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ARTYKUŁY
Geny intronowe

Intronic genes

MARCIN SCHMIDT*
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—  syntetaza rybonuklcotydu aminoimidazolowego (EC 
6.3.3.1), GARS —  syntetaza rybonuklcotydu glicynamidowego 
(EC 6.3.4.13), GART —  transferaza rybonuklcotydu glicynami­
dowego (EC 2.1.2.2)

I. Wstęp

W  roku 1909 J o h a n n s e n  w p ro w ad z i ł  t e rmin  
„ gen” w miejsce  M e n d lo w s k ic g o  „czynnika  d z i e ­
dz icznośc i” . Było  to j e d n a k  abs t rakcyjne  pojęcie,  
gdyż  nie p rzyp is yw an o  w te dy  genowi  określone j 
struktury. Dopiero  cz te ry  lata później  S t u r t e v a n t

*Mgr; Zakład Wirusologii Molekularnej, Uniwersytet im. Ada­
ma Mickiewicza, ul. Międzychodzka 5, 60-371 Poznań, 
mschmidt@amu.edu.pl
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na pods ta wie  badań  nad D ro so p h i la  m e la n o g a s te r  
s tworzył  def in ic ją genu,  k tóra n ieus tannie  podlega  
weryfikacj i .  Odkryc i e  in t r onó w było  n ie wątp l iwie  
j e d n y m  z w ażn ie j sz ych  w yd a rzeń  w dz iejach  e w o l u ­
cji pojęcia  genu.  Os ta tnie  badan ia  u jawn i ły  kolejne 
fakty na rusza jące  k las yczny  mod el  l iniowej  org an i ­
zacji genów. Z id en ty f i k o w an o  układu  genów,  w k tó­
rym je d e n  (lub więce j genó w)  zna jduje  się w intronie 
innego genu  tzw. genu  gospodarza .  W  większośc i  
poznanych  p rz y p a d k ó w  geny  te z lo ka l iz ow an e  są  na 
obu n ic iach  D N A  i t r ans kr ybow an e  w od wro tn y m  
kierunku,  a w skra jnych  p rzyp adk ach  ich sekwencje  
kodujące  nak ład a j ą  się.

Ar tykuł  ten s tanowi  p ró bę  ana l izy  uk ł adu  genu  w 
genie  pod  w z g lę d e m  kom pl ikac j i  j ak ie  taka  a r an ­
żacja m oż e  wnos ić  do regulac j i  ak tywnośc i  tych g e ­
nów, a także  pr zeds tawi a  n iektóre  h ipo tezy  d o ­
tyczące  genezy  tego układu.
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Gart

LCP

Rys. 1. G enomowa organizacja locus G art/LC P  u Drosophila melanogaster. Czarne pola oznaczają eksony (1 do 7 kolejne cksony genu Gart), a szare 
—  poznane regiony regulatorowe (P —  promotor,  A —  sygnał poliadenylacji); [zmienione wg 8].

II. Organizacja genomowa układu „genu w  
genie”

Większość  g e n ó w  jąd ro w y ch ,  j a k  i o rgane l lowych 
zawiera  sekwe nc je  in tronowe.  N a  pods tawi e  ana lizy  
m e c h a n i z m ó w  sk ładan ia  R N A  (z ang. sp l ic in g ) w y ­
różniono  ki lka grup in t ronów oraz s tworzono teor ię 
ich f i logenezy.  Zak ła da  ona odrębność  poch odzenia  
in t ronów w genach  j ą d r o w y c h  i o rgane l lowych euka-  
r iota [1], Otw ar te  ramki  odc zytu  wys tępujące  w n ie ­
k tórych  in t ronach  k lasy  I i II g enów  organel l i  k o m ó r ­
k o w y c h  k o d u ją  b ia łka  b iorące  udz ia ł  m.in.  w p ro c e ­
sach insercji  in t r onów [2-6], W  tych p rzypad kach  
regu łą  zda je  się być,  iż owa  in t ronowa o twar ta  r am ka 
odc zytu  jes t  za w sz e  na tej samej nici  DNA,  co jej 
gen-gospo da rz ,  i j es t  ko t ransk rybow ana .  N ato mi as t  
geny  obecne  w in tronach  ge n o m u  j ą d ro w e g o  z lok a l i ­
zo wane  są na nici  D N A  kodującej  gen-gospodarz ,  
j a k  i ko m pl em ent a rn e j ,  i m o g ą  być t r anskr ybo wane  
niezależnie .  Loka l izac ja  ge nó w  in t ronow ych  oraz

sposób  ich t ranskrypc j i  w sk azuj e  na ich p r a w d o p o ­
do b n ą  rolę w regulacj i  ekspresj i  genu  gospodarza.

II - l .  Charakterystyka poznanych struktur genomo-  
wych

I I - l . l .  G eny G a r t /L C P

Ge n y  G art  i L C P  (PCP;  z ang. la rva l/pupa l cuticle  
p r o te in ) m a j ą  p o d o b n ą  or gan izac ję  i s trukturę w g e ­
no m a c h  D ro soph ila  m e la n o g a s te r  i D rosophila  
p seu d o o b scu ra .  W  int ron ie  genu  G art  (pomiędzy  
eksonami  1 i 2) na nici  p rzec iwnej  zna jduje  się gen 
L C P  zawier a jący  także intron (patrz rys. 1). Pr o d u k ­
tami t ranskrypc j i  genu  Gart  są  dw a rodza je  cząs te ­
czek  m R N A  (4,7 i 1,7 knt  u D rosoph ila  m e la n o g a ­
s te r  oraz 4,7 i 2,3 knt  D rosoph ila  p se u d o o b s c u r a ), 
które są ma t ry cami  w syntezie  dw óch  polipeptydów.  
Jeden  z nich w y ka zuj e  trzy ak tywnośc i  e n zym a ty cz ­
ne szlaku  syntezy  pur yn  de novo  (GAR S,  AIRS,

l(2)dtl

l(2)rot
3’

3'

5'

Rys. 2. G enom ow a organizacja genów l(2)not, l(2)tid, l(2)rot i l(2)dtl u Drosophila melanogaster. Czarne pola oznaczają eksony, szare regiony regula­
torowe (P —  promotor,  A —  sygnał poliadenylacji); [zmienione według 10-11],
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GART) ,  drugi  -  k ró tszy  -  ma  j e d y n ie  ak ty wn ość  
GARS.  Gen T C P  u lega  t ranskrypc ji  w odwrot nym,  
w zg lądem Gart  k ie runku i koduje  b iałko larwalnej  
kutikuli  [7-8],

II-I.2. G eny 1(2)n o t / l(2)tid , l(2 )ro t

Złożony  układ  genów: le tha l(2 ) tum orous  im a g i­
nai d ises  ( l (2 )tid ), l e th a l(2 )n e ig h b o u r  o f  tid  
( l (2 )no t), le tha l(2 )re la tive  o f  tid  ( l(2 )ro t), let- 
hal(2 )den tic le less  ( l (2 )d tl) został  z lo ka l iz ow any  w 
regionie prążka  59F4 drugiego  c h r o m o s o m u  D ro ­
sophila  m elanogaster .  Gen  l(2 )no t  obe jm uj e  około 
6,1 kpz g e n o m o w e g o  D N A ,  a j e g o  reg ion  kodu jący  
(1530 pz) jest  podz ie lo ny  in t r onem o d ługośc i  2645 
pz na dwa eksony.  Prod uk t  genu  (białko N o t56) j est  
p ra w do po do bn ie  supr eso rem t ransformacj i  n o w o ­
tworowej.  W  int ronie tego genu  w ys tępuj e  gen 
l(2)rot  (patrz rys. 2) [9]. Na to m ia s t  na  przec iwnej  
nici w tym regionie  wykry to  dw a kole jne  geny  l(2)tid  
i l(2)dtl. Gen  l (2 ) tid  u l o k o w an y  jes t  w regionie  intro- 
nu genu l(2)not  i w  dużej  części  p o k ry w a  się z genem 
1(2)rot (patrz rys. 2). W  za leżnośc i  od s tad ium ro z ­
wo jo w ego  ow ad a  jes t  on t ra n sk ry b o w a n y  do m R N A  
o wielkości  0,82 knt  ( specy f i cznego  dla s tadium 
larwalnego) i 1,4 knt  ( specy f i cznego  dla formy d o ­
rosłej).  Bia łk ow y  produk t  genu l (2 ) t id  (T id56; 56 
kDa)  jest  su pr esorem  t ransformacj i  no w otw oro w e j .  
N -k o ń c o w y  rejon tego b iałka  wy ka zu je  zna c z n ą  ho- 
molog ię  do bia łka  op ieku ńc zego  (z ang.  ch a p ero n e ) 
D n a J z E scher ich ia  coli  [71]. Powyżej  j es t  z lo ka l iz o­
wany gen l(2)dtl  genu  m ają cy  dwa ek so ny  [10].

Ekspres ja  op is anych  ge n ó w  może  być  w za je m nie  
regulowana ,  p o n ie w aż  ich reg iony  regula toro we  
nakłada ją  się. Region  p r o m o to r o w y  genu  1(2)tid  i nie 
podlegający translacj i  3 ’-rcgion genu  l(2)rot  oraz re ­
gion p rom oto row y  genu  l(2)rot  i nic podlega jący  
translacj i  3 ’- region  genu  l(2 ) tid  m a j ą  w spó lne  se ­
kwencje .  Ponadto  reg ion  p r o m o to r o w y  genu  l(2)rot  
nakłada  się na ckson  1 genu  l(2 )n o t , na tomia s t  geny 
l(2)not  i l(2)rot  m a ją  pr a w d o p o d o b n ie  wspó ln y  p r o ­
motor  [11],

Geny l(2)not  i l(2 ) tid  w genom ie  D rosoph ila  viri- 
lis  są tak samo z lo ka l izo wan e  j a k  w ge nomie  D ro ­
soph ila  m e la n o g a s te r  [12-13].

II-1.3. G eny d u n c e / Pig, Sgs, In dn c

Jednym z ge n ó w  odpow ie dz ia ln ych  m.in.  za p r o ­
cesy uczenia  się i pamięc i  [14-17] D ro so p h i la  m e la ­
nogaster  j es t  gen dunce  (dne)  ko du jący  fosfodieste - 
razę cAMP. Gen ten składa  się z nie mniej  niż 17 eks- 
onów obe jm ują cyc h  co na jmnie j  pięć pr ążk ó w  poli-  
t en icznych na c h ro m o s o m ie  (3C11 -3D 4;  pona d  148

kpz) [15, 17]. S k o m p l ik o w a n a  i n i e ty pow a  o rg an iz a ­
cja genu  dunce  od p o w ie d z ia ln a  jes t  za p ows tawa ni e  
szeregu  (8-10) t ra nsk ry pt ów (od 4,2 do 9,6 knt).  Ich 
w sp ó ln ą  c e c h ą j e s t  obe cn oś ć  w  cząs teczce  sekwencj i  
od pow ia da ją cych  e k s o n o m  3 i 5-13 [15]. He terogcn-  
ność R N A  jes t  w y n ik ie m  j e g o  a l te rna tyw nego sk ła ­
dania  oraz w y s t ę p o w a n ia  w obszarze  tego  genu  m in i ­
m u m  trzech mie jsc  inicjacj i  t ranskrypc j i  i co na j ­
mniej  sześc iu  mie jsc  sy gnal izu jący ch  pol iadenylac ję  
[15, 17]. Rodzaj  p o w s ta ją cego  t ranskryptu  zależny 
jes t  od s tad ium ro z w o jo w e g o  D rosoph ila  [18]. W in- 
t ronach  genu  dunce  s t w ie rdz ono  obecność  p rz y n a j ­
mniej  sześciu g e n ó w  (pa trz tabe la  1): Sgs-4  (z ang. 
sa livary  g la n d  s e c re te d  p ro te in  g e n e -4 ), Pig-1  (z

Tabela 1.

Lokalizacja poznanych genów intronowych genu dunce, oraz kierunek 
ich transkrypcji [15, 17].

Geny zlokalizowa­
ne w intronach  

genu dunce

Lokalizacja wzglę­
dem genu dunce  

(5 ’ekson/3’ekson )

Nić DNA (wzglę­
dem kodującej  

genu dunce)

Pig-2 0.9/1.0 9

Pig-3 0.9/1.0 9

Sgs-4 0.9/1.0 9

P ig -i 2.0/2.3 komplementarna

Sgs-4 2.0/2.3 kodująca

Indnc 2.8/3.0 kodująca

geny sam 2.8 /- /13 9

ang. p re in te rm o l t  g e n e - l ), In d n c , kolejny  gen z ro ­
dz iny Sgs  i p rz yna jmnie j  j e sz c z e  dwa geny  P ig  [15, 
17]. P ode j rzew a się, ze locus dunce  kryje w sobie 

je szcze  inne geny,  m.in.  na leżące  do grupy komple-  
mentac j i  zwanej  sam  (z ang. sp e rm -a m o l i te ) [14-15],

II-1.4. G eny R h 4 / sina

U D rosoph ila  m e la n o g a s te r  w regionie intronu (9 
kpz) genu R h 4 na ko m ple m en ta rn e j  nici D N A  z lo ka ­
l izowano gen sina  (seven in a b se n t ia ), który także 
zawiera intron [19]. P ro d u k te m  genu  sina  j es t  p r a w ­
dop odo bn ie  czynnik  t r ansk rypcyjn y  biorący  udział  
w regulacji  ekspresj i  ge n ó w  odp owied z ia lny ch  za 
w e w n ą t r z k o m ó r k o w y  szlak sygnalizac ji  r óż n i co w a­
nia [20],

II-1.5. G en y  N F 1/E V I2A , E V I2B , OM GP, P A K  3

Gen N F I  (z ang. N euro fib rom atos is  type 1) ob e j ­
muje  około  350 kpz [21-23]  ch ro m osom u 17q 
cz łowieka  i składa się z 59 c k s o n ó w  [22-24],  W in-

160 POSTĘPY BIOCHEMII 45(3), 1999http://rcin.org.pl



2 7  b  _ — 2 8

O M G P E V I 2 B

5'

E V I 2 A

10 kp i

Rys. 3. G enom ow a organizacja fragmentów genu NF1 (cksony 27b, 28, 38, 39, 40, 41) człowieka z genami intronowymi (OM GP .; EYI2B, E VI2A , 
4MA J);  zmienione w g 22-23.

t ronie 27b  (około 50 kpz) u lo kow ane  są trzy p rze ­
c iwnie zor ien to wan e  geny  mające  intron (patrz 
rys. 3): EV I2A  (.EVI2;  z a n g . eco trop ic  viral integra-  
don site),  E V I2 B  (.R C 1 ) [26] i O M G P  (z  ang. oligo-  
clendrocyte-myelin  g ly c o p ro te in ) [21-22,  24-25],  a w 
intronie 39 zna jduje  się p seud ogen  k inazy  adcnyla-  
nowcj  3 —  A’A K S  (1,7 kpz)  o tej samej orientacj i  co 
gen NF1  [22, 26-27],

11-1.6. G eny G n R H /SH ; C F  VIII/F8A, F 8B  oraz  
e a r - l/e a r -7

Znane  są także inne przyk ład y  a ranżacj i  genów,  o 
charak te rze  „genu  w g eni e” wys tę pu jące  w g e n o ­
mach  ssaków.  Je d n y m  z nich  je s t  gen G n R H  (z ang. 
g o n a d o tro p in -re lea s in g  h o n n o n e ) wys tępujący  w 
genomie  szczura w pojedyncze j  kopii .  Sk łada  się on 
z cz terech  eksonów.  P om ię dzy  eksonami  1 i 2, na 
kom plem en tar ne j  nici D N A  zna jduje  się gen S H  o 
nieznane j funkcji .  Ana l iz a  t ranskrypt ów obu genów 
wykaza ła ,  że ich cksony  częśc iowo nak łada ją  się na 
siebie,  a ich ekspres ja  ma charak te r  tka nko wo-sp ccy-  
ficzny. G n R H  u lega  ekspresj i  w cent ra lnym układz ie 
n e rw o w y m ,  pod czas  gdy t ranskrypty  genu  S H  o b e c ­
ne są w tka nkach  serca [28],

W genomie  ludzk im na ch ro m o so m ie  Xq28,  o d n a ­
lezione zostały dwa  geny ESA  i E SB  z loka l izowane  w 
regionie intronu 22 genu  VIII czynnika  koagulacj i  —  
C E  VIII (z ang. coagu la tion  f a c to r  VIII). Geny te 
zna jdu ją  się na nici  kom pl eme n ta rn e j  w zg lędem nici 
D N A  kodującej  C E  VIII [29-30].  Na  ch ro mo so mi e  
17q21,  na prz ec iw ny ch  niciach D N A  z loka l izowane  
są dwa geny  będące  hom o lo g am i  genu  erb A (ear-1  i 
ear-7).  Sekw encje  kodujące  tych ge nów  częśc iowo 
nakłada j ą  się na siebie [31].

III. Transkrypcja „genu w genie”

Sprzężenie ge nó w  na  c h ro m o so m ie  sugeruje  ich 
funkc jona lne  powi ązan ie  lub/i ws pó lne  pochodzenie  
ewolucy jne  [32], Z a c h o w a w c z e  i s trukturalnie bl i ­
skie sąsiedz two gen ó w  oznacza,  że mogły  one po-

powią zane  funkc jona ln ie  nic w yka zu jąc  je d n a k  ho- 
mologi i  sekwencj i  ani homo logi i  s t ruktury białka 
[38-41],  Po duplikacj i  genu  lub/i p r z yp adko w ym  
zg rup ow an iu  n ie za leżnych  funkcjona lnie  genów, 
mogł y  one pozostać w tak im układz ie ze względu  na 
wiążące  je  interakcje typu cis  (z ang. cis-in terac-  
t ions ) w obrębie  danego  reg ionu  ch ro m o so m u  lub 
gdy regulac ja  ich ekspres ji  p od le ga  kontroli  j edneg o  
czynnika  (tak jak  zachodzi  to w przypadku genów 
globin [42]). Relac ję  po m ię dz y  uk ła de m  genów a ich 
eksp re s ją  m ożna  także za o b se rw o w a ć  w przypadku 
genów  dcsmoglc in  [43] i hom co ty czn y ch  [36-37],  
Geny ho m co tyc znc  są z n a k o m i t ą  i lust racją układu  
sprzężeń ge nów  w kompleksy ,  które dzięki  funkc jo­
na lnemu uza leżn ien iu  zos ta ły u t r zyma ne  w toku 
ewolucj i .  Wsk azuj e  na to w y so k a  hom ologia  se­
kwencj i  oraz za cho w an ie  ich geno m owej  organizacj i  
od czasu  roze jśc ia  się d róg  ewolu cy jny ch  s ta w ono­
gów i k rę g o w c ó w  [36-37,  44-45] .

Zas ta nawia jące  jes t ,  czy układ „genu  w genie” jest  
tylko j e d n y m  z ró w n o zn aczn y ch ,  a l te rna tywnych  ty­
pów organizac ji  genów,  czy ma  dodat kowo  jak ieś  
znaczenie  funkcjona lne .  Od f izycznej  organizacji  
g enów  może  za leżeć  za ró w n o  p o zyt yw na  j a k  i n e g a ­
tywna  regulac ja ich ekspresj i .  We wzajemnej  regula­
cji ak tywnoś c i  ge nó w  z lo k a l iz ow any ch  bl isko siebie
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m o g ą  brać udz ia ł  in terakc je  typu  cis  j a k  również  o d ­
dz iaływania na zasadz ie  an tysensu.

III-1. Interakcje typu cis

Do e lem en tów regula tor ow ych oddz ia ływu jących  
na drodze  interakcj i  typu cis  za l iczamy:  kase tą  
TATA, kodon  inicjujący,  pow tó rz eni a  CG (z ang. 
CpG islands),  e le me nty  proks ym a ln e  wz g lę dem p r o ­
motora,  oraz e lementy  w zm acn ia ją ce  (z ang. enhan-  
ccr)  lub os łabiające  (z ang. s i le n c e r ) si łą p romotor a  
[46 ]. Ze wzg ląd u  na w z g l ę d n ą  bl iskość  ge nów  p o z o ­
stających w o p is y w a n y m  układz ie  należy  rozważyć  
możl iwość  korzys tan ia  przez  nie ze ws pó ln ych  re ­
g ionów regu la to rowyc h [47].

P o w y ższ ą  tezą po tw ier dz ać  m o g ą  badania  nad re- 
t ro t ranspozonami ,  tym bardziej ,  że n iektóre z intro- 
nowych genów w y k a z u j ą  cechy  t r ans pozonów 
[14-16,  27], P r zepr ow adz on e  badania  dowiodły ,  że 
mscrc ja  re t ro t ranspoz onu  może  prow adzić  do z m ia ­
ny aktywnośc i  genu  poprzez  dodanie  lub przerwanie  
specyf icznych  e le m en tó w  re gu la t orow ych w g e n o ­
mie [48],

Analizując  prof i le  ak tywnośc i  gen ó w  sina  i Rh 4 
m oż em y przypuszczać ,  że za ich ekspres ją  o d p o w ie ­
dz ia lny jes t  w sp óln y  dla obu genów e lement  regula­
torowy, z k tórym w ią ż ą  się różne  specyf iczne  tka n­
kowo czynniki  t r anskrypcyjnc  sy nte tyz ow ane  w k o ­
mórce  w zależnośc i  od s tad ium rozw o jo w ego owada.  
Gen sina  j es t  w sp ół o d p o w ie d z ia ln y  za prawid ło wy 
rozwój  ko m ó re k  fo t or eccpt orow ych  R7 oma to i d iów 
Drosophila  n ic lanogaster , natomias t  gen Rh4  koduje  
opsynę  specy f iczną  dla tych komórek .  A ktyw ność  
genu sina  jest po t rzebna  w m o m e n c ie  róż nicowania  
prekursorowej  komórki  fo torcccptorowej  w typ R7. 
Produkt  tego genu  jes t  odp ow ie dz ia ln y  za p rze tw a­
rzanie sygnałów poz yc y jn yc h  pr aw d o p o d o b n ie  na 
zasadz ie  czynnika  regu lu jącego  ekspres ją  innych g e ­
nów. Produkt em genu sina  j es t  białko  ją d row e  
[ 19-20], którego brak w prekurso rowej  komórce  fo- 
torcccptorowej po wodu je ,  że przeksz ta łca  się ona w 
komó rką  s o c z e w k o w ą  (z ang. cone celi)  zamias t  w 
R7 [19]. O so b l iw o śc ią  tego układu  jes t  fakt, iż e k s ­
presja obu ge nów  zachodzi  w kom ó rk a c h  tego s a m e ­
go typu. F iz yczne  zg ru p o w an ie  tych ge nó w  w od ni e ­
sieniu do ich funkc jona lneg o  po wiązania  jes t  int ry­
gujące,  aczkolw iek  znaczenie  tego układu jest n ie ja ­
sne. Podczas gdy ak ty wność  genu s ina  dete rminuje  
los komórek  R7, gen R h 4 u lega  ekspresj i  wyłącznic  
w tych komórkach .  Do t ranskrypc j i  genu  Rli4 d o c h o ­
dzi tylko w k o m órka ch  R7 w p ó ź n y m  s tad ium ich 
różnicowania  [49], na tomias t  ekspresja  genu sina  z a ­

chodzi  wcześn ie j  i w większe j  l iczbie t yp ów  k o m ó ­
rek [19, 50],

Reg iony  regula torowe o tacza jące  gen LCP, a zna j ­
dujące  się wew ną t r z  intronu genu  G a rt , p r a w d o p o ­
dobnie  m a ją  także w p ły w  na ak ty wnoś ć  genu  „go­
s po da rza” na zasadzie  o ddz ia ły w ań typu cis  [8], Z n a ­
ne są przypadki  w ys tę p o w a n ia  w int ronach s e k w e n ­
cji w z m acn ia ją cych  t ranskrypc ją  [51-53].  Część  z 
nich może  o dp ow ia dać  tk a n k o w o -s p c c y f i c zn y m  e le ­
m e n to m  re gu lu jącym p oz io m  ekspres ji  w innych p o ­
zn anych  genach  D rosoph ila  [54-58],  W  p rz e c iw ie ń ­
stwie do genu  L C P , gen Garl  w ykazuje  ko ns ty tu ­
ty w n ą  ekspresją  n ieza leżn ie  od stanu r oz w ojo w ego  
D rosophila .  Ponadto  s tw ierdzono,  że ekspres ja  in- 
t ronowego genu L C P  j es t  nic tylko specyf iczna  dla 
s tad ium roz wo jowego,  ale równ ież  specy f iczna  tka n ­
kowo.  Ak tywacj i  ekspres j i  genu  L C P  towarzysz y  
wzros t  s tężenia  m R N A  będ ącego  t ranskrypt em genu 
kodującego  e n zym y syntezy  puryn.  Jego poz iom 
szczególnie  wzras ta  podcz as  t rzec iego s tad ium 
la rwalnego  i fo rm ow ani a  poczwark i  [7-8], Może  to 
świadczyć  o obecnośc i  wspólne j  sekwencji  w z m a c ­
niającej  (z ang. bid irec tiona lly  active  enhance)-)  t ran­
skrypcją  obu gen ó w  [8, 59],

In t ronowc geny i/ lub ich e lementy  regula torowe 
m o g ą  także być odpo w ie dz ia ln e  za po dt rzymywan ie  
t ranskrypcj i  genu,  w k tórego  intronic są u lo kowane  
[22, 51-53],  Bardzo p r a w d o p o d o b n y m  zda je  się to 
być w przypadku genu dunce.  Należy  on do grupy 
na jwiększych  genó w  [60] — j e g o  cksony roz łożone  
są na obszarze  ponad  148 kpz  [17], Nic  w ia d o m o  jaki  
w p ły w  ma rozmia r  genu  na je g o  ekspresją.  Mało 
p raw d o p o d o b n y m  wyda je  się je dn ak ,  że po limeraza  
RN A jest  w stanic sy nte tyz ow ać  tak długi p ierwotny  
t ranskrypt  [15].

Geny Sgs-4  i P ig-J  są t rans kr yb ow ane  w tym sa­
m ym  czasie.  Ich bl iskie po łożenie  nas uwa  p r zy pusz ­
czenie,  że po d lega ją  temu sa m e m u  regionowi  regula­
torowemu.  Po obu s t ronach genu  Sgs-4  —  z loka l iz o­
wane  są sekwencje  od pow iedz i a ln e  za wysoki  p o ­
z iom ekspresj i  oraz jej  ogr an iczenie  do niektórych 
tkanek  i danego s tad ium r o z w oj ow ego  (z ang. spa tia l  
and  tem pora l spec ific ity )  [14],

Mutac je  wys tę puj ące  w obszarze  genu N F l  uważa  
się za prz yczyn ą  w ys t ęp o w an ia  jednostki  ch o ro bo­
wej zwanej nc rw ia k o w ló k n ia k o w a to śc ią  (z ang. n eu ­
ro f ib ro m a to s is ; choroba  Rcc kl inghauscna) .  C h a rak ­
teryzuje się ona m.in.  obn iż o n ą  zdolnośc ią  uczenia 
się, nadc i śn i en iem n c r k o p o c h o d n y m  (z ang. renal 
hypertens ion)  i p oda t noś c ią  na nowotworzcn ic  (z 
ang. m alignancies)  [61-62],  Niek tóre  z tych ob ja ­
w ów  m o g ą  być po śred n im  d o w o d e m  na powiązanie
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ekspresj i  ge nu  N F l  z a k t y w n o ś c i ą j e g o  genów  intro- 
nowych.  Gen  N F l  koduje  cy toplazma tycznc  białko 
należące do rodz iny  b iałek  G A P (z ang. G TPase a c ­
tivating pro te in ) .  B ie rze  ono,  p rawdop odo bn ie ,  
udział  w kontrol i  wzros tu  komórki  pop rzez  in te rak­
cje z b ia łkami  typu  Ras  [21] —  co wyjaśn iać  może  
częs tsze t r ansformacje  no w o tw o ro w e  w przypadku  
mutacj i  tego genu.  Inne ob jawy cho robowe m ożna  
kore lować  z w ys tą p ie n ie m  dclccji  w regionie  genu  
N F l  powodujące j  inak ty wację  (łub usunięc ie )  j e d n e ­
go lub więcej  ge nó w  z loka l izowa nych  w intronach.  
Szczególnie  in t rygująca jes t  po tenc jalna  możl iwość  
przypisan ia t rudnośc i  w uczeniu  się zm ia nom  w re­
gulacji  ekspresj i  genu  OMGP. Gen ten bie rze udział  
w różn icowaniu  ko m ó rek  podczas  rozwoju  mózgu.  
Natom ias t  z m ia ny  w ekspresj i  EVI2A  lub E V I2B  
m o g ą  okazać  się od powiedz ia lne  za w ys t ępow ani e  
przewlekłej  b iałaczki  szpikowej  typu dz iec ięcego (z 
ang. juven ile  chronic  m ye logenous  leukem ia).  B a d a ­
nia nad eksp re s ją  tych ge nów  w yka za ły  ich tk ankow ą  
specyf iczność .  Z a o b s e r w o w a n o  obecność t ranskryp-  
tów: N F l  w  m ó z g u  i krwi  obw odow ej ,  O M G P  tylko 
w o l ig ode ndr ocyta ch  cen t ra lnego  ukła du  n e r w o w e ­
go, EVI2A  w  mó zgu,  krwi  obw odow ej  i szpiku kos t ­
nym,  a E V I2B  we  krwi  obwodow ej  i szp iku kos tnym 
(ale nie w mózgu)  [21, 24-25 ,  63], Istnieje także m o ­
ż liwość ,  że brak ak tywnośc i  genu N F l  (np. w wyniku  
częściowej  dclccj i)  p rowadzi  do nadekspres j i  intro- 
now ych genów  genu  N F l , odpowiedz i a lnyc h  w ten 
sposób za n iek tóre ob ja wy  cho ro bowe nerwia-  
kow łó kni ako w a to śc i  [64], Jednak  p r a w dopod ob na  
obecność  cnhancc ra  (podob nego do cnhanccra  genu 
kodu jącego  łańcuch  k  im munog lobu l in )  w genie

O M G P  w s k a z y w a ć  m oże  na jego  udz iał  w regulacji  
ak tywnośc i  N F l ,  a nie odwr otn ie  [25],

Do potenc j a lnyc h  m e c h a n i z m ó w  m og ącyc h  brać 
udz ia ł  w regulacj i  ak tywnośc i  uk ładu  „genu  w genie” 
na leży  b lokada  ak ty wnośc i  p romoto ra  (z ang. p ro m o ­
ter occ lus ion)  [47],

III-2. Regulacja transkrypcji genów intronowych  
poprzez antysensowne oligonukleotydy

Transkryp ty  genó w  po zos t a j ących  w tak bl iskim 
u sy tuo wani u  m o g ą  w p ły w a ć  na ekspres ję  sąs iednich 
ge nó w  na zasadz ie  o d dz ia ły w ań  an tysensu  —  jak  ma 
to mie jsce  u Pro ka ry ot a  [65]. Podczas  równoległej  
t ranskrypcj i  g e n ó w  leżących  na przec iwn ych  niciach 
tego sam ego loci  m oż e  dochod zi ć  do formow an ia  się 
d w u ni c iow ych R N A ,  które nas tępnie  podlega łyby  
degradac ji  [47, 64, 66].  Bardzo  p ra w d o p o d o b n a  jest  
regulacja  ekspresj i  genu l(2)ticl p rzez gen l(2)rot  na 
zasadz ie  an ty se n so w n e g o  RNA.  Potwierdz i ły to 
ws tępne  badania  w yka zu jąc e ,  że t ranskrypt  l(2)rot  
nic podl ega  t rans lacj i  [11], N ato mi as t  badania na li­
n iach  k o m ó r k o w y c h  nad ak ty w n o śc ią  genów Gart i 
L C P  zda ją  się nie po twi erdzać  i stnienia  takiego typu 
regulacji  w ich p rzy padk u  [7],

IV. Ewolucyjne przesłanki potwierdzające 
powiązanie pomiędzy genem gospoda­
rzem a jego genem intronowym

Je dn ym  z d o w o d ó w  m og ącyc h  potwierdz ić  funk­
c jona lne  znaczenie  uk ł adu  „genu  w ge ni e” byłoby 
ewol ucyjn e  u trwalen ie  ich fizycznej  organizacji .

milionów lat temu

60 30 0

(b)

(c)

Drosophila
virilis

/a \ Drosophila
melanogaster

Drosophila
pseudoobscura

Rys. 4. Upi 'oszxzonc drzewo ewolucyjne wybranych gatunków 7. rodzaju Drosophila  (a), obrazujące rozejście sii  ̂ dróg ewolucyjnych tworzących pod- 
rodzajc D rosophila  (b) i Sophopliora  (c) w czasie [uproszczone wg 67],
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D rosoph ila  m e la n o g a s te r  i D rosoph ila  virilis  w y e ­
woluowa ły  od w sp ó ln eg o  przo dk a  około 60 do 80 
mi l ionów lat t emu (patrz rys. 4). Jest  to czas  przy jęty 
za wys ta rcza jący  aby upewnić  się czy dany układ  g e ­
nów był  ewolucyjn ie  f a w o ry z o w a n y  [67-68],  Pr ze ­
p row adzon e  bada nia  wykaza ły ,  że p o m i m o  dużego 
ewolucyjnego  u t rwalen ia  sekwencj i  g e n ó w  sina  i 
R h4  u tych dw óch ga tu n k ó w  ich c h r o m o s o m o w y  
układ jes t  inny. G eny  s ina  i R h 4 u D ro soph ila  virilis  
nic twor zą  uk ładu  „g enu  w g eni e” i są  one z lo ka l iz o ­
wane w innych mie js cach  ch r o m o s o m u  [68], Zda je  
się to zaprzeczać  tezie,  że ich a r anżac ja  mo gł aby  
mieć znaczenie  funkc jona lne  (np. regulatorowe) .  
Chociaż  przykład  lokal izacj i  ge n ó w  G art!LC P  oraz 
l(2 )no t/ l(2 ) t id  zda je  się t ezę tę potwierdzać .  Linie 
rozw ojo we D roso p h i la  m e la n o g a s te r  i D rosoph ila  
p seu d o o b scu ra  rozesz ły się co najmnie j  40-50  m i l io ­
nów lat temu.  P o m i m o  ewolucj i ,  która  od czasu ich 
wspólnego  prz odka  do konała  zmian  w ich genomie ,  
uk ład genów  G art/L C P  pozos ta ł  u t rzymany.  U D ro ­
sophila  m e la n o g a s te r  ka żdy  kodujący  reg ion  p o s i a ­
da ho mo logic zny  od po w ied n ik  u D rosoph ila  p s e u ­
d o o b sc u ra , za równo  w genie  syntezy  puryn  ja k  i s yn ­
tezy bia łka kutikuli .  D u ż ą  za c h o w a w cz o ść  s e k w e n ­
cji za obse rw ow ano  także  p o m ię d z y  n i ekodującym i  
regionami  tego locus.  P rze jawia  się ona  w postac i  
szeregu  se g m e n tó w  (11-119  pz) o homo logi i  d o ­
chodzącej  do 100% -większej  niż ta do t ycząca  r eg io ­
nów kodujących.  W szys tk ie  segm ent y  u ło żone  są 
dokładnie  w tej samej  ko le jnośc i  u obu ga tunków,  
aczkolwiek  p op rzed z i e l ane  są odc inkami  o różnej  
długośc i i sekwencj i .  N ie kodu ją cc  se gm en ty  m o g ą  
brać udział  w regulacj i  obu  genów  na zasadz ie cis- 
oddz ia ływań,  a część  z nich jes t  na pe w no reg ionami  
regula torowymi  genu  L C P  [8], M oc n ie j s z y m  a rg u ­
mente m (ze w zglę du  na przes t rzeń  c z a s o w ą  dz ielącą  
D. m ela n o g a s ter  i D. virilis  od ich w sp ól nego  p r z o d ­
ka) op ow ia da ją cym  się za e w o lu c y jn y m  ut rwa len ie m 
st ruktury genu w genie  w yni k ł ego  z ich fun kc jona l ­
nego powiązania  [70] jes t  g e n o m o w a  organizac ja  
l(2)not/l(2)tid .  Za ró w n o  u D rosoph ila  m ela n o g a s ter  
j a k  i D rosoph ila  virilis  geny  tc zach o w a ły  n i e z m ie ­
niony układ,  p o m im o  zm ia n  w sekw encj ach  k o ­
dujących  i faktu pos i adan ia  przez  l (2 )no t D rosoph ila  
virilis  „d o d a tk o w e g o ” ( w zgl ędem  D rosoph ila  m e la ­
nogaster)  k ró tkiego  in tronu rozdz ie la jącego  s e k w e n ­
cję h o m olo gi czną  do eksonu  1 l(2 )no t D rosoph ila  
m elanogas ter  [12-13,  69],

V. Pochodzenie „zagnieżdżonych” genów

Pochodzenie  „ z a g n ie żd ż o n y c h ” ge nó w  mo żna  
t łumaczyć  t rzema h ipotezami:

a) inserc ja  sam ego genu  do int ronu  genu  go s p o d a ­
rza,

b) insercja  genu wraz  z o tacza jącymi  go s e k w e n ­
c jami  n iekodującymi  —  co na l eża łoby  rozum ieć  jako  
insercjc „ in t ronu ” , k tóry pos iada ł  ju ż  p ie rwotn ie  gen 
—  do genu  gospodarza ,

c) rozros t  genu  poc iąga jący  za sobą  pochłan ian ie  
innych genów.

Pierwsza  h ipoteza  zda je się być  bardzo  p r a w d o p o ­
dobną  biorąc  pod u w a g ę  proces re trot ranspozycj i ,  
lecz odnosić  się ona  m o ż e  je d y n ie  do in t ronowych 
genów  o s t rukturze jcd n o ck so n o w c j .  Os ta tnia  na to ­
miast  do tyczyć  m og ła b y  rozległych  genó w  o kilku 
a l te rna tywnych  m ie jsc ach  inicjacj i  lub/i  t erminacj i  
t ranskrypc ji ,  tak j a k  np. dunce  i N F L

Różnice  w ro zm ie szcze ni u  gen ó w  sina  i R h 4  w 
chr o m o so m ach  D rosoph ila  m e la n o g a s te r  i D ro ­
sophila  virilis  wskazują ,  że po roze jśc iu się ich dróg 
ewolu cy jny ch  je de n  z tych ge nó w  uległ  t rans lokacj i  
do innego reg ionu  ch rom osom u.  G dy b y  je den  z g e ­
nów uległ  t ranslokacj i ,  a drugi  pozos ta ł  w swej p ie r­
wotnej  pozyc ji ,  w te dy  układ  ge n ó w  otacza jących  
przen ies iony  gen po wi n ie n  być inny  u obu ga tunków. 
Natom ias t  o toczenie s tabi lnego  genu p ra w d o p o d o b ­
nie by łoby  ewolu cy jn i e  zachowane .  Na  pods tawie  
tego za łożenia  w yka zano ,  iż —  na jprawdo pod obnie j  
to właśn ie  —  gen Rli4  zmieni ł  sw o ją  lokal izację na 
chr om osom ie  w jedne j  z tych dw u linii ew ol ucy j ­
nych,  a s ina  pozos ta ł  w swojej  p ie rwotne j  lokal iza­
cji. Gen Rh4  mógł  zostać  przenies iony  zarówno z re ­
gionu R h4 /s ina  w linii ewolucyjne j  D rosoph ila  viri­
lis, lub do reg ionu  s ina  w linii D rosoph ila  m e la n o g a ­
ster. Układ  gen ó w  ota cza jących  region Rh4/sina  u 
D rosophila  m e la n o g a s te r  jest wy so ce  zbl iżony  do 
o toczenia  genu  sina  u D rosoph ila  v ir il is , na tomiast  
nie zna lez iono  p odob ie ńs tw a  do rejonu  genu Rh4  
D rosophila  virilis  [68], Takie przenies ienie  genu do 
innego  mie jsca  na c h ro m o so m ie  nic mog ło  naruszać 
funk c jono wan ia  innych  genów.  Je dn ym  z m e c h a n i ­
zm ó w  translokacj i  b iorących  udział  w takim przenie­
sieniu mogła  być re t ro t ranspozyc ja  —  integracja do 
ch ro m o so m u  odc inka  D N A  będącego  kopią  tran- 
skryptu (m RN A).  W tak ich  pr zypadka ch  geny  p o ­
chodzenia  re t r o t ransp ozonow ego ,  z reguły,  p o z b a ­
wione  są in t ronów (wys tępu jących  w genach  prekur-  
sorowych) ,  często po s ia da ją  3'  region  o charakte rze 
p o l ia de ny lo w aneg o  końca  i rejon integracji  osk rzy­
dlony sekwenc jami  p o w tó rz on ym i  [68, 7 2 -7 3 ] ,  Te 
trzy cechy spe łnia  gen Rh4  u D rosoph ila  v ir il is : (i) 
nic pos iada intronu (w odr óżnien iu  od Rh4 D rosoph i­
la m e la n o g a s te r ), (ii) wys tępu je  ciąg 18 dezoksyadc-  
nozyn  na 3 ’ końcu  tego genu,  za k tór ym  (iii) wy s t ę ­
puje sekwencja  C A A A T  po przedza j ąca  dwukrotnie
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5 ’ region tego genu.  Ta  p ię c ion ukl co tyd ow a s e k w e n ­
cja może  r ep rezen tować  powtórzenie  tworzące  się 
podczas transpozyc ji .  Z tych danych  wynika ,  że p ie r ­
wotnym u kł ade m  była  formacja  R h4 /s ina  w y s tę ­
pująca u D rosoph ila  m elanogaster ,  a t ranspozyc ja  
zaszła w linii ewolucyjne j  p rowadzące j  do D ro so p h i­
la virilis. Zakłada jąc ,  że w linii ewolucyjne j  D ro ­
sophila  v irilis  dosz ło  do t ranspozyc ji  wyda rzen ie  to 
mus ia ło nas tąpić na tyle wcześn ie,  aby sekwencja  
orygina lnego  Rh4  mogł a  się zmienić  w stopniu un ie ­
m o żl iw ia jący m jej  t e raźnie jsze  wykryc ie  [68], I n n y ­
mi z a g n ie żdżo nym i  genami  poz baw io nym i  intro- 
nów,  eo w sk a z y w a ć  m o g ło by  na ich pochodzen ie  p o ­
przez re t ro t ranspozycję ,  są oba Sgs, P ig-1  i Indnc  
u lok owa ne  w locus  genu  dunce  [14-16] oraz A2AK3 z 
intronu NFJ  [27], W s p o m n ia n e  powyżej  geny Sgs  są 
je d y n y m i  nic pos i ada ją cymi  in tronów przeds t aw i­
cielami swojej  rodz iny  [14], Opiera jąc  się na za ło że ­
niu, że g e n o m o w a  s truktura ge nów  kinazy adenyla-  
nowej  (A K )  u s sa ków  jes t  bardzo  konserwaty wna  
[ 74], należy  przypuszczać ,  że funkc jona lny  gen A K 3  
u cz łowieka  sk łada łby  się z co najmnie j  pięciu ekso- 
nów obe jm uj ących  ponad  30 kpz [27],

Rozpat ru je  się także inną  m o ż l iw ą  drogę  wejśc ia  
genów Sgs  i P ig  w  obszar  dunce  —  na zasadz ie  
„poc h ło ni ęc ia ” ich przez  gen dunce  w trakcie jego  
ew o lu cy jne go  rozwoju .  Powiązać  z tym m o żn a  j e d n ą  
z bardziej  a t rakcyjnych  h ipotez  wy jaśn ia jących  p o ­
wstawan ie  wielu typó w t r anskryptów tego genu,  
będących  w yn ik ie m  bardzo  skom pl i kowane j  i ro z ­
ległej jego struktury,  j a k o  rzekome  reprezentowanie  
przez nic tka nk ow o- sp ecy f i czn ych  izoform fosfodie-  
sterazy cAMP.  Gen dunce  rozrastając  się wcie lałby w 
swój locus  sąs iadujące  geny  zyskując  przez  to ko le j ­
ne promo to ry  [ 1 5],

Jakko lw ie k  re t ro t ranspozyc ja  jes t  bardzo  p r a w d o ­
p od o b n ą  drogą  p r o w a d z ą c ą  do powstan ia  „zag ni eż ­
d żo n y c h ” genów,  nie t łum aczy  ona pochodz en ia  g e ­
nów zawiera jących  intron w intronic genu g o s p o d a ­
rza. Mo żna  jed yn ie  d o m n ie m y w a ć  udz ia łu  dupl ikacj i  
i inscrcji  w tym procesie.  Inscrcy jny  model  p r zenie ­
s ienia genu in t ronowego wraz z o tacza jącymi  go se­
kwencjami  n icko dują cymi  do genu  gospoda rza  zdaje 
się być p o tw ie rd zony  przez  badania  nad organizac ją  
locus Gart  w śró d  przeds tawic ie l i  z rzędu Diptera.  
Locus  ten u C hironom us ten tans  (którego  w spó lny  z 
D rosoph ila  m e la n o g a s te r  p rz odek  istniał  135-65 m i ­
l ionów lat t emu) wy ka zuj e  znaczne  pod ob ieńs two w 
st rukturze  i o rganizac ji  do op isanego  u D rosophila  
m ela n o g a s te r  [75].

Jak dotąd nic op isano  organizacj i ,  w której dwa 
geny  —  oba  pos iada jące  int rony —  w za jemnie  z a ­
wiera łyby  w nich swoje  ko le jne  cksony.  Taka konf i ­

gurac ja  by łab y  p r a w d o p o d o b n a  gdyby m e c h a n i ­
z m e m  p o w s ta w a n ia  op isywanej  s truktury by łoby  ta ­
sowanie  ekson ów.  W szys tk ie  pr zy toczone  powyżej  
p rzykła dy  o p is u j ą  geny  int ronowe,  które w całości 
zna j du ją  się w intronic genu  gospodarza  —  co j e d n o ­
znacznie  p r z e m a w i a  za teor ią  insercyjną.

VI. Uwagi końcowe

Pom im o,  że funkc jona lne  po wiązanie  genów p o ­
zos ta jących  w opisane j powyżej  zależnośc i  s t ruktu­
ralnej nic zos ta ło j e sz cz e  je d n o z n a c zn ie  u d o k u m e n ­
towane  na leży  założyć,  że jes t  ono bardzo p r a w d o p o ­
dobne.  I s tn ienie  tak ich  uk ła d ó w  świadczy o w y s o ­
kiej z łożonośc i  s t ruktur  g e n o m u  oraz elastycznośc i  
m e c h a n i z m ó w  ekspresj i .

Ko le jn ym  in te re su jącym e le m en te m  st ruk tural ­
nym  z a a n g a ż o w a n y m  w organizac ję  informacj i  g e ­
ne tycznej  są tw in t rony  —  int rony  z loka l izowane  
wewną t r z  intronów. Zos ta ły  one p ie rwotn ie  odkryte 
w genomie  ch ro lo p la s to w y m  E u g lena  gracilis  [76], 
Z a rów no  in t ronowe geny  j a k  i twint rony zostały s to­
sun kow o n i eda w no  odkry te .  Nic po znano  jeszcze  ich 
prawdziwej  roli w m e c h a n iz m ac h  regulacj i  eksp re ­
sji, która zachodzić  mo że  za ró w no  na poz iomie  t ran­
skrypcji  jak i obróbki  RN A.
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I. Wstęp

Ap op to za  w dużej  mierze  od po wi ada  za t kankow ą 
i n a r z ą d o w ą  h o m eo s t azą  organizmów.  Wiele stanów 
pa to logic znych ,  p rzede  w sz y s t k im  l iczne choroby 
ncur od cg en cracy jn e ,  w yn ika ,  j a k  się sądzi,  ze zbyt  
in tensywnej  apopt ozy  komó rek .  Z upoś ledzeniem 
zaś apopt ozy  w iąże  się przede  w szy s tk im  rozwój
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wiciu n o w o tw o r ó w  i ich oporność  na chem iot er ap ią  
oraz oporność  ko m ó rek  na infekc je  w i ruso we,  a t a ­
kże l iczne zaburzenia  au to im m u n o lo g ic zn e  [1-4].

C echą  cha ra k t e rys ty cz ną  k om ór ek  u lega jących  
apoptoz ie ,  n ieza leżn ie  od rodza ju  w yw o łu ją ce g o  ten 
proces  czynnika ,  j es t  u ru cho m ie n ie  w nich  e w o lu c y j ­
nie utrwalone j  ka sk ady  pr oce só w  pro teo l i ty cznyc h  i 
nukleo li tycznych .  G łó w n y m i  e lek torami  tych p r o c e ­
sów są pro teazy  cys te inowe,  tzw. kaspazy,  [5-10] 
oraz kilka endonukleaz ,  z k tórych  na jwiększ e  za in t e ­
resowanie  w zbu dz a  z ide nt y f ikow ana  w 1998 r endo-  
nukleaza  C A D  {casp as e -ac tiva ted- d e o x y r ib o n u c le ­
ase)  [11, 12]. W  efekc ie  dz iałania  w y m ie n io n y c h  e n ­
zym ów  w ko mó rc e  u lega  degradac j i  wie le  cytopla-  
zma ty czny ch  i j ą d r o w y c h  bia łek oraz D N A ,  n a s tę p u ­
je  dest rukc ja  e le m ent ów  s t ruk turalnych,  tworzenie  
tzw. ciałek apo p to ty cznych  i dez in tegrac ja  komórki .

Przebieg apopto zy  ko n t ro l u ją  l iczne białka,  które 
p ro m uj ą  lub pr ze c iw dzi a ł a ją  śmierc i apopto tyczne j .  
Najwcześnie j  p o zna nym i  regula torami  apop tozy  są 
b łonow e b ia łka  z rodz iny  Bcl-2 [12-18],  Są  n imi za ­
równo białka h am ują ce  apoptozą  (np. Bcl-2,  BclxL, 
Bcl-w, Mcl-1,  Brag,  Bf l-1)  j a k  i p r om ują ce  jej p r ze ­
bieg (np. Bax,  Bad,  Bak,  Bik).  W  cząs teczce  białka 
Bcl-2 i j ego  h o m o l o g ó w  nie w y s tę p u ją  e lementy  
s t rukturalne,  k tóre m og ły b y  suge ro wać  jak ie  są  b io ­
chemiczne  m e c h a n iz m y  ich działania.  Sądzi  się na to ­
miast,  że loka lizacja w e w n ą t r z k o m ó r k o w a  białka 
Bcl-2 i j ego  h o m o l o g ó w  de te rminuje  ich działanie.  
Występowa nie  Bcl-2 i p rawic  ws zys tk ich  je g o  h o m o ­
logów (z w y ją tk iem BA D ) w po wią zani u  z b łonami  
—  zew nę t rz ną  b ło n ą  mi tochondr ia lną ,  b łoną  j ą d r o w ą  
i s ia teczką  ś ró d p la zm a ty czn ą  sugeru je  udz ia ł  tych 
białek w fu nkcjono wan iu  mi t ochondr iów,  p r z e c iw ­
działaniu st resowi oksy d a c y jn e m u  oraz regulacj i  
w e w n ą t r z k o m ó rk o w eg o  p oz io m u j o n ó w  wapnia  
[19-21],  Szereg danych  wskazuje  także na istotny

udzia ł  białek z rodz iny  Bcl-2 w regulacj i  ak tywnośc i  
kaspaz  [22, 23], zw ła szcza  w ak tywacji  p roka spa zy  9 
[24-30],

Na  począ tku  lat 90- tych  z id ent y f ik ow ano  szereg 
innych b iałek niż na leżące  do rodz iny  Bcl-2,  które 
prze ja wia ją  zdolność  do h a m o w a n i a  pop to zy  i okre ­
ślono je  ja k o  b ia łka  IAP ( inh ib ito ry  a pop tos is  pro le -  
ins). Po raz p i e rwszy  wykry to  je  w wiru sac h  o w a ­
dzich,  tzw. b a k ul ow ir usach  w y w o łu ją c y c h  poliedro-  
zę j ą d r o w ą  [31-34],  w  k tórych  w y k azan o  j u ż  w c z e ­
śniej obecność  an tya pop to ty cznc go  bia łka p35.  N a ­
stępnie białka  IAP zna lez io no  w kom ó rk a c h  ow adó w 
[np. 35, 36],  g ryzoni [37], p t akó w  [38], s saków 
[39-42],  a także w 1998 roku w k o m ór kach  drożdży  
[43], Po w szech ność  w ys tę p o w a n ia  tych an tyapopto-  
tycznych  białek,  re gu lo w a n a  ekspres ja ,  p r zyna j ­
mniej  n iek tórych  z nich,  podczas  rozwoju  i różn ico­
wania  o r ga n iz m ów  [44], a t akże obecność  pew nyc h  z 
nich w k o m órka ch  wie lu  n o w o tw o r ó w  [45] sprawia,  
że są one p rz e d m io te m  bardzo  in tensy wnych badań.

II. Ogólna charakterystyka białek IAP

Białka  IAP są po l ipe pty dami  o różnej  długości  
(~ od 150 do 1500 AA) ,  w k tórych  w y k azano  między 
innymi  obecność  dw u cha rak te rys tycz nyc h  domen:  
w N -k o ń cu  do m en y  BIR  (bacu lov irus  I.AP-like repe-  
ats) oraz przy C -k ońc u  dom en y  RI N G  [46] (Ryc. 1). 
Do me na  BIR to około 65 am in okw asów ,  wśród  k tó­
rych w ys tę p u ją  sek wenc je  CysX 2Cy s  i CysXóHis,  co 
wskazuje ,  że b ia łka  te m o g ą  wiązać  jo n y  Zn. Po ­
szczególne  bia łka IAP cha ra k t e ryz uj ą  się obecnośc ią  
na jczęściej  ki lku u ło żonyc h  t a n d e m o w o  dom en  BIR 
(Tabela 1), znane  są je d n a k  białka tylko z j e d n ą  d o ­
m e n ą  BIR,  i to za równ o b ia łka wi rusów, nicieni  czy 
też kom órek  ludzkich.  Bia łek  z d o m e n ą  BIR nie w y ­
kryto,  j a k  dotąd,  w rośl inach  i bak te riach [47]. Sugc-

Ryc. 1. Schemat budowy białek IAP, na przykładzie ludzkiego białka X-IAP [wg. 46]. Wytłuszczono sekwencje aminokwasowe biorące udział w 
wiązaniu jonów  Zn.
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ruje się ostatnio,  by b i a łk om  IAP nadać  nazwę bia łek 
BIR, właśn ie  ze wz g lę du  na powsz ec hn oś ć  w y s t ę p o ­
wania w ich cząs t eczkach  tej sekwencj i  am ino kw a-  
sowej [43], Nic  wszys tk ie  dom eny  BIR są  “ równo-  
cenne” . W p ra w d z ie  wię ksz ość  bia łek zawie ra jących  
te do m eny  ha m uj e  apoptozę ,  j e d n a k  znane  są pewn e 
białka w i ruso we,  j a k  np A c N P V - I A P  [48] nie prze ja ­
wia jące  tej właśc iwośc i .  Poprzez  do m en y  BIR bia łka 
IAP wią ż ą  się z różnym i  białkami  p rom ują cym i  a p o ­
ptozę (pa trz rozdz.  III).

Osta tnio ukaza ła  się p raca  donosz ąca  o w y s tę p o ­
waniu  d o m e n y  BIR,  równ ież  w cząs teczce  e n zym u  z 
różnych  tkanek  gryzoni ,  k tóry uczes tn iczy  w w ią z a ­
niu ub ikw i ty ny  z b ia łkami  m ającymi  ulec degradacj i  
p roteol i tyczne j  w pro t ea somie  tzw. ubicjuitin  — 
con ju g a t in g  enzym e  [49]. E n z y m  ten, wys t ępują cy  w 
aparac ie Go lg i ego  i n azw an y  B R U C E  (B IR  repea t  
contciining ubicjaitin ęp n jn g a t in g  en zym e ) s tanowi 
p ie rwsz y  przykład  b ia łka  IAP o znanej  ak tywnośc i  
enzyma tyczne j .  Jak  do tąd nic nic wi ado m o o b i a łk o ­
wych subs t ra tach  B R U C E .  W y suw a  się p rz y p u sz c z e ­
nie, że m oż e  on uczes tn iczyć  w n ieznanych  jeszcze  
pow ią zani ach  sz laków ant ya popto tycznych  ze sz la ­
k iem za leżnej  od p r o te a so m u  pro teo l izy  białek.  M o ­
żna spekulować ,  czy ak ty wność  en zy m u  B R U C E  
może  regu lo wać  b iałka wiążące  się z d o m e n ą  BIR,  
albo też czy B R U C E  może  sk i e rowywać  kaspazy  na

drogę  degradacj i .  Pro te o l i tyc zna  inaktywacja  kaspaz 
mo g ła by  w efekcie  n ieo dw raca ln i e  wyłączać  spe cy­
f iczne szlaki  p ro w a d z ą c e  do śmierci  komórek.

D r u g ą  t y p o w ą  d o m e n ą  w b ia łkach  IAP jes t  d o m e ­
na R IN G  o s t rukturze pa lca  cy n k o w e g o  wys tępująca  
w C -k ońcu  cząs teczki  (Ryc. 1) [34, 46], Należy  za ­
znaczyć,  że d o m e n ę  RI N G  zna lez iono  w k i lkudz ie ­
sięciu b ia łkach,  które wy s tę pu ją c  w cy toplazmic  lub 
ją dr ze  k o m ó r k o w y m  ucze s t n ic z ą  mi ęd zy  innymi  w 
regulacj i  t ranskrypc j i ,  w nap rawie  i rekombinac ji  
D N A ,  oraz w pr ocesach  apop tozy  i różn icowania  
[50, 51], D o m e n a  RI N G  wys tęp uje  w większośc i  p o ­
zna nyc h  dotyc hczas  b ia łek  IAP (Tabela 1). Wydaje  
się, że jej  ob ecno ść  nie je s t  konieczna ,  aby białko 
IAP m og ło  h a m o w a ć  apoptozę .  Co więcej ,  usunięcie  
tego f ragm en tu  cząs teczki  z b ia łka  D-IAP-1 muszki  
owocowej  zw ię ksz a  nawet  je g o  an tyapopto tyczne  
właśc iwośc i .  D o m e n a  R IN G  nic wys tępuje  też w 
ludzkich  b ia łkach  N A I P  i surwiwinie ,  które są bar ­
dzo a k t yw ny m i  inh ib i torami  apop tozy  ko mó re k  ner ­
wo w y c h  [NAIP;40]  oraz l i cznych ko mó re k  n o w o ­
tw or ow yc h  [44, 45],

D o m e n y  B IR  i R IN G  rozdz ie lone  są tzw. łączni ­
k iem o różnej  długośc i ,  k r ó t szym  w wirusowych 
b ia łkach  IAP, d łu ższ ym  zaś w b ia łkach z komó rek  
ssaków. Jego funkc ja  nie je s t  j e sz c z e  znana,  p o d o b ­
nie ja k  funkc ja  d o m e n y  C A R D  obecnej  w ludzkich

Tabela 1.

Przykłady białek IAP (dane i nomenklatura w g 43, 47)

Organizm B ia łk o  I A P Liczba domen BIR Obecność domeny RING H a mo w a n ie a po p t ozy

cV-IAP 1 + +

OpNV-IAP 2 + +

Baku lo wirusy GPGV-IAP 2 + +

AcNPV-IAP 2 + -

BmNPV-IAP 2 + -

Saccharom yces pom be Sp-BIRl 2 - •>

Sacchciromyces cerevisiae Sc-BIR2 2 - •>

C aenorhabditis elegans
Cc-BIR2

Ce-BIRl

1
2

- o

7

D rosophila m elanogaster
D-IAP1

D-IAP2

2

3

+

+

+

+

M us m usculus m M IH A 3 + +

X-IAP 3 + +

cIA P-l /M IH B * 3 + +

H om o sapiens cIAP-2/MIHC* 3 + +

NAIP 3 - +

surwiwina 1 - +

* w białkach cIAP-1 i cIAP-2 występuje również domena CARD
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białkach cIAP-1 i c IAP-2.  Do tyc hczas  w ia dom o  
było, że do m ena  C A R D  (caspase  recru i tm en t  dom a-  
in ) s tanowi ten f ragmen t  cząsteczki  tzw. b ia łek  adap-  
to rowych typu C R A D D  i Apaf -1 ,  poprzez  który 
w ią żą  się one z p r o d o m e n a m i  kaspaz  8 i 2 [52], 
Białka cIAP-1 c IAP-2  w i ą ż ą  się j e d n a k  z ak ty wn ymi  
kaspazami  poprzez  d o m e n ę  BI R  a nic C A R D  [53],

III. Mechanizmy działania białek IAP

W jaki  sposób  białka  IAP h a m u j ą  apoptozę  j e s z ­
cze nie wyjaśn iono .  Fakt  b lokow an ia  przez nie apop-  
tozy —  w yw oł yw ane j  p rzez  tak różne  induktory jak  
czynnik mar tw icy  n o w o t w o r ó w  ( T N F - a ) ,  l igand r e ­
ceptora  FAS (FAS-L) ,  n iek tóre chcmio tc rapcu tyk i  
(np. cisplatyna,  e topozyd ,  ak ty n o m y cy n a  D), kaspa- 
zy [36, 37, 54, 55],  a t akże b ia ł kowe  induktory  apop- 
tozy typu Rcaper ,  Gr im,  Hid i D o o m  z tkanek  o w a ­
dów (patrz rozdz.  I II .2) —  sugeruje,  że m ie jsc em  
dz ia łania  bia łek IAP m u s z ą  być k luczow e e tapy tego 
procesu.  Szereg  n o w ych  danyc h  wska zu je ,  że u p o d ­
staw dz ia łania  b ia łek IAP leży zak łócenie  przez  nic 
pr zekazyw ania  sygnału  do apopt ozy  lub przeżyc ia 
komórek ,  w w y ni ku  twor zeni a  he t e ro k o m p le k só w  z 
b ia łkami uczes tn iczącymi  w tych procesach ,  a także 
bezpośrednie  ich od dz i a ływ an ie  z e fek tor owy mi  k a ­
spazami.

III-l .  Interakcja białek IAP z czynnikami TR A F

I I I - l . l .  C harakterystyka  czyn n ik ów  T R A F  i ich funkcji 
w kom órce

Czynnik i  T R A F (  T N F -recep to r-a sso c ia ted  f a c ­
to rs) s tanowią  l iczną grupę  cy top la zm a ty czn yc h  
białek,  które po śr ed n ic zą  w p rzeka zy w an iu  s y ­
gna łów pows ta jąc ych  po ak tywacj i  p rzez cytokiny  
wielu b ło nowych recep tor ów z nad rodz iny  T N F -R  
[10, 56-58],  Sygnały  te p r o w a d z ą  do p lc jot ropowcj  
odpowiedz i  kom órek ,  w tym m ię dzy  innymi  do a p o ­
ptozy czy też s tymulac j i  p ro cesów  zapa lnych ,  a także 
do pro m ow an ia  przeżyc ia  ko m ó re k  mim o obecnośc i  
czynn ikó w uszkadza jących .

W 1994 roku  donies iono  po raz p ie rwszy  o o b e c ­
ności czyn nik ów  TRAF-1  i T R A F - 2  w komp leks ie  z 
po db ło n o w y m  f ra gm ent em  receptora TN F- R2 ,  k tó ­
rego rola w pr zekaz yw an iu  sygna łu  w y w o ły w a n e g o  
przez T N F - a  po lega  nie na promocj i  apoptozy,  lecz 
na ich udz ia le  w p r o m o w a n i u  przeżyc ia  ko móre k  
[59], W nas tępnyc h  latach okaza ło  się, że białka 
TRAF-1 i TR A F- 2 ,  j a k  również  inne b ia łka  T R A F  
(TRAF 1-6) w ią ż ą  się też z r ec ep tor em T N F - R  1, 
uczes tn iczącym w gene ro w an iu  s y gn a łó w  i do a p o p ­
tozy i do przeżyc ia  k om órek  [60-62],  a także,  między

innymi ,  z recep tor ami  C D 3 0  [63, 64] i C D 4 0  [65] 
czynnymi  w ak tywacj i  l im focy tów  T i B. Wiązan ie  
czynn ików  T R A F  z cy to pl azm a ty czn ym i ,  pod bło no-  
wy mi  f r agmentami  recep to ró w mo że  n as tęp ować  
bezpośrednio ,  co s tw ie rdzono  w p rz yp adk u wiązania  
z re cepto rem  T N F - R 2  [59], CD 3 0  [64] i C D 4 0  [65] 
lub też za p o ś re d n ic tw e m  bia łka adapt o ro w ego  
T R A D D .  Bia łko  to zaw ie ra  tzw. do m en ę  śmierci  i 
j es t  i s totnym sk ład nik ie m ko m ple ksu  in ic jującego 
apoptozę  ko m ór ek  po aktywacj i  p rzez  T N F - a  r ecep ­
tora TNF-R1 [61, 62] (Ryc.  2A).  W  powią zani ach  
T R A F  z recepto rami  b ł o n o w y m i  uczes tn icz y  C-ko-  
ńcowy  f ragment  j e g o  cząs teczki  (tzw. do me na  
TR A F,  230  AA) ,  b iorący  także udzia ł  w in te rakcjach  
prow a d z ą c y ch  do po w st an i a  h o m o d i m e r ó w  i hetero-  
d im erów  czynn ika  T R A F  [66].

P o d s t a w o w ą  funkc ją  czynn ika  T R A F -2  w k o m ó r ­
kach  wydaje  się być,  p rzyna jmni e j  dotychczas ,  j ego  
udział  w ak tywacj i  cz yn nika  t ransk rypcyjne go  
N F k B [67, 68], Jego ak tyw ac ja  po ja wia  się j a k o  j e d ­
na z odpow iedz i  k o m ó re k  na dz ia łan ie  T N F - a  [60, 
62] (Ryc. 2B),  czy też np. specyf icznych  l igandów 
w iążących  się z w ys t ępu ją cym i  w b łonach  r ecept o ­
rem D30 [63], recep to rem  CD 4 0  [60] oraz  r ecept o ­
rem cytokiny  T R A N C E  [69], T R A F -2  poś redn iczy  w 
p rzeka zyw an iu  sygnału  z p o d b ło n o w e g o  ko m ple ksu  
z łożonego poza  n im z części  cy toplazmatyc znc j  re ­
ceptora T N F - R  1, b ia łka  T R A D D ,  k inazy  b ia łkowej  
RIP do ki lku kinaz  b ia łko wych (NIK,  I K K a ,  1KK[3). 
Kinazy  te fos fory lu ją  inhibi tor  Ik B zna jdujący  się w 
kompleks ie  z czynn ik ie m  t r anskr ypcyj nym N F k B, 
który nas tępnie  u lega  ub ikwi tynac j i  i degradac ji  w 
pro teasomic ,  a ak t yw ny  N F k B p rzemi eszcza  się z cy- 
top lazmy do ją d ra  k o m ó r k o w e g o  i reguluje  ekspresję  
wielu ge nów  pr o m u ją cy ch  przeżyc ie  k om óre k  [68, 
70] (Ryc. 2B).

D ru g ą  i stotną  fun kc ją  cz ynni kó w T R A F  jes t  też 
n iewątp l iwie  ich w p ł y w  na ak t yw ac ję  kinaz 
JN K / S A P K  [70-73] i/ lub k inazy  p38 M A P K  [74], 
które b ior ą  udz ia ł  równ ie ż  w aktywacji  innych,  niż 
N F k B, cz ynn ik ów  t ranskr ypcyj nych  (np. ATF-2,  
c-Jun,  AP-1,  p3 00 /C BP2 ) .  Do takich oddz ia ływań 
czy nn ik ów  T R A F  nie zb ęd ny  jes t  N -k o ń c o w y  f rag­
ment ich cząsteczki ,  zawie ra jący  kilka sekwencj i  
a m in o k w a s o w y c h  typu pa lca  cy nkow ego  [71, 72, 
76], K lu czowe znaczeni e  T R A F -2  w aktywacj i  c z y n ­
nika t r anskr ypcyjnego  N F k B i szlaku kinaz  p o t w ie r ­
dza ją  obse rwacje  m y sz y  t ransgen icznych  p o z b a w i o ­
nych genu  ko du jącego  TR AF-2 .  M yszy  te charak te ­
ryzuje między  innymi  po d w y ż sz o n a  śmierte lność  we 
w czesnych  e tapach rozwoju ,  atrofia grasicy i ś le ­
dziony,  zw iększ ona  wraż l iwość  ich komórek  na apo- 
p to tycznc  działan ie  T N F - a  [75],

170 POSTĘPY BIOCHEMII 45(3), 1999http://rcin.org.pl



błona komórkowa

TNF-a

prokaspaza-8
TNF-R1

FADD TRADD TRAF-2

v

kaspaza-8

v
inne kaspazy

v
apoptoza

nieaktywny NFkB 
w kompleksie z Ik-B

fosforylacja, ubikwitynacja 
i degradacja IkB v

aktywny NFkB

błona jądrowa

stymulacja ekspresji 
genów promujących 
przeżycie komórek

Ryc. 2. Proapoptotyczna i antyapoptotyczna odpowiedź komórek na działanie T N F-a .  Kluczowa rola różnych kompleksów białka adaptorowego 
T R A D D  w promocji apoptozy (A) lub przeżycia komórek (B). Objaśnienia symboli w  spisie skrótów. Z akreskowany obszar w cząsteczce pro- 
kaspazy <S oznacza fragment usuwany podczas aktywacji.

Poziom cz yn n ik ów  T R A F  w ko mó rce  r egulowany 
jest pop rzez  t ranskrypc ją  (patrz I I I -1.2), p ro teo l i ­
tyczny rozkład  p r z e pr ow adz any  prawdo po dobn ie  
przez ka lpainy i być może  inne pro teazy [64], a także 
dzięki  k o m pl ckso w an iu  z en dogennym i  inh ibi torami 
typu 1-TRAF [76], Sugeru je  się, że inhibi tor  ten zd o l ­
ny jes t  do u t r zym yw an ia  T R A F -2  w postaci  n ie ak­
tywnej  i b l okow ani a  dzięki  t emu  dróg sygnałowych,  
w k tórych uczestniczy.  N a s u w a  się pytanie,  czy w ten 
sam sposób  dz ia ła ją  ko m plcksuj ącc  z czynnik iem 
T R A F- 2  bia łka IAP.

II I -I .2. W spółdzia łan ie  białek IAP i czynników  T R A F  w 
p rzek azyw an iu  sygnałów

Dw a bia łka IAP w y iz o low ane  z kom ór ek  ssaków, 
cIAP-1 i c IAP-2 ,  zdolne  są do ham owan ia  apoptozy  
indukowanej  p rzez  T N F - a .  M o g ą  one bo w ie m  w y ­

s tępować  w p o d b ło n o w y c h  komple ksa ch  z recepto­
rem TNF-R1 [37, 41,  42,  62] i receptorem TN F-R 2 
[42, 76], W  niek tór ych  kom ó rk a c h  w y k ry w a  się ta ­
kże cy to p la zm a ty czn c  k o m p le k s y  b iałek IAP z c zyn ­
n ikami  T R A F I  i T R A F 2  [42], Obserwac je  te z a suge ­
rowały  udz ia ł  b iałek  IAP w procesach ,  w których 
ucze s tn ic zą  czynnik i  TR AF.

Ostatnie lata przynios ły,  p rzyna jmnie j  częśc iowe,  
z ro zum ie ni e  wsp ół dz i a ła n i a  b iałek  cIAP-1 i c IAP-2 
w regulac j i  sz lak ów  i n d u k o w a n y c h  przez  T N F - a  i 
p r o w a d z ą c y ch  do ak tywacj i  czynnika  t ranskrypcyj -  
nego  N F k B j a k  i apoptozy.  W badan iach  udziału 
c IAP-2  w ochron ie  k o m ó r e k  l imfocytarnych  Jurkat  
p rzed dz ia łan ie m T N F - a  w y k az an o  bowiem,  że 
c IAP-2  h am uje  apo pto zę  tylko wówczas ,  gdy w k o ­
m ó rk ach  w y s t ępu je  a k ty w ny  N F k B. C o  więcej  w y ­
kazano ,  że w w yn ik u  nadekspres j i  c IAP-2 dochodzi
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w ko mó rk ach  do ak tywacj i  N F kB, p raw do po dobn ie  
wskutek  zwiększenia  pro teol i tyczne j  degradac ji  j e g o  
inhibi tora [77], Zm u to w a n a ,  n iezawicra jąca  dom eny  
RING, forma cIAP-2 ,  w przec iw ień s tw ie  do formy 
prawid łowej ,  hamu je  ak ty wac ję  N F k B przez T N F - a ,  
w której j a k  ju ż  d y s ku to w ano  ( r . I I I -1.1) pośred ni czą  
czynniki  TRAF .  M e c h a n iz m  tego działania,  być 
może po lega jący  na tw orz en iu  n ie funkc jona lnych  
ko m pl eks ów  c z yn ni ków  T R A F  ze z m u to w a n y m  
bia łk iem cIAP,  pozos ta je  do wyja śn ie n ia  [77],

Czynnik  t ranskr ypc yjn y  N F k B ,  “ p o d e j r z e w a n y ” 
od dawna o regulac ję  ekspresj i  genów,  k tórych 
b ia łkowe produkty  sprzy ja ją  prol i feracj i  i p r z e ż y w a ­
niu komórek ,  s tymuluje ,  j a k  w y k az an o  ostatnio,  e k s ­
presję zarówno g en ó w  ko du jących  czynniki  TRAF-1  
i T RA F- 2  [78], j a k  i b ia łka  c IAP-1 i c IAP-2 [77, 78], 
w ludzkich l imfocytach  linii Jurkat  oraz w k o m ó r ­
kach f ibrosarkomy.  Jego  w ir u so w y  homolog ,  c z y n ­
nik v-Rel,  s tymuluje  zaś syntezę  IAP-1 w ko mó rk ach  
p taków [38], Jed nocz esn e  po d w y ższ en ie  w e w n ą t r z ­
k o m ór kow eg o  po z io m u  b ia łek  c IAP  1/2 i czynników 
TR A F 1/2 jes t  n i ezbędne  do w y w o ła n ia  an tyapopto-  
tycznego  dz ia łan ia N F k B .  Pr ze jaw ia  się ono w t r ak­
towanych  T N F - a  k o m ór kach  f ib rosa rkomy  ja k o  h a ­
mowa nie  uwaln ian ia  z m i t oc ho nd r iów  cytoch romu 
c\ ham ow an ie  ak ty wno śc i  kaspaz ,  a także h a m o w a ­
nie procesó w p r o w adzący ch  do ak tywacji  ka spazy  8 
[78]. Prz ypu szcza  się, że efekty tc m o g ą  być s p o w o ­
dowane  dołączeniem bia łek c IAP do ko m pl eks u  ini­
cjującego apoptozę.  Białka  c IAP w ią żą  się z cytopla-  
z m at ycz ny m  f ragm en te m  TNF-R1 za po śr ed n ic ­
twem białka adap to ro weg o  T R A D D  oraz czynnika  
T RA F- 2  [61], Jest  p raw d o p o d o b n e ,  że w y w o łu ją  w 
ten sposób  zmianę  je g o  konformacj i ,  a dzięki  t emu 
zakłóca ją  przekazanie  sygnału do aktywacj i  kaspaz.  
Białka c IAP w ią żą  się też z r ecep to rem  T N F- R 2 przy 
udziale tylko c z yn ni ków  TRAF-1  i T RAF-2  [61], 
Nic w iado m o je szc ze  j a k  w tym pr zypadku  z w ią z a ­
nie b ia łek IAP mo dul u j e  ak tyw ność  tego receptora.

III-2 .  I n t e r a k c j a  b ia ł e k  I A P  z in d u k t o r a m i  a p o p t o z y  

z t k a n e k  o w a d ó w

III-2.1. C harakterystyka  i przypuszczalne  m echanizm y  
działania ow adzich  induktorów  apoptozy

Bia łka  Rcaper  [79], Gr im [80], Hid [81] i Doom 
[82] indukują apoptozę  w tkanka ch  ow ad ó w  podczas  
embr iogenezy .  Zdolne  są także do w yw o ły w an ia  
tego procesu w k o m ór kach  ss aków  po ich transfekcj i  
kodującymi  te induktory  genami  [83-85],  Powyższe  
białka są różnej  wie lkośc i  (Rc ap cr  65 AA; HID 410 
AA; Gr im 138 AA; D o o m  514 AA)  i nie w y k azu ją

zasadniczo  p o d o b ie ń s tw a  s truktura lnego .  Wyją tek  
s tanowi 14 A A  f ragme nt  przy  N -k o ń c u  w czą s te cz ­
kach  Rcapcr,  Gr im i Hid  [80] o podobnej  sekwencj i  
a m in ok w asow e j  i b iorący  udział ,  j a k  ud o w o d n io n o  
ostatnio [84], w w iązan iu  inh ib i t oro wyc h białek 
IAP. Po d o b n a  sekw encja  A A  nie w ys tę puj e  w indulc- 
torze Doom ,  a w je g o  interakcj i  z b ia łkami  IAP 
uczes tn iczy  1 1 1 A A  d o m e n a  w C -koń cu  cząsteczki ,  
tzw. do m en a  D S D  [82], O w adz ie  induktory  apo p to ­
zy są b ia łkami  cy to p la zm a ty czn ym i ,  n iemnie j  j e d ­
nak b ia łko HID m oże  w y s t ęp o w ać  w po wią zani u  z 
b łonami  m i t oc ho nd r ia ln ym i  [85]. Jak do tąd nie z n a ­
leziono w k o m ó rk a c h  ssak ów b iałek  h o m o l o g i c z ­
nych z b ia łkami  Rcapcr,  Gr im i Hid.  Po czą tko wo  
uważano ,  że m o żn a  się dopa t rzeć  pewnej  homologi i  
st rukturalnej  b iałka  Re apc r  z tymi b ia łkami z k o m ó ­
rek ssak ów (np typu T R A D D  czy F A D D ) ,  w k tórych 
wys tępuje  tzw. d o m e n a  śmierci  [87], Os ta tn ie  b ada ­
nia p r z e m a w ia j ą  j e d n a k  za tym,  że nie m o ż n a  mówić  
o w y s t ę p o w a n iu  D D  w owa dz ich  indukto rach  a p o p ­
tozy [87, 88],

Sądzi  się, że w tka nkach  o w a d ó w  induktory  Re- 
aper, Grim,  Hid i D o o m  uczes tn iczą  w równ oleg łyc h  
szlakach p ro w a d z ą c y ch  do apoptozy,  p on ie w aż  ka ż­
de z tych b ia łek może  n ieza leżn ie  w yw o ła ć  śmierć 
ko m ó re k  w n ie obecnośc i  pozosta łych .  Niek iedy  
m o g ą  one równ ież  dz ia łać synergis tycznie ,  j ak  np. 
Rcapcr  i Hid podczas  apopt ozy  zachodzące j  w k o ­
mórkach  uk ładu  n e r w o w e g o  Drosophi la  [89]. M e ­
cha niz my  dz ia łan ia  owadz ich  in du ktorów  apoptozy  
nie są je szcze  wys ta rcza jąco  wyjaśn ione .  Jednakże 
fakt, że w i r uso w e  b ia łko  p35,  inh ib i tor  kaspaz  [90], 
oraz syntetyczne  inhibi tory kaspaz  h a m u j ą  e f ek ty w ­
nie apop tozę  w y w o ł a n ą  po w yż szym i  induktorami  
p rzem aw ia  za tym, że ich dz iałan ie  zw iązane  jest  z 
u ruch o m ien ie m  w k o m ór kach  kaskady  kaspaz  [84, 
91-93],  Pr zypuszczen ie  to po twier dza  ak tywacja  
p rok aspazy  dr ICE (jednej  z t rzech kaspaz  w y s t ę ­
pujących  w kom ó rk a c h  Drosophi la )  po jawia jąca  się 
w wyn ik u  nadekspres j i  b iałka  Rcapcr  w owadzich  
k o m ór kach  S2 [94],

N adck sp rc s ja  Rcapc r  lub Gr im w kom órkach  ssa­
ków (ludzkie komórki  raka piersi)  p rowadzi  do ak ty ­
wacji  kaspazy  7, induktory  tc nic ak ty w u ją  je dnak  
kaspaz  “u r u c h a m i a n y c h ” pop rzez  b łonow e receptory 
[84], P ie rw szym  e t apem  dzia łan ia  w komórk ach  in- 
duktora Rc apcr  jes t  uwa ln ian ie  z mi to chond r ió w cy­
tochromu  c p rzy udz ia le  w ykry te go  os tatnio białka 
r egula tor ow ego  tzw. Scythe  [95], Brak białka Scythc 
w eks t raktach k o m ó rk o w y c h  un ie m oż l iw ia  ro zpo­
częcia apop tozy  indukow anej  przez  b iałko Rcapcr.  
Wysunię to  os tatnio przypusz czenie ,  że Reapcr,  Gr im
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i Hid m o g ą  także trwale  inak tywować  za leżne  od p o ­
tencjału kana ły  po ta sow e  [96], W efekc ie  na s t ęp o ­
wałaby  depo laryzac ja  błon i wzrost  poz io m u j o n ó w  
Ca w cytosolu,  co pro wadz i ło by  do aktywacj i  ka- 
spaz. Są  też donies ien ia  o indukcji  p rzez  Rcape r  s yn ­
tezy ccramidu  [91, 97] pośrednic zącego  w p rz e k a z y ­
waniu  sygnału do apoptozy.

IIi-2.2. Rola białek IAP w  m odulacji działania owadzich  
induktorów  apoptozy

Białka IAP, podobn ie  ja k  białko p35 i syn te tyczne  
inhibi tory kaspaz,  h a m u j ą  apoptozę  w y w o ł a n ą  in- 
duktorami  Reaper ,  Grim,  Hid i Doom.  Tw orzą  one 
kom ple ksy  z tymi induktorami ,  p rzy  czym w ich t w o ­
rzeniu bierze udz ia ł  wyłącznic  do m ena  BIR 2 inhib i ­
tora (np. Op-IAP;  D-IAP;  X- IAP)  [98] i N -k o ń c o w y  
f ragment  cząs teczki  Rcaper,  Gr im lub Hid [84, 99] 
lub dom ena  D SD  induktora  D o o m  [82], Należy  p o d ­
kreślić,  że do m en a  B1R-2 z ssaczych  c IAP-1 i c IAP-2  
(odpowiednio  A A  207-222  i 192-207) jes t  w z n a c z ­
nym stopniu ho m ol og ic zna  z N -k o ń c c m  bia łek R e ­
aper i Gr im [84], W  w yn ik u  dołączenia  IAP do in­
duk tor ów zm ienia  się ich w e w n ą t r z k o m ó rk o w e  ro z ­
mieszczenie  i k o m pl eks y  Hid,  R cape r  i Gr im z IAP 
p rze mi esz cz a ją  się w pobl iże  j ąd ra  kom ó rk o w eg o  
[92, 99], m o g ą  też w ys tę pow ać  w jąd rze  k o m ó r k o ­
w y m  (kompleks  D oo m /IA P)  [82], Czy ta zmiana  
w e w n ą t r z k o m ó r k o w eg o  rozmiesz czenia  induktorów 
zachodząca  pod  w p ł y w e m  IAP może  mieć  związek  z 
z a h a m o w a n iem  w tych w arunkach  aktywacji  kaspaz  
i apoptozy  pozos ta je  do wyjaśnienia .  N iewątp l iw e  
jest j ednak ,  że s k o m pl eks ow an ie  białek IAP z o w a ­
dzimi induktorami apop tozy  powoduje ,  że nic są one 
już zdolne  do w y w o ły w a n ia  aktywacj i  kaspaz,  
zwłaszcza  kaspazy  7 [84],

III-3. Białka IAP jako inhibitory kaspaz

Prz eds tawione  w poprzednic h  rozdziałach infor ­
macje  wyraźnie  wskazują ,  że białka IAP m o g ą  być 
neg a tyw ny mi  regula torami  apoptozy  dzięki  m o d u l o ­
waniu  działan ia  kaspaz  —  głó wnyc h pro teo l i ty cz ­
nych  egzekutorów apoptozy.  Modula c j a  ta polega,  
j ak  się okazało,  na bez po śr edn im  ham o w an iu  a k ty w ­
ności  funkc jona lnych  kaspaz,  bądź też na b l o k o w a ­
niu przep ro wadzan ia  n ie ak tyw nyc h enzyma tyc znie  
prokaspaz  w formy aktywne.  Szc zegół owe badania 
cz te rech  b ia łek IAP ko mó re k  ludzkich wykaza ły,  że 
tylko trzy z nich,  c - IAP-1,  c - IAP-2  i X-IAP (lecz nic 
N A IP )  ha m ują  w z n acznym  stopniu  ak tywność  n i e ­
k tórych  kaspaz  —  kaspazy  3 i kaspazy  7, nie w y w i e ­
rają na tomiast  t ak iego dz ia łan ia  na kaspazy  8, 1, 6 i 
10 [53, 100, 102], H a m o w a n ie  ak tywnośc i  kaspaz

przez  b ia łka  IAP je s t  h a m o w a n i e m  komp ctycy jnym ,  
a oznaczone  war tośc i  stałej h a m o w a n ia  Ki są  znacz­
nie poniżej  0.1 pM.  N a j s i ln ie j s zy m  inhibi torem ok a ­
zało się być b ia łko  X - IA P  (Ki ~  0.2-0.7 nM ) [101], 
które dz ia ła  k i lkus e tk ro tn ie  e fek tywnie j  niż znany 
w ir usow y  inhibi tor  kaspaz ,  C r m A  (K\ ~ 500 nM) 
[[102],  Tylko  b ia łka  zaw ie ra jące  do me nę  BIR-2 
zdolne  są do h a m o w a n i a  ak ty w no śc i  kaspaz 3 i 7 [53, 
103], mutan ty  po s ia da jąc e  tylko do m en y  B I R - 1 i 
B1R-3 nic prz e ja wia ły  tej właśc iwośc i .  Jest  intere­
sujące,  że surwiw ina ,  b iałko  IAP  tylko z j e d n ą  d o ­
m e n ą  BIR,  równi eż  w iąże  się i ham u je  ak tywność  k a ­
spazy  3 i 7 [104],  N a le ż y  zaznaczyć ,  że właśnie p o ­
przez d o m e n ę  BIR-2  b ia łka  IAP w i ą ż ą  się be zpo śr ed ­
nio z a k ty w nym i  kaspazam i  3 i 7, lecz nie z ich n iea k­
tywnymi  z y m o g e n a m i  [53]. Nic  są one je d n a k  sub- 
s t ratami  kaspaz ,  z k tórymi  się łączą.  M echan izm  ich 
działania  różni  się pod  tym w z g lę d e m  od działania 
b iałka  p35,  k l a sy czne go  inh ibi tora kaspaz,  ale o 
małej  s to su nkowo specyf icznośc i .  Inhibi tor  ten jest  
przez kaspazę  r o zsz czep ia ny  na dw a fragmenty,  k tó­
re nas tępnie  po z o s t a ją  zw ią zane  z n ią  i w ten sposób 
zarówno en zy m  ja k  i inhibi tor  u le ga ją  inaktywacj i  
[90, 105],

Białka  c IAP-1 ,  c IAP- 2  i X- IA P h a m u ją  również 
ak tyw ac ję  n iek tó rych  prokaspaz ,  zwłaszcza  
leżących  w sz laku  a p o p to ty c z n y m  s ty mu lo wany m 
przez c y t ochr om  c [53, 101]. Konrp le ksu ją  one z pro- 
k asp azą  9 i być m oż e  u n ie m o ż l iw ia ją  w ten sposób 
jej po łączenie  z b ia łk i em  Apaf-1 i cy to ch romc m c, a 
w rezul tacie jej  p r o te o l i t yczną  ak tywację .  Ponieważ  
tylko ak ty w na  kaspaza  9 p rz e p ro w a d za  pro teol izę  
z y m o g e n ó w  kaspaz  3, 7 i pośre dni o  kaspazy  6 [106] 
(Ryc. 3), w obecnoś c i  b ia łek IAP nic dochodzi  do a k ­
tywacj i  tych proteaz.  Z do ln ość  do ha mo wan ia  a k ­
tywnośc i  ok re ś lo nyc h  kaspaz  j a k  też b loko wania  ich 
ak tywacji  cechuje  też n iektóre  owadz ie  [107, 108] i 
w i ru sow e  b ia łka  IAP [109],

IV. Uwagi końcowe

M e c h a n i z m y  dz ia łan ia  b ia łek  IAP polegają,  j ak  
się to j u ż  w y d a je  udo w o d n io n e ,  p r zede  wszys tk im na 
ich bez pośred ni ch  od d z ia ły w an ia ch  bądź  z nieprze-  
ja w ia ją cym i  ak ty w nośc i  enz yma tyczne j  b ia łkami  re ­
gu la t o ro wym i  (b ia łka  TRAF,  owadz ie  regulatory 
apoptozy),  bądź też na in t e rakc jach  z kaspazami  lub 
ich n i ea k ty w n y m i  zy m o g e n a m i .  Efek tami  tych o d ­
dz ia ływań są  z m ia n y  kon fo rm acy jn e  powsta łych  
k o m p le k s ó w  b ia łk o w y ch  p ro w a d z ą c e  do zmian  ich 
zdolnośc i  s y g na l iz acyj nyc h  lub ha m o w an ia  ak ty w ­
ności  enzyma tyc zne j .
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W e w n ą t r z k o m ó rk o w y  p oz io m  bia łek  IAP (i in­
nych endo ge nn yc h  b ia łek  an ty apopt o ty cznych)  
może  de cydować  więc  o życ iu  lub śmierc i  komórek.  
Ich nadmi erna  ekspresja  może  n ie prawid ł owo 
przedłużać życie  komó rek ,  p r zyczyn iać  się do do 
u trwalan ia  w n ich szk odl iwy ch  mutac j i  i rozwoju  n o ­
wotworów, a także pr ow adz ić  do opornośc i  na che­
mioterapię.  Brak  ekspres j i  b iałek IAP może  zaś 
w yw oł yw ać  l iczne cho rob y  dc ge n c ra cy jn c .W y s tę p o ­
wanie  większośc i  b ia łek IAP nic prze jawia  z róż n ic o ­
wania  tkankowego ,  n iewiele  też w i a d o m o  o regulacji  
ich ekspresj i .  Wyją tek  s ta no w ią  dw a  b ia łka  IAP —  
białko N A IP  oraz wy kr y t a  w 1997 roku  surwiwina .  
Białko NA IP  (neurona l apop tos is  inh ib ito ry  pro te in )  
występuje  w neu ronach  [39, 40],  a j e g o  brak  lub 
obecność  zmu tow anej  formy od po wiedz ia ln e  są w 
znacznym s topniu  za wys tą p ien ie  c ho ro by  neurodc-  
generacyjnej  mięśn i ,  tzw. zan iku  rd zen io w eg o  m ię ­
śni (sp ina ł  m u scu la r  a trophy).  O be c n o ść  surwiwiny  
charakte ryzuje  tylko tkanki  p ł o d o w e  oraz komórki

większośc i  ludzkich no w o tw o ró w ,  w tym n o w o t w o ­
rów płuc,  pęcherza,  t rzustki ,  żo łądka,  p rostaty,  p ie r ­
si, n iek tóre  chłoniaki ,  a t akże l iczne s t ransfo rmow a-  
ne in vitro  komórki  [44, 45,  110, 111]. W  p r z y p a d ­
kach raka żo łądka  [110] oraz  raka  je l i ta  g rubego  
[112] w y so k ie m u  po z io m o w i  surw iw iny  towarzysz y  
także wzros t  po z io m u  b ia łek Bcl-2 i p53,  a n o w o t w o ­
ry te charak te ryzuje  niski  indeks apo pt o t yczny  i na 
ogół złe prognozow an ie .  Czy  obecność  sur wi winy  w 
now o tw o rach  będz ie  mieć  istotne zna czenie  d i a g n o ­

styczne  p o k a ż ą  da lsze  badania.
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Czy aneksyna VI, białko wiążące wapń i fosfolipidy, jest 
białkiem G?

Is annexin VI, calcium- and phospholipid-binding 
protein, a G protein?

MAŁGORZATA DANIELUK1, JOANNA BANDOROWICZ-PIKUŁA2

Spis treści:

I. Wstęp
II. Oddziaływanie aneksyny VI z nukleotydaini in vitro
III. Wpływ GTP na biologiczną aktywność aneksyny VI
IV. Uwagi końcowe

Wykaz stosowanych skrótów: ADP —  adenozynodifosforan; 
AnxVI —  aneksyna VI; ATP —  adenozynotrifosforan; cAMP
—  cykliczny 3 ’,5’-adenozynomonofosforan; GAP —  białka sty­
mulujące aktywność GTPaz; GDP —  guanozynodifosforan; 
GEF —  białka stymulujące dysocjację GDP od białek G; GTP
—  guanozynotrifosforan.

I. Wstęp

G uanozynot r i fos foran  (GTP)  w p ły w a  na r ó ż n o ­
rodne procesy  zach odzące  w ko mó rce  za po śr edn ic ­
tw em  białek w iąż ących  G TP (białek G) [1-4], Białka  
G są zaan gażow ane  mi ęd zy  innymi  w prol i fe rację 
komórek ,  p r zekazyw an ie  sygn ałó w oraz syntezę 
b ia łek i ich k ie rowan ie  do wła śc i wych  organel l i  w 
komórce  [5], J e d n y m  z ważnie j szy ch  pr oc esó w k o n ­
t rolowanych  przez  białka G je s t  t ransport  p ę cher zy ­
kow y [6-8]. Wynik i  na jn owszych  badań  wskazują ,  że 
niektóre aneksyny,  bia łka  wiążące  wapń i fosfo lip i­
dy, wraz  z G TP  są e leme nta mi  sys tem u k on t ro ­
lującego t ranspor t  pęcherzykowy,  za równo w k o m ó r ­
kach zwierzęcych  [9], j a k  i roś l innych  [10, 11], Na  
korzyść  tej koncepc ji  p r z e m a w i a j ą  obserwacje ,  że 
aneksyny m o g ą  wiązać  G T P  in vitro. W  wynik u  
związania  nuklc o ty du  zmi en ia  się charak te r  o d ­
dz ia ływań tych b ia łek  z b łonami  [12, 13],

'Mgr, "Dr, Pracownia Biochemii Lipidów, Zakład Biochemii 
Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego 
PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Contents:

I. Introduction
II. Interaction of annexin VI with nucleotides in vitro
III. Effect of GTP on biological activity of annexin VI
IV. Concluding remarks

W nin ie j sz ym ar tykule p r z e g lą d o w y m  przeds ta ­
w im y  dane świ adczące ,  że an ek sy na  VI,  białko o na j ­
większe j  mas ie  czą s te czkowej  (68 kDa)  wśród  anek- 
syn,  oddz ia łu je  z GTP, i że oddz ia ływan ie  to może 
mieć  znaczeni e  funkc jonalne .

II. Oddziaływanie aneksyny VI z nukleotyda- 
mi in vitro

A n e k s y n a  VI jes t  j e d n ą  z 10 różnych  ancksyn w y ­
stępujących  w ko m ó rk a c h  ssaków. Bu dowa  m o le k u ­
larna aneks yn y  VI predys ty nuj e  to białko do wią za ­
nia wie lu  l igandów, z a rów no  białek,  fos fo l ip idów i 
innych  makr ocząs teczek ,  j a k  i zwi ązków ni- 
skoc ząs tc czk ow ych,  na przykład  j o n ó w  i nukleoty-  
dów. Rejon  rd zeni ow y  aneksy ny  VI tworzy  os iem 
pow ta rz a ją cy ch  się dom en ,  składa jących  się z 72 
reszt a m in o k w a s o w y c h ,  zawier a jącyc h  sekwencje  
odp ow ie dz ia ln e  za wiązanie  an eksyn y VI  z fos fo l ipi ­
dami  i C a 2+ [14, 15] (Rye. 1). Wiązanie  aneksyny VI 
z b łona mi  za leży  od s tężenia  j o n ó w  wapnia  i w y k a ­
zuje specyf iczność  w s tosunku do fosfatydyloscryny,  
a t akże k w asu  fo s f a t ydo w ego  i fos fa tydylo inozyto lu  
[16, 17]. A n e k s y n a  oddzia łu je  równ ież  z białkami  
cy toszkic le tu  k o m ó r k o w e g o ,  a po związaniu  z b ło na ­
mi jes t  zdolna  do two rz eni a  ka na łó w  j o n o w y c h  t rans­
po r tu jących  C a 2+ [16, 17], Opisa ne  właściwośc i  
ane ks yny  VI  sk łan ia ją  wie lu  badaczy  do przypisywa 
nia temu  b ia łku zdolnośc i  do agregacj i  i fuzji błon 
oraz  udz ia łu  w t ransporc ie  p ę c h e rz y k o w y m  w t rak­
cie egzo-  i cndo cyt ozy  [18, 19], Istnieje również  wic-
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num er reszty aminokwasowej 
1 100 200 300 400 500 600 673
I 1-----1-----1-----1-----1-----1--- 1

33,2 kDa

18,8 kDa 14,3 kDa

V8 V8

N *IV V VI
ł

VII Vlll|

T rp192 Trp343
Ryc. 1. Schemat przedstawiający dom enow ą budowę aneksyny VI. Na rysunku puste prostokąty (domeny oznaczone cyframi rzymskimi I-VIII) p rzed­

stawiają miejsca wiążące jony  wapnia i cząsteczki fosfolipidów. Miejsce wiążące F-aktynę w  domenie IV (Thr-Lcu-Ile-Arg-Ilc-Met-Val- 
Ser-Arg) zaznaczono gwiazdką.  Kółka odpowiadają położeniu reszt tryptofanu: T rp l92  i Trp343. Strzałkami zaznaczono miejsca trawienia 
aneksyny VI przez proteazę V8 ze Stciphylococcus aureus. Trzy fragmenty proteolityczne (o m. cz. 33,2 kDa, 18,8 kDa i 14.3 kDa), powstające 
w  wyniku trawienia aneksyny VI, w iążą  ATP i GTP (wyniki własne). Na tej podstawie przypuszcza się, że domena wiążąca ATP/GTP w ystępu­
je w C-końcowym rejonie cząsteczki aneksyny VI (położenie domeny zaznaczono czarnymi prostokątami). Fakt, że niektóre reszty aminokwa- 
sowe oddziałujące z nukleotydem zlokal izowane są w domenie V, a inne w  domenie VIII wynika z przestrzennej budowy aneksyny VI, ponie­
waż na podstawie anal izy  krystalograficznej stwierdzono, że domeny V i VIII w  cząsteczce aneksyny VI oddziałują ściśle ze sobą [14, 15].

lc danych dośw iadcza lny ch ,  że aneksyna  VI bierze 
udział  w homeos ta z ie  j o n ó w  w ap n ia  w k o m ó rc e  [20]. 
Udział  aneksyny  VI w hom eos taz ie  j o n ó w  wapnia  
jes t  szczególn ie  dob rze  u d o k u m e n t o w a n y  wyn ika mi  
badań na myszach  t ransgen icznych .  W t rakcie tych 
badań s twierdzono,  że 10-krotnic zwi ększony p o ­
z iom aneksyny VI w ka rd iom ioc yta ch  zaburza  
w e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  ho m e o s t a z ę  j o n ó w  w apnia  i 
cykl sk u rczo w o -r o zk u rc zo w y  mięśn ia  se rcowego 
[21], M echani zm  dz ia łan ia  aneksyn y VI polega  w 
tym przypadku na oddz ia ły w a n iu  z b ia łkami  t rans­
por tu jącymi  C a 2+: ka n a łe m  uw a ln ia ją cym  C a 2_r ( re ­
ceptor  r ianodyny)  z sa rko pl azm a ty cz nego  re t ikulum 
i w ym ie ni aczem  N a ~ / C a 2+ z lo k a l iz o w an y m  w błonic 
p lazmatycznc j  [21].

W 1997 r. s twierdzono,  że anek sy na  VI wiąże  in 
vitro  nukleo tydy  (ATP, GT P )  z p o d o b n y m  p o w i n o ­
wac twem,  ja k  inne b ia łka  wiążące  ATP/GTP ( K d  <  1 

p M)  [22, 23], A n e k s y n a  VI oddz ia łu je  również  z 
funkc jona lnym a na lo gi em  nuk leo tydów,  an tagonis tą  
receptorów p ur yn e rg ic zny ch  —  Cibacronem  blue  
F3GA, na l eżącym do grupy  ba rw n ik ó w  tr iazyno-  
wych  [24], W pr zyp adk u ATP za ob se rw ow ano ,  że 
wiązanie  nukle o tydu  z a n e k s y n ą  VI wywo łu je  z m i a ­
ny konformacy jne  w jej  cząs teczce ,  k tórym t o w a ­
rzysz spadek poz io m u  a - h e l i s y  oraz  spadek  p o w i n o ­
w actwa aneksyn y w s tos unk u do j o n ó w  wapnia  [23,

25, 26], Na  tej po ds tawi e  w ysunię to  przypuszczen ie ,  
że te właśn ie  zmia ny  konfo rma cj i  aneksyny  VI po 
związani u  A TP są odpow ie dz i a ln e  za spadek  jej  p o ­
w in o w a c tw a  w s tosunku do j o n ó w  wapn ia ,  p o n i e ­
waż,  j a k  wiado m o,  mie jsc a  wiążące  C a 2_T~ w cz ąs t ecz ­
ce aneksy ny m a ją  s t ruk turę  a - h e l i k a l n ą  [14, 15]. W 
konsekwe nc j i  opisane  zmiany  konfo rm acyj ne  
w p ł y w a j ą  na w iązanie  ane ksy ny VI z F- a k ty n ą  i z 
cząsteczkami  fo s fo l ip idów oraz zm ien ia ją  zdolność 
b iałka  do agregacj i  p ę c h e rz k ó w  b ł onow yc h  [12, 1 3], 

Anek sy na  VI nic jes t  j e d y n y m  p rzed s ta wi c i e lem 
rodz iny  ancksyn,  w przy pad ku k tórego s twierdzono  
zdolność  wiąz an ia  nukleo tydów.  W ła śc iw oś ć  ta c ha ­
rakte ryzuje  ancksy nę  I w ią ż ą c ą  ATP i c A M P  [27, 
28], an ck sy nę  IV w ią ż ą c ą  ATP [29] oraz ancksynę  
VII w ią ż ą c ą  G TP i G D P  [9, 30], Na  u w ag ę  zas ługuje  
fakt, że w an ck sy nach  nic w y s tę p u ją  sekwenc je  ami- 
nokw aso w e ,  które w innych b ia łkach  są o d p o w i e ­
dz ia lne  za w iązanie  nukleo tydów.  Do najczęśniej  
spo t ykanych  i na jwcześn ie j  odkry tych  sekwencj i  
wiążących  nukleo ty dy  na leży  „m o ty w  Walkera  A i 
B ” w b ia łkach w iążących  ATP/GTP,  takich j a k  ATP- 
azy t ranspor tu jące  jo n y  i b ia łkowe k inazy  [31-33],  
„ M o ty w  W alke ra” nic wys tępuje  w cząsteczce  a n e k ­
syny VI, co można  z in te rpre tować  w ten sposób,  że w 
cząs teczce  ane ksy ny VI do m en a  wiążąca  ATP/GTP 
(Ryc. 1) ma o d m i e n n n ą  s trukturę  niż w innych
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GDP— AnxVI Ca2+

bia łkach [34], a w y m ie n io n e  nuk leo tydy  pe łn ią  w 
s tosunku do aneks yn y  VI funkc ję  f iz jo logicznych li- 
ga nd ów  [12, 13, 35],

III. W pływ GTP na biologiczną aktywność 
aneksyny VI

Odpowi edn ie  s tężenie  różnych  nuk leo t ydów w 
komó rce  wa runkuje  jej p rzeżycie.  Niek tóre  z nu k le ­
o tydów i ich po chodnych ,  takie jak  GTP, c A M P  i 
ADP-ryboza ,  o d g ry w a ją  rolę prz eka źn ik ów  in fo rm a­
cji. Inne, takie jak  ATP i w mn ie js zym  stopniu ADP, 
są ź ródłem energii  dla różnych  reakcji  [36], Poz iom  
ATP w cytoplazmic  jes t  p o d s t a w o w y m  w y z n a c z n i ­
kiem stanu metabol i cznego  komórki ,  ale nic jest to 
przecież  je dyna  funkc ja pe łn iona  przez  ten nuklco-  
tyd [35, 37], Poziom ATP kont ro lu je na przykład  o d ­
dychanie  k om ó rk o w e  (ATP jest  a l los te rycznym inhi­
bi to rem oksydazy  cy toc h ro mu  c) [38], a także proces 
program ow anej  śmierci  komórki  —  apoptozy  [39], 
W kom órk ach  bow ie m  w y s tę p u ją  różne białka efek- 
to rowc i to wiążące  ATP z różny m po win ow ac tw em .  
Wśr ód  białek c f ck to rowyc h są także aneksyny.  
Szczególnie  rola aneksyn  w procesach  egzo-  i endo-  
cy tozy  oraz ich w ew n ą t r z k o m ó r k o w a  loka lizac ja  (na 
przykład  aneksy ny  w ią ż ą  się z b łonami  m i to c h o n ­
dr iów i b łonami  organel l i  k o m ó rk o w y c h  b iorących 
udz ia ł  w t ransporcie p ę c he rzykow ym )  p rzem aw ia j ą  
na korzyść  hipotezy,  że ATP i GT P regulu ją  a k ty w ­
ność niektórych izoform aneksyn  [12, 13, 35],

Do ty chczas ow e  badania  na temat oddz ia ływań  
aneksyn  z nukl co tyd am i  in vivo  n a p o ty k a ją je d n ak  na 
p o w ażn e  t rudnośc i  inte rpretacyjne .  Je d n ą  z nich jes t

AnxVI —GTP
Ryc. 2. Aneksyna VI jako 

białko wiążące GTP. 
Białko oscyluje pomię­
dzy dwiema formami: 
aktywną, kiedy białko 
zwiąże się z GTP, i nie­
aktywną,  związaną z 
GDP. Hipoteza zakłada, 
że aneksyna VI jest 
GTPazą. AnxVI —  
aneksyna VI, Inne w y­
jaśnienia  w tekście.

m ech ani zm  regulac j i  ak ty w no śc i  b ia łek  przez  z m ia ­
ny w e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  s tężenia  nukleo tydów.  
Na  przykła d  s tężenie A T P  w k o m ó rc e  nie może  p o d ­
legać dużym  zm ia n o m ,  p o d o b n y m  do tych,  które o b ­
serwuje  się w p rz y p a d k u  innych  regula torów proce ­
sów k o m ó r k o w y c h ,  t akich  j a k  jo n y  wapnia.  Do 
znacznych  zmian  s tężenia  A T P  dochodz i  tylko w sta­
nach eks t re ma lny ch ,  na  p rz y k ła d  w cy toplazmic  k o ­
mórek  pod dany ch  s t resowi  o k s y d a c y jn e m u  [35], W 
związku  z p o w y ż s z y m  rodzi  się wą tp l iwość ,  że może 
to nic A T P  je s t  f i z jo lo g i cznym  l igan dem aneksyny 
VI, a GTP?  Średnie  s tężenie G T P  w komó rkach  ssa­
ków (468 ± 224  p M )  jes t  p r awic  10-kro tnic  niższe od 
s tężenia ATP (3152 ±  1698 p M )  [36], Fakt  ten św ia d ­
czy, że to G TP m o ż e  być c ząs t eczk ą  sy g n a ło w ą  w k o ­
mórce ,  a nie ATP.  Jeśli tak, to m o żn a  założyć,  że 
aneksyn a  VI b ie rze  udz ia ł  w pr ocesach  k o m ó r k o ­
w ych k o n t r o lo w anyc h  przez  G T P  w dwojaki  sposób: 
albo wiąże  się z GTP,  albo ak ty wuj e  bia łka re gu ­
lujące ak ty wność  b iałek G, takie j a k  białka GAP 
(ang. G T P ase  ac tiva t in g  p ro te in s )  lub białka GEF 
(ang. g u a n in e -n u c le o t id e  exch a n g e  factors).

Pierwsza  h ipo teza  zak łada ,  że aneksyna  VI wiąże  
się z G TP  (Ryc. 2). Po zw ią zan iu  nuklco tydu  w ob ec ­
ności  jonów wa pn ia ,  an ek sy n a  VI,  j a k o  GTPaza ,  ka ­
tal izuje reakc ję  hydr o l i zy  G T P  do GDP. Reakc ji  h y ­
drol izy G TP to w ar zy szy  zm ia n a  p o w in ow act w a  
białka w s tos unku do C a 2+. W  formie  związanej  z 
G D P  aneks yna  VI jes t  n ieak tyw na .  W  wyn iku  w z ro ­
stu w e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  s tężenia  C a 2~, GDP od- 
dyso c jow ujc  od a nek syny  VI, która jes t  zdolna  do 
po n o w n e g o  przy ł ącze n ia  GTP. I s tnie ją  dane d o ­
świadcza lne ,  że inna  an ek sy n a  wys tę pu ją ca  w ko-
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białko G 
forma 

nieaktywna

białko G
forma
aktywna

GAP

morkach  ssaków, aneksyna  VII,  od g ry w a ją ca  rolę w 
fuzji błon,  j es t  GTP azą ,  której  ak ty wnoś ć  jes t  re gu lo ­
wana  in vivo  p rzez  j o n y  wapn ia  [9], Pod ob ne  ob se r ­
wacje po czyn ion o  w p rzypadku  aneksyn  z komórek  
rośl innych [10, 11], W y k a z a n o  również ,  że wiązanie  
GTP w pły wa na  ak ty wnoś ć  aneksyn y V ja k o  kanału 
wapni owego ,  od gr yw a ją cego  rolę w procesach  mine- 
ralizacji  tkanki łącznej  [40],

Druga h ipoteza  sugeruje,  że aneks yna  VI działa 
jak o  ak tywator  innych  białek G, nie będąc  sama 
G T P a z ą  (Ryc. 3). Jak  w iado m o ,  białka  G cha rak t e ry ­
zu ją  się tym, że w w y n ik u  związ an ia  G T P  u lega ją  a k ­
tywacji .  Są  wtedy  zdolne  do hydro l izy  GTP do GDP, 
z uwo ln i en iem resz ty  fosforanowej  (Pi). W  formie 
związanej  z G D P b ia łka G stają się n ieak tywne.  R e ­
akcja hydrol izy  G TP  ka ta l iz ow ana  przez  białka G 
jes t  s t ym ulo wana  przez  b ia łka G A P [41, 42], Proces 
dysocjacj i  G D P  od b iałka G i p o n o w n e g o  przy łą cze ­
nia przez b iałko G G T P  jes t  p ro cesem  powolnym .  
Proces ten jes t  ak ty w o w a n y  przez  białka  G EF  [5], Na  
pods tawie  dos tępny ch  danych  l i t era turowych można  
wysunąć  przypuszczen ie ,  że aneks yn a  VI wp ływ a 
albo bezpośrednio  na białka  G, pe łniąc  funkc ję  
białka s tymulu jącego  dysoc ja c ję  G D P  od białka G 
(GEF) , albo pośrednio ,  wiążąc  się z b ia łk iem GAP. 
Potwierdzen iem tej ostatniej  możl iwośc i  j es t  ob se r ­
wacja,  że aneksyna  VI wiąże  się z b ia łk iem p l 2 0 GAP 
aktywatorem G T P a z y  p 2 1 ras [43], Ponad to  w y k a z a ­
no, że aneksyna  VI  wiąże  się z dyna min ą ,  G T P a z ą  
od gr yw a ją cą  rolę w endocytoz ic  [44], co przem awia  
na korzyść interpretacj i ,  że to an ek sy na  VI jes t  j e d ­
nym z białek GAP. P o w y ższ a  inte rpretacja  nie w y ­

AnxVI/Ca 2+

Ryc. 3. Udział  aneksyny VI w 
regulacji aktywności 
białek wiążących GTP 
(białek G). Hipoteza 
zakłada, że aneksyna 
VI odgrywa rolę białka 
GEF, aktywującego 
dysocjację GDP od 
białka G (1), lub modu­
luje ak tywność białka 
GAP, aktywatora 
GTPazy (2). AnxVI -  
aneksyna VI. Inne w y ­
jaśnienia  w  tekście.

klucza  moż l iwośc i ,  że w  k a ż d y m  z w ym ie n io n y c h  
p rz y p a d k ó w  wi ązanie  G T P  z an ek sy n ą  VI  odg ryw a 
rolę d oda tk ow ego  czynn ika  regulu jącego  o d ­
dz ia ływanie  aneksyny  VI z b ia łkami  G EF  i GAP.

IV. Uwagi końcowe

P o d s ta w o w ą  kwest ią ,  j a k ą  p ow in no się roztrzy- 
gnąć w przysz łych  badaniach ,  j es t  od po wie dź  na p y ­
tanie,  czy aneksyn a  VI  w iąże  GTP. W stę pne  wyniki  
badań  p r z e p ro w a d zo n y c h  w naszej  p racowni ,  z z a ­
s t o so wan iem f luorescencyjnej  pochodnej  GTP, trini- 
t rofcnylo-GTP,  oraz GT P-agarozy ,  świadczą,  że 
aneksyna  VI w iąże  G T P  in vitro. Ponadto,  j u ż  w c z e ­
śniej z auważono ,  że GTP w s tężeniach mikromolar -  
nych wy gasz a  f l uo rcscenc ję  w e w n ę t r z n ą  aneksyny 
VI, w za leżnośc i  od s tanu ko nf or m acy jn ego  białka 
[23], co przez innych  b adaczy  jes t  t rak towane  jako  
kr y te r ium wiązan ia  przez  białko  tego nuklco tydu  
[45], Należy  przypuszczać ,  że w przyszłości  badania 
oddz ia ływ ań  ane ksy ny  VI z GT P zao w o c u ją  opisem 
procesów, w k tórych  od dzi a ły wan ia  te odgr yw a ją  fi­
z jo l og iczną  rolę.

P odziękow anie

Praca powsta ła  pod czas  real izacji  p ro jek tu  b a ­
d aw czego  nr 6 P0 4A 027 14 f inansowanego przez 
Komi te t  Badań  N a uko w yc h .

Artykuł otrzymano 25 marca 1999 r.
Zaakceptowano do druku 19 kwietnia 1999 r.
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Czy mutacja genu AMPD1, kodującego izoenzym  
mięśniowy deaminazy AMP u człowieka, może być 
markerem prognostycznym pierwotnej kardiomiopatii 
rozstrzeniowej?

Can mutation of AMPD1 gene encoding human AMP 
deaminase muscle isozyme be a prognostic marker of 
primary dilated cardiomyopathy?

KRYSTIAN KALETHA1, ZYGMUNT CHODOROWSKI2, GABRIELA 
NAGEL-STARCZYNOWSKA3, MAGDALENA GAZDA4, EWA 
SŁOMIŃSKA5

Wykaz stosowanych skrótów: A M P D 1 —  gen kodujący izoen­
zym mięśniowy deaminazy AMP u człowieka

K ardiomiopat ia  roz s t r zcn io wa (zas to inowa)  jes t  
chor obą  mięśn ia  se r cowego,  k tórą  charak teryzuje  
ogólne  po wi ększen ie  masy  serca,  rozst rzeń (p o w ię k ­
szenie objętości )  j e g o  j a m  oraz przerost  i up o ś l ed ze ­
nie kurcz l iwośc i  mięśn ia  se r cowego [1], Ch oroba  
dotyczy zazwycza j  o b y d w u  komór ,  j e d n a k  na j czę­
ściej rozpoczyna  się pod  po s t ac ią  n ie wydolnośc i  lc- 
wokomo ro we j  [1],

W obrazie k l in icznym ka rd iomiopat ia  rozs t rzc­
niowa prze jawia  się poc z ą tk o w o  objawami  n ie w y ­
dolności  lewej ko m ory  serca,  z ogran iczeniem jej 
frakcji  wyrzutowej  i zas to je m krwi w krążeniu  p łu c ­
nym,  do których do łącza ją  s topniowo objawy n ie w y ­
dolności  prawej  k om or y  serca i zastój krwi w kr ąże­
niu ogó lnym [1],

Uwzględnia jąc  e tio log ię  i pa tog enezę  choroby  
można  wyróżnić  k a rd io m io pa t ię  roz s t r zen io wą  p ie r ­
w otn ą  i w tó rn ą  [1], R o zpo zna n ie  kardiomiopati i  
pierwotne j  ( idiopa tyczne j  lub rodz inne j )  ustala się 
poprzez  w yk luc zenie  w tór nych  przyczyn  choroby,

1 Prof. dr hab., : Prof. dr hab., 3Dr, 4Mgr, ÓMgr;
' 4 5Katedra i Zakład Biochemii A.M. w Gdańsku,

ul. Dębinki 1, 80-211 Gdańsk
"I Klinika Chorób Wewnętrznych i Zatruć A.M. w Gdańsku,
ul. Dębinki 7, 80-211 Gdańsk

takich ja k  : w ady  za s t a w k o w e  serca,  cho rob a  n ie d o ­
krwienna  serca,  w i r u so w e  zapalen ie m ię śn ia  se rco­
wego,  uk ł adowe nadc i śn ien ie  tętnicze,  ko lagcnozy ,  
endokrynopat ie ,  a t akże  a lkoho l izm [1],

W yst ępow an ie  p ie rwotne j  ka rd iomiopat i i  roz ­
s t rzen iowej,  u pod łoża  której l eżą czynniki  ge n e ty c z ­
ne, w b rew  up rz edn im  sz a c u n k o m  [2,3] nie jes t  wcale  
rzadkie  i obecnie  ocenia się je na  bl isko 20 %  p r z y ­
padk ów  [4], Defek ty  gene ty czne  zna j d o w a n e  u osób 
c ie rpiących  na tę pos tać  cho roby  d o ty czą  d w u r o d z a ­
j ó w  genó w  [5,6], Jeden  rodzaj  to geny  kodujące  
białka  s t ruktura lne  komórki  mię śn iowej  serca (kar- 
diomiocyta) ,  jak np. ak tyna ,  dys trof ina ,  czy też 
białka LIM ( L i n - 11, Isl-1 i Mcc-3).  Bia łka  te o d p o ­
w iada ją  za organizac ję  s t ruk tura lną  i p r aw id ł ow e 
funkcjono wanie  aparatu  kurcz l iw ego komórki  m i ę ­
śniowej .  Drugi  rodzaj  g e n ó w  to geny  kodujące  tzw. 
czynnik i t r anskrypcyjne ,  kont rolu jące  ekspres ję  in­
nych genów  ka rd iomiocyta .  Pr zyk ła de m  takiego 
czynnika  t r anskr ypcy jne go  je s t  bia łko C R E B  (Cyclic  
A M P  R esp o n se  —  E lem en t  B in d in g  P ro te in ), r e g u ­
lujące ekspresję  ge n ó w  komórki  mięśn ia  se rcowego 
w zależnośc i  od ak tua lnego ,  w e w n ą t r z k o m ó r k o w eg o  
s tężenia  cykl icznego  AMP.

Przebieg  cho roby  jes t  bardzo z różnicowany.  N i e ­
którzy  pacjenc i p rzez  długi  czas nie w y k a z u ją  p o w a ­
żnie jszych ob ja w ó w  ch o r o b o w y c h  —  u innych na to ­
miast ,  ob jawy te p o j a w ia j ą  się w cześn ie  i szybko 
p ro w a d z ą  do ob u k o m o ro w e j  n ie wydolnośc i  serca.  
Jaka jes t  p r zyczyna  tak znaczne j  zm iennoś c i  osobni -
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czcj w  chronologi i  i na tężeniu  ob se rw ow anyc h  
zmian ch or ob ow ych ? Próba odpowiedz i  na to bar ­
dzo istotne z punk tu  widzenia  k l in icznego  i spo łecz ­
nego pytan ie  stała się po d s t a w ą  wysun ięc ia  przez 
H o l m e s a  i wsp.  [7] ciekawej h ipotezy,  która 
wiąże to zagadnien ie  z w y s tę po w an iem  defek tu  e n ­
zyma tycz nego  mięśn i  szkie le towych (enzymopat ią )  
—  niedob orem mięśn iowej  dcami nazy  A M P  [8],

Analizując  profi l  gen e ty czny  chorych  z p i e rw ot ną  
k a r d i o m i o p a t i ą r o z s t r z e n i o w ą p o d  ką tem w s p o m n i a ­
nej enzymopat i i  zauw ażono ,  że u chorych  
obc iążonych  tym d efek tem objawy n iewydolnośc i  
serca by ły mniej  nasi lone ,  a pos tęp choroby  wo ln ie j ­
szy [7], Ob ja w y  ciężkiej  n ie wydolnośc i  sercowej ,  
kwal if iku jące chorego  do zab iegu t ransplan tacj i  se r ­
ca, po jawia ły  się u osób  z n i edobo rem mięśn iowej  
dcaminazy  A M P  bl isko os iem lat później  [7], aniżeli  
u chorych  w y k azu ją cyc h  pr a w id ło w ą  ak tywność  e n ­
zymu.

Niedobór  mięśn iowej  dc am ina zy  A M P  (M yoade-  
nylcite Deciminase D e j ic ien cy ) j es t  j e d n ą  z na j czę­
ściej spo tykanych  enzymopat i i  [8, 9], Defek t  dz i e ­
dz iczony jes t  w sposób  au tosomalny,  r cccsyw ny  i w 
postaci  hc tc rozygotyczne j ,  kl in icznie bez objawo-  
wej,  zna jdowany  jes t  u około 20% osobników rasy 
kaukaskie j  i afrykańskiej .  W  tej postac i enzymopat i i  
aktywność  dcam ina zy  A M P  w mięśn iu  szk ie le to­
wym  nic pr zekracza  4 0 %  wartośc i p rawid łowej .  P o ­
stać ho m o z y g o ty c z n ą  enzymopat i i ,  zazwycza j  ob j a ­
wową,  w której ak ty wnoś ć  dca m in azy  A M P  w m i ę ­
śniu szk ie le tow ym nic przewyższa  5% wartośc i  p r a ­
wid łowej ,  spo tyka  się u 2-3 % os ob ników w y m i e n i o ­
nej populacj i  [9],

Jeszcze do n i edaw na  za is totną pr zy czynę  defektu 
enzym a ty czn ego  u w ażano  n o n s e n s o w n ą  mutac ję 
pun k to w ą  C3 4-T (Gin 12 - a  Stop),  z acho d z ąc ą  w o b ­
rębie eksonu  drugiego,  genu  kodującego  izoformę 
m ięśn io w ą dcamin azy  A M P  [10, 11]. Jej na s tę p­
s twem, o b s e rw o w a n y m  u homo zygot ,  j es t  p r z e d ­
wczesne  za t rzymanie  b iosyntezy  enzy mu  na etapie 
n ieak tywnego  peptydu  szczą tkowego.  Zupełn ie  n ie ­
dawno,  dzięki badan io m G r o s s a  i w sp ó łp r a c o w n i­
ków [ 12], u pac jenta  wy kazu ją ceg o  n iemal  ca łkowi ty  
brak aktywnośc i  mięśn iowej  dcam ina zy  A M P  oraz 
ob ja wy  kl in iczne  ze st rony układu  mięśn iow ego,  z i ­
denty f ikow ano d o d a tk o w ą  m u tac ję  p u n k to w ą  genu 
A M P D 1 , w obszarze  jego  eksonu  piątego.  Mutac ja  
ta: G468 -T  ( G l n l 56 —» His),  rzecz  istotna,  do tyczyła 
osobnika  będącego  jednocz eśn ie  hete rozygotą ,  ze 
wzg lędu  na mutac ję  n o n s e n s o w n ą  C34-T.  Opisany  
przypadek  wskazuje  na bardziej  he te rogenne ,  aniżeli  
p oc zą tk ow o sądzono [10, 11], pod łoże  defek tu  e n z y ­
matycznego .

C e c h ą  cha ra k te rys t ycz ną  enzymopat i i  j es t  duża  
różnorodność  jej ob razu  kl in icznego,  w tym również  
wys t ęp owan ie  przebiegu  be zob ja w ow ego .  Prz yczy ­
na takiego s tanu rzeczy nic jes t  do końca  jasna.  W y ­
s tępowanie  z jawiska  a l te rna tyw nego sk ładania tran- 
skryptów (a lterna tive  sp lic ing) ,  obe jmującego  o b ­
szar z m u to w a n e g o  eksonu  drugiego,  albo też w y ­
kształcenie się n ie zna nyc h  je sz c z e  me tabol icznych  
m e c h a n iz m ó w  ko m p en sacy jn y ch ,  to dw a możl iwe  
t łu maczen ia  po w y ż sz e g o  z j awiska  [10, 11],

W śród  ob ja w ó w  kl in icznyc h  n iedoboru  mi ęśn i o­
wej dcam in azy  A M P  na p ie r wsz y  plan w ys uw a  się 
łatwa mę cz l iw oś ć  w ys i łk o w a  oraz powys i łk ow e  bóle 
i skurcze m ię śn io w e  [9], Ch arak te rys tycznym,  
ła tw ym  do oznaczen ia  p a ra m e t r em  defektu jes t  tzw. 
u je mny  test  wysi łkowy.  Jego  istota polega  na braku 
pow ys i ł k o w eg o  wzros tu  s tężenia  amo n iaku  we krwi 
żylnej —  be zp ośrednie go  nas tęps twa  uaktywnienia  
się gałęzi  deaminujące j  cyklu nuk le o ty dó w puryno- 
wych  [9],

N as t ęps tw a  m etab ol iczn e  n i edoboru  mięśniowej  
d cam ina zy  A M P  są różnorakie .  O so bn ik ów  z n ie do ­
bor em tego e n zy m u charak te ryzuje  znacznie  wyższy  
(prawic  pięc iokrotnie) ,  p o w y s i ł k o w y  spadek z a w a r ­
tości mięśn iowej  fosfokreatyny.  Spadkowi  temu nie 
towarzyszy,  j a k  ma  to mie jsce  w warunkach  pr a ­
wid łowych,  wzros t  tk a n k o w e g o  s tężenia kwasu  ino- 
z yn ow ego (IMP) . Zam ias t  tego obse rwu je  się wzros t  
s tężenia ła two dy fu ndu ją cych  przez  b łonę  k o m ó r ­
ko w ą  prod uk tó w  degradac ji  puryn ,  takich jak  inozy­
na, h ipoks an tyn a  oraz  aden ozy na  [7], Ta os tatnia jest  
me tabol i tem kard i op ro tckc yj nym,  s to sowany m od 
n iedawna również  w terapii  kard io logiczne j .  A d e n o ­
zynie przypisu je  się wie le  korzys tnych  dla me tabo l i ­
zmu serca oddz ia ł yw ań  bezpośrednic h  i pośrednich.  
Do od dz ia ływań  bezpośr ednic h  za l iczamy  zarówno 
te związane  z p o p r a w ą  ogó ln eg o  ukrwienia  serca w 
me ch ani zm ie  au toregulac j i  p r zep ł yw u  wieńcowego,  
j ak  i te związane  z jej  ud z ia łe m  w m echan izm ie  n ie ­
dokrwi ennego  „ h a r t o w a n ia ” (p reco n d i t io n in g ), h a ­
m o w a n ie m  produkcji  p rozapa lne j  cytokiny (T N F a ) ,  
albo też „ w y g a s z a n i e m ” k o m o r o w y c h  ognisk a ry t ­
micznych .  O dd zi a ły w an ia  pośrednie  rea l izowane są 
na tomias t  poprzez  receptory  ad en o zy n o w e  i genera l ­
nie p ro w a d z ą  do w yz w o le n ia  e fek tów antyadrener-  
g icznych z os łab ien iem ka t echol am ino wej  s ty mu la ­
cji oś rodkó w pob u d zan ia  serca  [7],

Na  ile w ys uni ę t a  przez  H o l m c s ’a i wspó łau torów  
[7] h ipo teza  jes t  p ra wdz iw a,  tego obecnie  nic sposób 
rozst rzygnąć.  Bardziej  sz cz egóło we badania  p rz e ­
pro wad zo ne  na l iczniejszej  grupie pac jentów,  w tym 
badania  re t ro spe kty wne  cho rych  na kard iomiopat ię  
rozs trzen iową,  j ak  i badania  p ro sp ek tyw ne  pa c je n ­
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tów z n iedoborem mi ęśn io we j  d c am in azy  A M P  [13], 
po z w o lą  być może ,  uzyskać  bardziej  p r ecyzy jną  o d ­
powiedź  na pos ta wion e  pytania.

Artykuł otrzymano 24 czerwca 1999 r.
Zaakceptowano do druku 19 lipca 1999 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: RLC —  lekki łańcuch regu­
lujący miozyny, ELC —  lekki łańcuch istotny miozyny, HC —  
ciężki łańcuch miozyny, S-l — subfragmcnt-1 miozyny, MLCK 
—  kinaza lekkich łańcuchów miozyny.

I. Wstęp

Pro wad zo ne  w ostatnich  latach in t ensywne b a d a ­
nia s t ruk tury główki  m io zyn y przyczyni ły  się do 
wzrostu  za in te re sow ania  jej  lekkimi  łańcuchami  —  
regu lu j ącym  (RLC)  i i s totnym (ELC) . Szczególnie  
c iekawa i wciąż  jeszcze  n iedos ta tecznie  poznana  jes t  
rola obu  lekkich łań cuc hów  we w z a je m nyc h  o d ­
dz ia ływaniach  m io zy ny  i aktyny.  Jej wyjaśn ien ie  p o ­
trzebne  jes t  nie tylko dla pe łn ie jszego  z rozumienia  
m ech a n iz m u  skurczu mięśnia,  ale także dla poznania  
procesów, w p ły w a ją cyc h  na kurczl iwość  mięśnia  w 
różnych  stanach  pa to logicznych .  Liczne  obserwacje  
wskazują,  że w usz k o d zo n y m  mięśn iu  se rcow ym  
je g o  funkcja skurczowa jes t  częs to  u t rzymana  na 
tyle, aby ten n iezbędny  dla życ ia  organ,  p o m im o  wie-

*Dr, Instytut Biologii Doświadczalnej im M. Nenckiego, 
Zakład Biochemii Mięśni, Pracownia Molekularnych Podstaw 
Skurczu Mięśnia, ul Pasteura 3, 02-093 Warszawa

lu zmian  f i z jo log icznych  (zaburzenie  metabol izmu,  
u sz kodze ni e  s truk tury kom óre k) ,  mógł  nadal  choć w 
o g ran ic zon ym  s topniu pe łn ić sw o ją  funkcję.  P oz na ­
nie tego z jawisk a  i zbadan ie  potenc ja lnych  m echa ni ­
z m ó w  „ n a p r a w c z y c h ” m o ż e  być po m o c n e  w op raco­
waniu  m e to d  te r apeu tyc znych ,  ma jących  na celu 
ogran iczen ie  da lszego  rozwoju  i stniejących ju ż  z a ­
burzeń  prawid łowej  czynnośc i  mięśn ia  se rcowego.

Z a p r o p o n o w a n y  przez  R a y m c n t a  i wsp.  [1 ,2]  
model  krys ta l iczne j  s t ruk tury g łówki mi ozyny m i ę ­
śnia szk ie le t owego kurczęcia,  zak łada  obecność w 
niej dwu  dom en  —  motoryc znc j  i regulatorowej .  D o ­
me na  m ot or ycz na  zawiera  mie jsce  wiązania  i hydr o­
lizy ATP oraz  mie jsce  w iązania  ak tyny  z k tórą o d ­
dz ia łuje  w proces ie  skurczu.  W dome n ie  regula toro­
wej zna jd uj ą  się lekkie łańcuchy  mi ozyny -  re gu ­
lujący (RLC )  i is totny (ELC) .  Funkc ja  dome ny  re gu ­
latorowej  w mię śn i u  s zk ie le to w ym  i se r cow ym  nic 
jes t  tak dobrze  p o znana  j a k  pr zyp adk u mięśn ia  g ł ad­
kiego czy m io zyny  mi ęczaków.  Fosfory lac ja  reszty 
se rynowej ( S e r - 19) zna jdującej  się w końcu-N lek­
kiego łańcucha  regu lu j ącego  od g ry wa  k lu czo w ą  rolę 
w inicjacji  skurczu w m ię śn iu  gładkim.  W  miozynie  
mięczaków,  a k t yw no ść  sku rc zow a  wyz walana  jes t  
p rzez  w iązanie  C a 2* z mi e jsc em  zna jdu jąc ym  się w 
końcu-N lekkiego ła ńc ucha  istotnego,  k tóry stabi l i ­
z ow any  jes t  p rzez  inte rakcje  z lekkim łańc uc hem  re­
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gulu j ącym i ł a ń c u c h e m  c iężk im (HC)  m io zyn y  [3-5], 
Rola lekkich ła ń cu ch ó w  m io zyny w mięśn iu  szk ie le ­
to wym  i s e r cow ym  nic jes t  tak jedn ozn aczna .  B a d a ­
nia wykazały ,  że usu nięc ie  ELC i R LC  z subf ragmen-  
tu-1 ( S I )  główki  m io zy now e j  nie w p ływ a  w sposób 
istotny na zdolność  hydro l izy  A T P  przez g łówkę ,  co 
może  sugerować ,  że ła ńc uchy  te nie są n iezbędne  dla 
ak tywnośc i  enzymatyczne j  [6, 7], Zakłada  się j e d ­
nak, że m o g ą  one s tab i l izować  s trukturę  c iężkiego  
łańcucha  miozyny,  k tóry  j es t  g łó w n y m  w y z n a c z n i ­
k iem aktywnośc i  skurczowej ,  p rzez  co w p ły w a ją  na 
paramet ry  skurczu,  „dos t r a j a ją c” m o to r  m i o z y n o w y  
i zapewnia jąc  w ła ś c iw ą  p rzem ia nę  energii  c h e m ic z ­
nej w m ech a n ic zn ą  [8],

II. Fosforylacja lekkich łańcuchów regu­
lujących miozyny w niedokrwionym mię­
śniu sercowym

Lekkie  łań cuchy  m io zy n y  zal iczane są do rodz iny 
białek w iążących  wapń,  pos iada ją cych  ch a ra k t e ry ­
s tyczne m o ty w y  „E F -h a n d ” [9, 10], Każdy  m o ty w  
u tworzony jes t  p rzez  dwie  he lisy i ł ą c z ą cą je  pęt lę  z a ­
wiera jącą  mie jsce  w iązania  C a 2*. Łańc uch y  istotne 
mi ozyny  mięśni  k r ę g o w c ó w  w toku ewoluc ji  c a łk o ­
wicie utraci ły zdolność  przy łączania  C a 2’", natomias t  
ł ańcuchy  regulu jące  za chow uj ąc  p ie rwszy  m o ty w  
„EF-hand”, u t r zyma ły  m o ż l i w o ść  w iązania  jo n ó w  
wapnia  lub m ag n e z u  [11, 12], RL C są także sp ecy ­
ficznie fos fory lowa ne  przez  k inazę  lekkich ł ańc u­
chów miozyn y (M L C K ).  Jej ak tywacja  od b y w a  się 
przez odwraca lne  w iązanie  wa pni a  i ka lmod ul iny  
przy s tężeniach C a 2+ pod obn yc h  do tych jak i e  n ie ­
zbędne  są dla ak tywacji  miof ibryla rne j  ATPazy [13, 
14], Łańc uc hy  regulu jące  miozyny,  uzyskane j  z k o ­
mory serca cz łowieka ,  z aw ie ra ją  po łożo ne  bl i sko ko- 
ńca-N ( 1 A P K K A K K R A G G A N S N V F 1 7 )  j e d n o  m ie j ­
sce fosforylacj i  S e r - 14, na tom ias t  RL C  mio zy ny  
przeds ionków  ludzkiego  serca m o g ą  być fo s fory lo­
wane  w dwu mie jscach .  Jakie to ma znaczenie  dla 
kurczl iwości  mięśn ia  se rcow ego dokładnie  nic w i a ­
domo [11, 15], Dc fosfory lac ja  od by w a  się przy  
udziale fosfatazy lekkich ł a ńcuc hó w  [16],

Fosforylacja ,  a t akże  zdolność  łańc ucha  re g u ­
lującego do wiązania  ka t io nów  d w uw ar to śc io w yc h 
(Ca2*, M g 2+) po wodują ,  że może  on przy jąć różną  
konformację ,  co pr aw d o p o d o b n ie  w p ły w a  na ko n fo r ­
mację  do me ny regulatorowej .  Takie zm ian y  m o g ą  
mieć w pły w na s t ruk tu ra lną  organizac ję  całej g łówki

mio zy ny  i p rzez  to na w z a je m n e  od d z ia ły w a n ia  m i o ­
zyny  z ak tyną  w proces ie  skurczu  [17, 18],

Udział  fosforylacj i  w ku rcz l iwośc i  z d ro w e g o  i 
chorego  serca nie je s t  dos ta tecznie  poznany .  Wyniki  
badań  wskazują ,  że fos forylac ja R L C  przez  kinazę 
lekkich ła ń cu ch ó w  m io z y n y  o d g ry w a  m o d u lu ją c ą  
rolę w procesie  gen e ro w an ia  siły po d c z a s  skurczu  w 
mięśn iu  p r ą ż k o w a n y m  k r ę g o w c ó w  [19], W z ro s t  p o ­
z iomu fosforylacj i  p rzyc zyn ia  się do zw ięk szen ia  
wraż l iwośc i  na C a 2+ apara tu  k u rc z l iw ego  mięśnia  
se rcowego,  co p row adz i  do wzros tu  produkcj i  siły 
przy  n isk ich  s tężeniach  jo n ó w  w a p n ia  [19, 20].

Ek sp erymen ty  p rz e p r o w a d zo n e  na w łó k n a c h  w y ­
izo lowanych  z m i ę ś n i a p s o a s  (mięs ień  lę dźwiow o-u-  
dowy)  król ika  pokaza ły,  że szybkość  nara s tan ia  siły 
podczas  skurczu  izom e t ry czneg o  zw ią z a n a  jes t  ze 
w zros t em  p o z io m u  fosforylac j i  RL C  [21, 22]. Taki 
sam w pł yw  fosforylac j i  na  rozwój  siły z a u w a ż o n o  w 
p o z baw io ny ch  b łony  se rc ow ych be le czkach  
(podłużne  pa s m a  m ię śn io w e  w yp u k la j ą c e  się ze 
ścian kom ó r  serca do ich świat ła)  [20], W  sercu 
szczura  pod dane go z w ię k s z o n e m u  w ys i łk ow i  fi­
z ycznem u  o b s e rw o w a n o  kore lac ję  p o m ię d z y  fosfo- 
rylac ją  ła ńc uchó w  regu lu jących  i sz y b k o śc ią  r o z w o ­
ju  napięcia  w lewej k o m o rz e  serca [23], P o d o b n ą  za ­
leżność po m ię dzy  a k t y w n y m  nap ięc ie m i p o z io m e m  
fosforylacj i  RLC z a u w a ż o n o  w sercach  szczurów,  
które przez  d łuższy  okres czasu p e r f u n d o w a n e  były 
roz two rem z aw ie ra jąc ym  subs tanc je  o dz ia łan iu  ino- 
t ropowo d o d a t n i m 1 [24],

Badania  krótko n ie dokr w io neg o  m ięśn ia  s e r c o w e ­
go, w k tórym nic dochodzi  do t rwa łego  uszkodzenia  
m io cyt ów  nasunę ły  przyp usz czenie ,  że o b s e r w o w a ­
ne tu upoś l edzenie  funkcji  skurczowej  serca 
wyw o ła n e  jes t  z m i a n ą  p o z io m u  fosforylac ji  b iałek 
bezpośrednio  za a n g a żo w a n y c h  w skurcz.  E n - 
g 1 a n d i K r a u s e [25] wykaza l i  j e d n ak ,  że stopień 
fosforylacj i  b ia łek kur cz l iw yc h  nie je s t  zm ieni on y  w 
izo lowanych  sercach  szczura,  które p o d d a n o  n i ed o ­
krwieniu  lub tylko n iedot len ien iu .  Pod obne  wyniki  
uzysk a l i śmy  w n a sz y m  labora tor ium ana l izu jąc  p o ­
z iom fosforylacj i  RL C  oraz białek regulu jących  
zwiąa  nych z f i l a men tem  a k ty n o w y m  w czasie 20 
min. ischcmii  i reperfuz ji  serca król ika [26], N i e k t ó ­
rzy badacze  zak łada ją,  że szybkość  pr o c e só w  fosfo­
rylacji  i dcfosforylac j i  ł a ń c u c h ó w  regulu jących  m i o ­
zyny  serca jes t  bardzo  n iska  ze w zg lę du  na małe i lo­
ści kinazy lekkich ł a ń c u c h ó w  i fos fa tazy w mięśniu  
se rc ow ym [27]. Na le ży  też zaznaczyć ,  że poja-

1 Czynniki  ino tropow e (doda tn ie  lub u jem ne)  —  związki chem iczne  zm ien ia jące  kurcz l iw ość  m ięśn ia  se rcow e go
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wiającc się w l i teraturze opinie na temat  fosforylacj i  
białek a pa ra tu  kurcz l iwego  mięśnia  se rcowego,  nie 
zawsze  od zw ie rc ie d la ją  ich fak tyczny stan w danych 
w aru nkach  pa tof iz jo log icznych ,  co może  wynikać  z 
t rudnośc i  w u t rwa len iu  rzeczywis tego  poz iom u fos­
forylacji  bada ny ch  prepara tów,  a także / lub ze s toso­
w anych  m e to d  pomiaru.

Zabu rz eni e  funkcji  mięśn ia  se rcowego po jego  
n iedokr wi en iu  jes t  z ja w is k i em  szeroko opisany m w 
l i teraturze za ró w no  przez  k l inicystów ja k  i b io c h e ­
mików. Badan ia  os ta tnich lat p rzyniosły  też wie le  in ­
formacj i  na temat  udz ia łu  i znaczenia  fosforylacj i  
ł a ńcuc hów  regulu jących  w procesie  skurczu,  j e d n a k  
tylko z n i k o m y  procent  wśród  nich s ta now ią  dane  d o ­
tyczące  tego  z jawiska  w różnych  stanach pa to lo g ic z ­
nych m ię ś n i a  se rcowego,  p rzeb iega jących  zc zm ia n ą  
jeg o  kurcz l iwośc i .

M o r a n o  [28] badając serca szczurów z sa m ois t ­
nym n ad c iś n i en ie m  z aob se rw ow a ł  spadek  poz iom u 
fosforylac ji  R L C  w lewej komorze  serca w p o r ó w n a ­
niu zc zw ie rz ę tam i  kontrolnymi.  Podobn e  z jawisko  
o b s e r w o w a n o  w p rzypadk u eksperymen ta ln ie  
w y w o ł a n e g o  zawału  w sercu szczura,  gdy  po p o d ­
wiązaniu  lewej tętnicy wieńcowej  fos forylac ja  
ł a ń c u c h ó w  regulu jących  w n i eobję tym przez zawał  
obszarze  lewej ko m ory  serca spadła,  na tomiast  p o ­
z iom M L C K  był p o d w y ż s z o n y  [29], W prawej  k o ­
morze ,  k tóra w t rakcie rozwoju  le w o k o m o ro w e g o  
uszk odzen ia  w opisanym mod elu  d oś wiadcza lny m 
ulega  hypert rof i i  [30, 3 1 ], poz iomy  fosforylacj i  RLC 
oraz k ina zy  lekkich łań cuc hów  były podwyższone .  
P on iewa ż  s topień fosforylacj i  RLC za leżny  jest  od 
ilości obecne j  w tkance kinazy,  to jak sugeru ją  au to ­
rzy, o b s e r w o w a n y  w lewej kom or ze  serca wzrost  z a ­
war tośc i  M L C K  jes t  p rocesem kom p e n su ją c y m  o b ­
n iż oną  fos fory lac ję  łań cuchó w  regulu jących  [29], Z 
l i cznych  ba dań  wynika,  że j e d n ą  z konsekwencj i  n i e ­
dokrw ie n ia  serca jes t  zaburzenie  hom eos tazy  sze re ­
gu p r o c e s ó w  k o m ór kow ych,  co może  poc iągnąć  za 
so bą  zm ian y  jego  metabo l izmu,  a także za łamanie  się 
funkc ji  skurczowej  serca. Regulac ja  home os t azy  
zw iązan a  je s t  między  innymi  z fos fory lac ją  z a a n g a ­
ż o w a n y c h  w te procesy bia łek [32, 33], Mo żna  by z a ­
tem pr zypus zczać ,  że upoś ledzenie  funkcji  sku rc zo­
wej lewej k o m o ry  serca jes t  w yn ik iem  za łamania  się 
p ro cesó w  fosforylac ji  także łań cuchó w  regulujących  
miozyny.  Z jawi sk o  to pojawia  się jednak dopiero w 
os ie m  tygodni  po z a in duko w an iu  zawału ,  na tomias t  
wcześn ie j  nie wys tępuje .  Brak czasowej korelacj i  
p o m ię d z y  upoś le dzen ie m  funkcji  skurczowej a 
z a ł a m a n i e m  się poz iom u fosforylacj i  n a su w a  w ą tp l i ­
wośc i  czy rzeczywiśc ie  w po wstawani u  funkc j ona l ­

nych zmian  w lewej k o m o rz e  serca fosforylacja RLC 
odgrywa d e c y d u ją c ą  rolę [29]?

III. Fosforylacja lekkich łańcuchów regu­
lujących miozyny i stymulacja inotropo- 
wa mięśnia sercowego

Niektórzy  b ad acze  łącząc  zm ia n ę  fosforylacji  z 
upoś le dzen iem funkcj i  skurczowej  serca,  z apr opo­
nowali ,  że i n o t rop ow a  regulac ja  jego  kurcz liwości  
odbywa się właśn ie  po p rzez  fos fory lac ję  łańcuchów 
regulu jących  [24], Inni byli j e d n a k  bardziej  p o w ­
ściągliwi z w y s n u w a n i e m  po d ob ny ch  wniosków,  p o ­
nieważ  nic potrafi l i  w y k ry ć  takiej  zależności .  Typ o­
w ym  tego p r z y k ła d e m  s ą b a d  ia w pł yw u stymulacj i  
P-adrenergiczne j ,  k tóra  w ed łu g  je d n y c h  badaczy p o ­
woduje  wzros t  p o z io m u  fosfory lacj i  RLC natomiast  
inne wynik i  wsk azują ,  że poda nie  adrenal iny lub 
wzrost  s tężenia  j o n ó w  w apn ia  nic w y w o łu ją  takich 
zmian [34, 35]. In fo rmac je  na temat  fosforylacji  
ł ańcuchów regulu j ących  oraz wp ły w u  stymulacj i  
inotropowej są w ażne ,  p on ie w aż  białka  kurcz l iwe  
w pł yw a ją  na  fu nk c jo n a ln ą  ak ty wn oś ć  serca,  ich fos ­
forylacja p ra w d o p o d o b n ie  m odu lu je  produkcję  siły, 
a degradac ja  tych b ia łek  s tanowi  wy m ie rn y  w s k a ­
źnik uszkodzen ia  m ię śn ia  se rcowego.

A k i y a m  a i wsp .  [36], pos ługując  się m ode lem 
eksperymenta ln ie  w y w o ł a n e g o  zawału  w sercu król i ­
ka, p r zeprowadzi l i  badania  p oz io m u fosforylacji  
RLC w obszarze  b ezpo śr edn io  ob ję tym n iedok rwie ­
niem. Pod w ią zani e  przedniej  zstępującej  tętnicy 
wieńcowej  sp o w o d o w a ło ,  że zawał  w postaci  w i ­
docznej  nekrozy  i zb l iz nowaceń ,  po jawił  się w 
przedniej  śc ianie lewej k om ory  serca.  Ściana tylna 
wolna  była  od zawału.

Prz yc zyn ą  za w a łu  mięśn ia  se rcowego jes t  ostre i 
długo t rwające  n ie do krw ie n ie  p ew ne go  obszaru ko ­
mory serca,  czego  w y n ik ie m  jes t  zaburzenie  funkcji  
skurczowej po j aw ia ją ce  się w ciągu kilku minut  od 
zai stnienia n iedokrwie nia .  I schemia  nic powoduje  
je dna k  nagłej  i ca łkowi te j  dest rukc j i  wszys tk ich  kar- 
d iomiocytów.  P ew n a  pula ak ty w nych miocy tów jest  
stale obecna  w tkance  objętej  zawałem.  B io chem ic z ­
na anal iza m io z y n y  uzyskane j  z lewej komory  serca 
pokaza ła  s to pn io w y  spadek  względne j  ilości ł ańcu­
chów regu lu jących  w obu  badany ch  obszarach ,  przy 
czym w obszarze  n i ed o k rw io n y m ,  ja k  na leża ło ocze ­
kiwać,  był on znaczn ie  większy.  Jednocześn ie  u ja w ­
niła w y r a ź n ą  red ukc ję  fosforylac ji  RLC i to zarówno 
w rejonie zawału  (pr zedni a  ściana) ,  j a k  i w obszarze 
w o ln ym  od zawału  (śc iana  tylna)  [36], Po zawale 
mięśnia se rc ow ego  dochodz i  do przebudow y k o m o ­
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ry, co odmienia  jej  archi tekturę.  Skutk iem tego jes t  
znaczne  zm nie jszenie  się grubośc i  i wydłu żenie  oraz 
zwio tczenie  obszaru,  który uległ  zawałowi .  P o d ­
s ta wą  takich mo rfo l og ic zny ch  zmian  jes t  redukcja  
ilości mio cy tów  w rejonie  serca ob ję tym z aw ał em  
oraz moż l iw ość  zmi an  kształ tu  ko m ó re k  i odległości  
po m ię dz y  nimi  [37], W yda je  się, że redukcja  i lości 
n i eus zkodz ony ch  ka rd io m io cy tó w  musi  być 
po łączona  ze zm ia n am i  fos forylacj i  RLC,  co z n a ­
lazło po twierdzenie  w eks pe ry m en ta ch  A k i y a m  y 
i wsp.  Jednak  badanie  tego z j awiska  po .s tymul ac j i  
inot ropowej chorego  serca  pozos tawi ł o  także pe wne 
wątpl iwości .  Podanie  izopro te renolu  ( substanc ja  o 
dz ia łaniu ino t ropowo doda tn im)  zgodnie  z oczeki ­
waniami  znacznie  podni os ło  szybkość pracy  serca 
oraz poz io m fosforylac j i  ł a ń cu ch ó w  regulu jących  i 
ten ostatni efekt  is totny był  g łównie  w obszarze  n ie ­
obję tym przez  zawał  choc iaż  niewie lki  wzros t  o bs e r ­
w o w ano  też w przednie j  ścianie lewej komory.  
Usprawnienie  funkc ji  serca oraz wzros t  fosforylacj i  
RLC pojawi ły  się j e d n a k  dopiero w s iedem dni po 
wywoła niu  n iedokr wien ia  u zwierząt  badanych ,  n a ­
tomiast  u zwierzą t  pozorn ie  ope ro w anych  (sham  
opera ted)  z jawisko  to w ogóle  nie wystąpi ło  [36],

Interesu jących w y n ik ó w  dos ta rczy ły  os ta tnie  b a ­
dania endote l iny  -  po tenc ja lne go  czynnika  o 
dz ia łaniu ino t ropowo dodatn im,  wys tę puj ącego  m. 
in. w zdrowej tkance  serca oraz we  krwi,  k tóre p o k a ­
zały, że w sercu szczura  endotel ina  podnosi  siłę sk u r ­
czu bez wzros tu  po z io m u  wapnia .  Okaza ło  się też, że 
peptyd ten po w od u je  wzros t  fosforylacj i  RL C [38], 
Jest  mało p r aw dop od obne ,  aby w indukowanej  endo-  
te liną  fosforylacji  ł a ńc uchó w  regulu jących  po ś red n i ­
czyła specyf iczna  k inaza  lekkich łań cuchó w m i o z y ­
ny (M LC K ) za leżna  od ka lm odu l in y  i j o n ó w  wapnia ,  
pon ieważ  jej  ak tyw noś ć  w sercu je s t  niska [27], V e - 
n e n i a  i wsp.  [39] pokaza l i ,  że b ia łkowa k inaza  C 
zdolna jest  fos fory lować  łańcuchy  regulujące  m i o z y ­
ny mięśn ia  se rcowego po dob nie  j a k  MLC K .  Ponadto  
okaza ło  się, że d o m in u ją c ą  w sercu fo rm ą  b ia łkowej 
kinazy C jes t  i zoenzym PKC-e ,  który u lega  a k ty w a ­
cji przez endotel inę  i adrena l inę  i j ego  ak tywność  nic 
zależy od obecnośc i  ka t ion ów dw uw ar to śc io w yc h 
[40], Endote l ina  może  za tem pe łnić  w a ż n ą  funkc ję  
regulu jącą  ku rcz l iwość  mięśn ia  se rcowego [38].

IV. Cukrzyca i fosforylacja lekkich łańcu­
chów regulujących miozyny mięśnia ser­
cowego

Przewlekła  cukrzyca  u zwierzą t  i u ludzi p rowadzi  
do zmiany  funkcji  serca,  czego skutk iem jes t  z a ł a m a ­
nie się produkcj i  siły podczas  skurczu,  i zaburzenie

je go  funkcj i  t łoczącej  [41]. Ba dania  m io z y n y  w y iz o ­
lowanej  z t ak ich serc, oprócz  z mi an  w pr aw id ło w y m  
wzorze  jej  i zoform,  w y k a z a ły  też spadek  poz iomu 
fosforylacj i  lekkich ł a ń c u c h ó w  regulu jących ,  oraz 
za bu rz o n ą  ak ty w no ść  miof ibry la rne j  A T Pa zy  
[42-44],  P o d o b n ą  reduk cję  ak tywnoś c i  m iof ibr y l a r ­
nej A T P a z y  o b s e r w o w a n o  w sercach,  k tóry ch  funk­
cja sku rc zowa  zos ta ła  zm ie n io n a  na skutek  n ie w y­
dolnośc i  zas tawki  dw udzie lne j ,  choroby  wieńcowej  
czy ka rd iomiopat i i  rozs t rzen iowej  [45-47],  W tym 
os ta tn im pr zyp adk u łań cuc hy  regulujące w k oń co­
wych stadiach chor oby  były ca łkowic ie  zdefosfory-  
lowane  [48], P on ie w aż  j a k  m o ż n a  przypuszczać  fos ­
forylacja  ła ń cu ch ó w  regulu jących  m io zy n y  n ie zbę d ­
na jes t  dla pr aw id ł ow ej  ak tywn ośc i  skurczowej m i ę ­
śnia, to z m ia ny  jej  p o z io m u  m o g ą  mieć  pewien  
w p ły w  na ak tyw noś ć  miof ibry la rne j  A T P a z y  i przez  
to przyczynić  się do zmienione j  mechanik i  mięśn ia  
se rcowego.  Badania  L i u  i wsp.  [49] w ykaza ły  o b ­
n iżen ie  zawar tośc i  za ró w n o  k inazy  lekkich  łańcu­
chów  j a k  i RLC w tkance  serc cukrzyków.  Ponieważ  
s topień fosforylacj i  ł a ń c u c h ó w  regulu jących  zależny 
jes t  od s tężenia obu tych białek,  to spadek ich za w ar ­
tości m oże  t łum aczyć  o b s e rw o w a n y  w ho mogena-  
tach badanych  serc o bn iż ony  po z io m fosforylacji  
RLC. Anal iza  h o m o g e n a t ó w  serc szczurów z kardio- 
mio pa t ią  c u k r z y c o w ą  dos ta rczy ła  jeszcze  innych c ie ­
k aw ych wyn ik ów ,  w sk a z u ją c y c h  na udział  fos fory la ­
cji ł ańcuchów regu lu jąc ych  w dysfunkcj i  serca 
po łączonej  ze s p adk ie m  ak tywnośc i  miof ibrylarne j 
ATPazy .  Okaza ło  się bo w ie m ,  że p o daw an ie  chorym 
zwierzę tom insul iny od w ra ca  ob n iżon ą  ak tywność  
miof ibrylarne j  ATPa zy ,  zmieni a  poz iom  fosforylacji  
RLC  oraz p rz yw ra ca  w ła śc iw y  poz iom kinazy lek­
kich łańcuchów.  Po praw ia  się też zmieniona  w c z e ­
śniej kurcz l iwość  serca [42-44],  Inte resujące  są tak­
że wynik i  do tyczące  zmian  po z io mu  g lukozy oraz 
p o z io m ó w  insul iny  we krwi  zwierzą t  z cukrzycą,  
które leczono lub nie leczono insuliną,  a które w s k a ­
zują,  że o b s e r w o w a n y  w cukrzycy  spadek  fosfory la ­
cji l ekkich ła ń cu ch ó w  regulu jących  może  być ko n se ­
k w en c ją  st resu metabol icz nego .  Jednak  dokładny  
metabol iczny  sygnał  p r o w a d z ą c y  do zmian w 
białkach mających  w p ł y w  na fos fory lac ję  RLC p o z o ­
staje obecnie  n ieznany  [49].

Badania  do tyczące  zm ian  poz io m ó w  fosforylacji  
ł a ńcuchów  regulu jących  m io zy n y  w sercu,  którego 
funkcja sk urc zowa  u legła w y ra ź n e m u  uszkodzeniu  
nasu w a ją  n ie jedn oz nac zne  wnioski .  O ile bowiem in­
duk o w a n y  w sercach szcz ur ów  zawał powoduje  o b ­
niżenie  się po z iom u fosforylac j i  RLC,  i to zarówno 
w mie jscu  bezpośrednio  ob j ę tym  zaw a łe m  jak i w 
praw id ł ow o uk rw io n y c h  obszarach  lewej komory
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serca, to w pr zyp adk u krótko t rwającego  n i ed o k rw ie ­
nia, k tóre  p o m im o  braku  roz leg łych zmian  m a r t w i ­
czych jes t  p r z y c z y n ą  upo ś l edzenia  kurcz l iwośc i  se r ­
ca, i s to tnych zaburz eń  p o z io m ó w  fosforylacj i  ł a ń c u ­
chów regulu jących  nie zaobs erwow ano.  Po dobne  
konkluz je  n a su w a ją  badania  innych chorób  serca 
p r zeb ieg a jących  z upoś le dzen ie m  jego  kurcz l iwośc i ,  
choc iaż  w wie lu z nich za o b se rw o w an o  też znaczne  
zm iany  we  wzorze  izoform lekkich łań cuc hó w  m i o ­
zyny,  co w s k a z y w a ło b y  na uruchomi en ie  przez c h o ­
re serce m e c h a n iz m u  adap tacyjnego  s łużącego  
u s p raw n ie n iu  je g o  funkcj i  skurczowej  i p r zy s t o so ­
wan iu  do n o w y c h  pa tof iz jo log icznych  w y m a g a ń  
(problem ten szerzej  op isy wa ła m  w poprz edni m ar ty­
kule [50]). W yj aśn ie n i e  m e c h a n iz m u  który k on t r o lu ­
je  i regulu je  procesy  skurczu  n iezbędne  jes t  dla lep­
szego z ro zumie n ia  zmian  obse rw o w a n y c h  w róż ­
nych cho ro bach  serca.

V. Rola lekkiego łańcucha istotnego miozyny  
w regulowaniu kurczliwości mięśnia ser­
cowego

Z do ty c h c z a so w y c h  badań  wynika ,  że do m ena  re ­
gu la to ro wa  g łówki mi ozynow ej  m oż e  odgrywa ć  
i stotną  rolę w m o d u lo w a n iu  jej oddz ia ływa nia  z a k ­
tyną,  a za tem w regul ow an iu  kurcz l iwośc i  mięśnia  
se rcowego.  Uzy sk ane  wyniki  pokaza ły,  że podczas  
skurczu  mięśn i a  ak tyna oddzia łuje  z d o m e n ą  moto-  
ry c z n ą  główki  mio zy nowej  oraz z d o m e n ą  r egula to­
r o w ą  [51], O ddz ia ły w ani e  z tą osta tn ią  od byw a  się 
pop rzez  konic c-N  lekkiego łańcucha  i stotnego 
(ELC) ,  który wiąże  się z koń ccm -C  aktyny.  Hip otezę  
tę po tw ie rdz i ły  l iczne wcześn ie j sze  ek spe rym en ty  
[52, 53], Po jaw ia  się je d n a k  pytanie:  j a k ą  rolę w tym 
o dd z ia ły w an iu  pełni  zw iąz any  z d o m e n ą  regu la to ­
r o w ą  g łówki  m io zyny  łańcuch  regulu jący  ?

Pr o w a d z o n e  w na sz ym  labora tor ium badania  m i o ­
zyny  uzyskanej  z k ró tko n i edo krw ionego  mięśn ia 
se r cow ego  nasunę ły  przypuszczenie ,  że o b s e r w o w a ­
ny w n i e d o k rw io n y m  mięśn iu wzros t  s tężenia  j o n ó w  
w apni a  w komórce  s twarza  m oż l iw ość  wym ia ny  
zw ią z a n eg o  z ła ńcuc he m  regul u j ącym  jo n u  m a gn ezu  
na wapń .  Wykorzys tu ją c  fakt, że w koń cu-N  lekkiego 
ł a ńc ucha  i stotnego  zna jduje  się miejsce  wraż l iwe  na 
ob ecność  papa iny,  oraz, że dos tępn ość  tego mie jsca 
zm ie n ia  się w zależnośc i  od rodza ju  kat ionu  w y s y ­
ca j ącego  lekki ł ańcuch  regulu jący  miozyny,  z b a d a ­
l i śmy w pł yw  takiej w y m ia n y  na moż l iw ość  e k s p o z y ­
cji E L C  do t rawienia  papainą.  Okaza ło  się, że wysy-  
cenie łańcucha  regulu jącego  w ap n ie m  pow odu je  
w z ro s t  t rawienia  lekkiego łańcucha  i stotnego p a p a ­
iną w przec iwieńs twie  do m io zy n y  w której ł ańcuch

regulu jący  w y s y c o n y  jes t  ma gn ezem .  Wymia na  ka ­
t ionów d w u w a r to ś c io w y c h  zwią zany ch  z łańcuchem 
reg u lu ją cym p r a w d o p o d o b n i e  poc iąga  za sobą  z m ia ­
nę  s truk turalne j  o rganizac j i  główki  miozyny,  co 
pr ze jawia  się z m i a n ą  u ło żenia  końca -N  lekkiego 
ła ńcucha  i s to tnego  pod czas  od dz ia ływani a  główki  
mio zy nowe j  z f i l a m en te m  a k ty n o w y m  i ATP w p r o ­
cesie skurczu  [54], Pr zep ro w ad zo n e  przez  M o  r a ­
n o  i wsp.  [55] ba dani a  w yi z o lo w a n y c h  z komo ry  
ludzkiego  serca włó ki en  m ię śn io w yc h  zda ją  się z k o ­
lei w s k a z y w a ć  na ro lę  j a k ą  pełni  koniec-N łańcucha  
is totnego  w od dz ia ły w an iu  z k o ń c e m  C-aktyny.  W 
obecności  sy n t e tycznego  peptydu ,  odpowi ednik a  
N - k o ń c o w e g o  f r ag m en tu  lekkiego  łańcucha  i stotne­
go m io zy n y  serca (5K P E P K K D D A K 14), przy sub- 
m a k s y m a ln y c h  i m a k s y m a l n y c h  s tężeniach C a 2N za­
o b s e rw o w a n o  wzros t  generowanej  przez  włókna  
siły. Z a p r o p o n o w a n o  za tem, że oddz ia ływanie  k o ­
ńca-N ł a ń c u c h a  i s to tnego z a k ty ną  mo że  regulować  
kurcz l iwość  m ię śn ia  se rcowego.  Do podo bnych  
w n io s k ó w  sk łan ia ją  wynik i  uzys kan e  przez  inną  gr u­
pę  badaczy .  O b e c n o ść  synte ty cznego  peptydu w 
mi of ibry lach  w y iz o lo w a n y c h  z serca szczura,  przy 
s u b m a k s y m a ln y c h  s tę żeniach  C a 2*, indukowała  
wzros t  ak tyw noś c i  miof ibry la rne j  M g 2+A TPa zy  p o ­
wyżej  war tości  os ią gan ych  przy  ma ksymalne j  ak ty ­
wacj i  j o n a m i  wapnia .  Efekt  ten za leżny był  od ob ec ­
ności  pe łn eg o  k o m p le k s u  b ia łek regulu jących  
zwią zanych  z c ie nk im  f i lamentem.  Ekst rakcja  tropo- 
niny I i C z miof ibry l i  pow o d o w a ła ,  że peptyd tracił 
zdolność  s t y m u lo w a n ia  szybkośc i  ATPazy ,  na to ­
miast  p o n o w n a  rckons ty tuc ja  wy ek s t r ah ow an ych  
b ia łek o d b u d o w y w a ł a  ten efekt.  Badacze  wysunęli  
za tem h ipotezę ,  że pep tyd  bezpośr edn io  aktywuje  
cienki  f i lament  przez  oddz ia ły w ani e  z ak tyną  [56], 
M oż na  więc  sądzić,  że koniec-N lekkiego łańcucha 
istotnego,  k tórego  o d p o w ie d n ik  —  synte tyczny p e p ­
tyd z a s t os ow ano  w p o w y ż s z y c h  doświadczeniach  
oddzia łuje  z f i l a m en te m  a k ty n o w y m  przy łączając się 
i odłącza jąc  od m o n o m e r ó w  aktyny,  co w cyklu 
m os tk ów  p o p rz e c z n y ch  pod czas  hydro lizy ATP 
p r a w d o p o d o b n ie  zw ią zan e  jes t  z p rze jściem ze 
s łabego  do s i lnego  s tanu  w iązania  ak tyny  z miozyną .

Cykl iczne  o d dz ia ływ ani e  g łó wek  mio zyn owyc h  
(tzw. mos tk i  p op rzecz ne )  z fi l amentami  ak tynowym i  
jes t  p o d s t a w ą  m ole k u la rn e g o  m ec h a n iz m u  skurczu 
zar ów no w mi ęśn iu  p r ą ż k o w a n y m  ja k  i gładkim.  Te 
w za je m ne  a k t o m i o z y n o w c  odd zi a ły wa nia  r egu lo w a­
ne są p r zy łą czan ie m  ATP i j e g o  hydro l izą  do ADP i 
fosforanu n i eor gan ic zne go  (Pi) przez  ak tomiozy- 
n o w ą  ATPazę.  T o w a rz y s z ą  temu zmiany  p o w i n o ­
w actwa  m io z y n y  do aktyny,  co prze jawia  się cykl icz­
nym prze j śc iem od s łabego  do si lnego stanu w ią z a ­
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nia mos tka  z f i l a men tem  akt y n o w y m ,  oraz zmi an am i  
kon fo rm ac yj nym i  z a c hodz ąc ym i  w b ia łkach  b e z p o ­
ś rednio za a n g a żo w a n y c h  w skurcz.  Dla  ruchu  fi 1 a - 
me n tó w  lub gen e ro w an ia  siły po t r zebne  jes t  silne 
po łączenie  m os t ka  z f i l a me nte m a k ty no w ym ,  co ma 
mie jsce  podczas  uwaln ian ia  p r o d u k tó w  hydrol izy.  
Prz ym oc owan ie  m o s tk ó w  p oprzeczny ch  przed 
od łączeniem fosforanu je s t  słabe. U w ol n i en iu  Pi to ­
warzyszy  w zm ocni en ie  wiązan ia  m io zy n y  z aktyną.  
Do wym ia ny  zw ią zaneg o  z k o m p le k s e m  aktomiozy-  
ny ADP na  A TP  dochodzi  w kole jn ych  c tapch cyklu.  
Proces ten os łabia w iązanie  się g łówki  mio zynow ej  
do ak tyny i dysoc juje  jej  po łączen ie  z aktyną,  a za tem 
cały cykl po now nie  się rozpoczyna .  Z badań  p rz e p ro ­
w adzony ch  na mięś n iu  szk ie le to wym  wynika,  że 
produkty  hydrol izy A T P  m o g ą  p rzesu w ać  r ó w n o w a ­
gę reakcji  w cyklu  m o s tk ó w  poprzecznych .  H o a r  i 
wsp.  [57] zasugerowal i ,  że wzros t  s tężenia p r o d u k ­
tów hydro l izy  mo że  p rze su wać  reakc ję  w k ie runku 
s łabego wiązania  (nadmi ar  Pi) lub w y dł uż yć  etap s i l ­
nego wiązania  (nadmi ar  ADP) .  W ys ok ie  stężenie 
fosforanu n i eo rgan icznego  j a k  pokaza ł y  wynik i  b a ­
dań obniża  gene rowan ie  napięc ia  oraz  ak ty wn ość  ak- 
tomiozynowej  ATPazy .  Zakła da  się za tem, że fo s fo ­
ran oddz ia łuje na cykl m o s tk ó w  pop rz eczny ch  przez  
wprowa dzen ie  ich w stan s łabego wiązania .  Z kolei  
badania z na d m ia re m  A D P  pokaza ły ,  że podnosi  on 
m a k s y m a ln ą  siłę skurczu  w łókien  w yi zo lo w an y ch  z 
mięśn ia  lę dź w io w o -u d o w e g o  kró lika i obniża  m a k ­
s ym alną  szybkość ich skracania  [57]. H am ujący  
wpływ  A D P w ykaza ł y  też testy ruchl iwośc i  (in vitro) 
miozyn y uzyskane j  z żo łą dk ów  ku rzych  [58], S u g e ­
ruje się, że A D P  m oże  w sp ó łz a w o d n ic z y ć  z A TP o 
miejsce je g o  w iązania  i h a m o w a ć  k ońco w e  e tapy h y ­
drol izy ATP,  prz yczynia jąc  się w ten sposób  do 
wzrostu rozwoju  napięc ia  we  włóknie  [59].

Kine tyczna  ana liza  szybkości  uwaln ia n ia  AD P 
wykaza ła ,  że jes t  ona  znacznie  woln ie j sz a  w mięśniu 
se rcowym niż w s zk ie le to w ym  [60], Badania,  k tó ­
rych celem było określen ie  wie lkośc i  ham o w an ia  
przez A D P akt ywowa ne j  a k t yną  ATPazy  m i o z y n o ­
wej w różnych  tka nka ch  m ię śn io w yc h pokazały,  że w 
przypa dku  subf ragmentu-1  ( SI )  m io zy n y  mięśnia  
g ładkiego 50% ha m o w a n ie  ak ty w no śc i  ATPazy a k ­
tywowanej  ak ty ną  po jawia  się przy  proporc ji  
AD P:A TP= 3:1, dla SI m io zyny  m ięśn ia  se rcowego 
ten stosunek wynos i  6:1,  a dla S 1 z mięśn ia  szk ie le to­
wego aż 40-50:1 [59].

Przy jmuje  się, że w mięśn i u  s zk i e le to w m  stężenie 
AD P nic może  wzrosną ć  na tyle aby  z ah am o w ać  
ATPazę  in vivo  p r a w d o p o d o b n ie  ze w z gl ędu  na o b e c ­
ność l icznych e n z y m ó w  biorących  udział  w p rz e ­
ksz ta łcan iu A D P  w ATP [61], W mięśn iu  g ładkim

A D P  wyraźnie  p o d w y ż s z a  rozwój  napięcia  i op óź ni a  
od łączanie  się m o s tk ó w  p o p r zecz ny ch  [62], Po d o b n e  
z jawisko  obse rwuje  się w mi ęśn i u  s e r co wym .

Pr ze pr ow adz one  w n a s z y m  labora tor ium ba dan ia  
miof ibryl i  u zy sk an y ch  z serca król ika pokaza ły ,  że 
A D P  w sposób  istotny obniża  hydro l izę  ATP. Z a o b ­
se rw owa l i ś m y też, że obecność  synt e ty czne go  pep- 
tydu  odp owied n ik a  ko ńca-N  lekkiego łań cuc ha  istot ­
nego  mi ozyny  serca od w ra ca  ten efekt.  Z ja w i sk o  to 
zależne jes t  od s tężenia  j o n ó w  w apnia  i p o j a w i a  się 
przy  w y so k im  je g o  poz iomic .  Uz ysk an e  w yn ik i  p o ­
kaza ły za tem n ie znany  dotąd  w p ły w  sy nt e tycznego  
pepty du  na ha mu jąc e  dz iałan ie  p o d w y ż s z o n e g o  p o ­
z iomu  A D P [63], Op iera jąc  się na m o d e lu  cyklu 
m o s t kó w  po przeczny ch  zap ro p o n o w a n y m  przez 
E i s e n b e r g a  i G r e e n e  [64] (R y c . l )  e fekt  ten 
m o ż n a  w yt łu m aczyć  nas tępująco:  związanie  się syn­
te tycznego  pep ty du  z k o m p le k s e m  a k to m io zyno -  
w y m  prowadzi  do wzro s tu  napięcia ,  a z a te m  zgodn ie  
z m o d e le m  do u t r z y m y w a n ia  się tzw. kon fo rm ac j i  
napiętej  45° (u m o w n ie  okreś lany  kąt  p o m ię d z y  os ią  
główki  miozynowej  a os ią  f i l amentu  ak tynowego) .  
N ależy  przypuszc zać ,  że prze jście  z tej konform ac j i  
do konformacj i  nienapiętej  45°  związ ane  je s t  p r a w ­
dopo dob nie  z o d łą cze ni em  się końca-N lekkiego 
łańcucha  i stotnego  od aktyny.  P oni ew aż  j e d n a k  z a ­
s to sowany w d o św ia dc zen ia ch  synte tyczny  peptyd  
odpo wie dni k  ko ńc a-N lekkiego łańcucha  i s to tnego 
pozos ta je zwi ązany  z ak tyną ,  u n iemo żl i w ia j ąc  przez 
to przy łączanie  się lub od łączanie  końca  n a ty w nego  
ła ńcucha  is totnego  od aktyny,  to napięc ie  nic jes t  
uwaln iane  (brak prze jśc ia  do konformacj i  nicnapię-  
tej 45°)  i nic tow arz ys zy  temu  j a k  za znaczono  na m o ­
delu ruch f i lamentów.  Pod ob na  sy tuacja m a  mie jsce  
w skurczu  iz om c t r y c z n y m  gdy moste k  nic od łącza 
się od aktyny. E i s c n b c r g i G r e e n e  [64] 
zak ładają,  że w tak im p rz yp adk u uwoln ien ie  A D P  z 
konformacj i  napiętej  45°  k o m pl eks u  ak to mi ozy no-  
wego zachodzi  bardzo  wo lno  i bezpośrednio  w tej 
konformacj i  A D P  w y m ie n ia n y  jes t  na ATP, po czym  
nas tępuje  powrót  do s tanu ak tomio zyn a-ATP  i cykl  
rozpoczyna  się na nowo.

Konfo rm ac ja  napięta  45°  k o m pl eks u  ak tom iozy-  
no we go z A D P jest  s ta nem  w ys o k o e n e rg e ty c zn y m  i 
AD P  wys tępuj ący  w ś rodo wisk u  nawet  w nadmiarze ,  
p rak tycznie nic w ym ie n ia  się ze zw ią zanym  nuklc-  
o tydem.  Za tem wzros t  s tężenia A D P  na tym etapie 
nic może  mieć w p ły w u  na ak tywnoś ć  ATPazy,  co w y ­
ja śn ia łob y  o b se rw o w a n y  w naszych  eksp erym en tach  
efekt  syn te tycznego  pepty du  znoszącego  hamujące  
działan ie  ADP. Jedna k  nukleo tyd  ten wiąże się z 
kom p le k se m  a k t o m i o z y n o w y m  zna jduj ącym się w 
stałej nienapiętej  konformacj i  45°  o niskiej energii .
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Ryc. 1. Zmodyfikowany schemat  E i s e n b e r g a  i G r c c n c  [64] przedstawiający cykl m ostków poprzecznych. Miejsca prawdopodobnego wpływu 
nadmiaru A D P  oraz syntetycznego peptydu —  odpowiednika końca-N lekkiego łańcucha istotnego miozyny, zaznaczono strzałkami.

Na tym etapie A DP ,  k tórego  po z io m w ś rodowisku  
jest  po d w y ż sz o n y  m oże  wspó łz awod ni czyć  z A TP o 
miejsce je g o  wiązania .  Zw iązanie  A D P  przyczyni  się 
do wzrostu napięcia  p oni ew aż  reakcja  przesunie  się 
w k ie runku konformacj i  napiętej .

Zrozu mi en ie  tego z jawiska  jes t  n iez wykle  ważne  
dla poznania  pr zyczyn  oraz m e c h a n iz m u  zmian  
kurczl iwośc i  serca o b s e rw ow anych  w różnych  jeg o  
s tanach pa to logicznych .  Badania  n iedot lcn ioncgo  
serca pok aza ły  np.,  że os t r em u za łamaniu  się jego  
funkcji  skurczowej  t owarzyszy  około 50% wzros t  
poz iom u A D P  [65 J. W  świet le  przeds ta wionych  w y ­
żej w y n ik ów  na leży sądzić,  że ham o w an ie  przez  
A DP m oże  mieć  związek  z upo ś le dz eni em  cyklu 
s k u rczow o- roz ku rc zow cgo  (wydłuż en ie  czasu t r w a ­
nia skurczu  i krótki  n iepe łny  rozkurcz) ,  o b s e r w o w a ­
nym w d ługo  t rw ającym  niedokrwien iu  serca oraz w 
tzw. se rcu “o g ł u s z o n y m ” [66], Wynika  to p r a w d o p o ­
dobnie z w p ły w u  jak i  AD P  w yw ie ra  na ostatnie etapy 
hydrol izy ATP, po w odu ją c  pr zedłużenie  s tanów si l­
nego  wiązania  g łówek  m io zyn y  z fi l am en tem ak ty ­
nowym.  Wyniki  te sugerują,  że A D P  mo że  być f iz jo­
logicznie w a ż n y m  m odu la to rem  ak tywnośc i  ATPa- 
zowej  w tkance  mięśn ia  se rcowego.

VI. Podsumowanie

Wszys tk ie  przeds ta wio ne  tu wyniki  badań  p o d ­
t r zymują  hipotezę,  że d o m e n a  regula torow a główki 
mio zyny uczes tniczy w regulacj i  skurczu  mięśn ia
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ser cowego  na drodze  o d dz ia ływ ani a  końca-N ła ń c u ­
cha is totnego m io z y n y  z ak t y n ą  w cyklu mo s t kó w  
poprzecznych .  W proces ie  t y m  w a ż n ą  mo du lu jącą  
rolę od g ry wa fosforylacja  ła ń cu ch ó w  regulu jących  
oraz w y m ia n a  zw ią zany ch  z tymi łańcucham i  ka t io ­
n ów  d w uw ar to śc io w ych.  W ia d o m o ,  że fos forylacja  i 
defosfory lac ja  b ia łek k a r d io m io cy tó w  s tano wią  w a ­
żny m e c h a n iz m  regulu jący  funkc ję  sk ur cz ow ą  serca 
oraz jego  metabol izm.  Pr ocesy  te w y zw a la j ą  pewne 
zmiany  k o nfor m acyj ne  b ia łek  przez  co zmienia  się 
ich st ruktura i właśc iw ośc i  b io log iczne .  Do p o d o b ­
nych  zmian  mo że  p ro w adz ić  w y m ia n a  związanych  z 
ła ń cu ch em  regu lu ją cym  j o n ó w  m ag n e z u  na wapń,  
k t ó r a j a k  na leży  przyp uszczać  m a  duże  znaczenie  dla 
procesu  od dz ia ł ywa ni a  m io zy n y  z aktyną.  Zakłada  
się bow iem,  że dla w y tw o rz e n ia  konformacj i  na p i ę ­
tej ko m ple ksu  a k to m io z y n a - A D P  łańcuch  re gu ­
lujący p ow in ie n  być w y s y c o n y  j o n a m i  wapnia .  Po ­
twierdza ją  to wynik i  p r zep ro w a d zo n y c h  przez nas 
badań  w k tórych  w p ł y w  peptydu  na hamujące  
dz ia łanie n adm ia ru  A D P  o b se rw o w a n y  był  tylko w 
obecnośc i  wys ok ic h  s tężeń  C a 2o  Mo żna  zatem 
założyć,  że za ró w no  fosfory lac ja  R LC j a k  i w ym iana  
j o n ó w  m ag n e z u  na w a p ń  spowodują ,  że ułożenie  
łańcucha  regulu jąc ego  w do me nie  regulatorowej 
główki mio zy nowej  będz ie zmienione.  To z kolei  
mo że  poc ią gnąć  za so bą  zm ia n ę  u łożenia  końca-N 
lekkiego łań cucha  i stotnego ,  un iemoż l iw ia jąc  lub 
pozw ala ją c  na j e g o  o d dz ia ły w ani e  z aktyną.  Takie 
cykl iczne  od dz ia ł ywan ia  końc a  lekkiego łańcucha
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i stotnego z c ienkim f i la me nte m m o g ą  p r a w d o p o d o b ­
nie regulować  lub m o d u lo w a ć  ge ne ro w ani e  siły w 
mięśniu se rcowym.
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I. W prowadzenie

Minęło  dzies ięć lat, od czasu kiedy na łamach N a ­
ture [ 1 ] ukaza ł  się ar tykuł Y a n a g i s a w y  i wsp.  z 
ośrodka  b a d aw czeg o  w Tsukuba ,  opisu jący  s e k w e n ­
cję a m i n o k w a s o w ą  silnie obkurcza jącego  mięśn ie  
gładkie naczyń  krw io no śn ych  tzw. ś ród bł onko we go  
czynnika  na czyn io - sku rc zo w cgo  (endo the lium  d e ­
rived  co n str ic tin g  f a c t o r —  E DCF )  [2], Czy nni k ie m 
tym okaza ł się 21 am in o k w a s o w y  pcptyd ,  nazwany  
przez o d k ryw ców  endote l iną .  Ni ed ług o  potem [3, 4] 
u ssaków (szczura,  wieprza) ,  w tym także człowieka ,  
zna lez iono  ho mo lo g icz ne  sekwencje  nuklco tyd owc 
kodujące dwie do da tk ow e  izoformy odkry tego  pep- 
tydu,  nazwane  endote l i ną  2 i 3.

Odkryc ia tc wyw oł a ły  og ro mn e  za in te resowanie  
f izjologów i f iz jopa to logów oczekujących ,  że przy-
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czynią  się one do wyj aśn ie n ia  pa to m e c h a n iz m u  p ie r ­
wotnego ,  a t akże  w tó rnych  pos tac i  nadciśn ien ia  tę t ­
niczego.  Od tego czasu p ro bl em a ty ka  endotel in stała 
się j e d n y m  z wio dą cyc h  te m a tó w  b ad aw czych  na 
ca łym świecie.  Ich o w o c e m  jes t  w ie lka  l iczba opub l i ­
kowanych  prac do św iadc za ln ych ,  obe jmujących  róż­
norakie aspekty  f iz jo logiczne j i f iz jopa tologicznej  
roli endotel in.  Ce lem  n in ie j szego  ar tykułu jes t  zb ior ­
cze p rzed s ta wien ie  p o g lą d ó w  na temat  f izjologicznej  
roli endotel in ,  p r ezen to w an y ch  obecnie,  w dziesięć 
lat po ich odkryc iu.

II. Struktura i biochemia endotelin

II-l.  Struktura endotelin

Endote l iny  [ETs( 1-21)] s t ano wią  rodz inę t rzech 
21 a m in o k w a s o w y c h  pep ty d ó w  w ykazują cych  cha ­
rak te rys tyczne  p o dob ieńs tw a  s trukturalne.  Każdy  z 
nich pos iada  po dw a w e w nę t r zne  wiązania  dwu- 
s ia rczkowc [ c y s t y n a ' - c y s t y n a 15 ( C 1 - C 15) i cysty-  
n a J - c y s t y n a 11 ( C 3- C " ) j ,  a m in o k w a s y  polarne  w p o ­
zycji 8-10 oraz  hyd ro fo b o w y  C-koniec .  Endotel ina-2  
[ ET-2(1-21)]  i cndote l ina-3 [ E T -3(1-21)]  różnią  się 
od e n d o t e l i n y - 1 [ E T -1(1-21) ] o d m ie n n y m  składem 
a m i n o k w a s o w y m  (Ryc. 1). S t rukturę  p o d o b n ą  do e n ­
dotel in [ETs( 1-21)] pos iada  rów nie ż  grupa  peptydów  
w yi z o lo w a n y c h  z j a d u  a f rykański ego  węża  A trac ta -  
sp is en g a d d en sis  zw an y ch  sarafo toksy nami  [5, 6], 

A k ty w n o ść  b io lo giczna  endotel in ,  j a k  wszystkich 
białek,  w y n ik a  z ich stuktury.  Dla zachowania  a k ­
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tywnośc i  b io log iczne j  endote l in  is totne okazały  się 
za równo w ew n ę t r zn e  wiązan ia  dw us ia rc zko w e  jak  i 
obecność k a rb o k s y k o ń c o w e g o  t ryp tofanu  [7],

II-2. Biosynteza i degradacja endotelin

U cz łowieka  i u innych  ssaków (szczur,  wieprz ,  
pies),  endote l iny  są pr od uk ta m i  ekspres j i  t rzech n i e ­
zależnych  genów,  z lo ka l iz ow anych  w trzech różnych  
ch ro m os om ach  [3]. Spośró d  n ich  cndotel i -  
n a - 1(1 -21),  w y tw arzana  przez  kom órki  ś ródbłonka  
naczyn iowe go,  j e s t  i z o fo rm ą  o naj lepiej  po znan ych  
wła śc i wośc i ach  b io logicznych .

Gen kodu jący  lu dz ką  endote linę-1 z loka l izowany 
jest  w ch ro m o so m ie  6 [3, 4], L iczy on ponad  6800 
par  zasad i w s w y m  re jonie p r o m o to r o w y m  zawiera  
sekwencje  regulacyjne ,  odp ow ia da ją ce  ( międ zy  in­
nymi  ) na pobud zenie  przez  estry forbolowe oraz tzw. 
czynnik j ą d ro w y  1. Za po śr ed n ic tw em  tego os ta tn ie ­
go, czynnik  w zr o s to w y  [1 (TGF- P)  s tymulu je  t rans ­
krypcję  genu  ko du jącego  E T - 1(1-21) [4].

R N A  informacyjny  ( m R N A )  ludzkiego  genu ET-1 
l iczy po nad  2000 nukleo tydów.  Za je g o  s tabi lność  
odpowiada  specyf iczna ,  nie u lega jąca  translacj i  se ­
kwencja  nu k le o ty do w a  końca  3 ’, boga ta  w kwas  adc- 
ny l owy i urydylowy.  U cz łowieka  geny  endotel in,  w 
obszarze ko du ją cym  bio logicznie  ak t yw ny  produkt  
ostateczny,  w y k a z u ją  w y s o k ą  h om ol og ię  nukleo ty-  
d o w ą  [4 ],

P ie rwotnymi  produkta mi  b i a łkowy mi  ekspresj i  
genów  kodują cych  endote liny,  są l iczące nieco p o ­
nad 200 a m in o k w a s ó w  (212 a m in o k w a s ó w  u

cz łowieka) ,  p r ep ro end ot e l in y  (Ryc.  2). Bia łka  tc nie 
w y k a z u ją  znaczącej  funkc ji  biolog icznej  i p od le ga ją  
dalszej ,  dwu etapow ej  obr óbce  pos t t ranslacy jne j  
[5-9], W p ie rw sz ym  e tapie tej obróbki ,  w w yn ik u  
dz iałan ia  specyficznej  „ d w u z a s a d o w e j ” endopep ty-  
dazy,  rozbi jającej  w iąz an ia  l i z yn a5 l -a rg in in a52 oraz 
a rg in i na92-arg in ina 92, b i a łka  tc ulegaj  ąp rz e k sz t a ł c e -  
niu na mniej sze ,  około  40  a m i n o k w a s o w e  (38, 37 i 41 
am in o k w aso w c ,  od p o w ie d n io  w pr zyp adk u ludzkiej  
ET-1,  ET-2 i ET-3)  pe p ty d y  wtórne ,  zwane  proen do-  
tel inami ,  lub „wie lk i mi  en do te l i n a m i” („big  endo- 
th e lin s”). W  d rugim  e tap ie  obróbki  pos t t ranslacy j -  
ncj,  w wyn ik u  dzia łan ia  specyficznej  end op ept ydazy  
obojętnej  (e nz ym u  k o nw er tu ją cego  endote l iny  —  
ECE) ,  rozbi jającej  w iązanie  pe p ty d o w e t r yp to fan21- 
wa l i n a 22 ( W 21-V 22) —  w p rz y p a d k u  ET-1 i ET-2,  
lub t r yp to fan21- i zo l eu cy n a22 ( W 21-I22) —  w p r z y ­
padku ET-3,  p roe nd ot e l in y  przeksz ta ł cane  są 
(Ryc.  1) w  b io logicznie  ak tyw ne  formy doj rzałe —  
endote l iny  [ETs (1-21)] .  R ów n o c z e śn ie  w trakcie 
tego procesu  od sz czepi ony  zostaje n ie ak ty wny f rag­
men t  C k o ńcow y [6],

N ie d a w n o  opu b l i k o w a n o  ar tykuł  [11] w sk azu jący  
na to, że en zym  ko n w er tu ją cy  endote l iny  (ECE)  nie 
jes t  j e d y n y m ,  k tóry  spe cy f iczn ie  trawi  ludzkie p ro ­
endotel iny.  Okaza ło  się bow iem,  że pep tyd y  tc m o g ą  
być t r awione  również  przez  t r y p s y n o p o d o b n ą p ro tc i -  
nazę  s e ry now ą  k o m ó re k  tuczny ch  tkanki  łącznej  
oskrzel i  i naczyń  krw io no śn ych  —  c hy m azę  
(EC 3.4.21.39) .  E n z y m  ten hydro l izu je  specyf icznie  
wiązanie  pe p ty d o w e  ty ro z y n a 2 1 -g l ic yna22
( Y 21-G 22) (Ryc. 1), w y tw arz a ją c  w ten sposób n o w ą

Chymaza LUDZKA PRO ET-1

hCOOH

Chymaza LUDZKA PRO ET-2 

•COOH

LUDZKA PRO ET-3 

OOH

Ryc. 1. Struktura pierwszorzędowa ludzkich proendotelin. Kółka zacienione ilustrują aminokwasy inne od znajdowanych we wzorcowej proendoteli- 
nie-1. Enzym konwertujący (ECE) oraz chymaza trawią specyficznie mało aktywne proendoteliny, tworząc odpowiednio rodziną 21 amino- 
kwasowych i 31 aminokwasowych, biologicznie aktywnych endotelin „dojrzałych”.
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generac ję  endotel in  31 am in ok w asow ych.  Endotel i -  
ny te —  [ETs( 1 -3 1)], od dz ia ły wuj ą  na tkankę  m i ę ­
śniową g ładk ą  równie  silnie obkurcza jąco  jak  endo-  
teliny 21 am o kw asow c ,  lecz oddz ia ływ an ie  to d o ­
tyczy w głównej mierze  mięśn iówki  oskrzel i  [12], 
Należy przy tym w yraźn ie  zaznaczyć ,  że efekty b i o ­
logiczne wywie rane  przez  ETs (1-31) nic w yn ik a ją  z 
ich wtórne j  obróbki  proteol i tyczne j  p rzez enzym 
konwer tu jący  endote l iny  (ECE) ,  chym otrypsy no-p o -  
dobne proteazy  lub też inne, wraż l iwe  na hamujące  
działanie fos fo rami don u mcta loendop cp tyda zy .  
Wśród endotel in  31 a m in o k w a s o w y c h  najsi lniej  ob- 
kurcza oskrzela  (dz iałanie  bronchospas ty cznc )  endo-  
telina E T -2(1-31).  Efekt  sk urczow y wyw ie ra ny  
przez ten peptyd  jest po ró w n y w a ln y  z dz ia łan iem e n ­
dotel iny E T - 1(1-21),  lecz si lniejszy od efektu w y ­
wieranego  przez E T -2(1-21).  Z doś w ia dcz eń  p o r ó w ­
nawczych  p r z epr ow adz on yc h  na w yi zo l ow any ch  
f ragmentach  tętnic w ień co w y ch  wi eprza  wynika ,  że 
E T -1(1-31)  w po ró wna n iu  z E T - 1(1-21),  obkurcza  
naczynia  (dz ia łanie wazosp as tyc znc)  nieco słabiej i 
wolniej .  Efekt  ten nie jes t  u w a ru n k o w a n y  z a c h o w a ­
niem ciągłości  ś ródb łonka  naczyniowego.  Endote l i ­
ny (1 -3 1) zna jdo wane  są nic tylko w p łucach  —- duże  
ich i lości zna lez iono  również  w ludzkim sercu [11, 
1 2 ],

W komó rkach  ś ródbłonka  na czyn io w eg o  nic z n a ­
leziono większych  ilości z iarnistości ,  które mogły by  
świadczyć  o w e w n ą t r z k o m ó r k o w y m  m a g a z y n o w a ­
niu endotel in.  Synteza endotel in  „w ie lk ic h“ (procn-  
dotcl in)  wydaje  się być za tem regu lo wan a  g łównie 
na poz iomic  t ranskrypcj i  [13]. W regulacj i  tej b iorą  
udział  takie bodźce  s tymulu jące  jak:  hormo ny  (an- 
g io tensyna  II, katecholaminy ,  wazopresyna ) ,  spe cy ­
ficzne peptydy  (neuropep tyd  Y, cytokiny,  TGFP) ,  cy- 
k losporyna ,  t rombina,  a także czynnik i  mecha nic zne  
( rozc iąganie naczyń)  oraz n iedokrwienie ,  k tóre mu 
towarzyszy  h ipoks ja  lub anoksja.  Bodźcami  h a ­
mu jącymi  t ranskrypc ję  endotel in  jes t  czynnik  ro z ­
kur czow y naczyń  —  E D R F  (t lenek azotu) ,  pros tacy-  
klina,  p r zeds ionkow y peptyd  (czynnik)  na tr iu retycz-  
ny (ANP) ,  a także heparyna  (Ryc. 2). m R N A  dla pre- 
proET-1 zna jd owan y  jes t  g łównie  w komó rk ac h  
ś ródbłonka  naczyń,  dla prcp roET-2  i p reproET-3  n a ­
tomiast ,  w mięśniu  se rcowym,  je l i tach,  płucach  i ne r ­
kach [6],

Wytwor zon a  przez komórki  ś ródbłonka  na c z y n io ­
w ego E T - 1(1-21) jes t  uwa ln i ana  do krwiobiegu  i 
przest rzeni  oko ło ko mó rk owe j  ścian naczyń.  Angio-  
tensyna  II, w azopr esyna  oraz t rombina  s ty mu lu j ą  sc- 
k rcc ję  zsynte tyzowanej  endotel iny.  T lenek  azotu,  
pros tacykl ina  oraz peptyd na t r iu rc tyczny  sckrcc ję  tę 
h a m u ją  [5, 13, 14],

Okres pó ł t rwan ia  E T -1(1-21)  jes t  bardzo krótki i 
l iczony j e s t  w mi nut ach  [15], G łó w ny m i  narządami 
meta bo l iz u ją cymi  endote l iny  są nerki i płuca.  W 
płucach  e l iminac ja  E T -1(1-21)  dokonuje  się na dro­
dze wiązania  re cept o ro w eg o  i następującej  po tym 
internal izacj i  [15], W kłębus zkach  nerkowych,  ze 
względu  na sw ą  n iewi e lką  m asę  cząs te czk ow ą  (ok. 
2.5 kDa) E T - 1 (1-21)  u lega przesączeniu ,  a następnie 
(w obręb ie  kana l ikó w p r oksy m a ln ych)  degradacji .

Degradac ja  e n d o t c l i n y - l ( l - 2 1 )  przebiega  d w u e ta ­
powo z u dz ia łe m  wraż l iwej  na fos foramidon endo- 
peptydazy  obojętnej .  W  e tapie p ie rwszym,  w 
cząs teczce  E T - 1(1-21) rozbiciu  u lega  wiązanie  pep- 
tydowe se r y n a 5- le ucy na6 (S 5-L 6). W wyniku  takiej 
hydro lizy po w st a ją  dw a  p o chod ne  f ragmenty  pepty- 
dowc,  z k tórych  wię ksz y  wy kazuj e  p e w n ą  aktywność  
b iologiczną .  W etapie na s tę pny m,  rozbiciu ulega 
wiązanie  p e p ty d o w e  po m ię d z y  k w a s e m  aspa rag ino­
w y m 18 a i z o l c u c y n ą 19 ( D 18- I 19). W odróżnieniu  od 
E T -1(1-21),  ET- 2(1-21)  i ET-3 (1 -21)  u lega ją  j e d y ­
nie pro tco liz ic  j e dn oe ta pow e j  [6],

Sarafo to ksy ny  są znacznie  bardziej  odporne na 
proteol izę ,  co t łumac zy  po części  ich silne działanie 
toksyczne  [6],

II-3. Enzym  konwertujący endoteliny

E n z y m  konwer tu jący  endote l iny  (ECE)  wykazuje  
około 10 krotnic w y ż s z ą  ak ty wno ść  w stosunku do 
p r o E T - 1 (1 -21),  aniżeli  w s to sunku do proET-3(  1-21)
[16], E nz ym  ten zos ta ł  w y iz o lo w a n y  i dobrze  sc ha ­
rak te ryzowany.  Występuje  on w postaci  dwu,  k o d o ­
wanych  przez  różne geny  izoenzymó w:  ECE-1 i 
E CE -2  [17], I z oen zym y te są oboję tnymi  mctaloen-  
do pro teazami ,  w raż l iw ym i  na działanie fo s forami­
donu i z w ią zk ów  che l a tu jących  (EDTA, 1,10-fenan- 
t rolina),  lecz n ie w raż l iw ym i  na dz ia łanie typowych 
inh ibi torów oboję tnych  meta lopro teaz ,  takich jak  
kaptokryl  czy kclator fan.  Izoc nz ym  ECE-1 w y s t ę p u ­
je  w formie dwu a l te rna tywnie  sk ładanych  odmian ,  
w y k azu ją cyc h  j e d n a k o w e  właśc iwośc i ,  lecz nieco 
o d m ie n n ą  lokal izację  t k a n k o w ą  i su b k o m ó rk o w ą  
[17-19],  O d m ia n a  ECE-1 a ,  z n a jd ow ana  jes t  w apa ra ­
cie Go lg iego  ko m ó rek  „ w y tw a r z a ją c y c h ” , tj. k o m ó ­
rek ś ród bł onko w yc h  naczyń ,  gdz ie  odpowiedz ia lna  
jest  p r a w dopod ob ni e  za w ew n ą t r z k o m ó r k o w e  „d o j ­
r zew ani e” E T - 1(1-21).  Po prze t r ans por towan iu  do 
l izosomów,  E C E - l a  u lega  szybkiej  degradacj i .  O d ­
miana  E C E - i p  zna jd o w a n a  jes t  na tomias t  w k o m ó r ­
kach „ e f e k to r o w y ch ” , tj. ko m ó rk a c h  mięśni  gładkich 
naczyń,  gdz ie  p o w ią zan a  z b ło ną  cy to pl azma ty czn ą  
komórki  uczes tn iczy  w w y tw arzani u  E T -1(1-21) 
[14], I z ocnz ym  ECE-1 w y kazu je  wyraźnie  w iększ ą
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specyficzność  subs t r a to w ą do p r o E T - l ( l - 2 1 ) ,  an iż ­
eli do pozos ta łych  proendote l in .  I z oe nz ym  ECE-2 
jest  s truk tura ln ie  pod o b n y  do ECE-1 i tak jak  on h a ­
mo w a n y  jes t  p rzez  fosforamidon.  W  p rz e c iw ie ń ­
s twie do ECE-1 ,  ECE -2  wy ka zu je  w ię k s z ą  sp ecy ­
f iczność subs t r a to wą  w s to sunku do p roE T-2  i pro-  
ET-3,  aniżel i  do proET-1 .  EC E-2  je s t  równ ież  
po wią zany  z b łoną  cy to p la z m a ty c zn ą  komó rk i ,  lecz 
swą o pt ym a lną  ak ty wność  wy ka zuj e  w ś ro dowisku  
lekko k w a śn y m  (pH 5.5) [17, 18].

W roku 1997 w y k azan o  d o d a tk o w ą  ak tywność  
pe p ty d az o w ą  en zy m u  kon we r tu jącego .  D rug im  po 
proendotc l inach,  spe cyf ic znym  sub s t ra tem dla e n z y ­
mu kon wer tu jącego  okaza ła  się n i eoczek iw anie  bra- 
dykinina [20], Hydro l iza  bradykin iny  ka ta l izowa na  
przez EC E zachodzi  po m ię d z y  pro l in ą7 i fenyloala-  
n in ą8 . Prowadzi  ona do rozbic ia  w y jś c i ow ego  nona-

peptydu  na f r agmenty  s iedmio-  i d w u a m i n o k w a s o w c  
i h a m o w a n a  jes t  p rzez fos foramido n oraz E D T A .  No- 
woodkr y t a  zdolność  E C E  do rozkładania  br a d y k in i ­
ny może  mieć d o da tk ow e  znaczenie  f iz jologiczne . 
Bradykina ,  p rodukt  rozk ładu  k in inogenu ,  s tymulu jąc  
syntezę  w azody la ta cy jn yc h  pros tag la ndy n (PGE2) 
jes t  równo cześn ie  sub s t ra tem dla en zym u k o n w e r ­
tu jącego  angio tensyn ę  (ACE ) ,  rozkłada j ącego  silnie 
n a c z y n io sk u rc zo w ą  ang io te ns yn ę  II. Prz yśp ieszenie  
rozkładu  bradykin iny  prow adz i  w k o n sekw enc j i  do 
wzros tu  op or ów  naczyń  o b w o d o w y c h  i ogóln ego  
p od w yż szeni a  c i śn ien ia  w układzie  krążenia .

II-4. Receptory endotelinowe

M eto da m i  biologi i  mo lekularne j  w y r óż n iono  do 
tej pory dwa typy  r ccep tó w  endo te l ino wych :  E T a

Ksenobiotyki
A23187 

Cyklosporyna
Peptydy

Cytokiny
IL-1

TGFb
Endotoksyna

Hormony
Insulina
Angiotensyna II 
Wazopresyna 
Adrenalina 
Kortyzol

Bodźce fizyko-chemiczne
Hipoksja
Osmolamość
Naprężenie ścinające-niskie 
(Shear stress)

Składniki krwi
Trombina 
Glukoza 
Utlenione LDL

Hamowanie
Prostacyklina 
Tlenek azotu 
ANP, BNP, CNP 
Heparyna
Naprężenia ścinające-wysokie 
(Shear stress)

Ryc. 2. Czynniki regulujące biosyntezę E T - 1 ( l - 2 1). Oznaczenia:  interleukina-1 ( IL-1), transformujący czynnik wzrostowy beta (TGF[3), przedsionko­
wy peptyd natriuretyczny (ANP), mózgowy peptyd natr iuretyczny (BNP), peptydy natr iuretyczne typu C (CNP), lipoproteiny o niskiej gęsto­
ści (LDL), aminokwasy (a.a.), wg. [32], zmodyfikowane.
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[21] i ETB [22], U cz łowieka  geny  kod ujące  te r e c e p ­
tory z loka l izo wa ne  są w obrębie ch ro m o so m u  13 
(gen dla receptora  E T a ) i 4 (gen dla receptora  E T b ). 
Wyk azu ją  one około 60% homologi i ,  a zasadnicze 
różnice w sekwencji  am ino kw aso w cj  do tyc zą  części  
N-końcowej  receptora.  O b y d w a  receptory  sprzężone  
są z uk ład em bia łek G i składa ją  się z s iedmiu przcz-  
b łon ow ych domen ,  p o z a k o m ó rk o w e g o  końca  -N, 
oraz w e w n ą t r z k o m ó r k o w eg o  (cy toplazma tyczncgo)  
końca -C [6, 8, 21, 22], Białko receptora E T a l iczy 
427 a m in o k w a s ó w  i posiada  ma sę  cząs te czk ow ą  
około 48.5 kDa.  Recep to r  ten w iąże  specyficzn ie  cn- 
do tcl iny E T - 1 (1 -21) z p o w in ow ac tw em :  ET-1>  
ET-2>ET-3 .  Se le k ty w n y m  an tagon is tą  i b lokcrem 
receptora  E T a j es t  związek  o nazwie  BQ-123.  Białko 
receptora  E T b l iczy 415 am in o k w asó w ,  pos iada 
masę  c z ąs t eczk ow ą  około  46.9 kDa i w yka zu je  j e d ­
nakowe p o w in o w a c tw o  do wszys tk ich  endotel in 
( E T - l = E T - 2 = E T - 3 ) .  Ant ago ni s tą  i b lokc rem r ecep ­
tora E T b j es t  z w ią zek  o nazwie  BQ-788.  O byd w a  r e ­
cep tory  w swych reg ionach  N - k o ń c o w y c h  pos iada ją  
mie jsca  potenc ja lne j  N-g l ikozylac j i ,  zaś w reg ionach 
C- ko ńc ow yc h  mie jsca  po tenc ja lne j  fosforylacj i  p rzy 
udz ia le  kinaz se rynow o- t r con in ow ych [6, 23, 24], 
m R N A  kodujący  białko  obydwu recep torów zn a jd o ­
wany jes t  w różnych  tkankach  szczura  i człowieka,  
takich jak  serce,  płuca,  nerki ,  nadne rcza  i mózg.  W 
ko mó rk ach  ś ródb łonka  na czyn io w ego  zachodzi  j e ­
dynie ekspresja  genu  kodują cego  receptor  E T b . W 
komó rka ch  mięśni  g ładkich naczyń kr wion ośnych  
ma miejsce koekspres ja  ge nó w  kod ujących  obydw a 
receptory  (Ryc. 3). Se lek ty wn y dla E T -1(1-21)  re ­
cep tor  ET a zna jd ow any  jes t  w błonic cy toplazma-  
tycznej  komórek  mięśni  g ładkich i tu o d p ow ie dz ia l ­
ny jes t  za w yw ołan ie  skurczu  naczyń.  N ie sc lck ty wny 
dla E T -1(1-21)  receptor  E T b wys tępuje  p r zypusz ­
czalnie  w dwóch odmianach .  G łó w n y m  mie jscem 
ekspresj i  j edne j  z jego odmia n  ( receptor  E T b i ) j est  
b łona  cy top laz ma tyczna  komór ek  ś ródbłonkowych.  
Ekspres ja  drugiej  od mi an y  receptora  (ETB2) jes t  
mniej  in tensywna i do tyczy  błony cy toplazmatycz-  
ncj komór ek  mięśni  g ładkich  naczyń.

Ak tywacja  recep tor ów E T bi  kom órek  ś ródbłonka  
na czyniow ego uw aln ia  z nich subs tancje  roz kur ­
czające tkankę  m ię ś n io w ą  g ładką  naczyń  ( t lenek 
azotu,  p ros tacykl inę  PGI2) i p rowadzi  w efekc ie  do 
rozkurczu  naczyń [10, 23], W przec iwieńs tw ie  do 
tego ak tywacja  recep to rów E T a ko mó re k  mięśni  
g ładkich  wywołu je  silny i d ługot rwały  skurcz n aczy ­
n io wy (Ryc. 3). Za wyw oła n ie  e fektu wazokons t ry k-  
cy jncgo  odp owiadać  m o g ą  w pewny ch w arunk ach  
równie ż  z loka l izowane  na powie rzchn i  komó rek  
mięśni  gładkich  receptory  ETB2 [10, 23-25],

W y w o ła n e  w ten sposób e fekty są je d n a k  zmienne  i 
za leżą  od rodzaju i wie lkośc i  naczyń.

Liczba  recep tor ów end ot e l in ow ych  nie jes t  stała. 
Z w ię ksza  się ona  w w yn ik u  n iedokrwien ia  oraz pod 
w p ły w e m  cyklospo ryny ,  zm nie j sza  na tomiast  pod 
w p ł y w e m  ang io tensy ny  II, es t rów forbolowych,  a 
także pod w p ł y w e m  samej endotcl iny-1 [24],

W s tę pne  rezul ta ty  badań  izo topowych wska zu ją  
na to, że E T -1(1-31) i E T -1(1-21) nie w s p ó łz a w o d ­
niczą  ze so b ą  w wią zaniu  się z op isa nym i  powyżej  r e ­
cep torami  end ote l in ow ym i  [11, 12]. W  efektach fi­
z jo log icznych  endote l in  [ETs( 1-31)] poś redniczą  
p raw d o p o d o b n ie  inne,  być  mo że  pod obn e  do E T a r e ­
cep tory  [12, 26],

II-5. W ew nątrzkom órkow y układ efektorowy

W azos pas ty cznc  dz ia łan ie E T -1(1-21)  powiązane  
jes t  ze zw ię k sz o n y m  d o k o m ó r k o w y m  na pł ywem  j o ­
nów wapnia .  Leki  b lokujące  woln e  kana ły  w a p n io ­
we,  j a k  np. n ifedypina,  częśc io wo  zapob iega ją  skur ­
czowi  naczyń  w y w o ł a n e m u  przez  endotel iny  [5, 6],

Wywie rane  przez  endote l iny  efekty f iz jologiczne  
związane  są ze w z ro s t e m  w e w n ą t r z k o m ó rk o w eg o  
s tężenia  wapnia  i d o k o n u ją  się przy  udziale  różnych 
s ys te m ów  pr zek a ź n ik o w y ch  [9, 10, 27], W p ie rw ­
szym e tapie cząs teczka  E T -1(1-21) wiąże  się z re ­
cep torami b łonow ym i  E T a ( ko mórek  mięśni  g ła d ­
kich),  lub E T b (kom ór ek  ś ród bł onkow ych)  i za p o ­
ś r ednic tw em  ko m ple ksu  b ia łek  G (Gs  —  w p rz y p a d ­
ku komórek  mięśni  g ładkich  lub Gl —  w przypadku 
ko mó rek  ś r ód b ło nk ow yc h)  uak tywnia  fos fol ipazy 
b ł onowe  C i D. Z a k t y w o w a n c  en zy m y  hydro l izu ją  
w ch od zące  w skład b łony  kom órkowej  fosfatydylo-  
inoz yto lo-4 ,5-b is fosforan  (PIP2) i fos fa tydylochol i-  
nę (PC),  uwaln ia jąc  z nich związki  sygna łowe takie 
jak:  i n o z y t o l o - 1,4,5- t ró jfosforan  ( IP3), diacylogl ice-  
rol (DAG)  oraz kwas fos fa tydowy (PA). Powsta łe w 
ten sposób związki ,  pop rzez  zw iązanie  się z recepto­
rami s a r k op la zm a ty cz ny ch  kana łów wa pn io wy ch i 
uwaln ian ie  n a g ro m a d z o n e g o  tam wapnia  ( IP3), albo 
też pop rzez  ak tywac ję  k inazy  b ia łkowej C (DAG i 
PA), p r z y g o to w u ją  apara t  kurcz l iwy komórki  do 
skurczu  (Ryc. 4).

Z a c ho dząca  n ieza leżn ie  fosforylac ja  kanałów 
wapn io w y c h  b łony  cy topl azma tyc znc j  (RO C —  R e ­
c ep to r  O p era ted  C h annels), wy w oł u ją c  dokom órko-  
wy nap ływ w apn ia  p o z a k o m ó rk o w e g o ,  podnos i  d o ­
da tkowo  s tężenia w apn ia  w cy to plazmic  i w zmacn ia  
przez to f i z jo log iczną  od p o w ie d ź  komórki  [27, 28],

Wydaje  się, że w p o d o b n y  sposób przebiega 
w e w n ą t r z k o m ó r k o w a  sygnal izacja  bronchospa- 
s tyczncgo  od dz ia ły wa n ia  endote l in  (1-31) [26],
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Ryc. 3. Hipotetyczny model funkcjonowania receptorów endotel inowych w łożysku naczyniowym oraz kłębuszkach i kanalikach nerkowych. 
Przyłączenie się E T - 1 (1 -21) do receptorów ETA (i prawdopodobnie również do receptorów ETB2) zlokalizowanych w błonie cytoplazmatycz- 
nej komórek mięśni gładkich wywołuje skurcz naczyń. Związanie sią ET-1 (1-21) z receptorami ETm zlokalizowanymi w błonie cytoplazma- 
tycznej komórek śródbłonkowych, powoduje uwolnienie z tych komórek substancji z grupy EDRF i w  efekcie rozkurcz naczyń. Związanie się 
E T -1(1-21) z receptorami ETA i ETB komórek mezangium kłębuszków nerkowych powoduje jego  skurcz i rozrost. Przyłączenie się E T - 1(1-21) 
do receptorów ETB komórek nabłonkowych kanal ików nerkowych wywołuje efekt sodo- i moczopędny. E T - 1 (1-21) posiada jednakowe powi­
nowactwo do receptorów ETA i ETB ; ET-3(1-21) wiąże się preferencyjnie z receptorami ETB, wg. [23], zmodyfikowane.

III. Fizjologia endotelin

G łó w n y m  obsza rem w azos pa s t yc zn cg o  o d ­
dz ia ływania endotel in  ETs( 1 -21) jes t  tętnicze,  oraz  w 
mni e j szy m stopniu,  żylne,  łożysko  naczyniowe.  
Podanie dożylne zwie rzęc iu  E T -1(1-21)  w dawce  
je dn orazo wej ,  po w o d u je  w yra źny  (około 10-krotnie 
si lniejszy od ang io tensy ny  II) i d ługot rwały  skurcz  
naczyń  sys temowych .  Skurcz  ten os iąga  swe m a k s i ­
m u m  po upływie  15- 45 minut  od podania  peptydu  i 
poprzedzony jes t  zawsze  w s tę p n ą  fazą rozkurczową.  
Poc zą tko wemu  sp adko wi  ci śn ien ia  tę tniczego t o w a ­
rzyszy wzros t  częstości  ry tmu  serca oraz  wzrost  j eg o  
objętości  wyrzutowej  [29-31],  W okres ie  wzrostu  
c iśnienia tę tniczego częs tość ry tmu  oraz obję tość 
wyrzuto wa  serca u lega ją  obniżeniu  [31].

W surowicy  krwi ludzi zd ro wych  s tężenie b io lo ­
gicznie ak tywnej  E T - 1(1-21) jes t  ni sk ie  i zawiera  się 
w przedz ia le  0 .3-3.0 pM  [32], Nic osiąga  ono za tem 
war tośc i p rogowej  równej  k i lkudz ies ięc iu  p iko mo-  
lom, koniecznej  dla w y w o ła n ia  uk ł ad o w eg o  (tj. cn- 
dokrynnego)  efek tu  w a z o spas ty czncg o  [29-31],  W 
przes trzen iach  po m ię d z y  ś r ódbłonkiem  a mię-  
śn iów ką  naczyniową,  s tężenie  e n d o t c l i n y - l ( l - 2 1 )  
jest  j ed na k  z reguły  znacznie  wyższe ,  co umo żl iwia  
wyw oły w an ie  przez  n ią e f ek tów (skurczów na c z y ­

n iowych)  loka lnych [31, 32]. W  w aru n k ach  zdrowia  
e n d o te l i n a - 1 (1 -21),  ze w z gl ęd u  na  zakres swego od ­
dz ia ływania ,  p r zyp om in a  za tem subs tancję  o od ­
dz ia ływaniu  auto-  i ( lub) p a ra kr ynnym ,  aniżeli  endo- 
k r yn ny m  [23, 24, 31-33].

M ec h a n iz m y  regulu jące  tka nkow e  stężenie e n d o ­
telin są p r a w dopodo bn ie  różno rodne ,  choć nic do ko ­
ńca poznane  (Ryc. 2). Krótki  czas pó ł t rwania  m R N A  
oraz pó ł t rwania  dojrzałej ,  b io log icznie  aktywnej en- 
do tel iny  ET-1 (1-21)  [29] w s k a z u j ą  na  to, że regu la­
cja ta j es t  p r ecyzyjna  i ciągła.  U s u w a n ie  E T - 1(1-21) 
z krwiobiegu  zachodzi  g łó wn ie  w nerkach  i p łucach 
[9, 32], co jest w y n ik i e m  największe j  w tych tka n ­
kach ak tywnośc i  e n d op ept yd az  degradujących  [24, 
32, 33],

Siła efektu na c z y n io s k u rc zo w c g o  wywi eranego  
przez  E T - 1 (1-21) jes t  zm ie nna  i w znaczny m  stopniu 
za leży od ilości uw a ln ia n y c h  przez  ś ródbłonek  na ­
cz yni ow y substanc ji  r o zk ur cza jący ch  z grupy  EDRF, 
takich jak t lenek azotu i p rostacykl ina .

Endote l ina  jes t  s i lnym s t ym ul a to re m  wydzie lan ia 
tych substancj i  i wespó ł  z nimi (Ryc. 3) modulu je  na ­
pięcie ścian na czyń  k rw io n o ś n y c h  [14, 27, 32-34],

W nerkach  synteza  E T - 1(1-21) dokonuje  się w 
ś ródbłonku naczyń n e rk o w y c h  (doprowadza jących ,  
odp ro w adz a ją cy ch  i p ros tych) ,  naczyń  k łębuszków
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Ryc. 4. Model skurczu mięśnia gładkiego, indukowanego działaniem ET - 1 ( l - 2 1). Oznaczenia:  kalmodulina (CaM),  diacyloglicerol (DAG), inozytolo- 
l , 4, 5-1rój fosforan (IP.p, kinaza lekkiego łańcucha miozyny (MLCK), lekki łańcuch miozyny (MLC): nieufosforylowany (MLC-U) i ufosfory- 
lowany (MLC-P.), fosfatydylocholina (PC), fosfatydyloinozytolo-4, 5-difosforan (PIP:), fosfolipaza C (PLC), fosfolipaza D (PLD), retikulum 
sarkoplazmatyczne (SR), błona płazmatyczna (PM), wg. [27], zmodyfikowane.

ne rko wy ch  oraz  w nabłonku kana l ików zbiorczych.  
W tych os ta tnich  jes t  ona n ieza leżna  od ho rm o n ó w  
regulu jących  wc hła n ia n ie  zwrotne ,  takich ja k  wazo-  
presyna ,  p r z eds io nk ow y peptyd  na tr iu re tyczny  
(A NP)  czy bradykinina .  U ludzi zdr ow yc h endotel i -  
ny w yda lan e  są z m o c z e m  w i lości 20-90  ng dziennic 
[30, 31].

Podana  do tętnicy nerkowej HT-1(1-21)  o d ­
działuje na narząd  g łówn ie  poprzez  receptory ETb  ( u  

szczura) lub E T a  ( u  cz łowieka)  [24, 25], Za ich p o ­
ś rednic twem,  w wyn ik u  obkur czen ia  d o p r o w a ­

dza jących  i odp ro w a d z a ją cy c h  tę tn iczek  k łębuszko- 
wych ,  dochodzi  do zn acząceg o  zmnie jszenia  
p rzep ły wu  krwi przez  nerki  i w efekc ie  spadku fi l t ra­
cji k łę buszkowej  nerek.  Drugim,  poza  naczyniami ,  
mi e j sce m dz ia łan ia E T -1(1-21)  w nerkach  są kana l i ­
ki nerkowe. Oddz ia łu jąc  na l i cznie obecne  w k o m ó r ­
kach nabło nka  kana l ik ów  n e rkow yc h  receptory,  en- 
do t c l i n a - 1(1-21) zw iększa  n e r k o w ą  utratę sodu i 
wody.  Zeb rane  d o w o d y  doświa dcz a ln e  [23, 25] 
w sk azu ją  na to, że od dz i a ły wan ie  p owyż sze  d o k o n u ­
je  się na drodze na s tę pu ją cyc h  m e c h a n iz m ó w  (Ryc.
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Ryc. 5. Wpływ ET-l ( l - 2 l ) na reabsorbcję sodu i wody u zwierząt: normotensyjnych (a) i hipertensyjnych (b). Wytwarzana przez nabłonek kanalików 
nerkowych ET-l ( l - 2 1), działając na nabłonkowe receptory E T U, w wamnkach fizjologicznych (a) hamuje reabsorbcję sodu (obniżając aktyw­
ność ATP-azy sodowo-potasowej) i wody (obniżając wydzielanie hormonu antydiuretyczncgo —  ADH). Efektem takiego działania jest wyda­
lanie sodu i wody przez nerki. W warunkach patologicznych (nadciśnienie tętnicze) (b), wskutek niedostatecznej biosyntezy ET - 1 ( l -2 1), re­
tencja sodu i w ody w  nerkach ulega zwiększeniu,  wg. [32], zmodyfikowane.

5): 1) zm nie jszenia  reabsorbe ji  wody,  j a k o  wynik  z a ­
ha m ow ani a  ak tywnośc i  A T P -a z y  sodow o-pot asow ej  
w kom órkach  nabło nka  kan a l ik ów  ne rk o w y ch  (b l iż ­
szych i zbiorczych) ,  2) zmnie jszenia  reabsorbe ji  
wody poprzez  h a m o w a n ie  w p ły w u  ho rm o n u  anty-  
d iure tycznego  (AD H) na p rzepusz cza lność  osmo-  
tyczną,  3) zmia ny  ilości wytwarzane j  endote l iny  i 
l iczby jej  t k ank ow yc h  r ec ep tor ów  (i lość w y t w a r z a ­
nej e n d o te l i n y -1, a także l i czba jej  ka na l ik ow ych i 
k ł ębus zkow ych  re cepto rów  zm nie jsza  się wraz  ze 
spadkiem objętośc i p ły nó w  w układz ie  na c z y n io ­
wym).

Niedot len ien ie  p ę c h e rz y k ó w  płucnych ,  w szcze ­
gólności  t rwające dłużej ,  pow o d u je  uszkod zenie  k o ­
mórek  ś ród bło nko wy ch  naczyń  [35], co zaburza  de l i ­
ka tną  ró w n o w ag ę  w y tw arzan y ch  przez  nie s ubs ta n ­
cji sku rczow ych i r ozkurczow yc h na korzyść tych 
pie rwszych.  W rezultac ie  dochodzi  do wz ros tu  s tęż e­

nia E T - l (1-21)  w k rw iobiegu  m ały m i w k o n s e k w e n ­
cji, do pos tępu jąc ego  z w ężen ia  łożyska  n a c z y n io w e ­
go. Tak  interpretuje się obecnie  udział  endotel in w 
pa togenez ie  samois tne go  nadc iśn ien ia  płucnego 
[33-37],

IV. Podsumowanie

Z a o b s e rw o w a n e  fakty w s k a z u ją  wy raźnie  na 
i s totną  rolę,  j a k ą  w u t rz ym ani u  praw id ł ow ego,  f izjo­
log icznego napięcia  tkanki  mię śn iowej  gładkiej  na ­
czyń i oskrzeli  spe łn ia ją  endotel iny.  R a z e m  z innymi 
wydzie la nymi  przez ś ródb łon ek  naczyn io wy  sub­
s tancjami  o dzia łaniu auto-  i pa r ak ry n n y m  (t lenek 
azotu,  p ros tacykl ina) ,  s tanow ią  one wa żny  element  
lokalnej  gry h o rm on a ln o- ne rw ow e j ,  wyznaczające j  
w y padk ow e ,  uk ła dow e c i śn ienie tętnicze.  Wszelkie 
us zkodzenia  ś ródbłonka  naczyni ow eg o,  obniżając

200 POSTĘPY BIOCHEMII 45(3), 1999http://rcin.org.pl



ilość p r o d u k o w a n y c h  tam subs tanc ji  ro zk u rc zo ­
wych,  uw ra ż l iw ia ją  tkanką  m ię ś n io w ą  g ła dk ą  n a ­
czyń na obkurcza ją ce  działanie kr ążących  w krwio-  
biegu endotel in.  Dzia łan ie  takie,  w dłuższej  p e r sp ek ­
tywie czasowej p ro wad zić  może  do wys tąp ien ia  
u t rwalonego,  n iewraż l iw eg o na dz ia łanie ś rodków 
rozkurczowych,  uk ła d o w e g o  nadc iśn ien ia  tę t n icze­

go.
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Różne efekty działania kinazy białkowej A 

Various effects of protein kinase A action
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białko regulacyjne 2 (a c t iv a to r  p r o te in  2 ) , ATP —  adenozyno- 
trisfosforan, C —  podjednostka katalityczna kinazy białkowej 
A, cAMP —  3 ’, 5 ’-cykliczny monofosforan adenozyny, edk —  
kinaza białkowa zależna od cyklin, cDNA —  komplementarny 
DNA, CRE —  sekwencja DNA odpowiadająca (aktywowana) 
na cAMP (c A M P  re sp o n s e  e le m e n t) ,  CREB —  białko wiążące 
CRE (C R E  b in d in g  p r o te in ) ,  CBP —  białko wiążące CREB, 
H t31 —  białko z tarczycy o ciężarze cząsteczkowym 31 000 za­
kotwiczające kinazę białkową A (h u m a n  th y r o id  a n c h o r  p r o te ­

in ), kinazy MAP (m ito g e n  a c t iv a te d  p r o te in  k in a s e )  —  kinazy 
aktywowane na skutek stymulacji receptorów czynników wzro­
stu, uczestniczące w kaskadzie fosforylacji, która prowadzi do 
ekspresji białek wpływających na podziały i różnicowanie się 
komórek, zwane inaczej kinazami ERK ( e x tr a c e llu la r  s ig n a l  re ­

g u la te d  p ro te in  k in a s e ) ,  MAP-2 —  białko 2 związane z mikrotu- 
bulami (m ic ro tu b u le  a s s o c ia te d  p r o te in  2 )  p75 i p l 50 —  białka z 
mózgu wołowego o ciężarze cząsteczkowym 75 000 i z mózgu 
szczura o ciężarze cząsteczkowym 150 000 wiążące kinazę 
białkową , R —  podjednostka regulacyjna kinazy białkowej A

I. Wstęp

Do odkrycia k inazy  b ia łkowej  A, zwanej  też k i ­
nazą  b i a łk ow ą  z a le żną  od c A M P  ( fosfot ransfera -  
za-ATP-bialko EC 2 .7 .1.37)  dop ro wa dzi ły  badania  
w p ły w u fosforylacj i  na m e ta bo l iz m  g l ikogenu.  Nad
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z a gadn ie n i em  ty m pracowa l i  w latach p i ę ć d z ie ­
s iątych dwaj  uczeni  ame ry ka ńs cy ,  Edwin  K r e b s  i 
E d m o n d  F i s c h e r ,  laureaci  nag rody  N obl a  z roku 
1992. Szerzej  na  tema t  histori i  odkryc ia  k inazy  
bia łkowej  A i znaczenia  fos forylacj i  białek p isze  T e ­
resa J a k u b o w i c z  i Eug en iu sz  G ą s i o r  w “P o ­
stęp a ch  B io c h e m ii” sprzed  ki lku  lat [1]. Nin ie j szy  a r­
tykuł  do tyczy  k inazy b ia łkowej  A i jej  funkcji  w k o ­
mó rk ach  k ręgowców .

II. Efekty działania kinazy białkowej A w ko­
mórce

Kinaza  b ia łko wa  A w p ły w a  na m e ta bo l iz m  k o ­
m ó r k o w y  poprzez  fos forylacje  białek,  k tóre  p r o ­
w a d z ą  do zmian  ich właśc iwośc i .  Fosfory lac ja  białek 
zna jdujących  się w ją d rach  k o m ó rk o w y c h  prowadzi  
do zmian  ak tywnoś c i  genów,  fosfory lac ja białek cy- 
top l azm a ty czny ch  w p ły w a  na p o d s ta w o w y  m e ta b o ­
lizm k o m ó r k o w y  i ruch b ia łek  w cy toplazmie ,  fos fo­
rylacja białek m e m b r a n o w y c h  zmienia  p rz e p u s z ­
cza lność błon k o m ó r k o w y c h  dla jonów.

II - l .  A ktyw ow anie genów przez kinazę białkową A

Kinaza  b ia łkowa A ak tywu je  wie le  genów  p o ­
przez  fosforylac je  b ia łek  obe cny ch  w ją d ra c h  k o m ó r ­
kowych,  k tóre oddz i a łu ją  z p r o m o to ro w y m i  reg io na ­
mi genów.  S ekwencje  tak iego reg ionu  nazw ano  CR E 
(cA M P  response  e lem en t). Scha ra k te ry zo w ano  dwa
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typy b ia łek oddz ia łu j ących  z s e kw enc ją  o d p o w ia ­
da jącą  na cA M P :  b ia łko wiążące  sekw encje  a k t y w o ­
wane przez  c A M P  (C R E  b in d in g  p r o te in ) i AP-2 (a c ­
tiva to r  p ro te in  2). C R E B  jest  b ia łk iem o ciężarze  
c z ą s te c zk o w y m  45 kDa.  Jest  a k tyw ow ane  przez  fos- 
fory lac ję  se ryny  133 przez  k inazę b i a łk o w ą  A. T y ­
p o w ą  se k w e n c ją  r eg u la cyj ną  genu,  z k tó rą  o d ­
dzia łuje  C R E B  je s t  T G A C G T C A .  Ufos fo ry lowana  
forma C R E B  dime ryzu jc  poprzez  s truk turę  za m ka  le- 
u cy n o w eg o  (leu c in e  z ip p e r ) z d ru g ą  cząs t eczką  
CR E B  lub z inn ym  czyn ni k iem  t ranskrypc ji  [2, 3]. 
Fosfory lac ja  i d imer yzac ja  C R E B  umożl iw ia  
zw iązanie  dużego  białka,  o c iężarze  cząs te czk ow ym  
265 kDa,  C B P  (C R E B  b in d in g  p ro te in ). Ana lo gi em  
CB P jes t  bia łko  p300,  które wiąże  się z b ia łk iem on- 
k o g e n n y m  El  A ad en o w ir u só w  [4-6], Związ an ie  
CB P po w o d u je  przy łączen ie  p o d s ta w o w y c h  c zy nn i ­
ków transkrypc ji  TFIIB,  T F ł ł D  i białka wiążącego  
se kw encje  T A T A  —  T B P  (TATA b in d in g  p ro te in )  do 
p ro m oto ra  genu  [7-13],  Bia łko  C BP  wiąże  acc ty lazę  
h i s tonu  i samo  wy kazu je  ak tyw noś ć  acctylazy  histo-  
nu oraz  he l ikazy  [14-16],  K om pl eks  ten łączy sie z 
po zos ta ły m i  p o d s ta w o w y m i  czynn ikam i  t r ansk ryp ­
cji i razem z po l im e ra z ą  II RN A przy łącza  się do p r o ­
moto ra  genu ak tywując  je g o  t ra nskrypc ję  [9, 10, 13, 
16, 17], S chem at  ak t y w o w a n ia  genu  przez  kinazę 
b i a łk o w ą  A i C R E B  je s t  p rz eds ta w io ny  na ryc in ie  1.

Bia łko  AP-2 ,  o c iężarze  czą s t e c zk o w y m  52 kDa 
jes t  ak t yw ne  w postaci  d imeru .  Rozp ozn aje  s e k w e n ­
cje p r o m o to ro w e g o  reg ionu  genu  bogate  w guanin ę  i 
cy toz ynę  ( 5 ’- G C C N N N G G C - 3 ’). Bia łko ak tywuje  
pr om ot or  genu  współd z i a ł a j ąc  z innymi  czynnikami  
t ranskrypc j i .  Jest  ak ty w o w a n e  przez k inazę 
b i a łk o w ą  A i C i kwas  re t inowy [20, 21], Bada jąc 
ekspre s ję  podjednos tk i  [3 gon ado t rop in y  łożyskowej  
s twierdzo no,  że do a k ty w ow an ia  tego genu  p ot rz eb ­
na je s t  a m in o w a  część b ia łka  AP-2 ,  charak te ryzująca  
się d u ż ą  zaw ar to śc ią  pro l iny  i a m in o k w a s ó w  o c h a ­
rak te rze  k w a ś n y m  [21],

K inaza  b ia ł kowa  A ak tyw uje  między  innymi  geny  
h o r m o n ó w  pepty dowych:  somatos ta tyny,  gon ad o t r o ­
pin,  h o rm o n u  w a z oa k ty w ne go,  p r oo pio mclanoko r ty -  
ny, p roenkefa l in ,  prolaktyny,  ho rm on u wzros tu,  wa- 
zo p re sy ny  i insul iny [22-30],  a także geny  recepto ­
rów adrenerg icznych  [31, 32],  fer rytyny [33], e n z y ­
m ó w  synte tyzujących  ka tccholaminy:  hydroksy lazy  
ty ro zyny  i (3-hydroksylazy dopa m in y  [34, 35], K i n a ­
za b i a łk o w a  A ak tyw uje  geny  c-jun  i c-fo s  [7, 36]. 
U czes tn iczy  w proces ie  m e la n o g e n e zy  (synteza p i g ­
m ent u  mela n in y)  popr zez  ak ty wacje  ekspresj i  tyro- 
zy n azy  i dwu innych  b ia łek en zy m at y czn y ch  t o w a ­
rzy sz ącyc h  tyrozynaz ie  [37] i w odpowiedz i  i m m u ­

nologiczne j  p o p rzez  ak t yw ac je  genu  intcr leukiny  2 
[38],

II-2. W p ływ  kinazy białkowej A na metabolizm pod­
staw ow y kom órki

Fo s fo ry la c ja  e n z y m ó w  k lu czo w y ch  dróg m e ta b o ­
l icznych p rz ez  k inaz ę  b i a ł k o w ą  A w p ły w a  na  po ds ta ­
w o w y  m e ta b o l i z m  k o m ó r k o w y  pr ow ad ząc  do pr z y ­
sp ieszenia  p ro c e s ó w  ka tabol icznych .  Fosfory lac ja  
fos fory lazy  g l ik ogenu  p o w oduj e  jej  aktywację,  na to ­
mias t  fos fory lac ja  synta zy  g l ik oge nu  obniża  ak ty w ­
ność tej syntazy.  Fosfor y l ac ja  karboksylazy  acetylo-  
ko en zy m u  A i reduktazy  3-hydro ksy-3-mety lg lu ta -  
ry lo k o c n z y m u  A obn iża  syntezę  k w a s ó w  t łuszczo­
w ych  i choles te ro lu  [1, 39, 40].  Kinaza  b ia łkowa A 
nic fos fory lu je  be zpo śr edn io  tych  enzymów,  ale h a ­
muje  ak ty w n o ść  fosfataz fos fop ro te inow ych [39], 
A k ty w n o ś ć  ka lpa in,  p ro teaz  dz ia ła jących  w pH o b o ­
j ę t n y m  i w ob ecnośc i  j o n ó w  w apn ia  jes t  ha m ow ana  
przez  ka lpasta tyny .  K a lp as ta t yny  są b iałkami  o c ię­
żarze  c z ą s t e c z k o w y m  17 —  172 kDa.  Istnieje tylko 
j e d e n  gen ka lpasta tyny .  Różn ice  międz y  kalpasta ty-  
narni w y n i k a j ą  z róż ne go  sk ładania  t ranskryptu 
RN A, i s tnien ia  ki lku miejsc  począ tk u  t ranslacj i  i m o ­
dy f ik ac jom pro te o l i tyc znym .  W  cząs teczce  ka lpas ta ­
tyny są  cz te ry  d o m e n y  wi ążące  kalpainę.  Jedna  
cząs t eczka  ka lpas ta tyn y  m o ż e  h a m o w a ć  ak tywność  
czterech  cząs te czek  kalpainy.  Fosfory lacja  ka lpas ta ­
tyny  przez  k in azę  b i a łk o w ą  A w p ły w a  na sp ecyf icz­
ność  h a m o w a n i a  ka lpain.  W  promotorowe j  części 
genu ka lpas ta t yny  zn a jd u ją  się sekwencje ,  które są 
a k ty w o w a n e  przez  b ia łko fo s fo ry l ow ane  przez k in a ­
zę b i a ł k o w ą  A [41, 42],

II-3. Roła kinazy białkowej A w cyklu kom órkowym

Kinaza  b ia łkow a  A uc zes tn icz y  w regulowaniu  
cyklu k o m ó r k o w e g o  po pr zez  ak t yw ow ani e  genu  c y ­
kl iny A. Cy k l i n a  A oddzia łu je  z k inazami  zależnymi  
od cykl in (edks) .  A k ty w u je  c d k l  w fazie G2 i cdk2 w 
fazie S [43-45] .  K in aza  b ia łko wa  A może  uczes tn i ­
czyć w  ka skadz ie  reakc ji  fosforylacj i  k inaz  a k ty w o ­
w anych  m i t o g e n a m i  (m itogen  a c tiva ted  pro te in  k in a ­
se; M A P  k in a se ), z w a n y c h  też k inazami  r e g u lo w a n y ­
mi przez sygna ł  zew n ę t r zn y  (ex tra ce llu la r  s ig n a l re­
g u la te d  p ro te in  k inase, E R K ). Fosfory lacja  k inazy  
tyrozynow ej  obn iża  a k ty w no ść  k inaz  MAP.  F osf o ry ­
lacja n i s ko cząs t eczk ow e j  G T P a z y  ras powoduje ,  że 
nic ak t yw uje  ona  k inazy  Raf -1,  co w konsekwencj i  
obniża  ak ty w n o ść  k inaz  M A P  [46-49] . Fosfory lac ja  
o n k o g e n n e g o  b ia łka  Op  18, des tab i l izu jącego  mikro-
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TFIIE

Ryc. 1. Aktywowanie ekspresji genu przez kinazę białkową A. Schemat  wykonano na podstawie piśmiennictwa przedstawionego w  2, 3; 7-19.

tubule przez k inazę  b i a łk o w ą  A obniża  je g o  a k t y w ­
ność [50], Kinaza  b ia łkowa A indukuje  syntezę 
białek p27 i p 2 1, inh ib i torów k inaz za l eżnych  od c y ­
klin, które h a m u ją  rozwój  ko m ó re k  n o w o tw o r o w y c h  
[51] i ak ty wowan ie  p ro m oto ra  wi rusa  p M V M  [52],

II-4. W pływ kinazy białkowej A na sekrecję horm o­
nów

M ec haniz m ak ty w o w a n ia  sekrecj i  ho rm o n ó w  
przez kinazę  b i a łk o w ą  A nie je s t  do kładnie  poznany.  
Podanie ana lo gów c A M P  do hodowl i  k o m ó re k  pr z y ­
sadki mózgowej  p o w od u je  zwiększ en ie  uwaln ia n ia  
hormonu  lu tcinizujacego i h o rm onu  wz ros tu  [23, 
53-55],  co wskazuje ,  że k inaza  b i a łko wa  A uczes tn i ­
czy w tym proces ie.  Bia łko M A P -2  oraz  b iałka  błon 
kom ór ko w ych sa sub s t ra tem dla k inazy  b ia łkowej A 
[56-61].  Fosfory lacja  tych  b ia łek  m oż e  być związana  
z procesem sekrecj i  hormon ów.

III. Izoenzymy kinazy białkowej A

Wyróżniamy dw a typy  k inazy  b iałkowej  A —  I i
II. Ta k lasyf ikacja zos tała w p r o w a d z o n a  na p o d s ta ­

wie  clucji  en zym u  różnym i  s tężeniami  ch lorku  sodu 
z D E A E  celulozy.  K inaza  b i a łkow a A I j es t  e luowana  
przy s tężeniu ch lorku sodu 0, 05 —  0,10 M; kinaza  
b ia łkowa A II —  0, 15 —  0, 25 M. Tc dwa iz oenzymy 
k inazy  b ia łkowej A różn ią  się szybk ośc i ą  dysoc jacj i  
na podjednos tk i  re gu la cy jn ą  (R) i ka ta l i tyczną  (C) i 
asocjacj i  pod  w p ł y w e m  siły jon owe j  oraz p o w i n o ­
w a c tw e m  do M g A T P ,  które jes t  wysokie  dla I typu 
kinazy białkowej A i niskie dla II typu enzymu.  P o ­
nadto,  podjednos tk i  R różn ią  się sk ładem am in ok w a-  
sowym,  c iężarem czą s t e c zk o w y m  —  RI —  49 kDa; 
RII —  51-58 kDa i zd o ln oś c ią  wew ną t r zcząs tcc zko-  
wej fosforylacj i ,  której  u lega  tylko podjednos tk a  RII 
[62-67],

Da lsz ą  he te rogenność  k inazy  b ia łkowej A s twier ­
dzono w badaniach ,  w k tórych  użyto c D N A  podjed-  
nostek kinazy b ia łkowej A z różnych  komórek .  C h a ­
rak te rys tyka  tych pod jednos tek  je s t  p rzeds ta wio na  w 
Tabeli  I. W  kom ór ka ch  ssaków s twierdzono o b e c ­
ność cz te rech po dj edn os te k  regulacyjnych: po d je d ­
nostki  regulacyjne j  R i a ,  podjednos tk i  regulacyjnej  
RIß,  podjednostk i  regulacyjnej  R l l a  i podjednos tk i  
regulacyjnej  R U ß  oraz t rzech izoform podjednostki  
katal i tycznej  C: C a  Cß i Cy. Ponadto ,  z m óz gu m y ­
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szy w yi z o lo w a n o  i sk lo now ano trzy subizo fo rm y 
podjednos tk i  Cß: C ß l ,  C ß2  i Cß3 [68]. Izoformy 
R i a ,  R l l a  i C a  są synt e tyzowane  we wszys tk ich  b a ­
danych  tkankach  na to mi as t  ekspresja  RIß,  RUß ,  Cß 
i  Cy je s t  og ra n ic zon a  do tkanek spe łn iających spe cy­
ficzne funkcje.

IV. Struktura enzymu

Kinaza  b ia łk o w a  A je s t  t e t ra m ery cz nym  holoen-  
zy m c m  sk ła da ją cym  się z dw u pod jedn os tek  re gu la ­
cy jnych  (R) i dw u kata l i tycznych  (C) [63, 65], S ch e ­
mat  s t ruk tury  k inazy  b iałkowej  A jes t  p r zeds t aw ion y

na ryc in ie  2. Każdy  ze znanych  cz te rech izome rów 
podj ednos tk i  R z b u d o w a n y  jes t  wed łu g  tego samego 
schematu .  P ie rwsze  cz te rdz ieści  N - k o ń c o w y c h  a m i ­
nok wa sów ,  w wię kszośc i  hyd rof i lowych  uczes tn iczy  
w tworz en iu  d imeru  (Ryc. 2 D). Nas tę pni e  zna jduje  
się mie jsce  zwane  an ty g en o w y m ,  które jes t  r o z p o ­
zn aw an e  przez  przec iwciała ,  po tem  region ro z p o z n a ­
wany  przez  po dj ednos tkę  ka ta l i tyczną  C, zw any re ­
g io nem  pse u d o su b s t r a to w y m  lub mi e j scem  zawiasu  
{„hinge” r egion,  Ryc. 2 H) i d rugie  mie jsce  a n t y g e n o ­
we. K a rb o k sy lo w y  koniec podjednos tk i  regulacyjne j  
z aw ie ra  dw a mie jsca  wiążące  cAMP:  A i B u s y tu ­
o w a n e  j e d n o  po drugim.  Mie jsce  A zna jduje  się 
w e w n ą t r z  cząs teczki  pod jednos tk i  R, a miejsce  B jes t  
na jej  k a rb o k sy lo w y m  ko ńc u  [63, 65],

Prze s t rzenna  st ruk tura miejsc  w ią żących  c A M P  
została  w y d e d u k o w a n a  na pods ta wie  badań  s t ruk tu­
ry b ia łka  a k ty w o w a n e g o  przez  c A M P  z E sch erich ia  
coli ( ca ta b o lite  gen e  a c tiva to r  p ro te in , C AP  lub

cA M P  recep to r  p ro te in , C R P ). Bia łko  to wiąże się z 
p ro m o to re m  genu  lac  w  obe cnośc i  c A M P  aktywując  
jego  t ranskrypc ję .  M ie js c e m  w ią żącym  c A M P  w 
b ia łku a k ty w u ją c y m  gen lac  j e s t  s truktura o kształcie 
beczki  z ło żona  z 8 nici  typu  (3 i o toczona  przez  trzy 
hel i sy a . Cy kl ic zny  A M P  je s t  wiązany  w ew ną t r z  tej 
s t ruktury na skutek o d dz ia ły w ań  między  a rg ininą i 
k w ase m  g lu ta m in o w y m  z lo ka l iz ow any ch  na niciach 
„b eczki ” , t y r oz yną  na jedne j  z helis a ,  a egzocykl icz-  
ny m  t lenem fosforanu  i g ru p ą  2- hy d ro k sy lo w ą  rybo- 
zy i p ie rśc ien i em  ad en o zy n y  c A M P  [63, 65], W  pod-  
jcdnos tc e  R k inazy  b ia łkowej  A is tnie ją  dwa miejsca 
wiążące  cA M P.  B ada ni a  s t ruktury krystalograf icz-

nej podjedno s tk i  R i a ,  jej  f ra gm ent ów i z m u to w a ­
nych f ra gm ent ów  wyka za ły ,  że mie jsce  A jest  
osłonię te  przez  nici  i hel isy,  podobn ie  ja k  miejsce 
wiążące  c A M P  w CAP.  Mie j sce  B, które zna jduje się 
na końcu  k a r b o k s y lo w y m  pod jednos tk i  R jes t  mniej  
osłonięte przez  nici ß niż w bia łku CRP  z E sch eri­
chia  coli [67], Sc he m a t  s t ruktury mie jsca  A 
wiążącego  c A M P  w po dj ednos tc e  R i a  jes t  p rzeds ta ­
wiony na rycinie 3.

Badania  krys ta lograf iczne  ka ta li tyczne j p o d je d ­
nostki  C wykaza ły ,  że jes t  ona  lekko w yd łu żo n ą  
cząs te czką  sk ł ada ją cą  się z dw u części ,  mniejszej  i 
większe j ,  zw an y ch  p łatami (lo b e), oddz ie lonych  
zag łębien iem.  M ni e j szy  płat ,  zna jduje  się w N-ko-  
ńcowej  części  podj ednos tk i  C mi ęd zy  15 a 127 a m i ­
nok wa sem.  Wiąza ny  jes t  tu MgATP. Płat  mnie jszy 
składa się z p ła sz czyz ny  zawiera jące j  5 an tyrówno-  
ległych nici ß i j e d n e g o  e lementu  he l ika lnego  
włączon ego m ię dzy  3 i 4 nić ß. A m i n o w y  koniec

Tabela I

Podjednostki kinazy białkowej A

Podjednostki  
kinazy białkowej A

Występowanie
Masa cząst. 

kDa
Aktywowanie  
przez cAM P

Izolacja genu 
rok

Piśmiennictwo

R ia w  większości tkanek 49 ± 1983 [63, 98, 102]

RIß mózg, przysadka mózgowa 49, 53 - 1988 [63, 102]

R l la w' większości tkanek 54, 58 ± 1987 [63, 98, 99, 102]

RUß
mózg, tkanki: wydzielnicza, tłuszczowa, 
krwiotwórcza

51, 52, 54 + 1988
[63, 98, 99, 
101-104]

C a w  większości tkanek 40 + 1986 [63, 98, 102]

Cß mózg, przysadka mózgowa 40 1986 [63, 68 , 102]

Cßl mysz, cały mózg, część przednia 40 - 1997 [68]

Cß:
mysz, mózg, część przednia brzusz- 
no-przyśrodkowa (system limbiczny)

40 - 1997 [68]

Cß, mysz, hipokamp mózgu 40 . 1997 [68]
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podjednos tk i  C zacz yn a  się a m f i pa t ycz ną  he l i są  a ,  
która leży na powi erzchn i  w ię ksz ego  płatu i nie jes t  
iden tyf ikowana  w s trukturze krys ta lograf iczne j.  
Amin ot e rm in a ln a  g licyna  jes t  często mirys to i lowa-  
na, co s tabil izuje pod je dn os tk ę  C [65],

Płat większy  wiąże  subst ra t  i katal izuje reakc ję 
przenies ien ia  fos foranu.  Ta część podjednos tki  C 
zna jduje  się między  am in o k w asa m i  127 i 280. 
Składa się z 7 a -h e l i s  i j edne j  p łaszczyzny  [3 z a w ie ­
rającej cztery an ty równol cg łe  nici. P łaszczyzna leży 
na powierzchni  zagłęb ien ia  p o m ię dz y  płatami.  S ie ­
demdziesią t  C -k o ń c o w y c h  a m in o k w a s ó w  (281-350)  
rozciąga się pona d  o b y d w o m a  częściami  p o dj ed nos t ­
ki katal i tycznej .  Ta część  podjednos tk i  C rozpoznaje  
i wiąże  substrat ,  uczes tn iczy  w wiązaniu  ATP i ka ta ­
lizuje przenies ienie  fos foranu.  Podjednos tka  C za ­
wiera  kilka mie jsc u leg a jących  fosforylacj i  Ser  19, 
Ser 139, Thr  197, Ser 338.  O ddz ia ł yw an ie  po mi ęd zy  
podjednos tkami  R i C o d b y w a  się poprzez  a m i n o ­
kwasy  miejsca p seud osubs t r a to w eg o  i miej sca  A, 
wiążącego  c A M P  w po djednos tce  regulacyjne j ,  a His 
87 zna jdując ą  się w płacie  m n ie j s zym  podjednos tk i  
katal i tycznej  C, Trp 196, Tyr 198 i Lys 213 zna j ­
du jącą  się w płacie w ię k sz y m  [70-74],

V. Aktywowanie kinazy białkowej A i charak­
terystyka czynników wpływających na jej 
aktywność

Akty w a to re m  k inazy  b iałkowej  A jes t  cAMP,  sy n­
te tyzowany przez  cyklazę  adena lową.  Hormo na lna  
s tymulac ja  recep tor ów m em b ran o w y ch ,  p o w ią z a ­
nych z pod jedn os tk ą  a  lub [3y b iałka  G prowadzi  do 
aktywacji  cyklazy adcna lowcj  i do syntezy c A M P

2. Schemat  struktury kinazy 
białkowej A. Rycina została 
wykonana na podstawie pozy­
cji piśmiennictwa: 63-65, 67. 
R —  podjednostka regulacyj­
na; C —  podjednostka katali­
tyczna; D —  dimeryzująca 
część podjednostki regulacyj­
nej; H —  pseudosub strato wy 
region „zawiasu” ; A i B 
miejsca wiążące cA M R

[75-76],  C ykl iczny  A M P  wiąże  się z pod jednos tką  
r egul acyjną  w mie jsc ach  A i B zna jdujących  się na 
jej k a rb o k sy lo w y m  końcu.  Ba dani a  k ine tyczne  
wiązania  c A M P  z p o d j e d n o s tk ą  regulacyjną ,  z m u t o ­
w a n ą  w mie jscu  A lub B wyk aza ły ,  że cykl iczny  nu- 
k lcotyd  jes t  wi ązany  na jp i e rw w mie jscu  B, co p o w o ­
duje takie zm ia ny  k o nfor m acyj ne  w cząs teczce  p o d ­
j ednos tk i  regulacyjne j ,  k tóre u m oż l iw ia ją  związanie  
następnej  cząsteczki  c A M P  w mie jscu  A. Związanie  
dw u cząs teczek  c A M P  z po d je d n o s t k ą  regulacy jną  
prowadzi  do dysoc jacj i  h o lo e n z y m u  kinazy b i a łko­
wej A na podjednos tk i ,  ods łon ięc ie  ak ty wn ego  cen­
t rum w podjed nos tc e  ka tal i tyczne j  C i przen iesien ie  
fos foranu  na substrat  b ia łk owy [63, 65],

A kt yw ność  k inazy  b ia łkowej A wykr y to  w spe cy ­
f icznych  przedz i a łach  k o m ór ko w yc h .  R o z m iesz cze ­
nie i z oe nzym ów  kinazy  b iałkowej  A w komórce  za ­
leży od typu pod jednos tk i  regulacyjne j  [78-84],  P o d ­
j edn os tk a  regulacyjna  RI wys tęp uje  w cytoso lu  ko ­
m ó r k o w y m  i nic jes t  p o w iązan a  ze s t rukturami  k o ­
m ór ko w ym i .  Po dje dno s tk a  regulacyjna  RH jest  za ­
kotwic zona  w b ło nach  p laz ma ty czn yc h ,  ze w nę t r z ­
nych błonach  k o m ó rk o w y c h ,  r e t iku lum endoplazma-  
ty czny m i w aparac ie  Golgiego .  Podjedn os tka  RH 
zos ta ła  zna lez iona  w j ądr ach  kom órk owyc h ,  w k o ­
m órk ach  G H 4 C 1 p rzysadki  mó zg owe j  szczura i w fi- 
b roblas tach  szczura  [81], W  komór kac h  p o ­
c hodzących  z nabł on ka  nerek,  u lega jących  p o ­
dz ia łom m i t o ty czn y m  po dj edn os tk ę  RII zna lez iono  
w ccnt ro so m ach  i na b ie gun ach  wrzec ion  p o ­
dz ia łowych w me tafaz ic  [78], Fakt  istnienia kinaz 
b i a łkow ych regulu jących  funkc je  cen t rosomu jest  
znany  [85],
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NH;
Arg 24 9

Gly 199 Glu 2 0 0

Ryc. 3. Schemat miejsca A wiążącego cA M P w podjednostce R la .  Arg 209 może tworzyć mostki wodorowe z Asp 170 i z rdzeniem karbonylowym 
Asn 171 oraz 7. niecyklicznym tlenem fosforanu cAMP. Glu 200 i Gly 199 tworzą mostki wodorowe z g rupą 3 ’-hydroksylową rybozy pierś­
cienia adenozyny. Odległości pomiędzy Glu 200 a Trp 260 i Arg 241 wskazują, że między tymi aminokwasami mogą powstawać mostki w o ­
dorowe. Arg 241 może też oddziaływać z Asp 267, leżącą w miejscu B wiążącym cA M P [67, 69, 73],

Pod jed nos tka  RII wiąże  się ze s t ruk turami  subko-  
m ó r k o w y m i  przez  bia łko wiążące  mikrotubule ,  
M A P -2  (m icro tu b u le  associcited  p ro te in  2) i białka 
A K A P  (icA M P -d ep en d en t p ro te in  k inase  cinchoring  
p ro te in ). B ia łko M A P- 2  (270-300  kDa) wys tępuje  w 
postac i w łókien  tworzących  mi ęd zy  sobą  połączenia 
i ł ączących  się ze so bą  i z mikro tububulami .  Jest sub- 
s t ra tem k inazy  b ia łkowej  A [57, 86],

Bia łka  A K A P  w y izol ow ano  najpierw z m ó zgó w  
w o ł o w y c h  (p75)  i szczurzych  (p 150), a nas tępnie  z 
innych  tkanek i z innych  ga tu nk ów  zwierzą t  [58, 79, 
87, 88], Bia łka  A K A P  w y izol ow ane  z wąt roby  roz ­
dz ie lono  e lek trofore tycznic .  Z iden ty f ikowan o elek- 
t rofore tycznic  ponad  40 bia łek wiążących  podjed- 
nos tkę  RII o c iężarach  czą s te czk owyc h od 25 do 300 
kDa [58], Sk l on ow an o  i sc ha rak te ryzow ano kilka 
b ia łek  A K A P  [59, 89], m iędz y  innymi  białko 
wią żące  się z pod je d n o s t k ą  regula cyj ną  kinazy 
b ia łkowej  A w ją d rach  k o m ó rk o w y c h  przysadki m ó ­

zgowej szczura ,  A K A P -9 5  [81], W  s trukturze bia łka  
A K A P -95 zna jduje  się m o t y w  pa lc ów  cynkowych,  
które m o g ą  wiązać  kwas  dezoks yrybo nukle inow y.  
Au torzy  pracy sugerują ,  że A K A P - 9 5  może  uczes tn i ­
czyć w w ią zan iu  czy n n ik ó w  t ranskrypcj i  do re g io ­
nów p ro m o to r o w y c h  gen ó w  pop rzez  w p ły w  na fos­
fory lacjc chr o m a ty n y  j ądr ow e j ,  czynnik ów t ran­
skrypcj i  i e n z y m ó w  apa ra tu  t ranskrypcyjnego.

A m i n o w y  koniec  d im eru  podjednos tk i  regulacy j ­
nej RII wiąże  się z b ia łkami  zakotwiczającymi .  
Białka  zako tw ic za j ące  po d je dnos tk ę  RII nic m aj ą  
podobnej  s t ruktury p ie rw szo rzęd owe j  w części ,  k tó­
ra wiąże  pod jednos tkę .  Bada nia  p rzep ro wad zone  z 
z a s t os ow an iem  d ic h ro iz m u ko ło w ego wiązania  p o d ­
jednos tk i  RII p rzez  b ia łka  A K A P  wykaza ły ,  że w 
wią zaniu  podj ednos tk i  RII o d g ry w a ją  is totną rolę 
duże h y d ro fo b o w e  powier zchni e ,  które oddz ia łu ją  z 
N - k o ń c o w ą  częśc i ą  d i meru  (Ryc. 1 D) podjednostk i  
RII [90, 91],
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Ak ty wno ść  k inazy  bia łkowej  A za leży  od p ro p o r ­
cji podjednos tek  R i C. Do za k ty w o w an ia  k inazy  
b ia łkowej  A po t rzebne  jes t  więcej  c A M P  niż w y n i ­
ka łoby to z jej  budowy.  N a d m ia r  podjednos tk i  C 
k o m p e n so w a n y  je s t  p rzez  p o d je dnos tk ę  R. W  k o ­
mó rkach  S49,  k tóre  syn te t yzują  więcej  podjednostk i  
C, wzras ta  zawar tość  podj ednos tk i  R i a ,  tak, że z a ­
war tość podj edn os t ek  R  przek racza  zawar tość  p o d ­
jed no s te k  C. Ta k o m p en sa c ja  nas tępuje  na skutek 
zwiększenia  s tab ilności  m R N A  i t e mp a  translacj i ,  a 
także stabil izacji  b ia łka  pod jednos tk i  R i a  [63, 92], 

H or m o n y  w p ł y w a j ą  na  ak tyw ność  k inazy  b i a łk o ­
wej A. Steroidy m o d y f ik u ją  ak ty wnoś ć  enzymu.  W 
przedniej  części  p rzysadki  mó zgowe j  szczura  a k t y w ­
ność  k inazy  b ia łkowej  A zmie nia  się w cyklu cstral-  
n ym  pod w p ł y w e m  es t radiolu i p roges te ronu  [93], 
H or m on y  m o g ą  s ty m ulo w ać  syntezę  podjednos te k  
k inazy b ia łkowej A, co w p ły w a  na proporc je  i k o m ­
binacje podjednos tek .  S tw ie rdz ono dwukr otn y  
wzros t  zawar tości  podjed nos tk i  RII w ja jn ik u  świni  
podczas  rozwoju  p ę c h e rz y k ó w  owulacyjny ch ,  w tym 
sa m ym  czasie nic zmie nia ł  się p oz io m  podjednos tki  
R i a  [94], W ja jn ik u  szczura  p oz io m  podjednostk i  
R U ß  wzras ta ł  około  dz ies ięc iokro tn ie  podczas  d o j ­
rzewania  p ę c he rzyków  owu la cy jn yc h  i obniża ł  się 
po luteinizacji  [95, 96]. S tymu lac ja  gruczołu przytar - 
czyc izopro te renolem p o w o d o w a ł a  wzros t  z a w a r t o ­
ści podjednos tek  RI i C w j ądr ach  k o m órko w yc h  
[97], W komó rk ach  Ser to l iego  s tymulac ja  c A M P  p o ­
w od ow a ła  30- do 50- kro tny  wzros t  m R N A  po d je d ­
nostki RUß.  Z aw ar to ść  b ia łka  podjednos tk i  RU ß 
wzras ta ła  w m n ie js zy m  s topniu niż zawar tość  
m RN A.  Wzros t  po z io m u  m R N A  innych p o d j e d n o ­
stek k inazy  b ia łkowej A był  mnie j sz y  niż m R N A  
podjednostk i  RUß.  Zawar tość  białka  podjednostk i  
R l l a  zmnie jsza ła  się, a RI nie zmienia ła  się [98], 

Ekspres ja  b ia łka  podje dnos tk i  R U ß  jest  s ty m ul o ­
wana  przez  cAMP.  Zw ię k sz o n a  indukcja  p o d je dn os t ­
ki RUß  nie wyda je  się w pł yw ać  na osłabien ie  sy­
gnału cA M P popr zez  po d w y ższen ie  po z io m u  białek 
wiążących  cykl iczny  nuklco tyd .  Wzros t  poz iom u 
białka podjednos tk i  R i a ,  k tórego  jes t  najwięcej  
(75% podjedn os tek  R k inazy  b ia łkowej A) i k tórego 
poz iom nie zmienia  się w s ty m ul ow any ch  k o m ó r ­
kach,  bardziej  e f ek tyw nie  zmnie jsza łby  sygnał  p r z e ­
ka zywa ny przez  cAMP.  Podj ednos tka  RUß  zas tępuje  
kom pe ty t ywnie  p o dj edn os tk ę  R i a  w ho loenzymie  
kinazy białkowej A [99], co sugeruje  jej w y ją tk o w ą  
rolę w p rzeka zyw an iu  sygnału  do komórki  przez 
cAMP. Badania  na t r a n sf o rm o w a n y c h  fibroblastach,  
syn te tyzujących  p o dj edn os tk ę  RII ß wskazują,  że 
podjednos tka  ta m oże  spełniać  funkc je  czynnika

t ranskrypc j i  wią żąceg o  i ak ty wującego  pr om oto ro -  
we  regulacyjne  sek wenc je  C R E  [100],

VI. Biosynteza kinazy białkowej A

Podjednos tk i  k inazy  b ia łkowej  A R i a ,  R Iß ,  R i l a ,  
RUß ,  C a  i Cß  są syn te ty zow ane  z oddz ie ln yc h  ge ­
nów. War ianty podj ednos tk i  Cß —  Cß  1, C ß 2  i Cß3 
są syn te tyzowane  z tego  same go genu przez  różne  
sk ładanie  t ranskryptu  R N A .  Geny  podj ed n o s t ek  k i ­
nazy  b ia łkowej  A w y k a z u j ą  p o d o b n ą  st rukturę.  R e ­
g iony  regulacyjne  tych  g e n ó w  zawie ra ją  l iczne  se ­
k we nc je  GC,  nie po s i a d a ją  sekwencj i  TATA i p os ia ­
da ją  ki lka miejsc  startu t ranskrypc ji .  W ię ksz ość  tych 
ge nó w  jes t  a k ty w o w a n a  przez  c A M P  [63, 98,  101, 
102], W  badaniach  p r z e p ro w a d zo n y c h  na  k o m ó r ­
kach  przysadki  m ó zgo w e j  s twierdzono,  że c A M P  a k ­
tywuje  ekspresję  dw u pod je dno s t ek  k inazy  b ia łk o ­
wej A: R U ß  i C a .  Ba da n ia  te wskazują ,  że ekspres ja  
podjednos tk i  RU ß jes t  s ty m ulo w ana  przez  fos foryla - 
cję j u ż  is tniejących b iałek,  a podjednos tk i  C a  p o ­
przez  de novo  syn tezę  b ia łek  ak t yw ujących  pr om ot o r  
C a  [102],

W  os ta tn ich łatach zos tał  sc ha ra k te ry zo w any  re ­
gion p r o m o to ro w y  genu  podjednos tk i  RUß.  Gen tej 
podjednos tk i  zos ta ł  w y iz o lo w a n y  z g e n o m o w e g o  
banku my sz y  [103] i wą t roby  szczura  [104] i 
zsckwcnc jonowany .  Rd zeń  pr o m o to ro w e g o  reg ionu 
genu  jes t  z lo ka l iz owa ny  w ew n ą t r z  p ie rw sz ych  400 
nu kl co ty dó w powyżej  k od onu  in ic jującego ATG. Z a ­
wiera  on ki lka miejsc  startu t ranskrypc ji ,  sekwencje  
boga te  w GC i region wiążący  specyf iczne  dla tkanki 
k o m pl eks y  b ia łek jąd ro w y ch .  Fra gm en t  promoto ra  
ak t y w o w a n y  przez  c A M P  zawiera  sekw encję  
w ią żącą  białko regulacyjne  AP-2.  W  regionie  pro- 
m o to ro w y m  genu  podjednos tk i  RU ß  myszy,  w o d ­
ległości  ponad  1000 n u k lc o t yd ów  od mie jsca  startu 
t ranskrypc ji  z id enty f ikowa no sekwencję ,  która 
wiąże  bia łko regulacyjne  AP-1.  Ten region może  być 
a k ty w o w a n y  pośre dn io  przez  cAMP. Sekwenc je  b o ­
gate w GC uczes tn icz ą  w w yborze  mie jsca  startu 
t ranskrypcj i .  Pr omoto r  genu  RUß oddzia łu je  z l icz­
nymi  b ia łkami  regulu ją cymi  j e g o  ekspres ję  [103, 
104],

VII. Podsumowanie

Kinaza  b ia łkowa A uczes tn iczy  w wielu ró ż n o ro d ­
nych procesach  b i ochem ic zny ch  z acho dząc ych  w or­
gan izm ach  żywych.  Fosfory lac ja  białek obec nych  w 
j ąd rach  k o m ó r k o w y c h  zmieni a  ak ty wność  apara tu  
t ranskrypcyjnego ,  ekspres ję  cz yn n ik ów  t ranskrypcj i
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i genów b ia łek  en zy m a ty czn y ch  i s t ruktura lnych,  co 
wpływa  na wzros t  i rozwój  komórek .  Poprzez re gu ­
lowanie genu cykl iny  A, białek wp ły w a ją cych  na a k ­
tywność  kinaz  za le żnych  od cykl in oraz od d z i a ły w a­
nie ze sz lakami  k inaz  M A P  uczes tn iczy  w procesach 
podzia łu  i różn ic ow ani a  się komórek .  W p ły w a  na 
syntezę b ia łek  en zym a ty c zn y c h  i ich ak tywność ,  
przez co uc zes tn icz y  w meta bo l iz mi e  p o d s ta w o w y m  
komórki .  Poprzez  a k tyw ow ani e  ekspresj i  swoich  
pod jednos tek  w p ły w a  na w ła sn ą  ak tywność .  U c z e s t ­
niczy w syntez ie  ho rm onów .  Kinaza  b ia łko wa  A 
m oże  spełniać  te ws zys tk ie  funkc je  dzięki  kompar t -  
mcntac j i  i zoform ho lo en zy m u  w komórce .  Z n a c z e ­
nie izoform nie je s t  j asne .  Nie jes t  wyja śn io na  rola 
po d jednos tek  RU ß i Cß,  które są syn te t yzowane  w 
specy f icznych  tkankach ,  w odp ow iedz i  na h o r m o ­
na lną  s tymul ac ję  komórki .  M o g ą  istnieć różnice  w 
specyf icznośc i ach  subs t r a towy ch po m ię d z y  podjed- 
nos tkami  C. M ożna  przypuszczać ,  że izoformy są w 
różny  sposób  ak ty w o w an e  przez  cA M P ,  w za l eżn o ­
ści od odd z ia ły w ań  pod jedn os tek  mi ęd zy  sobą  i d o ­
s tępnośc i  miejsc  wią żących  cykl iczny  nukleo tyd z 
p o d je dno s t ką  R. K inaza  b ia łko wa  A rozmieszczona  
jest  w różnych  mie j scach  w ko m órc e  poprzez  pod- 
je d n o s tk ę  regulacyjną ,  która j ą  zakotw icza  w  s t ruk­
turach k o m ór kow yc h .  R o zm ies zczen ie  w komórc e  
decydu je  o dos tępie do subst ra tu  i cA M P.  A k t y w o ­
wanie  o d pow ie dni ego  i zoe nzym u k inazy  białkowej 
A, zna jdującego  się w tym s a m y m  przedziale  k o m ó r ­
k ow ym,  w k tórym jest c A M P  dos ta rczony  na skutek 
s tymulac ji  receptora  i dostęp do właśc iw ego subs t ra ­
tu s t a n o w ią  o różno rodn ośc i  e fek tów dz ia łania  k in a ­
zy b ia łkowej  A.
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I. Wstęp

Wyniki  badań  pr o w ad zo n y ch  na zwierzę tach  
t ransgen icznych  wskazują ,  że w proces ie  w y d z ie la ­
nia p r zeka źni ków  n e rw o w y c h  wa żn e  funkc je pe łn ią  
różnego  rodza ju  b ia łka  regulacyjne ,  w tym białka 
wiążące  nukleotydy,  do k tórych na le żą  m. in. sy n a p ­
syny. Nin ie j szy  ar tykuł o m a w ia  wł aśc iwośc i  b io che ­
miczne  synapsyn  oraz przeds ta wia  h ipotezę,  że ATP 
m o gł oby  uczes tn iczyć  w regulacj i  wydz ie l an ia  p rze ­
kaźn ikó w n e r w ow yc h ,  w iążąc  się z. synapsynami ,  
b ia łkami  op ł aszcza jącym i  pęcherzyki  synaptyczne .

Komór ki  n e rw ow e  ko n ta k tu ją  się zc sobą,  m.in.  
wydzi e la jąc  do ś ro dow is ka  przekaźniki  nerwowe.  
Z w iązana  z tym o d po w ie dź  ko móre k  s tanowi  po d s t a ­
wę  tak w ażny ch  procesów,  jak  zapa m ię ty wan ie  i 
uczenie  się [ 1, 2]. Wydzie lan ie  p rz ekaźn ik ów  n e r w o ­
wych zachodzi  w w y s pe c j a l iz ow any ch  s trukturach,  
sy napsach  ne rw owyc h,  z lo ka l iz owan ych  w za k o ń ­
czeniach ne rw o w y c h  (jeden z typów synaps wys tę-

'Mgr, ~Doc. dr bab.. Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biolo­
gii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 
02-093 Warszawa

pujących  w k o m ór ka ch  n e r w ow ych ,  tzw. synapsę  
chemiczną ,  p o ka zano  na  rycinie 1). W wyn iku  p o b u ­
dzenia  kom órki  nerwow ej  fala po tenc ja łu  cz y n n o ­
śc iowego doc ie ra do b łony  z ako ńcz enia  nerwowego ,  
co po w od u je  o twarc ie  spe cy f ic znych  dla j o n ó w  w a p ­
nia kana łów  za leżnych  od potenc ja łu  b ło nowe go i 
wzros t  s tężenia  C a 2^ w cytosolu.  Wzros t  ten 
w yw ołu je  fuzję pewnej  l iczby p ę c he rzyków  sy nap­
tycznych ,  z awier a j ący ch  przekaźnik i  nerwowe ,  z 
b ło ną  zakończeni a  n e r w o w e g o  (w tzw. a k tyw nym  re­
jon ie  b łony)  i uwoln i en ie  ich zawar tości  do szczel iny 
synaptyczne j .  Wyrzu t  p rz e k a ź n ik ó w  ner w o w y ch  p o ­
p rzedzon y je s t  na s tępuj ącym i  procesami :  b iog enezą  
pę cherzyk ów ,  g r o m a d z e n ie m  się w ich wn ęt rzu  p rz e ­
kaźn ikó w n e r w ow yc h ,  t ra ns por tem  pę che rzyków  do 
zakończen ia  ne rw o w e g o ,  zako tw ic zen ie m  pę che rz y ­
ków na b łonic  prcsynap tyc znc j  i fuz ją pęc he rz yk ów  
z tą b łoną  [3, 4], Pę cherzyk i  synaptyczne ,  po u w o l ­
nieniu p r z ekaź ni kó w  n e r w ow ych ,  m o g ą  ulegać recy- 
kl izacji  na drodze  cndocyto zy ,  w której z a a n g a żo w a ­
ne są k la tryna  i f i l amenty  ak tynowe.  Z a rów no  w k o ­
mórkach  ne rw ow ych ,  j a k  i w ko m ó rk a c h  sekrccyj-  
nych,  p roces od zys ki w ani a  p ę c he rzyków  po cgzocy-  
tozie je s t  bardzo  szybki [5],
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przekaźników nerwowych

Ryc. l. Schemat  przedstawiający synapsą chemiczną. Na rycinie pokazano zależność pomiędzy egzocytozą i endocytozą w  procesie wydzielania prze­
kaźników nerwowych. Etap 1 —  zakotwiczenie pęcherzyka błonowego w rejonie aktywnym błony plazmatycznej;  etap 2 —  aktywacja pęche­
rzyka; etap 3 —  fuzja pęcherzyka z błoną plazmatyczną i uwolnienie przekaźnika nerwowego do szczeliny postsynaptycznej;  etap 4 —  odzysk 
pęcherzyka na drodze endocytozy. Ze wzglądu na skalę rysunku, nie zaznaczono na nim synapsyn związanych z pęcherzykami synaptyczny­
mi.

II. Synapsyny jako białka wiążące ATP

S y n a p s y n y 1 na le żą  do rosnącej  w l iczbą grupy 
białek wiążących  nu klc o ty dy  ade nin ow e [1, 6-9], W 
ostatnich latach s twierdzono,  że sy napsyny w y k a ­
zu ją  wysokie  p o w in o w a c tw o  do ATP, a ni skie do 
ADP [ 10-12],  j a k k o lw ie k  w ich cząs t eczkach  nie w y ­
s tępują sekwencje  a m in o k w a s o w e  ch a ra k te rys ty cz ­
ne dla białek w ią żących  ATP, np. m o ty w  Walkera  A i 
B [13-15],  Po w in o w a c tw o  synapsyn  do nu kl co t ydów  
jest  m odu lo w ane  przez  jo n y  wapnia .  Sy na ps yny  n a ­
leżą za tem do rosnące j w l iczbę  grupy  białek,  dla k tó ­
rych ATP, oprócz  klasyczne j  funkcj i  j a k ą  pełni  w k o ­
mórce,  czyli nośn ika  energi i  w procesa ch  m e t a b o ­
l icznych i t ransporcie,  m oż e  odg rywać  również  rolę 
swoistego  p rzekaźn ika  informacji  [16, 17] lub f iz jo­
log icznego l igandu w p ły w a ją cego  na funkc ję  białek. 
ATP uwaln iany  jes t  z z akoń czeń  k o m ó re k  n e r w o ­
wych,  a j eg o  s tężenie na zewną t rz  komó rk i  j es t  r e g u ­
lowane  przez  ek to-ATP azy  [18, 19], Zew ną t rz ko -  
mó rk o w y  ATP działa na pu ry no rccept o ry  (P2X i 
P2Y) z loka l izowa ne  w b łonie  p lazma tyczne j ,  o d g r y ­
wające  rolę w pr ze k a z y w an iu  sygna łów  w układz ie  
ne rw ow ym;  w wy ni ku  po bu dzen ia  tych recepto rów

na s tę puj ą  zm iany  w e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  s tężenia 
j o n ó w  w apnia  [17]. A T P  wiąże  się w ko mó rce  z ró ż ­
nymi  b ia łkami  e n z ym a ty czn ym i ,  regul acyjn ymi  i 
s t ruktura lnymi ,  t akimi m.in.  j a k  kana ły  po ta sow e za ­
leżne od ATP,  kana ły uwaln ia jące  jo n y  wapnia  z c y ­
stern sa rk op la zm a ty cz ne go  ret ikulum,  n iek tóre  
an eksyn y i synapsy ny  [17-20],

S y n a p s y n y  s ta n o w ią  7- 9%  w sz ys tk ic h  b ia łek  p ę ­
c h e r z y k ó w  s y n ap ty cznych .  W z m o ż o n a  eksp re s ja  
sy na psy n  zacho dz i  w czasie  s y n a p to g e n c z y  
[21-23] ,  W  dojrza łe j  k o m ó r c e  ne rw ow e j  s y n apsyny  
w y s t ę p u j ą  przede  w s z y s t k i m  w z a k o ń c z en ia c h  n e r ­
w o w y c h  [24],

M im o  n a g rom adze ni a  dużej  l iczby danych d o ­
świadcza lnych ,  f iz jo logiczna  funkc ja  synapsyn  p o ­
zostaje nadal  n i ezdef in iowana .  Fun kc ję  tę t rudno 
w y d e d u k o w a ć  ze s t ruktury p ie rwszo rzędo wej  sy n ap ­
syn, gdyż  s t ruktura  ta nic od po w ia da  s t ruk turze  
białek o pozna ny ch  ju ż  funkcjach.  Synapsyn y w y k a ­
zu ją  zdolność  wiązan ia  się z różno ro dnymi  s t ruk tu­
rami w e w n ą t r z k o m ó r k o w y m i ,  t akimi ja k  f i l amenty 
ak tynowe,  mikro tubule ,  ncurofi lamenty ,  a także z 
białkami:  spekt ryną,  ka lmodul iną ,  ancks yn ą  VI, 
b ia łkami M A R K S  i Grb2  [10, 25], Wyka zano  rów-

1 Synapsynom pośw ięcono  artykuł p rzeg lądow y opublikow any w Postępach Biochem ii, Hrabec Z, Lachow icz  L ( 1991) Sy­
napsyny —  endogenne substraty kinaz b ia łkowych, Post. Biochem. 37, 133-138.
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nicż, że obecność  synapsyn  jes t  n ie odz ow na  dla z a ­
chowania  integralnośc i  p ę c he rz yk ów  synaptycznych  
| 26-28 ],

W ukła dz ie  n e r w o w y m  ule ga ją  ekspres j i  p r zede  
w sz y s tk im  cz te ry  h o m o l o g i c z n e  b ia łka:  la, Ib, o k r e ­
ślane j a k o  sy n a p s y n y  I ( o d p o w ie d n io  704-706  i 
668-670  resz t a m i n o k w a s o w y c h ) ,  oraz Ila i Ilb,  
okreś lane  j a k o  sy n a p s y n y  II ( o d p o w ie d n io  584 i 479  
reszt  a m i n o k w a s o w y c h ) .  I z o f o r m y  te po w st a ją  
dzięki  z j a w is k u  ró ż n ic o w e g o  c ięc ia i sk ładania  
m R N A  [29, 30], N i e d a w n o  sk lo n o w a n o  i s c h a ra k te ­
ry zow ano  n o w ą  s y naps yn ę ,  tzw. sy n a p s y n ę  III i jej  
i zoformę  I l i a  (581 reszt  a m i n o k w a s o w y c h )  [31], 
Geny kodujące  p o s z c z e g ó ln e  sy n a p sy n y  z lo k a l i z o ­
wano na c h r o m o s o m a c h  10 [32],  3 [33, 34] i 22 [3 1],

Wszys tk ie  sy nap syn y m a j ą  b u d o w ę  domenową.  
W N - k o ń c o w y m  re jonie ich cząs teczek  wys tępuje  
krótka  dom en a  A, do m en a  B bogata  w reszty alaniny  
i se ryny (odznacza  się d u ż y m  podo b ie ń s t w em  p o ­
między  sy na psyna m i  I i II) oraz d o m ena  C (78% 
wzajemnej  iden tycznośc i )  [29], D o m e n a  C, boga ta w 
reszty a m in o k w a s o w e  o charak te rze  hy dr of ob ow ym ,  
wykazu je  wysoki  s topień po dobi eńs tw a  pom iędzy  
synapsynami  po chodz ącym i  z różnych  ga tun ków  
k ręg ow ców  i bezk rę go wców ,  co mo że  świadczyć ,  że 
jest  to p o ds ta w ow a  d o m e n a  funkc jona lna  tych bia łek 
[11], C -k ońcow y rejon cząs teczek  synapsyn  jes t  bar ­
dziej z różnicowany,  a w z a je m n e  podo bi eń s tw a  mię-  
dz yg a tu nk ow e  są dużo  mnie j sze  [11]. Na  przykład ,  
do me na  D wys tępuj e  je d y n ie  w syn apsynach  1 i j es t  
boga ta  w reszty a m i n o k w a s ó w  zasadowych.  S t ruk tu­
ra synapsyny Il ia j es t  niemal iden tyczna  ze s trukturą

sy napsyn  I i II, j akk o lw ie k ,  bia łko to zawiera  doda t ­
k o w ą  d o m e n ę  J, z lo k a l i z o w a n ą  po m ię d z y  domenami  
C i E (Ryc.  2).

P o do b ie ńs tw a  mi ęd zy  synapsyna mi  w organizacj i  
domen,  po z io m ic  ekspresj i  tych  b ia łek w różnych ty­
pach  ko m ó rek  n e r w o w y c h  i ich w e w n ą t r z k o m ó r k o ­
wej lokal izacj i  sugerują ,  że synap sy ny  b iorą  udz ia ł  w 
regulacj i  t ranspor tu  i uwa ln ia n ia  pr zekaź nik ów  ner ­
w o w y ch  [10]; w  procesach  tych i sto tną  rolę od g ry ­
w a ją  o d dz ia ły w ani a  syn apsyn  z b ło n ą  pę cherzyk ów  
synaptycznych ,  które są regu lo wan e  przez procesy 
fosforylacj i ,  j o n y  w apnia  i p r aw dopodo bn ie  przez 
ATP.

II-l .  O ddziaływanie synapsyn z błoną pęcherzyków  
synaptycznych

W ko m ó rce  ne rw owej  syn ap sy ny  są zasoc jowane  
z b ło ną  p ę c h e r z y k ó w  syna pt ycznyc h  [35], Sy naps y­
ny la i Ib, w formie  zde fos fo ry lowancj ,  w ią ż ą  się in 
vitro  z pę c h e rz y k am i  sy na p ty czny m i  z wyso ki m  p o ­
w i n o w a c t w e m  ( K j  10 n M  w 40 m M  NaC l)  i d użą  w y ­
da jnośc ią ,  co pozos ta je  w zgodzie  z i lością en d o g e n ­
nych synapsyn  u le ga ją cy ch  wsp ół oczys zczen iu  z p ę ­
cherzykami  s yn apt ycznym i  [36], W  wyni ku  fos fory­
lacji np. s y n ap syny  I w mie jsc ac h  P2 i P3 przez  k ina­
zę b i a łk o w ą  II z a le żną  od ka lm odu l in y  (CaMPKII ) ,  
nas tępuje  k i lkuk ro tny  spadek  pow in o w a c tw a  białka 
do p ęch e rz y k ó w  sy nap ty czny ch  [36, 37].

Wiązan ie  wsz ys tk ic h  ro dz a jów synapsyn  z b łoną  
pę ch e rz y k ó w  s y napt ycznyc h  jes t  w y p a d k o w ą  o d ­
dz ia ływań tych b iałek z fos fo l ipidami i z bia łkami

p i

synapsyna la

synapsyna Ib

synapsyna Ila

synapsyna Ilb

synapsyna lila

A B

p i

A B

p i

A B

C

P4 P2 P3
  A

D

P4 P2 P3

A B  C G

pi

H E

■
A B  C G

pi

I

Ryc. 2. Domenowa budowa synapsyn. Literami A-J oznaczono domeny w  cząsteczkach białek, zaś symbole P 1-P4 oznaczają miejsca fosforylacji. Inne 
wyjaśnienia w tekście.
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błono wymi  [37]. Z ao b s e r w o w a n o  bow iem,  że w ią z a ­
nie synapsyn z l ip oso ma mi  o okre ś lo nym sk ładz ie  li­
p i d o w y m  nie zm ienia  się pod  w p ł y w e m  fosforylacji .  
Wiązanie to jes t  specyf iczne  w s tosunku do k w a ­
śnych fosfol ip idów:  fos fa tydy los eryny  i fos fa tydylo-  
inozytolu.  W  wiązaniu  bierze  udz ia ł  N -k o ń c o w a  
część białka. C-koniec  cząsteczki ,  nie jes t  w stanie 
wiązać fos fo l ip idów,  co sugeruje ,  że odz ia ływania  
e lek trostatyczne  po m ię d z y  dodatn io  na ładowanym i  
resztami  a m in o k w a s ó w  w tym re jonie cząsteczki  i 
u jemnie  n a ła dow an ym i  cząs teczkami  kw aśnyc h  fos­
fol ipidów,  nie są w ty m  przy pa dk u  wys ta rcza jące  
[37, 38], Za  to w oddz ia ł ywan iach  synapsyn  z 
białkami  b ło no w ym i  b ierze udz ia ł  p rzede  wsz ys tk im  
C -końc ow y  rejon cząsteczki .  Z a o bs e rw ow an o ,  że 
oddz ia ływ an ia  b ia łko-b ia łko  są w zn aczn y m  stopniu 
z aham ow ane  w wy ni ku  fos forylac ji  mie jsc  PI i P3 w 
cząs teczkach sy nap syn  I [37, 38]. W yn ik a  z tego,  że 
procesy  fosforylacj i  synaps yn  o d gr yw a ją  w a ż n ą  rolę 
w regulacj i  ich ak tywnośc i  biologiczne j.

II-2. Regulacja funkcji synapsyn przez procesy fos­
forylacji i kalmodulinę

Zauważono,  że w w y n ik u  f izjologicznej  lub far­
makologicznej  s tymulac j i  kom órki  nerwowej ,  u w a l ­
nianie prz eka źni ków  n e rw o w y c h  zależne  od jo n ó w  
wapn ia  zachodzi  rów no leg le  z re gu lo w a n ą  przez 
jo n y  wapnia  fos fory lac ją  synapsyn  [1, 39]. Synapsy-  
ny u lega ją  ki lku cy kl om fosforylacj i  i dcfosforylacj i  
w obrębie zakończeń  ner w ow yc h,  które są  skore lo­
wane  z cyklami  po la ryzac j i  i depolaryzacj i  błony  
presynaptycznc j  [1]. S twierdzono,  że bia łka te są 
subs tratami  k inazy b iałkowej  A (PKA) i kinazy 
b ia łkowej I zależnej  od k a lm odul in y  (CaMPKI) ,  k tó ­
re fos fory lu ją  resz tę  se ryny  w N - k o ń c o w y m  rejonie 
cząsteczek  synapsyn  (mie jsce PI ) .  Doda tko wo ,  sy- 
napsyny I są subst ra tami k inazy  Ca M PK II ,  która fos- 
forylujc dwie resz ty se ryny w C - k o ń c o w y m  rejonie 
cząs teczki  (mie jsca  P2 i P3) [40] oraz k inazy b ia łko ­
wej M AP (M APK ),  fosforylującej  dwie  reszty se ry­
ny w rejonie N - k o ń c o w y m  białka (mie jsca  P4 i P5) i 
j e d n ą  resztę se ryny  w rejonie  C - k o ń c o w y m  (miejsce 
P6) [41], Mie jsca  fosforylacj i  dla kinazy Ca MP KII  
z loka l izowane  są rów nież  w dome nie  J syn apsyny 
Il ia [31],

Podatność  synapsyn  na fos forylac ję pozwala  
przypuszczać ,  że bia łka  te b iorą  udział  nic tylko w 
formowaniu  i s tabil izacji  pęc he rzyków  syn apt ycz ­
nych,  ale także w stabil izacji  synaps oraz w proces ie  
cgzocytozy.  Egzo cy toz a  jes t  bo w ie m  regu lowa na
przez jo n y  w pnia,  ATP i p rocesy  fosforylacji .

7+
Ważną  cząs teczką  e f ek to ro w ą  dla C a “ w egzo-

cytoz ic  jes t  m.in.  ka lmodul ina .  Reg ul acy jn e  
dz ia łanie ka l modul iny  polega  na w ią zan iu  się tego 
białka z innymi ,  t ak imi j a k  k inazy b ia łk owe ,  fos fa ta ­
zy, białka cy toszkie le tu  i b ia łka  za so c jo w a n c  z p ę ­
cherzykami  s y n ap ty czny m i  oraz z b ł o n ą  p lazma-
tyczną.  G ł ó w n y m  subs t ra tem k inaz  b ia łk o w y c h  zale-

2+żnych od C a “ i ka lm o d u l i n y  są s y n aps yny  I. Kinazy  
b ia łkowe u leg a ją  ak tywacj i  w wy n ik u  depolaryzac j i  
b łony  zako ńc zeń  ne rw ow yc h.  Fo sfory lu j ąc  różne 
białka,  w p ły w a ją  w ten sposób  na rodzaj  po łączeń  
pom ięd zy  p ęche rzyk am i  syn apt ycz ny mi  a cytoszkie-  
letcm [42-44],  N a  inny  m e c h a n iz m  regulac j i  egzocy- 
tozy przez k a lm odu l inę  w s k a z u ją  wynik i  badań ,  w 
k tórych  z a o b s e rw o w a n o  bezpośre dn ie  w iązanie  ka l ­
mo dul in y  z sy na ps ynam i  I. W iąz an ie  to zachodzi  w 
obrębie N - końca  cząs te czek  synapsyn  I, gdz ie  zn a le ­
ziono dwa mie j sca  wiążące  k a lm o d u l i n ę  o ró żn ym 
po w in o w ac tw ie  do tego b iałka  [45, 46].  Mie jsce 
wiązania  ka lm odu l in y  z lo ka l iz ow ano  równie ż  w 
cząs teczkach  synapsyn  II [46], M oż n a  na tej po d s t a ­
wie wy su nąć  przypuszczen ie ,  że o d dz i a ły w ani a  lcal- 
m o du l in a -s ynaps yn y  o d g r y w a ją  rolę w regulac ji  ak ­
tywnośc i  b iologicznej  synapsyn .  Jeszcze  inny m e ­
chan izm regulacj i  ak tywnośc i  tych b ia łek  mo że  w y ­
nikać ze zdolnośc i  synapsy n  do wiązan ia  z ATP.

II-3. W pływ jonów  wapnia na oddziaływ anie synap­
syn z ATP

Anal iza  t rzecio- i c zwar tor zędow ej  s t ruktury  d o ­
m en y  C synapsyn  (na pods tawie  s t ruk tury  krys ta l icz­
nej [40]) dowodzi ,  że b ia łka  te są b l isko  s p o k r e w n io ­
ne z różnymi  b ia łkami  za l eżnym i  od ATP. D o m en a  C 
synapsyn  p rz yp om in a  od po w ie dn ie  re jony  w c ząs ­
teczkach n iek tórych  e n z y m ó w  wy korz ys tu ją cyc h  
ATP, m.in.  syntetazy  glu ta t ionowcj ,  l igazy D-alani- 
na :D-alanina,  ka rbo ksyla zy  b io tynowej  ( łańcuch a )  
oraz syntetazy su k c y n y lo -C o A  ( łańcuch  [3) [47]. W y ­
mienione  białka  w ią ż ą  ATP i ka ta l izu ją  reakcję  p r z e ­
noszenia  reszty fos foranowej  z ATP na  specyf iczny  
substrat .  Wiciu ba daczy  przypu szcza ,  że synapsyny 
s ą z d o ln c  do ka ta l izowania  podobnej  reakc ji  [10-12],

Do m e n a  C w cząs t eczkach  synapsyn  I i II stanowi 
miejsce  wiązania  ATP z w y s o k im  p o w in o w a c tw e m  
(K d 0 .11-0.14 m M )  [12, 12], S y n a p s y n y  różnią  się 
j e d n a k  między  sobą  reg u la c ją  wi ązani a  ATP przez

9 +
C a “ . Wiązanie  ATP z synap syn am i  I j es t  s ty mu lo ­
wane  przez wzros t  s tężenia j o n ó w  w apnia  ( K [n 
5-7 M), podczas  gdy nic o b s e r w o w a n o  takiej za le ­
żności  w p rzypadku wiązan ia  ATP z sy napsy nami  II 
[11, 12], W p rzypa dku syn ap sy ny  I l i a wykazano ,  że 
wiązanie  ATP, w p rzec iw ieńs tw ie  do synapsyn  I, ule­
ga za h am o w an iu  przez  j o n y  w a p n ia  [10, 11]. W
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wiązaniu  A T P  do syn apsyn  I bierze udz ia ł  m.in.  re sz ­
ta g lu tam iny  (Glu 373 ) ,  k tóra w synapsynach  II j es t  
zas tąp iona p rzez  resz tę  l izyny (Lys374) .  W yda je  się 
zatem, że p o j e d y n c z a  mutac ja G l u 3 7 3 —>Lys374,  j es t  
od po wie dz ia ln a  za  u tratę za leżnośc i  wiązania  ATP 
od wapnia  p rz ez  syn ap sy ny II [11, 12]. Synapsyna  
Ula,  po dobn ie  j a k  inne synapsyny,  charak teryzuje  
się w y sok im  p o w i n o w a c t w e m  do ATP,  a prawic  stu- 
krotnic  n iż sz y m  w s tosunku do A D P  [10, 11], Za tem 
ADP,  które m o g ł o b y  się w y tw orzyć  z A TP  w cyklu 
ka ta l i tyc znym syna psy n ,  mo że  być ła two wypierane  
z cząsteczki  b ia łka  przez  no w o p rzy lączo n ą  cząs tec z­
kę nukleo tydu ,  co p rz em aw ia  za koncepc ją ,  że sy­
napsyny są e n z y m a m i  wy ko rzys tu jący mi  ATP.

Różnice w regulacj i  ak tywnośc i  synaps yn  i w r a ­
żl iwośc i  tych b ia łek  na jo n y  w apnia  m o g ą  św iad ­
czyć,  że synapsyny,  m im o  dużych podob ieńs tw  b u ­
dowy,  nabyły  w t rakc ie  ewoluc ji  zdolność  do różne-

i T
go reago wan ia  na zm ia ny  s tężenia  C a “ w k o m ó r ­
kach n e r w o w y c h  [10].

III. O ddziaływ anie  synapsyn z innymi białkami  
w iążącym i ATP

Inne m e c h a n i z m y  regulac j i  ak tywnośc i  synapsyn  
w y n ik a ją  z ich zdolnośc i  do oddz ia ł ywan ia  z 
b ia łkami  w ią ż ą c y m i  ATP. Z de fo sf o ry lo w ana  forma 
sy napsyn  I w y k a z u je  wysok ie  p o w in o w a c tw o  w s to­
sunku do aktyny,  w p ły w a ją c  na po l ime ryzac ję  m o n o ­

m e ró w  ak ty nowyc h,  tworz en ie  f i l amentów i ich 
łączenie  w wiązki  [48, 49],  W wy n ik u  fosforylacji  
mie jsc  P2 i P3 w cząs t eczkach  synapsyn  I przez 
C a M P K II  lub miejsc  PI  i P4 przez  P K A  i M A P K  
zdolność  ta zan ika  [50]. Efek te m fosforylacj i  sy nap­
syn I j e s t  o d dy so c jo w an ic  p ęch e rz y k ó w  sy napty cz ­
nych  od u t rz ym ują cego  je  cy toszkicle tu  [51, 52], co 
świadczy ,  że b ia łka te m o g ą  być  odpow iedz ia lne  za 
regulac ję  ilości p ę c h e rz y k ó w  synap tyc zny ch  p o z o ­
stających w puli  rezerwow ej  i tych które są prz yg ot o ­
wane  do uw ol n i en i a  swojej  zawar tośc i  do szczel iny 
synaptycznej  w t rakcie  cgz oc y to zy  [53] (Ryc. 3). Z 
za s t o so w a n ie m  mi kroskopi i  e lek tronowej  w y k a z a ­
no, że syn ap sy ny  I m o g ą  in v itro  oddz ia ływać  r ó w ­
nież z mikr o tub ulami ,  a mie js ca  wiązania  tych s t ruk­
tur w cząs teczce  b ia łka  z lo ka l izo wan o  za równo w 
N-, j a k  i C - k o ń c o w y m  re jonie synapsyn  I [54],

W  p rz y p ad k u  synaps yn  II ilość informacji  na te ­
mat ak t yw nośc i  b iolog iczne j  tych białek jes t  m n ie j ­
sza, niż w prz ypad ku  synapsyn  I. Wiąże się to z t rud­
nośc iami podczas  izo lowania  tych  białek z tkanki 
nerwowe j ,  a nas tępnie  ich oczyszczania .  Trudnośc i 
tc w y n ik a j ą  z hydr of ob ow oś c i  synapsyn  i ich po d a t ­
ności  na proteol izę.  Prob lem ten został  ominię ty 
przez  nadekspr es ję  syn ap sy ny Ha w komór kach  e u ­
kar io tycznych ,  t r ans fcko w any ch  ge ne m  kodującym 
syn ap sy nę  Ila [55], W  w yn ik u  tego zab iegu s twier ­
dzono,  że synaps yna  Ha si lnie wiąże  się z pę che rz y ­
kami  sy napty cznymi  [55] i f i l amentami  ak tynowy mi

F-aktyna-S-(v )
polimeryzacja

ATP

fuzja błon 
i uwolnienie przekaźnika nerwowego 

do szczeliny synaptycznej

rezerwowa 
pula pęcherzyków 

pula pęcherzyków 
gotowych do 
egzocytozy

Ryc. 3. Schemat obrazujący udział synapsyn w kształtowaniu rezerwowej puli pęcherzyków synaptycznych i w regulacji  procesu wymiany pęcherzy­
ków pom iędzy rezerwową pulą pęcherzyków a pulą gotową do egzocytozy. Fosforylacja synapsyny (S -P )  przez kinazę CaMPKII wywołuje 
dysocjację kompleksu tego białka (S) z F-aktyną oraz błoną pęcherzyka synaptycznego (V), i dezintegrację cytoszkicletu. Pęcherzyki pozba­
wione cytoszkicletu przechodzą z puli rezerwowej do puli pęcherzyków przygotowanych do egzocytozy. Defosforylacja synapsyny przez fos­
fatazę wyw ołu je  odwrotny efekt. Powinowactwo synapsyny w stosunku do G-aktyny wzrasta , synapsyna wiąże się z aktyną, stymulując poli­
meryzację m onom erów  aktynowych (F-aktyna) i powstawanie wiązek filamentów aktynowych. Inne wyjaśnienia w tekście pracy.

POSTĘPY BIOCHEMII 45(3), 1999 215http://rcin.org.pl



[56], W formie  zde fosfo ry l owanej  sy nap syna  I la s ty ­
muluje  po l im eryzac ję  G-ak ty ny  [43], Fosfory lac ja  
synapsyny Ila p rzez  P K A  w yw ołu j e  zah a m o w a n ie  
oddz ia ływań tego białka  z a k t yną  [43],

Inną  rodz iną  białek,  które są zdolne  do wiązania  z 
synapsynami  I w sposób  za leżny  od s tężenia j o n ó w  
wapnia,  są aneksyny.  A n e k sy n y  c ha ra k t e ryzuj ą  się 
p o d obnym  sc hem a tem  budowy.  R d zeń  tych bia łek 
(część C-k ońc owa ) ,  o zachowa nej  w ewoluc j i  se ­
kwencji  am in okw aso w e j ,  tw o rz ą  p o wt arza jące  się 
domeny zb udow ane  z 72 reszt  a m in o k w a s o w y c h ,  w 
obrębie k tórych zn a jd uj ą  się 1 7 - am in ok w aso w e se­
kwencje od po wiedz ia l ne  za wiązanie  aneksy n  z fos- 
fol ipidami i C a “ . D o m e n a  N - k o ń c o w a  pełni  funkc ję 
regul a to row ą [ 5 7 j. W  m ó z g u  ssaków z id e n ty f i k o w a ­
no trzy aneksyny: p68,  p34  i p32 [58, 59], Jedna  z 
nich,  aneksyna  VI (p68),  s tanowi 0 , 3%  wszys tk ich  
b ia łek w ys tę pu jących  w m ó z g u  i z lo ka l iz ow ana  jes t  
na cy toplazmatyczne j  po wie rzchni  b ło ny  p l a z m a ­
tycznej  ko mórek  n e rw o w y c h  [58], Osta tn io  w y k a z a ­
no, że za leżne od j o n ó w  w apn ia  od dz ia ł ywan ie  a n e k ­
syny VI z F -ak tyną  [60] i z b łona mi  [61] je s t  in vitro  
m odu lo w ane  przez  ATP w s tężeniach f iz jo log icz­
nych.  Obse rwac ja  ta sugeruje ,  że ATP m oż e  mieć  
szczególne  znaczenie  w regulacj i  funkcj i  aneksyny 
VI in vivo  [17-19],  A n e k sy n a  VI w iąże  się z N-koń-  
co w y m  re jonem cząs teczki  sy napsy ny  I [62], W ią z a ­
nie aneksyny VI z s y n a p s y n ą  ulega  z a h a m o w a n i u  w 
wyniku  fosforylacj i  syn ap sy ny  przez  kinazę  
b ia łkową za leżną  od c A M P  i p rzez  k inazę  Ca M PK II  

[62].
Znaczenie  od dz i a ły wań  ane ksy ny  VI i synapsyn 

jest  niejasne.  Po n ie w aż  sy napsy ny  I o d zn acza j ą  się 
zdolnośc ią  w iązania  ze sp ek t ryną  [63, 64],  mikrotu-  
bulami  [64, 65] i ncurof i lamc ntam i  [66], wysunię to  
przypuszczenie ,  że anek syn a  VI od g ry w a  rolę w o d ­
dz ia ływaniach sy nap syn  z w y m ie n io n y m i  b iałkami  i 
s t rukturami k o m ó rk o w y m i  w z a kończen ia ch  n e r w o ­
wych.  Inną  m o ż l i w o ś c i ą  jes t  mo du lac j a  przez  anck-  
synę  VI ak tywnośc i  z loka l izowanej  w cy toso lu  s y ­
napsyny I j ako  k inazy  d ia cy logl iccro lowcj  [67].

IV. Uwagi końcowe

Obecnie  p ro w ad zo n e  badania  nad s t ruk turą  i 
wła śc iwośc iami  b io che m ic zny m i  synaps yn  m a ją  na 
celu wyjaśn ienie  m ol eku la rn ego  m e c h a n i z m u  ich a k ­
tywności  biologiczne j .  Jc ny m  z k ie ru nkó w ro zwi ja ­
nych obecnie  na świec ie  rep re zen tu ją  badania  
właściwości  d o m e n y  C2 w cząs teczce  synapsyn.  
S twierdzono np., że do m en a  C2 od p o w ia d a  za t w o ­
rzenie homo -  i he te rod im erów  synapsy n  w komórce  
nerwowej  [68], W  celu poznania  funkcj i ,  j ak ie  pe łn ią

te białka,  w y h o d o w a n o  rów nie ż  myszy  “k n o c k -o u t” , 
u k tórych  brak je s t  syn tezy  albo synapsyn  I, albo sy ­
napsyn II, albo obu  ro d za jó w  białek je dn oc ześn ie  
[28], Tak  o t rzymane  zwięr zę ta  są p łodne  i zdolne  do 
życia,  ale s twierdza się u n ich wys tę po w an ie  a taków 
epilepsj i .  Mózgi  tych zwie rzą t  od znacza j ą  się no r ­
m a ln ym  ksz ta ł tem,  r o z m ia r e m  i strukturą.  Jednak  na 
poz iomie  m ol ek u la rn y m  zao b se rw o w an o  znaczny  
spadek  b ia łek w p ę c he rzykac h  syn ap tyc znych  i 50% 
spadek  l iczby tych p ę c h e r z y k ó w  [28].

W  p o d s u m o w a n iu  na leży  wyraz ić  pr zekonanie ,  że 
w przyszłości  badania  synapsyn  dop ro w a d z ą  do w y ­
ja śn ien i a  f iz jologiczne j roli tych b ia łek w układzie  
ne rw ow ym .  Do tyc hczas  zgr om adz one  dane  d o ­
św iadcza lne  p o z w a la j ą  na s twierdzenie ,  że sy n a p sy ­
ny są b ia łkami  r ecep to ro w ym i  dla ATP w ko mó rk ach  
nerwowyc h,  w różny  sposób  re gu lo w anym i  przez 
zmia ny  w e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  s tężenia  jo n ó w  
wapnia ,  od gr yw a ją cym i  rolę w procesie  wydzie lan ia  
prz eka źn ik ów  ne rw ow ych.  Wyjaśn ien ia  w y m a g a  
problem,  czy syn ap sy ny  są enzym am i  b iorącymi  
udz ia ł  w pr zenos zeniu  resz ty fosforanowej  na ok re ­
ślone subs traty oraz iden tyf ikac ja  tych substratów.
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Zaburzenia budowy i funkcji receptora leptyny —  jedna 
z przyczyn otyłości ? 

Disorders of the leptin receptor structure and function —  
one of the causes of obesity ?

ARETA PANKIEWICZ1, JULIAN ŚWIERCZYŃSKT

Spis treści:

I. Wstęp
II. Budowa receptora leptyny
III. Lokalizacja narządowa
IV. Sygnalizacja z udziałem receptora leptyny (Ob-R)/kinaz 

tyrozynowych Janusa (JAK)/czynników transkrypcyj- 
nych aktywowanych przez kinazy tyrozynowe Janusa  
(STAT)

V. Receptor leptyny a otyłość

Wykaz stosowanych skrótów: O b - R  —  r e c e p to r  le p ty n y ;  J A K

—  k in a z a  ty r o z y n o w a  J a n u s a  (ang . J a n u s  p r o te in  k in a se );  STA T

—  c z y n n ik i  t r a n s k r y p c y jn c  a k t y w o w a n e  w  w y n i k u  fo s fo ry lac j i  

p r z e z  k in a z y  J A K  (ang . s ig n a l tra n s d u c e r  a n d  a c t iv a to r  o f  

tra n sc r ip tio n );  C H O  —  k o m ó r k i  j a j n i k a  c h o m i k a  c h iń s k ie g o  

(ang. C h in ese  h a m s te r  o v a ry );  IL -6 —  i n tc r l c u k in a - 6 ; G - C S F  —  

c z y n n ik  s t y m u lu j ą c y  k o lo n ie  g r a n u lo c y tó w  (ang . g ra n u lo c y te  

c o lo n y  s tim u la tin g  fa c to r ) ;  E P O - R  -  r e c e p to r  e ry t ro p o e ly n y  

(ang . e ry th ro p o ie tin  re c e p to r ) ;  G H - R  -  r e c e p to r  h o r m o n u  w z r o ­

s tu  (ang . g ro w th  h o rm o n e  re c e p to r ) ;  C K  -  r e c e p to r  c y to k in  

(ang. Q ’to k in e  re c e p to r);  F3 -  f ib ro n e k ty n a  ty p u  3 (ang. f ib r o -  

n ectin  ty p e  3); c D N A  —  k o m p l e m e n t a r n y  D N A ;  SG LT1 -  

z a le ż n y  o d  j o n ó w  s o d o w y c h  t r a n s p o r t e r  g lu k o z y  1 (ang . so d iu m  

g lu c o se  tra n s p o r te r  1).

I. Wstęp

Otyłość  jes t  w y n ik ie m  braku  ró w now ag i  p o m i ę ­
dzy i lością energii  pobieranej  p rzez  organizm,  a i lo­
ścią energii  p rzez  n iego w yda tko wanej .  Przy d łu g o ­
t r wałym doda tn im bi lansie en e rg e ty czn y m  nadm ia r  
pobrane j energii  j e s t  g r o m a d z o n y  w postac i  t łuszczu.  
Stan ten w a r u n k o w a n y  jes t  p rzez  wiele czynników,  
je d n a k  je g o  p rz y c z y n ą  je s t  na jczęśc iej  n iewła śc i wa  
dicta i brak ruchu.  Oty łość  ma także podłoże  g e n e ­
tyczne.

‘Mgr, 2Prof. dr hab., Katedra i Zakład Biochemii, Akademia 
Medyczna w Gdańsku, ul. Dąbinki 1, 80-211 Gdańsk

Contents:

I. Introduction
II. Structure of the leptin receptor
III. Organ localization
IV. Mechanism of leptin receptor function —  signalization  

through leptin receptor (Ob-R) / Janus tyrosine kinase 
(JAK) / signal transducer and activator of transcription  
(STAT) participation

V. Leptin receptor and obesity

R e w o lu c j ą  w badani ach  nad  o ty łośc ią  by ło  o d k r y ­
cie leptyny.  H o rm o n  ten od g ry w a  is to tną  ro lę  w k o n ­
t ro lowaniu  za pa sów  t łuszczu  w organizmie ,  r eg u la ­
cji ape tytu i w y d a tk o w a n ia  energii  [1, 2]. Leptyna  
jes t  b iałk iem o mas ie  cząs teczkowej  około  16 kDa,  
k o d o w a n y m  przez  gen  ob  [3], Wydzie l ana  przez 
tkankę  t łu sz cz ow ą  do krwi jes t  t ra ns po r to w ana  do 
mózgu.  Tam,  dz ia ła jąc na  pod wzgó rz e ,  p o w o d u je  z a ­
ha m o w an ie  syntezy  i sckrecj i  neurop ept yd u  Y co 
obniża  łaknien ie  [4-7] i mo że  do prow adzić  do s p a d ­
ku ma sy  ciała. Mu tac ja  w genie ob  j es t  p r z y c z y n ą  
n iedoboru  leptyny,  nadp rodukc j i  ne ur op ep ty du  Y, 
zwięk szenia  łaknienia,  w z m o ż o n e g o  spożyc ia  p o ­
karmu, a w kon sek wenc j i  wzros tu  ma sy  ciała.  P o d a ­
nie leptyny o ty ły m m y s z o m  ob/ob  od w ra ca  te efek ty 
[5, 6 , 8 ]. Jednak  nic we  wszys tk ich  prz yp adka ch  
otyłości  u mysz y  takie po s t ępo w an ie  jes t  skuteczne.  
Podob nie  jes t  u szczur ów  fa / fa  i u n i ek tórych  ludzi. 
Podanie  im leptyny nic przynosi  po żą d a n y c h  sku t ­
ków [5, 9, 10]. P o w o d e m  tego m o g ą  być zaburzenia  
w bud ow ie  i dz iałaniu receptora  leptyny.

II. Budowa receptora leptyny

W  1995 r. T a  r t a g 1 i a i wsp.  [11] s tosując białko 
fuzyjne,  będące  p o łą czen iem  leptyny i alkal icznej  
fosfatazy,  odkryl i  w sp locie n a c z y n i ó w k o w y m  m y ­
szy „m ie jsc a” w iąż ące  lcptynę.  Po skons t ruow ani u  
bibl ioteki  c D N A  z tego na rządu  z identyf ikowal i  oni 
receptor  leptyny,  O b- R  (LR).
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OB-Rs OB“R I

Ob-R  jes t  j e d n y m  z recep tor ów rodz iny  cy tokin 
klasy I [11, 12]. K o d o w a n y  je s t  p rzez gen db, u m y ­
szy z lok a l izo wany w ch ro m o so m ie  4, a u ludzi w 
c h rom osom ie  1 [11, 13]. U sz czurów  gen ten, zwany 
g enem  fa ,  poł ożo ny  jes t  w ch ro m o so m ie  5 [9, 14]. 
St ruktura ln ie receptor  leptyny po d o b n y  jes t  międ zy  
innny mi  do podjed nos tk i  g p l 3 0  receptora  IL-6 , oraz 
recepto rów G-CSF,  G H - R  i E P O - R  [11, 15, 16]. Do 
tej pory z id en tyf iko wano kilka izoform Ob-R,  które 
po w st a ją  w w y n ik u  a l t e rna tyw nego sk ładania  tran- 
skryptu.  Jedna  z nich,  ozna cz ana  ja k o  forma O b - R L 
(czasem  jak o  O b - R 0  lub LR-LF, leplin recep lor-long  
fo rm ) ,  zawiera cy to p lazm a ty czn y  f ragmen t  z b u d o ­
wa n y  z 303 am in okw asów .  W prz yp ad ku  p o z o ­
stałych izoform,  zw an y ch  O b - R S] 2 3 (inaczej  

0 b ' R A, C, D lub LR-IF,  leptin recep tor-in term edia te  
fo rm ) ,  f ragment  ten jes t  zb u d o w a n y  z 34 a m i n o k w a ­
sów. Występuje  on w receptorach  leptyny O b - R L i 
O b - R S | 9 3 a j e g o  s t ruk tura  I - r z ę d o w a j e s t  iden tyczna  
(Ryc.  1). O b - R L i O b - R s m a j ą  równ ież  iden tyczny

Ryc. 1. Schemat budowy receptora leptyny.

ze w n ą t r z k o m ó rk o w y  f ragme nt  zb u d o w a n y  z 816 
a m in o k w a só w ,  w k t ó ry m  zna jduje  się miejsce 
wiążące  lep tynę (Ryc.  1). P o dobni e  ja k  i w innych re ­
cep torach  cy tokin  k lasy I za wiązanie  leptyny  o d p o ­
wiedz ia lne  s ą  dwie,  na s tę puj ące  po sobie sekwencje  
a m in o k w a s o w c  okre ś lon e  ja k o  C K  i F3 [17]. D o m e ­
ny te za w ie ra ją  odpo wied nio :  cztery reszty cys te rno­
we oraz  m o ty w  a m i n o k w a s o w y  W S X W S .  C echą  
cha rak te rys ty cz ną  receptora  lep tyny  je s t  obecność  
dw óch  uk ła dów  d o m e n  C K -F 3,  p rzy  czym  za wi ąza ­
nie l iganda  o d p o w ia d a  ten zna jdujący  się bliżej 
b łony  p lazmatyczne j .  Pozos ta łe  receptory  na leżące  
do tej klasy zaw ie ra ją  po jed ne j  sekwencji  CK-F3
[17]. W szy s tk ie  izof or my  recepto ra  leptyny zaw ie ­
rają  j e d n ą  s e kw enc ję  t ransb łono wą .  W yj ą tk ie m  jest  
tzw. forma roz pu sz cza ln a  receptora  ( O b - R E lub 
LR-SF,  leptin recep to r-sh o r tfo rm ).  Tylko  O b - R L ma 
wszys tk ie  e le me nty  n ie zbę dn e  do pr ze kazywania  sy ­
gna łu do wnęt r za  ko mórki  [11, 12, 18], Funkcja  p o ­
zos ta łych  izoform nie jes t  do tąd  poznana.  W y s tę p o ­
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wanie  tak wic iu  form receptora  może  suge rować  iż 
spe łn ia ją one wie le  różnych  funkcj i  f iz jologicznych.

Przeds tawione  powyżej  dane do tyc zą  receptorów 
lep tyny u myszy.  S tw ie rdz ono  je d n a k  wysoki  s topień  
homologi i  m ię dz yg a tu nk ow e j  recep torów  leptyny. 
Wynosi  on pr zy k ła d o w o  71 %  dla d om en  cytopla-  
zm a tyc znych  i 78 %  dla do m e n  z ew ną t r zko m órko -  
wych  receptorów O b - R L cz łowieka  i my sz y  [11, 19],

III. Lokalizacja narządowa receptorów lepty­
ny

Obecność  m R N A  receptora  lep tyny wykr y to  w 
wielu narządach  [11, 12, 20-24]  (Tabela 1). N a j w y ż ­
szy s tosunek ilości m R N A  O B - R L / m R N A  O b - R sl 
wys tępuje  w podwzgórz u ,  j e d n a k  na jw iększa  i lość 
bezwzg lęd na  m R N A  O b - R L zna jduje  się w p łucach
[22], Leptyna  w y w o łu je  r óż ną  od pow ie dź  f iz jo lo­
g iczną  w ko m ó rk a c h  tkanki  t łuszczowej  (zarówno 
brunatnej  j a k  i żół tej )  [25, 26] oraz takich  na rządów 
jak  t rzustka [27 —  31],  uk ład  krw io t wórczy  [32], 
wąt roba  [33], j el i to [24], W  żółtej  tkance  t łuszczowej 
(zwanej  także b ia łą  tk a n k ą  t łuszczową,  WAT od ang. 
w hite  ad ipose  tis su e ) l ep tyna s tymulu je  h a m o w a n ą  
przez insul inę l ipolizę,  h am uj e  l ip ogenezę  poprzez  
wpływ  na ekspresję  genu  karboksylazy  ace ty lo-CoA,  
hamuje  kinazę b i a łk o w ą  A oraz t ransport  g lukozy  
[25, 26, 34], W  k o m órka ch  bruna tne j  tkanki  
t łuszczowej zw iększa  s ty m ul ow ane  insul iną  zużyc ie 
g lukozy  oraz ekspres ję  ge n ó w  kod ują cych  enzym 
ja b łe zano w y i l ipazę l ip op ro tc in ow ą  [26]. W p ły w a  
na prol i fe rację k o m ó re k  P wysp  Langc rhansa  t rzus t ­
ki i hamuje  wy dzie la n i e  przez  nie insu liny  [27 —  
31], W nadnerczach  ham uje  wydzie l an ie  kor tyzolu  i 
a ldostc ronu [35, 36], W  wą t robie  oraz układz ie  
krwio t wórczym  efekty dz ia łan ia  lep tyny  przypomi-

T a b e la  1

n ają  te w y w o ł y w a n e  przez IL-6. Są  to odpowiednio :  
w wąt robie  indukcja  ekspres j i  białek ostrej fazy,  a w 
układz ie  kr w io tw ó rczy m  prol i fe rac ja  i różn ic owan ie  
kom órek  [32], W  doj rza łych  m ak ro fagach  s tymulu je  
p roduk cj ę  cy tokin  oraz  nasi la  fagocytozę  [33], Za 
poś redn ic tw em  receptora  na powie rzchni  ko mó re k  
ś ródb łonka  naczyń  k rw io n o śn y ch  leptyna s tymulu je  
angio ge nc zę  [37], Po w o d u je  także zah a m o w a n ie  
ekspresj i  genu  apo l ipop ro te iny  A IV  w ko m órk ach  
nabło nka  je l i ta  [38], W  izo lo wan yc h  f ragm en tach  j e ­
lita po pod an iu  leptyny do ś rodowiska  inkubacyjnc-  
go nas tępuje  z a h a m o w a n ie  t ranspor tu  w ę g l o w o d a ­
nów (ga lak tozy)  do wnę t r za  en te rocytów.  Leptyna  
s tymulu je  w ma krof aga ch  prod uk c ję  cy tokin,  które 
pr a w d o p o d o b n ie  p o ś re d n ic z ą  w z a h a m o w a n iu  ak­
tywnośc i  t ranspor tera  SGLT1 odpow ie dz ia ln ego  za 
pobieran ie  w ę g l o w o d a n ó w  przez  cn te rocyty  [24], 
Lep tyna  w pł yw a  więc na m e ta bo l iz m  energe tyczny  
nie tylko za po śr ed n ic tw em  uk ładu  n e rw o w e g o  ale 
także dz ia ła jąc bezpoś redni o  na wie le  na rz ądów  i 
tkanek.  Nic w ia d o m o  je d n a k  dokładnie ,  k tóry z re­
cep to rów leptyny bierze udz ia ł  w wyżej  opisanych  
procesach ,  ani j ak i  j es t  zw ią zek  tych odd zia ływ ań  z 
u t r z y m y w a n ie m  ró w n o w a g i  energetyczne j  o rgani ­
zmu.

Na jmnie j  informacj i  ukaza ło  się na temat  ro zp u sz ­
czalnej  formy receptora leptyny. Wia domo ,  że jes t  to 
g l ikoprotc ina  zbu d o w a n a  z 805 aminokwasów.  
S trukturalnie o d po w ia da  domenie  zewn ąt rzkomó r-  
kowej  form O b - R L i O b - R s receptora  leptyny  [12, 
21], P r a w do podobn ie  powsta je  j a k o  produkt  t ransla ­
cji o d pow ie dn ie go  m R N A ,  a nic pro teol izy innych 
form Ob-R [22], N a jw ię k sz e  ilości tego receptora 
w y s t ęp u ją  w osoczu,  a syn te ty zow any  jes t  on w w ie ­
lu narządach .  P rz ypu szc za  się, że rozpuszcza lna  for ­
ma receptora  leptyny o d po w ia da  za t ransport  leptyny

Izofonny receptora leptyny i ich lokalizacja narządowa

Izoforma Nazewnictwo Lokalizacja narządowa

OB- Rl ; Podwzgórze, splot naczyniówkowy, węzły

długa O B - Rb; chłonne, płuca, tkanka tłuszczowa, nerki,
LR-LF wątroba, łożysko,  nadnercza

Podwzgórze, splot naczyniówkowy, węzły

krótka
OB- Rs i . : iub 3 
OB- Ra c |ul, L); 
LR-IF

chłonne, płuca, tkanka tłuszczowa, nerki, 
wątroba, łożysko, nadnercza, śledziona, je l i ­
to, trzustka, kora mózgowa, jelito, serce, ko­
mórki układu krwiotwórczego, komórki 
śródbłonka naczyń krwionośnych

rozpuszczalna
O B - R | ; 
LR-SF

Osocze
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we krwi  [12, 22, 39], Sy nt e tyzo wa na  przez  komórki  
t łuszczowe leptyna jes t  uwaln iana  do krwi,  gdzie 
wiąże się ze specy f i cznym i  białkami.  Propon uje  się, 
że białka  te to właśn ie  rozpuszcza lne  formy recep to­
ra leptyny,  a zw iąz an ie  leptyny p o w od uj e  z a h a m o ­
wanie  jej b iolog icznej  ak tywnośc i .  [39, 40],  U osób 
o ty łych obserwuje  się w z m o ż o n e  wydzie l an ie  lep ty­
ny do krwi.  Jest  jej  w ó w c z a s  zbyt  dużo by cała pula 
mogł a  zostać zw iązana  z b iałkami ,  więc nadm iar  p o ­
zostaje w formie  wolne j  (aktywnej ) .  U osób 
szczupłych  s tężenie  lep tyny we krwi  jes t  niskie.  W 
takiej sytuacji  p rak tycznie  cała pula h or m on u w y s tę ­
puje we  krwi  w postac i  związanej ,  a więc  n ie a k ty w ­
nej. N ie akt yw na  leptyna nie może  h a m o w a ć  p ro d u k ­
cji nc u ropeptydu  Y przez  ne urony  podw zgó rza  [39].

Wraz  z krwią  ho rm on  t ranspo r towa ny jes t  do 
mózgu.  Tu, aby móg ł  związać  się z receptorami  w 
po dw zgó rz u ,  mus i  p rzedos tać  się przez  bar ie rę  
krew-móz g.  Po ni ew aż  w m ó z g u  nic wykr y to  m R N A  
leptyny,  p r a w d o p o d o b n ie  cała jej  pula pochodzi  z 
poza  cen t ra lnego  układu  ne rw o w eg o  [41). Roz waża  
się dwie  moż l iwośc i  t ranspor tu  leptyny do płynu m ó ­
zgow o- rd zen io we go .  Jedna  z nich to t ransport  za p o ­
m o c ą  recep to rów z lo ka l iz ow anyc h  w splocie n a c z y ­
n i ó w k o w y m  i op onach  miękkich .  Są  to receptory 
typu O b - R sl [11, 12], Druga to t ranspor t  z krwi  do 
m ó z g u  poprzez  ś r ódb łonek  naczyń  włosow atych ,  
p r aw do po do bn ie  również  za po śr ed n ic tw em  recepto­
ra leptyny [42], Po przedos tan iu  się przez  bar ie rę  
k r e w -m ó z g  leptyna  m oże  działać bezpośrednio  na 
neu ron y  pod wzgórza .  O b ec no ść  m R N A  receptorów 
leptyny,  g łównie Ob-Rj  s twierdzono we wszys tk ich  
re jonach pod w zgórz a  odp ow iedz ia ln yc h  za u t r z y m y ­
wanie  homeos ta zy  energe tyczne j .  Dotyczy to 
zw ła szcza  jąd ra  łukowatego ,  k tórego neurony  p r o d u ­
kują  neuropep tyd  Y [43],

IV. Mechanizm działania receptora leptyny 
—  sygnalizacja z udziałem receptora lep­
tyny (Ob-F^ )/kinaz tyrozynowych Janusa 
(JAK)/czynńików transkrypcyjnyeh ak­
tywowanych przez kinazy tyrozynowc Ja­
nusa (STAT)

Ze względu  na zdolność  przeka zy wan ia  sygnałów 
do w nęt rza  k om ór ek  na jwięce j  uwagi poś więc a  się 
receptorowi  O b - R L. Podobn ie  ja k  wiele  innych re ­
cep to rów cytokin klasy I, nic wyka zu je  on własnej  
wewn ęt r zne j  ak tywnośc i  k inazy  tyrozynowej .  P e w ­
ne f ragmenty  cząs teczki  receptora  w y k a z u ją  je d n a k  
zdolność  wiązania  kinaz JAK.  Fragm en ty  te okreś la ­
ne s ą  jako  b o x l  i box2  (Ryc. 1) [44], b o x l  zna jduje  
się w domenie  w e w n ą t r z k o m ó rk o w e j ,  w części

położonej  b l i sko b łony  cy toplazmatyczne j  w 
z wiązku  z tym obecny  jes t  fo rmach O b - R L i 
O b - R S] 2 3 • box2  p o ł ożon y  jes t  bliżej końca  C i ob ec ­
ny jes t  tylko w recep torze  O b - R L.

Propon uje  się nas tęp ują cy  przebieg  procesu sy­
gnal izacj i  w e w n ą t r z k o m ó r k o w e j  z udz ia łem Ob-R/  
JAK/STAT, k tóry  sch em a ty czn ie  przeds tawio no  na 
rycinie 2. Zw ią zan iu  leptyny  przez  receptor  t ow arzy­
szy mu l t im cry za c ja  ( p raw do podobn ie  homod im ery-  
zacja)  j e g o  cząs teczek  [45] (Ryc. 2a, 2b), p rzy łącze­
nie cząs t eczek  kinaz J A K  oraz  ich ak tywacja  (Ryc. 
2b). Z a k t y w o w a n e  k inazy  fos fory lu ją  nas tępnie 
resz ty ty roz ynow c zna jdu jące  się w  obrębie  s e k w e n ­
cji b o x 3 w  cząs teczkach  receptora [46]. S twarza  to 
m oż l iw oś ć  do łączenia  do tych sekwencj i  a k ty w a to ­
rów t ranskrypc j i ,  z rodz iny  b ia łek  STAT (Ryc.2c).  
Białka  te równi eż  u lega ją  fosforylacj i  p rzez kinazy 
JAK,  a następnie  tak zak ty w o w a n e ,  w formie horno- 
d im erów  pr z e m ie s z cz a ją  się do ją dr a  ko m ó rk o w eg o  
tam regulując  proces t ranskrypc ji  (Ryc. 2d). Dotyczy 
to c z yn n ik ów  STAT 1, 3, 5, 6  [ 15, 44,  46,  47]. Prz ed­
s tawiony  powyżej  m e c h a n iz m  dz ia łan ia  nie jest j e ­
d yn ym  p r o p o n o w a n y m  przez  badaczy.  Według j e d ­
nej z h ipo tez  związanie  leptyny przez  receptor  nie 
po w odu je  j e g o  o l igom cryzac j i  a zm ia nę  konformacji  
j u ż  i s tniejącego m ul t im eru  [17]. Udzia ł  w syg nal iza­
cji ko mó rk owe j  pr zypisu je  się g łównie  receptorowi  
Ob-Rj  . Pu bl ik ow ane  są też dane  świadczące  o m o ­
ż liwośc i a k ty w o w a n ia  J A K  także przez  inne niż 
Ob-Rj  formy receptora  [48, 49],

V. Receptor leptyny a otyłość

D o w ie d z io n y  został  zw ią zek  mutacj i  w ko ­
du jącym lep tynę  genie  ob  u my sz y  [3], a ostatnio 
także i u ludzi [50] z w y s t ę p o w a n ie m  otyłości .  Nic 
wszys tk ie  przypadki  otyłośc i m o ż n a  je d n a k  wyjaśn ić  
u s zko dz en ie m  tego genu,  co więcej  wyk azan o  istnie­
nie innych ge nów  o dp ow ie dz ia ln yc h  za regulację 
masy  ciała [1 ,2] .  Je d n y m  z nich jes t  gen kodujący  re ­
ceptor  leptyny  [11]. Od kry to  w ys tępo wan ie  wielu 
mutac j i  w tym genie,  ale ich związek  z rozwojem 
otyłości  nic jes t  do ko ńca  jasny.  Najlepiej  poznaną  
m u ta c ją  genu  recepto ra  leptyny  jes t  mutac ja db  u m y ­
szy. U my sz y  db /db  w cksonic  k o du ją cym  f ragment 
C- tc rmin a lny  cząs teczki  receptora  O b - R L wys tępuje  
t ranswers ja  G —>T. Prowadzi  to do pow stan ia  nowego 
miejsca  sk ładania  ck so n ó w  w transkrypc ie,  a j e d n o ­
cześnie  do pows tan ia  n o w e g o  kod onu  za t rzy­
m u jąc ego  t rans lację.  S k ut k ie m  tego jes t  p r z e d w c z e ­
sne zakończen ie  syntezy  białka,  a tym sam ym  p o ­
wstan ie  kró tszego  produktu  (Ryc. 3). Taki receptor  
zawiera  d o m e n ę  c y to p la z m a ty c zn ą  z b u d o w a n ą  z 34
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Ryc. 2. Proponowany mechanizm przekazywania sygnałów z udziałem receptora leptyny (L —  leptyna).
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TYP DZIKI

G

MUTANT db

T
www:
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o
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A K T Y W N Y
R E C E P T O R

N I E A K T Y W N Y
R E C E P T O R

Ryc. 3. Składanie eksonów oraz powstawanie różnych produktów białkowych u myszy typu dzikiego i mutantów db/db.

am in ok wasó w,  jes t  więc  taki sam j a k  receptor  typu 
O b - R S) i tak jak  on nic w ykazuje  zdolności  a k ty w a ­
cji c zyn ników t ranskr ypc yjn ych  STAT. Fragmen ty  
odpowiedz ia lne  za w iązanie  leptyny  pozos ta ją  n i e ­
zmienione  [12, 18].

U szczurów gen kod ujący  receptor  lep tyny  o z n a ­
czono jako jci [9, 5 1 ]. W  genie  Ja  odkry to  t ranswers ję  
AC p ro w a d z ą c ą  do zm ian y  a m in o k w a s u  w sekwencji  
białka —  Gln 26 9P ro  [52], Muta c ja  ta może  w y s tę p o ­
wać we wszys tk ich  izofo rmach  receptora  leptyny u 
szczurów ja / ja  i p o w o d o w a ć  zm ia nę  s t ruk tury  drugo-  
rzędowej białka.  Nie  z a o b s e rw o w a n o  przy  tym j e d ­
nak ani is totnych zaburzeń  ekspres j i  genu,  ani też 
zmiany  p o w in o w a c tw a  receptora  do leptyny [52], 
Spr aw dzono także czy muta c ja  ja  w p ły w a  na ilość 
cząsteczek  receptora  leptyny w błonic komórkowej .  
W p ro w ad zen ie  genu  Ja  do kom órek  C O SI  s p o w o d o ­
wało  zm nie jszenie  ilości cząs teczek  receptora  na p o ­
wierzchni  tych k om ór ek  [53], Jednak  nic to p r a w d o ­
podobnie  jest  p r zyc zy ną  n ie pr aw id ło w ego  dz ia łania  
receptora.  W  kom órk ach  C H O  ze z m u to w a n y m  g e ­
nem ja , po m im o  nadprodukcj i  receptora  leptyny, 
w ys t ępuj ą  zabu rzenia  p r zek azyw an ia  sygnału.  W 
związku  z tym, że t ranswers ja  AC z loka l izowana  jest  
we f ragmencie  genu  k o du ją cym  d o m enę  C- tc rmi-  
na ln ą  m ożna  przypuszczać ,  iż zaburza  ona tworzenie

m u l t i m eró w  receptora ,  n iez bę dnych  do pr aw id ło w e­
go je g o  dz ia łania [54],

Wynik i  badań  genu ko du ją cego  receptor  leptyny u 
ludzi nic p o z w a la j ą  wyc ią gn ąć  j e dnoz naczn yc h  
w n io s k ó w  dot ycz ącyc h  za leżnośc i  pom ię dz y  z m i a ­
nami  w sekwencj i  nu klc o ty dowc j  genu,  a w ys tę po ­
w an ie m  otyłości .  U osób o ty łych  m ożn a  z a o b se rw o ­
wać  niższe s tężenie leptyny w p łynie  m ó z g o w o - r d z e ­
n io w y m  niż w sur owicy  krwi  [55], Świadczyć  to 
m oże  o zaburzeniach  t ranspor tu  leptyny  przez  bar ie ­
rę kr ew -m ózg.

W  trakcie ba dań  s t ruktury  genu  receptora  leptyny 
odkry to ki lka w a r ia n tó w  sekwencji  nuklcotydowcj  
eks on ów  i int ronów.  N iek tóre  z nich pr o w a d z ą  do 
zmian  a m i n o k w a s ó w  w leptynie.  W  ża dnym  w y p a d ­
ku nic w y k a z a n o  j e d n a k  w p ły w u  na jej  działanie 
[56-58],  Nie  zna lez iono  mutac j i  nonsensown ych,  
p r ze sunięc ia  r am y  odczytu ,  dclccj i  czy też insercji.  
Nic  p o t w ie rd zon o ró wnież  w p ł y w u  żadnej  z wys tę ­
pujących  mutac ji  pu n k to w y c h  na powstan ie  nowego 
mie jsca  sk ładania  eksonów,  tak ja k  ma to miejsce  u 
my szy  db/db . Odkry te  wa r i an ty  a l lc liczne  wys tępu ją  
z n iemal  r ó w n ą  częs toś c i ą  u osób otyłych i 
szczup łych  [57], Po w yż sze  dane  sugerują,  że otyłość 
u ludzi j es t  w n i ewi e lk im  s topniu  związana  z m u t a ­
cjami w genie  ko d u ją cy m  receptor  leptyny.
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Krajowa Nagroda Naukowa z Zakresu Genetyki 
Roślin im. Stefana Barbackiego 1999

Rada Naukowa Instytutu Genetyki Roślin PAN w Poznaniu ustanowiła Krajową Nagrodę Na­
ukową z Zakresu Genetyki Roślin im. Stefana Barbackiego.

Ideą nagrody jest wyróżnianie młodych naukowców zajmujących się genetyką roślin i promowanie 
osiągnięć będących rezultatem badań prowadzonych w warunkach krajowych laboratoriów.

Nagroda przyznawana jest od 1 994 roku corocznie, przez Kapitułę Nagrody, za oryginalne prace 
badawcze udokumentowane publikacją w krajowym lub zagranicznym czasopiśmie w okresie ostat­
nich trzech lat, dotychczas nienagradzane.

W  roku 1999 Kapituła przyznała:

nagrodę I stopnia - dr JARO SŁAW O W I BURCZYKOW I (WSF^ Bydgoszcz) za „Osiągnięcia w za­
kresie genetyki populacyjnej drzew iglastych“

nagrodę II stopnia - mgr PAWŁOWI FIEDOROW OW I (UAM Poznań) za „Oryginalny wkład do 
taksonomii molekularnej wątrobowców“

Sponsorami funduszu nagród byli: Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roślin - Radzików, Hodowla 
Roślin „Danko“ - Choryń, Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze „Polan“ Sp. z o.o. - Kraków oraz Ho­
dowla Roślin Szelejewo Sp. z o.o.
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Wskazówki 
dla Autorów

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
kwartalnik „Postępy Biochemii" publikuje prace 
przeglądowe omawiające nowe osiągnięcia, koncepcje i 
kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew­
nych; publikuje też noty z historii biochemii, zasady polskie­
go słownictwa biochemicznego, recenzje nadesłanych 
książek oraz sprawozdania ze zjazdów, konferencji i szkół, w 
których biorą udział członkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach Bio­
chemii" mogą mieć charakter artykułów monograficznych 
(do 20 stron tekstu licząc piśmiennictwo i tabele), mini­
reviews (do 10 stron tekstu), oraz krótkich not o najnow­
szych osiągnięciach i poglądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i 
ścisłość podawanych informacji oraz poprawność cytowa­
nego piśmiennictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a 
przedstawione zagadnienia zilustrowane za pomocą tabel, 
rycin: wykresy, schematy, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na 
rozdziały i podrozdziały, których rzeczowe tytuły tworzą spis 
treści. Zgodnie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry 
rzymskie, podrozdziały odpowiednio rzymskie i arabskie, 
np. 1-1, 1-2. Poprawność logiczna i stylistyczna tekstu wa­
runkuje jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy przeto 
winni unikać składni obcojęzycznej, gwary laboratoryjnej, a 
także ograniczać stosowanie doraźnie tworzonych skrótów, 
nawet jeśli bywają używane w pracach specjalistycznych. 
Każda z nadesłanych do Redakcji prac podlega ocenie 
specjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja za­
strzega sobie możliwość skrócenia tekstu i wprowadzenia 
zmian nie wpływających na treść pracy, deklaruje też goto­
wość konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznaczne z 
oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikowana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszo­
na w „Postępach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) 
zamierza(ją) włączyć do swego artykułu ilustracje publiko­
wane przez autorów prac cytowanych, należy uzyskać i 
przekazać nam odpowiednią zgodę na przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: prosimy o nadsyłanie dwóch egzemplarzy wy­
druku oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w for­
macie IBM PC. Wydruk powinien być jednostronny (około 
30 wierszy na stronie i około 60 znaków w wierszu), z le­
wym marginesem około 4 cm. W przypadku stosowania w 
tekście liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie ołów­
kiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

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

do korespondencji, tytuł artykułu w języku polskim i angiel­
skim oraz-w prawym dolnym rogu: liczbę tabel, rycin, wzo­
rów i fotografii oraz skrócony tytuł pracy, zamieszczany na 
okładce czasopisma (do 25 znaków).

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

Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pra­
cy, piśmiennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzo­
rów i fotografii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz piśmiennictwa obejmuje
prace w kolejności ich cytowania w tekście, zaznacza się je 
liczbami porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadratowe, np. 
[3,7,9-26]. Odnośniki bibliograficzne powinny mieć nową, 
uproszczoną formę. Sposób cytowania czasopism (1 ), mo­
nografii (2), rozdziałów z książek jednotomowych (3), roz­
działów z tomów serii opracowanych przez różnych redak­
torów (5) wskazują poniżej podane przykłady.

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

2. B o s t o c k  CJ ,  S u m m e r  A T  (1978) The 
Eucaryotic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amster­
dam

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

4. D e l e j  J, K e s t e r s  K (1975) W: F I o r k i  n 
M, S t o t z  E H (red) Cmprehensive Biochemistryt29B. El­
sevier, North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

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

ILUSTRACJE: ryciny powinny być zapisane na dyskiet­
ce jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czar­
no-białe (kontrastowe) powinny być wykonane na papierze 
matowym. Istnieje możliwość wykonania reprodukcji barw­
nych, ale ich koszty ponoszą Autorzy. Na rycinach nie nale­
ży umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skróta­
mi. Osie wykresów powinny być opatrzone napisem łatwo 
zrozumiałym. Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny podej­
muje wydawca. Ilustracji nie należy włączać w tekst maszy­
nopisu, lecz odpowiednio ponumerować: ryciny noszą cy­
fry arabskiej, wzory zaś rzymskie. Na marginesie tekstu na­
leży zaznaczyć ołówkiem preferowane miejsce umieszcze­
nia ryciny czy wzoru. Słowne objaśnienia znaków graficz­
nych można umieścić w podpisie pod ryciną, rysunkowe 
zaś jedynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia rycin 
sporządza się w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilu­
stracji należy na odwrocie podpisać imieniem i nazwiskiem 
pierwszego z Autorów i pierwszym słowem tytułu pracy oraz 
oznaczyć „góra-dół" (ołówkiem, na odwrocie). Ze względu 
na wewnętrzną spoistość artykułu wskazane jest konstru­
owanie oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie 
danych z piśmiennictwa.

Wydruk i załączniki (w dwu egzemplarzach) oraz dys­
kietkę, właściwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w 
czasie transportu, prosimy przesłać na adres:

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