powierzchni do objętości 
(wielkość ta może przyjąć wartość 2 x 105 c m -1  dla 
liposomów o średnicy 0.3 pm i 2,5 x 104 cm 1 dla 
pęcherzyków z błon erytrocytów [9]), vM.jest objętością 
molową wody (18 cm 3/mol), C0 i Q  są odpowiednio 
wartościami zewnętrznej i wewnętrznej osmomolarno- 
ści, A i B są stałymi parametrami związanymi z wydaj­
nością używanego aparatu.

Ze względu na szybką wymianę wody drogą dyfuzji 
(<  10 ms) o wiele trudniej jest wyznaczyć współczyn­
nik przepuszczalności dyfuzyjnej Pd. Aby wyznaczyć 
ten parametr stosuje się metody jądrowego rezonansu 
magnetycznego [ 10] lub pomiar zmian w czasie fluore­
scencji związku, którego fluorescencia jest wrażliwa na 
skład H , 0 / D , 0 .  Substancją taką jest na przykład
6-karboksyfluoresceina, której kwantowa wydajność 
fluorescencji rośnie ponad dwukrotnie jeśli skład roz­
puszczalnika ze 100% H 20  zostaje zmieniony na 
100% D 20  [11], ponadto fluorescencja rośnie niemal 
liniowo wraz ze wzrastającą zawartością D 20 .  In- 
kubując komórki w środowisku o różnym stosunku 
H 20 / D 20  można wyznaczyć Pd (cm/s) z wykładniczej 
stałej czasowej (rex, czas wymiany) dopasowanej do 
zmian w czasie fluorescencji, wykorzystując następują­
cą zależność:

>/K.x(S/V)] (Rów. 4)

Warto tu podkreślić, iż przekształcenie równań (3) i (4) 
pozwala na wyznaczenie stosunku P f/P d bez znajomo­
ści geometrii komórek po wyeliminowaniu stosunku 
S/V. Współczynnik przepuszczalności dyfuzyjnej wielu 
błon jest bardzo niski (<0 .01  cm/s). Proces dyfuzji 
charakteryzuje się ponadto wysoką energią aktywacji 
(Ea >  2,4 kJ/mol).

Tymi metodami, stosując 25 i 100 milimolarne 
gradienty stężeń sacharozy, wyznaczono dla prepara­
tów błon erytrocytów współczynniki przepuszczalno­
ści osmotycznej Pf i dyfuzyjnej Pd, otrzymano wartość 
Pf/P d =  4,1 ±0 ,9  [9], Dodanie 0,5 mM HgCl2 spowo­
dowało zmniejszenie wartości Pr w 90% i w 45% 
obniżenie Pd. Analogiczne pomiary wykonane dla 
liposomów utworzonych w 90% z fosfatydylocholiny 
z 10% dodatkiem cholesterolu charakteryzują się 
o wiele niższą przepuszczalnością osmotyczną, bo­
wiem stosunek Pf/P d wynosi 0,8 ± 0 , 1, jest więc bliski 
jedności. W dodatku nie zaobserwowano żadnego 
efektu HgCF ani na Pf, ani na Pd. a więc na każdy 
z tych współczynników z osobna. Ta ostatnia obserwa­
cja wskazuje na fakt, iż część przepuszczalności dyfu­
zyjnej w błonach natywnych zależy od występujących 
białek kanałowych zawierających grupy SH, a wysoka 
przepuszczalność wody (wysoka wartość Pf i niska, 
<  5 kcal/mol energia aktywacji) charakterystyczna dla 
błon erytrocytów związana jest z obecnością układu 
specyficznie transportującego wodę.

III. Przepuszczalność dyfuzyjna wody w naty­
wnych błonach biologicznych

W przypadku liposomów stosunek Pf/P d jest bliski 
jedności. Wbudowanie do warstwy lipidowej jonoforu 
gramicydyny powoduje wzrost wartości tego stosunku 
do 2,3 ±0,8. Gramicydyna jest klasycznym przykła­
dem kanału mającego zdolność transportu metali 
alkalicznych, talu czy protonu [12, 13], Forma aktyw­
na jest dimerem złożonym z dwu 15-aminokwasowych
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peptydów [12-16], Kanał ten dzięki wiązaniom wodo­
rowym przyjmuje strukturę a-heliks, gdzie grupy polar­
ne wypełniają światło kanału, a hydrofobowe stanowią 
część zewnętrzną oddziałując z lipidami. Transpor­
towany jon ulega częściowej dehydratacji i jest kom- 
pleksowany przez grupy polarne światła kanału. To 
właśnie energia dehydratacji odpowiada energii ak ­
tywacji procesu transportu, wartość ta jest związana 
z selektywnością w stosunku do transportowanych 
jonów [17]. Zastąpienie jednej lub dwu cząsteczek 
wody w wyniku dehydratacji transportowanego jonu 
jest skompensowane przez oddziaływanie elektrosta­
tyczne lub poprzez siły van der Waalsa między jonem 
a polarnymi grupami kanału. Kanał utworzony przez 
gramicydynę najlepiej opisuje model zakładający ist­
nienie 2 miejsc wiążących [18], choć sam proces 
transportu jest wieloetapowy, najlepiej opisany rucha­
mi Browna [19]. Taki kanał może „uwięzić” cząsteczki 
wody. Ponieważ jego wewnętrzna średnica wynosi 
0,4 nm cząsteczki wody mogą poprzedzać transpor­
towany jon, a także przechodzić za nim. W ten sposób 
nie jest konieczne uwolnienie jonu z całej otoczki 
hydratacyjnej (niższa energia aktywacji). Proces taki 
powoduje jednocześnie przeniesienie cząsteczek wody 
wraz z transportowanym jonem [20].

W przypadku gramicydyny cylindryczny kanał wy­
stępuje w obrębie światła struktury helikalnej, w kana­
łach białkowych światło kanału występuje jednak 
zwykle pomiędzy strukturami a-heliks, czasem [+ 
zgięciami [21], a czasem wręcz pomiędzy podjednost- 
kami oligomerycznego białka [22, 23]. Tak więc 
utworzone pory są większe, a więc woda może prze­
chodzić przez błonę przez naturalnie występujące 
kanały białkowe, zwłaszcza, że stała dielektryczna 
(c % 80) w roztworze i w wypełnionym wodą kanale 
jonowym jest wielokrotnie wyższa niż stała dielekt­
ryczna (s % 2) fazy lipidowej błony [24]. Istnieje wręcz 
pogląd, że „kanał jest miniaturową masą wody otoczo­
ną przez ścianki peptydowe” [25].

Zakłócenia w transporcie wody przez błony bio­
logiczne mogą być spowodowane przez wady genety­
czne związane z ekspresją białek kanałowych. Jednym 
z najdrastyczniejszych przykładów jest mukowiscydo- 
za, schorzenie dziedziczne, w którym mutacje w genie 
kodującym regulowany przez cA M P kanał chlorkowy 

- CFTR (regulator przewodnictwa w mukowiscy- 
dozie, ang. cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator) powodują zakłócenia w transporcie Cl ~ [26, 
27]. Ekspresja CFTR w oocytach Xenopus  pozwoliła 
na pomiar zwiększonego przewodnictwa wody 
(4 x 104 cm/s), zahamowanego przez związki blokujące 
kanał chlorkowy [28]. Ta obserwacja wskazuje, że 
CFTR może transportować aniony, wodę, a także 
związki o małej masie cząsteczkowej (np. mocznik, ale 
nie sacharozę). Zakłócenia w transporcie wody w przy­
padku mutacji CFTR prowadzą do nagromadzenia 
śluzu w okolicach nabłonka dróg oddechowych, co 
z kolei ułatwia pojawienie się kolonii bakteryjnych i,

w konsekwencji, w wyniku poważnych infekcji do 
zagrożenia życia [26-28].

IV. Kanały wodne

Mimo, że wszystkie błony biologiczne charakteryzu­
ją się pewną przepuszczalnością dla wody, to w przy­
padku czerwonych krwinek, kanalików nerkowych 
i pewnych tkanek nabłonkowych zaobserwowano
0 wiele wyższą zdolność transportu wody, co wyraża 
się wysokim stosunkiem Pf/P d (Pf >  >  Pd). Wykazano, 
że hydrofilowe alkohole o krótkim, nierozgałęzionym 
łańcuchu węglowym mogą być transportow ane przez 
błonę erytrocytów w sposób zależny od stężenia, np. 
K m dla glikolu etylowego wynosi 220 +  50 mM. Zwią­
zek ten może zahamować transport wody przez błonę 
erytrocytów (K, =  570+  140 mM) [5], Badając współ­
zawodnictwo stwierdzono, iż związki z grupy mocz­
nika i glikolu etylowego oraz woda przenikają błonę 
przez te same wypełnione wodą pory. Transport  wody 
był ponadto hamowany przez odczynniki reagujące 
z grupami SH, np. (3-merkaptoetanol (K, =  160 +  40mM  
[26]). Wszystkie te obserwacje prowadzące do wy­
znaczenia parametrów kinetycznych i ukazujące moż­
liwość zahamowania procesu transportu wody wska­
zywały na udział białka w tym procesie.

W 1988 r. D e n k e r  i ws p .  [29] oczyścili kanał 
wodny C H IP  (od angielskiej nazwy channel forming 
integral protein). Okazało się, iż to tetrameryczne 
białko jest podobne do białka z soczewki oka, tzw. 
M1P [30]. W 1991 r. ze szpiku kostnego wyizolowano 
cDNA [31 ]. które pozwoliło na funkcjonalną ekspresję 
kanału wodnego w oocytach Xenopus [32]. Funkcję 
tego białka potwierdzono dodatkowo wbudowując 
oczyszczone białko C H IP  do liposomów [33] uzys­
kując Pf 50-krotnie wyższy niż dla liposomów. Pf 
proteoliposomów zawierających C HIP28 z błon ery­
trocytów ulega w sposób odwracalny obniżeniu po 
zastosowaniu odczynników reagujących z grupami SH 
[33]. Także w innych tkankach zwierzęcych i w roś­
linach [34, 35] wykazano obecność podobnych białek, 
które okazały się być produktami różnych genów. 
Białka te, charakteryzujące się zdolnością transportu 
wody zostały nazwane akwaporynami (ang. Aąuapo- 
rins), a gen kodujący C H IP  został nazwany AQP1 
[36]. Gen ten ulega ekspresji w erytrocytach ssaków
1 nerkowych cewkach krętych bliższych [29, 37, 38], 
a także w choroid plexus mózgu szczura [39], podczas 
gdy geny AQP2 i AQP3 ulegają ekspresji w cewkach 
zbiorczych [34, 40-42], AQP4 w mózgu szczura [43, 
44], AQP5 w śliniankach [45] i nabłonku płuc. 
Ekspresję CHI P katalizującego transport wody stwier­
dzono także w cholangiocytach wyścielających prze­
wody żółciowe [45]. Obecność białek homologicznych 
w 77-78% ze szczurzym lub ludzkim C H IP  stwier­
dzono w pęcherzyku żółciowym, skórze i płucach 
płazów [46],

Akwaporyny należą do rodziny pojawiających się
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wcześnie w ewolucji białek, zwanych białkami MIP. 
Nazwa ta pochodzi od białka M IP26 głównego białka 
integralnego (ang. major intrinsic protein) z soczewek 
oczu wołu [47], Analiza sekwencji aminokwasów 
białka M IP  pozwala na stworzenie modelu białka, 
którego C i N  końce znajdowałyby się po stronie 
cytoplazmatycznej i białko to tworzyłoby 6 domen 
przenikających dwuwarstwę lipidową. Białka z rodzi­
ny, składającej się już z ponad 20 członków, charak­
teryzują się unikalną strukturą, N i C koniec łańcucha 
polipeptydowego są bowiem powtórzeniami sekwen­
cji, ale obie połówki są jakby lustrzanym odbiciem, ich 
sekwencje są odwrócone o 180° w stosunku do siebie.

Do rodziny białek M IP  należą, poza CHIP, m.in. 
takie białka jak NOD -26 (ang. Nodulin-26) białko 
z błony brodawek symbiotycznych korzenia soji, biał­
ko ułatwiające transport glicerolu w komórkach Es­
cherichia coli i innych bakterii, supresor defektu 
wzrostu u Sacharomyccs cerevisiae, regulowne w czasie 
ontogenezy białko z mózgu Drosophila (BiB), integral­
ne białka tonoplastu w roślinach [48] i yTIP — roślin­
ny kanał wodny w Arahidopsis thaliana [35], czy CIC 
— kanał wodny z układu trawiennego Cicadella viridis 
[49]. W wielu przypadkach funkcja białek z rodziny 
M IP  nie jest znana, ale w przypadku wielu z nich 
wykazano, iż mogą być kanałami wyspecjalizowanymi 
w transporcie wody.

Samo białko M IP  po rekonstytucji do liposomów 
wykazuje własności zależnego od napięcia kanału, 
zdolnego do transportu jonów i małych cząsteczek. 
Kanał ten może być zamknięty przez C a2 + i kal- 
modulinę [50-52]. Po rekonstytucji w układzie do 
badania aktywności w czarnych błonach lipidowych 
[53] M IP  tworzy pojedyncze kanały o różnym prze­
wodnictwie (1,6 nS, 3,7 nS i dwa stany mniej stabilne 
1,2 nS i 3,1 nS, w zakresie napięć 20-100 m V) wykazując 
słabą selektywność w stosunku do anionów [54], 
Ekspresja w oocytach Xcnopus powoduje 4-5-krotny 
wzrost przepuszczalności osmotycznej wody (Pf), pod­
czas gdy Pf w oocytach, w których dokonano ekspresji 
C H IP  wzrasta ponad 30-krotnie [55], co sugeruje, że 
M IP  może spełniać funkcję akwaporyny w soczew­
kach, ale nie można także wykluczyć innej funkcji tego 
białka.

CHIP, podobnie jak MIP, jest funkcjonalnym tetra- 
merem, który, jak wykazano analizując dwuwymiaro­
we kryształy tego białka, zajmuje powierzchnię 
ä  3320 Ä [56]. CHIP28 występuje w formie nie- 
zmodyfikowanej lub z dużą cząsteczką glikanu przyłą­
czoną do jednej z podjednostek, zawierającą głównie

Ryc. 1. M odel  a k w a p o ry n y  C H I P  p rzy p o m in a jący  klepsydrę .
A. P ro p o n o w a n y  schem at  b ia łka  C H I P  p rzedstaw ia jący  
6 d o m e n  t r an sb ło n o w y ch ,  dwie pętle B i E zaw ierające 
m o tyw  N P A ;  strzałki w skazu ją  m ożliwość  „ w n ico w a n ia” 
pętli B i E d o  d w u w ars tw y  lipidowej, w takiej  sytuacj i  
t opo log ia  b ia łka  p rzy p o m in a ła b y  k lepsydrę  (z —  s t ro n a  
b łony z n a jd u jąca  się na  zew ną trz  ko m ó rk i ,  w —  s t ro n a  
cy top lazm atyczna ).  B. O ligom eryzac ja  4 p o d jednos te k  b ia ł­
ka da jąca  w efekcie 4 pory  k a n a łu  w odnego ,  wg [59].

—  Z
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B
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oligosacharydy polilaktozoaminylowe [57], W budo­
wany do sztucznych błon CHIP28 wykazuje wraż­
liwość na H g2 + . W sekwencji aminokwasowej tego 
białka, wydedukowanej z sekwencji cDNA, wiadomo 
było, iż CHIP28 zawiera 4 cysteiny. Drogą zamiany 
poszczególnych reszt cystylowych na seryny wykaza­
no, iż istotna, jeśli chodzi o wrażliwość na merkuriale 
jest cysteina w pozycji 189 [58]. W doświadczeniach, 
w których dokonywano w oocytach ekspresji wraż­
liwych i niewrażliwych na merkuriale form CHIP, 
wykazano, iż każda z podjednostek zawiera funk­
cjonalny kanał [58]. Obie połówki białka C H IP  
zawierają motyw asparagina-prolina-alanina (NPA) 
w pozycji 76-78 (w pętli B, cytoplazmatycznej) i 192- 
194 (w pętli E, pozakomórkowej). Motywy NPA są 
odwrócone w stosunku do siebie o 1803, ponadto 
w pobliżu drugiego z nich znajduje się cysteina 189. 
J u n g  i w s p. [59] zaproponowali model kanału 
wodnego przypominający klepsydrę. Tak jak przed­
stawiono na rycinie 1, motywy N PA zagłębione w bło­
nie i zbliżone do siebie stanowiłyby wąski, pojedynczy 
kanał. Taka struktura przypominałaby pętle H5 wy­
stępujące w wielu kanałach jonowych i odpowiedzial­
ne za selektywność i przewodzenie jonów [60], Pętla 
B jest bardziej hydrofobowa niż E i mutacje w obrębie 
pętli B powodują mniejszy efekt na obniżenie P f niż 
mutacje w pętli E [59]. J u n g  i w s p. [59] proponują, 
że średnica kanału w obrębie pętli E jest węższa.

Jednym z istotnych procesów regulujących aktyw­
ność kanałów jest fosforylacja. Zjawisko to obejmuje 
także białka z rodziny MIP. Kinaza białkowa zależna 
od cA M P fosforyluje M IP  prawdopodobnie na Ser- 
243 [61, 62], podczas, gdy nodulina-26 jest fosforylo- 
wana przez kinazę białkową zależną od C a 2 + , niezale­
żną od kalmoduliny [63, 64]. Transportujące wodę 
białko z błony Wodniczki jest fosforylowana na serynie 
w pozycji 7 (po stronie cytoplazmatycznej) i proces ten 
reguluje funkcję transportu wody [65]. Akwaporyny 
z nerek to A Q P1-C H IP, AQP2 (zwana też AQP-CD, 
od aquporin collecting duct, a także W CH-CD, od 
water channel-collecting duct) i AQP3. Jedynie AQP- 
C D  zawiera fragment sekwencji Arg-Arg-Gln-Ser 
uznany za potencjalne miejsce fosforylacji przez kinazę 
A. K u w a h a r a  i w s p .  [66] wykazali, że cA M P 
stymuluje przepuszczalność wody i fosforylację akw a­
poryny AQP-CD. Należy tu podkreślić, iż białko to 
stanowi kanał wodny regulowany przez wazopresynę, 
k tó ra  powoduje wzrost cA M P w cewkach zbiorczych 
nerek. Co ciekawsze, wykazano ponadto, że wazo- 
presyna indukuje translokację wewnątrzkomórko­
wych pęcherzyków zawierających tę akwaporynę do 
części apikalnej błony komórkowej [67], a po trak­
towanie kolchicyną powodującą zakłócenie struktury 
cytoszkieletu powoduje pozostanie A Q P-C D  w pęche­
rzykach wewnątrzkomórkowych [68]. Fuzja pęche­
rzyków zawierających tę akwaporynę z błoną cyto- 
plazmatyczną wymaga, jak wykazano [69, 70], udziału 
synaptobreviny b (zwanej też VA M P-2, od vesicle

associated membrane protein 2 ), a więc białka pośred­
niczącego w zjawisku egzocytozy w mózgu. Przed­
stawione powyżej informacje, jak również fakt wy­
krycia kanałów wodnych w opłaszczonych klatryną 
[71], powstających w wyniku endocytozy pęcherzy­
kach z nerki (ale nie z mózgu) potwierdzają hipotezę 
o wahadłowym ruchu kanałów wodnych ulegają­
cych naprzemiennym procesom egzo- i endocytozy, 
procesom regulowanym ponadto przez poziom wazo- 
presyny.

Istnieje także kanał wodny niewrażliwy na odczyn­
niki reagujące z grupami SH, M IW C (ang. mercurial- 
insensitive channel) [43], Białko to wykazuje 41% 
indentyczności z sekwencją C H IP  28 i transportuje 
wodę w kanalikach zbiorczych, tchawicy, ciałkach 
rzęskowych, kosmkach jelitowych, komórkach wy- 
ściółki mózgu. Białko to także posiada 6 domen 
przenikających błonę, podlega N-glikozylacji. Ekspre­
sja C H IP  i M IW C wykluczają się wzajemnie, ponadto 
biogeneza obu białek zachodzi według innego mecha­
nizmu [72], Badając wrażliwość obu białek na protea- 
zy zaproponowano nieco inną ich topologię, w przypa­
dku C H IP  tylko 4 i 6 hydrofobowych domen miałyby 
przechodzić przez dwuwarstwę lipidową, podczas gdy 
w przypadku M IW C 6 z 8 takich domen (Ryc. 2).

Posługując się metodami biologii molekularnej 
stwierdzono obecność RNA kodującego białko nale­
żące do rodziny MIP, które w przeciwieństwie do 
kanałów wodnych transportuje inny niż woda roz­
puszczalnik, mianowicie glicerol (G LIP — Glycerol 
Intrinsic Protein) [42]. Sekwencja aminokwasowa tego 
białka wykazuje 36% identyczności z sekwencją bak­
teryjnego transportera glicerolu. U ssaków G L IP  
ulega ekspresji w nerce, mózgu, płucach, oczach, jelicie 
prostym, żołądku i mięśniach szkieletowych (ale nie 
w sercu, wątrobie czy śledzionie). Fizjologiczna rola 
tego białka nie jest jednak na razie znana.

Coraz bardziej zaawansowane badania nad biał­
kami z rodziny MIP, a w szczególności kanałami 
wodnymi mogą być może przynieść wyjaśnienie pew­
nych stanów patologicznych jak hemoliza, oedema 
mózgu czy moczówka prosta. W przypadku tego 
ostatniego schorzenia opisano heterozygotycznego pac­
jenta, u którego 2 allele genu kodującego WCH-CD 
(czyli AQP2) były zmutowane w różnych miejscach

A B
N205 :%•

Ryc. 2. T o p o lo g ia  k a n a łó w  wodnych .
A. P r o p o n o w a n a  inna  topo log ia  b ia łka  C H I P 2 8  z za ­
zn acz o n ą  N -glikozylac ją  na  reszcie am inokw asow e j  
w pozycji  42 o raz  w rażliwą na m erkur ia le  cysteiną 189. B. 
M I W C  —  z zazn a czo n y m  miejscem glikozylacji  N-131, 
zm o d y f ik o w an e  wg [72],
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[73], co w konsekwencji doprowadziło do nieprawidło­
wego transportu wody i uzewnętrznienia się choroby.

Niezależnie od tempa gromadzenia dalszej wiedzy 
na temat kanałów wodnych i jej zastosowania w dia­
gnostyce należy w pierwszym rzędzie zmienić nasze 
spojrzenie na mechanizm przechodzenia wody przez 
błony biologiczne. W chwili obecnej należy już chyba 
zmodyfikować podręcznikowe stwierdzenia, iż za prze­
chodzenie wody przez błony biologiczne odpowiedzia­
lny jest proces dyfuzji przez dwuwarstwę lipidową, 
a uwypuklić proces przechodzenia wody zarówno 
przez kanały białkowe transportujące różne jony, jak 
i możliwość, w pewnych komórkach, przechodzenia 
wody przez specyficzne kanały wodne.

Artykuł otrzymano 15 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.
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I. Wstęp

Jednym z podstawowych praw fizjologji ssaków jest 
zachowanie stałości składu płynów tkankowych, a za­
tem środowiska zewnętrznego komórek organizmu. 
Zgodnie z tą zasadą zewnątrzkomórkowy chlorek 
sodu, który jest głównym elementem osmotycznym, 
musi być utrzymywany na względnie stałym poziomie. 
Ssaki, będące w znakomitej większości zwierzętami 
lądowymi są narażone na duże wahania podaży wody,
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a zatem ich gospodarka elektrolitowa, a szczególnie 
utrzymywanie stężenia sodu na właściwym poziomie 
musi być skorelowane z zachowaniem prawidłowego 
uwodnienia organizmu [1]. Spełnione jest to poprzez 
wydalniczą aktywność nerek polegającą na tworzeniu 
i usuwaniu moczu. Proces ten zachodzi w nefronach 
stanowiących funkcjonalne jednostki budujące nerkę 
(Ryc. 1). Nefrony, zwane też kanalikami nerkowymi, 
zbudowane są z kilku typów komórek zróżnicowanych 
funkcjonalnie. Z punktu widzenia utrzymywania rów­
nowagi wodno-elektrolitowej organizmu (podlegają­
cej m.in. kontroli hormonalnej), szczególne znaczenie 
mają odcinki nefronu położone głęboko w nerce, 
w warstwie zwanej rdzeniem nerki. Odbywa się tam 
selektywny, uwarunkowany podażą transport jonów 
sodowych przez błonę komórkową, oraz podlegająca 
ścisłej regulacji reabsorbeja wody. Wydajność tych 
procesów, prowadzących do zatężania moczu, jest 
wzmacniana efektem przeciwprądowym wynikającym 
z równoległego ułożenia ramienia zstępującego i wstę-
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Ryc. 1. Schem at  nefronu  z zaznaczen iem  o b sz a ró w  o wysokiej 
i niskiej osm otyczności  
H T  —  h iperosm otyczny  
HY —  h ipoosm otyczny  
IT  —  izoosm otyczny

pującego pętli nefronu, zwanej pętlą Henlego, a także 
dodatkowo spotęgowanym przenikaniem wody i elek­
trolitów oraz mocznika przez ściany naczyń krwionoś­
nych prostych, przebiegających blisko i równolegle 
w stosunku do nefronów. Te wszystkie czynniki spra­
wiają, że osmotyczność płynu znajdującego się w kana­
liku nerkowym w rdzeniu nerki oraz osmotyczność 
płynów śródtkankowych w tej warstwie są znacznie 
wyższe niż osmotyczność osocza. A zatem komórki 
nerki (jako jedyne komórki ssaków, w warunkach 
normy), funkcjonują w środowisku o wysokiej i co 
ważniejsze, zmiennej, zależnej od podaży wody osmo­
tyczności. Ponadto, wydalanie przez nerki mocznika 
i jego zatężanie związane z oszczędną gospodarką 
wodną sprawia, że komórki nerek narażone są na 
działanie wysokich jego stężeń. Mocznik przenika 
przez błony komórkowe komórek rdzenia nerki, a za­
tem nie generuje różnic w osmotyczności środowiska 
zewnątrz- i wewnątrzkomórkowego, natomiast wywie­
ra ujemny wpływ na struktury makromolekuł, w tym 
głównie białek, co prowadzić może do zaburzeń w pra­
widłowym funkcjonowaniu komórek [2, 3].

II. Strategie adaptacyjne komórek do wyso­
kiej osmotyczności

Komórki rdzenia nerki nie są unikalne pod wzglę­
dem przeżywalności w warunkach stresu hiperosmoty- 
cznego lub wysokiego stężenia mocznika. Innymi 
znanymi przykładami są: bakterie słonolubne, halofity, 
kserofity, organizmy znoszące zamarzanie, cysty, na­
siona i inne formy przetrwalnikowe o niskiej zawarto­
ści wody oraz komórki ciała licznych morskich bez­
kręgowców i morskich ryb spodoustych. U tych ostat­

nich wysoka osmotyczność wody morskiej jest równo­
ważona dużym stężeniem mocznika w osoczu i pły­
nach tkankowych [3], Błona komórkowa nie stanowi 
sztywnej bariery oddzielającej ośrodki różniące się 
osmotycznością, a zatem zmiana toniczności środowi­
ska prowadzi do zmian objętości komórki, co w kon­
sekwencji zmienia wewnątrzkomórkowe stężenia jo ­
nów, metabolitów i enzymów oraz powoduje zmiany 
parametrów środowiska wewnątrzkomórkowego np. 
jego lepkości. Proces ten może prowadzić do po­
ważnych zakłóceń w funkcjonowaniu komórki [3]. 
Długotrwały stan hiper- (a atakże hipo-) toniczności 
środowiska musi spowodować wzrost (lub spadek) 
stężenia wewnątrzkomórkowych elementów osmoty- 
cznych (zwanych osmolitami), umożliwiający przy­
wrócenie właściwej objętości wody w komórce. K om ­
pensacja różnic toniczności między środowiskiem 
a wnętrzem komórki jest możliwa dzięki dwóm mecha­
nizmom adaptacyjnym. Pierwszy z nich, obserwowany 
jedynie u słonolubnych bakterii Halobacterium żyją- 
cach w solankach, sprowadza się do nagromadzania 
w komórkach KC1 w stężeniu przekraczającym 7 M. 
W konsekwencji u tych organizmów występują unikal­
ne białka, wymagające dla swojej aktywności wysokie­
go stężenia KC1 w komórce [4, 5], W związku z tym 
bakterie te mogą żyć jedynie w roztworze NaCl 
o wysokim stężeniu i wszelkie obniżenie osmotyczno­
ści środowiska, a w efekcie stężenia jonów potasu 
w cytoplazmie prowadzi do niekorzystnych zmian 
w aktywności szeregu ich enzymów. Drugi mechanizm 
występujący powszechnie w przyrodzie, pozwalający 
na adaptacje do zmiennej osmotyczności jest także 
udziałem komórek rdzenia nerki. Polega on na aku- 
mulowaniu w cytoplazmie substancji organicznych, 
stosunkowo obojętnych metabolicznie, które kom pen­
sują wysoką toniczność środowiska, a zmiany ich 
stężenia umożliwiają adaptację komórek do zmiennej 
osmotyczności [3], Związki te nie wykazują ujemnego 
wpływu na białka komórkowe, a zatem mogą być 
bezkarnie nagromadzane do dużych stężeń, co po­
zwala na utrzymanie stałego stężenia składników 
cytoplazmy, w tym elektrolitów. Dzięki temu nazywa 
się je kompatybilnymi osmolitami czyli „przyjaznymi” 
dla komórki [4-6]. Należą do nich alkohole wielo- 
wodorotlenowe (sorbitol, mannitol, glicerol, arabitol, 
sacharoza itp.), aminokwasy i ich pochodne (alanina, 
glicyna, betaina, tauryna) oraz polimetyloaminy 
(TM AO, betaina, sarkozyna, glicerofosfocholina) i mo­
cznik [3]. Akumulacja organicznych, kompatybilnych 
osmolitów jest obserwowana praktycznie we wszyst­
kich typach komórek zmuszonych do przeciwdziała­
nia presji osmotycznej. Wśród tych substancji na 
szczególną uwagę zasługują polimetyloaminy, które 
pełnią dwoistą funkcję w sytuacjach, gdy stężenie 
mocznika osiąga wartości niebezpieczne dla komórki 
np. u morskich ryb chrzęstnoszkieletowych oraz w ko­
mórkach rdzenia nerki, w których stężenie mocznika 
osiąga 0.4 M. Związki te, oprócz swojej aktywności

168 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 (2 ) ,  1996
http://rcin.org.pl



osmotycznej wykazują zdolność do neutralizowania 
toksycznego działania mocznika w znacznym zakresie 
jego stężeń. Pełnią one nie tylko rolę osmolitów 
kompatybilnych, lecz także protekcyjnych, działają­
cych przeciwstawnie w stosunku do mocznika [3, 7, 8]. 
Ten efekt, potwierdzony na licznych przykładach in 
vitro, pozwala na podtrzymanie natywnych właściwo­
ści białek enzymatycznych przy stężeniu trójmetyloa- 
min dwukrotnie niższym niż stężenie mocznika. Z d ru ­
giej jednak strony nadmierny wzrost stężenia metylo- 
amin w nieobecności mocznika może, przynajmniej in 
vitro, prowadzić do niepożądanej aktywacji niektórych 
enzymów [9].

III. Osmolity w nerce

W kom órkach rdzenia nerki spotyka się cztery 
główne osmolity: sorbitol i mioinozytol będące polial­
koholami, betainę jako  pochodną aminokwasów a jed ­
nocześnie polimetyloaminę, oraz glicerofosfocholinę 
zaliczaną do polimetyloamin [10]. Do tej grupy dołą­
cza tauryna, będąca pochodną aminokwasu. Jednakże 
jej rola jako osmolitu w nerce nie jest scharakteryzo­
wana tak dokładnie jak wcześniej wymienionych. 
Rozmieszczenie osmolitów w nerce, ustalone dla szczu­
ra, królika, psa, człowieka i innych gatunków jest 
bardzo podobne i generalnie pokrywa się z gradientem 
stężeń sodu i mocznika (Ryc. 2a i b), [11], Oznacza to, 
że stężenia osmolitów, nieznaczne w korze nerki, 
wzrastają w sposób ciągły uzyskując maksimum 
w brodawce nerkowej. Wyjątek stanowi mioinozytol
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d iurezy  i an tyd iu rezy  (Rysunek w y k o n a n o  na  podstaw ie  
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D —  b r o d a w k a  ne rk o w a

osiągający maksymalne stężenie w zewnętrznej warst­
wie rdzenia nerki, obniżające się w pobliżu brodawki. 
Przyczyna tego odstępstwa od ogólnej zasady nie jest 
znana, być może mioinozytol pełni jeszcze inne, do tej 
pory nie poznane funkcje w nerce. Zgodnie z przewidy­
waniami wynikającymi z przyjęcia hipotezy kom paty­
bilnych i protekcyjnie działających osmolitów, która 
głosi, że polialkohole, pewne aminokwasy oraz ich 
pochodne, a także metyloaminy w połączeniu z mocz­
nikiem mogą być bezpiecznie akumulowane w kom ór­
kach poddanych stresowi hiperosmotycznemu, wywo­
łanie stanu antydiurezy poprzez ograniczanie zwierzę­
ciu dostępu do wody, powodujące w konsekwencji 
wzrost stężenia pozakomórkowego sodu i poza- i we­
wnątrzkomórkowego mocznika, prowadzi do wzrostu 
cytosolowego stężenia sorbitolu, mioinozytolu, G P C  
i betainy. Przyrost stężeń nie jest jednakowy dla 
wszystkich osmolitów i trudno przewidywalny dla 
różnych gatunków zwierząt [2, 12], Istotne jest to, że 
w niezmieniających się warunkach osmotycznych su­
ma stężeń wszystkich osmolitów jest stała i równo­
ważąca zewnątrzkomórkowe ciśnienie osmotyczne. 
W tym sensie kompatybilność osmolitów można rozu­
mieć jako  ich uzupełnianie się i ewentualnie zastępo­
wanie jednych drugimi. Analogicznie, nadmiernemu 
wzrostowi diurezy spowodowanemu dużym spoży­
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ciem wody, prowadzącemu do wzmożonego wydala­
nia sodu i mocznika, towarzyszy obniżenie zawartości 
kompatybilnych osmolitów w komórkach [13, 14], 
Modelowym przykładem ukazującym te zależności są 
szczury linii Brattleboro, z wrodzoną moczówką pros­
tą. W normalnych warunkach zwierzęta te piją duże 
ilości wody i wydalają bardzo rozcieńczony mocz. 
Podanie horm onu antydiuretycznego powoduje gwał­
towne ograniczenie objętości wydalanego moczu oraz 
wzrost jego stężenia, a także istotną, lecz rozciągniętą 
w czasie akumulację osmolitów w komórkach rdzenia 
nerki [15]. Wyjątek w opisywanych prawidłowościach 
stanowi znów mioinozytol, którego stężenie w kom ór­
kach nie zależy w sposób absolutnie jednoznaczny od 
stopnia diurezy [15, 16]. Ponadto, stężenie G P C  
zmienia się równolegle ze zmianami stężenia mocz­
nika, co potwierdza fizjologiczną rolę tej trójmetyloa- 
miny jako  osmolitu znoszącego toksyczne dla kom ó­
rek działanie mocznika [16, 17].

III. Kultury komórkowe w badaniach osmo- 
regulacji w nerkach

Badania nad mechanizmami regulacji osmotycznej 
w nerkach początkowo prowadzone in vivo ustąpiły 
miejsca badaniom w których wykorzystywano izo­
lowane, rdzeniowe fragmenty nefronów. Umożliwiło 
to dokładne kontrolowanie osmotyczności środowis­
ka doświadczalnego, a zatem łatwiejszą interpretację 
uzyskanych wyników, lecz nie pozwalało, ze względu 
na przeżywalność preparatu, na prowadzenie długo­
trwałych eksperymentów [18]. Zastosowanie kultur 
komórkowych znosi tę niedogodność i umożliwia 
często wielomiesięczne badania adaptacji komórek 
nerki do zmienionej osmotyczności środowiska hodo­
wlanego, którego skład może być w pełni kontrolowa­
ny [11], Z drugiej jednak strony komórki w hodowlach 
in vitro często wykazują różnice w aktywnościach 
enzymów w stosunku do ich odpowiedników in vivo, co 
może mieć znaczenie w interpretacji wyników i u trud­
niać porównywanie tych dwóch sytuacji. W niniejszym 
opracowaniu większość przedstawionych wyników 
pochodzi z doświadczeń przeprowadzonych na kul­
turach komórkowych linii M D C K  lub PAP-HT25, 
oraz czasami z wykorzystaniem izolowanych kanali­
ków nerkowych stanowiących rdzeniowy odcinek ka­
nalika zbiorczego nerki szczura [19, 20]. Wzrost 
stężenia NaCl i mocznika w pożywce hodowlanej 
powoduje istotne nagromadzenie się wszystkich czte­
rech osmolitów w komórkach PAP-HT25, podczas 
gdy komórki M D C K  pozbawione są zdolności aku 
mulacji sorbitolu [10, 21, 22]. Mechanizmy nagrom a­
dzania się osmolitów w komórkach, w hodowlach in 
vitro a także in vivo polegają albo na aktywacji ich 
transportu przez błonę komórkową ze środowiska, jak 
to ma miejsce w przypadku betainy i mioinozytolu, 
albo na modyfikacji szybkości ich metabolizmu 
w przypadku sorbitolu i glicerofosfocholiny.

III-l .  Mioinozytol

Ten cykliczny polialkohol jest normalnie obecny 
w diecie. Ponadto, szereg komórek (w tym w nerkach), 
wytwarza mioinozytol z glukozy lub też jako  produkt 
degradacji fosfolipidów inozytolowych [23, 24]. Nerki 
są jedynym narządem u ssaków, w którym zachodzi 
intensywny katabolizm mioinozytolu, aż do dwutlen­
ku węgla, przy czym proces ten przebiega w korze 
i zewnętrznych warstwach rdzenia, ale nie w kom ór­
kach wewnętrznej części rdzenia [25]. Ponadto  szereg 
typów komórek, wliczając w to komórki z różnych 
obszarów nerki jest w stanie pobierać mioinozytol ze 
środowiska na drodze transportu zależnego od sodu 
[26]. Proces ten jest hamowany przez strofantynę 
i florydzynę a także w obecności wysokich stężeń 
glukozy [26, 27], Stężenie mioinozytolu w kom órkach 
rdzenia nerki może być 1000-krotnie wyższe niż w oso­
czu, co wskazuje na znaczny koszt energetyczny jaki 
ponoszą komórki w celu utrzymania tak wysokiego 
gradientu. Nie ma obecnie przekonujących dowodów 
na to, czy synteza wewnątrzkomórkowa czy też trans­
port mioinozytolu ze środowiska podlegają aktywacji 
w czasie adaptacji komórek nerki in vivo do stanu 
antydiurezy. Jedyne precyzyjne wyniki pochodzą z doś­
wiadczeń na kulturach komórkowych. Komórki 
M D C K  i PAP-HT25 a także L LC -PK ,, L L C -P K 3 
i szereg innych nagromadzają w odpowiedzi na wzrost 
osmotyczności medium hodowlanego mioinozytol 
obecny w pożywce w stężeniu podobnym do spotyka­
nego w osoczu (ok. 0.1 mM) [28-31], Transport tego 
osmolitu do komórek M DCK odbywa się tylko przez 
błonę bazolateralną [32]. W komórkach tych, pod­
danych stresowi hiperosmotycznemu spowodowane­
mu zwiększeniem ilości NaCl do ok. 500 mOsm/kg, 
stężenie osmolitu osiąga maksimum (ok. trzykrotnie 
przewyższające wartość kontrolną dla komórek hodo­
wanych w warunkach niezmienionej, niskiej osmotycz­
ności wynoszącej ok. 300 mOsm/kg) dopiero po 
7 dniach. Podobny efekt uzyskuje się gdy chlorek sodu 
zastąpiony jest rafinozą lub sorbitolem, natomiast 
wzrost osmotyczności medium hodowlanego spowo­
dowany dodaniem mocznika lub glicerolu, ale bez 
obecności zwiększonego stężenia NaCl, nie wpływa na 
wewnątrzkomórkowe stężenie mioinozytolu [32, 33]. 
A zatem, czynnikiem koniecznym do wywołania aku­
mulacji mioinozytolu wydaje się być powstanie poten­
cjału osmotycznego w poprzek błony, co następuje 
w przypadku podniesienia osmotyczności pożywki 
przez dodanie substancji nieprzenikających przez bło­
nę komórkową, (a nie tylko wzrost osmotyczności 
roztworu bez wytworzenia gradientu, a więc bez zmian 
objętości komórek). Ponadto  stymulujący wpływ rafi- 
nozy czy sorbitolu na akumulację mioinozytolu w ko­
mórkach M DCK  lub PAP-HT25 wskazuje, że mecha­
nizm aktywacji transportu tego osmolitu w obecności 
wysokiego stężenia NaCl nie polega na bezpośredniej 
stymulacji szybkości działania transportera błonowe­
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go wymagającego istnienia gradientu sodowego do 
swojej aktywności. Pomiary kinetyki transportu mioi- 
nozytolu do komórek M D C K  i PAP-HT25 pod­
danych zarówno długotrwałemu (kilkumiesięcznemu) 
jak i kilkudniowemu działaniu podwyższonego stęże­
nia chlorku sodu i mocznika wskazują na wzrost 
szybkości maksymalnej tego procesu, a nie powinowa­
ctwa transportera do tego osmolitu. Wydaje się, że jest 
to efektem zwiększonej liczby cząsteczek transportera 
w błonie komórkowej. Maksymalną stymulację trans­
portu w przypadku szybkiej odpowiedzi obserwuje się 
po jednym dniu, a następnie, prawdopodobnie na 
skutek wzrostu stężenia mioinozytolu w komórce, 
dochodzi do zmniejszenia tego efektu [30, 32], Istnieje 
możliwość, że mioinozytol w wysokim stężeniu jest 
inhibitorem swojego transportera. Potwierdza to prze­
dłużony stan wysokiej aktywności transportu tego 
osmolitu w komórkach poddanych stresowi osmotycz- 
nemu w nieobecności mioinozytolu w pożywce. Co 
więcej, obserwacja ta wskazuje, że komórki M D C K  nie 
są w stanie pokryć zapotrzebowania na mioinozytol 
w warunkach stresu hiperosmotycznego poprzez jego 
syntezę ze znajdującej się w pożywce glukozy. Niewy­
kluczone jest także, że stopniowe przywracanie pier­
wotnej objętości komórki jest sygnałem do spowol­
nienia procesów adaptacyjnych. Przyrost liczby cząs­
teczek przenośnika mioinozytolu w komórkach rdze­
nia nerki potwierdzony jest doświadczalnie. Obecność 
cykloheximidu [34] znosi stymulację transportu mioi­
nozytolu do komórek izolowanych z wewnątrzrdze- 
niowych odcinków kanalików zbiorczych, a ponadto 
podanie do oocytu Xenopus laevis, normalnie nie 
pobierającego mioinozytolu ze środowiska, mRNA 
izolowanego z komórek M D C K  rosnących w pożywce 
hiperosmotycznej, powoduje ujawnienie się transportu 
przez oocyty. Efektu tego nie uzyskuje się gdy podaw a­
ny mRNA pochodzi z komórek M D C K  rosnących 
w pożywce izoosmotycznej [35].

III-2. Betaina

Betaina podobnie jak mioinozytol jest stałym skład­
nikiem diety. Ponadto, wiele komórek, w tym również 
komórki rdzenia nerki, jest w stanie wytwarzać betainę 
na drodze utleniania powszechnie dostępnej w diecie 
choliny. Ten proces wymaga aktywności dwóch en­
zymów: mitochondrialnej dehydrogenazy choliny 
[E C  1.1.99.1] i cytosolowej dehydrogenazy aldehydu 
betainy [EC 1.2.1.8] [36]. Katabolizm betainy, za­
chodzący również w nerkach, odbywa się z udziałem 
S-metylotransferazy b e ta in a : homocysteina [EC 
2 .1. 1.5], której aktywność jest pozytywnie regulowana 
przez wysokie stężenia betainy [37]. Reakcje wy­
twarzania betainy potencjalnie stanowić mogą regula­
torowy etap w procesie nagromadzania tego osmolitu. 
Jednakże akumulacji betainy w komórkach rdzenia 
nerki szczura in vivo, w odpowiedzi na gwałtowny 
wzrost stężenia jonów sodowych we krwi nie towarzy­

szy wzrost aktywności żadnego z enzymów syntezy 
betainy z choliny [38], Betaina, tak jak mioinozytol 
jest aktywnie transportow ana przez błonę luminalną 
kanalików nerkowych w odpowiedzi na wzrost osmo- 
tyczności środowiska okołokomórkowego [39]. K o­
mórki M DC K , PAP-HT25, a także innych linii po­
chodzących z nerek, poddane stresowi hiperosmotycz- 
nemu, podobnie jak komórki rdzenia nerki in vivo 
w warunkach antydiurezy (Ryc. 2), akumulują znaczne 
ilości betainy [29]. Proces ten osiąga plateau po ok. 
tygodniu od zmiany osmotyczności z 315 do 
500 mOsm/kg, uzyskanej przez wzrost stężenia chlor­
ku sodu czy rafinozy ale nie mocznika czy glicerolu 
w pożywce i wymaga obecności betainy w środowisku 
[33]. Paradoksalnie, mocznik w wysokim stężeniu 
obniża szybkość transportu tego osmolitu przez błonę 
komórkową. Przy braku betainy w środowisku, nawet 
w obecności choliny, nie obserwuje się jej nagrom adza­
nia w komórkach. Zależny od jonów sodu transporter 
betainy, podobnie jak w komórkach nerek in vivo 
znajduje się w bazolateralnej błonie komórek M DCK 
[32, 33]. Mechanizm aktywacji transportu betainy jest 
zasadniczo podobny do opisanego dla mioinozytolu. 
Komórki M D C K  rosnące w środowisku izoosmotycz- 
nym mają dwa, różniące się wartością Km sodozależne 
nośniki betainy. W wyniku długotrwałej (wielomiesię­
cznej) adaptacji komórek do podwyższonego stężenia 
chlorku sodu w pożywce wzrasta dziesięciokrotnie 
szybkość maksymalna transportu, natomiast wartości 
stałych Michaelisa pozostają niezmienione. Podobnie 
jak w przypadku mioinozytolu, szybka odpowiedź na 
nagły wzrost osmotyczności spowodowany dodaniem 
chlorku sodu do pożywki osiąga maksimum poi dniu, 
a następnie ulega samoograniczaniu [32, 33]. Stymula­
cja transportu betainy do komórek M DCK obser­
wowana w obecności rafinozy zamiast chlorku sodu 
w pożywce wyklucza aktywację tego procesu jedynie 
przez zwiększenie gradientu sodowego. Podobnie jak 
w przypadku badania transportu mioinozytolu, poda­
nie do oocytu Xenopus laevis m R N A  izolowanego 
z komórek M D C K  poddanych uprzednio 24-godzin- 
nej ekspozycji na zwiększone stężenia chlorku sodu 
(615 mOsm/kg) sprawia, że oocyty zaczynają pobierać 
betainę ze środowiska mimo, że normalnie nie zawiera­
ją  one w błonie żadnego zależnego od sodu systemu 
transportu tego związku. Efektu tego nie uzyskuje się 
z mRNA izolowanym z komórek M D C K  hodowa­
nych w warunkach niskiej (315 mOsm/kg) osmotycz­
ności lub w obecności wysokich stężeń mocznika lub 
glicerolu w pożywce [40]. Doświadczenie to udow ad­
nia, że podobnie jak przy transporcie mioinozytolu, 
w warunkach podwyższonej osmotyczności środowis­
ka, wywołanej obecnością substancji nie przechodzą­
cych przez błonę komórkową, a zatem prowadzącej 
wstępnie do zmniejszenia się objętości komórek, na­
stępuje wzmożenie ekspresji genów kodujących biał­
ka odpowiednich transporterów, co objawia się 
zwiększeniem szybkości maksymalnej transportu. Nie­
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stety nie ma dotychczas przekonujących danych po­
twierdzających regulatorowe znaczenie transportu be­
tainy do komórek rdzenia nerki w warunkach anty- 
diurezy in vivo.

III-3. Tauryna

Dane dotyczące jej akumulacji w komórkach nerek 
w warunkach stresu osmotycznego są znacznie ba r­
dziej fragmentaryczne tak, że tauryna nie bywa wymie­
niana w grupie powszechnie uznanych osmolitów. 
Niemniej, błona bazolateralna komórek M D C K  za­
wiera zależny od sodu transporter tego związku. 
Prawdopodobnie jest to nośnik (3-aminokwasów [41, 
42]. Co więcej, szybkość maksymalna transportu, ale 
nie powinowactwo tego transportera w stosunku do 
tauryny, jest zwiększona gdy komórki rosną w środo­
wisku hiperosmotycznym. Podobnie jak w przypadku 
mioinozytolu i betainy, mRNA izolowany z komórek 
M D C K  adaptowanych do wysokiej osmotyczności 
i wstrzyknięty do oocytu żaby wydaje się stymulować 
szybkość pobierania tauryny. Wskazuje to na duże 
podobieństwo mechanizmów nagromadzania się taur- 
ny, betainy i mioinozytolu w czasie adaptacji komórek 
nerki do podwyższonej osmotyczności [43],

III-3. Sorbitol

Jest polihydroksylowym alkoholem powstającym 
poprzez redukcję glukozy w reakcji katalizowanej 
przez reduktazę aldozową [EC 1.1.1.21] cytosolowy 
enzym, którego aktywność stwierdzono w wielu róż­
nych tkankach i narządach jak: soczewka oka, mięśnie 
szkieletowe, nadnercza, mózg, ślinianki, wątroba, eryt­
rocyty czy wreszcie nerki [44], W tych ostatnich 
obserwuje się nierównomierne rozmieszczenie reduk- 
tazy, której największa aktywność wydaje się być 
zlokalizowana w komórkach kanalików położonych 
w rdzeniu, a znacznie niższa w pozostałych fragmen­
tach nefronu [45, 46]. Ten rozkład jest zgodny z gra­
dientem stężenia sorbitolu w poprzecznym przekroju 
nerki (Ryc. 2). Drugim istotnym enzymem metaboliz­
mu sorbitolu jest dehydrogenaza sorbitolu 
[EC 1.1.1.14] występująca u ssaków głównie w wąt­
robie, lecz również w nerkach, głównie w ich części 
korowej ale także, chociaż, w dużo mniejszym stopniu 
w rdzeniu [47]. Podobnie jak w nerkach in vivo 
w warunkach antydiurezy [10, 21, 44, 48], komórki 
linii PAP-HT25 akumulują sorbitol w odpowiedzi na 
wzrost stężenia chlorku sodu w środowisku hodow­
lanym, przy czym proces ten nie jest natychmiastowy, 
a stężenie sorbitolu osiąga maksimum po 4 dniach 
[33]. Podobny rezultat przynosi podniesienie osm o­
tyczności środowiska przy pomocy rafinozy ale nie 
mocznika lub glicerolu [49]. A zatem, tak jak w przy­
padku mioinozytolu i betainy czynnikiem koniecznym 
dla aktywacji procesu nagromadzania sorbitolu w ko­
mórce jest stworzenie ciśnienia osmotycznego w po­

przek błony komórkowej i w konsekwencji zmniej­
szenie się objętości komórki i wzrost siły jonowej 
w cytosolu. Wzrost ciśnienia osmotycznego powoduje 
podniesienie aktywności reduktazy aldozowej [49-51]. 
Zmiany te są obserwowane dopiero po 6 godzinach 
trwania stresu hiperosmotycznego, co wskazuje na ich 
adaptacyjny charakter [49], Jednocześnie nie zauważa 
się żadnych istotnych zmian aktywności dehydrogena­
zy sorbitolu, której aktywność jest poniżej granicy 
oznaczalności [51]. Wzrost aktywności reduktazy al­
dozowej w odpowiedzi na wzrost ciśnienia osmotycz­
nego niezależnie od tego, czy został on spowodowany 
chlorkiem sodu, czy rafinozą wskazuje, że sygnałem dla 
aktywacji tego enzymu nie jest podniesienie stężenia 
soli w środowisku ale raczej wzrost stężenia któregoś 
ze składników cytoplazmy będący konsekwencją 
zmniejszenia się objętości wody w komórce. Doświad­
czenia z użyciem strofantyny, która powoduje wzrost 
objętości komórki oraz wewnątrzkomórkowego stęże­
nia sodu, a obniżenie stężenia potasu w cytosolu, 
wykazały dobrą zależność między wewnątrzkomór­
kowym stężeniem potasu albo raczej sumy stężeń 
potasu i sodu, a aktywacją reduktazy aldozowej [49], 
Wydaje się także, że nie sam fakt wzrostu tych stężeń, 
a raczej osiągnięcie krytycznego poziomu jest koniecz­
ne dla indukcji enzymu. Wzrostowi aktywności reduk­
tazy aldozowej towarzyszy wzrost zawartości mRNA 
będący rezultatem wzmożonej ekspresji jej genu [46], 
Pomiary dynamiki tej aktywacji wskazują, że poziom 
mRNA zaczyna wzrastać w ciągu pierwszej godziny po 
podniesieniu osmotyczności, osiąga maksimum po 
kilkunastu godzinach i po upływie doby zaczyna się 
zmniejszać przy jednoczesnym wzroście stężenia sor­
bitolu w komórce. W ciągu następnych kilku dni 
utrzymuje się stan równowagi, w którym ilość kom ór­
kowego mRNA reduktazy aldozowej jest pięciokrot­
nie wyższa od stwierdzanej w komórkach kontrolnych 
[52]. Wzrost stężenia sorbitolu w cytoplazmie prowa­
dzi do zahamowania ekspresji genu kodującego ten 
enzym. Inhibitor aktywności reduktazy aldozowej 
(Tolrestat) ogranicza syntezę sorbitolu i w efekcie 
wydłuża okres wzrostu zawartości odpowiedniego 
mRNA w komórkach PAP-HT25 w stosunku do 
obserwowanego w nieobecności tego inhibitora [53]. 
Czas półtrwania białka reduktazy aldozowej jest taki 
sam w komórkach rosnących w środowisku izo- 
i hiperosmotycznym i wynosi ok. 6 dni, co wskazuje, że 
degradacja tego enzymu nie ma znaczenia regulacyj­
nego w kontekście adaptacji do podwyższonej osm o­
tyczności [51]. W komórkach PAP-HT25 rosnących 
w obecności wysokiego stężenia chlorku sodu i mocz­
nika reduktaza aldozy może stanowić aż 10% wszyst­
kich rozpuszczalnych białek w komórce. Gwałtowne 
obniżenie osmotyczności medium hodowlanego z 600 
do 320 mOsm/kg powoduje stopniowe zmniejszanie 
się zawartości w komórce białka reduktazy aldozowej 
bez zmiany jej czasu półtrwania, oraz szybki zanik (w 
ciągu 1 dnia) mRNA tego enzymu [46].
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Wnioski wyciągnięte na podstawie doświadczeń na 
kulturach komórkowych przedstawione powyżej 
w znacznym stopniu są potwierdzone w układach in 
vivo, (i) Ograniczenie dostępu do wody przez 24 
godziny prowadzi do wzrostu ilości białka enzymaty­
cznego reduktazy aldozowej w nerce psa [54] (ii) 
podanie szczurom linii Brattleboro wazopresyny po­
woduje znaczne ograniczenie ilości wydalanej wody, 
wzrost stężenia jonów sodowych w moczu i w prze­
strzeniach okołokomórkowych, oraz znaczne podwyż­
szenie zawartości reduktazowego mRNA, a także 
aktywności reduktazy aldozowej i zawartości sorbito- 
lu w kom órkach rdzenia nerki [15] (iii) wywołanie 
stanu diurezy u szczurów pierwotnie antydiuretycz- 
nych powoduje obniżenie się zawartości mRNA redu­
ktazy aldozowej w ciągu pierwszego dnia, natomiast 
poziom i aktywność samego enzymu utrzymuje się 
kilka dni, co wynika prawdopodobnie ze stosunkowo 
długiego czasu półtrwania tego białka, jak to stwier­
dzono w kom órkach PAP-HT25 [55],

III-4. Glicerofosfocholina

Ten fosfodiester powstaje, jak  się powszechnie uwa­
ża w wyniku hydrolizy fosfatydylocholiny, w reakcji 
katalizowanej przez fosfolipazę A2 i/łub Al a następnie 
lizofosfolipazę i w wielu tkankach np. w wątrobie jest 
traktowany jako  metabolit pośredni w katabolizmie 
lecytyny [56]. Ponadto, postuluje się istnienie alter­
natywnych dróg wytwarzania GPC, z których pierw­
sza polega na przeniesieniu reszty choliny z fosfa­
tydylocholiny na glicero-3-fosforan, zaś druga na 
bezpośredniej syntezie tego osmolitu z CDP-choliny 
i glicero-3-fosforanu [57-59]. Zgodnie z obecnym 
stanem wiedzy wszystkie z wymienionych reakcji za­
chodzą w nerkach, chociaż udział dwóch ostatnich nie 
jest jeszcze do końca udowodniony. Powstała G P C  
jest degradowana przy udziale fosfodiesterazy, z wy­
tworzeniem glicero-3-fosforanu i choliny. Enzym ten 
jest obecny w wielu tkankach szczura i jest zlokalizo­
wany w błonach siateczki endoplazmatycznej, przy 
czym najwyższą jego aktywność obserwuje się w korze 
nerki [60]. Aktywność ta obniża się zdecydowanie 
w miarę zbliżania się do wewnętrznej części rdzenia, 
a zatem jej rozkład w przekroju poprzecznym nerki jest 
odwrotny w stosunku do rozmieszczenia G P C  (Ryc. 2). 
Ograniczenie dostępu do wody powoduje wzrost stęże­
nia G P C  w kom órkach rdzenia nerki szczura, królika, 
psa, świni i człowieka [61, 62]. Już w latach 50-tych 
U 11 r i c h [63] zaproponował, że regulacja aktywno­
ści GPC-fosfodiesterazy stanowi podstawę mechaniz­
mu nagromadzania się G P C  w nerkach. Ponieważ 
wyniki badań in vivo są często niejednoznaczne i t rud­
ne do interpretacji, obecnie proponowany model regu­
lacji nagromadzania się G P C  w kom órkach nerek 
ustalony został głównie na podstawie badań prow a­
dzonych przy użyciu kultur komórkowych. Podstaw o­
wą cechą wyróżniającą ten osmolit spośród wcześniej

omówionych jest to, że nagromadza się on w kom ór­
kach M D C K  lub PAP-HT25 zarówno w warunkach 
wysokiego stężenia chlorku sodu jak i wysokiego 
stężenia mocznika, przy czym wpływ obu czynników 
stosowanych jednocześnie nie jest całkowicie addytyw- 
ny [28, 56, 64], Wskazuje to, że akumulacja G P C  może 
być spowodowana zarówno wzrostem gradientu os- 
motycznego w przypadku NaCl (lub rafinozy), jak 
i wzrostu stężenia mocznika, który nie stwarza różnic 
osmotyczności po obu stronach błony komórkowej, 
a zatem nie powoduje zmniejszenia się objętości kom ó­
rki i wzrostu siły jonowej jej wnętrza, co jest sygnałem 
do indukcji ekspresji genu reduktazy aldozowej i nago- 
madzania się sorbitolu, a także warunkiem indukcji 
transportu betainy i mioinozytolu (pkt III-l i 111-2). 
A zatem, możliwe jest istnienie dwóch różnych mecha­
nizmów uruchamiających nagromadzanie się glicero- 
fosfocholiny w komórkach, przy czym przynajmniej 
jeden z nich jest inny niż zaangażowany w indukcję 
nagromadzania mioinozytolu, betainy czy sorbitolu. 
Pozostaje to w zgodzie z hipotezą ochronnie działają­
cych osmolitów i o szczególnej roli G P C  jako metylo­
aminy w znoszeniu toksycznego dla komórek działa­
nia mocznika [56],

Wzrost stężenia G P C  w obu badanych liniach 
komórkowych jest stosunkowo powolny, wymagający 
ok. jednego tygodnia do osiągnięcia plateau, a jego 
szybkość nie zależy od tego czy osmotyczność pożywki 
podywższono dodatkiem NaCl, mocznika czy obu 
substancji jednocześnie [56, 64], Niezależnie od sposo­
bu wytwarzania G P C  w komórce, cholina jest zawsze 
prekursorem tego związku. Spowodowanie stresu hi- 
perosmotycznego przy pomocy medium pozbawione­
go choliny powoduje jedynie przejściowy i niewielki 
wzrost stężenia osmolitu w komórce, możliwy praw- 
dopobodnie dzięki rezerwom choliny zmagazynowa­
nej w postaci fosfatydylocholiny w błonach plazmaty- 
cznych. Jednakże w warunkach prawidłowej hodowli 
dostępność choliny lub szybkość jej pobierania przez 
komórki nie ogranicza syntezy G P C  i nie podlega 
regulacji zależnej od osmotyczności środowiska [56]. 
Wiele informacji dotyczących nagromadzania się glice- 
rofosfocholiny w komórkach M D C K  dostarczyły po­
miary szybkości włączania radioaktywnej choliny do 
tego osmolitu (a zatem pomiary szybkości jego syn­
tezy), w różnych warunkach osmotycznych [65], 
W obecności mocznika, samego lub z NaCl, następuje 
utrzymujące się co najmniej przez kilka dni obniżenie 
szybkości syntezy G P C  spowodowane spadkiem ak ­
tywności fosfolipazy A2 [65] lub, według innych 
autorów, nie obserwuje się istotnej zmiany ani w szyb­
kości włączania choliny, ani w aktywności fosfolipaz
[66]. Niezależnie od tego, która obserwacja jest bliższa 
prawdy, obie wskazują, że proces wytwarzania G PC  
nie podlega aktywacji w warunkach podniesionego 
stężenia mocznika. Badania szybkości zaniku G P C  
znakowanego izotopem węgla lub trytem, wprowadzo­
nego uprzednio do komórek, wykazały znaczne
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zmniejszenie intensywności tego procesu w kom ór­
kach eksponowanych na wysokie stężenie mocznika 
lub mocznika plus NaCl [65, 67], Istotnie, w w arun­
kach tych następuje dramatyczny spadek aktywności 
GPC-fosfodiesterazy utrzymujący się co najmniej 
przez 7 dni trwania warunków hiperosmotycznych, co 
tłumaczy wzrost stężenia komórkowego GPC. A za­
tem, w obecności wysokiego stężenia mocznika w śro­
dowisku, nagromadzenie się G P C  jest efektem spowol­
nienia jego degradacji, a nie przyspieszenia syntezy. 
W warunkach kiedy wzrost osmotyczności uzyskano 
za pomocą chlorku sodu bez dodatku mocznika 
aktywność G P C  fosfodiesterazy ulega obniżeniu tylko 
w pierwszej fazie adaptacji komórek. Po dwóch dniach 
rozpoczyna się stopniowy powrót aktywności tego 
enyzmu do stanu wyjściowego, który jest osiągany po 
ok. tygodniu [67]. Mimo stopniowego wzrostu aktyw­
ności GPC-fosfodiesterazy (a zatem przyspieszania 
degradacji glicerofosfocholiny), następuje stały przy­
rost zawartości G P C  w komórkach M D CK. Pomiary 
szybkości włączania radioaktywnej choliny lub szyb­
kości przekształcania podanej kom órkom  lizofosfaty- 
dylocholiny (która w pierwszym etapie zostaje w ko­
mórkach acylowana tzn. przekształcana w fosfatydylo- 
cholinę), do G P C  wskazują, że po dwóch dniach 
hiperosmolalności (w obecności NaCl, ale nie mocz­
nika), szybkość wytwarzania G P C  jest wyższa niż 
w komórkach kontrolnych [66], Sugeruje to, że po 
upływie 2 dni następuje aktywacja wytwarzania glice­
rofosfocholiny. Stwierdzony po upływie tego samego 
czasu istotny wzrost aktywności fosfolipazy A2 po­
twierdza tę sugestię [ 66 , 68], Dotyczy on przede 
wszystkim izoenzymów związanych z frakcją błonową 
i przynajmniej w przypadku komórek M DCK, nie 
wykorzystujących jako  substratu egzogennej fosfaty- 
dylocholiny zawierającej w pozycji drugiej resztę kwa­
su arachidonowego [ 66]. Potwierdzenie tej obserwacji 
in vivo nie jest łatwe ze względu na trudność uzyskania 
powtarzalnego stopnia antydiurezy u poszczególnych 
osobników. Niemniej istnieją dane wskazujące na 
aktywację fosfolipazy A2 we frakcjach: mitochondrial- 
nej i mikrosomalnej izolowanych z homogenatu rdze­
nia nerki królików pozbawionych przez 2 doby d o ­
stępu do wody [68]. Na podstawie tych informacji 
można stworzyć model, w którym pierwsza faza adap­
tacji polega na zahamowaniu degradacji G P C  niezale­
żnie od sposobu podniesienia osmotyczności, na to ­
miast faza późniejsza zależy od tego czy w środowisku 
znajduje się mocznik. Jeżeli nie, następuje aktywacja 
fosfolipazy A2, czyli wytwarzania G PC, a jego de­
gradacja przestaje odgrywać kluczową rolę. W warun­
kach in vivo nagromadzanie się G P C  jest praw dopodo­
bnie wynikiem wypadkowego udziału aktywacji syn­
tezy i inhibicji degradacji tego osmolitu w stopniu 
zależnym od aktualnego stężenia mocznika i NaCl 
w nerce, co może zależeć od gatunku zwierzęcia, 
rodzaju pożywienia itp. Obecnie nie ma zgodności 
co do roli fosfolipazy A2 w warunkach antydiurezy

[19, 20, 68].
Badania regulacji nagromadzania się G P C  w kom ór­

kach nerek in vitro pozwoliły także na weryfikację 
hipotezy kompatybilnych osmolitów według której, 
suma stężeń wszystkich osmolitów w danych warun­
kach osmotycznych środowiska powinna być stała, 
a zatem nadmiar jednego z nich powinien ograniczać 
nagromadzanie pozostałych, zaś niedomiar wzmagać 
ten proces. Stwierdzono, że w warunkach wysokiego 
stężenia betainy lub/i mioinozytolu w środowisku, 
następuje ograniczenie akumulacji G P C  w komórkach 
M D CK. Jest to wynikiem aktywującego wpływu betai­
ny i mioinozytolu na GPC-fosfodiesterazę. Tej współ­
zależności nie obserwuje się w przypadku podniesione­
go stężenia mocznika w środowisku. W tych warun­
kach zawartość G P C  w komórkach M D C K  jest trwale 
utrzymywana na wysokim poziomie, co potwierdza 
szczególną rolę tego osmolitu jako czynnika znoszące­
go toksyczne działanie mocznika [69],

Udział pozostałych dwóch reakcji metabolicznych 
prowadzących do powstawania G P C  nie jest dotych­
czas poznany. Wydaje się, że reakcja przeniesienia 
reszty choliny z fosfatydylocholiny na glicero-3-fos- 
foran może mieć znaczenie, przynajmniej w kom ór­
kach M D C K , w pierwszej fazie gromadzenia się GPC, 
rozpoczynającej się natychmiast po podniesieniu os­
motyczności środowiska i trwającej kilkanaście go­
dzin. Istnieją bowiem dowody na to, że wzrost stężenia 
chlorku sodu powoduje stymulację włączania radioak­
tywnego glicero-3-fosforanu do G P C  w warunkach 
gdy jedynym źródłem choliny jest endogenna, zawarta 
w błonach mitochondrialnych fosfatydylocholina. Sty­
mulacja ta jest stwierdzana już po 15 min. i trwa 16 
godz. od wzrostu osmotyczności. Towarzyszy temu 
wzrost aktywności odpowiedniej transferazy choliny 
[70], Na temat regulacji osmotycznej drugiej reakcji 
syntezy G P C  z CDP-choliny i glicero-3-fosforanu brak 
jest jakichkolwiek danych.

IV. Regulacja wewnątrzkomórkowego stęże­
nia osmolitów w warunkach obniżonej 
osmotyczności

Podanie wody zwierzętom z uprzednio wywołaną 
antydiurezą powoduje szybkie rozcieńczenie dotych­
czas stężonego moczu, oraz obniżenie się osmotyczno­
ści płynów śródtkankowych [71]. Podobny efekt uzys­
kuje się po podaniu normalnie nawodnionym zwierzę­
tom diuretycznie działającego furosemidu lub w przy­
padku szczurów Brattleboro po zaprzestaniu podaw a­
nia wazopresyny. W tych warunkach obserwuje się 
spadek wewnątrzkomórkowego stężenia osmolitów. 
W układzie in nitro poddanie szokowi hipoosmotycz- 
nemu izolowanych z zachowaniem naturalnej, wyso­
kiej osmotyczności, rdzeniowych odcinków kanalika 
zbiorczego nerki szczura powoduje natychmiastowe 
uwalnianie osmolitów do środowiska [13, 14]. Ten 
sam efekt obserwuje się w przypadku komórek
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M DCK, oraz PAP-HT25 adaptowanych do wysokiej 
osmotyczności, a następnie gwałtownie obniżonej. 
Wypływ osmolitów i w konsekwencji spadek ich 
stężenia w komórce może być powstrzymany przez 
ponowne podniesienie osmotyczności środowiska. 
Przedłużenie czasu ekspozycji komórek M D CK  lub 
PAP-HT25 na warunki hipoosmotyczne powoduje 
stopniowe obniżanie się aktywności mechanizmów 
akumulacji osmolitów. W przypadku betainy szok 
hipoosmotyczny powoduje wypływ tego osmolitu 
z komórek, w wyniku którego dochodzi do nagłego 
obniżenia się jego stężenia w cytoplazmie osiągającego 
w kom órkach PAP-HT25 70% wyjściowej ilości betai­
ny w ciągu 10 minut [64, 72], Obniżenie się aktywności 
transportera betainy następuje powoli i całkowity 
powrót do stanu sprzed adaptacji do warunków 
hiperosmotycznych, osiągany jest po około dwóch 
dniach. Podobny  wpływ szoku hipoosmotycznego 
obserwuje się w przypadku mioinozytolu, przy czym 
wypływ tego osmolitu z komórek jest mniej gwałtowny 
niż betainy, zaś aktywność transportu mioinozytolu do 
komórek obniża się do stanu wyjściowego po około 12 
godz. Obserwacje te są zasadniczo podobne do kom ó­
rek M D C K  oraz PAP-HT25 [64, 72], Zarówno 
w przypadku betainy, jak mioinozytolu molekularny 
mechanizm aktywacji ich uwalniania nie jest opisany. 
Nieco więcej wiadomo o hipoosmotycznej aktywacji 
wyciekania sorbitolu z komórek rdzenia nerki [73], 
Szok hipoosmotyczny powoduje natychmiastowy, 
przejściowy wypływ tego osmolitu z komórek 
PAP-HT25. Obserwuje się to nie tylko przy zmianie 
osmotyczności środowiska z podwyższonej (600 
mOsm/kg) na normalną (300 mOsm/kg), ale również 
z normalnej na obniżoną (180 mOsm/kg). Szybkość 
wychodzenia sorbitolu z komórek PAP-HT25 podlega 
80-cio krotnej stymulacji w ciągu pierwszych dziesięciu 
min., przy zmianie osmotyczności z podwyższonej na 
norm alną i praktycznie nie zależy od obecności w ko­
mórkach innych osmolitów. Podobny efekt obser­
wowano w izolowanych fragmentach rdzeniowych 
części kanalików zbiorczych nerki szczura i królika 
[73]. W ykazano, że wypływ sorbitolu z komórek 
PAP-HT25, oraz z komórek kanalików nerkowych 
w w arunkach szoku hipoosmotycznego odbywa się 
jedynie przez błonę antylurńinalną [74], jest aktyw o­
wany specyficznie w stosunku do sorbitolu, nie ulega 
zjawisku wysycenia sorbitolem aż do stężenia 315 mM 
i nie podlega hamowaniu współzawodniczemu w obec­
ności innych cyklicznych polialkoholi [73, 74], Jest 
natom iast hamowany w obecności inhibitorów cyto- 
chromu P-450 (SKF-525A), oraz inhibitorów m etabo­
lizmu kwasu arachidonowego (tetraacetylenowe po­
chodne kwasu arachidonowego) [75]. Nie obserwuje 
się natom iast wpływu inhibitorów cyklooksygenaz na 
ten proces. Wskazuje to na udział pochodnych kwasu 
arachidonowego będących produktem jego utleniania 
przez cytochrom P-450, w aktywacji wypływu sor­
bitolu. Badania prowadzone przy użyciu izolowanych

fragmentów rdzeniowej części kanalika zbiorczego 
nerki ujawniły, że aktywacja transportu sorbitolu 
wymaga obecności jonów wapnia w środowisku in- 
kubacyjnym [76], Podanie jonoforu A231187 w obec­
ności jonów wapnia powoduje wypływ sorbitolu z ko­
mórek bez zmiany osmotyczności środowiska. Sugeru­
je to, że to nie tylko początkowe pęcznienie komórek 
w następstwie obniżenia osmotyczności, lecz wejście 
wapnia do komórek jest ważne dla aktywacji transpor­
tu sorbitolu. Być może w wyniku szoku hipoosmotycz­
nego pobieranie wapnia przez komórki odbywa się 
poprzez kanały aktywowane mechanicznie w związku 
ze wzrostem objętości cytoplazmy. Ponadto wypływ 
sorbitolu jest hamowany przez inhibitory kalmoduli- 
ny. Jednakże obserwacje te nie są całkowicie spójne 
z uzyskanymi dla komórek PAP-HT25, w których 
wpływ jonoforu wapniowego, czy inhibitorów kal- 
moduliny na uwalnianie sorbitolu był poddany w wąt­
pliwość [73, 75].

Podobnie jak w przypadku akumulacji GPC, o b ­
niżanie jego stężenia w komórkach rdzenia nerki 
odbywa się w sposób podkreślający znaczenie tego 
związku nie tylko jako osmolitu komaptybilnego, ale 
także znoszącego toksyczny wpływ mocznika. Jeżeli 
komórki PAP-HT25 adaptowane do wysokiego stęże­
nia NaCl zostaną poddane działaniu obniżonej osmo­
tyczności następuje wzrost aktywności GPC-fosfodie- 
sterazy i G P C  ulega hydrolizie. W przypadku komórek 
adaptowanych do wysokiego stężenia NaCl i mocz­
nika obniżenie osmotyczności nie przywraca natych­
miast aktywności GPC-fosfodiesterazy i osmolit ten 
jest usuwany z komórki w postaci niezmienionej [33, 
56], Szybkość wypływu G P C  z komórek PAP-HT25 
jest znacznie niższa niż pozostałych osmolitów, a pro­
ces ten podobnie jak w przypadku sorbitolu, mioinozy­
tolu czy betainy zachodzi w ciągu piewszych minut po 
obniżeniu osmotyczności środowiska [33]. W przeci­
wieństwie do tego, wypływ G P C  z komórek izo­
lowanych kanalików rdzenia nerki szczura odbywa się 
ze stałą szybkością w ciągu 2 godzin [14].

Intensywność uwalniania osmolitów przez komórki 
izolowanych kanalików rdzenia nerki królika jest nie­
jednakowa i wskazuje na istnienie wartości progowych 
osmotyczności, przy których uruchamiany jest mecha­
nizm transportu. Sekwencyjność pozbywania się 
osmolitów przez komórki pozwala im na zachowanie 
rezerwy umożliwiającej przetrwanie w przypadku po­
nownego wzrostu osmotyczności, zanim zostaną uru­
chomione mechanizmy akumulacji osmolitów [13].

Niezależnie od mechanizmów odpowiedzialnych za 
nagromadzanie się i usuwanie organicznych osmoli­
tów z komórek nerek, oraz mimo różnic między 
komórkami hodowanymi in vitro, a izolowanymi ka­
nalikami nerkowymi, dynamika zmian stężenia osmo­
litów w cytoplazmie jest bardzo podobna dla każdego 
z tych związków i daje się ująć w stwierdzeniu, że 
aktywacja procesów akumulacji osmolitów jest powol­
na, a stężenie każdego z nich osiąga maksimum po
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kilku dniach trwania stresu hiperosmotycznego, nato­
miast usuwanie tych związków na skutek spadku 
osmotyczności środowiska jest natychmiastowe, cho­
ciaż aparat enzymatyczny lub system przenośników 
błonowych zaangażowane w procesy akumulacji 
osmolitów pozostają aktywne przez dłuższy czas. 
Dzieje się tak prawdopodobnie dlatego, że warunki 
normy dla komórek rdzenia nerki in vivo oznaczają 
stan, w którym osmotyczność zarówno moczu w części 
rdzeniowej nerki, jak i osmotyczność płynów śród- 
tkankowych jest znacznie wyższa niż osocza, a zatem 
komórki te są stale pod presją osmotyczną i muszą 
utrzymywać wysokie stężenie osmolitów. Dla kom ó­
rek tych odstępstwem od normy nie jest wzrost osmo­
tyczności na skutek antydiurezy, a raczej stan nadmier­
nej diurezy osiągany doświadczalnie przez podanie 
furosemidu lub wazopresyny, albo będący następst­
wem patologii. Dlatego dla przeżycia tych komórek 
jest istotna zdolność do natychmiastowego reagowa­
nia na spadek osmotyczności środowiska, a jednocześ­
nie stała gotowość do funkcjonowania w warunkach 
normy. Dopiero patologicznie wydłużony czas trwania 
stanu diurezy prowadzi do spadku wewnątrzkomór­
kowej aktywności systemu nagromadzania osmolitów 
np. reduktazy aldozowej czy transportera betainy.

V. Podsumowanie

Hipoteza kompatybilnych osmolitów wyjaśnia sze­
reg zjawisk związanych ze zdolnością komórek rdzenia 
nerki do przeżywania w warunkach wysokiej osmo­
tyczności. Opiera się ona na obserwacji, że istnieją 
związki organiczne, stosunkowo obojętne dla kom ó­
rek, które mogą nagromadzać się w cytoplazmie 
w znacznych stężeniach, a tym samym zapobiegać 
tworzeniu się ciśnienia osmotycznego w poprzek błony 
komórkowej i w konsekwencji patologicznemu wzros­
towi stężenia elektrolitów. Hipoteza ta głosi, że suma 
stężeń wszystkich osmolitów w warunkach nie zmie­
niającej się osmotyczności środowiska jest stała, a za­
tem istnieje mechanizm pozwalający na dostosowanie 
stężenia każdego z osmolitów do rzeczywistego pozio­
mu pozostałych. Przykładem tego jest wzmożenie 
akumulacji betainy w wyniku zahamowania aktywno­
ści reduktazy aldozowej i spadku stężenia sorbitolu 
w komórkach lub odwrotnie obniżenie zawartości 
G P C  w komórkach M D C K  poddanych działaniu 
wysokiego stężenia NaCl w warunkach nadmiernej 
akumulacji betainy. Sednem tego mechanizmu są 
prawdopodobnie zmiany stężenia jonów potasu i sodu 
w cytosolu. Wzrost jest sygnałem aktywującym dla 
systemu adaptacji komórek do wysokiej osmotyczno­
ści prowadzącym do akumulacji osmolitów tak długo, 
aż nastąpi pełna kompensacja. Dodatkowym elemen­
tem w adaptacji komórek nerki do wysokiej osmotycz­
ności jest ich zdolność do gromadzenia metyloamin 
i ochrony przed działaniem wysokiego stężenia mocz­
nika. Zastanawiająca jest jednak preferencyjna aku-

Ryc. 3. H ipo te tyczny  schem at  procesów  a d a p ta c y jn y c h  z a c h o d z ą ­
cych w k o m ó rk a c h  rdzenia nerki p o d c z a s  sz o k u  h iperos­
m otycznego .  uwzględnia jący  d o ty ch czas  p o z n a n e  lub  p o s tu ­
low ane  m ech am izm y  regulacji  n a g r o m a d z a n ia  osm oli tów , 
sp o rz ą d z o n y  na  podstaw ie  b ad a ń  z w y k o rz y s ta n ie m  k o m ó ­
rek nerkow ych  linii M D C K  i P A P -H T 2 5  
AR —  red u k ta z a  a ldozow a  
C h T  —  c ho l ino tra nsfe ra za  P C : G P  
G P  —  glicero-3-fosforan 
G P C  —  glicerofosfocholina 
G P C - P D E  —  fosfodiesteraza g l icerofosfocholiny  
P C  —  fosfa tydylocholina  
P L A 2  —  fosfolipaza A2

mulacja G PC , a nie betainy jako protekcyjnego osmo- 
litu w warunkach wysokiego stężenia mocznika, a tym 
bardziej hamujący wpływ mocznika na pobieranie 
betainy. Przyczyna tego odstępstwa nie jest znana.

Podsumowanie stanu dzisiejszej wiedzy o sposo­
bach regulacji stężenia kompatybilnych, organicznych 
osmolitów w komórkach nerek adaptujących się do 
rosnącej lub malejącej osmotyczności środowiska 
przedstawia (Ryc. 3).

Artykuł otrzymano 17 stycznia 1996 r. 
Zaakceptowano do druku 9 marca 1996 r.
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I. Wprowadzenie

Magnez obok potasu jest jednym z kationów najlicz­
niej występujących w komórkach. Jest on niezbędny 
do prawidłowego przebiegu podstawowych funkcji 
komórki. Aktywuje bowiem znaczną liczbę enzymów 
pośrednio lub przez tworzenie kompleksów z sub- 
stratami, utrzymuje prawidłową konformację kwasów 
nukleinowych i białek, reguluje mechanizmy operowa­
nia kanałów i receptorów, oksydacyjną fosforylację, 
skurcz mięśni oraz pobudzanie komórek nerwowych. 
Jest także niezbędny dla wzrostu komórek oraz kon t­
rolowania cyklu komórkowego. Odgrywa istotną rolę 
w aktywności pomp N a + i C a 2 +. Stanowi zatem ważne 
ogniwo łączące transport jonów i metabolizm. Tabelę 
zawierającą najważniejsze enzymy, kanały i receptory 
modulowane przez jony magnezu znajdzie czytelnik 
w obszernym artykule przeglądowym R o m a n i e g o  
i S c a r p y  [1], Tabela zawiera odnośniki do prac 
oryginalnych. Obecnie może zdumiewać, jak mało 
wiadomo o homeostazie tego kationu w komórce i jej 
regulacji. Dane zawarte w piśmiennictwie są w znacz­
nej mierze fragmentaryczne. Często oparte na bada­
niach wysoce wyspecjalizowanych komórek nerwo­
wych, mięśniowych lub zbyt prostych, bo posiadają-

* Dr, Z ak ład  Biochemii K o m ó rk i ,  Ins ty tu t  Biologii D o ­
świadczalnej im. M. N enckiego  PA N , ul. P a s teu ra  3, 02-093 
W arszaw a

cych jeden kompartment komórek, jakimi są eryt­
rocyty. Główną przyczyną tak znacznego opóźnienia 
badań (w stosunku do badań homeostazy C a2+) nad 
homeostazą jonów M g2+ dotychczas był brak precy­
zyjnych metod pomiaru zjonizowanego M g 2+ w ko­
mórce. Stosowana metoda absorbcji atomowej, precy­
zyjna i wygodna do oznaczania całkowitego stężenia 
Mg, nie pozwala na śledzenie przepływów tego kationu 
między poszczególnymi kom partm entam i komórki. 
Stosowanie w badaniach izotopu promieniotwórczego 
28M g2+ jest utrudnione przez krótki okres jego trwa­
nia. Pojawienie się sond fluorescencyjnych typu Fura 

- mag-fura 2 oraz mag-fura 5, specyficznych dla 
M g2+ spowodowało wzmożone zainteresowanie tym 
problemem w ostatnich latach i zaowocowało znaczną 
liczbą publikacji.

II. Właściwości chemiczne magnezu oraz wy­
pływające z nich implikacje

Jon magnezowy pozbawiony powłoki hydratacyjnej 
jest mały. Jest on obdarzony znaczną gęstością ładun­
ku na powierzchni. W komórce, jak i w roztworach 
wodnych, występuje w postaci wysoce uwodnionego 
kationu (stabilnego hydratu) Mg (H 20 ) 62+ o dużym 
promieniu cząsteczki. Jon ten jest około 400 razy 
większy od jonu nieuwodnionego (dla porównania 
kationy C a 2 + , Na + i K + tylko 35 razy) [2], Cząsteczki 
wody tego hydratu wymieniają się wolno z cząstecz­
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kami głębi fazy wodnej. Szybkość tej wymiany jest 
o trzy rzędy wielkości mniejsza od szybkości wymiany 
powłok hydratacyjnych jonów C a 2 + , N a + i K + . Tak 
wielki jon  może przechodzić swobodnie jedynie przez 
megakanał w błonie mitochondrialnej, średnica które­
go wynosi 2-3 nm. Przejście przez inne kanały znanych 
typów lub wiązanie się z cząsteczkami nośnika, wyma­
gałoby wymiany lub pozbycia się co najmniej części 
powłoki hydratycyjnej przed wejściem do kanału lub 
przed wiązaniem się z grupami chemicznymi nośnika 
(2). Aczkolwiek proces wymiany cząsteczek wody 
zachodzi szybciej w kanale niż w roztworze wodnym, 
to jednak usuwanie cząsteczek wody z powłoki hyd- 
ratacyjnej M g 24 jest znacznie wolniejsze od jej usuwa­
nia z powłok hydratacyjnych wymienionych kationów. 
Jest to głównym czynnikiem ograniczającym zdolność 
M g2+ do reagowania z błonowymi systemami trans­
portowymi znanego typu. Wolne przepływy magnezu 
w komórce mogą stwarzać zasadnicze trudności w roz­
różnianiu między „kanałowym” a „nośnikowym” za­
chowaniem transportu  tego kationu. Transporter 
M g2+ powinien zatem mieć niezwykłe właściwości, 
odmienne od właściwości znanych transporterów ka­
tionów. Powinien rozpoznawać i koordynować wiąza­
nie uwodnionego jonu  o długości promienia siedmio­
krotnie przewyższającej długość promienia jonu nie- 
uwodnionego oraz być przystosowanym do wolnego 
wiązania ligandów podczas transportu. Pierwsze wią­
żące jon magnezowy miejsce na takim hipotetycznym 
transporterze powinno być większe i obdarzone znacz­
nie większym ładunkiem od odpowiedniego miejsca 
dla jonu C a 2+ na jego transporterze. Natomiast 
średnica pory może być mniejsza. Zważywszy wymie­
nione właściwości jonu  magnezowego, a zwłaszcza 
wolny przebieg hydratacji i dehydratacji, staje się 
zrozumiałe, że kation ten nie mógł być postrzegany 
jako  „szybki” (short term) regulator, jakim niewątp­
liwie jest jon  C a 2 + , który może oscylować, wiązać się 
z białkami oraz modyfikować specyficzne białka. 
G r u b b s  i M a g u i r e  [3] zaproponowali dla M g2 + 
nazwę „chroniczny regulator” (/omy term). Mnogość 
procesów regulowanych przez M g2+ prowadzi do 
wniosku, że stężenie wolnego kationu w cytosolu oraz 
w organellach komórki powinno się zmieniać. Należy 
zatem oczekiwać przepływów M g2+ między organel­
lami a cytosolem oraz między cytosolem a środowis­
kiem pozakomórkowym. Stężenie wolnego M g2 + 
w cytosolu wynosi 0.2-1.0 mM (5-10) w zależności od 
rodzaju komórki. Stanowi to około 10% całkowitego 
Mg w komórce. Z równowagi elektrochemicznej, jaka  
istnieje między 1.0 mM  stężeniem M g2 + w środowisku 
pozakom órkow ym  a stężeniem jego w cytosolu, przy 
potencjale na błonie plazmatycznej wynoszącym
40-80 mV, wynika, że stężenie zjonizowanego M g2 + 
powinno wynosić 20-180 mM. Zatem obok układów 
buforowych o dużej pojemności powinien operować 
w komórce wydajny mechanizm ekstruzji M g2+ skie­
rowany przeciwko jego elektrochemicznemu gradien­

towi. W piśmiennictwie ostatnich lat przybywa da­
nych, że kom órka podobnie, jak w przypadku jonów 
C a2 + , dysponuje także łatwymi do uruchamiania 
rezerwuarami M g 2+ [4, 10-16], Obecnie pojawiają się 
nawet doniesienia o szybkiej mobilizacji M g2 + w cyto­
solu w odpowiedzi na stymulację receptorów. Na 
przykład wyniki doświadczeń opublikowanych przez 
I s h i j a m ę  i T a t i b a n ę  [4] nad stymulacją poje­
dynczych komórek transformowanych fibroblastów 
Swiss 3T3 przez mitogen bombesynę wskazują, że 
mobilizacja M g2+ w komórce przebiega szybciej niż 
mobilizacja C a 2 + . Potwierdzenie regulacyjnej roli Mg 
w komórce wymaga wykazania, że: a) w błonie plaz­
matycznej istnieją transportery M g2+ zdolne do zwię­
kszania i obniżania stężenia wolnego M g2+ w cyto­
solu; b) w komórce działają mechanizmy akumulacji 
i usuwania M g2+ przez kompartmenty subkomór- 
kowe; c) zachodzące na skutek tego zmiany stężenia 
M g2+ mogą mieć znaczący wpływ na aktywność 
enzymów, kanałów etc.

III. Transport Mg przez błony komórkowe

Inkubowanie komórek przez dłuższy czas w środo­
wisku zawierającym wysokie stężenie M g2+ lub jego 
chelatory nie wpływa w sposób znaczący na stężenie 
kationu w cytosolu komórki. Na rycinie 1 [11] przed­
stawiono doświadczenie, w którym komórki BC3H-1 
inkubowano w środowisko o wysokim stężeniu M g2 + . 
Stężenie Mg w cytosolu mierzono przy pomocy sondy 
fluorescencyjnej mag-fura-2. Jak widać z danych ryci­
ny 1, podczas siedmiominutowej inkubacji komórek 
w 0.8 mM M g2+ nie zmienia się jego stężenie w cyto­
solu. Po dodaniu 30 mM M g2+ do środowiska in- 
kubacyjnego i dalszej około 14 minutowej inkubacji, 
stężenie M g2+ w cytosolu nieznacznie wzrasta. D o­
świadczenia z zastosowaniem izotopu 28M g2+ wska­
zują także na bardzo wolny przepływ kationu przez 
błonę plazmatyczną [17], Tego rodzaju obserwacje 
mogą sugerować, że błony plazmatyczne nie zawierają 
specyficznych transporterów M g2 + , a wolny przepływ 
M g2 + przez błonę komórkową jest związany ze specy-

Czas (s)

Ryc. I. W pływ M g 2+ p o z a k o m ó rk o w e g o  na  j ego  stężenie w c y to ­
solu k o m ó rek  B C 3H-1 n a ła d o w a n y c h  mag-fura-2
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ficznymi właściwościami kationu omówionymi wyżej 
oraz właściowościami błony.

III-l. Wymiana Na -Mg2 +

Badania aksonów kałamarnicy, mięśni kraba, syna- 
ptosomów oraz erytrocytów różnych gatunków zwie­
rząt wskazują, że w błonach komórkowych operuje 
zależny od jonów N a + mechanizm ekstruzji M g2 + , 
który jest prawdopodobnie pierwotnym systemem 
transportu M g2+ służącym do zachowania jego rów­
nowagi elektrochemicznej. Ekstruzja jonów M g2 + 
z aksonów jest w 95% hamowana przez zubożenie ich 
w ATP oraz w 75% przez usuwanie jonów N a + ze 
środowiska pozakomórkowego. Zmiany potencjału 
błonowego nie wpływają na usuwanie M g2 + . Pełna 
depolaryzacja błony plazmatycznej wywołana przez 
inkubację aksonów w środowisku o wysokim stężeniu 
jonów K + lub przez zastosowanie „voltage clamp” 
[18] nie wpływa na transport jonów M g2 + . Dane te 
świadczą o funkcjonowaniu w komórkach elektro- 
neutralnej wymiany N a + -M g2+ odpowiedzialnej za 
ekstruzję jonu M g2 + przeciwko jego elektrochemicz­
nemu gradientowi [19, 20]. Aktywny transport przez 
błonę może być zasilany energią ATP lub energią 
zmagazynowaną w gradiencie jonu kotransportowa- 
nego. Transport M g2+ zależny od jonów N a + wymaga 
obecności ATP. Pochodna ATP adenozyno 5,-0-(3 
tiofosforan), która może być substratem kinaz, nie 
będąc substratem ATPaz, aktywuje także ekstruzję 
jonów M g2 + . Oznacza to, że aktywacja transportu 
M g2 + przez ATP polega na fosforylowaniu transpor­
tera, które może zmieniać jego powinowactwo do 
wiązanego jonu. Alternatywnym źródłem energii zasi­
lającym transport M g2+ może być gradient jonów 
N a + powstały na skutek napływu tego kationu do 
cytosolu zgodnie z jego gradientem stężeń. Odwróce­
nie gradientu N a + w aksonach wywołane doświad­
czalnie, powoduje pobieranie jonów M g2+ przez ko­
mórkę zależne od stężenia N a + w cytosolu [21] oraz 
ekstruzję jonów N a zależną od stężenia jonów M g2 + 
w środowisku pozakomórkowym [22], Istnieje zatem 
zależność stężenia jonów M g2+ od Na + . Przepływy 
jonów M g2+ mogą być modulowane przez stężenia 
jonów N a + po obu stronach błony plazmatycznej. 
Stwierdzenie ekstruzji jonów N a + towarzyszącej 
transportowi M g2+ jest ważne. Stanowi bowiem do­
wód na istnienie mechanizmu antyportu Na + -M g2 + 
w błonie plazmatycznej.

Transport M g2 + zależny od jonów N a + w kom ór­
kach innych zwierząt niższych (na przykład mięśni 
kraba) wykazuje znaczne podobieństwo do opisanego. 
Manipulowanie stężeniami M g 2+ w cytosolu oraz 
w środowisku pozakomórkowym powoduje podobne 
jak w przypadku aksonów zachowanie transportu 
jonów M g2 + . Nie ulega wątpliwości, że pierwotnym 
mechanizmem pozwalającym na zachowanie stężenia 
M g2+ zjonozowanego w cytosolu poniżej równowagi

elektrochemicznej jest wymiana Na + -M g2 + . Jednakże 
w kom órkach organizmów wyższych, jak miocyty 
mięśnia sercowego lub hepatocyty, mechanizm ten jest 
bardziej skomplikowany, a udział w nim wymiany 
Na + -M g2+ nie jest oczywisty.

W kom órkach posiadających receptory stymulowa­
ne przez hormony wymiana Na + -M g2+ może s tano­
wić część bardziej złożonego mechanizmu. Na przy­
kład w erytrocytach [21] ekstruzja M g2+ zachodzi 
z udziałem dwóch mechanizmów — zależnego i nieza­
leżnego od jonów Na + . Mechanizm niezależny od ­
grywa rolę nadrzędną [19, 23]. Natomiast istnienie 
mechanizmu wymiany Na + -M g2+ w miocytach serca 
wzbudza kontrowersje (20 ).

Badania przepływów jonów M g2+ w kom órkach 
nowotworowych zasługują na szczególną uwagę po­
nieważ jon ten bierze udział w regulacji proliferacji 
komórek oraz metabolizmu energetycznego, które 
w komórkach neoplastycznych ulegają deformacji. 
Badania na komórkach raka wysiękowego Ehrlicha 
prowadzone przez grupę C i t t a d i n i e g o  [ 8] wska­
zują, że głównym mechanizmem ekstruzji M g2 + 
w tych kom órkach jest wymiana Na + -M g2 + . Jest ona 
niezależna od obecności jonów C a2+ w środowisku 
pozakomórkowym. Obecność w środowisku jonów  
M g2+ nie wpływa na jej przebieg. Wymiana ta jest 
hamowana przez oubainę, amyloryd, imipraminę oraz 
chindynę. Inhibitory oddechowe, jak rotenon i anty- 
mycyna oraz czynniki rozprzęgające oksydacyjną fos- 
forylację powodują także zahamowanie ekstruzji 
M g2+ zależnej od jonów Na + . Aktywowanie glikolizy 
przez glukozę w tych warunkach przywraca k o m ór­
kom zdolność do ekstruzji M g2 + . Prawdopodobnie 
przez dostarczenie ATP do podtrzymania gradientu 
jonów N a + oraz być może przez aktywowanie anty- 
portera Na + -M g2+ drogą jego fosforylowania.

Jak widać z danych przedstawionych na rycinie 
2 ekstruzja M g2+ w obecności glukozy przebiega 
nawet szybciej i jest bardziej wydajna niż w doświad­
czeniu kontrolnym. Sugeruje to, że hamowanie od-

Czas (min)
Ryc. 2. E kstruz ja  M g 2+ z k o m ó re k  rak a  wysiękowego E hrl icha  

zaw ieszonych  w śro d o w isk u  N a -K  w tem p era tu rze  30. 
W pływ  a n ty m y c y n y  A (2 ug/ml) o raz  an tym ycyny  -I- g lu k o ­
zy (10 mM ). A n ty m y cy n a  A ham uje  ekstruzję  M g 2+ z k o ­
m órek .  D o d a n ie  g lukozy  przyw ra ca  ekstruzję.
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dychania może powodować usuwanie M g2+ z puli 
mitochondrialnej do cytosolu i zwiększyć tym sposo­
bem jego pulę ulegającą ekstruzji. Mechanizm wymia­
ny Na + -M g 2+ w kom órkach raka Ehrlicha może 
działać w kierunku odwrotnym. Przeniesienie perfun- 
dowanych w środowisku N a + komórek do środowiska 
sacharozy nie zawierającego jonów N a + powoduje 
pobieranie jonów M g2+ przez komórki.

Oprócz opisanej wymiany N a + -M g 2+ w kom ór­
kach raka Ehrlicha zachodzi usuwanie jonów M g2 + 
z udziałem mechanizmu niezależnego od ATP i g ra­
dientu N a + . Podobny transport jonów M g2+ był 
opisany w erytrocytach jako  sprzężony z jonami 
C l" -M g 2+/Cl [7].

Wymiana N a + -M g2+ jest także podstawowym me­
chanizmem regulującym stężenie wolnego M g2+ w cy­
tosolu komórek gruczołów podjęzykowych. Wyniki 
opublikowanej niedawno pracy Z h a n g a  i M e l -  
v i n a  [5] wskazują, że ekstruzja M g 2+ z komórek 
tych gruczołów naładowanych uprzednio jonami 
M g2+ o stężeniu trzykrotnie przekraczającym fizjo­
logiczne, zachodzi ze znaczną szybkością do czasu 
osiągnięcia stężenia fizjologicznego w cytosolu. N a ­
stępnie usuwanie jonów M g 2+ niemal ustaje.

Podobne obserwacje poczynili G u n t h e r i wsp. 
[24]. M ożna zatem przypuszczać, że przekroczenie 
poziomu fizjologicznego stężenia wolnego M g2+ w cy­
tosolu jest sygnałem do uruchamiania mechanizmu 
ekstruzji. Taka regulacja usuwania jonów M g2+ może 
zapobiec zarówno „przeładowaniu” magnezem kom ó­
rki, jak i jego niedoborowi.

III-2. ATPazy transportujące Mg2 +

Obserwowany przez wielu autorów  wzrost stężenia 
wolnego M g2+ w cytosolu spowodowany zubożeniem 
komórek w ATP [19] skłania także do poszukiwań 
ATPaz transportujących jony Mg. Główne u trud­
nienie w tych badaniach stanowi brak specyficznych 
inhibitorów. Inhibitory znanych typów ATPaz pozo­
stają bez wpływu na stężenie M g2+ w komórce.

Obiecującym podejściem doświadczalnym jest gene­
tyka molekularna. Grupie badaczy kierowanej przez 
M a g u i r e ’ a udało się zidentyfikować trzy transpor­
tery białkowe magnezu w bakterii Salmonella typ- 
himurium [25,26]. Uzyskano szczepy m utantów zawie­
rające tylko jeden z transporterów i podjęto próbę ich 
scharakteryzowania. Okazało się, że jedno z białek 
transportowych bierze udział zarówno w transporcie 
M g 2+ do komórki, jak i w jego ekstruzji. Dwa 
pozostałe transportują jony M g2+ do komórki. Poka­
zano sekwencję nukleotydów segmentu DNA zawiera­
jącego gen mgtB. Sekwencja ta zawiera dwie ramki 
odczytu. Jedna z nich koduje białko o 101 kD a (MgtB) 
transportujące M g2+ do komórki. Należy ono do 
rodziny ATPaz typu P transportujących kationy. Do 
rodziny tej są zaliczane między innymi N a + , K + - 
ATPazy oraz C a2 +-ATPazy eukariotów.

Wstępna analiza sekwencji aminokwasów tego biał­
ka wskazuje, że ATPaza ta charakteryzuje się znacz­
nym podobieństwem do ATPazy sarkoplazmatycz- 
nego reticulum — znacznie większym niż do znanych 
ATPaz typu P prokariotów.

Niektórzy badacze sugerują, że funkcje transpor­
terów jonów M g2+ w komórce mogłyby spełniać 
ekto-ATPazy znalezione w drożdżach, w komórkach 
nerwowych a także w komórkach raka wysiękowego 
Ehrlicha (27-29).

IV. Regulacja hormonalna przepływów jonów 
Mg w komórce

IV-1. Regulacja procesu ekstruzji Mg2 + 
z komórki

R o m a n i  i S c a r p a  [1, 30-32] wykazali, że 
dodanie norepinefryny-agonisty receptora (3-adrener- 
gicznego w miocytach i hepatocytach wywołuje usu­
wanie jonów M g2+ z komórki. Propranolol— antago­
nista tego receptora hamuje całkowicie ekstruzję 
M g 2+ wywołaną przez norepinefrynę. Podobny do 
norepinefryny efekt wywołują aktywator cyklazy ade- 
nylowej forskolina oraz analogi cyklicznego A M P 
penetrujące błonę plazmatyczną. Co więcej autorzy ci 
obserwowali, że czynniki hamujące aktywność cyklazy 
adenylowej będące agonistami receptora muskaryno- 
wego karbachol i wazopresyna wywołują wzrost stęże­
nia jonów M g2+ w cytosolu. Oznacza to, że ekstruzja 
i pobieranie M g2+ w miocytach i hepatocytach są 
regulowane przez A M P oraz na drodze kinazy biał­
kowej C poprzez stymulację receptora (3-adrenergicz- 
nego i muskarynowego. Podobną stymulację usuwa­
nia M g2 + przez pochodną cAM P dwubutyrylo-cAM P 
penetrującą błonę plazmatyczną obserwowali w tymo- 
cytach G u n t h e r  i V o r m a n n  [7] oraz W o l f  
i wsp. w komórkach raka wysiękowego Ehrlicha [ 8],

Romani i wsp. [35] wykazali także, że stymulowanie 
„uprzepuszczalnionych” digitoniną hepatocytów 
przez cAM P wywołuje usuwanie M g2 + do środowiska 
pozakomórkowego. Podobny efekt wywołuje ADP. 
Usuwanie M g2+ jest całkowicie hamowane przez 
inhibitory translokazy nukleotydów adeninowych at- 
raktylozyd, karboksyatraktylozyd i kwas bongkreko- 
wy. Dodanie cA M P oraz A D P do izolowanych mito- 
chondriów również wywołuje ekstruzję jonów M g2 + 
do środowiska. Towarzyszy temu usuwanie ATP: 
Efekt cA M P jest specyficzny. Inne cykliczne i niecyk­
liczne nukleotydy nie wpływają na ekstruzję M g2 + 
z mitochondriów.

Przytoczone obserwacje sugerują, że cA M P może 
być przekaźnikiem w procesie mobilizacji M g2+ w ko­
mórce, a głównym źródłem M g2 + przez niego urucha­
mianym są mitochondria. Oznacza to, że cAM P 
powinien powodować wzrost stężenia wolnego M g2 + 
w cytosolu. Tymczasem G u n t h e r  i V o r m a n n
[32] we wspomnianych już badaniach na tymocytach
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stosując sondę fluorescencyjną mag-fura-2 nie stwier­
dzili wpływu dwubutyryl-cAMP na poziom wolnego 
M g2+ w cytosolu komórek. Przyczyną tego może być 
obecność układów buforujących M g2 + , o dużej pojem­
ności. N a przykład ostatnio G unther i wsp. wykazali, 
że głównym buforem M g 2+ w erytrocytach jest dwu- 
fosfoglicerol [33].

Zgodnie z hipotezą R o m a n i e g o  i wsp. [35] 
usuwanie M g2+ z mitochondriów aktywowane przez 
cA M P zachodzi z udziałem translokazy nukleotydów 
adeninowych, która pod wpływem cA M P może zmie­
niać mechanizm działania. Substratem zmienionego 
enzymu staje się kompleks A TP - M g2 + . Pozostaje to 
w sprzeczności z dobrze udokumentowanymi pracami 
Kligenberga [36, 37] zgodnie z którymi w procesie 
translokazy zachodzi wymiana cząsteczki wolnego 
ATP mitochondrialnego na cząsteczkę A D P z cyto­
solu. Proces translokacji jest elektrogenny. R o m a n i 
i w s p .  [35] postulują elektroneutralność procesu 
translokacji, w którym A D P z cytosolu wymianie się 
z mitochondrialnym kompleksem ATP - M g2 + . H ipo­
teza zakłada fosforylowanie transportera z udziałem 
cAMP, pod wpływem którego transporter nukleotyów 
adeninowych mógłby zmieniać właściowości. Fosfory­
lowanie transportera mogłoby zachodzić z udziałem 
specyficznych kinaz białkowych A fosforylujących 
specyficzne białka. Autorom tej hipotezy brakuje do ­
wodów doświadczalnych na jej potwierdzenie. D o ­
świadczenia zmierzające do wykazania fosforylowania 
transportera pozostają bez powodzenia. Co więcej, 
niedawno autorzy z tej samej grupy [34] pokazali, że 
efekt cA M P na ekstruzję M g2+ z hepatocytów może 
być spowodowany wiązaniem się nukleotydu z trans- 
lokazą, nie zaś jej fosforylowaniem. Doświadczenia 
z zastosowaniem światłoczułej azydkowej pochodnej 
cA M P wykazały, że cA M P wiąże się z oczyszczonym 
transporterem. Wyniki prac R o m a n i e g o  i wsp. [ 1 ] 
wykluczają udział transportera M g2+ • A T P / P 0 4 opi­
sanego przez A p r i l l e  [38-41]. Transport ten bo­
wiem nie jest hamowany przez inhibitory translokazy 
nukleotydów adeninowych. Z kolei zaś aktywność 
translokazy nie zależy od fosforanu.

Udział mitochondriów w regulowaniu poziomu 
stężenia wolnego M g2 + w cytosolu nie budzi wątp­
liwości. Są one dużym kompartmentem subkomór- 
kowym zawierającym M g2 + [42,43], Większość mito­
chondrialnego M g2+ znajduje się w matriks (41%) 
oraz w przestrzeni międzybłonowej (50%), w której 
znaleziono dwa miejsca wiązania M g2+ o wysokim 
i niskim powinowactwie. Stężenie wolnego M g2 + 
w matriks jest 0.35-0.8 mM [42-44]. M itochondria 
mogą akumulować i usuwać M g2 + w zależności od ich 
stanu metabolicznego i warunków doświadczenia. Na 
przykład usuwanie M g2+ jest obserwowane podczas 
przejścia ze stanu spoczynkowego (wysokoenergetycz­
nego) w stan aktywny oksydacyjnej fosforylacji [48]. 
D a n e  C o r k e y  i wsp. [45] mogły wskazywać, że 
fluktuacje stężenia jonów M g2+ w komórce są nie­

znaczne i nie mogą odgrywać znaczącej roli w regulo­
waniu metabolizmu. Komórki bowiem dysponują zna­
czną liczbą układów buforujących jony M g2+ . Jednak­
że zgodnie z sugestią B o n d  i w s p .  [52] dane
0 stężeniu M g2 + prezentowane przez C o r k e y  i wsp. 
były znacznie zaniżone.

IV-2. Regulacja pobierania jonów Mg2+ przez 
komórki

Stymulacja hepatocytów przez wazopresynę a mio- 
cytów przez karbachol wywołuje akumulację jonów 
M g2+ w komórkach [51]. Stężenie pobranego M g2 + 
stanowi około 10% stężenia całkowitego Mg w kom ó­
rce będącej w stanie spoczynku. Podobnie jak stężenie 
jonów M g 2+ usuwanych z komórki podczas stymula­
cji receptora (3-adrenergicznego. Oznacza to, że w ko­
mórkach stymulowanych stężenie M g2 + obniża się lub 
wzrasta o 1.0 mM. Przepływ netto jonów M g 2+ przez 
błonę komórkową wynosi 0.2 nmole/min • cm 2. Jest to 
jedna z najwyższych znanych wartości netto prze­
pływów jonów zachodzących z udziałem znanych 
transporterów jonów w komórce. Dodanie do kom ó­
rek stymulowanych przez norepinefrynę, w których 
zachodzi ekstruzja M g2 + , octanu 12-0-tetradekanoil- 
forbolu (TPA) aktywującego kinazę białkową C powo­
duje natychmiastowe pobieranie jonów M g 2+ do 
czasu osiągnięcia przez komórki stężenia „spoczyn­
kowego”. Oznacza to, że stymulacja procesu prze­
pływów jonów M g2+ w komórkach jest odwracalna. 
Szybkość zmiany kierunku przepływów jonów  M g2 + 
w tej samej populacji komórek wskazuje na obecność 
aktywnych mechanizmów transportu reagujących na 
pobudzenie komórki przez stymulację receptorów 
błonowych.

Akumulacja i ekstruzja jonów M g2+ w komórkach 
wymagają obecności jonów C a 2+ w środowisku poza- 
komórkowym. Implikuje to funkcjonowanie mechani­
zmu wymiany M g2 + -C a2+ podczas ekstruzji jonów 
M g2+ wywołanej przez stymulację receptora P-ad- 
renergicznego. Natomiast rola jonów C a 2+ w procesie 
pobierania jonów M g 2+ jest obecnie trudna do wyjaś­
nienia. Dyskutuje się możliwość, że stężenie wolnego 
C a 2 + w cytosolu może być ważnym czynnikiem w tym 
procesie [13, 14, 51]. Nie jest zatem wykluczone, że 
uruchomienie wewnątrzkomórkowych pul jonów 
C a 2+ zawartych w organellach odgrywa istotną rolę 
w procesie pobierania jonów M g2+ przez komórki 
stymulowane wazopresyną. Na przykład B o n d
1 w s p .  [52] wykazali, że podczas stymulacji in vivo 
wątroby szczurzej przez glikagon i wazopresynę powo­
dującej mobilizację jonów C a2+ w cytosolu, zachodzi 
„redystrybucja” jonów M g2 + . Przejawia się to pod­
wyższeniem stężenia M g2+ w matriks mitochondrial- 
nej. Obserwowana zmiana jest znaczna i może od­
grywać rolę w regulowaniu enzymów mitochondrial- 
nych a w konsekwencji regulować oksydacyjną fos- 
forylację. B a u m a n  i w s p .  [53] stwierdzili, że pod­
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czas stymulacji świetlnej fotoreceptorów pszczoły na­
stępuje znaczny wzrost stężenia M g2+ w endoplaz- 
matycznym reticulum, który towarzyszy usuwaniu 
jonów C a 2+ do cytosolu. Zgodnie z sugestią autorów 
jony M g 2+ mogłyby równoważyć ubytek C a 2+ w reti­
culum. Podobną sugestię wysunęli Somlyo i wsp. [54], 
którzy obserwowali pobieranie jonów M g2+ towarzy­
szące usuwaniu C a2+ z sarkoplazmatycznego reticu­
lum podczas skurczu mięśnia. Sugestie takie sprowa­
dzają rolę jonów M g2+ do biernego równoważenia 
ubytku jonów  C a2+ w reticulum. Udział wymiany 
C a 2 + -M g 2+ w procesie pobierania jonów M g2+ wy­
daje się mało prawdopodobny, ponieważ żaden z ago- 
nistów receptora fł-adrenergicznego wywołujących 
mobilizację jonów C a 2+ w cytosolu nie aktywuje 
pobierania M g2 + . Zaś tapsigargina, specyficzny in­
hibitor C a 2 + -ATPazy błony reticulum endoplazmaty- 
cznego, k tó ra  wywołuje opróżnienie puli C a 2 + w endo- 
plazmatycznym reticulum oraz zwiększenie jego stęże­
nia w cytosolu, hamuje pobieranie jonów M g2+ [51]. 
Hamow anie C a2 + -ATPazy przez tapsigarginę zacho­
dzi ze znacznym wyprzedzeniem w stosunku do ham o­
wania pobierania jonów M g2 + . Oznacza to, że pula 
jonów  C a 2+ uruchamiana przez tapsigarginę, nie zaś 
oddziaływanie jej per se na transport jonów M g2 + , jest 
odpowiedzialna za pobieranie M g2 + . Zgodnie z suges- 
tią R o m a n i e g o i w s p. [51] cyklizacja przepływu 
jonów C a 2+ między cytosolem a endoplazmatycznym 
reticulum jest warunkiem koniecznym do działania 
mechanizmu pobierania jonów M g2+ przez komórki 
stymulowane.

W procesie akumulacji jonów M g2+ szczególną rolę 
odgrywa kinaza białkowa C. W wielu komórkach 
obserwuje się współdziałanie między kinazą a cA M P 
— zachodzi pewnego rodzaju „cross talk”. Aktywacja 

pobierania M g2+ z udziałem kinazy C może być 
związana z obniżaniem aktywności cyklazy adeny- 
lowej prowadzącym do zahamowania ekstruzji jo ­
nów M g 2 + .

Alternatywnym lub dodatkowym mechanizmem 
włączonym w proces pobierania i „redystrybucji” 
jonów  M g 2+ w komórce może być wspomniany wyżej 
transport z udziałem antyportera M g2+ A T P / P 0 4 
zlokalizowanym w błonie mitochondrialnej [38-41], 
T ransport  ten jest aktywowany przez jony C a 2 + . 
Wzrost stężenia jonów C a 2+ w cytosolu w następ­
stwie stymulacji komórek przez wazopresynę 
może być czynnikiem aktywującym transporter 
M g 2+ • A T P / P 0 4.

N a podstawie znanych obecnie danych dotyczących 
regulacji homeostazy jonów M g2+ w komórce trudno 
jest sformułować spójną hipotezę obejmującą zarówno 
transport  M g 2+ przez błonę plazmatyczną, jak i prze­
pływy jonu  wewnątrz komórki. Dane te są często 
sprzeczne i trudne do interpretacji. Romani i Scarpa 
[ 1] podjęli próbę powiązania znanych faktów d o ­
świadczalnych i przedstawili możliwy schemat wyda­
rzeń dotyczących przepływów jonów M g2+ w kom ór­

ce podczas stymulacji receptorów.
W rozważaniach tych nie można pominąć cyto­

wanych już wyżej prac Z h a n g a  i M e l v i n a  pro­
wadzonych na gruczołach podjęzykowych szczura [13, 
14]. Stosując sondę fluorescencyjną mag-fura-2 au to ­
rzy ci stwierdzili, że stymulacja receptora muskaryno- 
wego wywołuje mobilizację jonów M g2+ w cytosolu 
niezależnie od obecności jonós M g2+ w środowisku. 
Oznacza to, że pojawiający się w cytosolu M g2 + 
pochodzi z puli wewnątrzkomórkowej. Podobny efekt 
wywoływała tapsigargina. Natomiast w komórkach 
naładowanych BAPTA (kwas bis (o-aminofenok- 
sy)etano N N N N-tetra octowy), który jest specyficz­
nym chelatorem jonów C a2+ penetrującym błonę 
plazmatyczną, stymulacja komórek przez karbachol 
wywoływała obniżenie stężenia jonów M g2+ w cyto­
solu. Podobnie działała taspigargina. Autorzy wnios­
kowali, że zubożenie puli jonów C a 2+ wrażliwej na 
trisfosfoinozytol aktywuje pobieranie jonów M g2 + 
przez kom partm ent zawierający tę pulę. Wyniki te są 
trudne do interpretacji w świetle sugestii przedstawio­
nych przez Romaniego i wsp.

IV-3. Hipoteza homeostazy jonów Mg2+ w hepa- 
tocytach i miocytach

Na rycinie 3 przedstawiono schemat komórki, na 
którym podwójną linią zaznaczono błonę plazmatycz­
ną. Po lewej stronie schematu umieszczono receptor 
fł-adrenergiczny, po prawej muskarynowy. Strzałkami 
o grubej linii zaznaczono szlaki przepływów jonów

Ryc. 3. [1 ]  M e ch an izm y  regulacji  przep ływ ów  M g 2+ w m iocy tach  
serca i hepa tocy tach .
Szczegółowy opis w rozdziale  IV-3.
A d N T  tra n s lo k a z a  n u k le o ty d ó w  aden inow ych
c A M P  cykliczny A M P
G S  b ia łko  G  s tym ulu jące  cyklazę adeny low ą
I P 3 tr isfosfoinozytol
G P  b ia łko  G  s tym ulu jące  fosfolipazę C
D A G  dwuacylglicero l
P K C  fosfokinaza  C
P L C  fosfolipaza C

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 2 ) ,  1996 183http://rcin.org.pl



M g2 + potwierdzone przez dane doświadczalne. Strzał­
kami o linii cienkiej szlaki hipotetyczne.

Aktywacja receptora (3-adrenergicznego wywołuje 
podwyższenie poziomu stężenia wewnątrzkom órko­
wego cAMP, które z kolei stymuluje ekstruzję jonów 
M g2+ z mitochondriów drogą zmodyfikowanej trans- 
lokazy nukleotydów adeninowych (AdNT). W obecno­
ści cA M P translokaza przenosi M g2+ z mitochond­
riów w postaci kompleksu M g2+ • ATP, nie zaś wolny 
nukleotyd. Wzrost stężenia jonów M g2+ w cytosolu 
może aktywować jego ekstruzję z komórki. Jednym 
z możliwych transporterów w komórkach zwierząt 
wyższych może być transporter Na + -M g2+ zlokalizo­
wany w błonie plazmatycznej. Badania bakterii Sal­
monella typhimurium prowadzone przez zespół Magui- 
re’a (25) pozwalają oczekiwać, że w błonach eukario- 
tów może operować podobny mechanizm ATPazy 
transportującej jony M g2 + . Nie wykluczone, że pod­
wyższenie stężenia cA M P w komórce może aktywo­
wać per se transporter jonów M g2 + . Nie jest też 
wykluczone, że ekstruzja jonów M g2+ zachodzi 
z udziałem wymiany C a 2 + -M g2 + .

Aktywacja receptora muskarynowego przez karba- 
chol w miocytach oraz wazopresynę w hepatocytach 
aktywuje białko G, fosfolipazę C oraz powstawanie 
dwuacylglicerolu (DAG) i Trisfosfoinozytolu (IP 3). 
Dwuacylglicerol może modulować aktywność kinazy 
białkowej C oraz wywoływać pobieranie M g2 + z prze­
strzeni pozakomórkowej (cienka linia strzałki).

Podwyższenie poziomu stężenia jonów Ca w cyto­
solu wywołane obecnością Trisfosfoinozytolu (IP 3) 
(mobilizacja jonów C a 2 + z reticulum endoplazmatycz- 
nego) może aktywować transporter ATP - M g2+/ P 0 4 
zlokalizowany w błonie mitochondrialnej wywołując 
transport M g2+ do mitochondriów z udziałem tego 
mechanizmu. Nie jest też wykluczone, że kinaza biał­
kowa C może aktywować transport jonów M g2+ do 
komórki.

V. Uwagi końcowe

1. W komórkach „nie stymulowanych” nie obser­
wuje się przepływów jonów M g2 + . Umieszczenie k o ­
mórek w środowisku o wysokim stężeniu M g2+ lub 
zawierającym jego chelatory nie zmienia stężenia M g2 + 
w komórce lub zmienia nieznacznie. Nie wyklucza to, 
że zmiany metabolizmu w komórce mogą powodować 
przepływy kationu między jej kompartmentami.

2. W komórkach „stymulowanych” zachodzą zna­
czne przepływy netto jonów M g2+ między kom part­
mentami subkomórkowymi oraz między cytosolem 
a środowiskiem pozakomórkowym. Przepływy te są 
szybkie.

3. Pogląd o zbyt wolnych przepływach jonów 
M g2+ w komórce uniemożliwiających sprawowanie 
przez ten kation funkcji regulacyjnych wydaje się 
nieaktualny w świetle badań ostatnich lat.

4. Hipoteza regulacji przepływów jonów M g2 + Ro-

maniego i Scarpy zawiera wiele luk i niejasności. 
Dotyczą one szczególnie współzależności przepływów 
jonów C a 2+ i M g2 + . Tym niemniej może być pod­
stawą do sformułowania w przyszłości, w miarę poja­
wiania się danych eksperymentalnych, ogólnej spójnej 
teorii homeostazy jonów M g2+ w komórce.
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W ykaz stosowanych skrótów: SI — subfragment 1 cząsteczki 
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cy” lekki łańcuch miozyny.

Wstęp

Miozyna jest najwcześniej i najlepiej poznanym 
z kilku obecnie znanych białek pełniących funkcję 
motorów biologicznych przekształcających energię 
chemiczną końcowego wiązania fosforanowego ATP 
w energię mechaniczną [1-4]. Jej partnerem w genero-

* Prof. dr hab., Zakład Biochemii Mięśni, Instytut Biologii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 
02-093 Warszawa

waniu ruchu jest aktyna. Te dwa białka wyizolowano 
z wyspecjalizowanego narządu ruchu —  mięśnia 
— o kilka dekad wcześniej zanim okazało się, że ich 
izoformy występują we wszystkich typach komórek 
eukariotycznych, gdzie uczestniczą w generowaniu 
różnego rodzaju ruchów wewnątrzkomórkowych i lo­
komocji komórek [2-5]. Mięsień (poprzecznie prąż­
kowany) jest również najdogodniejszym materiałem 
do badań mechanizmu generacji ruchu, ponieważ 
miozyna i aktyna występują w nim wyłącznie w formie 
polimerów (filamentów) o regularnej, helikalnej struk­
turze, te zaś są zorganizowane w miofibryle — włó­
kienka o wysoce uporządkowanej, niemal krystalicz­
nej budowie, umożliwiającej śledzenie strukturalnych
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Ryc. 1. F i la m e n to w a  b u d o w a  miofibryli . A. Schem at  poprzecznego  
p rzekro ju ;  B-D. S chem at  p o d łu żn eg o  p rzek ro ju  w różnych  
fazach sk raca n ia  się miofibryli  podczas  skurczu.  W iększym i 
kó łk am i  (A) i grubszym i liniami (B-D) zaz n a c z o n o  f i lamenty  
m iozynow e,  a  k ó łk am i  mniejszymi i l iniami cieńszymi 
f i lamenty  ak tynow e.  L iterą  Z  o zn a c z o n o  dyski Z  o g ra n ic z a ­
jące  sa rkom er .

zmian zachodzących podczas skurczu mięśniowego 
metodami mikroskopowymi lub metodą dyfrakcji p ro ­
mieni rentgenowskich. W sarkomerach, s truk tural­
nych jednostkach miofibryli powtarzających się 
wzdłuż włókna mięśniowego, występują dwie wiązki 
filamentów aktynowych, zakotwiczonych w poprzecz­
nych dyskach Z ograniczających sarkomer, oraz cent­
ralna wiązka filamentów miozynowych (Ryc. 1). Oba 
rodzaje filamentów, ułożonych równolegle do dłuższej 
osi włókna mięśniowego, na pewnym odcinku wnikają 
pomiędzy siebie. Skracanie się mięśnia podczas skur­
czu jest efektem przesuwania się filamentów ak tyno­
wych w obu połówkach sarkomeru ku jego centrum. 
Ten „ślizgowy mechanizm skurczu mięśniowego” zo­
stał zaproponowany w 1954 r. na podstawie obserwacji 
w mikroskopie świetlnym [6, 7] i kilka lat później 
potwierdzony obserwacjami w mikroskopie elektro­
nowym [8], Był to punkt zwrotny w badaniach 
molekularnego podłoża mechanochemicznej transdu- 
kcji: wyeliminowano możliwość występowania akto- 
miozyny w postaci układu ciągłego, kurczącego się pod 
wpływem ATP.

II. Mechanizm generacji ruchu filamentów 
aktynowych. Teoria poprzecznych mostków

Pierwsza teoria próbująca wytłumaczyć mechanizm 
przesuwania się filamentów aktynowych i m iozyno­
wych wzdłuż siebie, której główne elementy wytrzyma­
ły próbę czasu, została sformułowana na przełomie lat 
60-tych i 70-tych [9, 10]. Zakładała ona istnienie 
niezależnych od siebie elementarnych generatorów siły 
równomiernie rozmieszczonych wzdłuż sąsiadujących

ze sobą filamentów miozynowych i aktynowych. Prze­
słanką tej propozycji była obserwacja, że napięcie 
wytworzone w izometrycznym skurczu włókien mięś­
niowych, w różnym stopniu rozciągniętych, jest p ropo­
rcjonalnie do długości strefy zachodzenia między siebie 
obu rodzajów filamentów [11]. Drugim założeniem 
teorii był postulat wytwarzania przez generatory siły 
międzyfilamentowych połączeń — poprzecznych mos­
tków — podczas skurczu. Takie połączenia, za pośred­
nictwem „wypustek" odchodzących od trzonów fila­
mentów miozynowych [12], zauważono w m ikro­
skopie elektronowym na skrawkach mięśni [8],

Poznanie podstawowych strukturalnych cech fila­
mentów miozyny [12] i budowy cząsteczki tego białka 
[13-15] pozwoliło zidentyfikować mostki jako globu- 
larne fragmenty cząsteczek miozyny, nazwane „głów­
kami” [13], helikalnie rozmieszczone na powierzchni 
filamentu (Ryc. 2). W główce znajduje się bowiem 
centrum aktywności enzymatycznej miozyny i miejsca 
interakcji z aktyną [ 14,15], Jak pokazano schematycz­
nie na rycinie 2C, miozyna ma budowę dwugłówkową. 
Każda główka utworzona jest z N-końcowego frag­
mentu jednego z dwóch tzw. ciężkich łańcuchów (o 
masie cząsteczkowej ok. 200 kDa) i pary tzw. lekkich 
łańcuchów (16-27 kDa). C-końcowe fragmenty obu 
ciężkich łańcuchów, w blisko 100% a-helikalne, asoc- 
jują ze sobą w superhelisę tworzącą rodzaj pałeczki. 
Filament miozynowy jest produktem asocjacji cząs­
teczek za pośrednictwem tych pałeczkowatych frag­
mentów. Odwrócenie kierunku asocjacji cząsteczek 
w centralnej części filamentu nadaje mu charakter 
bipolarny. Taka budowa filamentu miozynowego, 
przy jednokierunkowym ułożeniu podjednostek w fila- 
mencie aktynowym [16], jest podstawą ruchu filamen­
tów aktynowych podczas skurczu ku centrum sar­
komeru w obu jego połówkach.

Jak działa elementarny generator siły? Zapropono­
wana na przełomie lat 60-tych i 70-tych hipoteza 
rotacji główki była tak sugestywna, że mimo niepowo­
dzeń w poszukiwaniach bezpośrednich dowodów na 
jej potwierdzenie była powszechnie akceptowana bez 
zasadniczych zmian przez blisko 15 lat. Rycina 3 ilust-

Ryc. 2. A. Schem at  b u d o w y  cząsteczki miozyny. Lekkie łańcuchy, 
„ is to tny” i „ regu lu jący”, o z n acz o n o  sk ró tam i  ich nazw' 
w te rm ino log i i  angielskiej: E L C  i R L C  o d pow iedn io .  B. 
U p ro szcz o n y  schem at  b u d o w y  fi lamentu  m iozynow ego .

186 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 2 ) ,  1996
http://rcin.org.pl



ruje dwa warianty tej hipotezy. Ich autorzy, H. E. 
H u x l e y  [9] i A. F. H u x 1 e y [17] powiązali wyko­
nanie pracy przesunięcia filamentów z hipotetyczną 
zmianą orientacji główki miozynowej połączonej 
z podjednostką filamentu aktyny: główka łączy się 
z filamentem aktyny pod kątem prostym w stosunku 
do osi filamentu, a następnie ulega rotacji do położenia 
pod kątem 45°, pociągając z sobą filament aktynowy. 
Ten elementarny cykl, zakończony dysocjacją połącze­
nia i powrotem  główki do orientacji wyjściowej, prze­
suwa filament aktynowy o niewielki odcinek, którego 
długość jest wciąż kwestią sporną. Nie ulega jednak 
wątpliwości, że —  ponieważ zakres działania główki 
jest ograniczony jej wymiarami — efektywne skrócenie 
mięśnia wymaga wielokrotnego powtórzenia cyklu 
pracy każdego mostka. M ożna to obrazowo przed­
stawić jako  „wiosłowy ruch” główek miozyny wzdłuż 
filamentów aktynowych.

Hipotezę rotacji główki wyprowadzono z obser­
wacji w mikroskopie elektronowym, sugerujących p ro ­
stopadłe ustawienie główek w stanie rozkurczu mięś­
nia, a ich połączenie z filamentami aktynowymi pod 
kątem ostrym w stanie „rigor” — zesztywnienia mięś­
nia wskutek wytworzenia trwałych międzyfilamento- 
wych połączeń po wyczerpaniu ATP [18]. Założono, 
że te dwa stany występują przejściowo w cyklu pracy 
mostka.

Podstawą cykliczności działania mostków jest pro­
ces hydrolizy ATP katalizowanej przez miozynę i ak ­
tywowanej przez aktynę. Teoria mostków, zarówno 
w swej wersji pierwotnej jak i współczesnej, przed­
stawionej w dalszej części tego artykułu, zakłada 
sprzężenie każdego cyklu pracy mostka z hydrolizą 
jednej cząsteczki ATP.

III. Kinetyczny mechanizm hydrolizy ATP 
przez układ aktomiozynowy

Mechanizm ten został poznany w badaniach in vitro 
na białkach wyizolowanych z mięśni. Nierozpuszczal­
ną w fizjologicznych warunkach jonowych miozynę 
zastąpiono tu preparatami główek proteolitycznie od­
ciętych od reszty cząsteczki, które — jak już wspo­
mniano —  zawierają centrum katalityczne i miejsca

wiązania aktyny. Ten fragment cząsteczki, zwany 
również subfragmentem 1 (SI) miozyny, jest rozpusz­
czalny i tworzy z filamentami aktyny układ jednorod­
ny, odpowiedni dla badań spektroskopowych, umoż­
liwiających rejestrację zmian konformacji enzymu (ob­
serwowanych np. jako zmiany fluorescencji reszt tryp- 
tofanowych) i ich kinetyczną analizę.

Górny tor reakcji w schemacie 1, podsumowującym 
wieloletnie badania kilku laboratoriów (odnośniki 
w artykułach przeglądowych [19-22]) pokazuje prze­
bieg hydrolizy ATP przez samą miozynę. Po związaniu 
ATP, kompleks enzym-substrat ulega wzmocnieniu 
przez konformacyjną zmianę (izomeryzację) miozyny 
(reakcja 1) zanim nastąpi hydroliza ATP (reakcja 2). 
Z kompleksu enzymu z produktami w pierwszej kolej­
ności uwalniany jest ortofosforan. Jest to najwolniejszy 
etap w całym cyklu, ograniczający ogólną szybkość 
procesu hydrolizy. Uwolnieniu fosforanu towarzyszy 
zmiana konformacji miozyny. Niektórzy autorzy, 
w oparciu o dowody pośrednie sugerują, że reakcja ta 
zachodzi w dwóch etapach: uwolnienie fosforanu (re­
akcja 4) poprzedzone jest izomeryzacją enzymu (reak­
cja 3). Uwolnieniu drugiego produktu — ATP — to ­
warzyszy dalsza zmiana konformacji miozyny (reakcja 
5). Każda z tych reakcji ma swój odpowiednik w ukła­
dzie aktomiozynowym (dolny tor reakcji w schemacie
1) i na każdym etapie główki miozyny znajdują się 
w równowadze z ich kompleksem z aktyną. Zaznaczo­
ne na schemacie wartości stałych równowagi reakcji 
asocjacji obu białek pokazują, że podczas hydrolizy 
A TP w układzie aktomiozynowym mamy do czynienia 
z oscylacją między stanami silnego (K rzędu 108 M ~ 1) 
i słabego (K rzędu 104 M ~ 1) wiązania główek miozyny 
z aktyną. To jest klucz do powiązania cyklu pracy 
mostka z cyklem reakcji chemicznych. Izomeryzacja 
kompleksu enzym-substrat obniża powinowactwo 
miozyny do aktyny o cztery rzędy wielkości; efektem 
tego jest bardzo szybka dysocjacja kompleksu obu 
białek (stała szybkości rzędu 1000 s ~ 1). To ona zamyka 
cykl pracy mostka. Hydroliza ATP zachodzi głównie 
na niepołączonych z aktyną główkach miozyny, ze 
względu na niskie powinowactwo do aktyny na tym 
etapie. Kompleks miozyna-produkty ma wciąż niskie 
powinowactwo do aktyny, ale reakcja reasocjacji jest

P
0 1 2 3 4 +  5 0

M +  T  M(T) <=* M T 7*  M D P 7*  M ’ D P M D M(D) +  M +  D

T no8 t i io8 t * 104 T1104 t*104 T1105 TI108 t i 108
AM +  T  7*  AM (T) ^  AM T AM D P A M ’ D P A M ’ D s* AM (D) AM +  D

+
P

Schemat 1. Literami T, D i P oznaczono, odpowiednio, ATP, A D P i nieorganiczny fosforan
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szybka (k rzędu 10 M “ 1 s ), co umożliwia aktynie 
realizowanie funkcji aktywatora ATPazy miozynowej: 
łącząc się z kompleksem miozyna-produkty przyspie­
sza uwalnianie ortofosforanu, najwolniejszą reakcję 
w całym cyklu. Uwolnienie fosforanu wzmacnia kom ­
pleks miozyny z aktyną, toteż następne etapy cyklu 
zachodzą głównie w kompleksie obu białek. Główny 
tor reakcji w układzie aktomiozynowym zaznaczono 
pogrubionymi strzałkami.

O tym, która z reakcji jest sprzężona z wykonaniem 
pracy przesunięcia filamentów możemy wnioskować 
na podstawie wielkości zmian swobodnej energii (ob­
liczonych z wartości efektywnych stałych równowagi 
reakcji) na kolejnych etapach procesu hydrolizy ATP 
przez aktomiozynę [20, 22]. Duża zmiana swobodnej 
energii towarzyszy izomeryzacji miozyny po przyłącze­
niu substratu, ale ta reakcja prowadzi do dysocjacji 
główki miozyny z aktyną, a wprawienie filamentów 
w ruch wymaga silnego połączenia obu białek. Praw­
dopodobne jest więc tylko powiązanie przemiany 
enegrii chemicznej w mechaniczną z drugim stadium 
cyklu, w którym zachodzi duża zmiana swobodnej 
energii —  uwolnieniem ortofosforanu i towarzyszącą 
mu izomeryzację enzymu (reakcje 3, 4).

Z kinetycznego mechanizmu hydrolizy ATP w ukła­
dzie aktomiozynowym wynika zatem, że uwolnienie 
energii końcowego wiązania fosforanowego A TP (re­
akcja hydrolizy) i jej zamiana na pracę są rozdzielone 
w czasie. W swoim modelu działania mostków, A. F. 
H u x l e y  [17] postulował istnienie elastycznego ele­
mentu, którego odkszałcenie, porównywalne do nacią­
gnięcia sprężyny (Ryc. 3B), odpowiadałoby magazyno­
waniu energii chemicznej w formie zmiany konfor- 
macyjnej białka do momentu jej zamiany w ruch przez 
powrót elastycznego elementu do konformacji wyj­
ściowej. Autor podkreślał, że umieszczenie tego ele­
mentu poza główką było czysto arbitralne, równie 
prawdopodobne jest jego występowanie w obrębie 
główki. Koncepcja zmian w obrębie główki wysunęła 
się automatycznie na pierwszy plan, gdy posługując się 
tzw. testem ruchliwości in vitro wykazano, że nie tylko 
filamenty lub cząsteczki miozyny, lecz także oddzielo­
ne od reszty cząsteczki główki miozyny, zaadsor- 
bowane do nitrocelulozowego podłoża, w obecności 
ATP generują kierunkowy ruch filamentów ak tyno­
wych [23]. Ruchy te można obserwować w m ikro­
skopie fluorescencyjnym po naznakowaniu aktyny 
fluorescencyjnym znacznikiem. Również badania spe­
ktroskopowe z użyciem znaczników fluorescencyjnych 
lub spinowych wprowadzonych do główki miozyny, 
wskazujące na stałą orientację pewnych fragmentów 
główki w jej silnych kompleksach z aktyną [24-26], 
sygnalizowały konieczność odrzucenia hipotezy ro ta ­
cji całej główki. W oparciu o dostępne wówczas dane, 
w połowie lat 80-tych zaczęto lansować model, w k tó ­
rym część główki będąca w kontakcie z filamentem 
aktynowym pozostaje nieruchoma, a tylko jej frag­
ment bliższy filamentowi miozynowemu zmienia na-

I fi lament m iozynow y  I
f ilament m io z y n o w y .

1

f ilament a k ty n o w y ? fi lament a k ty n o w y -  

11

11

Ryc. 3. S chem atyczne  przedstaw ien ie  wczesnych h ipotez  m e c h a n iz ­
m u  generacji  siły przez główki m iozyny. A. H ip o teza  H.E. 
H u x l e y  a [9];  B. H ip o teza  A.F. H u x l e y  a [17], A u to r  
sugeruje  k i lk u e tap o w e  w y tw arzan ie  po łączen ia  główki z a k ­
tyną  o ra z  p rzechow yw an ie  energii  chemicznej w postac i  
odksz ta łcen ia  e las tycznego  e lem entu  d o  czasu jej z a m ia n y  
w ruch.

chylenie w stosunku do osi filamentu [27-29]. Sfor­
mułowanie realistycznej hipotezy odnośnie natury 
strukturalnych zmian odpowiedzialnych za generację 
siły działającej na filament aktynowy stało się jednak 
możliwe dopiero wówczas, gdy od dawna podejm owa­
ne próby określenia trzeciorzędowej struktury zarów ­
no główki miozyny jak  i cząsteczki aktyny zostały 
uwieńczone sukcesem.

IV. Atomowa struktura monomeru aktyny 
i model filamentu aktynowego

Trudnością, jaką  należało pokonać w celu krys­
talizacji aktyny jest jej polimeryzacja pod wpływem 
soli. Posłużono się białkami, które wiążąc się z aktyną 
utrzymują ją  w stanie monomerycznym. Pierwszy 
atomowy model cząsteczki aktyny (Ryc. 4) otrzymano 
przez „wycięcie” ze struktury jej kompleksu z DNAzą-I 
części odpowiadającej cząsteczce osobno zbadanej 
DNAzy I [30]. Pojedyńczy łańcuch aminokwasowy 
aktyny ułożony jest w dwie domeny przedzielone 
głęboką szczeliną, zaś w każdej domenie wyraźnie 
wyróżniają się dwie subdomeny. W międzydomenowej 
szczelinie wiązany jest nukleotyd — ATP lub A D P 
—  i jon  dwuwartościowego metalu, reagujący z re­
sztami fosforanowymi nukleotydu oraz bezpośrednio 
z białkiem. In vivo jest to jon M g 2 + , który podczas 
izolacji i oczyszczania aktyny jest zwykle zastępowany 
przez C a2+ (odnośniki w [31]) i ten właśnie jon  był 
wiązany w kryształach kompleksów aktyny z innymi 
białkami. DNA za wiązana jest przez powierzchniowe 
pętle na szczycie subdomen 2 i 4. Ze względu na 
możliwość strukturalnych zaburzeń spowodowanych 
przez połączenie z tym białkiem, istotne znaczenie
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Subdom ena 2

Subdomena

Subdom ena 3
S350

Subdomena 1

Ryc. 4. W s tążk o w y  model a tom ow ej  s t ru k tu ry  m o n o m e r u  ak tyny .  
Strzałki  r ep re zen tu ją  odc ink i  ł a ń cu ch a  po l ipep ty d o w eg o  
o s t ru k tu rze  [); k ó łko  wskazu je  miejsce silnie w iązanego  
d w u w ar to śc io w e g o  ka t ionu .  W g [30].

miało potwierdzenie zasadniczych cech struktury m o­
nomeru przez rentgenograficzną analizę kryształów 
aktyny w kompleksach z innymi białkami: fragmentem 
cząsteczki (segmentem 1) żelzoliny [32] lub profiliną
[33], które wiązane są po przeciwnej stronie cząsteczki 
aktyny przez jej subdomenę 1 i „kieszeń” między 
subdomenami 1 i 3.

Ryc. 5. S chem at  b u d o w y  fi lamentu  ak ty n o w eg o .  A. Pierwszy model,  
wg [34]; B. L ew o sk rę tn a  gene tyczna  helisa o p isu jąca  u łoże­
nie kole jnych m o n o m e ry c z n y c h  p o d je d n o s te k  filamentu; C. 
S chem at  u łożenia  m o n o m e ry c z n y c h  p o d je d n o s te k  w a t o m o ­
wym  m odelu  f i lamentu  z a p r o p o n o w a n y m  przez H o l m e ­
s a  i w s p .  [35]; cyframi 1-4 z a z n a c z o n o  o d pow iedn ie  
s u b d o m e n y  m o n o m e ru .

Ogólne cechy budowy polimeru aktyny poznano już 
w latach 6()-tych. Na podstawie obserwacji w mikro­
skopie elektronowym negatywowo kontrastowanych 
preparatów zaproponowano wówczas model [34] 
przedstawiający filament jako dwa helikalnie wokół 
siebie zwinięte sznury globularnych podjednostek 
(Ryc. 5A). Strukturę tę można również opisać jako 
pojedynczą, lewoskrętna helisę przechodzącą przez 
centra kolejnych podjednostek (Ryc. 5B). Parametry 
obu helis i średnicę filamentu znamy z badań nisko- 
kątowej dyfrakcji promieni rentgenowskich na wiąz­
kach filamentów lub całych włóknach mięśniowych. 
Dalszy postęp w badaniach filamentu aktynowego 
uzależniony był od poznania struktury monomeru 
aktyny. Atomowy model monomeru został wykorzys­
tany przez H o l m e s a  i w s p .  [35] do określenia, 
metodą „prób i błędów”, jedynego — jak twierdzą 
— sposobu ułożenia monomerów wzdłuż genetycznej 

helisy wykazującego zgodność z obrazami dyfrakcji 
promieni rentgenowskich na wiązkach jednakowo 
zorientowanych filamentów. Tak skonstruowany a to ­
mowy model filamentu aktyny (Ryc. 5C) jest zasad­
niczo zgodny również z wynikami innych badań, 
takich jak pomiary odległości między określonymi 
resztami aminokwasowymi w sąsiednich podjednost- 
kach polimeru metodą chemicznego sieciowania [36, 
37] lub rezonansowego przeniesienia energii fluores- 
cencji między parami znaczników (odnośniki w [38]), 
oraz najnowszymi trójwymiarowymi rekonstrukcjami 
filamentu na podstawie jego mikroskopowych obra­
zów [39-43], Umieszczenie subdomen 1 i 2 monomeru 
na obwodzie filamentu eksponuje zidentyfikowane 
wcześniej powierzchnie kontaktowe dla główki miozy­
ny, zgrupowane głównie w subdomenie 1 (odnośniki 
w [44]). Udział powierzchniowych pętli na szczycie 
subdomen 2 i 4 w międzymonomerycznych kontak­
tach w filamencie jest zgodny z hamowaniem poli­
meryzacji przez wiązaną w tych miejscach DNAzę 
1 [30], To samo odnosi się do powierzchniowych 
segmentów u podstawy subdomen 1 i 3, gdzie wiązane 
są inne białka utrzymujące aktynę w formie mono- 
merycznej, jak profiliną [33], segment 1 żelazoliny 
[32], czy tymozyna [45],

Tylko jedna grupa badaczy [46] kwestionuje tezę, iż 
ułożenie monomerów proponowane przez H o l m e ­
s a  i w s p .  jest jedyne z możliwych oraz sugeruje 
prawdopodobieństwo zupełnie innych międzymono­
merycznych kontaktów — takich jakie występują 
między monomerami aktyny w kryształach jej kom ­
pleksu z profiliną [33], Autorzy atomowego modelu 
filamentu przyznają natomiast, że korekty mogą wy­
magać pewne szczegóły strukturalne ich modelu. N o­
we propozycje [47, 48] uwzględniają rotację sub­
domeny 2 i jej przybliżenie do osi filamentu poprzez 
zwężenie międzydomenowej szczeliny, oraz przemiesz­
czenie segmentu C-końcowego w stosunku do jego 
ułożenia w strukturze monomeru. Sugestia iż tego 
rodzaju zmiany zachodzą podczas lub w efekcie poli­
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meryzacji wynikła z porównania pierwotnej wersji 
atomowego modelu filamentu [35], opartego jak 
powiedziano wyżej — na strukturze aktyny mono- 
merycznej, z trójwymiarowymi rekonstrukcjami na 
podstawie obrazów mikroskopowych rzeczywistych 
filamentów [41, 43]. Popierają ją również wyniki 
badań biochemicznych [49, 50]. Prawdopodobieńst­
wo zmian wzajemnej orientacji domen i subdomen 
monomeru, sugerowanych na podstawie teoretycz­
nych analiz strukturalnych [51], wynika z luźnego 
połączenia tych struktur giętkimi pętlami (Ryc. 4).

V. Atomowa struktura główki miozyny i model 
jej kompleksu z aktyną

W yprodukowanie kryształów subfragmentu 1 mio­
zyny o jakości odpowiedniej dla analizy rentgeno- 
strukturalnej wymagało bezprecedensowego podejś­
cia, jakim była redukcyjna metylacja 97% reszt lizyny 
w cząsteczce. Modyfikacja ta niestety obniża aktyw­

ność ATPazową główek [52, 53] i - co więcej 
eliminuje ich zdolność wprawiania w ruch filamen­

tów aktynowych w teście ruchliwości in vitro [53], 
Wydaje się jednak, że nasuwające się w związku z tym 
zastrzeżenia nie dotyczą ogólnej architektury główki, 
jaką pokazuje ogłoszony w 1993 r. przez R a y m e n t a 
i w s p .  [54] model oparty na analizie dyfrakcyjnej, 
z rozdzielczością 2.8 A, kryształów S 1 miozyny z mięśni 
szkieletowych kury. W modelu tym, przedstawionym 
na rycinie 6, różnymi kolorami zaznaczono trzy frag­
menty, na które można podzielić ciężki łańcuch poli- 
peptydowy S 1 przez łagodne trawienie trypsyną, często 
wykorzystywane we wcześniejszych badaniach s truk­
tury i funkcji główki (odnośniki w [55]). We wstąż­
kowym modelu główki (Ryc. 6 B), w miejscach powierz­
chniowych pętli łączących te trzy fragmenty występują 
przerwy w ciągłości łańcucha polipeptydowego, ponie­
waż rejony te cechuje wysoka ruchliwość i dlatego nie 
znaleziono ich na mapach gęstości. Dystalna, grubsza 
część główki, zbudowana z N-końcowego, centralnego

A

B

Ryc. 6. M odel a to m o w ej  s t r u k tu ry  SI 
m iozyny  z mięśni szk ie le to ­
wych kury. A. M odel ku lkow y;  
B. M odel w s tążkow y  (stereo- 
para) . K o lo ram i  z ielonymi,  
c zerw onym  i fio le towym o z n a ­
czono,  o d pow iedn io ,  N -k o ń c o -  
wy (25 kDa), cen tra lny  (50 
k D a)  i C -k o ń co w y  (20 k D a )  
segm ent „ciężkiego” łań cu ch a  
poi i pept  y d o  wego; kol o ra m i
żó ł tym  i f iole towym z a z n a c z o ­
no ..lekkie" łańcuchy: „ is to tn y ” 
(HLC) i „ regu lu jący” (RLC); 
pozos ta łe  ob jaśn ien ia  w tek ś ­
cie. W g [5 4 J.'
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i części C-końcowego fragmentu ciężkiego łańcucha, 
stanowi jej domenę motoryczną: tu znaleziono kieszeń 
katalityczną oraz powierzchnie kontaktowe dla ak ­
tyny, których miejsca w sekwencji ciężkiego łańcucha 
były znane z wcześniejszych badań [55]. Miejsca 
wiązania aktyny rozmieszczone są po obu stronach 
głębokiej szczeliny dzielącej centralny fragment łań­
cucha polipeptydowego na dwie domeny, „górną” 
i „dolną”. Szczelina ta sięga do podstawy kieszeni 
katalitycznej, co sugeruje, że może ona odgrywać 
istotną rolę w stymulacji aktywności ATPazowej przez 
aktynę, wiązaną przy jej drugim końcu.

Wychodzący z domeny motorycznej długi (8,5 nm) 
a-helikalny segment C-końcowego fragmentu ciężkie­
go łańcucha, wraz z niekowalencyjnie połączonymi 
z nim lekkimi łańcuchami istotnym i regulującym, 
tworzy rodzaj szyjki, określanej również jako domena 
regulatorowa. Uzasadnienie tej nazwy znajdzie czytel­
nik w artykułach omawiających szerzej funkcje lekkich 
łańcuchów miozyny [56, 57], Ciężki łańcuch, tu prote­
olitycznie odcięty przy 828-ej reszcie aminokwasowej, 
w rodzimej cząsteczce wnika dalej w „pałeczkę” zasoc- 
jow aną z trzonem filamentu miozynowego (patrz 
Ryc. 2).

Wraz z ogłoszeniem atomowego modelu główki 
miozyny podjęto pierwsze próby określenia geometrii 
wiązania główki z filamentem aktynowym na poziomie 
atom owym  [58, 59], Do tego celu wykorzystano 
trójwymiarowe rekonstrukcje filamentu aktyny „ude­
korow anego” główkami miozyny (Ryc. 7A), uzyskane 
przez analizę mikroskopowych obrazów takiego kom ­
pleksu m etodą optycznej dyfrakcji i transformacji 
Fouriera. Obwodząc kontury kompleksu liniami 
otrzym ano siatkową obwolutę, w którą wprowadzono 
atomowy model filamentu aktyny (Ryc. 7B), a następ­
nie główki miozyny. Asymetryczny kształt główki 
jednoznacznie określa jej usytuowanie w siatkowym 
modelu. W obszarze kontaktu obu białek dochodzi 
jednak do kolizji ich mas. Nie dyskwalifikuje to 
zastosowanego podejścia, świadczy raczej o tym, że 
wytworzenie silnych międzybiałkowych wiązań wy­
stępujących w kompleksie, którego mikroskopową 
rekonstrukcją posłużono się w budowaniu atomowego 
modelu kompleksu, wymaga zmiany konformacji co 
najmniej jednego ze składników. Okazało się, że kolizji 
mas można uniknąć przez zamknięcie szczeliny prze­
dzielającej centralny fragment głównego łańcucha głów­
ki. Wyciągnięto stąd wniosek, że otwieranie i zam yka­
nie centralnej szczeliny w główce miozyny mogłoby 
być strukturalnym podłożem zmian siły wiązania 
miozyny z aktyną w trakcie hydrolizy ATP [58, 60].

Ponieważ centralna szczelina w domenie motorycz­
nej sięga do podstawy kieszeni katalitycznej, wydawa­
ło się pierwotnie, że otwarcie tej szczeliny, osłabiające 
wiązanie SI z aktyną po związaniu ATP, może być 
inicjowane przez hipotetyczne zamknięcie kieszeni 
katalitycznej wokół substratu [58], Z biochemicznych 
badań wiadomo, że w charakterystycznym dla inter-

Ryc. 7. T ró jw y m ia ro w a  r ek o n s t ru k c ja  f i lamentu  a k ty n o w e g o  „ u d e ­
k o ro w a n e g o "  g łów kam i m iozyny o p a r t a  na  analizie o b r a ­
zów m ik ro s k o p o w y c h  tego k o m p lek su  (A) i k o n tu ry  k o m ­
pleksu z w b u d o w a n y m  w nie a to m o w y m  m o d e lem  fi lamentu  
a k ty n o w e g o  (B). W g [59],

mediatów M T i M D T (Schemat 1) słabym wiązaniu 
z aktyną uczestniczą oddziaływania elektrostatyczne 
między polarnymi resztami obu białek [44], Izomeryza­
cję główki towarzyszącą uwolnieniu fosforanu i wzmac­
niającą wiązanie obu białek przedstawiono jako otwar­
cie kieszeni katalitycznej i sprzężone z nim zamknięcie 
szczeliny. Przeprowadzenie tej operacji na modelu 
wymaga przemieszczenia „dolnej” domeny centralnego 
fragmentu, co umożliwia włączenie jej w stereospecyficz- 
ne, hydrofobowe oddziaływania z aktyną. Zmiany te 
kreują ponadto nowe powierzchnie kontaktowe między 
„górną” domeną centralnego fragmentu i aktyną [58], 

Weryfikację tych propozycji umożliwiło oznaczenie, 
w 1995 r., krystalicznej struktury motorycznej domeny 
główki miozyny w kompleksie z A D P i fluorkiem 
berylu lub glinu [60] — analogami ortofosforanu, 
wiązanymi w centrum katalitycznym miozyny w miejs­
cu y-fosforanu ATP. W odróżnieniu od intermediatu 
M A D P P. są to trwałe kompleksy [61]. W tym 
przypadku krystalizacja powiodła się bez modyfikacji 
reszt lizyny, prawdopodobnie dzięki temu, cząsteczka 
była mniejsza. Użyto fragment ciężkiego łańcucha 
(reszty 1-760) miozyny z ameby Dictyostelium tlis-
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coideum, bez łańcuchów lekkich, otrzymany przez 
ekspresję w komórkach Dictyostelium. Fragment ten 
zachowuje aktywność ATPazową i wiąże się z aktyną
[62], Okazało się, że struktura jego kompleksu z A D P 
i fluorkiem berylu jest uderzająco podobna do od­
powiedniego fragmentu SI miozyny z mięśni szkieleto­
wych kury (bez substratu lub produktów jego hydro­
lizy). Wbrew oczekiwaniom, nie zauważono żadnych 
istotnych różnic w konformacji kieszeni katalitycznej. 
Wcześniejsza sugestia zmian w tym rejonie na różnych 
etapach hydrolizy ATP nie znalazła również potwier­
dzenia w porównaniu struktur tego samego białka, 
z Dictyostelium, w kompleksach z A D P i fluorkiem 
berylu lub fluorkiem glinu. Pierwszy z nich struktural­
nie odpowiada kompleksowi z ATP, gdyż końcowy 
atom tlenu /¿-fosforanu A D P uczestniczy tu w koor­
dynacji atomu berylu. Odległość między tlenem ß- 
fosforanu A D P i atomem glinu jest większa (2,0 
Ä w porównaniu z 1,57 Ä dla berylu), co sugeruje, że ten 
kompleks jest analogiem stanu pośredniego między 
kompleksem enzym-ATP i enzym-produkty. W tym 
pośrednim stadium hydrolizy, utrwalonym w kom ­
pleksie z fluorkiem glinu, konformacja kieszeni katali­
tycznej pozostaje nadal niezmieniona. Widać n a to ­
miast postulowane zwężenie szczeliny, wynikające 
z rotacji dolnej domeny centralnego fragmentu o 5 
i przesunięcia jej masy przy zewnętrznym końcu 
szczeliny o 5 Ä. Zauważono również przemieszczenie 
znajdującego się w pobliżu kieszeni katalitycznej o d ­
cinka C-końcowego fragmentu ciężkiego łańcucha; tej 
zmianie przypisano istotną rolę w przedstawionym 
niżej nowym modelu działania mostków. Autorzy 
przypuszczają, że te strukturalne różnice ulegają po­
głębieniu po zakończonej hydrolizie ATP [60].

Innym interesującym rezultatem przeprowadzo­
nych analiz było spostrzeżenie, że geometria wiązania 
substratu nie pozwala na to, by reszta fosforanowa 
generowana przez hydrolizę ATP była uwalniana tą 
samą drogą, jaką do centrum aktywności dostaje się 
substrat. O twór kieszeni katalitycznej jest blokowany 
przez ADP, uwalniany jak wiemy w drugiej kolejności. 
Sugeruje się, że ortofosforan wychodzi „tylnymi 
drzwiami”, których otwarcie można sobie wyobrazić 
jako  przesunięcie pętli wiążącej y-fosforan ATP lub 
sąsiednich reszt (Ser243 lub Arg242') o 3-4 Ä [60, 63].

VI. Molekularny mechanizm generacji siły 
(ruchu)

Mechanizm generacji ruchu filamentów przed­
stawia się obecnie jako zmianę orientacji tylko C- 
końcowej domeny główki (szyjki). Najnowszą hipo­
tezę, R a y m e n t a  i w s p .  [60], ilustruje rycina 8 . Na 
podstawie omówionych w rozdziale V analiz krystalo­
graficznych autorzy sugerują, że ogólna konformacja 
główki po związaniu ATP (stan A) jest podobna do 
obserwowanej w kryształach SI miozyny z mięśni 
szkieletowych kury (centralna szczelina otwarta, głów-

A ATP / ADP*BeFx

\

> 50A

F

Ryc. 8. Schem at  i lustrujący różne  s tany  k o n fo rm a c y jn e  główki 
miozyny: A. w kom pleksie  z subs tra tem ; B. w ko m p lek s ie  
z p r o d u k ta m i  hydrolizy  sub s t ra tu ;  C. po  uw oln ien iu  p r o d u ­
k tów  i w ytw orzen iu  si lnych ste reospecyf icznych w iązań  
z ak tyną .  N a  rysunku  z a z n a c z o n o  N - k o ń c o w y  (25 k l)a) .  
C -k o ń c o w y  (20 kD a)  o raz  „ g ó r n ą ” i „ d o ln ą ” d o m e n ę  
cen tra lnego  (50 k l )a )  f ragm en tu  ciążkiego ła ń c u c h a  S I ,  jak  
rów nież  „ is to tny” (E LC ) i „ regu lu jący” (R LC) lekki łańcuch.  
S trza łkam i za z n a c z o n o  zm iany  orientacji  „d o lne j"  d o m e n y  
cen tra lnego  f ragm en tu  o raz  regu la to row e j  d o m e n y  główki 
(szyjki). W g [60 |.

ka ma kształt przecinka). Hydrolizie ATP towarzyszą 
zmiany konformacyjne prowadzące do silniejszego 
zgięcia cząsteczki na pograniczu domeny motorycznej 
i szyjki (stan B). Na tego rodzaju różnicę kształtu 
cząsteczki w kompleksie z substratem i w' kompleksie 
z produktami hydrolizy wskazują niedawne pomiary 
niskokątowego rozpraszania promieni X przez roz­
twory SI [64, 65]. Zdaniem R a y m e n t a  i w s p. jest 
to zmiana wprowadzająca głów kę w stan gotowości do 
wykonania pracy. W stanach A i B główka wiąże się 
z aktyną słabymi wiązaniami. Wobec braku znaczą­
cych zmian w konformacji kieszeni katalitycznej wysu­
nięto sugestię, że proces tworzenia — w' następnym 
etapie — silnych wiązań z aktyną (w;raz z uwolnieniem 
ortofosforanu) powoduje rotację „dolnej” domeny 
centralnego fragmentu ciężkiego łańcucha i zamknię­
cie szczeliny w' centralnym fragmencie, a w konsekwen­
cji rotację szyjki, która spełnia rolę dźwigni w prze­
suwaniu filamentu aktynowego wraz z domeną moto- 
ryczną główki. Rycina 8C pokazuje konformację głó­
wki po wykonaniu pracy.

zaw ias50kDa
górna

50kDa
dolna
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W transmisji strukturalnych przekształceń z dome­
ny motorycznej do szyjki uczestniczy niewątpliwie sam 
C-końcowy fragment ciężkiego łańcucha SI, gdyż 
przechodzi on wzdłuż niemal całej główki (patrz Ryc. 
6 B). Jego pierwszy a-helikalny segment (Ser950

Arg665) jest w kontakcie z „dolną” domeną central­
nego fragmentu ciężkiego łańcucha S I . Dalszy segment 
przechodzi pod kieszenią katalityczną i najprawdopo­
dobniej uczestniczy w funkcjonalnych zmianach kon- 
formacyjnych w części motorycznej główki [58, 60]. 
Przemawiają za tym wcześniejsze badania, w których 
wykazano specyficzny wpływ chemicznych modyfika­
cji dwóch najbardziej reaktywnych grup SH miozyny, 
należących do występujących w tym segmencie reszt 
Cys707 i Cys697, na ATPazową aktywność miozyny. 
O dwrotny wpływ, konformacji centrum aktywnego na 
rejon zawierający te dwie reaktywne reszty cysteiny, 
ujawniono wykazując możliwość usieciowania tych 
reszt, ale tylko w obecności ATP, bifunkcyjnymi 
odczynnikami sieciującymi o długości ramienia od 
2 do 14 Á (odnośniki w [66 , 67]).

Rolę wewnętrznego zawiasu umożliwiającego ro ta­
cję szyjki względem domeny motorycznej spełnia, jak 
się przypuszcza [60], miejsce kontaktu N-końcowego 
segmentu ciężkiego łańcucha, na skraju domeny m oto­
rycznej, z C-końcowym segmentem istotnego lekkiego 
łańcucha w szyjce. Z badań metodą chemicznego sie­
ciowania wynika, że wzajemna orientacja tych rejonów 
cząsteczki zmienia się gdy centrum aktywności zajęte 
jest przez substrat lub produkty hydrolizy [68 , 69]. 
Również inne badania sugerują, że istotny lekki łań­
cuch odgrywa nie tylko rolę strukturalną w' stabilizacji 
a-helikalnego rdzenia szyjki, lecz poprzez bezpośred­
nią interakcję z domeną motoryczną pośredniczy w jej 
sprzęganiu z pełniącą funkcję dźwigni szyjką [70, 71].

VII. Uwagi końcowe

Postęp w badaniach struktury aktyny i miozyny, 
jaki nastąpił w ciągu kilku ostatnich lat, przybliża nas 
do rozpatrywania mechanizmu generacji ruchu przez 
te białka na poziomie zmian w ich strukturze a tom o­
wej. Takie próby są już obecnie podejmowane; propo­
nowane modele są jednak jeszcze w dużej mierze 
spekulatywne.

Proponowane przejście główki miozynowej z kon­
formacji „zgiętej” w „wyprostowaną” (Ryc. 8, B —>• C), 
uważane obecnie za podstawę przekształcenia energii 
chemicznej w mechaniczną, w świetle dostępnych 
danych jest wysoce prawdopodobne, lecz wciąż nie 
poparte bezpośrednimi dowodami. Jeżeli słuszna jest 
sugestia R a y  m e n t a  i ws p .  [60], że ta zmiana 
kształtu główki jest inicjowana przez wytworzenie 
stereospecyficznych, silnych wiązań z aktyną, to nie­
skuteczne dotąd próby jej udokumentowania na d ro ­
dze różnego typu badań samego SI w kolejnych 
stadiach hydrolizy ATP skazane są na niepowodzenie. 
T rój wymiarowa rekonstrukcja makrocząsteczkowych

kompleksów oparta na analizie ich obrazów w mikro­
skopie elektronowym, dzięki której uzyskaliśmy wgląd 
w strukturę silnego kompleksu SI z aktyną, jest 
ograniczona niską rozdzielczością uzyskiwanych map 
gęstości elektronowej (20-30 A). W takich rekonstrukc­
jach rejon szyjki nie tylko najwęższej, ale w tym 
układzie również ruchliwej części główki nie był 
w ogóle widoczny na mapach gęstości. Obecnie mówi 
się o możliwości zwiększenia rozdzielczości do 8-10 
A [7 2], co stwarza nadzieję na wizualizację również tej 
części główki w kompleksie SI z aktyną.

Trudność, jaką napotkano w konstrukcji modelu 
kompleksu S 1 z aktyną przez wbudowanie atomowych 
modeli obu białek w trójwymiarową rekonstrukcję 
kompleksu — kolizja mas SI i aktyny w miejscu ich 
kontaktu, w efekcie okazała się pomocna w modelowa­
niu strukturalnych zmian towarzyszących transfor­
macji słabego kompleksu w silny. Ograniczenie się do 
propozycji zmian w strukturze SI wydaje się jednak 
zbytnim uproszczeniem, choć być może na tym wstęp­
nym etapie było to konieczne dla uniknięcia kom ­
plikacji. Zmiany w strukturze aktyny towarzyszące 
wiązaniu SI były sygnalizowane w piśmiennictwie 
biochemicznym [73-76], Bardziej precyzyjne ich scha­
rakteryzowanie i, jeżeli okażą się znaczące, uwzględ­
nienie w modelu kompleksu jest zadaniem na przy­
szłość. W związku z tym pozostaje bardziej generalne 
pytanie: czy filament aktynowy — jak to przedstawiają 
wiodące hipotezy jest tylko biernym przekaźnikiem 
działających na niego sil generowanych w główkach 
miozyny? Charakterystyczną cechą filamentu aktyno­
wego jest jego torsyjna giętkość (odnośniki w [77]) 
wynikająca, jak można obecnie przypuszczać, z we- 
wnątrzmonomerycznych międzydomenowych ruchów 
[78], Na funkcjonalne znaczenie strukturalnej giętko­
ści filamentu aktyny wskazują doświadczenia na fi 1 a - 
mentach utworzonych z monomerów usztywnionych 
przez ich wewnątrzcząsteczkowe chemiczne usieciowa- 
nie. Tak zmodyfikowane filamenty, choć nadal stymu­
lowały ATPazową aktywność miozyny, traciły zdol­
ność do generowanego przez miozynę ruchu w teście 
ruchliwości in vitro [79, 80], Na filament aktynowy 
jako  potencjalne miejsce zamiany energii chemicznej 
w' mechaniczną poprzez lokalne odkształcenia s truk­
turalne wskazuje od dawna O o s a w  a [77, 81, 82], 
możliwość taką rozważał również w swym modelu 
działania poprzecznych mostków A. F. H u x 1 e y [17] 
i nadal ją podtrzymuje [83],
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I. O g ó ln a  c h a r a k te r y s ty k a  g łó w n y ch  
m e c h a n iz m ó w  regulacji

Pomimo różnic w budowie aparatu skurczu i w ak ­
tywności różnych typów mięśni podstawowy mecha­
nizm ich działania jest taki sam [1], Również cykl 
skurczowo-rozkurczowy wszystkich typów mięśni 
kontrolowany jest przez stężenie C a 2+ w cytoplazmie 
komórki mięśniowej: wzrost stężenia tego kationu 
powyżej 1 pM  powoduje skurcz, a spadek do poziomu

Tabela 1.
O g ó ln a  c h a ra k te ry s ty k a  zależnej od  C a 2+ regulacji  skurczu  różnych

0,1 p M rozkurcz. Molekularny mechanizm wpływu 
C a 2+ na działanie aparatu  skurczu jest różny dla 
różnych typów mięśni [2]. W tabeli 1 przedstawiono 
ogólną charakterystykę głównych mechanizmów regu­
lacji skurczu trzech typów mięśni: szkieletowych i gład­
kich mięśni kręgowców oraz mięśni mięczaków.

Główny mechanizm regulacji skurczu mięśni szkie­
letowych funkcjonuje przy udziale białek związanych 
z aktyną, troponiny i tropomiozyny, które usytuowane 
są w rowkach podwójnej helisy filamentów aktyno-

mięśni.

T y p  mięśni M e chan izm  regulacji Białka regulujące A k c e p to r  j o n ó w  
w apn ia

Białko docelow e 
a k c e p to ra  jo n ó w  

w apnia

mięśnie szkieletowe k rę ­
gow ców

zw iązany  z a k ty n ą k o m p lek s  t r o p o n in o w o -  
t ro p o m io z y n o w y

tro p o n in a  C t r o p o n in a  i 
t r o p o n in a  T

mięśnie m ięczaków zw iązany  z m iozyną regulujące łańcuchy  lekkie 
miozyny

isto tne  łańcuchy  lekkie 
m iozyny

regulujące łańcuchy  lekkie 
miozyny
łańcuch  ciężki m iozyny

mięśnie g ładkie  k rę g o w ­
ców

zw iązany  z m iozyną regulujące łańcuchy  lekkie 
m iozyny

k a lm o d u l in a k inaza  regulujących ła ń ­
cuchów  lekkich m iozyny

* Prof. dr  hab. Z a k ład  Biochemii Mięśni. Ins ty tu t Biologii 
D oświadczalnej im. M. Nenckiego, PA N , ul. P as teu ra  3, 
02-093 W arszaw a

wych [3-5] (Ryc. 1 A, B, C). Polimery superhelikalnych 
dimerów tropomiozyny wiążą się z każdym z dwu 
łańcuchów monomerów' w filamencie aktynowym
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wiązaniami elektrostatycznymi w taki sposób, że jedna 
cząsteczka tropomiozyny jest w kontakcie z siedmio­
ma monomerami aktynowymi. Z każdą cząsteczką 
tropomiozyny związany jest kompleks troponinowy, 
który wiąże się także z aktyną. Tak więc każda z dwóch 
nici tworzących filament cienki może być rozpat­
rywana jako  ciąg powtarzających się jednostek regula­
torowych zawierających siedem monomerów aktyny, 
jeden dimer tropomiozynowy i jeden kompleks tropo­
ninowy. Troponina składa się z trzech podjednostek: 
troponiny I, która bierze udział w hamowaniu ATPazy 
aktomiozynowej, troponiny C, wiążącej C a 2+ i zno­
szącej hamowanie ATPazy przez troponinę I, oraz 
troponiny T, która wiąże tropomiozynę. Oddziaływa­
nia między podjednostkami kompleksu troponinowe- 
go, a także oddziaływania podjednostek troponiny 
z tropomiozyną i aktyną zależą od stężenia C a 2 + 
w komórce mięśniowej.

Główny mechanizm regulacji skurczu mięśni mię­
czaków i mięśni gładkich wiąże się z podjednostkami 
miozyny — łańcuchami lekkimi usytuowanymi 
u podstawy główek miozynowych wysuniętych na 
zewnątrz filamentów miozynowych [6] (Ryc. 1 A, D). 
Miozyna izolowana z komórek mięśniowych, tzw. 
miozyna konwencjonalna (lub miozyna II) (patrz odn.
[7]) zbudowana jest z dwóch fragmentów globular- 
nych stanowiących główki, połączonych z długim (16

nm) odcinkiem superhelisy. Każda z główek składa się 
z domeny motorycznej (ok. 770 reszt aminokwaso- 
wych), zawierającej miejsce wiązania aktyny i miejsce 
hydrolizy ATP oraz tzw. szyjki (ok. 70 reszt amino- 
kwasowych), do łańcucha ciężkiego której przyłączone 
są wiązaniami kowalencyjnymi dwa łańcuchy lekkie, 
istotny i regulujący [ 8], Rejon szyjki miozyny odgrywa 
rolę regulującą działanie domeny motorycznej w mięś­
niach, w których mechanizm regulacji polega na 
modyfikacji cząsteczki miozyny, oraz rolę strukturalną 
we wszystkich typach mięśni [6 , 9].

Akceptory C a2+ podczas aktywacji skurczu róż­
nych typów mięśni są różne, chociaż należą do rodziny 
białek homologicznych [10], Białka z którymi reagują 
w procesie regulacji skurczu są specyficzne dla danego 
typu mięśni (Tab. 1).

II. Akceptory Ca2 +

Akceptorami C a 2+ w mięśniach szkieletowych, gła­
dkich i mięśniach mięczaków są odpowiednio: t ropo­
nina C, kalmodulina i łańcuchy lekkie miozyny. Należą 
one do homologicznych białek posiadających kilka­
krotnie powielony motyw strukturalny, składający się 
z dwu odcinków a-helisy połączonych pętlą, której 
reszty aminokwasowe stanowią ligandy koordynujące 
C a 2 + . Motyw ten został po raz pierwszy zidentyfiko-

B
DOM ENA
R E G U L A T O R O W A

D O M EN A
M O T O R Y C Z N A

FIL A M E N T  GRUBY

(aktyna.

R O Z K U R C Z miejsce
hydrolizy
ATP

tropomiozyną

miejsca
wiązania
aktyny

SK U R C Z

Ryc. 1. Schem at  organizacji  f i lamentów  cienkich  i g rubych  w sa rk o m e rz e  mięśni szkieletowych k ręgow ców  ilustru jący  usy tu o w a n ie  białek 
regulu jących ich o d dz ia ływ an ie  ( schem at wg F  a r a h a i R e i n a c h a [5],  rozszerzenie). (A) B ud o w a  sa rk o m e ru .  (B) i (C ). B ud o w a  
fi lamentu  c ienkiego i zależne od  stężenia C a 2+ zm iany  w od d z ia ły w an iu  tw orzących  go  białek. I n C .  T n l  i T n T ,  sk ładnik i  k o m p lek su  
t ro p o n in o w eg o .  (D) B ud o w a  główki m iozynowej.  RLC, regulu jący  łańcuch  lekki (ang. regulatory light chain): E LC, is to tny łańcuch  
lekki (ang. essential light chain): HC, łańcuch  ciężki (ang. heavy chain).
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wany przez K r e t s i n g e r a  w krystalicznej s truk­
turze parwalbuminy karpia wiążącej C a 2+ i nazwany 
motywem EF hand[\  1]. Prototypowa pętla zawiera 12 
reszt aminokwasowych, z których pięć ma w łań­
cuchach bocznych grupy karboksylowe lub hydroksy­
lowe rozmieszczone w precyzyjnie określonych miejs­
cach, koordynujące C a 2 + ; szóstym ligandem jest cząs­
teczka wody. Powszechność tej strukturalnej zasady 
budowy białek wiążących C a 2+ została następnie 
potwierdzona dzięki analizie strukturalnej kryształów 
wielu przedstawicieli tej grupy [ 12],

Troponina C, kalmodulina i łańcuchy lekkie miozy­
ny zawierają cztery strukturalne domeny EF hand [10, 
12]. Jednakże domeny II, 111 i IV istotnych i regulują­
cych łańcuchów lekkich, na skutek delecji lub pod­
stawień aminokwasowych w pętlach koordynujących 
C a 2 + , utraciły zdolność jego wiązania [13]. Ponadto  
miejsca wiązania w pętlach domen III i IV troponiny 
C [14, 15] oraz domeny I regulującego łańcucha 
lekkiego [16] są niespecyficzne wobec C a 2 + ; praw­
dopodobnie in vivo wysycone są M g2+ (którego stęże­
nie w komórce tysiąckrotnie przekracza stężenie C a 2 3 ) 
i nie biorą udziału w procesie regulacji.

Z nana jest struktura krystaliczna zarówno tropo­
niny C [17, 18], jak i kalmoduliny [19], natomiast

III

R ye.  2. S t ru k tu r a  krysta l iczna  t ro p o n in y  C  (wg H e r  z b o r g  a 
i J a m e s a  [17]  o raz  S u n d a r a l i n g a m a  i w s p .  
[18]) . A-H, odc ink i  he likalne, 1 - 1V, pętle wiążące C a 2 + . 
Pełne k ó łk a  o znacza ją  d w a  a to m y  w apn ia  silnie zw iązanego  
o b ecne  w s t ru k tu rz e  krystalicznej t ro p o n in y  C  (nie o d ­
gryw ające  roli w regulacji).

struktura łańcuchów lekkich miozyny została poznana 
dzięki krystalizacji główki miozyny z mięśni szkieleto­
wych [8] oraz domeny regulatorowej miozyny z mięśni 
mięczaków (patrz roz. IV-1). We wszystkich tych 
białkach domeny EF-hand rozmieszczone są parami, 
które utrzymują się dzięki wiązaniom hydrofobowym 
łańcuchów bocznych aminokwasów tworzących od­
cinki oc-helis. Pary te, tworzące struktury globularne, 
połączone są długą, pojedyńczą, centralną oc-helisą, co 
nadaje cząsteczce białka kształt hantli [17-19] (Ryc. 2 ). 
Centralna oc-helisa łącząca domeny odgrywa bardzo 
ważną rolę podczas zależnego od C a 2+ oddziaływania 
z białkami docelowymi [20]. Może ulegać rozwinięciu 
w giętką pętlę, jak to ma miejsce np. przy oddziaływa­
niu kalmoduliny z peptydem docelowym kinazy lek­
kich łańcuchów miozyny [21] (Ryc. 3). Kalmodulina 
owijając go przyjmuje strukturę globularną, a domeny 
wiążące C a2+ przechodzą z konfiguracji trans w cis. 
Podobną strukturę ma kompleks istotnego łańcucha 
lekkiego miozyny z łańcuchem ciężkim [ 8]. (Ryc. 4). 
Na podstawie struktury kompleksu regulującego łań­
cucha lekkiego z łańcuchem ciężkim można przypusz­
czać, że ich oddziaływaniu nie towarzyszą tak dram a­
tyczne zmiany konformacyjne: zmianie ulega praw­
dopodobnie tylko domena końca C regulującego lek­
kiego łańcucha, natomiast domena końca N jest 
identyczna z domeną końca N kalmoduliny. Także 
podczas oddziaływania troponiny C z troponina 
I kształt cząsteczki troponiny C nie ulega znacznym 
zmianom [23].

Krystaliczna struktura troponiny C, kalmoduliny 
i łańcuchów lekkich miozyny pozbawionych C a 2+ nie 
została jeszcze określona. Za pomocą metod fizyko­
chemicznych (NMR, CD, przeniesienie energii fluores- 
cencji między parami znaczników) i biochemicznych 
(elektroforeza, ograniczona proteoliza) wykazano, że 
wiązaniu C a 2 + z troponina C i z kalmoduliną towarzy­
szą znaczne zmiany w strukturze tych białek [14, 15], 
Przypuszcza się, że przesunięcie rejonów helikalnych 
względem siebie otwiera w każdej z dwu domen 
cząsteczki tych białek hydrofobowe kieszenie, które 
służą oddziaływaniu z białkami docelowymi (tropo­
nina I i troponiną T w przypadku troponiny C, i kinazą 
lekkich łańcuchów miozyny w przypadku kalmoduli- 
ny) [14], W nieobecności C a 2+ a-helikalne odcinki 
łańcucha polipeptydowego przyjmują konformację 
ściśle upakow aną wokół centralnej 2 -helisy, uniemoż­
liwiając w ten sposób oddziaływanie z białkami doce­
lowymi.

III. Regulacja skurczu mięśni szkieletowych

Dla wyjaśnienia mechanizmu regulacji skurczu mię­
śni szkieletowych przez kompleks troponinowo-tropo- 
miozynowy, który in vitro, w' nieobcności C a 2 + , ham u­
je aktywność enzymatyczną aktomiozyny [24] i ruch 
filamentów aktynowych wobec immobilizowanej mio­
zyny [25], wykorzystano początkowo metodę nisko-
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Ryc. 3. S t ru k tu r a  krys ta l iczna  k a lm o d u l in y  (A) i jej k o m p lek su  z p ep ty d em  k inazy  
lekkich ł a ń cu ch ó w  m iozyny  w iążącym  k a lm o d u l in ę  (wg J a m e s a  i w s p .  
[22]). (B). D o m e n a  ko ń ca  C  ka lm o d u l in y  (ko lor  zielony) d o m e n a  k o ń c a  
N (ko lor  żółty), pep ty d  k inazy lekkich łań cu ch ó w  m iozyny  (ko lor  czerwony). 
W (A) na górze  zna jdu je  się d o m e n a  k o ń c a  C, na dole  d o m e n a  k o ń c a  N.

kątowej dyfrakcji promieni rentgenowskich na włók­
nach mięśniowych. Metoda ta umożliwiła śledzenie 
zmian w położeniu tropomiozyny względem filamentu 
aktynowego poprzez pomiar rozkładu i intensywności 
odpowiadających temu białku refleksów świetlnych. 
W oparciu o wyniki tych badań H u x l e y  [26] 
i H a s e l g r o v e  [27] zaproponowali na początku lat 
siedemdziesiątych tzw. model blokowania przestrzen­
nego, według którego w nieobecności C a 2+ (tj. w stanie 
rozkurczu mięśni), tropomiozyna zasłania miejsce wią­
zania miozyny na filamencie aktynowym (Ryc. IB). 
Zwiększenie stężenia jonowego wapnia inicjuje proces 
skurczu przez wiązanie go z troponiną C, co powoduje 
zwiększenie siły wiązania między trzema podjednost- 
kami troponiny (troponiną C, I i T) i osłabienie 
wiązania tych podjednostek z aktyną i tropomiozyną. 
Te zmiany w oddziaływaniu białek powodują zmianę 
pozycji tropomiozyny i ekspozycję miejsc wiązania 
miozyny na aktynie (Ryc. 1C).

Model ten wielokrotnie poddawano w wątpliwość. 
Największą konkurencję stanowił dla niego model 
allosteryczny (zwany również kinetycznym), który po­

wstał w' oparciu o wyniki pomiarów wiązania zawiera­
jących domenę motoryczną rozpuszczalnych fragmen­
tów miozyny (zwanych subfragmentami 1 i odpow ia­
dających główkom miozynowym) z aktyną w jej kom ­
pleksie z troponiną i tropomiozyną w obecności ATP. 
Stwierdzono, że usunięcie C a 2 + nie zapobiega łączeniu 
miozyny z aktyną, ale powoduje aż trzydziestokrotny 
spadek szybkości hydrolizy ATP przez kompleks 
aktomiozynowy [4. 28], Okazało się więc, że tropo- 
miozyna wraz z troponiną mogą hamować hydrolizę 
ATP nie blokując wiązania miozyny z aktyną. W o d ­
powiedzi na wzrost stężenia C a 2+ kompleks tropo- 
ninowo-tropomiozynowy indukuje allosteryczne 
zmiany konformacji aktyny przyspieszając hydrolizę 
ATP. Postuluje się, że kontroli przez kompleks tropo- 
ninowo-tropomiozynowy podlega w sposób pośredni 
przejście miozyny ze stanu słabego wiązania do stanu 
silnego wiązania z aktyną, które sprzężone jest z uwol­
nieniem reszt fosforanowych z kompleksu enzym- 
produkt i generacją siły przez mięsień [4],

W ostatnich latach sceptycyzm dotyczący modelu 
blokowania przestrzennego został przełamany dzięki

Ryc. 4. S t ru k tu r a  k rysta l iczna  k o m p le k ­
sów ł a ń cu ch ó w  lekkich: r eg u lu ją ­
cego (RLC) (A) i i s to tnego  (LLC) 
(C) 7. łań cu ch em  ciężkim (HC) 
(wg R a y m e n t a  i w s p .  [8]). 
Dla p o r ó w n a n ia  p o k a z a n o  s t r u ­
k tu rę  k a lm o d u l in y  (B). O z n a c z e ­
nia  o d c in k ó w  hel ika lnych  j a k  na  
rycinie 2. H C  (ko lo r  g rana tow y) ,  
R L C  (ko lo r  czerw ony)  i F.LC 
(ko lo r  żółty).
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trójwymiarowej rekonstrukcji struktury filamentów 
cienkich mięśni skrzypłocza uzyskanej metodą optycz­
nej dyfrakcji ich obrazów mikroskopowych [29]. Po­
kazała ona, że w nieobecności C a2+ polimery tropo- 
miozynowe znajdują się w centrum miejsca wiązania 
protomerów aktyny z główkami miozyny; C a 2+ in­
dukuje ich obrót o kąt ok. 25° wokół filamentu 
aktynowego (od domeny zewnętrznej do domeny 
wewnętrznej protomerów aktyny) do pozycji, w której 
tylko w niewielkim stopniu przykrywają one miejsca 
wiązania główki miozynowej [30] (Rys. 5). W poprzed­
nio otrzymanych rekonstrukcjach filamentów cienkich 
mięśni kręgowców w stanie rozkurczu [31] ustalenie 
pozycji polimerów tropomiozyny na filamencie ak ­
tynowym było utrudnione z powodu jej niestabilności 
w nieobecności C a 2 + . Użycie przez L e h m a n a  
i w s p. [29] cienkich filamentów z mięśni stawonoga, 
gdzie większy (o ok. 20 kDa) niż w mięśniach kręgow­
ców kompleks troponinowy [32] zapewnił stabilność 
pozycji tropomiozyny, umożliwiło autorom  określenie 
wpływu C a 2+ na miejsce jej asocjacji z aktyną.

Ostatnio, stosując nową metodę otrzymywania cien­
kich filamentów. dostosowaną do badań m ikroskopo­
wych, udało się również określić pozycję tropomiozyny 
w czasie rozkurczu mięśni kręgowców [33]. Wpisanie 
atomowego modelu filamentu aktynowego do obwie­
dni trójwymiarowej rekonstrukcji filamentu cienkiego 
pokazało, że w stanie rozkurczu mięśni miejsca p ro to­
merów aktyny, wytwarzające silny stereospecyficzny 
kompleks z główkami miozyny, są zakryte przez 
tropomiozynę. Ponadto, w nowych badaniach rent- 
genograficznych na mięśniu szkieletowym kręgowców 
potwierdzono zmianę pozycji tropomiozyny przy 
przejściu mięśnia ze stanu spoczynku w stan aktywny

Rvc. 5. T ró jw y m ia ro w e  rek o n s t ru k c je  n a ty w n y ch  f i lam entów  cien­
kich skrzyp łocza  w n ieobecności  i w obecności  C a 2 + (wg 
R e e d y  i w s p. [30]).  A k ty n a  (ko lor  różowy),  t ropo -  
m iozyna  (ko lor  zielony), pow ierzchn ia  k o n ta k tu  a k tyny  
z m iozyną  (ko lor  żółty), f ragm enty  ł a ń cu ch a  ciężkiego 
g łówki m iozynow ej (kolory  czerwony, zielony i granatow y),  
łańcuchy  lekkie is to tny  i regulujący (ko lor  żółty i fioletowy). 
G ó ra ,  p rzekró j  poprzeczny; dół,  p rzekró j  pod łużny .  Ac0 
i AC[ o znacza ją  o d p o w ie d n io  zew n ę trzn ą  i w ew nętrzną  
d o m e n ę  p ro to m e ru  ak tynow ego .

nawet wówczas, gdy mięsień jest rozciągnięty w takim 
stopniu, że kontakt filamentów aktynowych i miozy- 
nowychjest przerwany [34], Przesunięcie tropomiozy­
ny nie mogło więc być skutkiem reagowania główki 
miozynowej z aktyną. Wszystkie te obserwacje po­
zwalają przypuszczać, że usytuowanie tropomiozyny 
w obecności C a2+ na skraju rejonu protomerów 
aktyny wiążących miozynę umożliwia wstępne, słabe 
wiązanie główek miozyny. Silnie związany kompleks 
główek miozyny z aktyną może być wytworzony 
dopiero w wyniku dalszego niewielkiego obrotu (ok. 
5°) tropomiozyny (na co wskazuje pozycja t ropo­
miozyny w rekonstrukcjach filamentów aktynowych 
dekorowanych subfragmentami 1 miozyny z obrazów 
mikroskopowych [31]). W ten sposób konieczna dla 
skurczu oscylacja między stanami silnego i słabego 
połączenia główek miozynowych z diamentem ak ­
tynowym byłaby uzależniona od regulowanego przez 
C a 2+ położenia tropomiozyny [35],

Przedstawione wyniki badań strukturalnych są zgo­
dne z wynikami badań biochemicznych wskazującymi 
na występowanie przynajmniej trzech (a nie dwóch 
opisywanych poprzednio) stanów filamentu cienkiego, 
zależnych od położenia tropomiozyny: stanu zabloko­
wanego (w nieobecności C a 2 + ), w którym miozyna nie 
może reagować z aktyną, przejściowego stanu „za­
mkniętego” dla silnego oddziaływania aktyny z miozy­
ną (w obecności C a 2 + ), pozwalającego na wytworzenie 
słabego stereospecyficznego wiązania obu białek i sta­
nu w pełni odblokowanego (w obecności C a 2 + ) po­
zwalającego na wytworzenie silnego wiązania między 
aktyną i miozyną [36, 37] (Ryc. 6 ). Pełne odblokowa­
nie dokonuje się dzięki kooperatywnemu wiązaniu 
główek miozyny z filamentem aktynowym przy udziale
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Ryc. 6. S ch em at  ilustru jący trzy s tany  fi lamentu  c ienkiego w m ięś­
niach szkieletowych k ręgow ców  (wg G e e v e s a  i C  o n i - 
b e a r a  [37]).  (A) s tan  z a b lo k o w a n y  —  t ro p o m io z y n a  
(czarne kółko) zas łan ia  miejsca w iązan ia  główki m iozynow ej 
( o d w ró co n y  szary tró jką t)  z p ro to m e re m  a k ty n o w y m  (puste 
k ó łk o  z zaznaczony  mi w postaci t ró jk ą tó w  miejscami w iąza­
nia główki),  nie dopusz cza jąc  d o  w y tw orzen ia  k o m p le k su  
a k to m io zy n o w eg o .  (B) s tan  „ z am k n ię ty ” —  t ro p o m io z y n a  
zas łan ia  j e d n o  z miejsc w iązan ia  pozw a la jąc  na w y tw orzen ie  
s łabo  zw iązanego  k o m p le k su  a k to m io zy n o w eg o .  (C) s tan  
„ o tw a r ty ” (odb lo k o w an y )  —  t ro p o m io z y n a  o ds ła n ia  o b y ­
dw a  miejsca w iązan ia  a k ty n y  z g łów ką  miozyny, w y tw arza  
się silnie zw iązany  k o m p le k s  ak to m io zy n o w y .

kompleksu troponinowo-tropomiozynowego. W yka­
zano, że jedna główka miozyny w stanie silnego 
wiązania z aktyną może w sposób kooperatywny 
„odkryć” 5-6 dalszych miejsc wiążących na filamencie 
aktynowym jeśli zawiera on tropomiozynę. Obecność 
troponiny zwiększa liczbę miejsc „odkrytych” do 10- 
12, co wskazuje, że troponina wzmacnia łączność 
pomiędzy sąsiednimi „jednostkami kooperatywnymi” 
filamentu cienkiego [38].

Wszystkie te nowe informacje dowodzą, że moleku­
larny mechanizm regulacji skurczu mięśni szkieleto­
wych jest bardziej złożony niż zakładano wcześniej, 
chociaż pozostały w nim główne elementy proponow a­
ne zarówno w modelu blokowania przestrzennego, jak 
i w modelu allosterycznym.

IV. Regulacja skurczu mięśni mięczaków 
i mięśni gładkich

IV-1. Mięśnie mięczaków

Aktywacja ATPazy miozyny z mięśni mięczaków 
przez aktynę [39], ruch filamentów aktynowych wobec 
immobilizowanej miozyny mięczaków (w tekście ruch­
liwości in vitro) [40], a także generacja siły przez 
mięśnie mięczaków [41], następują w wyniku wiązania 
C a 2+ z domeną regulatorową miozyny. Miozyna 
pozbawiona regulujących łańcuchów lekkich nie p o d ­
lega regulacji: nie wiąże C a2+ i ma wysoką aktywność 
stymulowanej przez aktynę ATPazy niezależnie od 
stężenia C a 2 + , co wskazuje, że w nieobecności C a 2 + 
regulujące łańcuchy lekkie hamują oddziaływanie a k ­
tyny z miozyną [42], W laboratorium S z e n t -  
- G y o r g y i ’ e g o  za pomocą enzymów proteolitycz­
nych papainy i klostripainy otrzymano fragment głó­
wki miozyny małża — przegrzebka — zawierający 
kompleks złożony z istotnego i regulującego łańcucha 
lekkiego oraz krótkiego (8,5 nm), 10 kDa fragmentu 
łańcucha ciężkiego, stanowiący w istocie domenę regu­
latorową [43], Domenę tę wykrystalizowano w postaci 
związanej z C a2+ i określono jej strukturę z rozdziel­

czością do 0,28 nm (Ryc. 7). W ten sposób pokazano, że 
łańcuchy lekkie — istotny i regulujący — występują 
w tandemie, stabilizując helikalny fragment łańcucha 
ciężkiego. Regulujący łańcuch lekki owija rejon końca 
C, a istotny łańcuch lekki rejon końca N fragmentu 
łańcucha ciężkiego. Miejsce wiązania C a 2+ stanowi 
nietypowa struktura EF hond (patrz rozdz. II), tworzy 
ją  9 reszt aminokwasowych pętli domeny 1 istotnego 
łańcucha lekkiego, ale specyficzność i siła wiązania 
C a 2+ zależą od połączeń istotnego łańcucha z łań­
cuchami regulującym i ciężkim [44], Kluczową resztą 
aminokwasową stabilizującą te połączenia, jak wyka­
zały badania przeprowadzone za pomocą mutagenezy 
punktowej, jest glicyna 117 regulującego łańcucha 
lekkiego, która tworzy mostki wodorowe pomiędzy 
jego domeną III i IV oraz domeną 1 istotnego łańcucha 
lekkiego [45]. Zastąpienie jej cysteiną lub alaniną 
znosi zdolność miozyny przegrzebka do wiązania 
C a 2 + . Krytyczna dla funkcji miozyny mięczaków 
reszta glicynowa została zachowana w' homologicz­
nych regulujących łańcuchach lekkich miozyny mięśni 
gładkich, ale nie szkieletowych (gdzie w miejscu glicyny 
występuje cysteina). Dlatego po usunięciu regulują­
cych łańcuchów z miozyny mięczaków jej aktywność 
może być przywrócona tylko po związaniu z regulują­
cymi łańcuchami z mięśni mięczaków lub z mięśni 
gładkich [42], Ponad 400 wiązań, głównie van der 
Waalsa, łączy obydwa łańcuchy lekkie z ciężkim 
poprzez zawierające ok. 23-25 reszt aminokwasowych 
tzw. motywy IQ (IQXXXRGXXXR) obecne w tej lub 
nieco zmienionej postaci we fragmencie łańcucha cięż­
kiego domeny regulatorowej [43]. Ten motyw amino- 
kwasowy znaleziono wcześniej w rejonie szyjki nie­
których niekonwencjonalnych miozyn, gdzie służy 
wiązaniu kalmoduliny, spełniającej wówczas rolę regu­
lujących łańcuchów lekkich [7],

Jakkolwiek struktura domeny regulatorowej w sta­
nie rozkurczu mięśni mięczaków nie jest znana, przy­
puszcza się, że usunięcie C a 2+ powoduje jej des­
tabilizację, zachodzącą w wyniku zmian w oddziaływa­
niu między łańcuchami lekkimi i ciężkim.

IV-2. Mięśnie gładkie

Miozyna z mięśni gładkich nie wiąże C a 2+ na skutek 
zmian w sekwencji aminokwasowej istotnego łańcucha 
lekkiego odpowiedzialnej za wiązanie tego kationu 
[6], Główny mechanizm regulacji skurczu mięśni 
gładkich polega na fosforylacji reszty serynowej (w 
pozycji 19) regulujących łańcuchów lekkich. Reakcja 
fosforylacji jest katalizowana przez specyficzną kinazę, 
której podjednostkę regulatorową stanowi kompleks 
C a2+ z kalmoduliną [46, 47], Fosforylacja regulują­
cych łańcuchów lekkich z mięśni gładkich, podobnie 
jak wiązanie C a2+ z domeną regulatorową miozyny 
mięśni mięczaków, kontroluje jej zdolność do od ­
działywania z aktyną i hydrolizy ATP. Defosforylacja 
przez specyficzną fosfatazę zazwyczaj czyni miozynę
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nieaktywną. Te zmiany funkcjonalne wywołane są 
zmianami konformacji miozyny. W badaniach in vitro 
wykazano, że nieufosforylowana miozyna występuje 
w nieaktywnej konformacji zwiniętej, która blokuje 
uwalnianie produktów hydrolizy ATP i tworzenie 
filamentów [48, 49] (Ryc. 8). Miozyna ufosforylowana 
przyjmuje konformację wyprostowaną, aktywną, k tó­
ra przy zbliżonych do fizjologicznych wartościach pH 
i siły jonowej może tysiąc razy szybciej uwalniać 
produkty hydrolizy ATP. a także wytwarzać stabilne 
filamenty [46, 48], Podobnym zmianom konformacyj- 
nym podlega miozyna z mięśni mięczaków, chociaż 
w bardziej ograniczonym zakresie warunków jo n o ­
wych środowiska [50], Jakkolwiek badania m ikro­
skopowe wykazały, że w warunkach in vivo filamenty

Ryc. 7. S tru k tu r a  krysta l iczna  d o m e n y  regu la ­
torowej główki miozynowej mięśni 
p rzeg rzebka  (wg T r y  b u s  [6]). Re­
gulujący  łańcuch  lekki (RLC) (kolor  
niebieski), istotny łańcuch  lekki (HLC) 
(ko lor  różowy),  łańcuch ciężki (kolor  
czerwony), miejsca w iązania  C a 21 
w d o m en ie  I E L C  i M g 2+ w d om en ie  
1 R L C  (oznaczone  k o lo rem  zielonym), 
w iązan ia  w o d o ro w e  między ł a ń c u c h a ­
mi lekkimi i ciężkim kluczowe dla regu­
lacji (oznaczone żółtą linią przerywaną).

miozyny z mięśni gładkich są trwałe i nie ulegają 
dysocjacji niezależnie od stanu fizjologicznego mięśni 
[51, 52], przypuszcza się, że w cząsteczkach miozyny 
zorganizowanych w filamenty zachodzą pod w'plywem 
fosforylacji podobne zmiany konformacyjne do opisa­
nych in vitro. Oddziaływania wewnątrzcząsteczkowe 
w konformacji zwiniętej miozyny są prawdopodobnie 
zastąpione oddziaływaniami międzycząsteczkowymi 
(między częścią pałeczkowatą jednej cząsteczki miozy­
ny i główką cząsteczki sąsiedniej). Taki mechanizm 
potwierdzają obserwacje wskazujące na to, że warun­
kiem sine qua non regulacji jest obecność odpowiedniej 
długości części pałeczkowatej miozyny [53]. Sama 
główka miozyny mięśni gładkich, podobnie jak główka 
miozyny mięśni mięczaków zawierająca łańcuchy lek-
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zw in ięte m onom ery

fosforylacja defosfory lacja

u fosfory low an e filam en ty  
Ryc. 8. Z m ia n y  ko n lb rm a cy jn e  m iozyny z mięsni g ładk ich  pod 

w pływ em  fosforylacji jej regulu jących ł a ń cu ch ó w  lekkich 
(wg S w e e n e y  i w s p .  [49]).

kie, jest zawsze aktywna i nie regulowana, podczas gdy 
ciężka meromiozyna zawierająca obydwie główki i fra­
gment części pałeczkowatej podlega regulacji [9], 

Badania ostatnich lat wykonane za pomocą technik 
biologii molekularnej pozwoliły wyjaśnić szereg szcze­
gółów związanych z mechanizmem regulacji polegają­
cym na modyfikacji miozyny. W badaniach tych 
otrzymywano mutanty łańcuchów lekkich z wymie­
nionymi lub wydeletowanymi resztami aminokwaso- 
wymi, a następnie zastępowano nimi natywne łań­
cuchy lekkie w cząsteczce miozyny. Otrzymywano też 
chimery łańcuchów lekkich, w których skład wchodzi­
ła np. część łańcucha lekkiego z mięśni gładkich lub 
mięczaków, a część z łańcucha lekkiego z mięśni 
szkieletowych. Właściwości motoryczne tak zrekon­
struowanych cząsteczek miozyny badano za pomocą 
pomiaru aktywności ATPazy aktomiozynowej lub 
testu ruchliwości in vitro. W ten sposób wykazano, że 
tworzenie zwiniętej struktury miozyny monomerycz- 
nej z mięśni gładkich zależy od elektrostatycznych 
oddziaływań między fragmentem końca N regulujące­
go łańcucha lekkiego i zwiniętym u nasady główki 
łańcuchem ciężkim, a także z drugą główką, natomiast 
zredukowanie ładunku w pobliżu seryny ulegającej 
fosforylacji prowadzi do wyprostowania cząsteczki 
[49, 53-56], Samo wyprostowanie cząsteczki miozyny 
nie wystarcza jednak dla jej aktywności motorycznej 
[49]. Wykazano ponadto, że w regulacji skurczu 
mięśni gładkich, podobnie jak mięśni mięczaków, 
bardzo ważną rolę odgrywa rejon końca C regulujące­
go łańcucha lekkiego (IV domena EF hand), w którym 
znajduje się główne, niezależne od fosforylacji i wiąza­
nia C a 2 + , miejsce jego połączenia z łańcuchem ciężkim 
[57-59], Jest on prawdopodobnie odpowiedzialny za 
transmisję zmian konformacyjnych, zachodzących 
w N-końcowym fragmencie regulującego łańcucha 
lekkiego, do łańcucha ciężkiego. Sugerowana w mode­

lu atomowym główki miozyny niewielka odległość 
między N- i C-końcową połową regulującego łańcucha 
lekkiego dzięki owinięciu go wokół łańcucha ciężkiego
[ 8] (Ryc. ID i Ryc. 3A) ułatwiałaby przekazywanie 
informacji.

W odróżnieniu od mięśni mięczaków, istotne łań­
cuchy lekkie nie odgrywają roli w molekularnym 
mechanizmie regulacji skurczu mięśni gładkich [53], 
Jeśli więc istnieje wspólny mechanizm regulacji zwią­
zanej z modyfikacją końca N regulującego łańcucha 
lekkiego miozyny (poprzez fosforylację albo wiązanie 
C a 2 +), to przepływ informacji z domeny regulatorowej 
do odległej o ok. 10 nm domeny motorycznej główki 
miozynowej zależy głównie od wymienionych wyżej 
oddziaływań między regulującym i ciężkim łańcuchem. 
Zmiany w tym oddziaływaniu wywołane usunięciem 
C a 2+ mogą prowadzić do zaburzeń superhelikalnej 
struktury łańcucha ciężkiego, co z kolei wpływa na 
funkcjonowanie domeny motorycznej [6, 43], Według 
obecnych hipotez, domena regulatorowa odgrywa rów­
nież ważną rolę w' sprzężeniu mechanochemicznym, 
działając jak ramię dźwigni wzmacniającej stosunkowo 
małe zmiany strukturalne zachodzące w domenie m oto­
rycznej [8,60]. Wywołana w ten sposób znaczna rotacja 
dystalnego w stosunku do domeny motorycznej końca 
łańcucha ciężkiego główki miozynowej powodowałaby 
przesuwanie filamentu aktynowego.

V. Komplementarne mechanizmy regulacji

Celem artykułu było omówienie aktualnych po­
glądów na temat głównych mechanizmów regulacji 
skurczu różnego typu mięśni. Oprócz tych ostatnich 
istnieją mechanizmy komplementarne, modyfikujące 
działanie aparatu skurczu [61, 62]. Na przykład, 
fosforylacja regulujących łańcuchów lekkich w mięś­
niach szkieletowych zwiększa ich wrażliwość na C a 2 + 
sprawiając, że skurcz zachodzi przy niższym stężeniu 
tego kationu [63], a w mięśniach skrzydeł Drosophila 
determinuje ich zdolność do wykonania pracy [64], 
Działanie białek mięśni gładkich kaldesmonu i kal- 
poniny, związanych podobnie jak troponina zfilamen- 
tami aktynowymi, odgrywa prawdopodobnie rolę 
podczas rozkurczu mięśni gładkich [65-67], w których 
nie zawsze defosforylacja skorelowana jest z relaksacją 
włókien mięśniowych [68 , 69],

Artykuł otrzymano 11 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.
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I. Wprowadzenie

Dystrofina jest białkiem kodowanym przez gen dys- 
trofii mięśniowej Duchenne'a (gen DMD), znajdujący 
się w chromosomie X. Dystrofina jest częścią pod- 
błonowego cytoszkieletu komórki mięśniowej (nazy­
wanej włóknem mięśniowym). Brak lub zmieniona 
forma dystrofiny jest przyczyną dystrofii mięśniowej, 
schorzenia rodzinnego, występującego u chłopców, 
a przenoszonego przez matki-nosicielki.

Poznanie dystrofiny oraz licznych współdziałają-
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N enckiego  PA N , Z a k ład  Biochemii K o m ó rk i ,  02-093 W a r ­
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cych z nią białek zawdzięczamy intensywnym bada­
niom (prowadzonym zwłaszcza w ostatnich latach) 
nad dystrofiami mięśniowymi ludzkimi i zwierzęcymi, 
zwłaszcza nad dystrofią mysią (mdx). Izoformy dys- 
trofiny, znaleziono w większości badanych tkanek. Ich 
rola w komórce wydaje się zatem znacznie wykraczać 
poza problematykę schorzeń mięśni. Artykuł ten po­
święcony został jednak głównie budowie i funkcji 
dystrofiny i współdziałających z nią białek w mięśniu 
szkieletowym, ponieważ w tej tkance są one najlepiej 
poznane. Wcześniejsze informacje dotyczące budowy 
dystrofiny oraz genu D M D  zostały już uprzednio 
opisane szeroko w Postępach Biochemii [1].

II. Dystrofina

II-l .  Dystrofina mięśniowa

Dystrofina mięśniowa [2] jest białkiem o masie 427 
kD, zawierającym 3685 aminokwasów, posiadającym
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Dystrofina

Utrofína

Ryc. 1. Schem atyczn ie  p r zed s taw io n a  s t ru k tu r a  n ad ro d z in y  dys- 
trofin (dystrophin-superfam ily). (A) Dystrofina,  u trofina  
i b ia łk o  87 kD . (B) Izoform y dystrofiny. D o m e n y  s t r u k tu r a l ­
ne: 1 —  d o m e n a  w iążąca  ak tynę,  2 — d o m e n a  cen tra lna ,  
3 —  d o m e n a  b o g a ta  w cysteinę,  4 —  d o m e n a  C-końca .  
H —  odc in k i  b o ga te  w prolinę, Y —  rejon zawiera jący 
a m in o k w a s y  u legające fosforylacji, R —  rejon różnic p o m ię ­
dzy tk ankow o-specy f icznym i izoform am i.  (W z o ro w a n e  na 
ryc inach  B l a k e ’ a i w s p .  [21]  o raz  F a b b r i z i o  
i w s p. [4]).

cztery strukturalne domeny, o różnej funkcji [3] 
(przedstawione schematycznie na Ryc. 1A). Na N- 
końcu cząsteczki dystrofiny znajduje się 200-240 ami- 
nokwasowy region homologiczny z wiążącymi aktynę 
sekwencjami w a-aktyninie i (3-spektrynie. Ta część 
cząsteczki wiąże aktynę [4, 5], Domenę środkową, 
najdłuższą, stanowią 24 powtarzające się homologicz­
ne odcinki, z których każdy składa się z 88-126 
aminokwasów i tworzy potrójną helisę. Ta część 
dystrofiny, zawierająca odcinki bogate w prolinę, jest 
homologiczna z pałeczkowatą częścią a-aktyniny i P- 
spektryny i jest prawdopodobnie elastyczna [ 6, 7], 
N astępną domenę cząsteczki dystrofiny stanowi od­
cinek bogaty w cysteinę, homologiczny z białkami 
wiążącymi wapń. W części tej znajdują się 2 rejony 
o sekwencji „E F-hand”*. Nie stwierdzono jednak, by 
dystrofina wiązała jony wapnia w warunkach in vivo. 
D om ena rejonu C-końca cząsteczki, zawierająca oko­
ło 420 aminokwasów, jest charakterystyczna dla nad­
rodziny dystrofin. W odcinku tym dystrofina jest 
fosforylowana. (Szczegóły w pracach przeglądowych 
[4 ,8]).

II-2. Nadrodzina dystrofin

Ze znanych obecnie białek do nadrodziny dystrofin

* W yjaśn ien ie  od n o śn ie  sekwencji „ E F -h a n d ” jak  w pracy 
przeg lądow ej w Postępach Biochemii , p o rów na j  pozycję 87 
P iśm ienn ic tw a

(dystrophin superfamily) należy: dystrofina, utrofina [9] 
oraz białko 87 kD z organu elektrycznego ryby 
Torpedo Californica [10] (Ryc. 1A, Tab. 1).

Gen D M D  [3, 11], kodujący dystrofinę, jest naj­
większym genem człowieka (stanowi on 0 ,1% geno­
mu). Gen D M D  znajduje się na krótszym ramieniu 
chromosomu X (Xp21), składa się z około 2,5 miliona 
par zasad i zawiera 79 eksonów. W genie dystrofiny 
znajduje się kilka ogromnych intronów, zwłaszcza 
w rejonie kodującym N-koniec białka, oraz pomiędzy 
44 i 45 eksonem. Produktem genu jest mRNA, o wiel­
kości 14 kb. W genie dystrofiny znajduje się co 
najmniej 5 promotorów. Trzy z nich znajdują się przy 
5’-końcu i powodują ekspresję tkankowo-specyficz- 
nych izoform dystrofiny o pełnej długości. Izoformy te 
różnią się co najmniej w obrębie pierwszego eksonu. 
Mogą też różnić się w obrębie C-końca cząsteczki 
w wyniku różnicowej obróbki pre-mRNA (alternative 
splicing). Izoformy długie to: dystrofina mięśniowa, 
obecna w mięśniach wszystkich typów, dystrofina 
mózgowa, obecna w neuronach kory mózgowej oraz 
dystrofina komórek Purkinjego móżdżku [4, 8, 12]. 
W siatkówce oka znaleziono długą izoformę o N- 
końcu dystrofiny mózgowej, a C-końcu dystrofiny 
mięśniowej [13].

Dwa promotory, „S” i „G ”, umiejscowione w po­
bliżu 3’-końca genu DM D , kontrolują ekspresję tkan- 
kowospecyficznych krótkich izoform dystrofiny. P ro­
m otor „S” znajduje się między eksonem 55 i 56 genu; 
jego białkowy produkt ma masę*116 kD. Prom otor 
„G ” znajduje się pomiędzy 62 i 63 eksonem; powoduje 
ekspresję dwóch białek o masach 71 kD i 45 kD, które 
mają identyczną część N-końcową cząsteczki (zawiera­
jącą 7 nowych aminokwasów oraz część domeny 
bogatej w cysteinę), lecz różnią się długością domeny 
C-końca. Tkankowospecyficzne izoformy dystrofiny 
różnią się ekspresją w obrębie eksonów 68-78 (Ryc. 
IB). Krótkie izoformy dystrofiny znaleziono w róż­
nych tkankach (Tab. 2). Izoforma 45 kD występuje 
w tkankach rozwijających się. Ekspresja różnych izo­
form dystrofiny wydaje się być regulowana niezależnie 
[4, 14-18],

Białkiem homologicznym z dystrofiną mięśniową 
jest utrofina, nazywana również D R P (dystrophin- 
related protein) [9], Utrofinę koduje gen znajdujący się 
w chromosomie 6 (6q24). Utrofina ma cię­
żar cząsteczkowy 395 kD i zbudowana jest z domen 
homologicznych wobec dystrofiny (2-ga domena jest 
krótsza niż w dystrofinie) (Ryc. 1A). Znaleziono też 
krótką izoformę utrofiny o masie 62 kD, odpowiadają­
cą N-końcowi utrofiny [4, 19],

W mięśniu występuje również białko o ciężarze 87 
kD, homologiczne z C-końcem dystrofiny i z białkiem 
87 kD organu elektrycznego ryby Torpedo Californica, 
gdzie je pierwotnie zidentyfikowano. Mało wiadomo 
o strukturze mięśniowego białka 87 kD. Jego N-koniec 
nie jest homologiczny z żadnym znanym białkiem; 
jego C-koniec ulega licznym fosforylacjom (Ryc. 1A)
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T a b e la  1.
K o m p o n e n ty  kom p lek su  dys t ro f in a -D A G .

Białko Lokalizacja D o d a tk o w e  informacje

N adrodzina  dystro fin
dystrof ina cytoszkiclct  p o d b ło n o w y gen D M  D (X p21)
(427 kD)
izoformy dystrofiny a l te rn a ty w n e  p ro d u k ty  genu  D M D  (Xp21), p ro m o to ry  „S” i ,.Q"

(71 k D  i 116 kD)
u tro fina 6q24;
(395 kD) h o m o lo g  dystrofiny

b ia łko  87 k D — „ — p r o d u k t  o so b n e g o  genu; 
h o m o lo g  C - k o ń c a  dystrofiny

K om pleks białek sarkolem y
zw iązany z dystro jiną
syn trof ina  a, (31, (32 w e w n ą t r z k o m ó rk o w a p r o d u k ty  3 genów: 20q 11, 16, 8q23-24;
(59 kD ) w iążą się z C -k o ń c e m  dystro f iny /u tro f iny ;  syntrofina (32 jest 

s k o n c e n t ro w a n a  w obręb ie  synapsy
a-d y s t ro g l ik an z e w n ą tr z k o m ó rk o w a 3p21;
(156 kD ) p o łączony  z (3-dystrogl ikanem; 

wiąże się z lam in iną ,  m e ro z y n ą  i a g ry n ą
(3-dystroglikan w e w n ą t r z b ło n o w a /p o d b ło n o w a 3p21;
(43 kD) wiąże się z dystro f iną /u tro f iną ;

a-  i (3-dystroglikan p o c h o d z ą  z po translacy jne j  o b ró b k i  w s p ó l ­
nego p r e k u rs o ra  b ia łkow ego

a d h a l in a w e w n ą trzb ło n o w a 17 q 2 1
(50 kD)
35 k D n ie zn an a  b u d o w a
25 k D
rapsyna p o d  b łonow a uczestniczy w agregacji  R A C h

(43 kD)

Białka zew ną trzkom órkow e
m ero zy n a  ( lam in ina  M) macierz  z e w n ą tr z k o m ó rk o w a 6p22-23;
(ok. 850 kD ) (błona p ods ta w na) wiąże się z. a -d y s t ro g l ik an em
ag ry n a 1 p32;
(220 kD ) b ia łko  syn te tyz ow ane  w m o to n e u ro n ie  w ydos ta je  się przez błonę

presynap tyczną ;
wiąże się z a -d y s t ro g l ik an em

N a  p ods ta w ie  prac: C a m p b e l l  [82],  F a l l o n  i H a l l  [42],  P a t h y  i N i k o l i c s  [55]

[ 10, 20, 21].

II-3. Lokalizacja dystrofiny we włóknie 
mięśniowym

Dystrofina stanowi zaledwie około 0,002% bia­
łek włókna mięśniowego, a około 2 % białek błony 
komórkowej (sarkolemy) i około 5% białek cyto- 
szkieletu podsarkolemalnego [22], Cząsteczka dys- 
trofiny mięśniowej ma kształt pałeczki o długości 
około 110 nm i średnicy 3 nm [23], mogącej two­
rzyć dimery i multimery. Przyjmuje się, że 2 czą­
steczki dystrofiny łączą się częściami elastycznymi 
(domena 2) antyrównolegle tak, że N-koniec jednej 
cząsteczki znajduje się w pobliżu C-końca drugiej [24] 
(Ryc. 2A). Proponowane jest również inne (równoległe) 
ułożenie cząsteczek dystrofiny [4, 21]. We włóknie 
mięśniowym cząsteczki dystrofiny umiejscowione są 
równolegle do cytoplazmatycznej powierzchni sarko­
lemy. C-koniec dystrofiny zakotwiczony jest w sar- 
kolemie za pośrednictwem kompleksu glikoproteino- 
wego sarkolemy, który jest połączony z macierzą

pozakomórkową (Ryc. 2A) [25-28],
Rozmieszczenie dystrofiny pod sarkolemą nie jest 

równomierne. Jej zagęszczenia występują w okolicy 
przyczepu do ścięgna, w rejonie synapsy nerwowo- 
mięśniowej oraz w pasmach biegnących okrężnie, 
poprzecznie do osi długiej włókna mięśniowego, jak 
również w cienkich podłużnych pasemkach. Pasma 
umiejscowione poprzecznie odpowiadają liniom Z i li­
niom M. Dystrofina w tych pasmach jest przypuszczal­
nie częścią struktur nazwanych „kostamerami”, które, 
jak się uważa, pośredniczą w połączeniu aparatu  
skurczu z macierzą międzykomórkową i uczestniczą 
w przenoszeniu siły wytwarzanej w aparacie skurczu. 
W obrębie „kostamerów” oprócz dystrofiny znalezio­
no: a-aktyninę, winkulinę i f3-spektrynę, talinę i y- 
aktynę. Wzajemne połączenia tych białek i ich o r­
ganizacja w „kostamerach” są mało poznane [29-33].

Dystrofina obecna w fałdach sarkolemy w okolicy 
przyczepu do ścięgna tworzy przypuszczalnie połącze­
nia boczne między filamentami aktynowymi a sar­
kolemą. W rejonie synapsy nerwowo-mięśniowej dys­
trofina jest obecna w okolicy napięciowych kanałów
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T ab ela  2.
W y stępow an ie  izoform dystrofiny w różnych  tk an k ach

T k a n k a 427 k D 71 k D 116 k D

Mięsień
szkieletowy +
sercowy + + -
gładki + + -

N a rz ą d y  w ew nętrzne - + -
(nerka, w ątroba,  płu­
ca, trzustka, jądra)  

C e n tra ln y  uk ład  n e r ­
w owy 

n eu rony + +
k o m ó rk i  gleju + + -

O b w o d o w y  uk ład  n e r ­
w owy

s ia tk ó w k a  o k a +
n e u ro n y - - -
k o m ó rk i  S h w a n n a - - +

D a n e  z prac: A h n  i K u n k e l  [8],  G ó r e c k i  i B a r n a r d  
[ 1 8 ] ,  M a t s u m u r a  i w s p .  [16]
P o n a d to  za  p o m o c ą  przeciwciał po l ik lona lnych  s tw ie rdzono  o b e c ­
ność  dystrof iny  również  w k o m ó rk a c h  n ab ło n k a ,  w skórze, rogówce, 
k u b k a c h  sm a k o w y ch ,  o raz  t rąbce  E us tach iusza  [29]

sodowych, natomiast brak jej w fałdach zawierających 
receptor acetylocholinowy, w których znajduje się 
homolog dystrofiny — utrofina oraz białko 87 kD 
[8- 10].

Umiejscowienie dystrofiny we włóknie mięśniowym 
zmienia się wraz z rozwojem mięśnia. Dystrofina jest 
wykrywalna w cytoplazmie miotub, w ich rejonach 
przylegających do ścięgna, już u 8-10 tygodniowego 
płodu. W późniejszym okresie życia płodowego (17 
tygodni) jest obecna w całej cytoplazmie i w sar- 
kolemie. W dojrzałym mięśniu szkieletowym dystrofi­
na jest obecna wyłącznie w sarkolemie. W dojrzałym 
mięśniu krótkie izoformy dystrofiny nie występują, 
natomiast izoforma 71 kD jest obecna w mięśniu przez 
okres życia płodowego [15, 34].

W kom órkach mięśnia gładkiego dystrofina jest 
umiejscowiona pod sarkolemą. W komórkach mięśnia 
sercowego dystrofina występuje również pod sarkole­
mą, a także w postaci rozpuszczalnej w cytoplazmie
[35]. W mięśniu sercowym dystrofina znajduje się 
w „kostamerach” w kompleksie z glikoproteiną sar- 
kolemy, natomiast brak jej w okolicy „wstawek”. 
Izoforma dystrofiny 71 kD występuje w poprzecznych 
kanałach T  komórek serca [17, 36]. Umiejscowienie 
wewnątrzkomórkowe dystrofiny w mózgu, jak i w in­
nych tkankach jest mało poznane. W mózgu dystrofina 
występuje w tych samych rejonach co dystroglikan 
(opisany w części III-l) [18].

Utrofina, z kolei, w dojrzałym mięśniu występuje 
w obrębie synapsy nerwowo-mięśniowej (Ryc. 2B) 
i połączenia mięśnia ze ścięgnem, lecz brak jej w ob­
rębie pozostałej sarkolemy. W mięśniu płodowym 
utrofina jest obecna w całej sarkolemie. Maksymalna 
ekspresja utrofiny następuje w 17-18 tygodniu życia

płodowego. W miarę dalszego rozwoju mięśnia i eks­
presji dystrofiny, utrofina jest przez nią stopniowo 
zastępowana [37-39], Utrofina jest obecna w większo­
ści tkanek; o jej lokalizacji wewnątrzkomórkowej 
w tkankach niemięśniowych mało wiadomo.

III. Białka występujące w kompleksie 
z dystrofiną

III-l. Budowa kompleksu glikoproteinowego 
sarkolemy (DAG)

W komórce mięśnia szkieletowego dystrofina wy­
stępuje w kompleksie z sarkolemalnym heteromerem 
glikoproteinowym, nazwanym DAG (dystrophin-as­
sociated glycoprotein). W skład kompleksu DAG 
wchodzą: transmembranowe glikoproteiny o masie 50 
kD, 43 kD i 35 kD, transmembranowe białko o masie 
25 kD, zewnątrzkomórkowa glikoproteiną o masie 156 
kD oraz podbłonowe białko o masie 59 kD, nazwane 
syntrofiną [24,26], W kompleksie tym mogą się jeszcze 
znajdować podbłonowe białka: rapsyna, o masie 43 kD 
[40] oraz homolog dystrofiny o masie 87 kD [10, 20]. 
Białka wchodzące w skład kompleksu DAG omówio­
ne są poniżej oraz zestawione w tabeli 1, a hipotetyczną 
strukturę kompleksu przedstawiono na rycinie 2A.

Komponenty kompleksu glikoproteinowego o m a­
sie 156 kD i 43 kD, nazwane c l-  i P-dystroglikanem, 
koduje jeden gen (umiejscowiony w 3-cim chrom o­
somie). Ze wspólnego prekursora białkowego o masie 
97 kD powstają dwa peptydy, w wyniku protranslacyj- 
nej modyfikacji proteolitycznej, następującej jeszcze 
w trakcie syntezy. Peptydy te ulegają glikozylacjom 
i przekształceniu w dojrzałe białka: P-dystroglikan 
powstaje z C-końca prekursora (po N-glikozylacjach); 
a-dystroglikan powstaje z N-końca prekursora (po 
licznych O-glikozylacjach). a-dystroglikan, składający 
się w około 1/3 z białka i w około 2/3 z cukrów, jest 
umiejscowiony po zewnętrznej stronie sarkolemy. 
Wiąże się on specyficznie z lamininą A, z lamininą 
M (merozyną) oraz z agryną (szczegóły w części III-2). 
P-dystroglikan umiejscowiony jest transmembranowo 
i częściowo cytoplazmatycznie. Jego C-koniec tworzy 
120-aminokwasowy „ogon”, którym wiąże się z dys­
trofiną, w jej domenach: bogatej w cysteinę i C- 
końcowej. P-dystroglikan wiąże się również z krótkimi 
izoformami dystrofiny oraz z utrofiną. c l-  i P-dystrog­
likan występują powszechnie w tkankach [24, 27,
41-43],

Glikoproteiny 50 kD i 35 kD są białkami transmem- 
branowymi mięśnia prążkowanego, nie znaleziono ich 
w innych tkankach. Białko 50 kD, nazwane adhaliną, 
jest u człowieka kodowane w 17-tym chromosomie 
(17q21) [44, 45], O białku 35 kD, jak też 25 kD nie 
wiele wiadomo.

Syntrofiną (59 kD), wewnątrzkomórkowy składnik 
kompleksu dystrofino-glikoproteinowego [24], jest 
homologiczna z białkiem 59 kD organu elektrycznego
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25K sarkolema

feĆÓÓćÓÓĆÓ
wnętrzne  
komórk i

F-aktyna ę>,

Ryc. 2. S chem atyczny  m odel h ip o te ty ­
cznej o rganizacji  k o m p le k su  
D A G  i w spółdz ia ła jących  z nim 
białek: na  powierzchni w łó k n a  
m ięśn iow ego  p oza  synapsą  (A); 
w o b ręb ie  synapsy  n e rw o w o -  
mięśniowej (B). (W z o ro w a n e  na 
rycinie A p e 1' a  i w s p .  [40]).

ryby Torpedo Californica [10, 20]. Syntrofina wy­
stępuje w mięśniu w 3 izoformach: a, (31 i (32, k o d o ­
wanych na osobnych genach (Tab. 1); izoformy (31 i (32 
są obecne powszechnie w tkankach. W mięśniu izofor­
my a  i pi występują w całej sarkolemie, wiążąc się 
z dystrofiną w jej domenie C-końca. Natomiast izofor- 
ma P2 jest skumulowana w obrębie błony postsynap- 
tycznej. Miejsca wiązania syntrofin na dystrofinie są 
w rejonie jej C-końca, kodowanym przez eksony 73 
i 74. W wyniku alternatywnego cięcia i składania 
eksonu 74 powstają izoformy dystrofiny, które wiążą 
różne izoformy syntrofiny i przypuszczalnie różną ich 
ilość. Syntrofina tworzy kompleksy również z utrofiną, 
z homologiem dystrofiny, białkiem 87 kD oraz z k ró t­
kimi izoformami dystrofiny [10, 46-49],

Rapsyna jest białkiem o masie 43 kD, usytuowanym 
podbłonowo w rejonie synapsy nerwowo-mięśniowej. 
Rapsyna występuje w kompleksie z receptorem ace- 
tylocholinowym (RACh) jak też z kompleksem 
DAG [40],

Ostatnio zidentyfikowano białko cytoszkieletowe 
o masie 60 kD, homologiczne z fosfoglikomutazą typu 
1, które nazwano acykuliną. Acykulina tworzy bezpo­
średnie kompleksy z dystrofiną oraz z utrofiną. Acyku­
lina znajduje się pod sarkolemą w rejonie „kostame- 
rów” oraz w okolicy połączenia ze ścięgnem. Przypusz­
czalnie tworzy ona dodatkowe wzmocnienie połącze­
nia cytoszkieletu z macierzą międzykomórkową [50],

III-2. Kompleks dystrofina-DAG jako receptor 
białek błony podstawnej

III-2.1. Receptor lamininy

Laminina jest białkiem błony podstawnej komórek, 
heterotrimerem o masie około 850 kDa, występującym 
w tkankach w postaci licznych izoform. Receptorami 
laminin są integryny, które pośredniczą w regulacji

kinaz komórkowych [51]. Laminina mięśniowa zbu­
dowana jest z trzech podjednostek: dwóch mniejszych, 
Bi lub S i B2, oraz jednej większej — lamininy A lub 
lamininy M, czyli merozyny. Merozyna występuje 
w mięśniu dojrzałym, laminina A w mięśniu rozwija­
jącym się [52, 53], Ich naturalnym ligandem i recepto­
rem jest oc-dystroglikan (Ryc. 2A). Połączenie merozy­
ny (jej domeny G) z oc-dystroglikanem zależy od jonów 
C a2+ i jest hamowane przez heparynę [27, 28, 51].

Jak już wspomniano uprzednio, kompleks dystrofi- 
na-DAG-merozyna stanowi połączenie cytoszkieletu 
podbłonowego z macierzą zewnątrzkomórkową. O ro ­
li tego kompleksu w przekazywaniu sygnałów niewiele 
w tej chwili wiadomo.

III-2.2. Receptor agryny

Agryna jest białkiem o masie 220 kD, konserwatyw­
nym, zbudowanym z powtarzających się 3 rodzajów 
domen: homologicznych z inhibitorem proteaz typu 
Kazała, z nabłonkowym czynnikiem wzrostu (EGF) 
oraz z lamininą. Agryna występuje w postaci licznych 
tkankowo-zróżnicowanych izoform. Izoforma agryny 
pochodząca z neuronów posiada, jako jedyna, zdol­
ność agregacji RACh. Izoforma ta wyróżnia się 8- 
aminokwasową wstawką w rejonie C-końca, której 
brak w innych izoformach. Agryna, syntetyzowana 
w motoneuronie, zostaje następnie przenoszona 
wzdłuż aksonu do synapsy nerwowo-mięśniowej, gdzie 
wydostaje się przez błonę presynaptyczną i jest w budo­
wywana w błonę podstawną. W błonie podstawnej 
utrzymuje się bardzo długo. Agryna tworzy kompleksy 
z czynnikami wzrostu i jest miejscem ich magazynowa­
nia w przestrzeni międzykomórkowej [42, 54, 55].

Receptorem agryny w komórce mięśniowej okazał 
się oc-dystroglikan (Ryc. 2B). Interakcja agryny z oc- 
dystroglikanem jest zależna od jonów C a 2 + , a hamuje 
ją heparyna i laminina. Efektem połączenia agryny

208 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 2 ) ,  1996http://rcin.org.pl



z kompleksem DAG jest agregacja RACh w błonie 
postsynaptycznej. Warunkiem agregacji RACh jest 
fosforylacja (3-podjednostki tego receptora przez bliżej 
niezidentyfikowaną kinazę tyrozynową, aktywowaną 
po przyłączeniu agryny do a-dystroglikanu. W wyniku 
przyłączenia agryny do kompleksu DAG  następuje, 
oprócz agregacji RACh, agregacja i organizowanie 
kilkunastu różnych białek cytoplazmatycznych i cyto- 
szkieletowych okolicy synapsy [42, 43, 55, 56], W pro­
cesach tych uczestniczy również rapsyna, stymulująca 
agregację RACh i połączenie RACh z kompleksem 
DAG [40], a także białko 87 kD, które przypuszczal­
nie ułatwia formowanie synapsy i stabilizuje ją [ 10] 
(Tab. 1, Ryc. 2B).

Występuje współzależność pomiędzy rodzajem li- 
gandu a-dystroglikanu, a powinowactwem kompleksu 
DAG do innych białek. Okazało się, że przyłączenie 
agryny do a-dystroglikanu powoduje interakcję (3- 
dystroglikanu z utrofiną, natomiast przyłączanie lami- 
niny interakcję z dystrofiną [43] (Ryc. 2A i 2B). Rodzaj 
ligandu, z jakim związany jest a-dystroglikan deter­
minuje sposób regulacji wiązania kompleksu z cyto- 
szkieletem komórki, ponieważ wiązanie F-aktyny przez 
utrofinę jest hamowane przez kalmodulinę w obecności 
jonów C a2 + , czego nie stwierdzono w przypadku 
wiązania F-aktyny przez dystrofinę [28, 57].

III-3. Współdziałanie z kinazami i przypuszczalny 
udział w przekaźnictwie sygnałów

Badania ostatnich lat wykazały, że kompleks DAG 
odgrywa prawdopodobnie ważną rolę w przekazywa­
niu sygnałów (ta rola kompleksu jest s tosunkowo mało 
poznana). Poniżej przedstawiono aktualnie dostępne 
informacje, bardzo fragmentaryczne, dotyczące tego 
zagadnienia.

Kompleks dystrofina-DAG pośredniczy przypusz­
czalnie w regulacji aktywności kinaz komórkowych. 
Z drugiej strony, poszczególne białka kompleksu, 
a zwłaszcza C-koniec dystrofiny, syntrofina i białko 87 
kD, są fosforylowane w wielu miejscach przez en­
dogenne kinazy białkowe [4, 58]. Sam oczyszczony 
kompleks dystrofina-DAG również wykazuje aktyw­
ność kinazy białkowej, fosforylującej reszty serynowe 
dystrofiny i syntrofiny. Aktywność tej kinazy jest 
zależna od jonów M g2 + ; kinazę tę aktywuje kal- 
modulina w obecności jonów C a2+ [59]. Żadne jednak 
z białek kompleksu DAG o poznanej sekwencji (ani a-, 
ani (3-dystroglikan ani adhalina) nie jest kinazą.

Kompleks glikoproteinowy uczestniczy przypusz­
czalnie w przekazywaniu informacji dla reorganizacji 
cytoszkieletu komórki, podobnie jak  receptory czyn­
ników wzrostu i integryny. Wskazuje na to bezpośred­
nia interakcja fł-dystroglikanu z białkiem Grb2, które 
jest przekaźnikiem sygnałów zewnątrzkomórkowych 
regulujących organizację cytoszkieletu [51, 60],

IV. Dystrofie mięśniowe

IV-1. Dystrofie spowodowane defektami dystrofiny

Dystrofia typu Duchenne’a (DMD) jest ciężkim 
postępującym schorzeniem mięśni, stwierdzanym u je­
dnego na 3500 urodzonych chłopców (z tego około 1 /3 
to nowe mutacje). Choroba ujawnia się w 3-5 roku 
życia jako  postępujące osłabienie mięśni. W obrazie 
mikroskopowym obserwuje się zmiany nekrotyczne 
komórek mięśniowych, ich zniszczenie i zastąpienie 
przez tkankę łączną i tłuszczową. D M D  w ciągu kilku 
lat prowadzi do zniszczenia mięśni, powodując unie­
ruchomienie dziecka i trudności w oddychaniu. C ho­
rzy ci rzadko przekraczają 20-ty rok życia [61],

Dystrofia mięśniowa typu Beckera (BMD) występu­
je około 10 razy rzadziej i ma łagodniejszy przebieg, 
przy czym ciężkość przebiegu BMD jest różna, zależna 
od rodziny, a nawet od osobnika [62], Część przypad­
ków dystrofii wywołanej defektem genu D M D  prze­
biega podobnie jak dystrofia obręczowo-kończynowa
[63], a także jako nietypowe miopatie lub kardiomio- 
patia, k tóra może być jedynym objawem choroby [64, 
65], U chorych na dystrofie D M D /B M D , a także u m a­
tek nosicielek stwierdza się we krwi podwyższony po­
ziom enzymów mięśniowych. U części nosicielek wy­
stępują objawy miopatyczne o różnym nasileniu [64],

Przyczyną wymienionych dystrofii są mutacje w ob­
rębie genu DM D , powodujące brak dystrofiny lub 
syntezę jej zmienionej formy. Mutacje mogą dotyczyć 
zarówno odcinków kodujących, jak i intronów. Gen 
dystrofiny może ulegać delecjom lub duplikacjom (w 
około 60-65% przypadków D M D /B M D ) mutacjom 
punktowym oraz mutacjom zmieniającym obróbkę 
pre-mRNA (splicing mutation). Delecje mogą powodo­
wać syntezę krótszej dystrofiny z zachowaniem ramki 
odczytu (reading in-frame), co prowadzi zwykle do 
dystrofii Beckera. Natomiast mutacje powodujące 
przesunięcie ramki odczytu są najczęściej przyczyną 
przedwczesnego przerwania syntezy dystrofiny i wy­
stąpienia dystrofii Duchenne’a [8, 62, 64, 66], Typ 
dystrofii i ciężkość jej przebiegu w znacznym stopniu 
zależy od umiejscowienia defektu w cząsteczce dys­
trofiny. Defekt okolicy C-końca wywołuje w 95% 
przypadków D M D , a defekt okolicy N-końca powo­
duje najczęściej ciężkie postacie BMD. Defekty środ­
kowych rejonów cząsteczki dystrofiny powodują zwy­
kle BM D o różnym stopniu ciężkości, a także nietypo­
we miopatie, albo kardiomiopatie [8, 62, 63, 65], Są 
liczne wyjątki od tych reguł, w tym przypadki bezob- 
jawowe, mimo dużej delecji genu D M D  [64, 67, 68].

U nosicielek D M D /B M D  w jądrach włókna mięś­
niowego, które jak wiadomo jest wielojądrzastym 
komórczakiem, następuje alternatywnie ekspresja pra­
widłowego, lub zmutowanego genu DMD. W efekcie, 
we włóknie mięśniowym znajdują się odcinki zawiera­
jące prawidłową dystrofinę naprzemiennie z odcin­
kami bez dystrofiny. W tych ostatnich często jest 
obecna utrofiną w sarkolemie [38],

Brakiem dystrofiny są spowodowane również dys-
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trofie zwierzęce, powstałe w wyniku spontanicznych 
mutacji. Najlepiej poznane z nich to dystrofia mysia 
mdx [69] i dystrofia psia grmd [70], Dystrofia mysia 
mdx (X-linked muscular dystrophy) spowodowana jest 
mutacją punktową w obrębie eksonu, k tóra powoduje 
przedwczesne przerwanie translacji i ekspresję ułomnej 
dystrofiny, zawierającej tylko domenę N-końcową 
i około 1/3 domeny drugiej [71]. Z niejasnych przy­
czyn u myszy mdx  objawy dystrofii są nieznaczne (za 
wyjątkiem mięśni przepony [72]; cięższe objawy dys­
trofii pojawiają się dopiero u starszych zwierząt [73]. 
Dystrofia mysia mdx  jest powszechnie używanym 
obiektem do badań nad dystrofią mięśniową i k o m ­
pleksem dystrofina-DAG.

Dystrofia psia grmd (golden river muscular dystrop­
hy), której obraz chorobowy przypomina bardzo 
DM D , jest spowodowana zamianą jednej zasady w in- 
tronie 6. Mutacja ta powoduje wadliwą obróbkę 
pre-mRNA i w efekcie powstawanie bardzo krótkiej 
dystrofiny, zawierającej tylko produkt pierwszych sze­
ściu eksonów [74],

Bardzo wiele kwestii dotyczących D M D /B M D  jest 
ciągle niewyjaśnionych. Na przykład, dlaczego przy 
analogicznym defekcie genu, kliniczny przebieg choro­
by jest tak bardzo różny, zależnie od gatunku, rodziny 
dotkniętej dystrofią, a nawet osobnika. Nieznana jest 
też przyczyna wystąpienia objawów dystrofii dopiero 
w pewnym wieku, oraz mechanizm który wyzwala 
chorobę, a także objęcie chorobą tylko niektórych 
grup mięśni.

IV-2. Dystrofię spowodowane zmianami w k o m ­
pleksie D A G  i w merozynie

Brak adhaliny (50 kD składnik kompleksu DAG), 
spowodowany mutacją genu tego białka, znajdującego 
się w 17 chromosomie, (17q21) wywołuje ciężką dys- 
trofię dziecięcą, o dziedziczeniu autosomalnym recesy- 
wnym, nazwaną SCAR M D (Severe Childhood Auto­
somal-Recessive Muscular Dystrophy). Choroba ta jest 
spotykana głównie w północnej Afryce. Dystrofię
0 identycznym przebiegu powoduje też defekt genu 
w chromosomie 13 (13q 12). Defektem adhaliny spow o­
dowana jest również kardiomiopatia chomików 
BIOI4.6  [44, 75, 76],

Brak merozyny w mięśniu, związany z defektem 
genu w chromosomie 6 (6p22-23), jest przyczyną 
dystrofii mięśniowej wrodzonej — C M D  (Congenital 
Muscular Dystrophy) oraz dystrofii mysiej dy. Dys­
trofia wrodzona charakteryzuje się wiotkością i osła­
bieniem mięśni; ma ona zróżnicowany przebieg klini­
czny [77-79],

Obniżoną zawartość merozyny w mięśniu stwier­
dzono w dystrofii wrodzonej Fukuyam y [53, 78], 
W chorobie tej objawy kliniczne dotyczące układu 
mięśniowego są zbliżone do dystrofii Duchenne’a. 
Ponadto  charakteryzuje się ona wiotkością mięśni
1 poważnymi uszkodzeniami układu nerwowego. Dys-

(rndxj (grmd) (31014 ~s) (dy)

Ryc. 3. H ipo te tyczny  schem at  sugeru jący  w jak i  sp o só b  defekty 
genetyczne n iek tó rych  białek, p o w o d u jące  uszkodzen ie  
ko m p lek su  d y s t ro f in a -D A G ,  d o p ro w a d z a ją  do  w ys tąp ien ia  
dystrofii.  9 q 3 1-33 —  miejsce w genie, w obręb ie  k tó rego  
zna jdu je  się defekt pow o d u jący  dystrofię F u k u y a m y  [78];  
D M D  —  dystrof ia  D u c h e n n e ’a; B M D  —  dystrof ia  Beckera; 
S C A R M D  —  ciążka  dystrof ia  dziecięca z dziedziczeniem 
a u to s o m a ln y m  recesywnym; C M D  —  dystrof ia  w ro d zo n a ;  
F U K U Y A M A  —  dystrofia  w ro d z o n a  F u k u y a m y .  M ode le  
dystrofii  zwierzęcych: m dx  [71], dy  [77]  —  mysi; grm d  [70] 

psi; B IO I4 .6  [44]  — chom ików . Strzałki  p rzeryw ane o z n a ­
czają przypuszczalne zależności. (W zorow ane  na  schem atach  
M a t s u m u r y  i w s p .  [75]  i O h l e n d i e c k ’ a  [79]).

trofia Fukuyamy występuje u Japończyków i jest 
dziedziczona drogą autosomalną recesywną [61]. De­
fekt genetyczny będący przyczyną dystrofii Fukuyamy 
nie został jeszcze określony, wiadomo jednak, że do ­
tyczy on chromosomu 9 (rejon 9q31-33) [78], W dys­
trofii Fukuyamy w sarkolemie dojrzałego mięśnia jest 
obecna laminina A zamiast merozyny. Obecność lami- 
niny A stwierdzono również w niektórych przypad­
kach D M D  oraz u nosicielek tego schorzenia [53].

Znaleziono współzależność zawartości w mięśniu 
dystrofiny oraz białek kompleksu DAG, a także lami- 
niny i niektórych białek cytoszkieletu. Brakowi dys­
trofiny, lub brakowi jej C-końca, towarzyszy spadek 
zawartości białek DAG w mięśniu, przy równocześnie 
zachowanym poziomie ich mRNA [27, 45, 46]. D oty­
czy to też nosicielek D M D , u których następuje 
zmniejszenie zawartości białek DAG we włóknach 
mięśniowych, w których brak dystrofiny [39]. Brak 
dystrofiny może powodować również zmniejszenie 
zawartości w mięśniu merozyny [53] oraz niektórych 
białek cytoszkieletu [80]. Z kolei, brakowi adhaliny 
towarzyszy spadek zawartości dystrofiny i białek 
DAG, zwłaszcza białka 35 kD [75]. W dystrofii 
Fukuyamy stwierdzono spadek zawartości merozyny, 
białek kompleksu DAG (zwłaszcza (3-dystroglikanu), 
dystrofiny i spektryny [53, 78, 81]. Przyczyny tych 
współzależności nie są znane. Udowodniono jednak, że 
nie są one wtórnym, niespecyficznym efektem zmian 
nekrotycznych i degeneracji mięśnia [68]. Jak się 
przypuszcza, brak jednej z komponent destabilizuje 
cały kompleks i powoduje degradację innych białek 
kompleksu. Reasumując, wspólną cechą dystrofii mięś­
niowych: Duchenne’a, SCARMD, C M D  oraz Fukuya-
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my są nieprawidłowości kompleksu dystrofina- 
-DAG-merozyna lub/i zmniejszenie jego ilości w sar- 
kolemie. Jest to spowodowane brakiem lub defektem 
poszczególnych komponent kompleksu. Uważa się 
powszechnie, że nieprawidłowe funkcjonowanie kom ­
pleksu dystrofina-DAG-merozyna jest przyczyną 
uszkodzenia sarkolemy i nekrozy włókien mięśnio­
wych [ 8, 68 , 79, 82] (Ryc. 3).

IV-3. Przepuszczalna rola kompleksu dystrofina- 
DAG

Powszechnie uznaną rolą kompleksu dystrofina- 
-DAG w mięśniu prążkowanym jest połączenie apara­
tu skurczu i cytoszkieletu z macierzą zewnątrzkomór- 
kową, pozwalające na przenoszenie napięcia z aparatu 
skurczu. Brak kompleksu, lub jego defekt, powodują 
destabilizację peryferyjnych części włókna mięśnio­
wego i obniżenie siły, jaką może ono rozwijać w czasie 
skurczu. Prowadzi to do mniejszej efektywności pracy 
mięśnia, jak też może ułatwiać mechaniczne uszkodze­
nia włókien w czasie skurczu [8, 27, 79, 83, 84],

Obecność dystrofiny i prawidłowy skład kompleksu 
dystrofina-DAG są warunkiem prawidłowego funkc­
jonowania sarkolemy. Defektom kompleksu towarzy­
szy zmniejszona mechaniczna i osmotyczna odporność 
i wiotkość sarkolemy, co prowadzi do łatwości jej 
uszkodzenia [25, 68, 83, 85]. Wydaje się więc, że kom ­
pleks dystrofina-DAG jest częścią, rozwiniętego w mię­
śniu prążkowanym, mechanizmu wzmacniającego bło­
nę komórkową. Podobieństwo budowy dystrofiny do 
spektryny sugeruje jej udział w utrzymywaniu elastycz­
ności błony i ochronie błony przed mechanicznym 
urazem. Przypuszczalnie utrofina pełni podobną rolę 
do dystrofiny i może ją częściowo zastępować funk­
cjonalnie, a także może z nią być syntetyzowana za­
miennie, ponieważ przy braku dystrofiny utrofina po­
jawia się w obrębie całej sarkolemy [ 8, 38, 68 , 79, 83].

Zmniejszona mechaniczna i osmotyczna odporność 
sarkolemy w mięśniu dystroficznym ułatwia jej uszko­
dzenia i prowadzi do zwiększenia przepuszczalności. 
Umożliwia to wydostawanie się zawartości z włókna 
mięśniowego do przestrzeni zewnątrzkomórkowej, 
i odwrotnie. Efektem uszkodzeń lub/i zwiększonej 
przepuszczalności sarkolemy jest podwyższenie pozio­
mu enzymów mięśniowych w osoczu (na co wskazuje 
zwiększona ich aktywność w osoczu), a także przedo­
stawanie się do włókna mięśniowego zawartości prze­
strzeni międzykomórkowej, w tym jonów C a 2 + . P od­
wyższony poziom jonów C a 2 + jest powszechnie stwie­
rdzany w dystroficznych włóknach mięśniowych. 
Zwiększony napływ jonów C a2+ do komórki jest 
również uważany za bezpośredni skutek nieprawid­
łowości kompleksu dystrofina-DAG, ponieważ kom ­
pleks uczestniczy w regulacji przepuszczalności kana­
łów wapniowych sarkolemy [4, 68, 83, 86], Jak się 
powszechnie przypuszcza, podwyższony poziom jo ­
nów C a 2+ w dystroficznym włóknie mięśniowym

przyczynia się do powstawania jego uszkodzeń i zmian 
nekrotycznych. Może następować to w wyniku zarów­
no aktywacji kalpain [87, 88], jak i bezpośredniego 
niszczącego działania jonów C a 2 + na włókno mięśnio­
we [89, 90],

Powszechnie wiadomo, że prawidłowe przekazywa­
nie sygnałów z przestrzeni pozakomórkowej jest wa­
runkiem normalnego funkcjonowania komórki. M oż­
na więc przypuszczać, że zaburzenie przekazywania 
sygnałów, w wyniku defektu kompleksu DAG, staje się 
przyczyną nekrozy albo apoptozy włókna mięśnio­
wego lub innych zmian spotykanych w dystrofii [60],

Wymienione przypuszczalnie efekty wadliwego fun­
kcjonowania kompleksu dystrofina-DAG-merozyna 
były w przeszłości przyjmowane jako alternatywne 
przyczyny powstawania zmian nekrotycznych i dege- 
neracyjnych w dystroficznym mięśniu. Wydaje się 
jednak, że wobec wielofunkcyjności kompleksu, te 
niekorzystne zjawiska mogą zachodzić równocześnie 
i wzajemnie się potęgować [79].

Rola dystrofiny i jej izoform, jak też białek DAG 
w innych tkankach jest bardzo mało poznana. Ze 
względu na wielofunkcyjność tych białek, trudno jest 
ekstrapolować wnioski uzyskane z badań mięśni.

V. Uwagi końcowe

Rola dystrofiny i związanego z nią kompleksu 
glikoproteinowego sarkolemy jest ciągle daleka od 
pełnego wyjaśnienia. Można przypuszczać, że kom ­
pleks ten pełni we włóknie mięśniowym bardzo istotne 
następujące funkcje.
1) za pośrednictwem kompleksu dystrofina-DAG- 
merozyna aparat skurczu mięśnia szkieletowego jest 
połączony z macierzą zewnątrzkomórkową i tą drogą 
przenoszone zostaje napięcie wytwarzane przez aparat 
skurczu.
2) Kompleks dystrofina-DAG jest receptorem lamini- 
ny, a w obrębie synapsy nerwowo-mięśniowej recep­
torem agryny. Kompleks jest przekaźnikiem sygnałów, 
uczestniczącym w kontroli organizacji receptora ace- 
tylocholinowego i innych białek w obrębie synapsy 
nerwowo-mięśniowej, jak też przypuszczalnie w kont­
roli organizacji cytoszkieletu komórki.
3) Obecność kompleksu dystrofina-DAG wydaje się 
być warunkiem prawidłowego funkcjonowania sar­
kolemy. Nieprawidłowości w obrębie komplesu są 
przyczyną zmniejszonej mechanicznej i osmotycznej 
odporności sarkolemy i w efekcie łatwości jej uszko­
dzenia oraz zwiększenia przepuszczalności.
4) Brak lub ułomność poszczególnych komponent 
kompleksu prowadzi do niestabilności i zmniejszenia 
zawartości innych jego składników oraz niektórych 
innych białek włókna mięśniowego. Wadliwa struk­
tura i/lub funkcjonowanie kompleksu jest wspólną 
cechą kilku różnych dystrofii mięśniowych i jest uwa­
żana za przyczynę najcięższych objawów dystroficz­
nych.
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I. Wprowadzenie

Kalcyklina jest białkiem wiążącym jony wapnia, 
posiadającym tzw. motywy ”E F-hand” — wyspec­

1 D r,  2 m gr , 3 prof. d r  hab., Z ak ład  Biochemii Mięśni, 
In s ty tu tu  Biologii Doświadczalnej im. M. N enckiego PA N, 
ul. P a s te u ra  3, 02-093 W arszaw a

jalizowane struktury umożliwiające wiązanie tego ka­
tionu. Pojedynczy motyw ”E F-hand” składa się 
z dwóch odcinków a-helisy połączonych pętlą zawiera­
jącą głównie kwaśne reszty aminokwasowe, które 
poprzez atomy tlenu koordynują jon wapnia tworząc 
kompleks o strukturze oktaedrycznej.

Analiza sekwencji białek wiążących jony wapnia 
wykazała, że są one zbudowane najczęściej z dwóch,
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czterech lub sześciu motywów ”E F-hand”. Typowymi 
przykładami białek zawierających 4 motywy ”EF- 
-hand” są kalmodulina i troponina C. Znane są także 
parwalbuminy zbudowane z trzech motywów ”EF- 
-hand”, z których jeden jest niefunkcjonalny. Dotych­
czas zidentyfikowano ponad 200 białek zawierających 
motywy ”E F-hand”. Strukturę i występowanie wielu 
z nich zbadano, ale tylko dla nieznacznej części tych 
białek określono funkcję [ 1],

Białka zbudowane z dwóch motywów ”E F-hand” 
stanowią grupę zwaną rodziną białek S-100 [2-5]. 
Przykładami białek z tej rodziny są: mózgowe białka 
S-lOOa i S-100(3, kalbindyna D-9k, białka M R P -8 
i MRP-14, białko p i l ,  kalwaskulina. Do tej rodziny 
należy też kalcyklina.

Zm iana konformacji białek wiążących C a2+ jaka 
dokonuje się po związaniu jonów wapnia sprawia, że 
białka te mogą łączyć się z białkami efektorowymi 
— enzymami i białkami strukturalnymi. W ten sposób 
białka wiążące C a2+ wpływają na różne procesy 
komórkowe takie jak: skurcz mięśni, ruchliwość ko­
mórek niemięśniowych, uwalnianie neurotransmite- 
rów, procesy endocytozy i egzocytozy, metabolizm 
glikogenu, proteoliza, procesy związane z mitozą i ko­
munikacją międzykomórkową.

II. Odkrycie kalcykliny i jej występowanie

Kalcyklinę po raz pierwszy wyizolowano z komórek 
raka wysiękowego Ehrlicha w naszym laboratorium 
[6]. Jednak istnienie tego białka postulowano wcześ­
niej badając geny aktywowane przez czynniki wzros­
towe. Zidentyfikowano wówczas gen kalcykliny i po­
kazano, że poziom mRNA kalcykliny zmienia się 
w sposób zależny od fazy cyklu komórkowego [7, 8]. 
Podwyższoną ekspresję kalcykliny zaobserwowano 
też w ostrych białaczkach szpikowych. Na podstawie 
tych danych sugerowano, że kalcyklina może brać 
udział w progresji cyklu komórkowego. Nowsze bada­
nia wskazują, że kalcyklina występuje w wielu różnych 
tkankach i komórkach [9-11]. Jej obecność stwier­
dzono np., w komórkach nabłonkowych i fibroblas- 
tach [12-14], w płytkach krwi u człowieka [15] 
i w niektórych neuronach mózgu szczura [16]. Izofor- 
my kalcykliny wyizolowano także z tkanki doczesnej 
myszy [17], z tkanki płucnej królika [18], z mięśni 
gładkich żołądka kurczęcia [19, 20] oraz z mięśnia 
sercowego wołu [21],

III. Struktura kalcykliny

N a podstawie sekwencji nukleotydów genu kalcyk­
liny sugerowano, że hipotetyczny produkt tego genu 
jest białkiem wiążącym jony wapnia [22]. Badania 
przeprowadzone w naszym laboratorium potwierdziły 
tę hipotezę. Metodami bezpośrednimi i pośrednimi 
pokazano, że kalcyklina z komórek raka Ehrlicha 
wiąże dwa jony wapnia i zmienia swoją konformację

po związaniu tego kationu [ 6, 23], Zmiana konfor­
macji pod wpływem jonów wapnia jest cechą charak ­
teryzującą białka wiążące jony wapnia, zawierające 
motywy ”E F-hand”. W wyniku zmiany konformacji 
wzrasta hydrofobowość kalcykliny, co zostało wyko­
rzystane m.in. do oczyszczenia tego białka na kolum ­
nie z hydrofobowym nośnikiem — fenylo-Sepharozą. 
Wykazano także, że kalcyklina wiąże jony cynku 
podobnie jak białko S-100(3 [24] oraz, że w sposób 
zależny od stężenia jonów wapnia wiąże się z kwasem 
sjalowym [25]. Wiązanie ligandów niebiałkowych, 
hydrofobowość, immunogenność i inne właściwości 
badano zarówno dla całej cząsteczki kalcykliny jak 
i dla jej fragmentów otrzymanych po rozszczepieniu 
bromocyjanem [26].

Izoforma kalcykliny z komórek raka Ehrlicha za­
wiera jedną resztę cysteiny i, w odróżnieniu od kalcyk­
liny wyizolowanej z płuc królika i z mięśni gładkich 
żołądka kurczęcia, tworzy dwa rodzaje dimerów: k o ­
walencyjny i niekowalencyjny. Przy zastosowaniu o d ­
czynników sieciujących i metody filtracji żelowej p oka­
zano, że formą fizjologiczną kalcykliny jest dimer 
niekowalencyjny [27]. Wyniki te zostały ostatnio 
potwierdzone przez C h a z i n a  i w sp .,  którzy opi­
sali strukturę dimeru kalcykliny stosując metodę m ag­
netycznego rezonansu jądrowego (NMR) [28], W yka­
zano, że wszystkie motywy ”E F-hand” w dimerze są 
w ścisłym kontakcie między sobą. Obie podjednostki 
łączą się N- i C- końcowymi odcinkami a-helis, co 
nadaje białku charakter globularny.

IV. Funkcja kalcykliny

Poziom mRNA kalcykliny wzrasta w fazie G j cyklu 
komórkowego po sytmulacji fibroblastów w hodowli 
czynnikami wzrostowymi [9, 22], Podwyższony po ­
ziom ekspresji kalcykliny związany jest często z trans­
formacją nowotworową [7, 8, 1 1, 25, 29], a w nowoto- 
rach o wysokim stopniu przerzutowości obserwuje się 
nawet 10-krotny wzrost poziomu kalcykliny [30]. 
W tkankach prawidłowych kalcyklina występuje głów­
nie w komórkach proliferujących takich jak fibroblas- 
ty i komórki nabłonkowe [ 12], co może wskazywać na 
(przypuszczalny) udział kalcykliny w procesach zwią­
zanych z podziałami komórkowymi. Stany patologicz­
ne, które cechuje zwiększona proliferacja tych dwóch 
typów komórek mogą być diagnozowane na pod- 
stgawie oznaczenia poziomu kalcykliny [13, 14],

Liczne badania sugerują, że kalcyklina może rów­
nież pełnić rolę w procesach różnicowania. I tak np. 
poziom mRNA kalcykliny wzrastał podczas różnico­
wania się komórek PC 12 pod wpływem nerwowego 
czynnika wzrostowego [31, 32], w komórkach linii 
neuroblastoma (nerwiaka zarodkowego) po trak tow a­
niu kwasem retinowym [10, 29] oraz w procesach 
różnicowania komórek mieszka włosowego [33]. In ­
nym przykładem udziału kalcykliny w procesach róż­
nicowania może być jej ekspresja w tkankach narzą­
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dów rozrodczych u ciężarnej myszy [34],
Wysoki poziom kalcykliny obserwowany jest też 

w tkankach wydzielniczych, co sugeruje jej udział 
w procesie sekrecji [35]. Kalcyklina może być również 
wydzielana do przestrzeni międzykomórkowej, a za­
tem może uczestniczyć w różnych procesach na ze­
wnątrz komórki [17, 35-37]. Wykazano m.in., że 
kalcyklina stymuluje komórki trofoblastów łożyska do 
wydzielania laktogenu [17], a podana z zewnątrz sty­
muluje wydzielanie insuliny przez komórki (3 trzustki
[36]. Kalcyklina może też brać udział w procesach 
wydzielania śluzu [35] oraz w regeneracji komórek 
nabłonkowych rogówki oka [38].

T a b e la  1.
Białka z rodziny  S-100

N a zw a
w/g

najnowszej
n o m e n k la tu ry

S ynon im y W ystępow an ie

E kspresja  
za leżna  

od cyklu 
k o m ó rk o w e g o  

lub e tapu  
różn icow an ia

Przypuszcza lna  funkcja

SI 00 A 1 S100a, S I 0 0 A neurony ,  nerka ,  tk a n k a  mięś­
n iowa +

regulacja:  cyklu k o m ó rk o w e g o ,  p ro ce ­
sów energetycznych,  skurczu

S100A2 S100L, C a N 1 9 k o m ó rk i  tkank i  płucnej

S100A3 S100E

S100A4 K alw asku l ina ,  C A P L ,  p9K a,  
42A, pE L98,  m t s l ,  m etas ta ty -  
na, 18A2

k o m ó rk i  mioepitel ia lne, k o ­
m órk i  n o w o tw o ro w e  o w yso­
kim stopn iu  przerzu tow ośc i

+
regulacja  cyklu k o m ó rk o w e g o ,  ró żn ico ­
wanie, regulacja  funkcji  cytoszkieletu

SI 00 A 5 S100D

SI 00 A 6 K alcyklina,  C A C Y , 2A9, 
PR A , C a B P ,  5B10

fibroblasty, k o m ó rk i  n a b ło n ­
kowe +

różn icow anie ,  sekrecja ,  regulacja  cyklu 
k o m ó rk o w e g o  i funkcji  cytoszkieletu

SI 00 A 7 P S O R 1 ,  p so r iazyna łożysko ludzkie, zm ien iony  
c h o ro b o tw ó rc z o  naskórek

S100A8 K a lg ra n u l in a  A, M R P -8 ,  p8, 
M A C 387,  B8Ag, LI Ag, 
C P-10 ,  M IF ,  N IE

granulocy ty ,  m onocy ty ,  m ak-  
rofagi w ostrych i p rzew lek­
łych s tanach  zapa lnych

+
o d p o w ied ź  n a  czynniki ch em otak tyczne ,  
regulacja  cyklu k o m ó rk o w e g o ,  regulacja 
ak tyw nośc i  kinaz,  różn icow anie

S100A9 k a lg ran u l in a  B, C F A g ,  
M R P 1 4 ,  p l4 ,  M A C387, 
B8Ag, LI Ag, M IF ,  N I F

granu locy ty ,  m onocy ty ,  m ak-  
rofagi  w ostrych i p rzew lek­
łych s tanach  zapa lnych

+

od p o w ied ź  na  czynniki  chem otak tyczne ,  
regulacja  cyklu  k o m ó rk o w e g o ,  regulacja  
ak tyw nośc i  k inaz

S100A10 p i l ,  lekki  łańcuch  k a lp ak ty -  
ny, plO, 42C

ob sz a r  p o d b ło n o w y  różnych  
typów  k o m ó rek +

regulacja  u w aln ian ia  n eu ro t ransm i te -  
rów, przeciwdzia łanie  s ta n o m  zapa lnym

S100B N E F ,  S100p tk a n k a  glejowa, tk a n k la  t łu ­
szczowa +

różn icow an ie  o raz  regulacja: cyklu k o ­
m órk o w eg o ,  p rocesów  energetycznych,  
funkcji  cytoszkieletu,  skurczu

SIOOC kalg izaryna mięśnie g ładkie  ż o łą d k a  k u r ­
częcia

SI OOP łożysko ludzkie +

C A L B 3 IC aB P ,  k a lb in d y n a  D9k k o m ó rk i  n a b ło n k o w e  jelita 
cienkiego

bufor  jo n ó w  w apnia ,  regulacja  h o m e o ­
stazy w apniow ej

S 100F -P profi lagryna k o m ó rk i  n a s k ó rk a + reglacja funkcji  cy toszkieletu

S100F-T tr ichoh ia lina k o m ó rk i  n a s k ó rk a + regulacja  funkcji  cytoszkieletu

Zmiana konformacji kalcykliny indukowana jo n a ­
mi wapnia wpływa na jej oddziaływanie z innymi 
białkami, tak jak ma to miejsce w przypadku kal- 
moduliny [39]. Zidentyfikowano dwa białka, które 
reagują z kalcykliną z komórek Ehrlicha po związaniu 
przez nią jonów wapnia. Są to aneksyna II (p36) 
i dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego [40- 
42], Natomiast kalcyklina wyizolowana z płuc królika 
wiąże się z aneksyną XI (CAP-50) zależnie od stężenia 
jonów wapnia [43], a izoforma kalcykliny z mięśni 
gładkich żołądków kurcząt — z kaldesmonem i kal- 
poniną [19, 20, 44], Fizjologiczne znaczenie komplek­
sów kalcykliny z jej potencjalnymi białkami docelowy­
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mi: dehydrogenazą aldehydu 3-fosfoglicerynowego, 
aneksyną II, aneksyną XI, kaldesmonem czy kal- 
poniną nie jest dotychczas jednoznacznie wyjaśnione. 
G a b i u s  i ws p .  [25] oraz Z e n g  i G a b i u s  
[21] wykazali, że kalcyklina wiąże się z kwasem 
sjalowym, będącym jednym ze składników tzw. błon 
podstawnych tkanek, co może potwierdzać obecność 
kalcykliny w błonach komórkowych. Ponieważ 
M u r p h y  i ws p .  [45] wykazali, że kalcyklina jest 
białkiem połączonym z receptorem prolaktyny gru­
czołu piersiowego człowieka można spodziewać się 
udziału tego białka w procesach związanych z regula­
cją hormonalną.

Uwagi końcowe

Opisane w niniejszym artykule dane dotyczące 
kalcykliny pokazują jak dużo wiadomo na temat jej 
struktury, właściwości i występowania, i jak mało na 
temat rzeczywistych funkcji tego białka. Szczególnie 
istotną rolę w poznaniu struktury kalcykliny odegrały 
badania C h a z i n a  i w sp . ,  którzy określili przy 
użyciu N M R  jej strukturę trzeciorzędową. Potwier­
dzili oni wyniki uzyskane wcześniej w naszym labora­
torium, pokazujące, że w stanie natywnym kalcyklina 
występuje w postaci niekowalencyjnego dimeru. Kwe­
stia ta ma istotne znaczenie dla wyjaśnienia funkcji 
kalcykliny, gdyż niektóre białka z rodziny S-100 są 
aktywne biologiczne tylko w postaci dimeru o od ­
powiedniej konformacji. I tak np. proliferacja komórek 
gleju oraz różnicowanie się neuronów zachodzą in 
vitro pod wpływem tylko jednego z dimerów S-lOOfł 
i nie zachodzą pod wpływem monomeru S-100(3.

Postulowany udział kalcykliny w takich procesach 
komórkowych jak proliferacja, różnicowanie, wydzie­
lanie, regulacja hormonalna czy też procesy związane 
z organizacją cytoszkieletu opiera się na wielu obser­
wacjach z różnych laboratoriów, ale brak jest d o ­
statecznych dowodów na to, że kalcyklina bierze 
udział w tych procesach. Mało prawdopodobny jest 
również udział kalcykliny we wszystkich wspomnia­
nych wyżej procesach chyba, że pełniłaby ona rolę 
czynnika buforującego C a 2 + . Problem czy kalcyklina 
pełni rolę takiego czynnika czy też jest sensorem, który 
po aktywacji komórki przenosi sygnał na inne białka 
efektorowe pozostaje do wyjaśnienia.

Badanie kalcykliny i innych białek S-100 jest zagad­
nieniem pasjonującym i doprowadzi zapewne w naj­
bliższym czasie do wyjaśnienia funkcji tych białek 
w komórce. Oprócz kalcykliny znanych jest 15 białek 
S-100 o różnej specyficzności komórkowej i pojawiają­
cych się na różnych etapach rozwoju komórki (Tab. 1). 
Jakie mechanizmy są odpowiedzialne za komórkowo 
specyficzne występowanie tych białek? Odpowiedź na 
to i inne pytania przyniosą badania regulacji ekspresji 
genów białek S-100 oraz badania ich interakcji z biał­
kami docelowymi in vivo. Planujemy uczestniczyć 
w tego typu badaniach, a w szczególności zamierzamy

badać: rekombinowane białka S-100 i ich zmutowane 
formy, komórki transfekowane plazmidami kodujący­
mi te białka, zwierzęta transgeniczne lub zwierzęta 
infekowane wektorami wirusowymi zawierającymi 
gen kalcykliny lub geny innych białek S-100. Wiedza 
na ten temat może być w przyszłości wykorzystana 
w praktyce do ukierunkowanej komórkowo ekspresji 
genów.

Praca  w y k o n a n a  w ra m ac h  g ran tu  K B N  N r 6 P207 099 06

Artykuł otrzymano 26 lutego 1996 r. 
Zaakceptowano do druku 5 marca 1996 r.

Piśmiennictwo

1. H e i z m a n n  C W ,  H u n z i k e r  W (1991) W: B ronner  F  (red) 
In trace llu la r  C a lc ium  R egula tion  Alan R Liss Inc, 211-247

2. K 1 i g m a n D, H i 11 D C  (1988) T IB S  13: 437-443
3. D o n a t o  R (1991) Cell Calcium  12: 713-726
4. Z  i m m e r D B. C o r n w a l l  E H ,  L a n d a r A,  S o n g  

W (1995) Brain Res Bull 37: 417-429
5. F  a n o G, B i o c c a  S, F u 11 e S, M a r i g g i o M A, B e 1 i a S, 

C a 11 i s a n o P (1995) Progress in N eurob io l 46: 71-82
6. K u 7. n i c k i J. F  i I i p e k A (1987) Biochem  J  247: 663-667
7. C a l a b r c t t a  B. K a c z m a r e k  L, M a r s  W,  O c h o a  D,  

G i b s o n  C  W,  H i r s c h h o r n  R H ,  B a s e r g a  R (1985) Proc 
N a tl A cad  Sci U SA  82: 4463-4467

8. C a l a b r e t t a  B, V e n t u r e l l i  D.  K a c z m a r e k  L,  N a -  
r n i  F,  T a l p a z  M , A n d e r s o n  B. B e r  a n  M,  B e s e r g a  
R (1986) Proc N a tl A cad  Sci U SA  83: 1495-1498

9. G u o  X, C h a m b e r s  A F ,  P a r f e t t  C L  J, W a t e r h o u s e  
P.  M u r p h y  L C ,  R e i d  R E ,  C r a i g  A M , E d  w a r d s  D R ,  
D e n h a r d t D T  (1990) Cell G rowth D iff  1: 333-338

10. T  o n i n i G  P, A n t o n e 11 a C, C a r a  A,  D i  M a r t i n o  
D (1991) C ancer Res 51: 1733-1737

11. W e t e r m a n  M A J , S t o  o p e n  G M , v a n  M u i j e n  G N P ,  
K u ź n i c k i J, F  u i t e r D  J. B 1 o e m e r s H P  J (1992) C ancer  
Res 52: 1291-1296

12. K u ź n i c k i J, K o r d o w s k a  J, P u z i a n o w s k a  M . W o -  
ź n i e w i c z  B M ( 1 992) E xp  Cell Res 200: 425-430

13. W o ź n i c w i c z  B M .  K o r d o w s k a  J . K I u g e  P,  P u z i a ­
n o w s k a  M, K u ź n i c k i J (1993) A cta  H istochem  C ytochem  
26: 397-404

14. K o r d o w s k a  J, A p e l  A,  B r a n d  1 A, K u ź n i c k i J (1994) 
A cta  H istochem  C ytochem  27: 205-218

15. T  o m i d a Y, T e r a s a w a  M,  K a b a y a s h i  R, H i d a  k a 
H (1992) Biochem  B iophys Res C om m un  189: 1310-1316

16. F i l i p e k  A , P u z i a n o w s k a  M , C i e ś l a k  B. K u ź n i c  k i  
J (1993) N eu ro R ep o rt 4: 383-386

17. T h o r d a r s o n  G,  S o u t h a r d  J N,  T a l a m a n t e s  
F  (1991) E ndocrinology  129: 1257-1265

18. T o k  u m  i t  s u  H. K a b a y a s h i  R,  H i d a k a  H (1991) Arch  
Biochem  B iophys 288: 202-207

19. M a n i  RS ,  M c C u b b i n  W  D, K  a y C  M  (1992) B iochem ist­
ry  31: 1398-1404

20. F i l i p e k  A. Z  a s a d a A, W  o j d a U, M a k u c h R, D  ą  b - 
r o w s k a R (1996) Com p Biochem  P hysio l 1 13B: w d ru k u

21. Z e n g  F - Y ,  G a b i u s  H J (1992) Biochem  In t 26: 17-24
22. C  a 1 a b r c 11 a B, B a 11 i n i R, K a c z m a r e k  L, D c R i e 1 

J K ,  B a s e r g a  R (1986b) J  B iol C hem  261: 12628-12632
23. K u ź n i c k i J. F i 1 i p e k A, H u n z i k e r P E, H u b e r S, 

H e i z m a n n  C W ( 1 989) Biochem  J  263: 9 5 1 -956
24. F i l i p e k  A,  H e i z m a n n  C W ,  K u ź n i c k i  J (1990) F E B S  

L ett 264: 263-266
25. G a b i u s  H J ,  B a r d o s i  A,  G a b i u s  S, H e l l m a n n  K P ,  

K a r a ś  M . K r a t z i n  H(  1989) Biochem  B iophys Res C om m un  
163: 506-512

26. W o j d a  U, K u ź n i c k i J (1993) In t J  B iochem  25: 999-1007
27. W o j d a  U, K u ź  n i c k i J (1994) Biochim  B iophys A cta  1209: 

248-252
28. P  o 11 s B C  M, S m i t h J, A k k e M, M a c k e  T  J, O  k a z a - 

k i  K,  H i d a k a  H,  C a s e  D A ,  C h a z i n  W J  (1995) N a t 
Struc t B iol 2: 790-796

216 POSTĘPY B I O C H E M I I  4 2 ( 2 ) ,  1996
http://rcin.org.pl



29. T  o n i n i G  P, F  a b r c 11 i G ,  K u z n i c k i J, M a s s i m o L, 
S c a r u f f i  P,  B r i s i g o t t i  M,  M a z z o c c o  K (1995) Eur 
J  Cane  31 A: 499-504

30. v o n  G r o n i n g e n  J J M,  W e t e r m a n  M A J ,  S w a r t  
G W M ,  B l o e m e r s  H P J  (1995) Biochem  B iophys Res C om ­
mun  213: 1122-1131

31. L e o n a r d  D B ,  Z i f f  E B,  G r e e n e  L A (1987) M oll Cell Biol 
7: 3156-3167

32. T h o m p s o n  M A, Z  i f f E B ( 1 989) N euron  2: 1043-1053
33. W o o d  L, C a r t e r  D,  M i 11 s M,  H a t z e n b u h l e r  N,  

V o g e l i  G  (1991) J Inw est D erm atol 96: 383-387
34. W a t e r h o u s e  P,  P a  r h a r R S, G u o  X, L a 1 a P K,  

D c n h a r d t  D T ( 1 992) M olec  R eprod Devel 32: 315-323
35. T i m m o n s  P M ,  C h a n  C - T J ,  R i g b y  P W J ,  P o i r i e r  

F  (1993) J  C ell Sci 104: 187-196
36. O k a z a k i  K,  N i k i  I, l i n o  S, K a b a y a s h i  S a n d  

H i d a  k a  H (1994) J  B iol Chem  269: 6149-6152
37. C  e I i s J E, G  e s s e r B, R a s s m u s e n  H H ,  M a d s e n  P,  

L e f f e r s  H,  D e j g a a r d  K,  H o n o r é  B, O l s e n  E, R a t z

G,  L a u r i d s e n  J B, B a s s e  B, M o u r i t z . c n  S, H e l l e r u p  
M,  A n d e r s e n  A,  W a l b u m  E, C e l i s  A,  B a u w  G,  
P u y p e  M,  D a m m e  J V, V a n d e k e r c k h o v e  J (1990) 
E lectrophoresis  11: 989-1071

38. B a z a  n H E  P, A l l a n  G , B a z a n  N G  (1992) E xp  E ye Res  55: 
173-177

39. L e ś n i a k  W (1989) Post Biochem  35: 63-88
40. F i l i p e k  A,  G e r k e  V,  W e b e r  K, K u ź n i c k i J (1991) Eur 

J  Biochem  195: 795-800
4 L  Z e n g  F Y ,  G e r k e  V,  G a b i  u s  H J (1993) Int J  B iochem  25: 

1019-1027
42. F i l i p e k  A, W o j d a U, L e ś n i a k W (1995) In ter J  B iochem  

Cell Biol 27: 1123-1131
43. T  o  k u m i t s u H, M i z u t a n i A, M i n a m i H, K o b a y a -  

s h i R, H i d a k a H (1992) J  Biol Chem  267: 8919-8924
44. W i l l s  F L ,  M c C u b b i n  W D ,  K a y  C M  (1993) B iochem ist­

ry  32: 2321-2328
45. M u r p h y  L C ,  M u r p h y  L J . T s u y u k i  D.  D u c k w o r t h  

M L, S h i'u R P C  (1988) J  Biol Chem  263: 2397-2401

N a u c z y c ie lo m  p isan ia

Po raz pierwszy uczyłem się pisać w szkole podstawowej, w  której dyrektorką i polonistką 
w  jednej osobie była pani Genowefa Starzykowa. Lubiła Ona by wypracowania były długie 
i kwieciste. Ale ja wolałem grać w piłkę nożną. Po raz drugi uczyłem się pisać w liceum 
ogólnokształcącym, w  którym polonistką była pani profesor Maria Bąbalina. Wymagała ona by 
wypracowania były krótkie i rzeczowe. Aleja wolałem grać na gitarze. Po raz trzeci uczyłem się pisać 
gdy przyniosłem do redakcji „Postępów Biochemii”  swój pierwszy maszynopis. Ale wtedy juz 
wolałem by artykuł przyjęto do druku... Okazało się jednak, ze to co według mnie było gotowym 
maszynopisem, było tylko zbiorem informacji wymagających radykalnych zmian i poprawek. 
Poprawiony przez Redaktora „Postępów Biochemii”  tekst roił się od słusznych sugestii, zmian, 
znaków zapytania przy żargonowych lub angielsko-języcznych określeniach. I choć nie było to 
miłym przeżyciem dla mego „ego ” , to dzięki temu, ze wszystkie uwagi były pełne życzliwości 
i fachowej rzetelności, przyjąłem je bez problemu. Następną wersję pracy spotkał ten sam zyczliwy 
profesjonalizm, i każdy — kto przez to przeszedł — wie, ze nie była to ostatnia wersja mojej pracy. 
Ale dzięki temu artykuł w  ostatecznej wersji był taki jak być powinien: napisany poprawną 
polszczyzną, bez żargonu laboratoryjnego, zawierał istotne informacje i był zrozumiały dla nie 
specjalistów. Był to rok 1979. Życzliwą Redaktorką, która zajmowała się wtedy moim artykułem, 
i tak wiele mnie nauczyła, była pani Profesor Zofia Zielińska. Bardzo dziękuję Pani Profesor!

Od tego czasu minęło już siedemnaście lat, a od objęcia przez panią Profesor Zielińską funkcji 
Redaktora Naczelnego — prawie ćwierć wieku. 24. rok w  służbie słowa, w służbie poprawnego 
porozumiewania się biochemików. Jeśli rocznie drukowano w  „Postępach Biochemii”  25— 30 
artykułów, to przez 23 lata było ich ponad 600! A przeciez, stanowi to mniej więcej 50% tych 
artykułów, które docierają do Redaktora Naczelnego, reszta nie zostaje przyjęta do druku. Jeśli tak 
liczyć, a jest to wyliczenie ostrożne, przez ręce pani Profesor Zielińskiej przeszło 1200 artykułów 
przeglądowych ze wszystkich dziedzin nauki związanych z biochemią i biologią molekularną! 
Każdy artykuł to co najmniej 20 stron tekstu, czyli... po raz pierwszy uczyłem się matematyki. 
W Postępach opublikowano ponadto wiele reguł polskiego słownictwa biochemicznego, wykaz 
nazw enzymów, leksykon wprowadzanych aktualnie term inów biochemicznych, recenzje blisko 
150 książek, liczne materiały biograficzne oraz nie dające się zliczyć sprawozdania.

Przed kilkoma tygodniami otrzymałem kolejny zeszyt „Postępów Biochemii”  (4/95) i z zacieka­
wieniem spojrzałem na spis treści. Znalazłem w  nim m.in. takie tytuły: „Czy znamy juz gen śmierci?” , 
„Diagnostyka molekularna” , „Terapia genowa” ; czyli najbardziej „gorące” tematy współczesnej 
biologii. Treść i forma graficzna tych i innych artykułów okazała się być równie ciekawa, na 
wysokim poziomie merytorycznym i redakcyjnym. Słowem — jest to bardzo dobry, naukowo 
znaczący, zbiór artykułów przeglądowych. Co równie istotne, poprzednie zeszyty „Postępów 
Biochemii” reprezentowały podobnie wysoki poziom. Wszystko to świadczy o tym, że Redakcja
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wypracowała już właściwą formułę pisma, a Autorzy dostarczają odpowiednio dobry materiał. 
Cieszy to ogromnie, bo kwartalnik „Postępy Biochemii" na naszym rynku wydawniczym ma do 
spełnienia bardzo istotne funkcje.

Po pierwsze, stanowi zbiór artykułów przeglądowych na temat współczesnych zagadnień 
biochemii i biologii molekularnej, czytany i wykorzystywany nie tylko przez pracowników nauki, ale 
również przez studentów. Artykuły te są często wykorzystywane przez pracowników dydaktycz­
nych szkół wyższych. Kilka razy osobiście doświadczyłem miłej satysfakcji, gdy nie znani mi 
wcześniej młodzi pracownicy naukowi wspominali moje artykuły z „Postępów Biochemii", 
z którymi zapoznali się w  czasie studiów. Niektórzy z nich, czasem studenci drugiego lub trzeciego 
roku studiów, publikują w „Postępach Biochemii" znakomite artykuły. I to jest dodatkowy aspekt 
dydaktycznej funkcji „Postępów Biochemii". Jest to miejsce, gdzie młodzi, utalentowani ludzie 
mogą opublikować swe pierwsze artykuły naukowe, opisując zagadnienia, które ich interesują 
i którymi chcą się zajmować. Mogąc uzyskać zyczliwą pomoc i rady od Redaktorów tej klasy co 
profesorowie Andrzej Jerzmanowski, Grażyna Palamarczyk i Zofia Zielińska autorzy ci szybciej 
opanowują trudną sztukę pisania. A bez umiejętności panowania nad słowem pisanym i m ów io­
nym, żaden uczony nie może wypełnić ważnej społecznie funkcji. Nie może właściwie przekazać 
swej wiedzy, ani młodszemu pokoleniu pracowników naukowych, ani specjalistom z innych 
dziedzin, ani społeczeństwu.

Po drugie, oprócz funkcji dydaktycznych „Postępy Biochemii" mają do spełnienia istotną funkcję 
jaką jest kreowanie i wspieranie polskiej term inologii w  nowych gałęziach nauk biologicznych. 
Gdyby nie istnienie tego forum kształtującego standardy w  nazewnictwie, wprowadzającego 
polskie lub spolszczone terminy, nasze rozmowy laboratoryjne i teksty pisane po polsku pełne 
byłyby angielskich słów, żargonowych określeń, różnie lub niewłaściwie tłumaczonych terminów, 
określeń niezgodnych z międzynarodowymi ustaleniami. Stała współpraca Redakcji z panią 
Profesor Janiną Kwiatkowską ma dla spełnienia tej misji szczególne znaczenie. „Postępy 
Biochemii”  są trwałym i istotnym punktem odniesienia dla polskiej term inologii biochemicznej 
i biologii molekularnej. Pani Profesor Zielińska jest autorytetem w  wielu kwestiach językowych, do 
którego stale zwracają się zarówno młodzi jak i starsi pracownicy naukowi.

Trzecią funkcją „Postępów Biochemii”  jest tworzenie forum dla wymiany myśli i informacji 
dotyczących środowiska, takich jak informacje o działalności Polskiego Towarzystwa Biochemicz­
nego, o krajowych i międzynarodowych zjazdach naukowych i szkołach, o problemach w ydaw ­
niczych i o ofertach pracy.

Obecny wysoki poziom „Postępów Biochemii" cieszy mnie nie tylko dlatego, ze doceniam wagę 
tego czasopisma i potrzebę jego istnienia. Cieszy mnie również dlatego, iz byłem jednym ze 
współorganizatorów wielu zmian w  piśmie i redaktorem współodpowiedzialnym za pierwsze 
zeszyty zmodernizowanych „Postępów Biochemii". Razem z Panią Profesor Zielińską — Redak­
torem Naczelnym i mgr Bożeną Szymanowską — Redaktorem Technicznym — i mając zyczliwe 
poparcie ówczesnej Prezes Towarzystwa pani Profesor Zofii Porembskiej — doprowadziliśmy do 
tego, że pismo, które było wydawane w  nieatrakcyjnej szacie graficznej i formacie (kto jeszcze 
pamięta małe, zielone książeczki?) zaczęło być wydawane w  formacie A4, w kolorowych okładkach 
i z kolorowymi reklamami. W 1 989 roku kwartalnik miał dwuletnie zaległości, ale doprowadziliśmy 
do tego, iż wszystko co zostało wcześniej przyjęte do druku zostało opublikowane i ze nowo 
przyjmowane artykuły były drukowane na bieżąco. Rezygnacja ze współpracy z PWN i bezpośredni 
kontakt z Drukarnią Naukowo-Techniczną, stworzenie własnego zespołu redakcyjnego, w prow a­
dzenie limitu na długość artykułów, rezygnacja z Rady Programowej na rzecz publikowania 
nazwisk recenzentów i wiele innych drobniejszych zmian zostało wprowadzonych z myślą
0 wydawaniu lepszego pisma. Obecny zespół redakcyjny: Jolanta Grzybowska, Andrzej Jerz­
manowski, Grażyna Palamarczyk, Anna Szakiel, Barbara Zarzycka i Zofia Zielińska tworzy 
wyśmienite pismo, w  którym interesujące artykuły opisują najnowsze problemy biochemii i biologii 
molekularnej.

Od moich pierwszych kontaktów z Redakcją „Postępów Biochemii" i osobiście z Panią Profesor 
Zielińską minęło wiele lat. Zmieniło się pismo, natomiast Pani Profesor pozostała taka sama: 
ogromnie życzliwa ludziom, skromna, pracowita i rzetelna w swej pracy, choć jest to przeciez cały 
czas praca społeczna. Jej ogromny profesjonalizm językowy i redakcyjny idzie w parze z odwagą
1 patriotyzmem. W czasach, gdy polityka wtrącała się również i do życia naukowego niełatwo było 
przemycić informacje o wielkich Polakach, biochemikach, którzy zginęli na Wschodzie. Niewiele
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osób wie, ile serca i pracy włożyła Pani Profesor w to by ukazały się artykuły o Jakubie Parnasie. 
Podziwiam również u Pani Profesor młodzieńczą odwagę i otwartość na zmiany i nowości. To 
między innymi dzięki tym cechom możliwe było przełamanie oporu niektórych osób, które chciały, 
by „Postępy Biochemii”  były takie jak dawniej. Myślę, ze ta otwartość na zmiany doprowadzi do 
tego, że nie tylko na naszych biurkach będziemy mieli coraz lepsze numery naszego pisma, ale 
również, ze już niedługo będziemy czytać artykuły z „Postępów ...”  na ekranach naszych 
monitorów. „Postępy Biochemii”  w Internecie? Czemu nie, z Panią Profesor nawet konie ...

Jacek Kuźmicki

Drodzy Czytelnicy
Materiały przedstawione w bieżącym zeszycie nie uszły, oczywiście, mej redaktorskiej uwadze. 

Niektóre z nich zdążyłam przejrzeć lub przeczytać jeszcze przed złożeniem w drukarni.

Dedykacje są miłe i wzruszające. Bogactwo zaś tematyczne i merytoryczne artykułów skłania do 
refleksji. Nasz kwartalnik jest dziełem wielu osób. Przede wszystkim Autorów, którzy zafascynowani 
odkryciami współczesnej biologii przysyłali do Redakcji „ Postępów B iochem ii" artykuły i recenzje 
książek, lub przekazywali tłumaczenia zasad słownictwa biochemicznego, materiały biograficzne, 
informacyjne i sprawozdawcze. Także, oczywiście, Redaktorów. Warto tu wspomnieć, że pierwsze 
zeszyty „Postępów Biochem ii" ukazały się w połowie lat pięćdziesiątych. Redaktorem był wówczas 
Józef Heller, zastępcami Irena Chmielewska i Jerzy Medulski, sekretarzem zaś Maria Piechowska. 
Następnie kolejnymi redaktorami byli Irena Chmielewska i W itold Brzeski, oraz Zofia Lassota i Maria 
Monika Jeżewska, a w  pracach adiustatorskich i korektorskich wspomagali ich Barbara Bułhak- 
Jachymczyk, Ewa Lityńska i Andrzej Rabczenko. Więcej danych o początkach kwartalnika można 
zaleźć w  12-tym jego tomie z 1966 roku, str. 3.

Gdy w  1973 roku podejmowałam obowiązki redaktora naczelnego kwartalnika — za zgodą 
Zarządu Głównego Towarzystwa Biochemicznego jako Wydawcy — utworzyłam kilkuosobowy 
zespół redakcyjny. Skład zespołu zmieniał się z biegiem lat. Byli to, podaję według alfabetu: 
Wojciech Ardelt, Barbara Czartoryska, Edward Czuryło, Magdalena Fikus, Barbara Grzelakow- 
ska-Sztabert, Danuta Hulanicka, W itold Jachymczyk, Andrzej Jerzmanowski, Jacek Kuźnicki, 
Stanisław Lewak, Piotr Masłowski, Grażyna Palamarczyk, Joanna Rytka, Jolanta Skangiel- 
-Kramska, Anna Szakiel, Irena J. Szumiel, Józef Zborowski. Sekretarzami Redakcji oraz Adiustato- 
rami byli kolejno: Małgorzata Balińska, Andrzej Wieraszko, Małgorzata Skup, Joanna Tępińska- 
-Gondowicz, Bożena Kamińska, Małgorzata Szyszko, Bożena Szymanowska, a obecnie są: Jolanta 
Grzybowska, Krystyna Jesiotr i Barbara Zarzycka. Każdy z nich współdziałał w redagowaniu 
kwartalnika według swej wiedzy, specjalności i talentów. A ilez pismo zawdzięcza kompetencji 
Recenzentów i ich gotowości do współpracy z Redakcją.

Myślę, ze mogę, Drodzy Czytelnicy, w  Waszym i swoim imieniu serdecznie podziękować 
wszystkim: Autorom, Redaktorom, Recenzentom, Adiustatorom i Sekretarzom za społeczną, 
przyjazną współpracę w  tworzeniu naszego kwartalnika.

Ze swej strony szczególnie dziękuję Autorom i Redaktorom bieżącego —  urodzinowego zeszytu.

Zofia Zielińska
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Wskazówki 
dla autorów

W ydaw any  przez Polsk ie  T o w a rzys tw o  B ioche m iczne  
kw a r ta ln ik  „P o s tę p y  B io c h e m i i "  pub l iku je  prace p rz e ­
g ląd ow e  o m a w ia ją c e  b ieżące  os iągn ięc ia ,  koncepc je  
i k ie runk i badaw cze  w dz iedz in ie  b iochem ii  i nauk p o k re w ­
nych: pub l iku je  tez noty z h is to r i i  b iochem ii ,  zasady  
po lsk iego  s ło w n ic tw a  b iochem icznego ,  recenz je  n a de ­
s łanych ks iążek  oraz s p ra w o zdan ia  ze z jazdów , k on fe ren ­
cji i szkół, w k tórych b io rą  udz ia ł cz ło nk o w ie  T ow arzys tw a .

Prace p rzeznaczone  do pub l ikac j i  w „P o s tę pach  B io ­
c h e m i i ”  m ogą m ieć c ha rak te r  a r tyku łów  m on og ra f icznych  
(do 20 stron tekstu l icząc p iś m ien n ic tw o  i tabele),  m in ire -  
v iews (do 10 stron tekstu), o raz k rótk ich not o na jnow szych  
os iąg n ię c ia ch  i pog lądach  (do 5 stron tekstu).

Au to rzy  a r tyku łu  od po w ia da ją  za p ra w id ło w o ś ć  i śc is łość  
podaw anych  in fo rm ac j i  o raz po p ra w no ść  cy tow a n ia  p iś ­
m ienn ic tw a . U jęc ie  prac w inno  być synte tyczne, a p rz e d ­
s taw ione  zag ad n ie n ie  z i lu s t row a ne  za pom ocą tabel, 
rycin, (wykresy, schem aty ,  reakcje),  w z o ró w  i fo togra f i i .

W skazany  jes t  podz ia ł a r tyku łów  m onog ra f icznych  na 
rozdz ia ły  i pod rozdz ia ły ,  k tórych rzeczow e  ty tu ły  tw o rzą  
spis treśc i. Z godn ie  z p rzy ję tą  kon w e nc ją  rozdz ia ły  noszą 
cyfry  rzym sk ie  pod ro zdz ia ły  o d p o w ie d n io  rzym sk ie  i a ra b ­
sk ie np. 1-1, I-2. P op raw ność  log iczna  i s ty l is tyczna  tekstu 
w a run ku je  jego  je dn oznaczność  i czyte lność. Au to rzy  
prze to  w inn i un ikać sk ładn i obco języczne j,  gw ary  la b o ra ­
to ry jne j ,  a także og ran iczać  s toso w an ie  do raźn ie  tw o rz o ­
nych skró tów , nawet jeże l i  byw a ją  używ ane w p racach 
spec ja l is tycznych .  Każda z nades łanych  do Redakcji prac 
pod lega  ocen ie  spe c ja l is tów  i op ra c o w a n iu  red a k c y jn e ­
mu. Redakc ja  zas trzega  sob ie  m oż l iw o ść  sk róce n ia  tekstu 
i w p ro w a d z e n ie  zm ian  nie w p ły w a ją c y c h  na t reść pracy, 
dek la ru je  też go tow ość  konsu l to w an ia  tekstu z A u to ram i.

P rzekazan ie  a r tyku łu  do redakc j i jes t  rów noznaczn ie  
z o św iad czen ie m , że nades łana  praca nie była i nie będz ie  
pu b l ikow an a  w innym  czasop iśm ie ,  jeże l i  zos tan ie  o g ło ­
szona w „P o s tę p a c h  B io c h e m i i ” . W przypadku, gdy Au- 
tor(zy) zam ie rza ( ją )  w łączyć  do sw e go  au tora  a r tyku łu  
i lus trac je  pu b l ikow an e  przez au to rów  prac cy towanych , 
na leży uzyskać i p rzekazać  nam o d p o w ie d n ią  zgodę na 
przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących  
w skazówek szczegółowych:

TEKST: M aszynop is  pow in ien  być nap isany  je d n o s t ro n ­
nie czc ionką  w ie lkośc i s tandar tow e j,  z podw ó jną  in te r­
linią , z lew ym  m a rg ine sem  ok. 4 cm 
W tekśc ie  nie na leży s tosować żadnych  podkreś leń ,  ani 
rozs t rze lon ego  druku. E wentua lne  suges t ie  co do c h a ra k ­
teru czc ionk i d ruka rsk ie j  m ogą A u to rzy  zaznaczyć  o łó w ­
k iem na m a rg ine sach  m aszynop isu .  W przypadku s toso ­
w an ia  w tekśc ie  l i te r a l fabetu g re ck ie go  t rzeba na m a r ­
g ines ie  w p isać  o łów k iem  ich fone tyczne  b rzm ien ie .

Strona inform acyjna m aszynop isu  jes t  n ien um ero w a na ,  
za w ie ra  im iona  i nazw isko  (a) au tora  (ów ), nazwy, ad resy  
w raz  z n u m ere m  te le fonu zak ład ów  (w języku po lsk im

i ang ie lsk im ) ,  w których p racu ją  autorzy, ad res  do k o re ­
spondenc j i  n r  te le fonu i ew en tu a ln ie  fax, ad resy  p ryw atne  
au torów , ty tu ł a r tyku łu  w języku po lsk im  i a n g ie lsk im  oraz 
—  w p ra w y m  do ln ym  rogu —  l iczbę tabel,  rycin , w zo rów  
i fo tog ra f i i  o raz  skró t  tytu łu pracy  (do 25 znaków).

Strona 1 (tytułow a) zaw ie ra  im iona  i na zw iska  au to rów  
ty tu ł p racy  w języku  po lsk im  i ang ie lsk im ,  rzeczow y  sp is  
treśc i też w obu językach , ty tu ł naukow y każdego  z au to ­
rów  i ich m ie jsce  pracy z ad resem  pocz tow ym  oraz wykaz 
s tosow anych  skró tów .
Kolejno num erow ane dalsze strony o b e jm u ją  tekst pracy 
p iśm ien n ic tw o ,  tabele, podp isy  i ob ja śn ie n ia  rycin , w z o ­
rów  i fo togra f i i .

PIŚMIENNICTWO: Wykaz p iśm ien n ic tw a  o b e jm u je  prace 
w ko le jnośc i ich cy tow an ia  w tekście , zaznacza  się je 
l iczbam i po rz ą d k o w y m i u ję tym i w naw iasy  kw adra tow e , 
np. [3,7,9,— 26], O dnośn ik i b ib l iog ra f iczne  w inny  m iec 
nową up roszczo ną  formę. Sposób cy tow a n ia  czasop ism  
(1), m on og ra f i i  (2), rozdz ia łów  z ks iążek je dn o to m o w y c h  
(3), ro z d z ia łó w  z tom ów  ser i i  op raco w an e j przez tych 
sam ych  re d a k to ró w  (4), rozd z ia łów  z tom ów  ser i i  o p ra c o ­
wanych  p rzez  różnych redak to rów  (5) w ska zu ją  pon iże j 
podane p rzyk łady :

1. H i lde nb rand t  GR, A ronson  NN (1980) B ioch im  Bio- 
phys Acta 631: 499— 502

2. Bostock CJ, S um ner AT (1978) The Eukaryo t ic  C h ro ­
m osom e, E lsev ie r,  North -Holand, A m s te rda m

3. N o rbe rth  T, P isca to r M (1979) W: F r iberg  L, N o rdberg  
GF, Von VB (red) H andbook on the T ox ico logy  of 
Meta ls .  E lsev ie r,  North -Ho l land, A m s te rda m , str 
541-553

4. Dele j J, Kes te rs  K (1975) W: F lork in  M, Stotz EH (red) 
C o m p re h e n s iv e  B io che m is t ry  t 29B. E lsev ie r  
Nor th -H o l land  A m ste rdam , str 1-77

5. Franks NP, L ieb WR (1981) W: K n igh t  CG (red) 
R esearch  M onog raph s  in Cell  and T issue P hys io lo ­
gy, t 7. E lsev ier,  North -Ho l land, A m ste rdam , str  
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny w inny  być go tow e do rep rodukc j i  
Fo tog ra f ie  cza rn o -b ia łe  (kon trastowe), pow inny  być w y k o ­
nane na p a p ie rze  m atow ym . Pozosta łe  ryc iny na leży 
w ykonać  tusze m  na b ia łym  pap ie rze  lub ka lce techn iczne j 
W skazane jest, aby ryc iny  by ły  dw uk ro tn ie  w iększe  od 
p rzysz łe j rep rodukc j i ,  tj. w ska l i 2:1. Cyfry  i l i te ry  s łu żące  
do op isu rysunku  pow in ny  m ieć wysokość  nie m n ie jszą  niz 
5 mm. Na rysunkach  nie na ley um ieszczać  o p isó w  s ło w ­
nych, lecz p o s łu g iw a ć  się skró tam i.  Osie w y k re sów  w inny  
być opa trzon e  nap isem  ła tw o  z rozu m ia łym . Decyz ję  o s to ­
pn iu zm n ie js z e n ia  ryc iny  pode jm ie  w ydawca . I lus trac j i  me 
na leży w łą c z a ć  w tekst m aszynop isu ,  lecz od p o w ie d n io  
p o nu m erow ać :  tabe le  i ryc iny  noszą cyfry  arabsk ie ,  w zo ry  
zaś rzym sk ie .  Na m a rg in e s ie  tekstu na leży zaznaczyć  
o łów k iem  p re fe ro w a n e  m ie jsce  um ieszczen ia  tabeli ,  ry c i ­
ny, czy wzoru .  T abe le  o d p o w ie d n io  po rub rykow ane ,  w inny  
być op a trzon e  je d n ozna cznym  ty tu łem  i e w en tu a ln ie  także 
n iezbędnym i o b ja śn ie n iam i.  S łow ne ob jaśn ien ia  zna ków  
g ra f icznych  m ożna um ieśc ić  w podp is ie  pod ryciną, r y s u n ­
kowe zaś je dyn ie  na p lanszy  ryciny. Tytu ły  i ob ja śn ie n ia  
rycin s po rząd za  s ię  w postac i o d d z ie ln eg o  wykazu. I lus t ­
rac je  na leży  podp isać  nazw isk iem  p ie rw sze go  z a u to rów  
i p ie rw szym  s ło w e m  ty tu łu  pracy  o raz  oznaczyć „ g ó ­
ra -d ó ł”  (o łów k iem , na odw roc ie ) .  Ze w zg lędu  na w e w n ę t ­
rzną spo is tość  a r tyku łu  wskazane  jes t  k on s tru ow an ie  
o ryg in a ln ych  rycin i zb io rczych  tabel na pods taw ie  danych  
z p iśm ienn ic tw a .

M aszyn op is  i za łączn ik i  (w dwu egzem p la rzach ) ,  w ła ś ­
c iw ie  z ab ezp ieczo ne  przed uszkodzen iem  w czas ie  t ra n s ­
portu, na leży p rzes łać  na adres:

Redakc ja  kw a r ta ln ika  „P o s tę p y  B io c h e m i i ”
Instytu t B io log i i  Dośw iadcza lne j  im. M. Nenckiego, 
ul. Pas teura  3,
02-093 W arszaw a
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