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ARTYKUŁY

MikroRNA —  nowi członkowie rodziny niekodujących
RNA

MicroRNAs — new members of non-coding RNA family

JACEK KRÓL', DANUTA KACZYŃSKA2, 
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R N A ) dw unic iow y  RNA; H E N I roślinne białko  regulatoro­
we; m iR N A  m ikroR N A ; m ikro  RNP — kom pleks 
rybonukleopro te inow y zawierający  m ik roR N A ; ncR N A  
(ang. n o n -c o d in g  R N A ) niekodujące  białek RNA; PPD (ang. 
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transkrypt m ikroR N A ; RISC kom pleks  blokujący induko-
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SNP po lim orf izm  po jedynczych  nukleo tydów; V I G - — (ang. 
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I. Wprowadzenie

U wielu eukarion tów,  w tym również  w transkryp-  
tomie człowieka ,  z id entyf ikowano l iczne RNA,  k tó­
re nie są mat rycą  do syntezy białek,  lecz funkc jonują  
jako  n iekodujące RNA (n cR N A ) regulujące różne 
procesy komó rkowe.  K od ow ane  przez genom nieko­
dujące RNA są wysoc e  he te rogenne  zarówno pod 
względem funkcji  j ak  i struktury.
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Wyró żni a  się kon s ty tu tywne  RNA, ulega jące  w 
komó rce  ekspresj i  na stałym poz iomie  i n iezbędne  
do jej  p r aw id ło w ego  funkcjonowania ,  oraz  regula to­
rowe RN A,  syn te tyzowane  w okreś lonej  fazie cyklu 
czy s tad ium rozwoju  komórki  i zdolne  do kont ro lo­
wania  ekspresj i  innych genów  na poz iomie  t ran­
skrypcji  czy t ranslacj i  [1]. Dodatkowo,  ze względu  
na d ługość  o l igomeru  we frakcji  regula torowych 
n c R N A  można  wyróżnić:  (i) podklasę  małych 21-25 
nuk leo ty do wy ch  m ik r o R N A  (m iR N A )  dz ia łających 
jako regula tory procesu  rozwoju  u nicieni ,  o w a d ó w  i 
ssaków; (ii) g rupę  małych R N A  (sRNA) długości  
~ 100 —  200 nt scharak te ryzowanych  jako  regulatory 
translacj i  w komórkach  bakteri i  oraz grupę RNA 
> 1 OOOOnt z a a n ga żo w aną  w b loko wanie  ekspresj i  g e ­
nów u wyższych  eukar ion tów [2],

Klasa m ik ro RN A jest  l iczną i szeroko ro z ­
ga łęz ioną  f i logenetycznie  gru pą  z ident y f iko wa ną  za ­
równo  w t r anskryptomach rośl in,  j ak  i zwierząt .  N i e ­
które m ik ro R N A  w yk a z u ją  zach ow aw cz oś ć  e w o l u ­
cy jną  u or ga n iz m ów  znacznie  odda lonych  f i logene­
tycznie.  Po jedynczy  organizm może  zawierać  setki 
różnych  cząs teczek  m iR N A ,  gene rowanych  w całym 
organizmie  lub ulega jących ekspresj i  w sposób  swo-

Tabela 1.

Charakterystyka porównawcza mikroRNA i dupleksów siRNA

m ikroR N A siR N A

P o d o b i e ń s t w a

a. potranskrypcyjne regulatory ekspresji

b. ol igom ery o podobnej długości 21 -25nt generowane  przez nukleazę 

Dicer

c. tw o r z ą - 5 0 0  kDa kom pleks  rybonukleoprote inowy z b iałkami z rodziny 

PPD

d. funkcjonalność obu ncR N A  u niższych organ izm ów zależy od ATP

a. powsta ją  z prekursora RNA a. powsta ją  z dsR N A różnej długości

o długości ~70nt posiadającego jedynie  w regionach całkowicie

strukturę typu hairp in dwunic iow ych

z niesparowaniam i w trzonie b. ak tyw ną form ą jes t  dupleks

b. ak ty w n ą  fo rm ą  jes t  jednon ic iow y c. dzia łają  na dowolne  miejsce w

oligomer m R N A  wykazujące k o m plem en­

R ó ż n ic e
c. dzia łają  na regiony 3 'U T R  m R N A tam ość  z an tysensow ą nic ią  dupleksu

d. k o m plem en tam ość  hybrydy d. hybrydyzują  z doce low ym  m R N A  na

m ik ro R N A /m R N A  nie jes t  całkowita zasadzie  całkowitej

e. pow odu ją  głównie  zablokowanie komplementarności

translacji lub rzadko degradację e. w y w o łu ją  degradację  m R N A

m R N A f. m ają  pochodzenie  endo i\lub

f. kodowane są  endogennie  przez geny 

m ir

egzogenne

isty dla danego  stad ium cyklu kom órk ow ego,  typu 
komórki  czy rodza ju tkanki.  Natura ln ie  wys tępujące  
m ik ro RN A  sąo l i g o m eram i  długości  19-25 nukleoty-  
dów,  powsta jącymi z tworzącego  nie regularną  s t ruk­
turę typu spinka do w ło só w prekursora  p re -m iR NA 
ko do w anego  przez genom.  Wszys tk ie  w yda ją  się być 
zaangażow ane  w pot r ansk rypcyjn ą  regulac ję  eksp re ­
sji swois tych doce lowych mR N A .  Większość  d a ­
nych dotyczących  me ch an iz m u działania m iR N A  
pochodzi  z badań małych  przejśc iowych RNA,  regu ­
lujących fazy rozwoju  nicienia C aenorhabd itis  ele- 
gans. Analizy białek uczes tn iczących  w g e n e ro w a ­
niu dojrza łych i funkcjona lnych m iR N A  wykaza ły  
zaangażowanie  m ik roR N A  w procesach ko nie cz ­
nych dla prawid łow ego rozwoju  roślin i zwierząt .  
R óżnorodność  składu nuk leo ty dowego i długości  se ­
kwencj i  św iadczą  o szybko postępującej  ewolucj i  
mikro RNA .  Ich wys tępow an ie  za równo w k o m ó r ­
kach rośl innych,  j ak  i zwierzęcych  sugeruje,  że 
p ie rwsze  m iR N A  pojawi ły  się w chwili  wyk sz ta łc e ­
nia się z łożonego życ ia  wie lokomórkow ego .

M i k ro R N A  są podobne  do małych in te r fe rencyj­
nych RNA (s iRNA ) indukujących  b lokowanie  eks­
presji genów na drodze  interferencji  R N A  (RNAi) .

POSTĘPY BIOCHEMII 49(4), 2003 215http://rcin.org.pl



s iRNA są 2 1 -25nt  dupleksami  RN A powsta jącymi  w 
wyniku  t rawienia  dw un ic iow ego RNA  (dsRNA)  
przy udziale w ie lodomenow ej  rybonukleazy  Dicer  
[3, 4]. Dojrzałe s iRN A tw or zą  komp leks  rybonukle-  
opro te inowy z w ie lkocząs te czkow ym  kom pleksem 
RISC (ang. R N A -In d u c e d S ile n c in g  C om plex)  zdolny 
do rozpoznania  i degradac ji  m R N A  o sekwencj i  
komplementarne j  z a n ty se nsow ą  n icią  dupleksu  [5, 
6]. Proces b loko wania  ekspresj i  genów indukowany 
s iRNA zaobse rw ow an o u zwierzą t ,  roślin i n iek tó­
rych ga tun ków  grzybów.  Jest  on praw dopodobni e  
zaan gażo w any  w ochronę  geno mu  przed  wirusami ,  
t ranspozonami  czy ekspans ją  sekwencji  p o w t a ­
rza jących się lub innych aberacyjnych  endo-  czy e g ­
zogennych  d s R N A  mo gą cyc h  zakłóc ić  stabi lność g e ­
ne tyc zną  komórki .  Pod w zg lędem s truktury i funkcji  
m iR N A  i s iRNA różn ią  się między  sob ą  w wielu 
aspektach,  j ed na k  obie cząsteczki  po w st a ją  z uż y ­
c iem tych samych m e c h a n iz m ó w  enzyma tyc znych  
(Tabe la 1).

II. Odkrycie i analiza mikroRNA

Obecnie  znanych  jes t  około  300 m ik ro R N A  z id en ­
tyf ikowanych  w komór kach  roślin i zwierząt .  P ie rw ­
szymi reprezentan tami  grupy  i za razem najlepiej  
obecnie  scharak te ryzowanymi  m iR N A  są lin-4 i let-7 
zaanga żow ane  w rozwój  osobniczy  nicienia C .ele- 
g a n s  [7],

II - l .  stRNA —  pierwsze mikroRNA

Pierwsze  odkryte  m ik ro RN A - lin-4 i let-7, w y o d ­
rębnione  z grupy n i ekodujących  R N A  i nazwane ,  ze 
względu  na ich prze jś c iow ą ak tywność  ekspresyjną ,  
małymi  prze jśc iowymi  R N A  —  s tRNA (ang. sm a li  
tem pora l flAAi-stRNA), kontro lu ją  pos tembr iona lny  
rozwój  nicienia poprzez  regulac ję  ekspresj i  białek,  
pows ta jących  z t r anskryptów zawiera jących w reg io­
nach  3 ’U T R  miejsca ko m ple m en ta rn e  do s tR NA [8,

9].
Sklono wanie  ge nó w  lin -4  [8] i le t-7  [10, 18] w y ­

kazało n ie typowość  obu sekwencji .  Ge ny s tR NA są 
n iewie lk ich  rozmiarów,  ko du ją  ~70 nt  pre kursorowe 
cząsteczki  ds R N A  (pre-s tRNA),  z których g ene ro ­
wane  są dojrza łe  ~20 nt  s tR NA  i p o m im o  wysokiej  
he te ro tkankowej  ak tywnośc i  ekspresyjne j  nie 
s twierdza się ich produktu  b ia łkowego.  Gen k o ­
dujący lin-4 został  odkryty poprzez  ana lizę  opar tą  na 
los owym i sys te ma tyc znym  w ys zukiw an iu  mutan ta  
w yka zu jącego  zm ieniony  wzó r  podz ia łów i r óżnic o­
wania  ko m ó rk o w eg o  [11]. G en o m  nic ienia pof rag-  
m en to w any na odcinki  DN A  długości  - 7 0 0  pz został

sk l onowany w pos zukiwaniu  sekwencji  umożl i ­
wiającej  zniesienie  fenotypu lin -4  . Odnaleziony 
gen nie zawiera ł otwartej  ramki  odczytu h o m o lo ­
gicznej  do znanych  sekwencji  O R F zachowanych  
ewolucyjn ie  u czterech ga tunków C aenorhabd itis  i 
nie kod owa ł  białka.  Analiza  typu N orthern  b io t w y ­
kazała is tnienie dwóch małych RNA  kom pl em ent a r ­
nych do jedne j  nici genu: domin ują cego  i lośc iowo 
21 -22nt  RNA (l in-4S) oraz mniej  l icznego 61nt  RNA 
(l in-4L).  Badanie  odporności  na dz ia łanie  nukleaz 
pozwoli ło  na precyzyjne  zma po wa ni e  końców obu 
R N A  i wykazanie ,  że mnie j szy  l in-4S jes t  kons ty tu­
t y w n ą  częśc ią  końca  5 ’ l in-4L,  s tanowiącego  pote n­
c ja lną  cząs teczkę  p r eku rs or ow ą dla l in-4S [8].

Badania  te dostarczy ły danych  o funkcji  genu 
lin -4  w rozwoju  nicienia.  22nt  lin-4 powsta jący  z 
61 nt p rekursora  jes t  ak tywatorem przejścia I w cze ­
snego s tadium do II w cze sne go  s tadium larwalnego.  
s t RNA lin-4 jes t  kom pl eme nt a rn y  do krótkich se­
kwencji  regionu 3 ’U T R  m R N A  l in -14 i l in-28. Tran- 
skrypt  l i n -14 zawiera s iedem miejsc częśc iowo k o m ­
plementarnych  do RNA  lin-4 s tanowiących  miejsca 
doce lowe dla s tR NA [7]. Mutac je punk towe  we 
wszys tkich s iedmiu mie jscach  znoszą  regulację  roz­
woju  za leżną  od lin-4 [12]. Z kolei w sekwencji  
3 ’U TR  lin-28 zna jduje  się po jedynczy  15nt region 
częściowo ko m pl em ent a rn y  do lin-4 [13]. Delecja 
tego miejsca  powod u je  n ie prawid ł ową ekspres ję 
l in-28 wynika jącą  z b łędnego  funkc jonowania  b lo­
kowania  ekspresj i  genu  za leżnego  od s tRNA.

We w cz esnym  I s tadium la rwalnym synteza  hete- 
rochronicznych  białek L i n - 14 i Lin-28  jes t  h a m o w a ­
na w wynik u  aktywacj i  ekspresj i  lin -4 , co jes t  sy­
gna łem progresj i  kolejnej  fazy organogenezy  nicie­
nia [14], Mutanty  lin -4  wy ka zuj ą  zmienion ą  syn ­
chronizac ję rozwoju  pos t embr i ona lnego  z zaburzoną  
kole jnośc ią  e tapów la rwalnych i linień. Nicienie  po ­
zbawione  genu lin -4  wielokro tn ie  inicjują wczesne  
s tadium la rwalne i nie pr zechod zą  do później szych 
e tapów rozwoju  [15-17],

Gen le t-7  został  z identyf ikowany podobnie  do 
lin -4  poprzez  anal izę mu tan t ów  C. elegans  w y k a ­
zujących defekty rozwo jowe [18], Podobnie  jak 
lin -4 , le t-7  ulega ekspresj i  zależnie od fazy rozwoju 
organizmu,  osiągając na jwyższy  poz iom aktywnośc i  
ekspresyjne j podczas  os ta tniego  stadium la rwalne­
go, u t r zymującego  się do dorosłego s tadium nicie­
nia. s t RN A let-7 kont roluje przejście pomiędzy  w y ­
mienionymi  s tadiami  rozwojowymi .  21 nt let-7 jes t  
ana logicznym do lin-4 po t r ansk rypcyjnym antysen- 
sowym represorem t ranslacj i ,  p rawdop od ob n ie  ak­
ty wnym w s tosunku do białek L i n - 4 1 oraz Lin-42 za­
anga żowanych  w he te rochroniczny  szlak rozwoju  C.
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Ryc. 1. Sekwencja stRNA i hybrydów stRNA/mRNA. A. Przewidziana komputerowo drugorzędowa struktura prekursora pre-let-7 Caenorhabditis 
elegans, Drosophila m elanogaster i Homo sapiens. Region odpowiadający dojrzałemu let-7 zaznaczono prostokątem. B. Dwa miejsca wiąza­
nia let-7 w regionie 3 ’UTRmRN A lin-41 wykazują różnice w strukturze tworzonego dupleksu hybrydyzacyjnego. Podobne właściwości mogą 
wykazywać interakcje pomiędzy lin-4 a jego docelowym  mRNA.

elegans. Dwa częśc iowo ko mp leme nta rne  mie jsca  w 
regionie  3 ’U T R  t ranskryptu lin-41 s tanowią  mie jsca  
oddz ia ływania  z let-7 [19]. Do ce lo wym m R N A  dla 
let-7 może  też być l i n - 14 zawierający  w regionie 
3 ’UTR obszary  kom ple men ta rne  do obu s tRNA.

s tR NA let-7 jes t  z acho w aw cz y f i logene tycznie  
pod  w zgl ęde m  długości  i składu zasad we w s z y s t ­
kich organizmach  o bilateralnej  symetri i  ciała (Ryc.  
1A) [20]. Sekwenc ję  iden tyczną  z 21 nt o l i gomerem 
le t-7  odna lez iono  w genomach ow ada  (D rosoph ila  
m ela n o g a s te r ) i cz łowieka.  U obu ga tunków z id ent y ­
f ikowano  RN A o długości  21-22nt  wykorzys tu jąc  
hybrydy zac j ę  N orthern  b io t , co dowodzi  ak tywnej  
ekspresj i  genu  le t-7  w kom órkach  obu  organizmów.

Transkr ypt ów let-7 nie wykry to  jedynie  u parzy- 
de łk owcó w i gąbek [21]. Ortologi  docelowej se­
kwencj i  m R N A  dla let-7 odna lez iono  u l icznych w ie ­
l o k om órko w ców  łącznie  z cz łowiekiem [20].

Począ tkow e anal izy  t ranskryptom ów wielu orga­
n izmów,  pr owadzone  m e to d ą  N orthern  b io t , nie w y ­
kazały obecnośc i  sekwencji  p rekursora  let-7. W 
przypadku  C aenorhabd itis  e legans, D rosoph ila  m e­
la n o g a ster  i H om o sa p ien s  sekwencja  gen o m o w a  
le t-7  wraz  z regionami  o tacza jącymi  miR NA,  p o ten­
cjalnie umożl iwiała  t ranskrypc ję  dłuższego  RNA o 
drugorzędowej  s t rukturze nieregularnej  spinki  do 
włosów,  podobnej  do l in-4L. Prekursor  pre-let-7,  p o ­
siada jący swois tą  ga tu nkow o d ługość  ~70nt ,  został
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wykryty  dopiero po inaktywacj i  rybonukleazy  Dicer  
odpowiedzia lne j  za gene rowanie  doj rzałych rni- 
k ro RN A  poprzez  t rawienie cząsteczek prekurso ra  
[22-24],

Pod wzg lęd em funkcji ,  s tR NA lin-4 i let-7 są na j ­
lepiej scha rak te ryzowanymi  m i k r o R N A  lecz m e c h a ­
n izm ich dz ia łania  ja k o  regula torów ekspresj i  genów  
okreś lony  został  na jdokładniej  j edyn ie  w przypadku
C .elegans. L iczne ortologi  s tR NA wykryte  u innych 
organiz mó w w y kaz uj ą  p rze j śc io wą ak tywnoś ć  regu-  
l a c y j n ą p o d o b n ą d o  modelu  typ oweg o dla let-7; sądzi 
się zatem, że również  funkc jonu ją  w pot ranskrypcyj -  
nej regulacj i  genów roz wo jo wych  [21]. S tw ie rdz o­
no, że t ranskrypty let-7 po ja wi a j ą  się u D. m e lanoga-  
s te r  zależnie od s tadium rozwoju  owada ,  a u c z ło w ie ­
ka ich ekspresja jes t  specyf iczna  tkankowo.  W k o ­
mó rkach  D rosoph ila  ekspresja  le t-7  osiąga n a j w y ż ­
szy poz iom w późnej  fazie rozwoju ,  co w odnies ien iu  
do C. elegans, sugeruje  zacho wa ne  ewolucyjn ie  z n a ­
czenie s tRN A w' regulacji  rozwoju.

Obse rwac je  specyf icznych  cech s tRNA s tanowi ły  
punkt zwrotny w za in te resowaniu  m ik ro R N A  i przy-

Tabela 2.

Kryteria identyfikacji miRNA (wg. 81, zmienione)

czyni ły się do sys tematycznych  i pełniej szych prz e ­
szukiwań sekwencji  g e n om ow ych w celu iden tyf ika­
cji małych,  ak tywnych  t ranskryptów wykazu jących  
n iezwykłe  cechy regulatorów ekspresji .

II-2. Identyfikacja populacji m ikroRNA u zwierząt

Dane z pro wa dz on ych  na szeroką  skalę ek sp e ry ­
me ntó w se kw encjo now an ia  ge n o m ó w  dos tarczyły 
informacj i  o obecnośc i  l icznych reg ionów nie k o ­
dujących  białek,  a wykazu jących  ak tywność  tran- 
skrypcyjną  w g e n o m o w y m  D N A  eukariontów.  Część  
tych loci s tanowi f rakcja genów kodujących  funkc jo­
na lne i zdef in iowane  ncR NA.  Sys tematyczne  b a d a ­
nia ge nom u w poszuki waniu  ge nów  ncR NA z w y k o ­
rzys tan iem technik b io informatycznych ,  b io ch e ­
micznych  czy gene tycznych ,  p rzyczyni ły  się do 
identyfikacj i  ko le jnych  ak tywnych m ik roR N A ,  ana ­
logicznych  funkc jona ln ie  do lin-4 i let-7 C. e legans  
(Tabela 2). Stosując k lonowanie  bibl iotek cD N A ,  h y ­
brydyzacje  typu N orthern  czy ana lizę b io informa- 
tyczną  z identyf ikowano dziesiątki  nowych mikro-

Kryterium ekspresji

detekcja przez hybrydyzację  typu N orthern  różnych transkryptów 

~22nt  j ak o  wyselekcjonowanych  pod względem  długości frakcji 

RNA

identyfikacja  sekwencji ~22nt z bibliotek cDNA 

w ygenerow anych  z w yselekcjonow anego  pod względem  

długości RNA; takie sekwencje  powinny odpowiadać  sekwencji 

genom ow ej  organizmu, z którego p ochodzą  klony

Kryterium biogenezy

b.

przew idyw anie  d rugorzędowych struktur p rekursorów pre- 

m iR N A  zawierających sekwencję  ~22nt m iR N A  w układzie 3 ’ 

lub 5' dw un ic iow ego  trzonu struktury RNA typu h a irp in ; 

d rugorzędow a  struktura p rzy jm owana przez sekwencję  prekursora 

m iR N A  pow inna  tworzyć strukturę o najniższej energii 

swobodnej j a k ą  przewiduje  program M F O L D  [ M a t h e w s  i in. 1999 

J. Mol. Biol.  288:911 - 9 4 0 1 lub inne konwencjonalne  programy 

przew idyw an ia  struktur RNA; struktura p re -m iR N A  nie powinna 

zawierać dużych wewnętrznych pętli, a w szczególności dużych 

asym etrycznych  wybrzuszeń; u zwierząt struktury prekursorów są 

zwykle  60-80nt,  podczas gdy u roślin ich długość jes t  bardziej 

zm ienna  i m oże  sięgać kilkuset  nukleotydów 

fi logenetyczna zachowawczość  - 2 2 n t  sekwencji  m iR N A  i 

d rugorzędow ych  struktur pre-m iRNA 

w ykryw an ie  akumulacji prekursorów m iR N A  w kom órkach 

organ izm ów  pozbawionych funkcjonalnej rybonukleazy Dicer
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RNA  s tanowiących  części sk ładowe t ranskrypto- 
rnów C. elegans, D. m elanogaster, M us m uscu lus  czy 
H om o sap iens  [16, 25-28],

Długość  dojrzałych m ik ro R N A  u zwierzą t  j es t  
swoista  ga tunkow o i wynos i  21-25nt .  Istnieje n ie ­
wie lka  grupa m iR N A  o innej długości .  Niek tóre  m i ­
kroR NA  są kodowane  przez kilka g e n om ow ych loci, 
jednak brak jes t  danych dotyczących  istnienia m e ­
chanizmu  regulu jącego  lub koo rdynującego  ich eks ­
presję na poz iomie  ko m órko w ym .  Sekwencje  n ie k tó ­
rych m iR N A  pochodzących  z tego samego o rgan i ­
zmu są bardzo podobne  do siebie,  różniąc się j e d n y m  
lub k i lkoma nukleotydami .  Nie w ia do m o je dnak  czy 
istnieją między nimi również  podobieńs twa  funkcji .

II-2-1 .  M e to d y  b io in fo r m a ty c z n e

Metody komp uter owej  identyfikacj i  reg ionów g e ­
nomu kodujących  białka są n ieefek tywne w p r z y p a d ­
ku poszukiw an ia  sekwencji  genów m iR N A ,  gdyż  
s tosując kryteria wykor zy s ty wane  dla ge nów  bia łko ­
wych moż l iw e  jes t  p rzeoczenie  genów mi RNA.  P o ­
nadto,  mik roRN A m ogą  nie wys tę pow ać  w k o n w e n ­
c jonalnych bibl io tekach c D N A  ge ne rowanych  z po- 
l i adenylowanego mR NA.  Wykorzys tując  swois te  c e ­
chy t ranskryptów s tRNA let-7 i lin-4 op racowa no 
metodologię  b ioinformatyczną,  um oż l iw ia jąc ą  w y ­
szukiwanie reg ionów genomu,  mogą cych  s tanowić 
po tencja lną  mat rycę  do syntezy t ranskryptu ~65nt ,  
tworzącego  dr ug orzęd ową s trukturę typu spinki  do 
włosów. Drugim kryter ium kwal i f iku jącym daną  se­
kwencję  jak o  potencja lny  region kodujący  m ik ro ­
RNA jes t  ana liza  p o ró wna wc za  sekwencji  DN A  p o ­
między or tologami  m iR NA różnych  gatunków.  B a n ­
ki genów, zawierające  ca łkowicie lub częśc iowo 
komp le t ną  sekwencję  g e n o m o w ą  różnych gatunków,  
przeszukiwane  są pod kątem obecnośc i  sekwencji  
m iR NA  wyiz olo wanych  i dobrze  s c ha ra k t e ry zo w a­
nych u jed neg o  gatunku.  Przykładowo,  sekwencje  
miR-34,  miR-60.  miR-72 ,  miR-79  i miR -84  odkryte  
u C. e legans  odna lez iono  w genomie  D. m e la n o g a ­
ster. Z kolei sekwencję  kod ującą  miR-39  z ident yf i ­
kowano na podstawie  zachowaw czości ewolucyjne j ,  
gdyż s tanowiła składnik grupy loci m iR N A  u C. e le ­
gan s  i C. briggsae  [18],

W badaniach m iR N A  C. e legans  p r ognozowan ie  
sekwencji  ncR NA w y ko na no  z użyciem pr og ra m u 
MFO LD ,  umo żl iwia jącego  prz ew idyw an ie  drugo-  
rzędowych struktur  helis,  pętli i wybrzuszeń  fo r m o ­
wanych  przez badany t ranskrypt  [29], Wybrana  se ­
kwencja  s tanowiła potenc ja lny  bezpośredni  p r e k u r ­
sor mikroRNA.  Wyselekc jonowano  40 sekwencj i  
tworzących in s ilico  s truktury typu hairp in  RNA o d ­

powiada jące  wie lkośc ią  i s t rukturą dr ugorzędow ą 
prekursorom pre-let-7 i pre-l in-4.  Z frakcji  ~22nt  
RNA wyi zo low anych  z cRNA,  przygotow ano bib lio­
teki cDNA.  Ponad  5000 n iezależnych insertów' re ­
prezentu jących 3600 różnych sekwencji  poddano 
procedurze  sekw encjonowania .  Każdą  z sekwencj i  
cD NA poró w nano  w bazie B L A S T  do 800000 f rag­
me ntó w gen omu  C .briggsae  oraz do znanych  se­
kwencji  g e n om ow yc h innych ga tunków.  Pojedyncze  
kopie  sekwencji  cD NA,  odp owiada jące  n ieznanym 
wcześniej  t ranskryptom z iden tyf ikowanym w g en o­
mie C .briggsae , poddano modelowaniu  kom p u te ro ­
w em u w programie  mFold  w celu ustalenia struktur  
drugorzędowych.  Bl isko 40 nowyc h sekwencji  
cDN A kod owa ło  t ranskrypty tworzące  drugorzędo-  
we struktury typu ha irp in , z czego  13 użyto do h y ­
brydyzacj i  typu  N orthern . W e  wszys tk ich p rz y p a d ­
kach s twierdzono obecność  małych t ranskryptów o 
długości  ~22nt  [25],

Powsta ł  również  program ko mp ut e ro wy  MiRscan  
umożl iwńający moni torowanie  sekwencji  genom u w 
poszuk iwa niu  genów' mi RNA.  MiRscan  na po ds ta ­
wie dopasowania  do us ta lonych  k i lkue tapowych 
okien s tandardów wstępnie  kwali f iku je  k onse rw a­
ty w ną  sekwencję  nukleo tydową,  przy jmującą  c ha ­
rak te rys tyczną  s trukturę drugorzędową,  jako  p o te n­
cjalną sekwencję  prekursora  p re -m iR NA [30].

11-2-2. M e to d y  g e n e ty c z n e

Metodologia  k lonowania  f r agmentów cDNA  o d ­
powiada jących  ma łym 22nt  t ranskryptom RNA z o ­
stała opracowana  w badaniach procesu interferencji  
RNA [6] i z aadaptow ana  do poszukiwania  m ik ro ­
RNA. Frakc je  krótkich RNA gene rowane  w reakcji  
odwrotnej  t ranskrypcj i  z cDNA  izo lowanego z 
całych organiz mó w (C. e le g a n s , D. m e lanogaster), 
kul tur  ko m órko w yc h czy tkanek ssaków pod da wano  
selekcji  pod wzg lędem długości  poprzez  rozdział  
e lektrofore tyczny.  Cząsteczki  ~20nt  w pro w adz ano  
w wektory  zawiera jące  adaptory końc ów 5 ’ i 3 ’ dla 
małych  t ranskryptów gen erow anych  w komórce  przy 
udziale RNazy klasy III. Dzięki  takiej selekcji  p oz y­
tywnie klony  zawiera ły  jedyn ie  sekwencje  RNA p o ­
wstałe w wyniku  działania nukleazy  takiej j ak  Dicer  i 
s tanowiące  potenc ja lne  mi kroR NA.  Po odwrotne j  
t ranskrypcj i  i amplif ikacj i  me tod ą  PGR,  p lazmidy  
sk ons t ruowanych  potenc jalnych  bibliotek mi- 
k ro- cDNA klonow ano w układach  prokar io tycznych  
i po dd aw ano sekwencjonowaniu .  Sekwencje  inser ­
tów p o r ó w nyw ano  ze znanymi  sekwencjami  RNA 
t ranskryptom u D. m elanogaster.
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Metoda  pozwoli ła  na z identyf ikowanie  małych 
20-23nt  t ranskryptów u lega jących ekspresj i  we  
wczesnych  embr ionach  owadów.  A nal ogi czn ą  m e to ­
dę poszuk iwa nia  m ik ro R N A  zas tosowano w k o m ó r ­
kach  HeLa,  co umożl iwi ło  z identyf ikowanie  ludz­
kich mi RN A.  Geny kodujące  k lo nowane  t ranskrypty  
zna jdowały  się w obszarach eks onow ych lub p o m ię ­
dzy sekwencjami  ge nów  kodujących  b ia łka  [31]. Dla 
większości  now ych R N A  z iden tyf ikow ano se kw en­
cje dłuższych  prekurso rów prz y jmujących  in s ilico  
d rugorz ędowe  s truktury R N A  typu ha irp in  pod obne  
do prekursorów pre- lin-4 i pre-let -7 [16, 25, 26],

II-2-3 .  M e to d y  b io c h e m ic z n e

W identyfikacj i  m ik ro R N A  wykorzys tano  ró w ­
nież badania b io chemiczne  ukie runkowane  na ana li ­
zę me ch ani zm u  pows taw an ia  i dz ia łania  miRNA.  
Liczne  ludzkie m ik ro R N A  wyiz o lo w an o  i sk lonowa- 
no na pods tawie  ich wiązania  się z ko m ple ksem  wie- 
lob ia łkow ym zaa n g a żo w a n y m  w szlak gene row an ia  
m i R N A  [27], W  badaniach  tego typu za s tosowano 
imm uno pre cypi t ac ję  z przec iwcia łami  przec iwko 
b ia łkom Gemin3 ,  G em in 4  oraz IF2C.

W większośc i  eksp e ry m ent ów poprzez  h y b ry d y ­
zację typu N orthern  po twierdzono,  że sk lonow ane  
geny ulegają ekspresj i  j a k o  małe  t ranskrypty.  Ana l i ­
za ta dosta rczyła  informacj i  na temat  przes t rzennego  
i czasowego profi lu ekspresj i  p rekursora  i doj rza łego  
miRNA .

P o m im o  sukcesów w identyfikacj i  nowy ch  m i­
RNA ,  należy mieć na uwadze ,  że jedy ni e  niewielki  
procent  tych nc R N A  został  wykryty.  C hrom os om y 
eukar ion tów zawiera ją  l i czne regiony nie kodujące 
białek,  a ulega jące  aktywnej t ranskrypcj i .  Nie w ia ­
do mo  jednak ,  j ak  wiele z nich koduje  zdef in iowane  i 
funkcjona lne  m iR N A  [32], Liczbę  m iR N A  u C. ele- 
gan s  szacuje się na setki do tysięcy różnych cząs te ­
czek w komórce .  W przy pa dk u  wyższych  euka r ion ­
tów l iczba ta może  być  znacznie  wyższa  [33].

Rozwinięc ie  metodologi i  poszukiw an ia  genów 
m ik ro R N A  stanowi z pe w n o śc ią  krok naprzód  do 
zdef in iowania  R N o m u  m iR N A .  Odn ot ow uje  się j e d ­
nak pewn e ograniczenia  w is tnie jących podejśc iach 
def in iowania  mi RNA.  Większość metod  b io informa- 
tycznych skupia  się na przeszukiwaniu  mię dzygeno-  
wych  reg ionów genomu.  Niek tóre  n cR N A  powsta ją  
je dn ak  z d łuższych t ra nskryptów kodujących  białka 
lub rRNA [34], Istnieje za tem możl iw ość  n i ew y k ry ­
cia m i R N A  wyst ępującego  w j e d n y m  t ranskrypc ie z 
innym R NA  zwłaszcza,  że jes t  mało  prawdopod obne ,  
by m iR N A  ulegał  ekspresj i  z przec iwnej  nici genów 
kodujących  białka. Z kolei  metody  badania  ekspresj i

m o g ą  pominąć  n cR N A  synte tyzowane  w ściśle z d e ­
f in iowanych  warunkach ,  w odpowiedzi  na  sp ecy ­
ficzne sygnały środowiska ,  podczas  swoistych s t a ­
diów rozwoju  czy w okreś lonym typie komórek .  
Puła pką  łowienia  m iR N A  poprzez  k lono wanie  
cD NA jes t  również  możl iwość  gene rowania  b ib l i o ­
tek k lonów z f r agmentów innych n iekodujących  
RNA (np. rRNA,  tR NA czy snRN A)  jak  również  
mR N A  o po dobnych  wyse lekc jon ow anych  d łu g o ­
ściach.

II-3. m ikroRNA roślin

W  komórkach  A ra b id o p sis  tha lina  metod ą  k l o n o ­
wania  z identyf ikowano i w y iz o low ano ponad 100 
m ik ro RN A [35-37],  Homologi  niektórych z nich o d ­
na lez iono w ryżu,  tytoniu i kukurydzy.  Rośl inne  m i ­
k roR N A  w y k azu ją  wiele cech charak te rys tycznych  
dla zwierzęcych  m iR N A .  Gene ro wane  są z cz ę śc io ­
wo hel ika lnego  prekursora przy udzia le  rybonukle-  
azy typu Dicer  nazwanej  D C L I  lub CA F i w y k azu ją  
ekspres ję  specy f iczną  tkankowo.  Cząsteczki  roś l in ­
nych p re -m ik ro R N A  są t rzykrotnie dłuższe  i w y k a ­
zują  bardziej  s tab ilną dr ug or zędo wą s trukturę w p o ­
równaniu  z prekursorami  zwierzęcych m ik ro R N A  
[35, 36, 38, 39], Nie s twierdzono zachowanych  e w o ­
lucyjnie iden tycznych  m ik ro RN A w komórkach  ro­
ślin i zwierząt .

III. Charakterystyka mikroRNA

III-I. Nazewnictwo miRNA

M ik ro R N A  nazywa  się używając  pref iksu „ m i R ” i 
unika towego nume ru  identyf ikacj i  (np. miR-1 ,  
miR-2, . . .  miR-89,  itd.). Nazwy genów kodujących  
m ik ro RN A  zawiera ją  takie same trzy litery prefiksu i 
nume r  pi sane  ku rsyw ą zgodnie  z przyję tymi  za sada ­
mi dla poszczegó lnych  ga tunków (np. m ir-1  u C. ele- 
gans  i D. m e la n ogaster, M IR  156 u A. tha liana  i 
ryżu).  N u m e r  identyf ikacj i  j es t  wyznaczony zgodnie 
z kole jnośc ią  wys tępow an ia  w sekwencji  genu.  Id en­
tyczne  m iR N A  różnych  ga tunków  oznaczone  są ta ­
kim samym num erem.  Jeśli w danym organizmie  
s twierdza się identyczne  m iR N A  generow ane  z róż­
nych prekursorów do ich nazwy do dawa ny jes t  drugi  
nume r  po rz ądko wy  (np. miR-6-1 i miR-6-2) .  P o d o b ­
ne mi RNA,  różniące  się między  sobą sekwencją  ki l ­
ku nukleo tydów,  równ ież  op is ywane  s ą t a k im  samym  
nu m ere m  identyfikacj i  uzupe łn iony m o do datkow e 
litery po rz ądkow e  (np. m i R - 19a i m i R - 19b cz ł o w ie ­
ka, miR-13a  i mi R-1 3b o w adó w  czy let-7e i l e t -7f  n i ­
cienia).

220 POSTĘPY BIOCHEMII 49(4), 2003http://rcin.org.pl



Po szukiwania  nowych m iR NA prowadzo ne  są na 
dużą  skalę. Konieczne  jest  zatem ś ledzenie postępu 
w nazewnic twie  m iR N A  w celu uniknięcia po w ta rz a ­
nia tych samych nazw określa jących różne mikro-  
RN A. Baza danych dostępna  onl ine (ht tp : / /www.san-  
ger .ac .uk/sof tware /Rfam/mirna)  dos ta rcza  in fo rm a­
cji o cząs teczkach  nc R N A  [40], Baza europejsk iego 
konsorc jum EURI T zawiera aktualne dane o m iR N A  
opisanych  w publ ikac jach lub w ma nuskryptach  
przyjętych do druku  (h t tp : / /www.eur i t -ne twork .org).

111-2. Prekursor mikroRNA

Większość  znanych  m ik roR N A  gene rowanych  
jes t  w' sposób asymet ryczny  z pr e-mi kroR NA ,  k tó re ­
go region hel ikalny zawiera  n iesparowania  w postaci  
wybrzuszeń  i pętli wewnęt rznych .  Cząs teczka  p re ­
kursora  powsta je z dłuższego t ranskryptu (pr i -mi-  
RNA) wytwarzanego  w jądrze  k o m ó rk o w y m  ja k o  
p ie rwotny  t ranskrypt  genów m ir  i s tanowiącego  
cząs teczkę  macie rzys tą  prekursora  [41].

F i logene tyczne do wo dy pochodzące  z badań p o ­
równawczych  homolo gicznych  genów m ir  po tw ie r ­
dza ją  duże znaczenie  st ruktury prekursora  dla 
właśc iwej syntezy doj rza łych mik roRNA.  W pr z y ­
padku wys tęp owa nia  ki lkunukleotydow'ych różnic 
pomiędzy  homol og icznymi  m ik ro RN A  C. e legans  i 
C aenorhabd itis briggsae  często obserwuje  się k o m ­
pensacyjne  zmiany  w an tyrównoleg łych  niciach 
st ruktury trzonu prekursora mik roRN A,  pozwala jące  
na zachowanie  charakterys tyczne j  s t ruktury drugo-  
rzędowej  [25]. Podobnie  p re -m iR NA A. tha liana  
oraz sekwencje  g e n o m o w i  ryżu w ykazują  znaczącą  
zachowa wczość  w drugorzędowej  st rukturze pr eku r ­
sora nieza leżn ie  od sekwencji  [36]. W przypadku 
ludzkich miR-30  oraz m i R - 2 1 sparowane  nukleotydy  
u podstawry trzonu prekursora wydają  się mieć kry ­
tyczne  znaczenie  dla pr awid łowego  doj rzewania  m i ­
kroRNA [42], W prowadzenie  do sekwencj i  
pre-miR-21 lub pre-miR-30  mutacji  pun ktowych,  
które l ikwidują sparowania  w t rzonie prekursora ,  
p rak tycznie  e l iminuje powstawanie  doj rza łych m i­
RNA. Ponadto,  subs ty tuc je  zapro jek towane  w celu 
zaburzenia  st ruktury w centrum helisy t rzonu ha mu ją  
zdolność  m i R - 2 1 to b lokowania  ekspresj i  genów' 
[42],

Funkcjona lne m iR N A  mogą  p ow sta wać  za równo 
ze strony 3 ’jak  i 5 ’ t rzonu prekursora.  Częstość  w y ­
s tępowania  m iR N A  po jedne j  z.e stron zaburzonej  h e ­
lisy pre -m iRN A jest  różna. Szacuje się że 25 % m i ­
RNA  gene rowanyc h  jes t  ze strony 5 ’ prekursora ( w' 
tym lin-4 i let-7) a pozostała część z 3 ’ strony [25], 
Stabilny produkt dz ia łania rybonukleazy  Dicer  m oże

pochodzić  z k tóregokolwiek  z dwóch ramion prekur ­
sora, aczkolwiek  nie jes t  znany mechanizm de te rmi ­
nujący s tronę  donorową.  Przypuszcza  się, że w pro ­
cesie tym uczestniczy rodz ina  białek 
A R G O N A U T Ę ,  zdolnych  do rozpoznania  ramienia 
prekursora zawiera jącego  sekwencję  funkc jona lne­
go m ik ro RN A i p rzekazania  informacj i  rybonuklea-  
zie Dicer  [26, 43]. Niek tóre  cząsteczki  p rekursorów 
zawiera ją  funkcjona lne  m iR N A  generowane  z obu 
stron trzonu.  Tak jes t  w przypadku mi R-5 6  i 
miR-56* (* -m ik ro RN A występujący  w mniejszej  
ilości w t ranskryptomie)  oraz m i R - 17 i m i R - 9 1 w yc i ­
nanych z p r e -m iR N A  w proces ie  przypom ina jącym 
syntezę s iR NA ind uko wa ną  rybonukleazą  Dicer  [25, 
27, 36], Mechan izm wycinania  m iR N A  wydaje  się 
zatem być bardzo złożony.

III-3. Geny mikroRNA

Rozmieszczenie  genó w m ir  w genomie  nie jes t  
p rzypadkowa.  Mogą  być one z loka l izowane  
w ewnąt rz  eksonów, int ronów lub między  genami  k o ­
dującymi  białka [31]. Większość poznanych dotąd 
genów m ir  leży w rejonach m iędz yge now ych i j es t  
odda lona  od znanych  loci o co najmniej  lOOOpz. Ich 
ekspresja zachodzi z n iezależnych  jednos tek  tran- 
skrypcyjnych ,  wcześniej  n iez identyf ikowanych  za 
względu  na brak o twar tych ramek odczytu.  Geny 
m iR NA za jmujące  po łożenie  bl isko reg ionów ko ­
dujących  (np. m ir-6 5 ) czy wewną t r z  int ronów (np. 
m ir-7 0 ) u legają  au tonomiczne j  ekspresj i  dzięki 
wła sny m sekwencjom p rom oto row ym  [25, 31]. U C. 
elegans  w regionie przed sek we nc ją  kodującą  let-7 
s twierdzono wys tępowanie  regula torowego e l em en ­
tu TR E (ang. tem p o ra l regu la tory  e lem en t) o d ługo ­
ści 1 16 pz, koniecznego  i wys ta rcza jącego  do kont r o­
lowania  ekspresj i  s tRNA w fazie E3/L4 rozwoju ni­
cienia [44], Region T RE  zawiera  22pz  f ragment  o d ­
wróconych  powtórzeń  (IR) zachowa ny ewolucyjn ie  
u C. b riggsae  i s tanowiący  mie jsce wiązania  
dz iałającego w układz ie  trans  czynnika  TREB  
będącego  potenc ja lnym aktywatorem transkrypcj i  
let-7 [44],

Często geny m iR N A  tworzą  zgrupowania  czy ze ­
społy genowe.  Przykładem jest  zespół  7 para logów 
m iR N A  w genomie  C. e legans  zawierający  geny 
m ir-35  - 4 1 , z loka l izowany w chromosomie  2. H o ­
mologiczne  zgrupow ani e  u C. b riggsae  zawiera  8 p a ­
ralogów. Niek tóre  z m i R N A  w zg rupowaniu  u C. e le ­
g ans  są bardziej  pod obne  do siebie nawzajem,  niż do 
swoich odpowiedników'  w zg rupowaniu  C. briggsae  
i odwrotnie .  Bl iskie są s iedz twa genów m iR NA 
wewnąt rz  zespołu m ir-35  —  41 sugeruje,  że ulegają

POSTĘPY BIOCHEMII 49(4), 2003 221http://rcin.org.pl

http://www.san-
http://www.eurit-network.org


one  transkrypcj i  j ako  pol ic i s t ronowy prekursorowy 
t ranskrypt  RNA ,  co po twierdza  sk oor dyn ow ana  eks ­
presja tych genów kon t ro lowana  przez wspólne  e le ­
menty  regula torowe.  Podobn a  do operonu organiza­
cja i charak te rys tyczna  ekspres ja  pozwa la  wysnuć  
hipotezy  odnośnie potenc ja lnych  funkcji  zg ru p o w a ­
nych genów  m ik roR N A  [25]. Jedna  z nich dotyczy 
sko ordynow anej  kontroli  zespołu n ieza leżnych  d o ­
ce lowych m R N A ,  gdz ie  każdy  m iR N A  ko dowany  z 
danej grupy genów mó głby  ce lować w odmienny 
m R N A  dla zaha m ow an ia  translacj i  j ak ie j ś  rodz iny 
t ranskryptów. W innym przypadku zm aso wane go  
ataku na wspólny  cel, cały zespół  m ik roR N A  mógłby  
kon cent rować  się na tym sam ym  m R N A ,  tak jak  lin-4 
i let-7, potencjalnie  ak tywne  wobec  3 ’ U T R  doc e lo ­
w ego l i n -14 [25, 31 ].

Po dobne  zgrupo wania  g e n o m o w e  z iden tyf iko wa­
no u D. m e la n o g a ster  (np. zespół  ge nów  m ir-3 - 
m ir-6) oraz w ludzkich kom órkach  HeLa (np. zespół  
genów  m ir -17 - m ir-20  z c hr om os om u  13) [26],

Niektóre  m ik ro R N A  k odow ane  są w kilku róż ­
nych loci genom ow ych.  U roślin wiele m iR N A ,  z i­
dentyf ikowanych  na pods tawie  metody  k lonowania ,  
ma  wiele  gen o m o w y ch  miejsc  ma t rycow ych [35]. 
Sekwencje  ludzkiego genu  le t-7  a odna lez iono  w 
cz te rech  c h ro m o s o m o w y c h  loci. W dwóch z tych loci 
wys tępują  zdup l ik owane  sekwencje  kodujące  
cząsteczki  p r ekursorowe o iden tycznych  s t rukturach 
drugorzędow ych [26].

IV. Biochemia biogenezy i funkcji mikroRNA

W jąd rze  k o m ó rk o w y m  z p ie rwotnego  pr i -miRN A 
t r anskrybo wa nego  ja k o  mono-  lub pol ic i s t ronowy 
RNA gene rowany jest ,  przy udziale rybonukleazy  
Drosha  [82], ~60- 70n t  pr ekursor  p re -m ic ro RNA o 
s trukturze  spinki  do włosów.  Swois ta  st ruktura  pre ­
kursora  m iR N A  jes t  rozpo znawana  przez białko 
t ransportujące,  które ekspor tuje  pr e -m iR N A  na teren 
cytoplazmy.  Fakt  p rzy jm owa ni a  przez  pre-mikro- 
RNA st ruktury zaburzonej  helisy o d ługości  ( - 7 0  nt) 
p rzypom ina  inną grupę  n iekodujących  RNA, a m ia ­
nowic ie  tR NA czy Usn R N A .  p re -m ik ro R N A  może 
być zatem po tenc ja lnym subs tratem dla jądr ow yc h  
czynnikó w ekspor tu  Ekspor tyny- t  czy Ekspor ty- 
n y - l / C R M l  [45], Czynnik i  t ranspor tujące  cząs tecz ­
ki tR NA czy ElsnRNA z jądra  do cy toplazmy m o g ą  
potencjalnie rozpoznawać  t ranskrypty  pre-mikro-  
RNA o podobnej  długości  [46].

Kolejny etap b iogenezy zachodzi  na terenie cy to­
plazmy.  gdzie pr e -m iR N A  hydro l i zowany  jes t  przez 
rybonukleazę  Dicer  i p rawdopo do bn ie  przez  inne ry­
bonukleazy  do formy doj rza łego  ~22nt  m ik ro RN A

[41]. Funkcjona lne  ludzkie m ik ro RN A  wiążą  się w 
- 5 5 0  kDa (15S) kompleksy  rybonuk leopr o te ino we  z 
białkami Gemin3 ,  G em in4  i e IF2C2 [27]. Ludzki  ho- 
molog  let-7 związany  w m ik ro R N P indukuje  b l o k o ­
wanie ekspresj i  ko m ple men ta rnego  do ce low ego 
m R N A  [47]. Kom pl eks  m iR N P  jes t  odpowied nik iem 
ko mpl eksu  RISC,  zaan ga żo wanego  w proces  inter fe­
rencji RNA i umożl iwia  t rans lacyjną  kont rolę 
m R N A .

Mechanizm b iogenezy m iR N A  u roślin różni się 
od opisanego wcześniej  p rocesu  gene rowania  z w i e ­
rzęcych mikroRN A.  Pomimo,  że białka DCL I  i CAF,  
homologi  Dicer,  uczes tn iczą  w generowaniu  m iR N A  
u A. tha liana  [48], cząsteczki  p r e -m iR N A  s tan owi ą  
zn ikomą,  t rudną  do wyi zo low an ia  frakcję w k o m ó r ­
kach rzodkiewnika ,  podczas  gdy  dojrzałe m ik ro R N A  
o bse rw ow ane  są z ła twośc ią  [35, 36], Ponadto u w ie ­
lo ko m ó rk o w có w  obniżenie aktywności  ry b o n u k le ­
azy Dicer  powodu je  wzrost  l iczebności  p r e -m iR N A  
w komórce,  podczas  gdy  mutan ty  CA F posiada ją  
obniżony poz iom  m ik ro RN A bez towarzyszącej  ak u ­
mulacji  cząs teczek  prekursora  [36]. Mając na u w a ­
dze przyna leżność  CA F i DCLI  do grupy białek 
jąd ro wych  sugeruje się, że niektóre rośl inne m iR N A  
m o g ą  być  gene row ane  w jądrze  k o m ó rk o w y m  w 
trakcie lub zaraz  po t ranskrypc ji  p ie rwotn ego  
pr i -mi RN A [49], Dojrzałe  m ik ro R N A  m o g ą  nas tęp ­
nie ulegać t ranspor towi  do cytosolu ja k o  części 
sk ładowe k om ple ksów  miRNA .

Analizy  gene tyczne  i b iochemi czne  poz wol i ły  na 
bl iższe określenie n iek tórych  białek b iorących 
udział  w b iogenez ie mi RN A.  Niektóre  z tych czynni ­
ków zostały wcześn iej  scharak te ryzowane  ja k o  regu­
latory metabol izm u i t ranslacj i  RNA.  Fakt  z aang a ­
żowania  tych białek rówmież w genezę  i ak tywnoś ć  
s iRNA w procesie RNAi  wskazuje  na powiązania  
obu procesów'.

IV-1. Rybonukleazy Dicer i DCLI

Rybonukleaza Dicer  hydrol izu je  dsRN A na małe 
dupleksy  s iRNA w procesie RNAi oraz generu je  do j ­
rzałe m ik roR N A  z prekursora pr e -m iR N A  u D. m e la ­
nogaster, C. e legans  i s saków [16, 22. 50-52],  H o m o ­
logiczne białko DCLI  (ang.  D icer-L ike  1) w y m a g a n e  
jes t  do wytwmrzenia m iR N A  u A. tha liana  [53, 54],

St ruktura i skład domen wszystk ich or to logów 
białek Dicer i DCL 1 wskazu ją  na si lną konse rwatyw-  
ność f i logenetyczną  obu nukleaz.  Białka  zawiera ją  
N-końcow'ą dom enę  he l ik azową typu D E x H /D E A H  
box  z s iedmio ma  mo ty wam i  charak te rys tycznymi  
dla superrodz iny hel ikaz II [55, 56], Mutageneza  ce- 
low'ana w pos zczególne  m ot y w y  wykaza ła  ich zaan­
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gażowanie  w wiązanie  ATP (motyw I), hydrol izę 
(moty wy II i VI) oraz  rozpla tanie  RN A (mo tyw III)
[57]. Na końcu ka rboks ylo wym  nukleazy zawiera ją 
dwie domeny pochodne  RNazy  III oraz mo ty w 
wiązania  się z dw uni c iowym  RNA (dsR BM ) [55], 
Sekwencja  kodująca ka ta l i tyczną dome nę  R N azow ą  
obecna  jes t  w sekwencji  c D N A  w dwóch p o w tó rz e ­
niach. P ie rwszą  kopię  s twierdzono u sześciu ortolo- 
gów - u drożdży,  rzodkiewnika ,  nicienia,  owada,  m y ­
szy i człowieka,  brak jej  na tomias t  w RNazie  III b a k ­
terii E. coli. Druga sekwencja  oraz mot yw dsRBM , 
s tanowiące rdzeń st ruktury po l ipeptydu ,  w ys tęp ują  
konse rwa tywn ie  we  wszystk ich  organizmach .  O b e c ­
ność dwóch katal i tycznych podjednos tek  rybonukle-  
azowych sugeruje,  że nukleazy  funkc jonują  ja k o  di- 
mer,  a sko ord yno wane  działanie  czterech per f ekcy j ­
nie z lo ka l izowanych  dome n um ożl iwia  gene rowanie  
produktu  o zdefiniowanej  długości .  W Dicer oraz  
D CL I  scha rak te ryzowano również  do me nę  PAZ  
(ang. P in w h ee l-A rg o n a u te -Z w ille ), cha rak te ry­
s tyczną  dla rodz iny  białek A R G O N A U T Ę  [58]. Do­
mena  ta jes t  ~ 110 am in o k w a so w y m  reg ionem o 
słabo poznane j funkcji ,  wy kazuje  jed nak  w ys ok ą  
konserwatywność  we  wszys tkich or tologach  (z 
wyją tk iem Rnazy III S. p o m b e)  [59], M oty w PAZ  
jest po tenc ja lnym miejscem oddzia ływań typu 
białko-białko pomiędzy  rybo nuk leazą  a innymi  pep-  
tydami  z rodz iny A R G O N A U T Ę ,  k ie rującymi  da l ­
szymi  e tapami  mechan izmu działania m ik roR N A  lub 
RNAi  [58, 60, 61].

Nukleaza  Dicer  hydrol izuje ds RN A  na dupleksy  
s iRNA długości  ~22nt  zawierające  na końcach 3 ’ po 
dwa n iesparowane  nukleotydy.  Zgodnie  z w ła ś c iw o ­
ściami nukleaz  klasy III generowane  z p re -m iR NA 
1 5-30nt  o l igomery  mik roR NA,  po dobnie  jak s iRNA,  
zaopa t rzone są na końcu 3 ’ w grupę  h yd ro k sy lo w ą  a 
na końcu  5 ’ w monofosforan  i wys tępu ją  jedynie  w 
formie jednonic iowej  [3, 22. 58], Różnice  w s t ruk tu­
rze produktu w yn ik a ją  na jprawdopodobnie j  z natury 
ko m ple ksó w b ia łkowych zaangażowany ch  w genezę  
obu rodza jów  ncRNA lub ze swoistej  s t ruktury 
cząs teczki  dw uni c iow ego RNA,  z którego są u w a l ­
niane.

IV-2. HENI

Białko HENI pełni rolę regula toro wą  w rozwoju  
A. tha liana  [62], Mutanty po zbaw ion e  funkc jon a lne ­
go genu  H E N I  f enotypowo odp ow iad a ją  o rg a ­
n iz mom  z wadl i wym genem kodu jącym C.4F. Ho mo -  
logi HENI  kodowane  są przez  genom y niektórych 
zwierzą t  i g rzybów lecz ich funkcja jest nieznana .

Rośl inny  czynnik  HENI  bierze udział  w tworzeniu i 
stabilizacji  doj rzałych m ikr oR NA  [37].

IV-3. Białka PPD

Białka z d o m e n ą  PIWI/PAZ (ang. P IW I/P A Z  do- 
m ain p ro te in  P P D ), również  nazywane  rodz iną  
A R G O N A U T Ę ,  uczes tn iczą  w generowaniu  i funk­
c jonowan iu  mik roRNA .  Wie lo komó rk ow e organi ­
zmy roś linne  i zwierzęce  oraz drożdże  Sch izosaccha -  
rom yces p o m b e  kod ują  od kilku do ki lkudz iesięciu 
różnych białek PPD. Białka z rodz iny 
A R G O N A U T Ę  zawiera ją  dwde konse rwatywn e d o ­
meny:  - 3 0 0  a m i nokw aso w y m oty w PIWI-óo.y zn a j ­
dujący się bliżej końca C regionu ORF oraz cent ra l ­
nie z loka l izo waną  do m enę  PAZ [59].

W komór kach  C. elegans  białka PPD 
A L G - l / A L G - 2  uczestniczą  w tworzeniu i u t rz ym a­
niu populacj i  doj rzałych form lin-4 i let-7, j e d n o c z e ­
śnie nie biorąc udziału w procesie  RNAi  [22], M u ­
tanty po zbaw ion e  funkcjona lnych genów a lg  w y k a ­
zu ją  zmiany  embr iona lne  nie wyw oła ne  błędami  w 
m etabol izmie  lin-4 i let-7, co sugeruje za a n g a żo w a ­
nie ALG-1 i ALG-2 w genezę  również  innych m i ­
k ro RN A istotnych dla rozwoju  organizmu.

W komór kach  ssaków z identyf ikowano inne 
białka z grupy PPD zaang ażo wa ne  w regulac ję  a k ­
tywności  m ik ro RN A.  Ludzki  czynnik inicjujący 
e IF2C2 (95 kD)  jes t  sk ładnik iem kompleksu  miR NP 
k ie ru jącego  rozpoz naniem i b lokowanie m ekspresj i  
t ranskryptów kom ple me ntarnych  do mikroR NA 
[27]. Bia łko e IF2C2 działa ja k o  stabi l izator  do j ­
rzałych m iR N A  chroniąc je  przed atakiem nukleol i-  
tycznym.  U D. m e la n o g a ster  białkiem wiążącym 
m iR N A  jes t  A R G O N A U T E 1 ,  kompone n t  k o m p le k ­
su RISC dz ia ła jącego w proces ie  RNAi ,  co sugeruje 
że oba me ch ani zm y regulacji  ekspresj i  ge nów  m og ą  
posiadać wspólne  maszyner ie  enzyma tyc zne  [63].

P rawdop odobnie  różne  białka PPD w ym aga ne  są 
do produkcji ,  stabil izacji  czy funkc jonowania  róż ­
nych podklas mik roRN A.  Czynnik iem de te rmi­
nującym powiązania  mi k ro RN A-b ia łk o  m o g ą  być: 
swoista sekwencja  m iR N A ,  s truktura prekursora lub 
w ew ną t r z k o m ó rk o w a  lokal izacja doce lowego  tran- 
skryptu.  Ludzkie  białko e IF2C 1 (w 85% identyczne z 
e IF2C2) ,  obecne  na terenie st ruktur  Golgiego i ER, 
może  odg rywać  rolę w zależnej  od m iR N A  transla- 
cyjnej regulacji  wydzie lanych  białek [64, 65].

IY-4. G em in3/Gem in4

W komór kach  ludzkich kompleksy  rybonukleo-  
pro te inowe m iR N P  zawiera jące  cząsteczki  do j­
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rzałych m ik roRN A tworzone  są, oprócz  czynnika  
e IF2C2,  z białek Gemin  [27], Gemin3  jes t  he l ikazą 
RNA z m o ty w em  D E A D - ó a r  potencjalnie rozp la ­
tającą R NA  oraz/ lub rekons t ruu jącą  kompleks  RNP 
podczas  do j rzewania  m iR N A  czy rozpoznawan ia  i 
wiązania  doce low ego mR N A .  Funkcja  G em in4  jes t  
nieznana.

Białka Gemin3 ,  G em in4  i e IF2C2 m o g ą  stanowić  
kom pon en ty  wszys tk ich  miRNP,  lecz n ie w yk lu czo­
ne jes t  zaangażowan ie  innych czynni ków  b ia łko ­
wych w bu dow ę funkcjona lnych  ko mple ksó w mi- 
kroRNA-bia łka .  Gemin3  posiada  zdolność  wiązania 
się z różnymi  b ia łkami A R G O N A U T Ę .  S twierdzono 
również ,  że różne białka z rodziny A R G O N A U T Ę  
tw orzą  zespoły pro te inowe z różnymi  hel ikazami.

Gemin3  oraz G em in 4  zos tały ponadto  z identyf i ­
kowane  w kompleksach  białek S M N  (ang. S u rv iva l 
o f  M o tor N eu ro n s ), w yk azu jących  obniżony  poz iom 
w a trof iach męśni ow o- rdzenio wych.  Fakt  ten p o ­
zwala  na postawienie  hipotezy,  że komp leks  SMP, 
k luczowy czynnik b iogenezy  i funkc jona lnośc i  róż­
nych RNP w komórce ,  może  być pośrednio  zaang a ­
żowany  w szlak działania m iR N P  [27],

IV-5. FMR1 i VIG1

W komór kach  D. m e la n o g a ster  zaobse rw ow an o 
wiązanie  się białek d F M R l  i VÍG1 z m iR N A  [63]. 
Bia łko VÍG kod ow ane  jes t  wewną t r z  int ronu genu 
Vasa i zawiera  do m enę  R G G -box  wiązania z RNA.  
VIG jes t  ewolucyjn ie  k onse rw a ty w nym  białkiem,  
k tórego  homologi  odna lez iono  u C. elegans, A. tha- 
lia n a , S. p o m b e  i ssaków. Niewie le  w iadom o o d n o ­
śnie funkcji  tej rodziny białek.  Jednakże  ludzki ho- 
molog  VIG, białko PAI-RBP-1,  został  z identyf iko­
wany jak o  czynnik regulu jący  s tabi lność i mający 
po w in ow ac tw o  do bogatych  w AT e l emen tów  reg io­
nu 3 ’UTR RNA  inhibi tora ak tywnośc i  p lazminogenu 
(PAI) [66],

Rodz ina  białek F M R P  (ang. F rag ile  X m en ta l ra ­
d ia tion  p ro te in ) zawiera  dwie kopie dome ny KFÍ 
(ang.  hnR N P  K h o m o lo g y) i m otyw  R G G -box. 
Wszys tk ie  te podjednostk i  umożl iw ia ją  wiązanie  się 
z RNA [67, 68], F M R P  są regula torami  translacji .  
Po jawi ły się spekulacje na temat ich zaangażowania  
w regulac ję  ekspresj i  genów ind uk ow aną  m ik roR N A  
lub s iRNA [63].

V. Mechanizm działania i biologiczna funkcja  
mikroRNA

K om ple ks  m iR N P  zawiera jący  funkc jonalny  m i ­
kr o R N A  rozpoznaje  doce lowy  m R N A  i wiążąc się w

regionie 3 ’UTR hamuje  t ranslację n a j p raw dopod ob ­
niej zaraz po inicjacji syntezy białka (Ryc.  2) [8, 69], 
A ktyw ność  m ik roR N A  nie wy ma ga  całkowi tej  kom- 
p lementarności  pomiędzy  sekwencją  m iR N A  a 
m R N A .  Wcho dzące  w inte rakc ję  f ragmenty  RNA 
tworzą  za ledwie 6-10nt  n ieprzerwane  dupleksy  i nie 
w iadomo,  czym de t e rmi now any jes t  taki sposób  hy­
brydyzacj i .  Miejsce doce lowe dla lin-4 jes t  ko m p le ­
mentarne  do s tRNA w 50-75%.  Koniec  3 ’ tego reg io­
nu jes t  zwykle  tworzony z par Watsona-Cr icka,  na to­
miast  dla końca  5 ’ charak te rys tyczne  są wypętlen ia  i 
wybrzuszenia  (ryc. IB).  Biorąc pod  uw agę  istnienie 
w m R N A  często ki lku miejsc oddz ia ływania  z m i­
R N A  m ożna  dom nie m yw ać ,  że n ieca łkowi ta  hybry­
dyzac ja  umożl iwia  ominięc ie  n ie kom plementarnych  
par  wynika jących  z ewen tua lnych  pojedynczych  m u ­
tacji czy mie jsc SNP i dopa sow an ie  się sekwencj i  
m ik roRN A/t r ansk rypt  m R N A  w procenc ie wys ta r ­
cza jącym do z a ha m ow ani a  ekspresj i .  Ponadto,  p o ­
wstające w mie jscu wiązania wybrzuszen ia  m og ą  
być rozp oz na wan e  przez  do da tko we czynniki  
b ia łkowe,  n iez identyf ikowane  do tej pory,  a zaan ga ­
żowane  w m echan izm ha m o w an ia  translacj i  i 
dz iałające w oparc iu o charak te rys tyczne  motywy 
strukturalne RNA.

Oprócz  drugorzędowej  struktury,  sekwencja  nu- 
k leo tydowa może  de te rminow ać  mie jsce wiązania  
się i dz ia łania m iR N A .  Swoiste e lementy  sekwencji  
r eg ionów 3 ’U T R  tj. m o ty w y K -box  ( C U G U G A U A )  
oraz Brd-hojc ( A G C U U U U A )  są istotne w potran- 
skrypcyjny m bloko waniu  ekspresj i  ge nów ważnych  
dla pra wid ło weg o rozwoju  D. m e la n o g a ster  [70]. 
Miejsca te. zachow ane  ewolucyjn ie  również  w 
3 ’UT R m R N A  innych organizmów,  s tanowią  po t en ­
cjalne sekwencje  doce lowe dla n iektórych miRN A 
[17]. S twierdzono komp lem en ta rn ość  ko ńców  5 ’k i l ­
kunastu m iR N A  z m o ty w em  K-óo.r.  miR-4  oraz 
m i R - 11 tworzą  8nt dupleks,  p r zypom ina jąc y  s t ruktu­
ralnie sparowanie  l in -4 /mRNA,  z K -box  i B rd-box  
r egionu  3 ’UT R regulatora rozwoju u D .m ela n o g a ­
ster  [17].

m ik roR N A  jako  sk ładowe t ra nskryptomu w y k a ­
zują zmienny wzór  ekspresj i ,  od jednoro dneg o  w 
trakcje rozwoju ,  po względnie  swoisty,  charak te ry­
styczny dla danego  s tadium czy rodzaju tkanki.  Taki 
profil ekspresj i  sugeruje  zaanga żowan ie  mik roRN A 
w różne procesy kom órkowe ,  włącza jąc  w s pom ni aną  
regulac ję  rozwoju,  p rzes trzenne  róż nicowanie  k o ­
mórek czy f izjologię k o m ó r k o w ą  i ust rojową.  Naj le ­
piej scharak te r yzowane  pod  wz gl ęde m funkcji  biolo­
gicznej  są op isane  wcześniej  s tR NA lin-4 i let-7. In ­
tensywne badania dos ta rczają  nowych danych  na t e ­
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mat znaczenia  innych przeds tawiciel i  klasy miR NA 
dla prawid łow ego fun kcjonowania  komórki .

miR-14,  u lega jący ekspresj i  podczas  embr iogene-  
zy i w doros łym stadium D. m e lanogaster, hamuje  
ak tywatory  apoptozy [71, 72], Zab lok owa nie  pr o ­
dukcji  funkc jona lnego  m iR N A  pow odu je  obniżenie  
przeżywalnośc i  mu tan tó w oraz podniesien ie  w ra ż l i ­
wości  na stres. Z identyf ikowanie  m ik roR N A  za a n g a ­
żo wan eg o w proces  regulacji  apoptozy  nasuw a pyta ­
nie o istnienie po tenc jalnych  mi kro- regula torów on- 
kogenezy.  Nie w ykazano  bezpośredniego  związku  
rozwoju  no wotw oru  z zab lokowan iem apoptozy p o ­
przez mik roRNA .  W śród  grupy genów ak ty ­
wujących  now otworzeni e  poprzez zaham ow an ie  
programowane j  śmierci  komórki  nie zna jdują  się 
geny  m ir. Nie mo żna  je dn ak  wykluczyć  takiej ko re ­

jednostka
monocistronowa

jednostka
policistronowa

lacji, która byłaby  i stotnym aspektem w zrozumieniu  
procesu  regulacji  p rzeżywalnośc i  chorych komórek.

Ch roniczna  leukemia  leukocytalna  (CLL,  ang. 
chron ic  lym phocy tic  leu kem ia ) j es t  na jczęs t szą  
formą białaczki  na świec ie  [73]. Związana  z chorobą  
de lecja locus  13q 14 występuje  w ponad połowie 
przyp adk ów  i s tanowi najczęs tszą formę aberacji  
c h ro m o so m o w y c h  charak te rys tycznych  dla CLL. 
Region 13q 14 zawiera  pięć genów kodujących  n c R ­
NA,  w tym geny m iR l5 oraz rn iR ló . Postuluje się, że 
miR 15-16 tracone w wyniku  delecji  w 65%  p rz yp ad­
ków C LL  są odpowiedz ia lne  za prawid łowy rozwój  i 
funkc jonowanie  leukocytów [74],

Innym przykładem regulatora rozwoju  komórek  
je s t  miR-23  biorący  udział  w różnicowaniu  się n e u ­
ro nó w z komó rek  NT2 pod  w p ły w em  kwasu  ret iono- 
w ego [75]. Ludzki gen H e s l  j es t  regula torem rozwo-

jednostka zawierająca 
sekwencję intronową

rrrrmri innrrnTi'^n niTim n n im m i
111 u  11111 p i m i j j i i  P

degradacja mRNA zablokowanie translacji

Ryc. 2. Model biogenezy i przypuszczalnej funkcji mikroRNA. Geny mikroRNA przepisywane są jako pierwotny transkrypt (pri-miRNA) 
przekształcany następnie w ~70nt prekursor pre-mikroRNA. Cząsteczka prekursora, po transporcie do cytoplazmy hydrolizowana jest przez 
rybonukleazę Dicer do formy dojrzałych mikroRNA wiązanych w kompleksy miRNP, które hamują translację lub degradują docelowe  
mRNA. MikroRNA wiążące się z mRNA w sposób całkowicie komplementarny indukują degradację docelowego transkryptu. Mechanizm  
biogenezy takich mikroRNA, podobnych do dupleksów siRN A, jest obecnie słabo poznany.
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ju  kom ór ko wego ,  u lega jącym ekspresj i  w neurona l-  
nych komór kach  macierzys tych i kodującym repre- 
sor t ranskrypcj i  hamujący  rozwój  neuronów.  H e s l  
j es t  ce lem dla miR-23 ,  k o d ow ane go w różnicu jących  
się i rozwi jających  neuronach.  Funkcjona lność  
miR-23 ja k o  regula tora  H e s l  wykazuje  konserwa-  
tywność  f i logene tyczną  u cz łowieka  i my szy  [75],

U tworzenie  dupleksu  m R N A / m i k r o R N A  nie 
zakłóca s tabilności  m R N A ,  po z io mu  pol iadenylac j i  i 
z asoc jowania  w pol i somy.  Z na czna  część frakcji 
białek związanych  w kom ple ksa ch  m iR N P  wyt rąca  
się w określonych  warunkach  wraz  z rybosoma mi  
[27], Nie  w iadomo,  czy współs t rącanie  oznacza  
funkc jona lne  związanie  się czynn ików z r y b o s o m a ­
mi, choć w przypadku  lin-4 s twierdzono bezpośredni  
związek s tR NA z po l i s om alnym m R N A  l i n - 14 [76]. 
Przypuszcza  się zatem,  że oprócz  t łumienia  t ransla ­
cji, m iR N A  m o g ą  regulować  s tabi lność i lokal izację 
m R N A  w komórc e  [31].

m ik ro R N A  zdolne są do regulacji  wza jemnej  eks ­
presji .  Sekwenc ję  genu  m ir-5 , zawie ra jącą  mot yw 
K -box, z loka l izow ano  obok loeus  genu  kodującego  
miR-6-1,2,3 posiada jącego  region komp lem en ta rny  
do K -box  w  20-21 c iągu nukl eo tyd owym.  miR-5 
może  za tem oddzia ływać  lub konkurow ać  ze zdo ln o­
ścią oddz ia ływania  m i R - 6 - 1 ,2,3 z regionami  3 ’UTR 
zawiera jącymi  K -box  [17].

m ik roR N A  zaan gażo wane  są także w mechan izm 
własnej  b iogenezy.  Transkrypt  genu kodującego  
b iałko D C L I  u A. tha liana  u t rz ym yw any jes t  w k o ­
mórce  na s tałym poz iomie  dzięki po t ranskrypcyjne- 
mu neg a t ywn em u sprzężeniu zwrotnemu.  Sekwencja  
m R N A  d c l i  zawiera  region ko m ple men ta rny  do 
miR-162.  Funkcjona lna  rybonukleaza  DCLI  ka ta li ­
zuje gene rowanie  populacj i  m ik roR N A  w komórce ,  z 
których jede n  (m iR-162)  częśc iowo hamuje  ekspr e­
sję DCL 1 zapewnia jąc  u t rzym ywanie  ilości białka na 
funkc jona ln ie  n iskim poz iomie  [54].

VI. M ikroRNA czy siRNA?

Niektóre  rośl inne m ik ro R N A  w y kazuj ą  ca łkowi tą  
lub prawie  ca łkow i tą  komplem en tar noś ć  z do ce lo­
w y m  mR N A .  m i R - 171 (m iR N A 39) ,  na leżący do g ru­
py m ik ro R N A  hybrydyzując ych  do m R N A  w sposób 
ca łkowic ie komplementarny ,  reguluje ekspresję  
t r anskryptów z rodz iny SC L. Białka SCL są czynni ­
kami  t ranskrypcj i  kont ro lującymi  hormon alne  szlaki 
syg na łowe oraz zaang ażo wa ny mi  w rozwój  meryste-  
mu korzenia  i podz ia ły  komórek.  m i R - 171 ma możl i ­
wość  funkc jonowania  jako  s iR NA hamujący  eksp re ­
sję poprzez degradac ję  kompleme nt arne go  tran- 
skryptu.  Jednocześn ie ,  miR171 nie jes t  częścią  w ię k ­

szej populacj i  s iR NA sk ie rowanej p rzec iwko szer ­
szym f ragmentom  m R N A  SCL, gdyż  nie s twierdzono 
w A. tha liana  innych małych RNA homolo gicznych  
do regionu 3 ’ doce lowego genu [38, 39].

Opisany wcześn ie j  miR-162 także działa zgodnie  
z m e c ha ni zm em  charak te rys tycznym dla RNAi . 
miR-162 inicjuje degradac ję  częśc iowo doj rza łego  
p re- m R N A  d c l i  na terenie jąd ra  kom órkowego.  Ten 
m echaniz m nieco  odbiega od przyjętego modelu  
dz ia łania  większośc i  m iR N A  (Ryc. 2). Coraz  więcej  
danych  wskazuje  je dna k  na możl iwość  takiego s p o ­
sobu  funkc jon owan ia  mik roRNA .

W genomie  my sz y  zm ap o w an o  tk ankow ospecy -  
f iczne geny m ik roR N A ,  tj. m ir-127  oraz m ir-136  na 
chr om oso mi e  12, k tórych homologi  wys tępuj ą  u 
cz łowieka  w loeus  14q32. Oba  geny z loka l izowane  
są w pobl iżu wysp y  CpG  my siego  genu R tll  (ang. re- 
tro tra n sp o so n -like ), u lega jącego ekspresj i  w y łą c z ­
nie z allelu o jcowskiego .  Geny m ir-127  i m ir-136  
p rzep isywane  są w an tysensowej  orientacji  w s t osun ­
ku do R t l l , a ich ekspresja  zachodzi j ed yn ie  z c h ro ­
m o so m u matczynego.  Sekwencje  m i R - 127 oraz 
m i R - 136 są ca łkowic ie  komple menta rne  do f rag­
mentu ORF R tll , co sugeruje,  że podobnie  jak n ie ­
które roś linne  m iR N A  fun kcjonują  one ja k o  s iRNA 
wycisza jąc  ek sp re s ję /? / / /  [77], Wza jem ne  p i ę tn o w a­
nie genó w kodujących  białka i ge nów  ncRNA ,  z g r u ­
powanych  w tym sam ym  regionie sugeruje,  że r e g u ­
latorowa rola n iekodujących  RNA może dotyczyć 
autosomalne j  kontroli  epigenetyczne j  [78],

VII. Perspektywy technologii mikroRNA

Zjawisko  interferencji  RNA z po wodzeniem  s to­
sowane  jes t  obecnie  w genomice  funkc jona lne j i t e ­
rapii genowej .  Właśc iwośc i  małych  s iRNA ge n e ro ­
wanych  z wekt o ró w w yko rzys tano  do sc harak te ryzo­
wania  profil i  ekspresj i  wie lu genów oraz do degr ad a­
cji wi r us ow eg o  mater ia łu  gene tycznego.  Fun kc jo ­
nalność m ik ro R N A  s tanowi również  obiecujące  na ­
rzędzie inżynieri i  genetycznej .  Pierwsze syntetyczne  
cząsteczki  m ik ro R N A  s tworzone  w wyniku  wklono-  
wania pożądane j  sekwencj i  w st rukturę prekursora 
pre-miR-30,  z zacho wa niem jeg o  swoistej  s t ruktury 
drugorzędowej ,  funkc jonują  jak  naturalne  m iR N A  
blokując ekspres ję  t ranskryptu kom ple me nta rnego  
do zapro j ek tow anego insertu [79, 80], Dzięki  zd o l ­
ności do t łumienia ekspresj i ,  a nie ca łkowitej  de g ra ­
dacji doc e lowego t ranskryptu,  t echnologia  m ikr o­
RN A może  okazać  się n iezas tąpiona podczas  badań 
funkcji  genów  tka nko wo specyf icznych lub a k t yw ­
nych w określonej  fazie cyklu ko m ó rk o w eg o  czy s ta ­
d ium rozwoju.
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Białka detektorowe rozpoznające pęknięcia nici DNA 
i ich udział w mechanizmach komórkowej odpowiedzi na 
stres

Detectors of DNA strand breaks and their role in the 
cellular response to stress

JOANNA ŁANUSZEWSKA1, PIOTR WIDŁAK2
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11-2. Białka związane  z m ech an izm em  HR
II-3. Białka związane  z m ech an izm em  BER

III. M ech a n izm y  regulujące przebieg  cyklu k o m órkow ego  
in d ukow ane  pęknięc iam i nici DNA
III-1. Detektory DSB
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W ykaz stosow anych  skrótów : BER —  naprawa przez w y c ię ­
cie zasady; C D K  kinaza zależna od cykliny; D N A -PK  —  ki- 
naza b ia łkowa zależna od DNA; DSB —  dw unic iow e pęknięcie  
DNA; HR naprawa przez rekom binac ję  hom ologiczną;  
N H EJ łączenie n iehom ologicznych  końców  DNA

I. Wstęp

Nośnikami  informacj i  gene tycznej  w komórc e  e u ­
kar iotycznej  są ch ro m osom y —  liniowe cząsteczki  
DNA związane  z rozl icznymi  białkami chromatyny .  
Z końcami  ch ro m o so m ó w  oddzia łują  w yspec ja l iz o­
wane  b ia łka  tworząc st ruktury zwane  te lomerami .  
U t rzymanie  prawidłowej s truktury te lomerów jest  
jednym z czynnikó w decydujących  o p ra wid ło wym 
przebiegu cyklu życ iowe go komórki  [1], O d w r a c a l ­
ne przerwy w liniowej s t rukturze  ch ro m o so m ó w  g e ­
ne rowane  enzymatycznie  w trakcie cyklu k o m ó r k o ­
wego są niezbędne  do prawid łowego przebiegu  repli-

1 M g r ,2 d rh ab . ,  Zakład  Radiobiologii  Doświadczalnej i K lin icz­
nej. C entrum  Onkologii,  Oddział w Gliwicach, W ybrzeże Armii 
Krajowej 15. 44-100 Gliwice,  e-mail:  widlak@ io.gliwice .p l

Contents:
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kacji i rekombinacj i  DNA [2, 3]. Ponadto,  f ragmen-  
tacja c h ro m o s o m ó w  ka ta l izowana  przez nukleazy 
jest  z jawisk iem ty po w ym  dla końcowych e tapów 
apoptozy  [4], W trakcie życia komórki  pęknięc ia  nici 
DNA (i w rezul tacie  przerwanie  l iniowej ciągłości  
c h ro m o so m ó w )  są również  rezul ta tem procesów 
“ ni ep l an o w an y ch ” , indukowanych  przez czynniki  
uszkadza jące  DNA.  Do czynników uszkadzających  
DNA,  tak zwanych  czyn nikó w genotoksycznych,  n a ­
leżą n iektóre  rodzaje promienio wania  e le k t ro ma gn e ­
tycznego  i różnorodne  subs tanc je  chemiczne  p o ­
chodzące  ze ś rodowiska  lub będące  produktami  m e ­
tabol izmu komórki .  Czynniki  te indukują  m o d y f ik a ­
cje lub ut ratę zasad i pęknięc ia  nici DNA.  Pęknięc ia  
nici D N A  powsta ją  w wyniku:  (i) bezpośredniego  
dz ia łania  czynn ikó w genotoksycznych  (p romi en io­
wania  jo n i zu jącego  czy reak tywnych form tlenu),  (ii) 
j ako  etapy pośrednie naprawy zm ody f ikow anych  z a ­
sad lub (iii) j ako  efekt  zab lokowania  replikacji  
u szkod zonego  DNA.  Jeśli pęknięc ia  nici DNA 
umie jsc owion e  są w obu niciach w niewielkiej  o d ­
ległości  od siebie,  m ów im y  o dwun ic iow ych p ękn ię ­
ciach DNA,  tzw. DSB (ang. d o u b le -s tra n d  breaks).
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Uszkodz en ia  takie indukują  rearanżac je  struktury 
genów  i utratę mater iału gene tycznego ,  wskutek  cze ­
go są silnie toksyczne  dla komórek.  Szacuje  się, że 
obecność w genomie  nawet je d n eg o  uszkodzenia  
typu DSB wysta rcza  do zab lokowan ia  cyklu k o m ó r ­
kowego,  a brak je g o  napra wy  może  być letalny [5],

Po ds tawo wa reakcja  komórki  na uszkodzenia  
DNA polega  na uru chomieniu  p rocesów  je g o  na p ra ­
wy. U szkodzen ia  typu DSB naprawiane  są w dwojaki  
sposób:  (i) za p o m o c ą  rekombinac ji  homologiczne j ,  
HR (ang. h om ologous reco m b in a tio n ) i/lub
(ii) łączenia  ko ńc ów  nie homo logicznych ,  N H E J  
(ang. non-h o m o lo g o u s end-j_oining). Oba typy nap ra ­
wy  od twarza ją  l iniową ciągłość ch rom oso mó w,  ale 
tylko napr awa typu HR zapewnia  ca łkowi te  o d tw o ­
rzenie  informacj i  zawartej  w  usz ko dz on ym f r agm en­
cie (mechaniz m wolny  od błędów) .  W za jem na  regu­
lacja dz ia łania  obu sys t em ów  naprawczych  nie z o ­
stała dokładnie  poznana .  Jednak wiele danych w s k a ­
zuje,  że, podczas  gdy u n iższych E ukaryo ta  (d ro­
żdże)  pr zeważa  sys tem HR,  u wyższych  (kręgowce)  
udział  każdego  z tych sys t em ów  zależy od fazy cyklu 
komórkow ego:  N H E J  przeważa  w fazie G1 /G0  i 
wczesnej  fazie S, na tomias t  znaczenie  HR wzrasta w 
późnej  fazie S i w G2 [6]. Jednocześn ie  z r o zpoc zę ­
ciem naprawy, w ko mó rk ach  zos ta ją  uruchomione  
m echa n iz m y prowadzące  do zab lokow an ia  cyklu  k o ­
m ó rkow ego  (sys tem punk tó w kontro lnych ,  ang. 
ch eckp o in ts ), co umożl iwia  naprawę uszkodzeń za ­
nim nastąpi  repl ikacja i podz ia ł  chromo somów.  M e ­
chani zmy naprawy DNA i regulacji  cyklu k o m ó r k o ­
wego zwiększ a ją  pra wd opodob ie ńs tw o przeżyc ia  
komórek  przy minimalizacj i  ryzyka  powie len ia  
uszkodzonego materiału gene tycznego .  W pewnych 
sytuacjach (bardzo  wysoki  poz iom uszkodzeń,  n ie ­
sprawne  me ch ani zm y naprawy)  komórki  nie są w 
stanie naprawić  powsta łych  uszkodzeń  DNA. Z w y ­
kle takie komórki  są usuwane  z organizmu na drodze  
apoptozy.  Klona lna  ekspans ja komór ek  mających  
defekty w m echan izmach  naprawy DNA i opornych  
na apoptozę  jes t  często podłożem procesu  n o w o t w o ­
rowego.  Tak więc o wrażl iwośc i  komórek  na u szko­
dzenia  DNA decyduje  wiele pow iązanyc h  ze sobą  
czynników:  poda tność  na po ws tawa nie  uszkodzenia ,  
wydajność  i dokładność  procesów naprawy,  sposób 
regulacj i  cyklu ko m ó rk o w eg o  i inne mechan izmy 
sp o w od ow ane  uszkodzeniami  DNA.

We wszystk ich  procesach  zapoczą tko wanych  
uszkodzeniami  D NA zaan ga żo wa ne  są trzy klasy 
białek.  “ Efek tor ami ” (lub “w y k o n a w c a m i ” ) są 
białka swois te  dla różnych typów odpowiedz i :  enz y ­
my naprawcze,  inhibi tory i ak tywatory  kinaz b ia łko­
wych zależnych  od cyklin,  czy pro teazy  i nukleazy

apoptotyczne.  Bia łka  e fek torowe znajdują  się pod  
kont ro lą  białek regula torowych,  często u ruc ham ia ­
nych przez różne  rodzaje stresu i u ruchamia jących  
różne rodza je  odpowiedz i .  Białka takie nazywa się 
czasem “ integra torami” , a ich najlepiej  znanym 
przykładem jes t  czynnik t ranskrypcyjny  p53.  R o z p o ­
znanie uszkodzenia  i ak tywacja  białek regula toro­
wych są za leżne od trzeciej  klasy białek: “ de tek to­
r ó w ” (lub “ se nso rów ” ) [7], Os ta tnie  lata przyniosły  
wręcz  lawinowy przyros t  wiedzy  na temat  m o le k u ­
larnych m e chani zm ów  komórkowej  odpowiedzi  na 
stres, informacje  o na jnowszych  osiągnięc iach  tego 
obszaru biologii  komórki  można  zna leźć w wielu 
pracach przeglą dowyc h [8-12],  również  pu b l i k o w a ­
nych w j ęzyku  polskim [13]. Prze dm io tem niniejszej  
pracy są b ia łka  de tek torowe  rozpoznające  us zkodz e­
nia typu DSB i ich udział  w mech ani zma ch  k o m ó r k o ­
wej odpowiedzi  na uszkodzenia  mater ia łu  gene ty cz ­
nego.

II. Białka rozpoznające pęknięcia DNA i ich 
udział w naprawie DNA

II-I. Białka związane z m echanizmem NHEJ

Łączenie  n iehomolog icznych  końców D N A  
(NHEJ)  w y m a g a  obecnośc i  ki lku swois tych białek 
jądrowych :  k inazy b ia łkowej  zależnej  od D N A  
(DNA -PK) ,  białka Ar temis,  białka  X R C C 4  i l igazy 
IV DNA.  Białka te b iorą  udział  za równo w naprawie  
DSB,  jak  i rekombinac ji  V(D)J w trakcie do j r zew a­
nia l imfocytów [2], Bia łko DN A -P K  składa się z. 
dwóch podjednostek:  he te rodimeru  Ku70/Ku86
wiążącego  końce D N A  oraz  podjednostki  ka ta l i tycz­
nej DN A-PKcs  o ak tywnośc i  kinazy białkowej.  D e ­
cydujące  znaczenie  dla rozpoznawania  pęknięć  DNA 
ma w procesie N H E J  bia łko Ku, będące g łównym 
białkiem k o m ó rk o w y m  ma jącym zdolność  do n ieza­
leżnego od sekwencji  nukleo tydów wiązania  z w o l ­
nymi końcami  DNA [14], Białko Ku rozpoznaje  p ę k ­
nięcia D NA  i wiąże  się z nimi,  a oprócz  tego pos iada 
zdolność  translokacj i  wzdłuż  helisy DNA,  co p o w o ­
duje,  że f ragmenty  DN A  m o g ą  być związane  z ki lko­
ma cząs teczkami  tego białka [15], Do właśc iwego 
działania białka Ku n iezbędna  jes t  d imeryzac ja  p o d ­
jednos tek  Ku70 i Ku86.  W wiązaniu  D N A  biorą 
udział  f ragmenty  N - k o ń c o w e  Ku70 i Ku86,  f ragment 
centralny Ku86 oraz C-koń cow y  f ragment Ku70 
[16], Znana jes t  st ruktura krysta l iczna he te rodimeru 
Ku, zarówno samego białka,  j ak  i j e g o  kompleksu  z 
DNA.  Heterod im er  Ku 7 0 /K u 8 6  tworzy  symet ryczną  
st rukturę o tacza jącą  dwa skręty helisy DNA i j e d n o ­
cześnie umoż l iwia ją cą  dostęp  innych białek do DNA
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[ 17]. Usunięc ie  (ang. k n o ck -o u t) genów kodujących  
podjednostki  białka Ku nie powod uje  śmierci  o rgan i ­
zmów,  ale znacznie  upośledza odporność na p ro m ie ­
n iowanie  jon izu jące  [18], oraz w pły wa na wiele pro ­
cesów związanych  z obróbką  ko ńców  DNA.

D N A -P K  csn podjednos tka  kata l i tyczna  b ia łka  
D N A -P K ,  jes t  se ry now o- t re oni nową k i nazą  
b ia łk ow ą  na leżącą do rodziny białek s p ok rew ni o ­
nych z k inazą  3- fosfoinozytolu [ 19]. W  niskim s tęże­
niu soli białko to ma zdolność  s łabego wiązania  z 
kró tk imi  f ragmentami  D NA  [20], S twierdzono ró w ­
nież, że D N A - P K CS może  s tanowić  po mo st  ł ączący  
dwa końce  cząs teczek  DNA [21], Tworzenie  k o m ­
pleksu z b ia łkiem Ku znacznie  zwiększa  zdolność  
wiązania  białka D N A - P K Cs z DN A i p rzyjmuje  się, 
że taki komp leks  po związaniu  z wolnymi  końcami  
DNA je s t  ak tyw ną  formą k inazy w warunkac h  in vivo  
[20]. Do  potenc jalnych subs t ra tów D N A -P K  należy 
wie le  białek jąd ro w yc h,  nie jes t  j e dn ak  jasne ,  które z 
nich są rzeczywistymi  subst ratami  w warunkach  in 
vivo. P rzy jmuje  się, że znaczenie  f iz jologiczne ma  
fosforylac ja  białek b iorących udział  w mechan izmi e  
NHEJ:  X R C C 4,  Ku70,  Ku86 i samej D N A - P K CS
[22], Uważa  się, że po związaniu z pęknięc iem D NA 
bia łko DN A -P K  pełni funkc ję s trukturalną,  u t rzy­
mując  razem oba końce pęknięc ia i tworząc  p la t for ­
mę dla innych białek napraw czych  (np. l igazy DN A ),  
oraz  że reguluje ak tywność  tych białek przez  ich fos­
fory lację [21], Nie jes t  j asne,  czy D N A -P K  bierze 
udział  w innych mechan izmach  odpowiedz i  komórki  
na promienio wan ie .  Wiele danych wskazuje ,  że c h o ­
c iaż w warunkach  in vitro  k inaza  ta może  fosforylo-  
wać  bia łko p53,  to w napromieniowanej  komórce  
fos forylac ja p53 jest  nieza leżna  od D N A -P K  [23]. 
Komórki  mające zm ut ow any  gen kodujący  podjed-  
nos tkę  D N A - P K Cs (podobnie  jak  komórki  z m u ta c ja ­
mi w genach  kodujących  Ku) wy kazuj ą  p o d w y ż ­
szoną  radiowraż l iwość  i n iesprawny me ch ani zm  re ­
kombinac j i  V(D)J,  czego wynik iem jest  c iężkie u p o ­
ś ledzenie  sys temu immunolo giczne go  (zespół  SCID,  
ang.  severe  co m b in ed  Im m unodefic iency)  [24],

Ligaza  IV DNA jes t  j e d y n ą  l igazą ka ta l izującą  
łączenie  końców D NA w trakcie NH EJ [25], C z y n n i ­
kiem n ie zbędnym do jej  aktywacj i  j es t  białko 
X R C C 4 ,  z którym ligaza IV tworzy  komp leks  [26], 
Białko  X R C C 4  wykazu je  po dw yższone  p o w i n o w a c ­
two do wolnych  ko ńców  DNA,  może  więc być d o d a t ­
k o w y m  czynnik iem rozpoznającym DSB [27]. Inak- 
tywac ja  zarówno ligazy IV jak  i białka X R C C 4  p r o ­
wadzi  do śmierci  za rodkó w w późnym  s tadium życia  
p ło dowego ,  której p rzyczyną  są zaburzenia  w do j r ze ­
w an iu  układu opornośc iowe go i neurogenez ie  [28], 
Pro m ie ni owan ie  jonizujące  indukuje w ko mó rk ach

fosforylację białka X R C C 4 ka ta l izowaną  przez 
DN A-PK,  co wpływa na wiązanie  tego b ia łka  do 
D NA [29], Mutac je  genu  kodującego  białko Artemis,  
które bierze udział  w obróbce  pętli DNA g e n e r o w a ­
nych przez rekombinazę  R a g l / R a g 2  w trakcie re­
kombinacj i  V(D)J,  również  zwiększa ją  wraż l iwość 
komórek  na  czynniki  indukujące  pęknięc ia  DNA
[30].

II-2. Białka związane z m echanizmem HR

W mechanizm ie  rekombinac ji  homologiczne j  
(HR) zaangażo wan a  jes t  duża grupa swoistych e nzy­
mów i białek s t rukturalnych.  W drożdżach  Saccharo-  
m yces ce rev is ia e , gdzie me ch an iz m  HR poznany jes t  
naj lepiej ,  są to białka tworzące  grupę  ep is ta tyczną  
RAD52:  RAD 50,  R A D 5 1, RA D52 ,  RAD54,  RAD55,  
RAD57,  MRE11 i XRS2.  W komórkach  ludzkich 
obecne  są białka homo log iczne  (a co najmniej  o d p o ­
wiedniki  funkc jona lne) do wszystk ich  tych białek
[31]. Białko Rad52 jes t  b ia łk iem wiążącym końce  
DNA i p rzy jmu je  się, że pełni ono funkc ję  detek tora  
DSB swoistego  dla m echani zm u  HR [32], Ponadto,  
Rad52 s tymuluje  wy m ia n ę  nici DNA ułatwiając a so ­
cjację Rad51 z ssD NA i tworzenie  f i lamentu nukle-  
opro te inowego.  Pro mieniowanie  jon izu jące  p o w o ­
duje akumulac ję  białek b iorących  udział  w r eko m bi ­
nacji homologiczne j  (Rad51,  Rad52 i Rad54)  w 
ogniskach  (Joci) z loka l izowanych  w miejscach  
uszkodzenia,  ale tworzące  się s truktury nie są sta­
tyczne;  s tabilnie związany  Rad51 jest  mie j scem o d ­
wraca lnego  przy łączania  Rad52 i Rad54 [33]. W ko ­
mórkach ssaków i p taków (w' odróżnieniu od dr o ­
żdży)  usunięc ie  genu Rad52 nie pow'oduje n ad w ra ­
żl iwości  na czynniki  indukujące DSB,  choc iaż  istot­
nie w p ły w a  na rekom bin ac ję  ho mo lo gi czną  [34], 
Uw aża  się, że wz a je mn y i lośc iowy s tosunek białek 
Rad52 i Ku oraz ich współ zawodni czen ie  w wiązaniu 
DSB wyznacza  przebieg naprawy tych uszkodzeń  
poprzez  k ie rowanie  ich bądź  na drogę  HR bądź 
N H E J  [35].

Poza  b ia łkami  swois tymi  dla każdego  z typów n a ­
prawy pęknięć  DNA w ko mórk ach  obecna  jes t  grupa 
białek biorących  udział  za równo  w HR, jak  i NHEJ.  
W ko mó rkach  k rę g o w c ó w  do grupy tej na leżą trzy 
białka tworzące  kompleks :  Rad50,  M r e l l  i N b s l .  
Bia łko N b s l ,  n azywan e  także p95 lub nibryną,  j es t  
funkc jona lnym ana logiem białka Xrs2 drożdży  [36]. 
M re l  1 jes t  nu kle azą  w y ka zuj ącą  w warunkach  in vi­
tro ak tywność  3 ’—>5’ egzonuk leazy  [37], Co c ieka­
we,  w warunkach  in vivo  kompleks  zawierający  
białko M re l  1 działa ja k o  5 ’—>3’ egzonukleaza  [38], 
Usunięc ie  genu  MRE11 powoduj e  silne osłabienie
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wydajnośc i  obu m ec h a n iz m ó w  naprawy DSB. J e d ­
nak mutac je punkto we ,  hamu jące  ak tywność  nukle-  
a z o w ą  Mre  1 1, nie w pł y w a ją  na je g o  ak tywność  repa- 
racy jną  [39]. U w aża  się więc,  że choc iaż  ak tywność  
nukleo l i tyczna  M re l  1 może  mieć pewne  znaczenie  
w obróbce  ko ńców  DSB,  to dla naprawy D N A  w a ­
żniejsze m o g ą  być inne właśc iwośc i  kompleksu  za ­
wiera jącego  M re l  1 (na przykład  zdolność w y sz u k i ­
wania  mikrohomologi i  po m ię dzy  końcami  DNA) 
[10]. Ak ty wn ość  b ia łka Mre l  1 zależy od obecności  
każdego  z t rzech sk ładników kompleksu.  Białko 
N b s l  wiąże  się z M re l  1, s tabil izuje komp leks  i s ty­
muluje  je g o  ak tywność  nukleo l i tyczną  [40], W ią z a ­
nie kompleksu  z końcami  D N A  od byw a  się poprzez  
nukleazę  Mr e l  1 oraz d o m enę  Rad50 w ią żą cą  DNA
[41]. K om ple ksy  R ad5 0 /M re l  1/Nbsl  nag romadza ją  
się wkró tce  po napromie niowaniu  komórek  w ogn i ­
skach z lo ka l izowanych  w mie jscach DSB. Chociaż  
białko Nbs l  nie wiąże się z DNA,  je g o  do m en a  FHA 
jes t  odpowiedz ia lna  za tworzenie  komple ksó w 
Rad50/ 'Mrel  1/Nbsl  w mie jscach  uszkodzenia  DNA
[42], na tomias t  do m ena  C -k o ń c o w a  jes t  o d p o w ie ­
dz ia lna za j ą d ro w ą  loka lizację komp lek su  [43].

Silne wiązanie z ch ro m a ty n ą  ko m ple ksó w za w ie ­
rających M re l  1 obserwuje  się ju ż  po kilku minutach 
od napr om ienio wani a  komórek  [44], I stotną  rolę 
kompl eksu  Ra d50/ M re l  1/Nbsl  podkreśla  fakt, że 
ca łkowi te  usunięc ie  ge nów  kodujących  k tórekol ­
wiek z tych białek pow oduje  śmierć  za rodków  myszy  
[10]. S twierdzono,  że mutac je genów  kodujących  
N b s l  i M r e l l  obecne  są w dz iedz icznych  scho rze ­
niach przypom ina j ących  zespół  AT (om ów io ny  p o ­
niżej).  W przypadku de fek tów N b s l  j es t  to zespół  
łaml iwych  chromosomów'  Ni jmegen  (ang. N ijm egen  
breakage syndrom e)  [43], a w wy pa dku defektów 
Mr el  1 - zespół  AT-LD (ang.  A ta x ia -te la n g iec ta -  
sia -ljk e  d iso rd e r ) [45], Jedną  z charakterys tycznych  
cech komórek  AT są zaburzenia  w szlakach prz eka ­
zywania  sygnału  indu kowanego przez  uszkodzenia  
DNA.  Wskazuje  to, że kompleks  R ad 5 0 /M re l  1/Nbsl  
zaan gażo wa ny  jes t  również  w kontro lę  cyklu k o m ó r ­
kowego.  Ponadto  komp leks  ten bierze udział  w re gu ­
lacji p rzeb iegu rekombinac ji  mejotyczne j  i w u trzy­
maniu s t ruktury te lo merów [37],

II-3. Białka związane z m echanizmem BER (ang. 
base excision repair)

Białkiem mają cym silne po w in o w ac tw o  do pę k ­
nięć DNA,  za równo jedno ,  j ak  i dwun ic i owych,  j es t  
po l imeraza  po l i (ADP-rybozy) ,  PARP-1.  E nz ym  ten 
katal izuje syntezę długich  rozga łęz ionych  łańcu­
chów poli AD P- ryb oz y  (wykorzys tu jąc  N A D + j a k o

substrat)  p rzyłączanych  do reszt g lu tamylowych,  
asparag inowych i l i zynowych białek akceptoro­
wych.  Do białek m odyf ik ow anych  przez P A R P - 1 na­
leżą hi stony,  D N A -P K  czy p53,  j ednak  pod s ta wo­
w ym  akceptorem łańcuchów poli A DP- ryboz y  jest  
samo białko P A R P - 1 . Wiązanie  do końców D NA jest 
niezbędne  do aktywacji  enzymu.  Synteza ujemnie  
na ładowanych  łańcuchów poli ADP -rybo zy  p o w o ­
duje oddys oc jow an ie  białka od DNA,  pol imer  jes t  
następnie  degradowany  przez g l ikohydrolazę 
po l i (ADP-rybozy) ,  co umożl iwia  rozpoczęcie  całego 
cyklu od począ tku  [46]. Przy jmuje  się, że PARP-1 
związany  jes t  z me chani zm am i  naprawy z m od yf ik o ­
wanych  zasad w procesie  BER.  P A R P - 1 tworzy k o m ­
pleksy z białkami  zaa nga żow anym i  w ten proces 
(X RC C1 ,  po l imeraza  DNA i l igaza 111), wiąże  się 
również  z nacięc iami  nici D N A  gene rowanymi  w 
trakcie naprawy [47], Jednak m echaniz m udziału 
białka PARP-1 w procesie BER kryje wiele n ie jasno­
ści. Chociaż  komórki  pozba wione  genu PARP-1 cha­
rak te ryzują  się zw ię ks zon ą  wraż l iwośc ią  na czynniki  
alki lujące D N A  i w y s o k ą  n ies tab ilnośc ią c h rom os o­
mów,  to szybkość naprawy D N A  wydaje  się nie­
zmieniona  [48]. Dane z eksperym en tów in vitro  w y ­
kazują,  że PARP-1 wiąże  się z nacięc iami  nici DNA 
będącymi  produktami pośrednimi  BER i blokuje 
t ranskrypc ję  z uszkodzonej  nici D N A  umożl iwiając  
przyłączenie  enz y m ó w  nap rawczych  w miejscu 
uszkodzenia  [49],

Aktywność  PARP-1 jes t  h a m o w a n a  przez 
DN A-PK,  być  mo że  wskutek  wspó łzawodn iczenia  
między PARP-1 i Ku o dostęp  do wolnych  końców 
DNA.  W iad om o również,  że oba  białka m o g ą  two­
rzyć kompleksy  [50]. Zdolność  szybkiego wiązania 
do pęknięć D N A  i brak bezpośredniego  udziału w ich 
naprawie  skłania do uznania  PARP-1 za białko,  które 
ochrania końce  DNA przed degradac ją  nukleo l i ­
tyczną  i r ekom bin ac ją  [51]. Przez łańcuchy  
pol i - ADP -rybo zy  PARP-1 wiąże  się z szereg iem 
białek j ą d row yc h ,  m.in.  hi stonów,  XPA, D N A-P K 
czy p53,  co może  mieć  znaczenie  funkc jona lne .  Wia­
domo  na przykład ,  że oddz ia ływania  z PARP-1 stabi­
lizują białko p53 [52], Ponadto P A R P - 1 modyf ikuje  i 
wiąże  się z innymi  czynnikami  t ranskrypcyjnymi  
(np. Oct -1,  B -M yb  czy AP-2).  Sugeru je  to dodat ­
kową funkcję  tego białka ja k o  czynnika  spo wal ­
n iającego t ranskrypc ję  genów' zawiera jących  uszko­
dzenia [47], Postuluje się, że podobną  funkcję 
mogłoby  pełnić również  białko Ku. W komórkach  
drożdży białko to tworzy  kompleksy  z bia łkami  Sir, 
odpowiada jącymi  za formowanie  n ieaktywnej hete- 
rochromatyny  [53]. Os ta tnio zapr op on ow ano  dodat ­
ko w ą funkcję b ia łka  PARP-1 ja k o  czynnika akty­
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wującego  pr o t eos om ow ą  degradac ję  białek us zko ­
dzonych  przez reak tywne formy tlenu [54],

III. Mechanizmy regulujące przebieg cyklu 
komórkowego indukowane pęknięciami 
nici DNA

III-I. Detektory DSB

W chwil i  obecnej  nie jes t  do końca jasne,  które z 
białek uczes tn iczących w regulacji  cyklu k o m ó r k o ­
w ego są bia łkami  sensorowymi .  Dane gene tyczne  i 
b io ch em icz ne  wskazują ,  że przyna jmniej  w p rz y p a d ­
ku uszkodzeń  typu DSB funkcję  detek tora  uszkodzeń  
pełni  bia łko ATM, a prawdopo do bn ie  również  k o m ­
pleks R ad 5 0 /M re l  1 / N b s l .

ATM jes t  b ia łkiem zm u to w a n y m  w dz iedziczne j 
recesywnej  chorobie  a ta x ia -te la n g iec ta sia  (ang.  A T  
m uta ted ). Zespół  AT charakte ryzuje  się szeregiem 
swois tych  cech k linicznych.  Są to miedzy  innymi:  
pos tępująca  degeneracja  kory móż dżku  p row adz ąca  
do zaburzeń  ruchow ych [a taxia), dyla tacja  naczyń 
krw io no śn ych  ( te la n g iec ta s ia ), opóźnien ia  wzrostu,  
p r zedw cz es ne  starzenie się i si lne pr edyspozycje  do 
n o w o tw o r ó w  krwi.  Komórki  pac jen tów z zespołem 
AT w y ka zuj ą  nadw raż l iwość  na promie nio wanie  j o ­
nizujące,  ł aml iwość  c h ro m o so m ó w  i zaburzenia  m e ­
ch a n iz m ó w  regulu jących  cykl k o m ó rk o w y  i apopto-  
zę  [55]. Po dobny  fenotyp związany  jes t  z mutac jami 
N b s l  i M re l  1. Białko ATM, podobnie  jak D N A-P K,  
na leży  do rodz iny serynowo - t r eoninowych  k inaz  
b ia łkowych spokrewnio nych  z kinazą  3-fosfoinozy-  
tolu.  W reakcji  in vitro  ATM fosforyluje reszty sery-  
no w e  i t reoninowe poprzedza jące  reszty g lu ta m in o­
we w wie lu białkach [56]. U w aż a  się, że f iz jologicz­
nymi  subst ratami  ATM są białka związane  z m e c h a ­
n izmami pr zekazywania  sygnału i naprawy DNA,  
między  innymi p53,  c-Abl ,  BRC A1,  N b s l ,  M dm 2,  
Chk2,  h R a d l 7 [8], FA N C D 2 [57] i histon H2A.X
[58], Białko  ATM wiąże  się si lnie z ch ro ma ty ną  k o ­
mórek  t r ak towanych  promie niowan iem jo n izu jący m 
(lecz nie p r om ieni ow an iem  UV)  ju ż  w 30 sekund po 
na pr om ieniow an iu ,  a j e g o  ak tywność  enzym a ty czn a  
wzras ta  k i lkakro tn ie [59]. W tym samy m czasie,  w 
mie jscach  uszkodzenia  obserwuje  się ka t a l izo wa ną  
przez  ATM fosforylac ję  h is tonu FÍ2A.X, a nas tępnie 
dzięki  w z a j e m n y m  oddz ia ływaniom  N bs l  z ufosfo-  
rylow'anym his tonem,  nagroma dzan ie  kom ple ksu  
R ad 5 0 /M re l  1/Nbsl  [60]. Są  to p ie rwsze zmiany o b ­
s e rw ow an e  w jądr ze  napromieniowanej  komórki .  
M ec haniz m wiązania  białka ATM z D N A  nie jes t  j a ­
sny. Część  badaczy  sugeruje,  że do wdązania ATM z 
DNA niezbędne  są doda tkowe białka pom ocnicze ,

takie jak  Ku w wypa dku DNA-PK.  Możl iwe  jest ,  że 
ATM wiąże się z końcami  DNA “przyc ię tymi” przez 
kompleks  R ad50 /M re l  1/Nbsl  [10], S twierdzono 
również,  że samo A T M  wykazuje  po win ow ac tw o do 
dw uni c iow ego  DNA uszkodzonego przez p ro m ie ­
niowanie  jon izu jące  [61]. Wskazu je  to, że ATM 
może  wiązać  się z DNA bez udziału dod a tkowych 
białek pomocniczych .  W chwili  obecnej  istnieją 
sprzeczne  dane  czy (i w jak im  stopniu) wiązanie k i ­
nazy A T M  z D N A  s tymulu je  jej ak tywność  [7]. 
Ostatnio przeds tawiono  dowody wskazujące ,  że in­
dukowane  p rom ienio wan iem zmiany st ruktury chro- 
matyny  inicjują autofosfory lac ję  i rozpad n ie ak t yw ­
nych d imerów do ak tywnych m o n o m e ró w  
A T M  [62].

Białkiem o dużym podobieńs twie  s t ruk turalnym i 
funkc jona lnym do ATM jest  ATR. Wiązanie  z chro­
m atyną  i ak tywacja  ATR obser wowan e  są w k o m ó r ­
kach napr om ie n io wa ny ch  UV lub czynnikami  b lo ­
kującymi  repl ikację [12], ATR funkcjonuje  w k o m ­
pleksie z b ia łkiem ATRIP (białka homologiczne  w 
drożdżach to Rad26 u S. p o m b e  i L c d l / D d c 2  u S. ce- 
revisiae)  [63], Dane  gene tyczne  wskazują ,  że dwa 
inne komple ksy  b ia łkowe w s p o m a g a ją  funkcje ATR. 
Jest  to kompleks  h R a d l / h R a d 9 / h H u s l , p r z y p o m i­
nający st ruk turą białko P C N A  i kompleks  składający 
się z b ia łka  hRadl  7 i czynnika  repl ikacyjnego  RFC3.  
Może  to sugerować ,  że ATR rozpoznaje  zaburzenia 
replikacji  związane  z obecnośc ią  uszkodzeń  DNA 
(np. widełki  repl ikacyjne zab lokowane  w mie jscu z a ­
wiera jącym UV-fo toprodukty)  [8]. Te same białka 
m ogą  być Fizjologicznymi subs tra tami ATM i ATR, a 
funkcje obu kinaz częśc iowo się nakłada ją i uz u­
pełniają.  To praw dop odobnie  jes t  p r zyczyn ą  faktu,  
że mutac je  ATM nie są letalne. Usunięc ie genu  ATR 
po wo du je  śmierć na wczesnych  etapach rozwoju  za­
rodkowego,  j es t  to jed na k  prawdopo dobn ie  związane  
ze swois tym udz ia łem tego białka w regulacji  repl i ­
kacji [64], Stwierdzono,  że białka ATM i ATR w y st ę ­
pują  w o lbrzymich  kompleksach  nazywanych  BASC 
(ang. B R C A -ą sso c ia ted  su rve illa n ce  com plex). Poza 
ATM (czy ATR) w kompleks ie  tym wys tępują  inne 
białka związane  z różnymi  mec hanizm am i  naprawy 
DNA:  B R C A 1, Rad50,  Mre l  1, N b s l , M L H 1 , MSH2,  
M S H 6  i BLM  [65], Wielu badaczy  sugeruje,  że k o m ­
pleks ten mó głby  pełnić funkc ję  un iwersa lnego  d e ­
tektora uszkodzeń  DNA,  jednak  rzeczywisty m e c h a ­
nizm je g o  funkc jonowania  pozos ta je  niejasny. Os ta t ­
nio s twierdzono,  że tzw. ciała ją dr ow e  PM L (ang. 
PM L N uclear B odies) - inne w ie loskładnikowe k o m ­
pleksy zaang ażo wan e  w k o m ó r k o w ą  odp owied ź  na 
stres —  również  gr om adz ą  się w' miejscach za w ie ­
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rających ufosfory lowany histon H2A.X i kompleksy  
Ra d50/ M rel  1/Nbsl  [66],

III-2. Udział białka ATM  w regulacji cyklu kom ór­
kowego

Zwiększ ona  rad iowraż l iwość  komór ek  z m u ta c ja ­
mi ATM nie wyn ika  z defek tów w naprawie  DSB, a 
jej  p r zyczyn ą  są zaburzenia  m ec h a n iz m ó w  kont r o­
lujących przebieg cyklu ko m ó rk o w e g o  (ang. 
checkpo in ts). Poniżej  p r zeds tawionych  jes t  ki lka 
m ech an izm ó w  regulacj i  cyklu kom órkowego,  w k tó ­
rych bierze udział  białko ATM.

Historycznie  p ie rwszy  z wyja śn ionych  m echa ni ­
zm ó w  ch eckp o in t od po w ia da  za stab ilną  b lokadę  c y ­
klu ko m ó rk o w eg o  w fazie G l .  M echanizm  ten za le ­
żny  jes t  od b ia łka  p53,  czynnika  t ranskrypcyjnego 
regulu jącego  ak tywność  wie lu  genów  kodujących  
b iałka  b iorące udział  w naprawie  DNA,  regulacj i  c y ­
klu ko m ó rk o w eg o  i apoptoz ie  [67]. J ednym  z genów 
akty wowanych  przez p53 je s t  WAF1/CFP1 kodujący  
bia łko p 2 1, będące  inh ibi torem k inaz  b ia łkowych z a ­
leżnych od cykl in (CDK,  ang. cyc lin e -d ep en d en t  
k in a se ). Dla regulacji  cyklu kom ó rk o w eg o  na j i s to t­
niejsze jes t  wiązanie białka  p21 do ko mp le ks ów cy - 
k l ina /CDK,  swois tych dla fazy G l  (c y cD /C D K 4  i 
cycD/C DK6 ) .  Związanie  inhibitora b lokuje  ak ty w ­
ność  k inazy i un iemożl iwia  fos forylac ję  swoistych 
subst ratów,  między  innymi białka pRb [68]. Za ak ty­
wację białka p53 odpowiedz ia lny  jes t  szereg m odyf i ­
kacji pos t- t ranslacy jnych ,  międ zy  innymi fosforyla-  
cje i acetylacje.  Fosforylac ja  reszt  se rynowych zna j ­
dujących się w części  N-końcowej  (Ser -15 i -20) s ta­
bil izuje białko p53 (zapobiegając  wiązaniu  białka 
M D M 2 )  i s tymulu je  ace ty lację  części  C-końcowej  
(Lys-382)  przez  ace ty lo transferazę  p300/CBP,  co 
zwiększa  je g o  akty wność jako  czynnika  t ranskr yp ­
cyjnego [69, 70]. Kinazą  fos fory lującą resztę S e r - 15 
jes t  ATM (a także ATR i D N A -P K )  [71], natomias t  
Ser-20 fosfory lowana  jes t  p rzez  Chk2,  kinazę  fosfo- 
ry lowaną  (Thr-68)  i a k ty w o w a n ą  przez  ATM [69]. 
Aktywacja  obu kinaz ma miejsce w komó rkach  t rak­
towanych  prom ie n io wani em jon izu jąc ym ,  na tomias t  
p ro mi en iow an ie  UV indukuje ak tywację  ATR i 
C h k l , k inazy o funkcji  podobnej  do Chk2 [7]. Po na d­
to ATM ma  wp ływ na s tabi l izację bia łka p53 poprzez  
mod yf ikac ję  funkcji  białka  M D M 2 ,  czynnika  kata li ­
zu jącego  ubikwi tynac ję p53 (i w rezul tacie jego  d e ­
gradację  w pro teasomach) .  ATM fosforyluje białko 
M D M 2  (Ser-395),  co osłabia je g o  oddzia ływania  z 
p53 [72], Dodatkowo,  ATM poprzez  fosforylację  se- 
ryny w pozycji  3 1 s tabil izuje czynnik t ranskrypcyjny

E2F1,  który ak tywuje  białko p 19ARh blokujące 
M D M 2 [73],

Poza s tab ilną  b lokadą cyklu ko m ó rk o w e g o  w fa­
zie G l  ATM bierze udział  w przejśc iowej  (n ieza le ­
żnej od t ranskrypc ji  i białka p53)  b lokadz ie cyklu k o ­
mó rk owe go  w fazie przejścia G 1 /S i G2/M. Przejścia 
te kont ro lowane  są za p o m o c ą  regulacji  aktywności  
odpowiednich  k inaz  C D K  (ko mp leks  cy cE/ C D K 2 w 
fazie G l / S  i komp leks  c y c B /C D C 2  w fazie G2/M) .  
Fosforylacja  dwu reszt  a m in o k w a so w y c h  (Thr-14  i 
Tyr-15) jes t  czynnik iem inakty wującym te kinazy,  a 
ich defosfory lac ja  przez od po wiedn ie  fosfatazy 
b ia łkowe jes t  n iezbędna  do aktywacji .  Tę  defosfory-  
lację katal izują dwa białka: C dc 2 5 A  (w fazie G l / S )  i 
Cd c25C (w fazie G2/M )  [13], W ko mó rk ach  t rak to­
wanych  p ro mieni ow an iem  j on iz u j ącym  obie  fosfa ta ­
zy są inak tywowane  w wyniku  fosforylacj i  ka ta l izo­
wanej  p rzez  Chk2,  która z kolei  j e s t  ak ty wowana  
przez ATM [74], Wydaje  się, że w ko m ór ka ch  t rak to­
wanych  pr om ienio wa nie m U V  za regulację  a k ty w ­
ności tych fosfa taz odpow iedz ia lne  są b ia łka  ATR i 
C h k l  [7], Fosfory lac ja  Cd c 2 5 A  ( S e r - 123) umożl iwia  
jeg o  ubikwi tynac ję  i w rezul tacie  degradac ję  w pro­
teasomach [9]. Fosfory lac ja  C dc25 C  (Ser-216)  p o ­
woduje jeg o  wiązanie  z b ia łk iem 14-3-3 i t ransloka- 
cję do cy toplazmy [75]. W zależnej  od ATM bloka ­
dzie cyklu kom ó rk o w e g o  w fazie S zaangażowane  
jes t  białko N b s l  [76]. inn ym bia łk iem z a a n g a żo w a ­
nym w regulację  tego m echan iz m u jes t  czynnik t ran­
skrypcyjny BRCA1 akt yw ow any  przez  ATM [77]. 
Ponadto  w' p rzekazywan ie  sygnału  zaangażow ane  
jes t  białko 5 3 B P 1, oddz ia łu jące  z h i s tonem H2A.X i 
fosforylowane przez ATM [78],

Oprócz udziału w regulacji  cyklu kom ór kow ego,  
ATM uczestniczy w regulacji  apoptozy  indukowanej  
uszkodzeniami  DNA (co będzie  o m ów io ne  w dalszej 
części  pracy) ,  oraz ma pe wien  wpływ' na m e c h a n i ­
zmy napra wy DNA.  ATM fosfory lu je  i ak tywuje  k i­
nazę b ia łkową c-Abl  [79], która z kolei  fosforyluje 
białko R a d 5 1 uła twiając  tw orzenie  je g o  kompleksu  z 
Rad52 [80], Jednym z w czesnyc h  e fek tów dz ia łania 
ATM jest  fosforylac ja  hi stonu  H2A.X [58], Postuluje 
się, że zmiany  s t ruktury ch ro ma ty ny  indukowane  
fo s fory la c j ą t ego  war ian tu  his tonu mogłyb y  ułatwiać 
białkom napr awczym  dostęp  do uszkodzenia  i s ty ­
mulow ać  naprawę [81].

IV. Apoptoza indukowana przez uszkodzenia
DNA

Apoptoza  jes t  ak ty wny m procesem autodestruk-  
cyjnym,  umoż l iw ia jąc ym usunięc ie  z organizmu nie­
pot rzebnych lub uszkodzonyc h  komórek .  M ech a ­
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nizm apoptozy wy k o rzy s t y w an y  jes t  również  do e l i ­
minacji  komórek  ku mulu jący ch  n ie naprawione  
uszkodzenia  DNA [4]. Ko ńc owe  etapy apoptozy  in­
dukowanej  p rzez uszkodzenia  DNA za leżne są od 
kaspazy-3 i białek przez  nią  regulowanych .  Kaspa-  
za-3 ak ty w ow an a  jes t  przez kompleks  zwany apopto-  
somem,  w skład k tórego wchodzą :  białko A p a f - 1, ka- 
spaza-9  i cy tochrom c. Ak ty wność  apoptosom u za le ­
ży od uwaln ian ia  z mi to chon dr ió w cytochromu c, 
który to proces zna jduje  się pod kont rolą  pro- i an- 
ty -apopto tycznych  b ia łek z rodz iny Bcl-2 [82], 
S twierdzono,  że deam ida c ja  b iałka  B c l - X L jes t  w a ­
żnym czynnik iem u ruc hami a j ącym apoptozę  w k o ­
mórkach  z us zk odzon ym  DNA [83], Jednak  m e c h a ­
nizmy, dzięki  k tórym w odpowiedz i  na uszkodzenia  
DNA dochodzi  do uwolnienia  z mi toc hondr ió w cyto­
chro mu  c i innych białek apopto tycznych  są w da l ­
szym ciągu słabo z rozumia łe .  W wie lu typach k o m ó ­
rek uruchomienie  apo pto zy  w odpowiedz i  na us zko ­
dzenia  DNA zależne je s t  od białka  p53.  Bia łko p53 
ak tywu je  wiele ge n ó w  kodujących  białka pro-apop-  
totyczne ,  między  innymi  białka z rodz iny Bcl-2:  
Bax,  N oxa  i Puma [84], Zakłada  się, że podobn ie  jak 
w wypadku b lokady  cyklu  k o m ór kow ego  in d u k o w a ­
nego  przez uszkodz en ia  DNA,  również  w trakcie 
apoptozy  ak tywacja  i s tabi l izacja p53 zależna je s t  od 
kinaz A T M /A T R  (bezpośr ednio  i za poś redn ic twe m 
C h k 2 / C h k l )  [85], W yd a je  się również,  że chociaż 
D N A - P K  nie bie rze udz iału w regulacji  cyklu  k o ­
mó rkowego,  to fos fory lac ja  p53 przez tę k inazę  
m oże  mieć znaczenie  dla indukcji  apoptozy  [86], In­
dukow ana  przez uszkodzenia  DNA aktywacja  bia łka  
p53 inicjuje dwa pr zec iw staw ne  procesy:  b lokadę  
cyklu  kom ór kow ego ,  k tóra ułatwia nap rawę  us zko ­
dzeń i przeżyc ie komórki ,  oraz uśmiercanie  komór ek  
na drodze  apoptozy.  W ydaj e  się, że sposób o d p o w i e ­
dzi na uszkodzenia  DNA zależy od typu komórek ,  
o raz rodzaju i ilości uszkodzeń .  Opisano  c iekawy 
m echan iz m  pozwa la j ący  na z różnicowanie  o d p o w i e ­
dzi zależnej  od p53,  a po lega jący  na kolejnej  m o d y f i ­
kacji różnych dome n tego białka.  Na pr om ien io wan ie  
k om órek  indukuje  fosforylac ję  seryn w pozyc jach  1 5 
i 20, co umożl iwia  wiązanie  p53 z promotorami  g e ­
nów n iezbędnych  do b lokady  cyklu k o m ó rk o w e g o  
(np. W A F1 /C IP 1) ,  i ak tywu je  gen kodujący  białko 
p 5 3 D I N P l .  Białko to je s t  koak tywato rem kinazy  
bia łkowej  fos forylującej  resztę Ser-46 białka p53.  
Taka  modyf ikac ja  p53 umożl iwia  je g o  w iązanie  z 
promotorem genu kodu jącego  białko p53A!P.  z a a n ­
gażo w an e  w uwaln ian ie  cy tochromu c z m i t o c h o n ­
dr iów  i indukcję ap optozy  [87], Hipote tycznie  ki- 
nazą fos forylującą  Ser -46  białka p53 mo gła by  być 
k inaza  b ia łkowa p 3 8 M A P K  induko wana  przez stres

(np. p romienio wanie  UV )  [88], Tak więc pro-apop-  
totyczna  ak tywność  p53 zależna byłaby od kilku 
czynnik ów uruchamianych  w sposób zależny  od p o ­
z iomu uszkodzeń DNA.

W pewnych typach komórek apoptoza  ind ukowa­
na przez  czynniki  uszkadza jące DNA nie jes t  zależna 
od białka p53. W komórkach  takich dla indukcji  ap o ­
ptozy n iezbędna  jest  aktywność  białka ATM [89]. W 
apoptoz ie zależnej  od ATM, a niezależnej  od p53,  
bierze udział  białko p73,  czynnik t ranskrypcyjny z 
rodziny p53 [90], Znane  są dwa mechan izmy ak ty­
wacji  p73 przez ATM: w naprom ieniow anych  k o ­
mórkach  ATM fosforyluje i s tabil izuje czynnik t ran­
skrypcyjny  E 2 F 1 , który ak tywuje  gen p73 [91 ], a do ­
datkowo,  k inaza  c-Abl  ak ty wowana  przez ATM 
wiąże  się z p73 i ak tywuje go przez fosforylację [90], 
Ponadto,  c-Abl  wa runkuje  ak tywację p73 przez ace- 
ty lo transferazę  p300 [92],

Do białek będących  subs tra tami kaspaz  (g łównie 
kaspazy-3)  na leżą  b iałka detek torowe rozpoznające 
pęknięc ia nici DNA: DN A-P Kcs ,  ATM, PARP-1 
oraz Rad51.  Inaktywacja  tych białek ma p r a w d o p o ­
dobnie  na celu uniemożl iwien ie  naprawy DNA,  pro­
cesu zbędne go w umierających  komórkach ,  a k on ku ­
ru jącego z procesami  apopto tycznymi  o dos tęp do 
ź ródeł  energii  [93], Stwierdzono,  że generowane  
przez kaspazę-3 N-końco we  f ragmenty  PARP-1 si l­
nie w ią ż ą  się z pęknięc iami D N A  uniemożliwia jąc  
wiązanie  komple tnych ,  ak tywnych  ka tal i tycznie 
cząs teczek tego białka [94], Doda tkow o,  aktywność  
jedne j  z nukleaz po tenc ja lnie biorących udział  w 
apoptotyczne j  f ragmentacj i  DNA, białka DN AS1 L3 ,  
regulowana  jest  przez  pol iADP-rybozylac ję .  Brak 
PARP-1 pozwala na usunięcie  po l imerów ADP-ry-  
bozy i ak tywację  nukleazy [52],

V. Telomery a białka rozpoznające pęknięcia 
DNA

Telomery są s t rukturami odpowiedz ia lnymi  za 
u t rzymanie  odpowiednie j  długości  końców  c h r o m o ­
so m ów  i zapobiega jącymi  ich łączeniu się ze sobą. 
Uważa  się, że fuzje c h ro m o so m ó w  m ogą  wynikać z 
zaburzeń  w struk turze  te lo merów  powod ujących  ich 
n ieprawid łowe  rozpoznawan ie  ja k o  pęknięcia DNA 
mające  podlegać  naprawie.  W rzeczywistośc i  fuzje 
c h ro m o so m ó w  zawierających telomery o n iepra­
wid łowej s trukturze ka ta l izowane są przez l igazę IV 
DNA, białko zaan gażo w ane  w mechan izm NH EJ 
[95], Te lomery zawie ra ją  wiele białek swois tych dla 
tej struktury, oraz szereg białek zaangażowanych  w 
napra wę DNA.  Jednym z takich białek jes t  heterodi-  
mer  Ku7 0/Ku86,  zw iązany  z te lomerami zarówno w
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komór kach  ssaków,  jak i w komór kach  drożdży  [96], 
Co c iekawe,  w komórkach  drożdży  b ia łko  Ku z lok a­
l izowane jes t  n iemal  wyłącznie  w te lomerach  ( razem 
z bia łkami  Sir), a w napr om ie n io wany ch  komórkach  
ulega przemieszczeniu  z te lomerów do mie jsc  zaw ie ­
rających pęknięc ia  D N A  [97]. Brak b iałka  Ku86 p o ­
woduje  wystąp ienie  l i cznych fuzji c h ro m o so m ó w  
[98]. Białko Ku nie wiąże  się z t e lo m ero w y m  DNA 
bezpośrednio  (tak ja k  w przypadku  D S B )  lecz za p o ­
ś rednictwem innych białek swois tych  dla t e lo m e­
rów,  na przykład białka TRF1 (ang.  te lo m ere  repea t 
b in d in g  fa c to r )  [99]. Szereg danych wskazuje ,  że k i ­
nazy D N A -P K c s  [100] i A T M  [101] też z a a n g a żo w a ­
ne są w u t rzymanie st ruktury te lomerów.  W m e c h a ­
n izmy regulujące  st rukturę te lo m eró w z a a n g a żo w a ­
ne są również  kom pleksy  zawiera jące  M r e l  1. W k o ­
mórkach  ssaków kompl eksy  R a d 5 0 /M r e l  1/Nbs l o d ­
dz iałują  z te lomerami ,  p r aw dopo do bn ie  biorąc 
udział  w przy łączaniu  te lomerazy  [102],  W  k o m ó r ­
kach drożdży  brak k tóregokolwiek  z białek k o m p le k ­
su R a d 5 0 /M re l  1/Xrs2 pow oduje  skracanie te lo m e­
rów lub zaham ow an ie  podz ia łów kom ó rk o w y c h  (tak 
jak  w komór kach  pozbawionych  te lomerazy)  [37], 
Rola białek rozpoznających  pęknięc ia  D N A  w re gu ­
lacji s t ruktury te lomerów nie została dokładnie  p o ­
znana.  Wydaje  się jednak ,  że je s t  ona  n ieza leżna  od 
ich funkcji  j a k o  de tek torów DSB.

VI. Uwagi końcowe

Białka oddz iału jące z końcami  DNA nie są grupą  
jednorodn ą ,  ale pełnią  z różnicowane  funkc je  w m e ­
tabolizmie DNA.  Do białek tych na leżą  białka n a ­
prawcze ,  białka związane  z regulacją  cyklu k o m ó r ­
kowego oraz różnorodne  białka enzymatyczne  (np. 
ligazy czy nukleazy) .  W y o drębni on ą  funkcjona ln ie  
grupę  białek s tano wią  detek tory pęknięć  D NA 
będące p i e rwszym e l ementem szlaków sygna łowy ch  
uruchamianych  w kom órce  przez uszkodzenia  DNA.  
Poznano  ju ż  st rukturę i m echani zm  działania  wielu z 
nich,  a pozos tałe są ob iek tem in tensywnych badań.  
Jednym z ważnych  czynników indukujących pękn ię ­
cia DNA jes t  p romienio wanie  jon izu jące ,  s to sowane  
w szczególnie wysokich  dawkach  do ce lów t e r ap eu ­
tycznych,  g łównie  w terapii  p rzec iwn owotw orowe j .  
Obecnie  przesz ło 50% pac jen tów z chorobami  n o w o ­
tworowy mi  leczonych  jes t  p ro mi en io wan iem j o n i ­
zu jącym,  również  w procedurach  skojarzonych z 
chem ioterap ią  ( innym czynnik iem indukującym 
uszkodzenia  DNA).  Jest  to s tosunkowo bardzo s k u ­
teczna me to da  terapeutyczna ,  po łączona  jedn ak  z 
pewn ym  ryzykiem wys tąp ien ia powikłań  i n ie ­
pożądanych  skutków ubocznych.  Indukcja DSB w y ­
daje się na jważnie j szą  p r zyczyną  tok sycznego  
działania promienio wan ia  i ma  decydujące  z nacze ­
nie dla e fek tywności  terapii  (poprzez  uszkadzanie  
komórek  now ot w oro w ych) ,  j ak i dla skutków u b o c z ­
nych (poprzez  uszkadzanie  komórek  prawid łowych) .  
Dokładne  poznanie  m ech an iz m ó w  komórkowej  od-

reguiacja
struktury
telomerów

naprawa DNA
regulacja cyklu komórkowego 

(checkpoints)

ATB— j R a d l  Hus1
ATRIP

apoptoza

Ryc. 1. Białka detektorowe rozpoznające pęknięcia nici DNA (a także zaburzenia widełek replikacyjnych - ATR i R ad9/R adl/H usl) oraz procesy ko­
mórkowe, w których uczestniczą. Udokumentowane związki funkcjonalne między poszczególnymi białkami detektorowymi oznaczono 
strzałkami o dwu ostrzach.
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powiedzi  na promie nio wanie  jon izu jące ,  w k tórych 
rolę nie do przecenien ia  odgrywają  detektory p ę k ­
nięć DNA,  będz ie  miało o lbrzymie  znaczenie  kl i­
niczne  w terapii p rz ec iwnowotwo rowej  i ochronie 
zdrowych  tkanek przed promieniowaniem.

Praca f inansowana  ze ś rodków Komite tu Badań N a ­
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Polimeraza poli(ADP-rybozy) i jej udział w naprawie
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PoIy(ADP-ribose) polymerase and its function in DNA 
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I. Wstęp

Pol i (ADP-rybozylac ja )  j es t  po t ra ns lacy jną  m o ­
dyf ikac ją  białek zacho dz ąc ą  w jąd rze  ko m órk ow ym .  
Proces  ten jes t  j e d n ą  z p ie rwszych  odpowiedz i  k o ­
mórki  na uszkodzenie  DNA.  Pol i (ADP-rybozylac ja )  
j es t  ka ta l izowana  przez enzym y z rodziny polimeraz  
po l i ( ADP-r ybo zy )  z których najlepiej  poznana  jest  
po l imeraza  po l i (A DP -rybo zy) - l  oznaczana  s y m b o ­
lem PARP1 (EC 2.4.2.30).  Enzym ten występuje  u 
wszys tk ich  E ukaryo ta  z wyją tk iem drożdży.  PARP1 
wiąże  się z uszk odz on ą  n ic ią  D NA i syn te tyzuje 
łańcuchy  pol i (ADP- ryboz y)  przy łączone  ko w a le n ­
cyjnie  do różnych białek ją dr ow ych,  w tym również  
do PA R P 1 . Dono rem reszt AD P- ry boz y  w tej reakcji  
j es t  ko m ó rk o w y  N A D +. Okres  pó ł t rwania  po li (AD-  
P- rybozy) jes t  bardzo krótki i ju ż  po około minuc ie  
od mo me nt u  syntezy łańcuchy  poli( ADP-rybozy )  są 
enzyma tycznie  degr adow ane  przez g l ikohydro lazę  
po l i ( ADP- ryboz y)  ozna cz an ą  symbolem PARG (EC 
3.2.1.143) .  Po l i (ADP-rybozylac ja )  odgryw a istotną 
rolę w na jważnie j szych  procesach  zachodzących  w 
jądrze  k o m ór kow ym .  Ważną  gru pą  białek ule­
ga jących  po l i ( ADP-rybozylac j i )  są histony. 
Po l i ( ADP-rybozylac ja )  h is tonów powod uj e  zmiany  
w st rukturze chromatyny,  co w istotny sposób  
wp ły w a  na procesy replikacji  i naprawy D N A  oraz 
t ranskrypcj i .  Z a ha m ow an ie  ak tywnośc i  PARP p o w o ­
duje zaham ow ani e  procesów naprawy DNA i utratę 
s tabi lności  genomow ej .  W tym artykule zostanie
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przeds tawiona  rola po l i (ADP-rybozylac j i )  w na p ra ­
wie DNA i u trzymaniu  stabi lności  geno mu  w k o m ó r ­
ce. Ponadto  zos taną  om ów io ne  inne,  znane  enzymy z 
rodz iny pol im eraz  po l i (ADP-rybozy) .

II. Budowa i rodzaje polimeraz poli(ADP- 
rybozy) (PARPs)

Pod koniec  lat os iemdzies ią tych  odkryty został  
gen kodujący  pol i merazę  po l i (ADP- ryb ozy) - l  
(PARP1)  [1], W  ostatnich latach wykazan o  również  
istnienie innych ge nów  kodujących  pol imerazy  
pol i (ADP-rybozy)  (PARPs) .  Hom olo gia  w obrębie 
grupy  pol imeraz  po l i (A DP-r ybozy)  ogranicza  się do 
C-końcowej  części  PARP [1], Naj lepiej  poznana  jes t  
budowa PARP1 kodowanej  u ludzi p rzez  gen 
A D P R T. Białko to ma masę  cząs te czk ow ą  113 kD a i 
składa się z 3 domen: wiążącej  DN A,  au tomodyf ika-  
cyjnej  i katal i tycznej  (nazywanej  również  d o m e n ą  
wiążącą  N A D +) [2], Najbardziej  k o n s e rw o w a n ą  w 
ewolucj i  j es t  do mena  katal i tyczna ,  z loka l izowana  w 
C- końcowej  części b ia łka  [2] (Ryc. 1).

zna ją  uszkodzenia  jednej  lub obu nici DNA [5]. W y ­
kazano,  że za wiązanie  PAR PI do DNA w n a jw ię k ­
szym stopniu odp ow iedz ia lne  są motyw y heli- 
sa-skręt-hel i sa zna jdujące  się w C-końcowej  części  
domeny  wiążącej  D NA [6]. PARP1 wiąże  się ja k o  
ho m od im er  w mie jscu przerwania jedne j  lub ob yd w u 
nici D NA [7],

Dom ena  au tomodyf ika cy jna  zna jduje się w ś ro d ­
kowej  części  enzymu,  u ludzi pomię dzy  a m i n o k w a ­
sami 374 i 525 [3], W j e j  skład wchodzi  między  in ny­
mi 15 reszt  kwasu  g lu t am ino we go (co s tanowi ok. 
10% am in o k w a só w  w tej domenie) ,  które u legają  
po l i (ADP-rybozylac j i )  [4], Do mena  ta zawiera  w 
N-końcowej  części  suwak leucynowy (LZ —  Ryc. 
1), który warunkuje  h o m o di m er yz ac ję  PARPl  a ta k ­
że interakcje z innymi b ia łkami  [8]. H om od im ery za -  
cja warunkuje  ak tywność  PA RP l  [9], W obszarze  od 
384 do 479  am in ok w asu  u ludzi zna jduje  się d o m e n a  
B R C T  (ang. C -term ina l domciin o fb re a s t c a n c e r p r o ­
tein B R C A 1 ) (B R C T  —  Ryc.  ł )  [10]. D o m e n y  takie 
spotyka  się w różnych białkach regulu jących  cykl 
ko m ór kow y  i naprawę D N A  [10], Jej obecność  w

DOMENA  
WIĄŻĄCA DNA

DOMENA 
AUTOMO­

DYFIKACYJNA
374 526

DOMENA 
KATALITYCZNA 

( W IĄŻĄCA NAD*)
1014

N F1 F2 HTH HTH LŹ BRCT MIN. DOM. KAT.

Ryc I. Budowa PARP. Objaśnienia: Fl,F2 - palce cynkowe; FITH - helisa-skręt-helisa; LZ - suwak leucynowy; MIN. DOM. KAT - minimalna dom e­
na katalityczna; BRCT (c-terminal domain ofbreast cancer protein BR C A 1)- C-końcowa domena białka B R C A l.

Do me na  wiążąca  D N A  zna jduje się w' N -k o ń c o ­
wej części  białka.  U ludzi z b u do w ana  jes t  z 373 a m i­
no k w a só w  i ma  masę  cząs t eczk ow ą  42 kDa.  Zawiera  
dwa palce  c ynkowe  (F l ,F2 —  Ryc. I ) i dwa mo ty wy  
hel isa-skręt -he li sa (HTH  —  Ryc. I ) [3,4], Palce c yn ­
kow e PAR Pl  m a ją  n i e ty p o w ą  strukturę.  Sekwencje  
Cy s-Cy s-His - Cys  wiążące  cynk sk łada ją  się z 28-30 
aminokwasów,  podczas  gdy u większości  białek 
zawiera jących  pa lce cy nk ow e  zbud ow ane  są one z
12-13 reszt  aminokwasow^ych.  Sekwencje  te rozpo-

PARP1 umożliwńa interakcje z innymi b iałkami  
zawiera jącymi  do m en ę  B R C T  i tworzenie  z nimi 
ko mp le ks ów odpowie dz ia lny ch  między  innymi  za 
naprawę DN A [11],

D om ena  kata l i tyczna  na zy w an a  d o m e n ą  w ią żącą  
N A D + zna jduje  się w' C-końcowej  części  P A R P l .  U 
ludzi ma masę  cząs te czk ową  55 kDa i za jmuje  obszar  
od 526 do 1014 a m inokw asu  [3]. Kata lizuje inicjację 
po i i (ADP-rybozylac j i )  subst ratu,  wyd łużanie  pol i ­
meru i tworzenie  rozga łęz ień po l i (ADP -rybo zy )
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(pADPr)  (Ryc. 2) [12,13],  Aktywnośc i  te zna jdują  
się w obrębie 40 kDa f ragmentu  z loka l izowanego w 
C-końcu  białka.  Fragmen t  ten nazywa się m in im a ln ą  
d o m e n ą  ka ta l i tyczną (MIN.  DOM. KAT. —  Ryc. 1) 
[14], Jest on określany również  ja k o  domena  homo-  
logii PARP,  gdyż  wy kazuje  duży stopień homologi i  
u wszystkich  en zy m ó w  z rodz iny PARP  [1], Cent rum

1 INICJACJA

2. WYDŁUŻANIE

3. ROZGAŁĘZIANIE

Ryc. 2. Synteza polimerów ADP-rybozy.

kata l i tyczne  tej do me ny zawiera s trukturę [3-a-  
pę t la -P-a ,  która jes t  odp ow iedz ia lna  za wiązanie  
N A D f [15], Jednostki  A DP- rybozy  (ADPr)  p o ­
chodz ą  z hydrol izy N A D +, podczas której pow sta je  
również  n iko tynamid  [16] zgodnie z równanie m re ­
akcji:

b i a łko - (AD Pr )n + N A D + + FĘO - a 
b ia łko- (A DPr )n+1 + n ikotynamid

Powsta jący w tej reakcji  n iko tynamid  może  być 
zuży wa ny do resyntezy N A D + lub przeksz tałcany w 
N-mety lo -2 -p i rydo no-5 -karboksyamid ,  który jes t  
wydalany  z mo czem [17], W komórkach ,  w k tórych 
nie dochodzi  do uszkodzenia  DN A,  ilość poii-  
(AD P- ryboz y)  jes t  niewielka.  Większość  jed no s te k

ADP-rybo zy  związanych  z białkami  akceptorowymi  
występuje  wów czas  w formie m o n o -A D P r  (po jedyn ­
czych jednos tek  A D P r  związanych  z białkiem) lub 
o l i go -ADPr  ( łańcuchów o długości  do 11 jednos tek)  
[18,19],  Aktywnoś ć  PARP1 i stężenie po l i (ADP-ry-  
bozy)  w komórc e  może  szybko wzrosnąć  nawet  do 
500 razy w przypadku uszkodzenia  DNA [20,21],  
Powoduje  to jednocześn ie  spadek s tężenia k o m ó rk o ­
wego N A D + [22], PARP1 jes t  in vivo  g łó wnym  ak ­
ceptorem pol i (ADP-rybozy)  [23]. Poza własną  
po l i ( ADP-rybozylac ją )  PARP1 modyf iku je  inne 
białka.  Większość  subs tra tów PARP1 s tanow ią  
białka ją d ro w e  odp ow iedz ia lne  za metabol izm k w a ­
sów nukle in owych i stabi lność st ruktury ch romatyny
[12]. Nawet  niewielki  stopień pol i (ADP-rybozyla-  
cji) zmienia  w znaczący  sposób  właśc iwośc i  m od y f i ­
ko wa nych  białek ze wzg lędu  na u jemny ładunek  p o ­
l imeru [24]. Subst ra ty po li (ADP-rybozylac j i )  k lasy ­
fikuje się wed ług  ich funkcji .  Wyróżnia  się grupy 
białek odp owiedz ia lne  za u t r zymywanie  st ruktury 
chromatyny ,  syntezę DNA,  na pr aw ę  DN A,  t ran­
skrypcję oraz  cykl  kom ó rk o w y  (Tabela 1). Poli- 
(ADP-rybozy lac ja )  enzym ów  zazwycza j  pow oduje  
zaham owan ie  ich ak tywnośc i  katal i tycznej  [24], P o ­
nadto przy łączenie  u jemnie  na ładowanych  reszt  
po l i ( ADP-rybozy)  upośledza  lub znosi  zdolność  
białek do wiązania  DNA [25].

O budowie  i funkcji  innych enzym ów  z rodz iny 
PARP w ia dom o niewiele.  N a jno ws ze  informacje z o ­
stały przeds tawione  w Tabeli  2.

III. Struktura chemiczna poli(ADP-rybozy)

Poli (ADP- ryboz a)  jes t  hom op ol im ere m  zb u d o ­
wany m  z jednos tek  A DP- rybozy  połączonych  w iąz a­
niami g l ikoz ydo wym i  [26,27],  Po l imery A D P - r y b o ­
zy są przy łączane  wiązaniem es trowym do y-karbo- 
ksy lowych grup reszt kwasu  g lu t am ino wego różnych 
białek [28], Rzadziej  mo dyf iko w ane  są grupy kar ­
boksylowe kwasu  aspa rag in ow ego [28]. Jednos tki  
po limeru połączone  są między  sobą  wiązaniami g l i ­
kozydow ym i  ^ ,- > 2 , po mi ęd zy  rybozami  (Ryc. 3). 
Wielkość po l imeru  by w a  różna  i może  os iągać  200 
jednos tek  ADP-rybozy .  Pol imery  dłuższe  niż 80 j e d ­
nostek A D P r  pos iada ją  rozga łęz ien ia  u tworzone  
przez wiązania  g l iko zydowe  1 » 2 ” pom iędzy  ry ­
bozami  [29] (Ryc. 3). Rozgałęzienia  w pol imerze  
wys tępuj ą  nieregularnie,  średnio co 20-50 jednos tek  
AD P- ry bo zy  [28]. Długie  łańcuchy  pol i (ADP-rybo-  
zy) mają  he l iko ida lną s trukturę dr ug orzęd ową [30].
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Tabela 1.

Białka ulegające poli(ADP-rybozylacji) i znaczenie tego procesu dla funkcji komórki.

F U N K C J A A K C E P T O R P I Ś M I E N N I C T W O

M o d u la c ja  s truk tu ry H is tony  : H 1 ,H 2 A ,H 2 B ,H 3 ,H 4 [85,86]

ch ro m a ty n y B ia łka  H M G [70]

P A R P [23]

T o p o iz o m e ra z y  1 , 11 [87,88]

S y n teza  D N A H S S B [89]

Li gazy  D N A [90]

P o l im erazy  D N A  a , p [90]

T o p o iz o m e ra z a  11 [89]

N a p ra w a  D N A P A R P [23]

Li gazy  D N A [90]

Po l im e ra zy  D N A  a , (3 [90]

X R C C 1 [63]

H is tony [85,86]

T ran sk ry p c ja H is to n y [91]

P o l im erazy  RN A [92]

h n R N P [931

T o p o iz o m e ra z y  1,11 [87,94]

B ia łk a  H M G [70,95]

TFII-F [96]

C yk l  k o m ó rk o w y p53 [97]

Fos [98]

PC N A [99]

HMG (ang. high m obility group protein) -  białka HMG; HSSB (ang. human single-stranded binding protein) -  ludzkie białko wiążące pojedynczą nić 
DNA; hnRNP (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) heterogenna rybonukleoproteina jądrowa.; PCNA(ang. proliferating cell nuclear anti­
gen) antygen jądrowy różnicujących się komórek; TFII-F (ang. transcription fac to r II-F) czynnik transkrypcyjny II-F; XRCC1 (ang . X -ray repair  
cross-com plem enting group I.) —  białko naprawiające uszkodzenia DNA spowodowane promieniowaniem X.

IV. Glikohydrolaza poIi(ADP-rybozy) 
(PARG)

Glikohydro laza  p A D P r  (PARG) jes t  enzym em  
odp owi edz i a lnym  za ka tabolizm p A D P r  [31]. Z a w i e ­
ra aktywności  endogl ikozydazy  odpowiedz ia lne j  za 
usuwanie  rozga łęz ień  po l imeru i egzogl ikozydazy  
odpowiedz ia lne j  za usuwanie  po jedne j  reszcie 
ADP- ry bozy  od końca pol imeru  [32] (Ryc. 4). U lu­
dzi ma masę  cząs te czk ow ą  111 kDa [33]. Zawiera 
N -k o ń co w ą  do me nę  regula torową,  cen t ra lną  dome nę  
lokalizacji  j ądrowej  i C - k o ń c o w ą  do m en ę  ka tal i ­
tyczną  [33] (Ryc. 5). Gdy w komórce  nie dochodzi  do 
uszkodzenia  DNA,  PARG z lo ka l izowana  jes t  w cyto- 
solu w okol icy jądr a  ko m ó rk o w e g o  [34], W wyniku 
uszkodzenia  DNA PARG przemiesz cza  się do jądra

ko m órk ow ego  i degraduje  powsta łe w wyniku 
działania PARP  pol imery  ADP-rybozy .  Okres 
pó łt rwania p A D P r  in vivo  wynosi  w takiej sytuacji  
poniżej  lm in  [35], W ko mórkach  nie t rak towanych  
czynnikami  uszkadza jącymi  DNA,  pol i (ADP-rybo-  
za) występuje  g łównie  w formie mono-  lub oli- 
go -A DPr  i jej  okres pó ł t rwania  wynos i  około 7 g o ­
dzin [20], Do ak tywacj i  P A R G  in vivo  po trzebne jes t  
5 p M  s tężenie p A D P r  [20]. In vitro  długie pol imery 
A DPr  są degr adowane  szybciej  od krótkich,  co w y n i ­
ka ze współdz ia łan ia  ak tywnośc i  endo-  i egzo gl i ko­
zydazy P A R G  [32,36].  Akty wność  endogl ikozydazy  
pozwala  również  na po w s ta w ani e  wo lnych  p o l i m e ­
rów ADPr ,  które m o g ą  oddzia ływać  na nukleoso my  
[37], PA RG zapobiega  też tworzeniu bardzo  d ługich 
łańcuchów poi i( ADP -rybo zy)  przy łączonych  do
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jednostka podstawowa

akceptorowe

A - ADENINA

ROZGAŁĘZIENIE ->

Ryc. 3. Struktura chemiczna poli(ADP-rybozy).

białek akcep torowych  [24], Ostatnia jed nos tk a  A D P r  
z cząsteczki  białka jes t  uwaln iana  w reakcji  ka ta l izo ­
wanej  przez  liazę AD Pr-b ia łko  (Ryc.  4) [38]. U w o l ­
n ione  z po l i merów  jednos tk i  A DP -rybozy  są d eg ra ­
dow ane  przez p i rofosfa tazy A D P r  do A M P  i rybo-  
zo-5- fosforanu  [39],

V. Znaczenie poli(ADP-rybozylacji) w napra­
wie DNA i utrzymaniu integralności geno­
mu

Wzros t  s tężenia po l i ( A DP -rybo zy low anych)  
białek w komórce  jes t  sku tk iem uszkodzenia  DNA
[40] i j es t  ściśle zw iązany  z obniżeniem s tężenia  
N A D + w komórce  [41], Związek  po mi ęd zy  
dzia łan iem PARP z naprawą D NA w ykazano  s to­
sując inhibi tory tego enzymu. Wiążą się one w m ie j ­
scu ka ta l i tycznym PARP, hamując  komp etycy jn ie  
ak tywność  enzym u [42], Przykładem komp etycy j -  
nych inhibi torów PARP są ben zamid y  oraz  benzami-  
dazole [42,43],  Zas tosowanie  inhibi torów PARP 
zmnie jsza  e fek tywność  procesów naprawy DNA w 
komórce ,  a w konsekwencj i  zwiększa  okres pó ł t rwa-  
nia uszkodzeń  D NA [44.45].  Pow odu je  to utratę s ta ­
bilności  ge nom ow ej  i nagroma dzen ie  uszkodzonyc h  
komórek  na prze jściu faz G 2 i M cyklu ko m ó rk o w eg o
[46], Stan taki charakteryzuje  się ponadto z w i ę k ­
szoną  częstośc ią  zamian s ios trzanych chrom atyd
[47], rekombinacj i  homologicznych  [48] i ut ratą c z ę ­
ści powie lanych  genów' [49], Nasi la się p roces  apop-  
tozy. na tomias t  zmnie jsza  się częstość mar twicy  k o ­
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mórek,  co prawd opodob ni e  związane  jes t  z ogran i ­
czeniem zużycia  N A D + przez PA RP  [50,51].  W k o ­
mórkach  pozbawionych  genu  PARP  za obse rw ow ano  
skrócenie  te lomerów i zwiększenie  ilości mikro jąder  
- f ragmen tów chromatyd ,  które nie uległy włączeniu  
do ją d e r  komórek  pot om nych i k tórych  obecność  
świadczy  o niestabi lnośc i geno mu  [52,53].  W p o p u ­
lacji komór ek  z usunięc iem (ang. kn o cko u t)  genu  ko­
dującego  PA R P obserwuje  się kom órki  tet raploidal-

1. CIĘCIE
(AKTYWNOŚĆ
ENDOGLIKOZYDAZY)

PARG

2. CIĘCIE
(AKTYWNOŚĆ
EGZOGLIKOZYDAZY)

3. ODCIĘCIE OSTATNIEJ 
RESZTY ADPr OD 
BIAŁKA

LIAZA ADPr PROTEINOWA

Ryc. 4. Rozpad polimerów ADP-rybozy.
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N DOMENA  
REGULATOROWA

DOMENA  
LOKALIZACJI 
JĄDROWEJ

DOMENA  
KATALITYCZNA c

Ryc. 5. Budowa PARG

ne i aneuploidalne ,  co świadczy o zaburzeniach  p o ­
dzia łów k o m órko w yc h  [54], Zaha m o w a n ie  naprawy 
D N A  zaob se rw ow ano  równ ież  w doświadczeniach  z 
użyc iem specyf icznego  an t ys ensownego  R N A  do 
m R N A  genu A D P R T  [55],

Molekula rny  m echaniz m udziału PARP w n ap ra ­
wie  D N A  nie został  do tychczas  wyjaśniony.  Z a p ro ­
po n o w a n o  cztery różne  modele  t łumaczące  rolę 
po l i (ADP-rybozylac j i )  w naprawie  D NA i u t r zym y­
waniu s tabilności  genom owej ,  które zos taną  o m ó ­
wione poniżej:

1. Model sygnal izacyjny (ang. the s ig n a llin g  m o ­
del). Model  ten zakłada,  że po l i (ADP-rybozylac ja )  
sygna lizu je  po jawienie  się uszkodzeń D N A  efekto-  
rom z a a ng ażo w any m  w k o m ó r k o w ą  od powied ź  na 
uszkodzenie  DNA.  Autom odyf i kac j a  PARP i m o d y ­
fikacja h is tonów ma być sygnałem uruchamia jącym 
m ech ani zm y  napra wy  DNA [24], W wie lu  białkach 
odpowiedz ia lnyc h  za naprawę DNA i stabi lność g e ­
nom u s twierdzono obecność  dw ud z ie s to am ino kw a-  
sowej  sekwencji  wiążącej  n iekowalencyjn ie  
po l i (ADP- rybozę )  [56]. Fragment  ten może  pełnić 
rolę „czu jn ika ” informującego  o uszkodzeniu  DNA.  
Pr zykładem takiego  modelu  jes t  w p ły w  pol i (AD-  
P- rybozylacj i )  na dz ia łanie  b ia łka  sup resorowego 
p53.  W przypadku usz kodzenia  D N A  nas tępuje 
wzros t  ak tywnośc i  białka p53,  które za trzymuje  cykl 
k om órk ow y  na przejściu faz G1 i S cyklu k o m ó rk o ­
wego [57], co zapewnia  czas po trzebny  do naprawy 
DNA. Inhibicja PARP b lokuje wykry w ani e  us zk o ­
dzeń D N A  i wzrost  aktywnośc i  p53 [58]. Przejście do 
fazy S komórki  z us zkodzo nym  D NA pow oduj e  da l­
sze uszkodzenia ,  co skutkuje dużym n a g ro m a d z e ­
niem komórek  z usz kod zon ym D N A  na prze jśc iu faz 
G2 i M cyklu kom ó rk o w eg o  [24], Aktywac ja  p53 
przez PARP nie może  być je dnak  je d y n y m  m e c h a n i ­
zmem t łum aczącym  rolę PARP w naprawie  DNA.  
Wykazano  bowi em ,  że myszy  po zbaw ion e  genu ko ­
dującego PARP nie zapada ją  na nowotw ory  tak cz ę ­
sto jak zwierzęta  poz bawio ne  p53 [24,59],

2. Model  rekru tacyjny  (ang. the recru itin g  m odel). 
Model  ten zakłada,  że PARP rozpoznaje  uszkodzenia 
DNA,  modyf iku je  białka związane  z ch ro ma ty ną  w 
mie jscu  uszkodzenia  i p rzyciąga w miejsce us zko ­

dzenia składniki  sys temu naprawy DNA w yc i ­
na jącego  zasady azo towe (BER,  ang. base excision  
repair)  [24], Na  powiązanie  działania PARP z sys te ­
mem naprawy BER wskazu je  fakt, że po li (ADP-ry-  
bozylac ję ) in vivo  s tym ulu ją  uszkodzenia  typu utraty 
zasady azotowej,  lub pęknięc ia pojedyncze j  nici 
DNA,  które są naprawiane  przez system BER 
[60-62].  P A R P  jes t  sk ładnikiem b ia łko wego k o m ­
pleksu BER,  w skład k tórego  wchodzą  ponadto  1 i ga­
za D N A  li i ,  po l imeraza  D N A  oraz białko XRCC1 
(ang. X -ra y  rep a ir  c ro ss-co m p lem en tin g  g ro u p  I) 
[63]. Zaha m o w a n ie  ak tywnośc i  PA RP  po w odu je  in­
hibicję systemu BER oraz zwiększenie  okresu 
półt rwania  uszkodzeń  D N A  naprawianych  przez  ten 
system [64,65].  S twierdzono też z a ha m ow an ie  syste ­
mu B E R  w komó rkach  po zba wion ych  genu ko­
dującego  PARP  [65]. W ykazano ,  że PARP1 s t y m u ­
luje po l imerazę  DNA (3 i endon ukleazę  Fen 1 w sys te ­
mie BER długiej  łatki (LP- BE R)  [65]. Białko 
XRCC1 spełnia rolę molekularnego  rusztowania  dla 
kompleksu  BER i oddz ia łuje  ze wszystkimi  jego  
składnikami  [11,63,66].  Bia łko X R C C 1 jest  m o d y f i ­
kowane  przez PARP ,  co zmienia  jeg o  p o w i n o w a c ­
two do składników kompleksu .  Wydaje  się, że w ten 
sposób PA RP może  wpływ ać  na tworzenie  i ak ty w ­
ność komple ksu  BER [24], W warunkach  niskiego 
stężenia ATP w komórce ,  AD P- ry bo za  powsta ła  w 
wyniku  degradacj i  po l ime ru  może  w reakcji  z piro- 
fos foranem powsta łym przy w b u d o w y w a n iu  bra­
kującego nukleo tydu  dos ta rczać ATP dla l igazy 
D NA systemu BER [67] zgodnie  z reakcją:

PP + A D P r  —» ATP + P- ryboza

3. Model  naprawy  za leżny  od s t ruktury chromaty-  
ny (ang. the ch ro m a tin -d ep en d en t repa ir m odel). Na  
naprawę DNA duży  w p ły w  ma obecność  h i s tonó w w 
mie jscu uszkodzenia  [24], S twierdzono,  że w przy­
padku uszkodzenia  D NA  histony przylega jące  do 
usz kodzonego miejsca  u legają  odwraca lne j  poii- 
(ADP-rybozylac j i )  przez  PARP [68], Na  skutek 
zmiany  ładunku h is tonów  w wyniku  poli( ADP-rybo-  
zylacji)  dochodzi  do mie jscowej dekondensacj i  
chromatyny .  Wydaje  się, że je s t  to n iezbędny w a r u ­
nek aby duże,  b ia łkowe kompl eksy  naprawcze  mogły
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dotrzeć do mie jsca  uszkodzenia  DNA w obręb ie  sil­
nie sko ndensowanej  ch romatyny  [24], Najczęśc iej  
mo dy f ikow any mi  his tonami  in vivo  są HI i H2B
[69]. S twierdzono również  modyf ikac ję  przez PA R P 
związanych  z chrom aty ną  białek H M G  1 ,2 ,  14 i 17
[70], M echaniz m modyf ikacj i  st ruktury ch romatyny  
podczas naprawy DNA przeds tawia  się następująco:  
PARP wiąże  się z usz kodzony m miejscem DNA i 
ulega aktywacj i ,  a w konsekwencj i  au topol i (AD-  
P-rybozylac ji ) .  W nas tępstwie  wzros tu  s tężenia 
po l i (A DP- ryb ozy )  w jądrze  k o m ó rk o w y m  P A R G  
przemieszcza  się do jądra ,  w okol ice uszkodzenia  
DNA i skraca po l imery związane  z PARP.  Powoduje  
to zm ia nę  preferencj i  subs tra towych dla ADP-rybo-  
zylacji i mo dyf iko w ane  są histony.  To  sprawia,  że 
chr om aty na  jes t  u t rz ymy wana  w roz luźnione j s t r uk ­
turze.  Nas tępnie  uszkodzenie  DNA jest  naprawiane  
przez odpowied nie  enzymy,  po czym na skutek d u ż e ­
go nap ływ u P AR G do jądra  ko m ó rk o w eg o  pol imery

ADP-rybozy  ulega ją  degradacj i .  W konsekwencji  
D N A  wraca  do skondensowanej  st ruktury [24,71].

4. Model  an tyrekom bin acyjny  (ang. the antire- 
com bina tion  m odel). Model  ten w przec iwieńs twie  
do wcześn ie j szych  zakłada,  że PARP hamuje  nap ra ­
wę DNA,  a u t rzymuje  stabi lność genom u poprzez  z a ­
pobieganie  rekombi nac jom hom ologicznym.  PARP 
wiąże  się z uszkodz onym mie jscem DNA i przez m o ­
dyf ikac ję  białek związanych  z chrom aty ną  zapobie­
ga rekombinacj i  homologiczne j  [64], S twierdzono 
też obecność  PARP w mul t ip ro te inowym kompleks ie  
r eko mb ina cy jny m [72], Wykazano  również ,  że z a ­
s tosowanie  inhibi torów PARP powoduje  wzros t  c zę ­
stości rekombinacj i  ho m olo gic znych  [48].

Na  pods tawie  t rzech pie rwszych przeds ta wi o­
nych modeli  można  zapro pon ow ać  ogólny uprosz ­
czony model dz ia łania  PARP w naprawie  DNA. W 
przypadku uszkodzenia  DNA,  dwie  cząsteczki  PARP 
przy łącza ją  się do miejsca  przerwania  nici tworząc

NAPRAWIONY DNA

Ryc 6. Ogólny mechanizm działania PARP w naprawie DNA. Objaśnienia: BER (ang. base excision repair) - system naprawy DNA przez wycinanie 
zasad; H - histony.
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Tabela 2.

Polimerazy poli(ADP-rybozy)

GEN 

LUDZKI *
BIAŁKO BUDOWA, WŁAŚCIWOŚCI FUNKCJE

ADPRT PARPl Odkryta jako pierwsza, i najlepiej poznana polimeraza 

poliADPr. Odpowiada za większość procesów poli(ADP- 

rybozylacji) w' komórce.

ADPRTL2 PARP2 Budowa C-końcowej części podobna do PARP-1 i 

prawdopodobnie zbliżona funkcja. Przypuszczalnie inna 

specyficzność substratowa ze względu na odmienną domenę 

wiążącą DNA [77,100].

ADPRTL3 PARP3 Ostatnio poznana PARP. Jej domena N-końcowa składa się 

tylko z 44 aminokwasów. Reszta to domena homologii 

PARP [101].

ADPRTL1 VPARP

(Vault PARP)

Wchodzi w skład nukleoproteinowego kompleksu o 

beczułkowatej strukturze (ang. vault complex) i masie 

cząsteczkowej aż 13 Mda [102]. Kompleks ten jest 

zlokalizowany na cytoplazmatycznej powierzchni porów w' 

błonie jądrowej, dlatego uważa się, że może odgrywać rolę 

w transporcie przez pory w błonie jądrowej [103]. Białka 

wchodzące w skład tego kompleksu ulegają ADP- 

rybozylacji, co może wywoływać jego zmiany strukturalne, 

powodujące zamykanie lub otwieranie porów w błonie 

jądrowej [104].

TNKS TANKYRAZA Bierze udział w replikacji telomerów [80], Telomeraza -  

enzym odpowiedzialny za utrzymanie długości telomerów 

jest negatywnie regulowana przez TRF1, który jest 

akceptorem poli(ADP-rybozy) [80,105], Zależna od 

tankyrazy poli(ADP-rybozylacja) TRF1 zmniejsza 

powinowactwo tego czynnika do telomerów i w związku z 

tym ogranicza jego hamujący wpływ na działanie 

telomerazy [80]. Wydaje się, że tankyraza odgrywa istotną 

rolę w kontroli długości telomerów

* - wg klasyfikacji zatwierdzonej przez komitet nomenklatury HUGO (Human Genome Project), TRF1 (ang. telom ere-repeat binding factor-1) czyn­
nik wiążący telomery

ho m o d im er  obe jmujący  obszar  7 nuk leo tydów z k a ż ­
dej s t rony od miejsca  uszkodzenia  (Ryc.  6). P A R P  
ulega  aktywacj i  i katal izuje wł a sn ą  po l i (ADP-rybo-

zylację),  co sprawia,  że jej ładunek staje się coraz  
bardziej  ujemny.  Pol i (ADP-rybozylac j i)  u lega ją  
również  histony,  co powoduje  roz luźnien ie  chroma-
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tyny w miejscu  uszkodzenia  [24], Os ta tecznie  ob ni ­
żenie ładunku PA R P powodu je  jej oddysoc jowanie  
od DN A  [73,74],  Ponadto au tomody f ikac ja  PA RP  
hamuje  jej  ak tywność  [24], Po odłączeniu  PARP  jej 
miejsce na DNA za jmują  en zym y  naprawcze  sys te ­
mu BER. Po oddy soc jow an iu  PARP  od DN A gl i ko­
hydrolaza p A D P r  (P A R G )  hydrol izuje pol imery 
ADPr  obecne  na PA R P i p rzywraca  temu białku zd o l ­
ność do pono w n eg o  wiązania  DNA i aktywacj i  [75], 
PARG hydro lizuje  również  po l imery  związane  z hi- 
s tonami i D N A  wraca  do sko ndensowanej  st ruktury 
[24,71],

Przedstawione  dane  wskazują ,  że po l i (ADP-ry-  
bozylac ja )  j es t  is totnym czynnik iem o d p ow ie dz ia l ­
nym za na pr aw ę  D N A  i s tabi lność  genomu.  O d m i e n ­
ne wnioski  wyn ika ją  z badań z użyciem myszy  z u su ­
nięciem (ang. kn o cko u t)  genu kod ującego  PARP. 
Myszy takie rozwija ły  się normaln ie  i były p łodne , 
co biorąc pod u w ag ę  częstość uszkodzeń  D NA w 
tkankach  embr iona lnych  podczas  replikacji  s tanowi  
przes łankę,  że PARP nie jes t  czynnik iem n ie z b ę d ­
nym do naprawy D N A  [76]. Ró wnież  badania  na fi- 
b roblastach z usunięc iem (ang. knockou t)  genu  k o ­
dującego PARP wykaza ły  brak zaburzeń  procesów 
naprawy,  za równo  BER i N E R  (ang. n u c leo tid e  e x c i­
sion repa ir)  [76], Rozbieżnośc i  te można  t łumaczyć  
faktem że myszy  i komórki  z w y łą czony m  genem k o ­
dującym PARP1 mają  możl iw ość  po l i ( ADP-r ybo zy -  
lacji) białek przy udz ia le  PARP2, która,  j ak  ostatnio 
wykazano ,  również  wchodzi  w skład ko m ple ksu  
BER [59,77,78],

U waża  się też, że PARP oprócz  roli w naprawie  
DNA równocz eśn ie  zapobiega  t ranskrypc ji  u s z k o ­
dzonych genów. Wyciszanie  t ranskrypc ji  polega  na 
po l i (ADP-rybozylac j i )  czynn ikó w t ranskrypcyj -  
nych,  co zapobiega  inicjacji  t ranskrypc ji  u s z k o d z o ­
nych genów [79],

Obok PARP 1 rolę w u t rzymaniu  s tabilności  g e n o ­
mu odgryw a też inny enzym z rodz iny PARP —  Tan- 
kyraza,  która po l i (ADP- ryboz ylu je )  czynniki  TRF1 
od pow iedz ia lne  za ha m ow ani e  telomerazy.  Enzym 
ten od gr yw a więc i stotną rolę w kontroli  długości  te- 
lomerów [80] (Tabela 2).

S twierdzono,  że ak tywność  PARP w różnych  
tkankach oniża się wraz  z wiek iem [81], Wykazano  
też pozy tyw ną  korelację  pomiędzy  ak tyw nośc ią

PA RP i d ługośc ią  życ ia  u różnych ga tunk ów ssaków 
[81], Ekspresja  genu  A D P R T  zachodzi na niższym 
poz iomie  u ludzi s tarszych i chorych na proger ię  w 
porównan iu  z ludźmi młodymi  [82], Przypuszcza  się 
więc,  że ak tywność  PARP  mo że  mieć w pły w na 
d łu g o te rm in o w ą  s tabi lność  ge nomu a w k o n s e k w e n ­
cji na d ługowieczność.

VI. Uwagi końcowe

W  ciągu 40 lat od odkrycia  po l i (AD P-r ybo zy )  u zy ­
skano  dużo informacj i  na temat  znaczenia  syntezy 
tego pol imeru  dla funkcji  komórki .  Pewne jest ,  że 
po l i (ADP-ryboz ylac ja )  odgryw a znaczącą  rolę w 
procesie  naprawy D NA i u t rzymaniu  stabilności  g e ­
nomu,  jed na k  nie wy jaśn iono  ostatecznie,  j aki  j es t  
moleku larny  m ech ani zm  działania  PARP w tych p ro ­
cesach.  Badania  pr owa dzone  na D rosophila  w y k a ­
zały is totną rolę po l i (ADP-rybozylac j i )  w u t r zym a­
niu stabi lności  chromatyny  w rozwoju  emb r iona l ­
nym [83]. Po l i (ADP-rybozylac ja )  chroni  k om órkę  
przed  ut ratą stabi lności  genomo wej ,  przez indukcję 
p rocesów  naprawczych ,  a z drugiej  strony d o p ro w a ­
dza do śmierci  komórki .  Wynika  to z obniżenia s tęże­
nia N A D + zużyw ane go  do syntezy pol imeru  w p rz y­
padku roz ległych uszkodzeń  D NA  [60]. Powoduje  to 
obniżenie  s tężenia ATP w komórce,  co może  p r o w a ­
dzić do jej  śmierci  [59,60].  W zależności  od roz m ia ­
rów uszkodzenia  D NA większe  znaczenie  zyskuje 
mech an iz m  dz ia łania  PARP poprzez  mo dyf ikac ję  
białek p r o w adzącą  do indukcj i  sy s temów naprawy 
lub przez obniżanie  s tężenia N A D + i ATP pro ­
wadzące  do śmierci  komórki  [59], Ponieważ  na d ­
mierna  ak tywacja  PARP prowadzi  do śmierci  k o m ó ­
rek i uszkodzenia  narządów,  w pewnych sytuacjach 
korzys tne  może  być zab lokow anie  aktywnośc i  tego 
en zym u  [84], Dlatego pro w adz on e  są badania nad 
za s tos ow an iem inhibi torów PARP w terapii [84],
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Uszkodzenie komórki —  rola mitochondriów

Damage of celi —  role of mitochondria
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ROS -  reak tywne formy tlenu; SO D  dysm utaza  po n ad tlen ­
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I. Wstęp

Komórki  u szkodz one  w wyniku  zadz ia łan ia  b o d ź ­
ców chemicznych  lub f izycznych  są e l i min ow an e  w 
dwojaki  sposób.  E l iminac ja  zachodzi  albo w wyniku  
apoptozy,  albo w wyniku  mar twicy [1-3]. Proces  
apoptozy  (prog ra m owana  śmierć komórki )  j est  n ie ­
zbędny do zachowania  homeos tazy  liczby i s t ruktury 
komórek  osobnikó w doros łych.  Apoptoza  jes t  za tem 
f iz jo log iczną  dr og ą  e l iminacj i  komórek ,  której  t o w a ­
rzyszy kondensac ja  ch romatyny  i f r agmentac ja  j ą d e r  
k o m ó rk o w y c h  [4], W  procesie  tym dochodzi  t akże 
do zmiany  potenc jału m ię dz yb ło now ego  m i t o c h o n ­
driów i uwolnienia  z mi toc hon dr i ów  do cy top lazm y 
czyn nik ów indukujących  apoptozę  (AIF, ang.  apop- 
tosis indu c in g  fa c to r ) .  Po jawia ją  się również  ciałka 
apopto tyczne  [5]. Proces mar tw icz y  na tomias t  d o ty ­
czy ostrego,  n ie s kom pe ns ow anego  i n ies t e rowane go  
obum ieran ia  komórek ,  k tóremu tow arzyszą  procesy 
zapa lne  [1, 6],

M ar tw icę  cechuje  naras ta jący  obrzęk m i t o c h o n ­
dr iów oraz siateczki  ś ródplazmatyczne j .  Szybko też
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Białym stoku, 15-222 Białystok, ul. M ick iewicza  2c, blok D; 
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dochodzi  do wzros tu  objętości  komóre k  z p rz e rw a ­
n iem błony  p lazmatyczne j  i uwo ln ien iem  sk ła dni ­
ków w e w n ą t r zko m órko w yc h.  W wynik u  uszko dz e­
nia b łony komórkowe j  z przestrzeni  pozakom órko-  
wej do wnęt rza  komórki  na p ływ ają  jo n y  sodu i w a p ­
nia, które są gwał townie  w y c h w y ty w a n e  przez  m i t o ­
chondr ia,  co prowadzi  do z a ham ow ani a  procesu  f os ­
forylacji  oksydacyjne j  [1, 2, 7, 8]. Jony te ak tyw ują  
też endogenne  fos fol ipazy i proteazy [6, 8-10].  Pó ź ­
nym ob ja w em  zaawansow ane j  mar twicy  jes t  u szko­
dzenie jądra  ko m ór kow ego ,  w k tórym chromatyna  
zbija się w małe  agrega ty [2],

Do najczęściej  wy mieni an ych  przyczyn  us zko ­
dzenia komórki  należą:  zak łócenie  oksydacyjne j  fos­
forylacji ,  des tab il izacja hom eos t azy  wodno-e lek t ro-  
l i towej,  naruszenie  s t ruktury błon ko m ór kow ych,  za­
burzenia  procesu  syntezy białek s t rukturalnych i en ­
zymatycznych ,  j ak  też naruszenie  proc esów repara-  
cyjnych [1], Najbardz ie j  spektakularnym pr zy k ­
ładem uszkodzenia  komórki  j es t  jej ostre n iedot le ­
nienie.  Zaburzenie  st ruktury i funkcji  kom ór ek  d o k o ­
nuje się także na drodze peroksydac j i  l ipidów b łono ­
wych wywołane j  p rzez  różne  czynniki  chemiczne  i 
f izyczne [11-13],  Wymien ione  powyżej  p ie rwotne  
przyczyny uszkodzenia  komórki  m ogące  prowadzić  
do jej mar twicy  są n iezależne  od czynni ka  uszka­
dzającego.

II. Uszkodzenie komórki w wyniku niedotle­
nienia

Ostre niedot lenienie  prowadzi  do rozprzęgnięc ia 
procesu fosforylacji  oksydacyjne j  w mitochon- 
driach. W  wyniku  zaburzenia  p rocesów  ok sy da cyj ­
nych w komórce  dochodzi  do wzrostu poz iomu 
NADH  [ 14], K umulac ja  N A D H  p o w odu je  przewagę
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procesów  redukcyjnych,  a w efekcie  wzros t  stężenia 
m leczan ów,  obniżenie  stopnia pr zemiany  pirogro-  
n ianów  do acety lo-CoA i za ham ow ani e  cyklu kwasu  
cy t rynowego.  W komórce  dochodzi  wtedy  do spadku 
s tężenia ATP,  a wzrostu  s tężenia ADP, A M P  i n ie ­
o rganicznych  fos foranów [1, 9, 14], W odpowiedz i  
na spadek s tężenia ATP kom órka  uruchamia  al terna- 
tywme źródła wy twarzania  energii  - gl ikol izę  bez t le ­
n o w ą  [15], Uruchomi en ie  tego procesu  zapewn ia  k o ­
mór ce  energię po t rz ebną  do pod t r zym an ia  p o m p y  so­
dowo-potas owe j  oraz wapniowej ,  j ed nakż e  p o w o d u ­
je  także wzros t  s tężenia m leczanów  w komórce,  a co 
za tym idzie zakwaszenie  ś rodowiska  komórki  [6, 9], 

Podczas  n iedot lenienia  wewnąt r z  izo lowanych  
k om órek  pH obniża  się do wartości  6,3; mitochon-  
dria u lega ją  depolaryzacj i ,  a poz iom ATP może  o b ­
niżyć  się do 1% war tości  pods ta wow ej ,  j e dna kże  nie 
dochodzi  do zmiany  przepuszcza lnośc i  mi tochon-  
driów, a żywotność  komór ek  jes t  wyższa  niż 90 %  
[16], N atom ias t  p rzywrócen ie  norma lnych  w a r u n ­
ków  t lenow ych i powró t  pH do wartości  7,2 p o w o d u ­
je  zmian y  przepuszcza lnośc i  mi tochondriów.  Spadek  
pH w t rakcie niedot lenienia  chroni  zatem komórki  
p rzed śmierc ią  [17-20],

Wzros t  p rzepuszczalnośc i  mi to chond r ió w p o w o ­
d o w any  je s t  o tw orzeniem por ów  w ich błonie w e w ­
nęt rzne j ,  co prowadzi  do wzrostu przepuszcza lnośc i  
błony i umożl iwia  przechodzenie  przez nią jonó w,  a 
nawet  n i skocząs teczkowych białek [3, 16, 21],  W 
wyn ik u  tego dochodzi  do depolaryzacj i  m i to c h o n ­
driów. ich obrzmienia  i rozprzężenia  procesu o k s y ­
dacyjnej  fosforylacji  [16, 21],

Nieznaczny  nawet  spadek pH przyspiesza  u w a l ­
nianie  związanych  z białkami jonów metali  p rze j ś ­
c iowych,  t akich jak Fe 2+ i C u 2+, co m oże  dod atk ow o 
zakłócić  wytwarzanie  ATP w komórce  na korzyść  g e ­
neracji  an iono rod nik a  ponadt l enkow ego [22-25],  

W c z e s n ą  kon se k w e n c ją  n iedotlenienia  komórki  
j es t  t akże obniżenie  zawartośc i g l ikogenu w k o m ó r ­
ce w w y n ik u  aktywacj i  fosfof ruktokinazy.  Przen ik a ­
nie m le cz anów  oraz jo n ó w  sodu,  po tasu i wapnia  do 
siateczki  ś ródplazmatyczne j  pow odu je  jej o b r z m ie ­
nie i ut ratę rybosomów,  a w wyniku  tego procesu,  jak 
równie ż  wskutek  kondensac ji  chromatyny  brzeżnej ,  
nas tępuje  zaham ow an ie  syntezy białek.

W komórce ,  w wyniku  obniżenia poz iom u ATP i 
gl ikogenu ,  dochodzi  do zaburzenia  pod s t aw ow yc h 
jej  funkcj i ,  a przede  wszys t k im za t rzymania  p om py  
N a +- K + i C a “+, w efekcie czego  do wnętrza komórki  
na p ł y w a j ą j o n y  N a + i C a 2+, a do przestrzeni  zewnąt rz -  
kom órk owej  jony  K + i M g 2+. Zaburzenie  s tężenia j o ­
nów w o toczeniu komórki  i w jej  wnęt rzu  powoduje .

że do komórki  zaczyna  przepływać  woda,  co p ro w a ­
dzi do obrzmienia  [6, 7, 9, 10],

Niedobó r  t lenu powodu je  zmnie jszenie  syntezy 
fos fo l ipidów b łonowych,  a wskutek  tego dochodzi  
do zaburzenia  funkcji  błon p lazmatycznych ,  które 
t racą swoją  integralność i enzym y ko mórk owe w y ­
dos ta ją  się n a z e w n ą t r z  [1]. W surowicy krwi obser- 
wuje  się wtedy  wzrost  ak tywnośc i  e nz ym ów  o loka li ­
zacji  cytoplazmatyczne j ,  j ak  i subkomórkowej .

III. Uszkodzenie komórki wskutek peroksy- 
dacji lipidów błonowych

Błon y k o m órko w e  zawiera ją  wielon ienasycone  
kw asy  t łuszczowe podatne  na działanie  wolnych  ro d ­
n ik ów t lenowych,  które zapo czą tkow ują  proces  pe- 
roksydac j i  l ipidów b ło no wych  [26, 27, 28].

Peroksydac ję  l ipidów b łonow ych powo du ją  nie 
tylko  subs tanc je  chemiczne  czy też ekspozyc ja na 
prom ienio wa nie  jon izu jące ,  ale także różnego  rodz a ­
ju  procesy  zachodzące  w organizmie.  Są  to między  
innymi  stany zapa lne o różnym podłożu,  starzenie 
się organizmu,  czy też procesy n iedokrwienia-reper-  
fuzji w wątrobie ,  sercu,  nerkach,  j el icie,  mózgu 
[1 1-13], Niedo krw ien ie  - p rzerwanie  dopływ u krwi 
do narządu lub jeg o  części  - po jawia  się np. w czasie 
zab ie gów  chi rurgicznych takich jak  t ransplantac je  
lub chorób,  np. zawału serca i może  prowadzić  nawet  
do mar twicy.  Paradoksa ln ie  po no w ny  napływ krwi,  
czyli  reperfuzja,  niesie za sobą  n iebezpieczeńs two 
da lszych  uszkodzeń  tka nko wych [11, 13]. U sz k o d z e ­
nia tka nko we  powstające  w czasie procesu niedo- 
krwienia - reper fuz j i  ge ner ow ane  są przez nadt lenki ,  
które oddzia łują  z kom órkam i  nabłonkowymi .  W 
wyniku  tego pro du ko w ane  są media tory zapalenia,  
takie jak  PAF (czynnik  aktywmjący płytki)  - syn te ty­
zo wany  z fos fol ip idów b łonowych  przez fosfol ipazę 
A 2 i LTB 4 ( leukot r ieny B4) [13, 29-31],

Z w ięk szo ne  tworzenie  się reak tywnych form t le­
nu i indukowaną  przez nie dysfunkcję  komórek  o b ­
se rw ow ano  w wielu chorobach ,  np. w' arytmii ,  n ad ­
c iśnieniu,  uszkodzeniu mięśni  szk ie letowych,  uszko­
dzeniu ne uronów  w chorobie  Parkinsona,  cukrzycy,  
chorobie  Alzhe imer a  [32-35],

Szlaki metabol iczne ,  w wyniku  których powsta ją  
reaktywme formy t lenu (ROS) ,  to: 1) układ ksantyna 
(X) /oksydaza  ksa n ty now a (XO) ,  2) układ cyklooksy-  
genaz  szlaku metabol ic znego  kw asu  a rach idonowe-  
go, 3) układ t ranspor tu e lek t ronów w mi tochon-  
driach,  4) układ ak tyw ow any ch  neutrofi l i ,  5) układ 
białek amylo idu  P [35], Szlaki metabol iczne  p ro­
wadzące  do tworzenia  reak tywnych form t lenu są d o ­
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brze  poznane ,  j e dnakż e  nie do końca  wy jaśn ione  jest ,  
j aki  udział  m ają  poszczególne  źródła ich tworzenia.

W fazie począ tkowej  tego typu  uszkodzenia  k o ­
m órek  dochodzi  zwykle  do wiązania  ksenobio tyku  
przez błony k o m ór kow e oraz błony  siateczki  śród- 
p lazmatyczne j .  Przy udziale m o n o oksyge naz  za le­
żnych od cy tochromu  P450 wy twarzane  są wolne 
rodniki ,  które uruchamia ją  peroksydac ję  l ipidów 
wszys tk ich  błon,  w tym błon mi tochondr ia lnych .  
Układ  mo nook sy gen az  odpow iedz ia lny  jes t  między  
innymi  za u t lenianie kseno bio tyk ów i w y m a g a  do 
swojego  dzia łania  donora  e lektronów.  M oże  nim być 
N A D P H  lub N A D P H + H +, a w rezul tacie powstaje  
p ew n a  ilość reak tywnych form t lenu [5, 36, 37],

W uszkodzonych  mi to chondr iach  dochodzi  do o b ­
n iżenia s tężenia  ATP wskutek  zmnie jszenia  nasi lenia 
procesu  fosforylacji  oksydacyjne j  [1, 6]. U s z k o d z o ­
ne mi tochondr ia  m ają  także zmnie jsz oną  zdolność  
redukcj i  u t len ionego  NADP.  Prowadzi  to do upoś le ­
dzenia układu an tyoksyd acyjn ego  związanego  z pe- 
roks ydazą  g lu ta t ionową i pow odu je  kumulac j ę  u tle ­
nionej  formy g lu ta t ionu  [38, 39],

Jak s twierdzono,  około 2% t lenu zuży tko wane go  
przez mitochondr ia lny  łańcuch od dechow y  w w y n i ­
ku jedno ele k t r ono we j  redukcji  ulega przeksz tałceniu 
do an ionorodnika  pon ad t le nkow eg o  [3, 40]. W w y ­
twarzanie  reak tywnych form t lenu przez m i to chon­
dria zaanga żow ane  są nas tępujące enzymy: burszty-  
ny lo-koenzym Q, koenzym Q H2-reduktaza cy to­
ch rom u C i N A D H - k o e n z y m  Q. W prawid łowych 
warunkach  powsta jące  rodniki  t l enowe są neut ral i ­
zowane  przez  reduktazę N A D P - k o e n z y m  Q, a także 
przez  au too ksyd ac ję  koe nz ym u Q [3, 41],  W w ię k ­
szości  p rzyp ad ków anionorodnik  ponadt l enkow y 
jes t  ge nerow any na poz iomie  k o en zym u Q, choc iaż  
należy zauważyć ,  że dehydroge naza  N A D H  pełni tu 
także bardzo w a ż n ą  rolę [3].

Wolne rodniki  m o g ą  być w yt warzane  nie tylko w 
mi tochondr iach .  Sia teczka  ś ródplazmaty czna  hepa- 
tocy tów zawiera  układ desaturazy,  który wp ro wadza  
wiązania  pod wój ne  do ła ńcuchów kw asó w  t łu szczo­
wych.  Ten układ odpowiedz ia lny  jes t  także za t rans­
por t  e lek t ronów p rzeka zywanych  z N A D P H  przez 
uk ład f lawinowy na cy tochrom b5, który z kolei  p rze­
kazuje e lekt rony desaturazie.  Formy zr edukowa ne  
za równo f l awoenzymu,  jak  i cy toch rom u b 5, m o g ą  
reagować  z t l enem i w ten sposób  wy twarzać  an iono­
rodnik po nadt l enkowy [42],

Naj lepiej  poznane  zostały interakcje pomiędzy  
wolnymi  rodnikami  a l ipidami zawar tymi  w błonach 
ko m ó rk o w y ch  i subkomórkow ych.  Błony  k o m ó r k o ­
we i s u b kom ór kow e  zbud owane  są z wie lonienasy-  
conych kw asów  t łuszczowych,  w których wys tępują

sprzężone  wiązania  podwójne ,  co sprawia,  że są 
szczególnie wraż l iwe  na procesy peroksydacj i  l ipi­
dów [27, 43]. P ie rwszym e tapem peroksydac ji  l ipi­
dów jes t  oderwanie  przez  wolny  rodnik a tomu w o d o ­
ru od alki lowej  grupy  a -m e ty le now e j  będące j w bez ­
pośrednim sąs iedztwie  je dneg o  bądź  dwu wiązań  po­
dwójnych  między  a tomami  węgla [3, 28, 29]. W pro ­
cesie tym dochodzi  do powstan ia  rodnika  l ip ido we­
go. W obecnośc i  t lenu rodnik l ip idowy p rze ­
ksz ta łcany jes t  do l ip idowego rodnika pon adt le nko ­
wego,  który może  reagować  z następnymi  grupami  
a -m e ty le n o w y m i .  P ie rwsze produkty  rozpadu  l ipi­
dów cechują  się dużą  lab ilnością  i m o g ą  łatwo roz pa ­
dać się do kole jnych  produktów.  Proces  ten s ty m ulo ­
wany jes t  przez  obecność  wolnych  j o n ó w  metal i  
p rze j śc iowych,  które poprzez  reakcję  Fentona  nas i ­
lają rozpad hyd ro ksy na d t le nk ów do odpowiednich  
rodników peroks ylowych i a lkoksyłowych,  j ak  też 
p o w odu ją  zwiększenie  wytwa rzan ia  wolnych  rodni ­

ków [3, 28, 29],
Wolne rodniki  t l enowe m o g ą  reagować  także z 

białkami ,  powodu jąc  ich oksydację .  Na  działanie 
wolnych  rodnik ów szczególnie  wraż l iwe  są niektóre 
aminokwasy,  takie ja k  cysteina,  metionina,  tyrozyna , 
hi stydyna . W wyniku  reakcji  wolnych  rodn ików  z 
aminokwasami  po wsta ją  karbonylowe  pochodne  
a m in ok w asó w  oraz b i tyrozyna [17, 43]. W wyniku 
tego procesu dochodzi  do zak łócenia  f u nk c jo no w a­
nia wielu białek poprzez  zaburzenie  procesów ich 
fosforylacji  i defosforylac j i ,  a także zwiększenie  ich 
wrażl iwośc i  na proteol izę  [17, 44],

Wolne rodniki  t l enowe b iorą  też udział  w p roce ­
sach oksydacj i  kwasów deoksy ry bonukl e inowy ch  i 
rybonukle inowych.  Szczególnie  n iebezpieczne  jes t  
oksydacyjne  uszkodzenie  DNA,  poni eważ  może 
mieć charak te r  mutag enn y [45-48].  Uszkodzenie  
D NA w wyniku  stresu oksydacyjne go  uważane  jest  
za pr zyczynę  wielu s tanów pa to logicznych,  między  
innymi chorób  no w otw or ow yc h ,  miażdżycy,  jak i 
p rocesów starzenia się organizmów.

Oksydacyjne  uszkodzenie  kwa só w rybonuk le ino ­
wych jest ,  j a k  się uważa,  mniej  niebezpieczne,  po ­
n ieważ  kwasy  te m a ją  krótki półokres  t rwania  i pod­
legają ciągłej  resyntez ie  [45],

Wolne rodniki  pe łn ią  w organizmie  także poży ­
teczną  funkcję,  g łównie regulatorową.  Sądzi  się, że 
wolne  rodniki  t l enowe są n iezbędne  w tak pod s ta wo­
wych procesach  życ iowych jak  podz ia ł  komórek  
[49], Także w' p rocesie  różnicowania  i do jrzewania  
komór ek  b iorą  udział  reak tywne formy t lenu [50], 
Wykazano  również ,  że dz ia łanie  tzw'. wńórnego prze­
kaźnika,  j a k im  jes t  cykl iczne  GMP.  regu low ane  jest  
przez an ionorodnik  ponadt lenkowy,  nadt lenek  w o ­
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doru i rodnik hydroksylowy [51]. Obecność  aniono-  
rodnika  ponadt lenko wego  warunkuje  p raw id ło w ą  
agregację  krwinek p ły tkowych oraz syntezę za le ­
żnych od witaminy  K czynn ików krzepnięc ia  krwi 
[52. 53],

IV. Rola mitochondriów w uszkodzeniu ko­
mórki

W badaniach nad usz kodzeniem komórki  s zcze ­
gólna uwaga  poświęcona  jes t  mitochondr iom.  
Uszkodzenie  mi tochond r iów mo że  wynikać  z dwóch 
pa tofiz jo log icznych przyczyn:  osłabienia procesów 
fosforylacj i  oksydacyjne j ,  co prowadzi  do obniżenia  
wytwarzania  energii  (ATP) w mitochondr iach  i t o k ­
syczności  r eak tywnych form t lenu [3, 54, 55]. W n o r ­
maln ie  funkc jonującym łańcuchu  o d d ech ow ym  u 
ssaków, elek trony są przenoszone  z N A D H  na ut le ­
n ioną formę koenz ym u Q. Forma z re du kowana  k o ­
enzymu Q przenosi  elekt rony  na oksyda zę  c y t oc hr o ­
mu C, przechodząc z powrote m w formę u t len ioną  
[3], Hamując  mitochondr ia lny  transpor t  e lek t ronów 
in vitro  poprzez  użycie an tym ycy ny A, inhibi tora III 
komp leksu  enzyma tycznego ,  w ykazano  wzros t  p r o ­
dukcji  w mi tochondriach an ionorodnika ponadt leno-  
wego i nad t lenku wodoru.  Wzros t  ten sugeruje,  że 
zab lokowa nie  łańcucha  odd echo we go  powoduje  k u ­
mulac ję  elek tronów na poc zą tko wym etapie,  a k o n ­
kretnie w l kompleks ie  enzy ma ty czn ym ( reduktaza 
N A D H - k o e n z y m  Q) mi tochondr ia lnego  łańcucha  
t ranspor tu e lek t ronów i koenzymie  Q, skąd są one 
przenoszone  bezpośrednio  na tlen molekularny,  p o ­
wodując  w efekc ie  powstan ie  an ionorodnika  t l e n o ­
w ego [54], Mi tochondr ia lny  an ionorodnik  ponad-  
t l enk owy  jes t  usuwany przez M nS O D .  powstaje  
II20 2 konwe r towany  nas tępnie  do H 20  przez izofor-  
mę  1 peroksydazy  glutat ionowej (GPx 1).

Obecnie  przypuszcza  się, że toksyczność  rodnika  
pon ad t le nko we go  związana  jest  przede  wszys tk im z 
tym, że rodnik ten utlenia eksp ono wane  na niego k l a ­
stry [4Fe-4S] w podatnych  na to enzymach.  W wyni -  
ku tego dochodzi  do uwolnien ia  żelaza i inaktywacj i  
enzymu.  Wolne że lazo katal izuje reakcje u t leniania 
w komórkach  poprzez  reakcję Fentona ,  p rowadząc  
do pows tawania  rodnika  hydroks ylo wego  [56], 
Anion  po nadt l enkowy  jest  bardziej  wybiórczy w 
swoich chem icznych  reakcjach w porównaniu  z. in­
nymi reak tywnymi  formami  t lenu np. rodnik iem h y ­
d rok syl ow ym  [56], Enz ym y zawiera jące  klast ry 
[4Ee-4S],  chronione  są przed inaktywacją  przez  
d ys mu tazę  ponadt lenkow ą (SOD),  która zapobiega  
równocześn ie  pow stawaniu  nadmiaru  wo lne go  że la ­
za w kom órce  [56],

Do enzymów,  które zawiera ją  w rażliwe na rodnik 
ponadt l enkow y klastry [4Fe-4S] należą: mi tochon-  
drialna akoni taza,  homo akoni taza  b iorąca udział  w 
b iosyntez ie  l izyny oraz. izomeraza  izopropy-  
lo - jab lczanowa (w szlaku b iosyntezy leucyny)  [56],

Produkcja  ROS w mi tochondr iach  jes t  ściśle re gu ­
lowana  przez mi tochondr ia lne  enzy my  antyoksyda-  
cyjne.  włącza jąc w to M nS O D ,  pe roksyd azę  glutat io- 
n o w ą  wodo ro na dt lenk ów  lipidów' i k lasyczną  pero k­
sydazę g lu ta t ionową (cGPx)  [57], GPx jest  w zasa­
dzie je d y n y m  e nzym em  usuwają cym nadtlenek w o ­
doru tw'orzony w mi tochondr iach  [5, 57, 58], Katala- 
za metabol izująca H 20 2 jes t  bowiem nieobecna  w 
mitochondr iach  większości  komórek  zwierzęcych,  
stąd wynika  k luczowa rola,  j a k ą  w usuwaniu  tego 
rodnika  pełni właśn ie  pe roksydaza  glu ta tionowa. 
Dlatego też glutat ion z r edu kow any (GSFF), antyok-  
sydant  i zmia tacz  rodników,  ale także kofak tor  p o ­
t rzebny  do dz ia łania mGPx.  jes t  tak n iezbędny do 
obrony  mi t ochondr iów przed nadt lenkiem wodoru  
[57, 59], GSH jest ,  j ak wiadomo,  synte tyzowany w 
cytosolu,  skąd jes t  t r anspor towany do m i t ocho n­
driów. Natomias t  GS SG  (ut leniony glutat ion),  z k tó­
rego regene rowany jes t  GSH,  nie może być t ranspor ­
towany z mi tochondr iów do cytosolu.  Wzras ta  zatem 
rola mi toc hondr ia lnego  N A D P H ,  który jes t  w y k o ­
rzys tywany w reakc jach redukcj i  GS SG  do GSH 
przez mi toch ondr ia lną  reduktazę  glu tat ionową.  D e ­
hydrogenaza  g lu kozo-6- fosforanowa,  k luczowy  e n ­
zym cyklu pentozowego,  zapewnia jący  odpowiedni  
poz iom N A D P H .  jest  nieobecna  w mi tochondr iach 
[59-63],  Jej funkcję musi  zatem przejąć inny enzym. 
Uw;aża się, że en zym em tym jest  dehydro genaza  izo- 
cy t ryn ianowa.  U ssaków istnieją trzy izoenzymy d e ­
hydrogenazy  izoeyt rynianowej ( ICDH): mitochon-  
dr ialna NAD^-za leżna  ICDH,  mitochondr ialna 
N A D P +-za leżna  ICDH i cy tozolowa N A D P +-za leżna  
ICDIE Badania  Jo i wsp. [59] wykazały,  że induko ­
wana przez ROS N A D P +-zależna  ICDH jest  głów'- 
nym enz ym em  odpow iedz ia lnym za wyt warzane  m i­
tochondr ia lnego N A D P H ,  prowadząc  do wzros tu 
s tężenia GSFE pot rzebnego  do obrony przed  rodni ka ­
mi.

Mi tochondr ia  będąc  j e d n y m  z g łównych  źródeł  re­
ak tywnych form t lenu są równocześn ie  bardzo w r a ­
żl iwe na uszkodzenia  oksydacyjne  [59], ROS m o g ą  
bezpośrednio  uszkadzać  enzymy  mi tochondr ialne ,  
jak  też p o w odow ać  mutac je  w' mi t ochondr ia lnym 
DNA.  Jednocześn ie ,  ROS m o g ą  zmieniać  potenc ja ł  
mię dz yb ło no wy mi tochondr iów,  który jes t  wskaźn i ­
kiem integralności  błon mi tochondr ia lnych  [3, 59], 
Mitochondr ia lne  reak tywne formy tlenu w w arun ­
kach n iedot lenienia  ak ty w uj ą  t ranskrypc ję  genów
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kodujących  enzymy  gl ikol i tyczne,  j ak  również  c z y n ­
nik indukujący h ipoks ję  (H I F - 1 ), co sugeruje,  że mi- 
tochondria lne  ROS pośrednic zą  w “po rozumi ewan iu  
s ię” pomiędzy  jądr em  i mi tochondr iami  [5, 59].

IV-l.RoIa akonitazy w uszkodzeniu mitochondriów

Jak ju ż  w spom ina no ,  ostatnio podkreś la się rolę 
e n z y m ó w  zawiera jących  klas te r że laz owo-s ia rkowy 
w oksydac yjn ym  uszkodzeniu  mi tochondr iów.  
Szczególna  uwaga  pośw ięco na  jes t  akonitazie.

Akoni taza  jes t  że la zowo -s ia rk ow ym  en zyme m 
występu jącym w mi tochondr iach  i cytoplazmie.  Mi- 
tochondr ia lna  akoni taza (hydrataza  cytrynia-  
no wo- izocyt rynianowra EC 4.2.1.3)  j es t  enzym em  
cyklu kwasu  cy t ry nowego [63-65].  Akoni taza  należy 
do klasy e nzym ów  zw anych  hydra tazami .  Kata l izuje 
reakc ję  izomeryzacj i  cy t rynianu do izocyt rynianu,  a 
p roduk tem pośrednim jes t  ci s-akoni tynian.  Enzym 
ten zawiera klaster  [4Fe-4S] ,  który wchodzi  w reak­
cje z grupami  hydro ksy lowymi  lub karboksy low ymi  
ja k o  subst ra tami  [66]. W klastrze [4Fe-4S]  trzy a to­
my żelaza związane  są bezpośrednio  z cys te iny low ą i 
n ieorganiczną  siarką,  szkieletem enzymu,  czwarty 
zaś jes t  a tome m labi lnym,  unika lnym w tym sensie,  
że nie jes t  związany  z cysteiną,  a raczej z g rupą hy ­
d ro ks yl ow ą  substratu lub wody [65]. Wiązanie  żela- 
zo-siarka  s tanowi  wolne  mie jsce  koordynacyjne ,  
które pełni rolę cent rum ak tywneg o akoni tazy [67],

W warunkach  zwiększonej  produkcji  an ionorod-  
nika pon ad t le nkoweg o ak tywność  akoni tazy jes t  h a ­
mo wana ,  co s twierdzono za równo w ko mórkach  ba k ­
terii, j ak i w kom órkach  ssaków  [66, 68. 69], Os ta t ­
nio przeważa  pogląd,  że reakcja  pom iędzy  mi tochon-  
drialną akoni tazą  a an ionem p onad t le nkow ym  pełni 
k lu czow ą  rolę w procesie oksydacyjnego  us zkodz e­
nia mi toc hon dr i ów [70], Na tomia s t  wzros t  ak ty w n o ­
ści mi tochondr ia lne j  M n - S O D  chroni  akoni tazę 
przed inaktywacją  [67, 71],

A ktyw na  akoni taza mi tochondr ia lna  zawiera  k la ­
ster [4Fe-4S] ' :+, który jes t  a takowany i ut leniany 
przez endogenn y an ionorodnik  ponadt l enkow y i 
p rzechodzi  w stabi lną formę n i ea k ty wn ą zawńerającą 
klaster  [3 F e -4S ]1 + . Sądzi  się, że w procesie inakty- 
wacji  akoni tazy dochodzi  do uwoln ien ia  a tomu że la ­
za na +2 stopniu ut lenienia,  u t lenienia klastru 
wch odz ąceg o  w skład cen t rum ak tywnego,  a także 
tworzenia  nadt lenku wodoru.  Uwoln iony  jo n  F e 2+ 
reaguje z FECK, w reakcji  Fentona , co prowadzi  do 
je g o  ut lenienia oraz wytworzenia  się rodnika hy ­
dr oks ylo wego [65, 71],

Ut len ien ie  mitochondr ia lne j  akoni tazy  może z a ­
chodzić także przy udziale nadt lenku  wodoru.  W
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procesie tym gener owane  są także rodniki  hy d ro k sy ­
lowe, j e dn akż e  szybkość  tych reakcji  j es t  dużo  
mniej sza w porównaniu  z procesem po w o d o w a n y m  
rodnikiem pon ad t le nk owym  [65. 71-73].  W p r o w a ­
dzonych in vitro  badaniach  zakończeń  ne rwów a k o ­
nitaza ulega ca łkowi temu za ha m ow ani u  przy s tęże­
niu FECK wynoszącym  50 pmol i  [73]. Również  bada ­
nia N u l t o n - P e r s s o n  i S z w e d a  [72] p r o w a ­
dzone na izo lowanych mi tochondr iach  serca w y k a ­
zały hamowanie  ak tywnośc i  akonitazy  pod 
w pły wem  nadt lenku wodoru .  Zdolność  usuwania  
nadt lenku wodoru  przez ho mo gena ty  i mi tochondr ia  
wątroby,  serca i mięśni  szk ie le towych je s t  miarą  ich 
zdolności  an tyoksydacyjne j .  Największą  m ają  ho ­
mogenaty  wąt roby ,  a w dalszej  kolejności  h o m o g e ­
naty serca i mięśni  [74],

Reaktywacja  akoni tazy  jes t  za leżna od żelaza.  
Wykazano,  że an ionorodnik  ponad t le nk owy i żelazo 
mają  przec iwstawny w p ły w  na ak tywność  tego e n z y ­
mu [68, 75]. Reaktywacja  enzymu  in vivo  zachodzi 
p r aw dopod obnie  przez redukcję  u t len ionego  klastru 
[3Fe -4 S] 1+ do formy [3Fe-4S]° i nas tępnie włączeniu  
jonu  że lazawego  [75-77],  Reaktywacja  enzym u po 
ut lenieniu przez an ionorodnik ponadt lenkowy jest  
ca łkowita ,  na tomias t  w pr zyp adku  ut lenienia przez  
nadt lenek wodoru  tylko częściowa,  poni eważ  nadt le ­
nek wodoru  pow odu je  uszkodzenie  st ruktury b i a łko­
wej enzymu [65].

W normalnym  stanie redoks  inaktywacja akoni ta ­
zy przez an ionorodnik  pona dt l enkow y jes t  p rocesem 
odwraca lnym.  Jednakże  procesy,  które prow ad zą  do 
znacznego  wzrostu  wytwarzania  tych anionorodni-  
ków, jak  to ma miejsce  na przykład w proces ie  s ta rze­
nia, p r zyczynia ją  się do odpowied nio  zwiększonej  
produkcj i  nadt lenku wodoru  i rodników hy dr ok sy lo ­
wych [65. 75, 78], Te ostatnie m o g ą  p o w od ow ać  n ie ­
od w raca lną  inaktyw'ację akoni tazy [75],

Przypuszcza  się, że reakc ja  między  an ionem p o ­
nadt l enkowym  i mi toch ondr ia lna  akoni tazą  z w ię k ­
szając oksy dacyjne  usz kodzenie  mi toc hondr iów  leży 
także u podstaw- patof izjologi i  niektórych prze­
wlekłych chorób  se rcow o- na cz yn io w yc h  [65], Rola 
akoni tazy została chyba  najlepiej  poznana  w proc e ­
sach starzenia się. Obecnie  pr zypuszcza  się, że z m ia ­
ny wys tępujące  wraz  z wiek iem są k o ns ekw enc ją  na ­
gr omadzania  się oks ydacyjnych  uszkodzeń  cząs te ­
czek białek [70, 71, 75]. Oksy dacyjn ie  z m o d y f ik o ­
wane bia łka tracąc s truktura lną integralność i zdo l ­
ności kata l i tyczne  przestają pełnić swoje  funkcje.  
Uszkodzenie  oks ydacyjne  białek wydaje  się za tem 
mieć k luczowe znaczenie  w procesie  starzenia  się. 
Podczas procesu  s tarzenia się akoni taza w mi t och on­
driach jes t  oksydacyjn ie  mod yf iko wana  i inaktywo-
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wana.  W warunkach  doświadcza lnych  inaktywacja 
akoni tazy przez f luorooc tan prowadzi  do skrócenia  
czasu życia,  co zdaniem autorów świadczy o za le ­
żności pomiędzy ak tyw noś c i ą  tego enzymu  a d łu g o ­
ścią życia zwierzą t  doświadcza lnych  [75],

Akoni taza jes t  enzym em ,  o czym ju ż  w s p o m n i a ­
no, katal izującym izomeryzację  cy t ryn ianu  do izocy- 
trynianu,  reakc ję  p o ds ta w ow ą  dla metabol icznych  
funkcji  komórki  [65, 75], U muchy  enzym ten s t ano ­
wi 15% białek macierzy  mitochondr ium.  Obserwo-  
w a n e p r z e z Y a n  i w s p . [75] obniżenie  o 62% a k ty w ­
ności akonitazy mi tochochondria lnej  u much y w wy-  
niku procesu  starzenia się wyw iera ło  n iekorzystny  
wp ływ na proces fosforylacji  oksydacyjne j .

Inaktywacja akoni tazy może  prowadzić  do b lo ko ­
wania przepływni e lek t ronów do tlenu,  a przez to p o ­
wodować  kumulac ję  z r edukow anych  metabol i tów.  
Warunki takie, nazywane  “s tresem r e d u k c y jn y m ” , 
mogą  prowadzić  do nasi lenia produkcj i  reak tywnych 
form tlenu poprzez  autout lenienie z redukowanych  
metabol itów,  co w konsekwencj i  prowadzi  do o k s y ­
dacyjnego uszkodzenia  cząsteczek.  Tak więc,  o k s y ­
dacyjna  inak tywacja  akoni tazy zapoczą tkow uje  k a ­
skadę reakcji  p row adzących  do oksyda cy jnego  
uszkodzenia ko mórek  [65, 75], To z jawisko może  
być przyczyną  gwał tow nego  wzrostu s tężenia u tle ­
nionych  białek w procesie  starzenia się, co zostało 
udok um en to wane  u ludzi,  gryzoni  i ow adów  [75, 77, 
78],

Wydaje się zatem,  że nieza leżnie  od m e c h a n i ­
zm ów  działania,  k lu czow ą  rolę w zaburzeniu funkcji  
komórki  odgrywa  uszkodzenie  mitochondriów.
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Struktura i funkcja białkowych domen PDZ

Structure and function of the PDZ domains
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Wykaz stosowanych skrótów: CAL (ang.
C FTR -assoeiated  ligand) białko związane z CFTR; 
CAP70 -  (ang. C FTR-ąssociated protein 70 kD a) 
białko o masie cząsteczkowej 70 kDa, związane z 
białkiem CFTR; CFTR -  (ang. cystic fib rosis  trans- 
m em brane conductance regula tor) białko regulujące 
t ransbłonowe przewodnictwo chlorków, zw iązane z p a ­
togenezą mukowiscydozy;  DHR -  (ang. D iscs-large  
hom ology region) region homologiczny do fragmentu 
białka Dig; Dig - (ang. Discs-l_arge) białko, którego 
mutacje prowadzą  do nowotworowego przerostu dysku 
imaginalnego u muszki owocowej;  Dsh -  (ang. 
dishevelled) białko, którego mutacje prowadzą do za­
burzenia polaryzacji włosków na powierzchni ciała 
muszki owocowej;  E3KARP -  (ang. NHE3 kinase A 
regulatory protein) białko regulujące NHE3 przy 
udziale kinazy białkowej A; ERM -  (ang. ezrin-rad- 
ixin-m oesin protein fam ily) rodzina białek obejmująca 
między innymi ezrynę, radyksynę i moezynę ; FERM -  
(ang. four-poin t-one, ezrin, radixin, moesin dom ain) 
domena  charakterystyczna dla białek z nadrodziny 4.1, 
obejmującej  między innymi białka ERM ; GLUT1 
(ang. g lu cose transporter F) transporter glukozy 1; 
G LUT 1CBP  -  (ang. G LU Tl C-term inal b inding p ro te ­
in) białko wiążące C-koniec białka G L U T l ;  GRIP -  
(ang. glu tam ate receptor in teracting protein) białko od ­
działujące z receptorem kwasu glutaminowego; htrA -  
(ang. high tem perature requirem ent A) białko związane 
z opornością na wysoką  temperaturę; InaD -  (ang. ina­
ctivation no afterpotential D protein) białko wymagane
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dla prawidłowego funkcjonowania systemu foto- 
transdukcyjnego; Kir2.3 -  (ang. Ky inward rectifier 
2.3) kanał potasowy, wykazujący dowewnętrzną  
rektyfikację; LIM -  (ang. L in i i ,  [s il, Mec 13 dom ain) 
domena występująca między innymi w białkach Lin 11, 
Tsll, oraz Mec 13; U M K  1 --(ang. LIM  kinase f )  kinaza 
zawierająca domenę LIM; LIN -  (ang. abnorm al cell 
Ifneage) białko, którego mutacje prowadzą do 
otrzymania linii komórkowej  o nieprawidłowym feno­
typie; MAGU K -  (ang. m em brane-associated gnanyla- 
te kinase) rodzina kinaz guanylowych związanych z 
błoną komórkową;  N -  (ang. notch) białko, którego mu ­
tacje prowadzą do zaburzenia rozwoju skrzydeł (poja­
wienia się karbów na krawędziach skrzydeł) u muszki 
owocowej;  NFIE3 -- (ang. N a ' / l f  exchanger 3) w y ­
miennik sodowo-protonowy 3; NEfERF -  (ang. N H E3 
regulatory fa c to r)  czynnik regulujący NIIF3: NINAC - 
(ang. neither inactivation nor a jterpotential O  n iekon­
wencjonalna miozyna,  której mutacje prowadzą do za­
burzenia systemu fototransdukcyjnego; nNOS - (ang. 
neuronal nitric oxide symthase) neuronowa syntaza 
tlenku azotu; N RD B - (ang. non-redundant data base) 
n ienadmiarowa baza danych ; PAR3 -  (ang. p a rtitio ­
ning defective  i )  białko, którego mutacje prowadzą do 
zaburzenia procesu asymetrycznego podziału ko mó ­
rek; PDZ -  (ang. PSD95, Dig, Z O l domain) domena 
występująca m.in. u białek PSD95. Dig oraz Z O l ; PIT -  
(ang. pleckstrin  hom ology dom ain) domena o sekwen­
cji homologicznej do fragmentu plekstryny; PICK1 
(ang. protein interacting with C kinase  /.) białko od­
działujące z. kinazą bia łkową C; PIP, - (ang. phosphati- 
dyUnositol 4 ,5-bisphosphate) fosfatydyloinozyto- 
lo-4,5-bisfosforan; PKC (ang. protein  kinase C) kina­
za białkowa C;_PLC -  (ang. phospholjpase C) fosfoli- 
paza C; PSD95 -- (ang. post-synaptie density'protein 95 
kDa) białko o masie cząsteczkowej 95 kDa, wystę­
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pujące w zagęszczeniu postsynaptycznym; PTPL1 -  
(ang. protein  tyrosine phosphatase-like P) białko po­
dobne do fosfatazy tyrozynowej;  PTS1 -  (ang. peroxi- 
m al targeting sequence ]_) peroksysomalna sekwencja 
lokalizacyjna; RłL -- (ang. reversion-induced L IM  p ro ­
tein) białko z domeną  LIM, którego ekspresja ulga in­
dukcji w wyniku fenotypowej rewersji komórek strans- 
formowanych onkogenem; SAP97 -  (ang. synap­
se-associa ted  pro tein  97_ kD a) białko o masie cząstecz­
kowej 97 kDa, występujące w synapsach; SH2 -  (ang. 
Src hom ology 2 dom ain) homologiczna do regionu 
białka Src domena  2; SH3 -  (ang. Src homology' 3 do­
main) homologiczna do regionu białka Src domena  3; 
SNTA1 -  (ang. syntrophin, alpha P) alfa-syntrofina 1; 
TAZ -  (ang. transcrip tional co-activator with PD Z-hi- 
nding motif) koaktywator transkrypcyjny z motywem 
wiązanym przez domenę PDZ; Tiam 1 - (ang. T-lymph- 
om a invasion and m etastasis protein  ]_) białko 
związane z inwazją i przerzutami chłoniaka T-komór- 
kowego; TPR -  (ang. tetratrico pep tide repeat) domena 
białkowa zawierająca powtórzenia 34-aminokwasowej  
sekwencji;  TRP -  (ang. transient receptor potentia l) 
kanał wapniowy biorący udział w regulacji okresowych 
zmian potencjału błonowego; TRPL -  (ang. TRP-like) 
białko podobne do TRP; W g -  (ang. w ingless) białko, 
którego mutacje prowadzą do utraty skrzydeł u muszki 
owocowej;  ZOl  -  (ang. zonula occludens P) białko ob­
wódki zamykającej.

I. Wstęp

Na począ tku  ubiegłego dziesięc io lecia z a u w a ­
żono obecność  homolo gicznych  sekwencj i  amino-  
kw asow ych powtarza jących  się k i lkukro tn ie  w sy ­
naptycznym białku PSD95 (ang. p o s t-sy n a p tic  d en s i­
ty p ro te in  95_ kD a), w supresorze  n o w o tw o ro w y m  
Dig (ang. D iscs-la rg e)  muszki  owocowe j  D ro so p h i­
la m e lanogaster, oraz w białku Z O l  (ang. zonu la  
occlu d en s ]_), wys tępują cym w o bw ódce  z a m y ­
kającej  komórek  nab ło nkowyc h [1, 2], Od  p i e rw ­
szych liter nazw tych trzech białek w y w o d z i  się 
obecna  nazwa odkrytej  w ten sposób d o m e n y  PDZ, 
choć  począ tkow o na jej  okreś lenie u żyw ano  też w y ­
miennie  dwóch innych skrótów -  DHR (ang. 
D iscs-la rge  hom ology reg ion ), lub też G L G F  (od 
charak te rys tycznego  motyw u a m in o k w a so w e g o  
Gly-Leu-Gly -Phe ,  wys t ępującego  w tej domenie) .

Za rów no  pow szechno ść  w ys t ępow an ia  domen 
PDZ, jak  i ich int rygująca zdolność  do swois tego 
wiązania  C-k ońcow ych  m o ty w ó w  am in okwaso -  
wych ,  sprawiają,  że do m eny  te s tają się coraz  czę ­
ściej ob iektem za in te resowania  badaczy  r ep re ze n ­
tujących różne dz iedziny  nauk b io logicznych .  W ysu­
wane  są l iczne hipotezy dotyczące  wyją tko we j  roli 
domen PDZ w funkcjonowaniu  różnego  typu k o m ó ­
rek, zwłaszcza tych o wysoce  wy spec ja l izowanej  
funkcji ,  j a k  np. komórki  ne rwowe lub nabłonkowe.

W prezentowany m opracowaniu ,  oprócz  p o d s u m o ­
wania  obecnego  stanu wiedzy  na temat  st ruktury i 
funkcji  tych domen przeds tawiono  także wy brane  
przykłady  procesów komórk owyc h przebiega jących  
z ich udziałem.

II. Struktura domeny PDZ

Stosując krys ta lograf ię ren tg en owsk ą  udało się 
ustalić s trukturę przes t rzenną  dom eny PDZ bia łka  
PSD95 [3], a nas tępnie  ki lkunastu innych domen 
PDZ. Na  tej podstawie  można  wnioskować  o og ó l ­
nym planie ich budowy.  Sekwencja  dom eny PDZ. 
l icząca około 80-100 aminokwasów'  obe jmuje z w y ­
kle sześć włókien ¡3 (f3A-[3F) oraz dwie  helisy a  ( a A  i 
a B )  (Ryc. 1). W obrębie dom eny wyróżnić  można  
kilka krótkich ko ns erwow an ych  ewolucyjn ie  m o t y ­
w ów  a m in ok w asow ych ,  spośród których szczególną 
uwagę badaczy przykuł  w spom ni any  wcześnie j  m o ­
tyw' GLGF.  Motyw ten położony jes t  w N-końcowej  
części j edne j  ze s truktur  (3 ([3B) i poc zą tko wo  uz na ­
wany był za charakte rys tyczny  znak rozpoznawczy  
domen PDZ. Porównując  sekwencje  różnych domen 
PDZ m ożna  jedna k  dojść do wniosku ,  że niewiele 
jes t  ami nokwasów,  których obecność  jes t  n iezbędna  
dla zachowan ia  s t ruktury i funkcji tej domeny.  
Oprócz  gl icyny w trzeciej pozycji  mo ty wu GLGF,  do 
najczęściej  z acho w yw anych  ewolucyjn ie  a m in o ­
kwasów^ należą  asparag ina  usy tuow ana  pomiędzy  
s t rukturami [3D i [3E, h i s tydyna  w N-końcowej  części 
helisy a B ,  g l icyna  i kwas asparag inow y po pr ze ­
dzające s trukturę [3D, oraz a lanina  w obrębie  s tosun­
kowo krótkiej  hel isy a A .

Naj is totn ie j szym e l ementem s truktura lnym d o ­
meny PDZ jest  szczel ina tworzona  przez st ruktury 
a B  i [3B, która na je d n y m  swym końcu  ograniczona 
jest  m o ty w e m  GLGF,  leżącym na pętli łączącej [3 A i 
[313. Powstaje  w ten sposób  kieszeń,  która bierze bez­
pośrednio udział  w swois tym oddzia ływaniu  domeny 
PDZ z ka rboksyl ow ym  końc em wiązanego  peptydu.  
Peptyd ten wpasowuje  się an tyrównoleg le  w prze ­
strzeń pomięd zy  a B  i [3B. uzupełniając  niejako s t ruk­
turę samej dome ny  (Ryc. 2). Przy jmuje  się, że 
k lu czow ą rolę w/ tym wiązaniu odgrywa  mot yw 
GLGF,  oddzia łujący z ostatnim,  C - końcow ym  a m i ­
no kwa sem wiązane j sekwencj i .

Choć początkowm podej rzewano ,  że interakcje 
domeny PD Z są ze sw'ej natury ogran iczone do o d ­
dz ia ływania  jedyn ie  z. C -k ońcow ym i  motywam i  ami- 
no kwasowym i ,  to okazało się jedna k ,  że także pewne 
wewną t r zb ia lko we  sek wencje  m o g ą  być wiązane  
przez przynajmnie j  n iektóre dome ny  PDZ.  Takie we-- 
wnętrzne sekwencje  am in o k w aso w e  przy jmują  kon-
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(JA PB p e  a A  p i) PF. aB  PF

Ryc. F Porównanie sekwencji am inokwasowych domen PDZ wybranych białek człowieka. Sekwencje tworzące struktury helikalne oznaczono 
barwą czerwoną, a sekwencje odpowiadające strukturom p przypisano barwą żółtą. Aminokwasy odpowiadające m otywowi GLGF, 
tworzącemu część struktury [3B, przedstawiono wytłuszczonym  drukiem.

Ryc. 2. Przestrzenna struktura kompleksu tworzonego przez domenę PDZ i C-końcowy peptyd liganda. (A) Zielona strzałka przedstawia położenie 
C -końcow ego peptydu, um ieszczonego w obrębie kieszeni tworzonej przez helisę a B  oraz w stęgę pB domeny PDZ białka NHERF. (B) Sche­
mat przedstawia wzajemne położenie liganda (po lewej stronie), oraz wiążącej jego karboksylowy koniec domeny PDZ białka LIN2 (po pra­
wej stronie) [69],

fo rm ac ję  spinki  (3, k tóra  naś ladując s trukturę k a r b o k ­
sy lo w eg o  końca  peptydu  jes t  w stanie w p aso w ać  się 
w k ieszeń  wiążącą ,  tw or zon ą  przez d o m e n ę  PDZ [4], 
Co  c iekawe ,  sekwencje  przy jm ujące  tego  typu k o n ­
fo rm ac ję  ob ecne  są  czasem tuż za N - k o ń c o w ą  c z ę ­
śc ią d o m e n y  PDZ ,  j a k  to ma np. miejsce  w pr zypadku

neuronowej  syntazy t lenku azotu (n NOS - ang. n e u ­
rona! n itr ic  ox id e  s y n th a se ), co sprawia ,  że do m ena  
PDZ tego  b ia łka  m oż e  być swo is t ym l igandem dla 
d o m e n y  PDZ innego  białka,  w tym pr zypad ku syn- 
t rof iny (Ryc.  3) [5], Inne d o m e n y  PDZ m o g ą  również  
tworzyć  homo -  lub he te rodimery ,  choć  s t ruktura lne
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B

Ryc. 3. Przestrzenna struktura kompleksu tworzonego przez domenę PDZ i wewnętrzną sekwencję am inokwasową białka nNOS. (A) Struktura spinki 
(3 (w ramce), sąsiadująca z domeną PDZ białka nNOS. (B) Kompleks tworzony przez domenę PDZ syntrofiny (barwa niebieska) ze strukturą 
spinki p towarzyszącej domenie PDZ białka nNOS (barwa zielona).

po ds ta wy  tych oddzi a ły wa ń są odmienne .  W  nie k tó ­
rych  przyp adk ach  nie obse rwuje  się np. kompe tyc j i  
m iędz y  pr ocesem  dimeryzac j i  a w iązan ie m  liganda  
[6].

III. Rozpoznawanie C-końcowych motywów  
aminokwasowych

R oz po znaw an ie  sw ois tych  C -k o ń c o w y c h  m o t y ­
w ó w  am in o k w a s o w y c h  przez  po szczególn e  do m eny  
PD Z odgry w a  k lu c z o w ą  rolę w fu nkc jo now ani u  z a ­
w iera jących  te d o m e n y  białek.  Dość wcześn i e  z a ­
uważono ,  że dom en y  PDZ  w y k a z u ją  pewne  
preferenc je  odno śnie  wiązan ia  okre ś lo nych  m o t y ­
w ó w  am in o k w a s o w y c h  in vitro  [7], choć określen ie  
poz io m u swoistośc i  t ego rodza ju  interakcj i  z a ­
chodz ących  in vivo  w  kom ór ce  jes t  niestety znacznie  
t rudniej sze.  Po sz czególn e  d o m e n y  m o g ą  różnić się 
dość znacznie  pod  w z g lę d e m  zakresu  różno rodn ośc i  
rozpo z n a w a n y ch  l igandów.  Różnice  do ty cz ą  także 
siły wiązania  C -k o ń c o w y c h  m o t y w ó w  przez p o ­
szczególne  d o m e n y  PDZ,  dla k tórych obser wu je  się 
szeroki  zakres war tośc i  s tałych dysoc jac j i  (K¿S), s ię­
ga jący  od 10' ,x do 10'6 M.

O swois tośc i  wiązania  ka rb o k sy lo w eg o  końca  
pepty du  d e cyd u ją  w g łównej  mierze  od dz i a ły wan ia  z 
a m in okw asa m i  um ie sz czon ym i  od po w ie dn io  w p o ­
zycji  0 i - 2  C-końco we j  sekwencj i .  Wyn ika  to w 
p e w n y m  sensie ze s t ruk tury ca łego kom ple ksu ,  j ako  
że w sekwencj i  w iązane go  peptydu ,  uzupełniające j

s t rukturę ha rmoni jk i  [3 w do m en ie  PDZ ,  reszty ami-  
n o k w a s o w e  w pozyc j  i 0 i - 2  zw ró co ne  są  w  k ie runku 
kieszeni  wiążącej  tworzonej  p rzez  d o m e n ę  PDZ,  
podczas  gdy  resz ty  w  pozyc j ach  - 1  i - 3  p r z y jm u ją  
p rz e c iw n ą  orientację.  I stnie ją  pon ad to  przes łanki  su ­
gerujące,  że także  a m in o k w a s y  na da lszych  p o z y ­
cjach m o g ą  pr zyczyn iać  się do specyf icznośc i  o d ­
dz ia ływań z d o m e n a m i  PDZ, a c zkol w ie k  nie d y s p o ­
n uj em y  dotąd m o d e l e m  s t ruk tura lnym,  w y j a ­
śn ia jącym tego typu oddzia ływania .

Ostatni  am in o k w a s  (pozyc ja  0) C -k o ń c o w e g o  m o ­
tywu  wią zane go  przez  d o m e n ę  PDZ  pos iada  za w sz e  
łańcuch  bo czny  o w ła śc iw oś c i ach  h yd ro fo bow ych.  
Najczęściej  j e s t  to wal ina,  l eucyna  lub izoleucyna ,  
rzadziej  fenyloa lan ina  lub alanina.  Swois tość  w i ą z a ­
nia po sz czególnych  a m i n o k w a s ó w  h y d r o fo b o w y c h  
w tej pozyc ji  w ykazu je  dość dużą  zmienność .  
Przykładowo,  n iektóre  do m en y  P D Z  bia łek  Dig i 
PSD95 w ią ż ą  p referen cyjn ie  C - k o ń c o w ą  wal inę ,  
choć z n iewie le  m n ie j s zym  p o w i n o w a c t w e m  m o g ą  
też wiązać leucynę  lub izo leucynę  [7], T y m cza se m  
d o m ena  PDZ-1 b iałka  N H E R F  (ang. N H E 3 (N a /H + 
exch a n g er 3) reg u la to ry  fa c to r ) ,  p re fe ru jąca  z d e c y ­
dowan ie  C - k o ń c o w ą  leucynę,  nie tole ru je  wal iny w 
tej pozycj i ,  choć wiąże  także pep ty dy  za końc zon e  
izo l eucyną  lub fenyl oa lan iną  [8], S truk tura lne  p o d ­
s tawy tych różnic  nie s ą je s z c z e  dokładnie  poznane.

W za leżności  od reszty a m in o k w a so w e j  u s y t u ­
owanej w pozycj i  - 2  w ią zane go  mo ty w u,  d o m e n y  
PDZ dziel i  się zazwycza j  na trzy klasy (Tabela 1).
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T a b e l a  1

Klasyfikacja domen PDZ w oparciu o rozpoznawane C-końcowe sekwencje.

M o t y w
a m i n o k w a s o w y

P r z y k ł a d o w a
s e k w e n c j a

L ig a n d  ( b ia łk o ) D o m e n a  P D Z R ef.

Klasa I
- X - S / T - X - T »

-D-T-R-L> CFTR NHERF (PDZ-1) [8]
-T-T-R-V> neuroligina PSD95 (PDZ-3) [63]
-E-S-L-V> napięcio-zależny kanał sodowy syntrofina [64]

Klasa 11 
- X - 0 - X -c D >

-E-Y-F-l> glikoforyna C P55 [65]
-E-F-Y-A> syndekan syntenina [66]
-S-V-E-V> efryna B2 GRIP (PDZ-6) [67]

Klasa III 
- X - D / E - X - 0 »

-V-D-S-V> receptor melatoniny nNOS [68]

* X oznacza dowolny aminokwas, a O aminokwas hydrofobowy.

P rzy jm u je  się powszechnie ,  że za specyficzność  
wiązania am ino kw asu  w tej pozycj i  odp ow iedz ia lny  
jest  oddz ia łu jący  z nim p ie rwszy am ino kw as  hel isy 
cxB (pozyc ja  a B l )  w domenie  PDZ. W przypadku 
d om en  PDZ na leżących  do klasy i, h is tydyna w p o ­
zycji cxBl zapewnia  silne wiązanie  w o dorow e  z 
grupą  hy dr o k sy lo w ą  seryny lub t reoniny w pozycj i  

2 C- k o ń co w eg o  peptydu.  Z kolei  dome ny klasy II, 
z aw iera jące  na ogół hydro fob ow y aminokwas  w p o ­
zycji a B l  (zwykle  wal inę lub leucynę),  w iążą  C - k o ­
ńcowe m ot yw y zawiera jące  w pozycji  - 2  równ ież  
a m in okw as  o właśc iwośc iach  hydrofo bow ych (na j ­
częściej  ty rozynę  lub fenyloalaninę).  Najpóźnie j  w y ­
od rębn ion a  klasa III obe jmuje  domeny wiążące  m o ­
tywy zawiera jące  w pozycji  - 2  u jemnie na ła d o w a n ą  
resztę a m in o k w a so w ą  (asparag in ian  lub g lu ta m i­
nian).  Wiązan ie  w'odorowe z boczną  grupą  k a r b o k s y ­
lową tak iego  aminokwa su  zapewniane  jes t  n a j czę ­
ściej p rzez  grupę hyd ro ks y lo wą tyrozyny zn a j ­
dującej  się w pozycji  a B l  do me ny PDZ. Co c iekawe,  
w n iek tórych  domenach  PDZ. zal iczanych na ogół  do 
klasy 11, mamy do czynienia  z odwrócen iem c h a r a k ­
te rys tycznych  dla klasy III pozycji  oddz ia łu jących  ze 
sobą  am in okwasów .  Przykładowo,  domena  PDZ 
białka T ia m l  (ang. T-lym phom a invasion  and  m e ta ­
sta sis  p ro te in  l_) zawiera asparaginian  w pozycj i  a B  1 
i wiąże preferencyjn ie  peptydy  pos iadające ty rozynę  
w pozyc ji  - 2  [7], War to także zauważyć ,  że n iek tóre 
d o m e n y  PDZ w y m y k a ją  się omawiane j  tu ogólnej  
k lasyf ikacj i .  Przykładem m oże  być dom ena  PDZ 
białka  PICK 1 (ang. pro te in  in tera c tin g  with C k in a se  
]_), k tóra zawiera l izynę w pozycji  a B l ,  a zdolna  jes t  
do wiązania  peptydów  specyf icznych za równo dla I, 
j ak  i 11 klasy [9. 10],

Ważną  rolę w funkcjonow an iu  domen PDZ od gr y­
wa regulacja ich oddz ia ływania  z doce low ymi  se­
kwencjami  am in ok was ow ym i .  Wiadomo,  że funkcje 
regulacyjne może  w niektórych przypadkach  pełnić 
fosforylacja reszt a m in ok w asow ych w obręb ie  m o ty ­
wu wiązanego  przez  domenę  PDZ. Przykładowo,  
fosforylacja se ryny w pozycji  - 2  karboksy lowego 
końca receptora adrenerg icznego  (L lub kana łu po ta ­
sowego Kir2.3 (ang. KJ [nw ard  rec tifie r  2 .3)  z a p o ­
biega wiązaniu  się tych białek z domenami  PDZ, na­
leżącymi odpo wiednio  do białek PSD95 oraz 
N H E R F  [11, 12], Wydaje się bardzo p r a w d o p o ­
dobne . że również  inne czynniki ,  wpływają ce  na 
przes t rzenną  organizac ję  pos zczególnych  e le m en ­
tów' s t rukturalnych  wiązanych  peptydów,  m o g ą  regu­
lować przebieg procesu  oddziaływ ania dom en  PDZ z 
l igandami.

IV. Funkcja domen PDZ

Funkcja  domeny PDZ sprowadza  się w zasadzie 
do zapewnienia  specyf icznego  wiązania  pomiędzy  
białkiem pos iada jącym do menę  PDZ a ka rb oksy lo ­
wym  końcem innego białka, choć należy również  p a ­
miętać o dodatkowej  zdolnośc i domeny PDZ do 
wiązania  niektórych wewnąt rzb ia łko wych se k w e n ­
cji am in ok waso wyc h ,  oraz do oddz ia ł ywani a  z inny­
mi dom enami  PDZ. Domena  PDZ należy więc do 
dość licznej g rupy  domen,  których  g łó w n y m  za d a ­
niem jest  dopro wadzen ie  do połączenia się ok reś lo­
nych białek.  Po dobną  funkc ję  pełnią międ zy  innymi 
dome ny PTB (ang. ph o sp h o tw rosine-b ind ing ), SH2 
(ang. Src ho m o lo g y  2), SH3 (ang. Src h o m o lo g y  3), 
oraz dome na  LIM (Linl  1, [ s i ł ,  Mec 13), choć w ich
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przyp adku  wiązana  sekwencja  nie obe jm uje  C-ko-  
ń c ow ego  am in o k w a su  liganda.  War to  przy  tym 
zwrócić  uw agę  na  fakt,  że oddz ia ływ an ie  do me n 
PDZ  z k a rb oksy lo w ym i  końcami  innych bia łek mo że  
mieć nie tylko statyczny,  ale i dy n am ic zn y  charakter ,  
co znacznie  zwiększ a  po tenc ja lne  możl iwośc i  
udzia łu  b ia łek zawiera j ących  te d o m e n y  w r o z m a ­
i tych procesach  ko m órko w yc h.  N a j l epszym  d o w o ­
dem na to, że funkc ja  do m e n  PD Z nie musi  og ran i ­
czać się j e dyni e  do zape wni eni a  s tab ilnego wi ązania  
pom ię d z y  po sz czegó ln ym i  peptydam i ,  j e s t  udział  
n iek tórych  tych  do m en w m o d u lo w a n iu  ak tywnośc i  
różny ch  białek,  j a k  to ma  choc i ażby  mie jsce  w p r z y ­
padk u w zm acni an i a  ak tywnoś c i  kana łu  ch lo rk owe go  
C F T R  (ang. cy>stic f ib r o s is  tra n sm em b ra n e  con- 
d u c ta n ce  re g u la to r ) popr zez  o l igo meryzac ję  z a ­

GRIP
InaD

CAP70

c h o d zącą  przy udz ia le  do m en PD Z bia łka  C A P 7 0  
(ang. C F T R -a sso c ia ted  p ro te in  70 kD a)  [13],  lub też 
w przypadku reg u lo wa ni a  ak tyw nośc i  cz yn ni ka  tran- 
skrypcyjnego  T A Z  (ang. tra n scr ip tio n a l co -ą c tiva -  
to r w ith  P D Z -b in d in g  m o tif)  pop rzez  in te rakc je z a ­
chodzące  z udz ia łem  je g o  C- k o ń co w eg o  m o ty w u  
w ią żącego  d o m e n ę  PD Z [14].

Choć  spotyka  się b ia łka  z b u do w ane  w ył ą c z n ie  z 
ki lku do m e n  PDZ,  to j e d n a k  w zdec yd ow anej  w i ę k ­
szości  zawier a jącyc h  tę d o m e n ę  b ia łek jes t  ona  za le ­
dwie  j e d n y m  z wie lu ró żny ch  e lem en tów s t r uk t ura l ­
nych  (Ryc.  4). W  za leżnośc i  od obe cnośc i  d o ­
d a tk ow ych e l em ent ów s t ruk tura lno - funk cjo na l nych  
podzie l ić  m o żn a  b ia łka  zawiera jące  d o m e n y  P D Z  na 
szereg grup,  z k tórych  je d y n ie  niel iczne  do czeka ły  
się szerszego  op racowania .  P rzyk ła de m  m o ż e  być  tu-

PSD95
Dig

Z01

NHERF 

LIN10
Fninma

htrA

domena PDZ 

domena SH3

domena kinazy guanylowej 

domena wiążąca ERM  

domena PTB 

domena LIM

domena proteazy serynowej

Ryc. 4. Przykłady zróżnicowania strukturalnego białek zawierających domeny PDZ. 
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taj j e d n a  z na jwcześnie j  z id ent y f ik ow any ch  i 
na j in tensy wnie j  badanych  grup białek zawiera j ących  
d o m e n y  PDZ,  ok reś lana  zb ior czym te rmine m 
M A G U K  (ang.  m e m b ra n e -ą sso c ia te d g u a n y la te  k in- 
ase) [15],  do której  na leżą  między  innymi  PSD95,  
Dlg,  ZO 1 i S A P 9 7  (ang. sy n a p se -a sso c ia te d p ro te in  
97 kD a). B ia łka te odg ry w a ją  w a ż n ą  rolę w fu n k c jo ­
n o w a n iu  synaps  oraz w tw orzeniu  w y s p e c ja l i z o w a ­
ny ch  s t ruk tur  b ło n o w y c h  w mie j scach  tzw. po łączeń  
z a m y k a ją c y c h  w komórk ach  n abł onkow yc h  [16-18],  
Opró cz  d o m e n  PD Z zawie ra ją  one zaw sze  w s p o ­
m n i a n ą  wyże j  d o m e n ę  SH3 oraz  d o m e n ę  k inazy  
gua ny low ej .

IV-1. T w orzen ie  wielobiałkowych kom pleksów  
funkcjonalnych

Bia łka  zaw ie ra jąc e  l iczne d o m e n y  PDZ s ta no wi ą  
często  rodza j  rusz towania ,  na k tórym wsp ie ra  się 
kons t r uk c ja  w ie l o b ia łk o w y ch  kom p le k só w  fu n k c jo ­
na lnych .  Jeśl i  pos zczegó lne  dom en y  PDZ tak iego 
b ia łka  ró żn ią  się swois tośc ią  wobec  wią zan ych  
C - k o ń c o w y c h  sekwencj i  am in o k w a so w y c h ,  u m o ż l i ­
wia  to j e d n o c z e s n e  wiązanie  różnych  białek,  które 
b io rą  udz iał  w nas tępu jących  po sobie e tapach tego 
s am ego  procesu .  M a to szczególne  znaczenie  w  p r z y ­
padku  fu n k c jo n o w a n ia  k o m ó rk o w y c h  sz laków sy ­
gna ło w y ch ,  gdz ie  zapewnie nie  p o s zczegó ln ym  e le ­
m e n to m  sz laku be zpoś redn iego  sąs iedztwa je s t  c z ę ­
sto n i e z b ę d n y m  w a ru n k ie m  sprawnego p r z e k a z y w a ­
nia sygnału.

Prz yk ła dem ko m pl eks u  b ia łko wego  two rz on ego  
przy  udz ia le  d o m e n  PDZ może  być organizac ja  k a ­
skady  syg na łow ej  związanej  z p rocesem p r z e tw a r za ­
nia sygna łu  świ e t lnego  w oku  muszki  ow oc ow e j  
[19]. Szkielet  ca łego kom ple ksu  fo to transduk-

rodopsyna

cyjnego  z lo ka l iz ow anego w błonie ra bdo me rowe j  
komórki  fo toreceptorowej  s tanowi w tym p rz ypa dku 
białko InaD (ang. in a c tiva tio n  no a fte rp o te n tia l D), 
zawiera jące  pięć różnych  dom en  PDZ (Ryc.  5). Dzi ę­
ki od dz i a ływ an iu  tych d om en  z innymi b ia łkami  t w o ­
rzy się ko mp lek s  p o d bł on ow y  zawie ra jący  między  
innymi  t rzy k l uczow e składniki  kaskady  sygnałowej ,  
a mia nowi c i e  fos fo l ipazę C (P L C  -  ang. p h o -  
sp h o ljp a se  C), kanał  ka t ionowy  TRP  (ang. tra n sien t 
recep to r  p o te n tia l)  oraz  specy f i czną  dla oka  k inazę  
b i a łk ow ą  C (PKC -  ang. p ro te in  k in a se  C). Te trzy 
białka  są s tałymi składnikami  k o m ple ksu  
fo to t ransdukcyjnego  two rz oneg o  przez b iałko  InaD, 
podczas  gdy pozosta łe  e leme nty  ko mp lek su ,  takie 
ja k  rodopsyna ,  kanał  ka t ionowy T R P L  (ang. 
TRP- lik e ), ka lmodul ina ,  n i e k on w enc jo na ln a  m i o z y ­
na III (N I N A C  -  ang. n e ith e r  in a c tiva tio n  n o r  a fter-  
p o te n tia l C), oraz białko G a q ,  oddz i a łu j ą  w bardziej  
dyn am iczn y  sposób  z InaD, przy czym  in terakc je  z 
dom e n a m i  PDZ m o g ą  mieć  tu czasami  charak te r  p o ­
średni .  W odd zia ływ an ia  te m o g ą  być także  z a a n g a ­
żow an e  inne sekwencje  b ia łka  InaD, po ło żone  p o ­
mi ęd zy  d o m e n a m i  PDZ, ja k  to ma np. mie jsce  w 
przypadku interakcj i  mię dzy  InaD i ka lmodul iną .  
D o d a tk o w y m  e lemente m,  r o z b u d o w u ją c y m  arch i ­
tekturę ca łego om aw ia n e g o  komp lek su ,  są o d ­
dz ia ływa nia  po międz y  pos zczegó lny mi  do m e n a m i  
PDZ b ia łka InaD,  umoż l iw ia jące  tworzenie  mul t ime-  
rów.

Przykłady  innych  białek,  b iorących  udz ia ł  w or ­
gani zowa niu  z łożonych  k o m pl ek sów  przy  udz ia le  
dom en  PDZ, ob e jm u ją  między  innymi  PS D95  i GRIP 
(ang. g lu ta m a te  recep to r  in te ra c tin g  p ro te in ) , białka 
wch odz ące  w skład k o m p le k s ó w  pośre dn iczących  w 
prz eka zywan iu  sygna łów  n e rw o w y c h  przez  błonę  
s yn ap ty czną  [20], oraz b ia łko NHERF ,  s tanowiące

Ryc. 5. Schemat przedstawiający udział domen PDZ w strukturze kompleksu fototransdukcyjnego tworzonego przez białko InaD (objaśnienia w tekś­
cie).
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kluczowy e lement  kom pleksu  organizu jącego  różne 
receptory  i kanały jo n o w e  w błonie wierzchołkowej  
komórek  nab łon kow ych [21, 22],

IV-2. Lokalizacja białek

Oddzia ły wa nia  z udz ia łem dome n PDZ są o d p o ­
wiedzia lne za p ra w id ło w ą  su b k o m ó r k o w ą  loka liza­
cję wie lu  białek.  Przykładowo,  wspomnia ny  p o w y ­
żej kanał  jo n o w y  TRP wykazuje  zabur zoną  lokal iza­
cję w ko mó rce  fotoreceptorowej po wprowadzeniu  
odpowiednie j  mutacji  do sekwencji  domeny PDZ 
białka InaD, oddz ia łującej  z tym właśn ie  kana łem
[23], Inny przykład s tanowić może  neuronowa synta- 
za t l enku azotu (nNOS) ,  cy top lazmatyczne  białko 
posiada jące  do me nę  PDZ, której obecność 
warunkuje  p ra w id ło w ą loka lizację nN O S w pobl iżu 
b łony  cy toplazmatyczne] [24], Za lokal izację tę o d ­
powiedz ia lne  jest  w spom nia ne  wcześniej  wiązanie  
zachodzące  pomiędzy  do m eną  PDZ białka nNOS a 
po do bną  d o m e n ą  PDZ innego białka synt rofiny [25, 
26]. Syntrof ina jes t  z kolei e l ementem kompleksu  
b ia łkowego  dystrofiny,  związanego  ściśle z błoną  
cy top la zm a ty czn ą  komórek  mi ęśn iowych [27].

Najwięce j  znanych  przy padk ów  lokalizacj i  sub- 
komórkow'ej ,  zależnej  od oddz ia ływania  z d o m e n a ­
mi PDZ,  do tyczy integralnych białek b łonowych,  
g łównie  kana łów j o n o w y c h  oraz receptorów b łono­
wych [28, 29], Przykładowo,  C-k oń cow y motyw 
D-T-R-L> białka CF TR  jes t  n iezbędny dla zape w n ie ­
nia prawid łowej  lokalizacji  tego kanału ch lorkowego 
w wierzchołkowej  b łonie komórek  nabłonkowych 
[30-32],  Choć  znane są aż cztery białka,  CA P 7 0  [ 1 3], 
N H E R F  [8, 33, 34], E 3 K A R P  (ang. N H E fk in a s e  A 
reg u la to ry  p ro te in )  [35], oraz CAL (ang. 
C F T R -ą sso c ia ted  Ugand) [36], których domeny PDZ 
m o g ą  odd zia ływać  z karbo ksy lo wym  końcem CFTR.  
to brak jes t  j ednak  dotychczas  do w o d ó w  na d e c y ­
dującą  rolę któregoś  z nich w de te rmi nowaniu  pra ­
widłowej  lokalizacji  CFTR.  Na podstawde do ty ch ­
czasowych badań wydaje się dość praw dopodobne ,  
że każde  z tych białek odpow iada za inny etap proce­
su loka l izowania  CFTR  w błonie wierzchołkowej  
komórek  nabłonkowych.  Tak więc np. białko CAE 
uczestn iczyć może w procesie t ranspor tu CFTR  z 
aparatu Golg iego  do błony komó rkowe j  [36], po d ­
czas gdy N H E R F  odpowdada praw dop odobnie  za 
przebieg  odzysk iwan ia  ( recykl ingu)  CFTR  z endoso-  
mó w  po proces ie  endocytozy  [37].

Niek tór zy  badacze  zwraca j ą  uwagę  na zdolność  
wielu białek zawiera jących  dom eny  PDZ do w ią za ­
nia się z e lementami  cytoszkieletu komó rko wego ,  a 
zwłaszcza  z mikrof i lamentami  ak tynowymi.

tworzącymi  specyficzne  st ruktury po db ło n o w e  w 
różnych typach komórek ,  m.in. w komórkach  
na błonkowych.  Niek tóre  z tych białek,  j ak  choc iażby  
Z O l  lub afadyna ,  wy kazuj ą  zdolność  do be z p o śr e d ­
niego wiązania  się z mikrof i lamentami  ak tynowym i  
[38, 39]. Z kolei wsp omnia ne  ju ż  powyżej  N H E R F  i 
E 3K ARP ,  a także ludzki homo log  bia łka  Dig 
(hDEG),  wi ążą  się z cytoszkie le tem ak ty n o w y m  w 
sposób  pośredni  dzięki oddz ia ływaniu  z N - k o ń c o w ą  
do m e n ą  FE RM  (ang .fo u r -p o in t-o n e , ezrin , radixin , 
m o esin ), wys tępującą  u białek z rodziny ERM  (ang. 
ezrin -ra d ix in -m o esin )  oraz u innych białek z nadro-  
dziny białek 4.1 wiążących  aktynę (ang. b a n d  4. / ac- 
tin -b in d in g p ro te in s )  [40-42],  W większośc i  w y m i e ­
nionych przypadków,  możl iwość  oddz ia ływ an ia  z 
cy toszkie letem odgrywa istotną rolę w fu n k c jo n o w a ­
niu białek zawiera jących  dom eny PDZ oraz ich li- 
gandów.  Dla tego  sugeru je  się, że białka zawierające  
te domeny s tanowią  istotny e lement  st rukturalnej  i 
funkc jona lne j  ł ączności  pomiędzy  bia łkami  b ł ono ­
wymi  i w e w n ą t r zko m órko w ym i  st rukturami  cytosz-  
k ie letowymi ,  p rzyczynia jąc się w ten sposób  za ró w ­
no do regulowania  lokalizacji  białek w' błonie 
komórkowej ,  j ak  i do zachowania  p łynności  
p rzep ływu sygnałów' między  b łoną  c y top la zm a­
tyczną  a wnęt rzem komórki .

Niek tóre domeny PDZ w yda ją  się ponadto  brać 
udział  w bezpośr ednim  oddzia ływaniu  z l ipidowymi  
składnikami  błony cytoplazmatyczne j ,  t akimi  jak  np. 
fos fa tydylo inozytolo-4 ,5-bisfosforan  (PI P2) [43]. 
Sugeruje to możl iwość regulowania  b łonowej  lo­
kalizacji  białek zawiera jących dom eny P D Z  poprzez 
zmiany w m ie j scow ym  stężeniu fos fa tydylo inozyto-  
lu w' obręb ie  błony komórkowej .

IV-3. Rozwój organizmu i polaryzacja komórkowa

Przykładem zaangażowania  domen PD Z w proce­
sy rozwojo we może  być funkcja białka Dsh (ang. 
d ish e v e lle d ), wys tępują cego  u muszki  owocowej .  
Białko to pośredniczy w kry tycznym dla rozwoju 
tego organizmu oddz ia ływaniu  pomięd zy  białkami 
Wg (ang. w ing less)  oraz N (ang. n o tek)  [44], Istotny 
jest  przy tym fakt, że w tej niezmiernie  ważnej  ak ­
tywności  białka Dsh k lu czową  rolę odgryw a właśnie  
jego domena  PDZ [45]. Spośród  wielu procesów  ro z ­
wojowych.  p rzebiega jących z udz ia łem d om en  PDZ. 
na szczególne  wyróżnien ie  zas ługuje  proces po la ry­
zacji komórek  w niektórych tkankach.  Przykładowo,  
białko PAR3 (ang. p a r titio n in g  d e fec tive  3), zawie­
rające trzy dom eny PDZ. jest w y m agane  do zajścia 
polaryzacj i  w komór kach  zarodkowych C. elegans.
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który to proces  ma fundamenta lne  znaczenie  dla da l ­
szego prawid ł owego rozwoju zarodka  nicienia [46 j .

Proces polaryzacj i  komórki  po lega  na zaburzeniu  
strukturalnej  symetri i  komórkowe j ,  czemu to w ar zy ­
szy wyodrębnien ie  się odmie nny ch  funkc jona lnie 
b iegunów komórki .  Z najbardziej  w idoczną  po la ry ­
zacją m a m y  do czynien ia  w kom órkach  ne rwowych,  
gdzie wys tępu ją  wyraźne  s trukturalne i funkcjonalne  
różnice  pomięd zy  aksonami  i dendry tami,  a także w 
komórkach  nabło nkowy ch ,  w których widoczne  jes t  
wyodrębnien ie  powierzchni  wierzchołkowej  oraz 
pods tawno-boczne j .  Wydaje się, że niektóre 
m echani zm y u t r zymyw an ia  polaryzacj i  w obu tych 
typach komórek  są bardzo podobne ,  przy czym 
wie rzchołkowa błona komórek  nab łonkowych o d p o ­
wiada  z reguły presynaptycznej  (aksonowej )  loka li ­
zacji w neuronach ,  a z kolei błona  po ds t aw no- boc zna  
odpowiada  pos tsynaptyczne j  (dendrytowej )  lokal i ­
zacji w komórkach  ne rwowych.  Pot wierdzeniem tej 
reguły może  być choc iażby fakt, że is totną rolę w 
u t r zymywaniu  spolaryzowanej  lokalizacji  n ie k tó­
rych białek w komórkach  nerwowych  i n ab ło nk o­
wych odgrywa  ten sam konserw'owany ewolucyjnie  
komp leks  t rzech k luczowych białek pos iada jących 
dome ny  PDZ [47], Białka te, noszące nazwy L1N2 
(ang. a b n orm al ce ll lineage  2), LIN7 i U N  10, o d p o ­
wiedz ia lne  są za pod s t aw no -b oczną  lokal izację nie­
których białek b ło nowych w ko mórk ach  n a b ło n k o ­
wych [48], oraz za pos t synaptyczną  lokal izację 
białek w dendrytach  neuronów [49, 50], W obu p r z y ­
padkach g ł ó w n ą  rolę odg ry wa ją  oddz ia ływania  
pomię dzy  karboksy lowymi  końcami  białek b ło n o ­
wych a odpowiednim i  dom enam i  PDZ kompleksu  
LIN2/LIN7 LIN 10. Znane są też inne białka,  których 
d om eny  PDZ pośredniczą  w spolaryzowanej  dys t ry ­
bucji białek w komórce ,  jak choc iażby  oma wi ane  po ­
wyżej  białka uczestniczące w' zapewnianiu  swoistej  
wierzchołkowej  lokalizacji  kanału ch lorkowego 
CFTR.

IV-4. Selektywna proteoliza

Znaczną  część spośród ki lkuset  p rokario tycznych  
białek zawiera jących tzw. dome ny  PD Z -po dobne  
s tanowią  białka pos iadające  ak tywność  peptydazy  
[5 1 ]. Przykładem może  być per ip lazmatyczne  białko 
htrA (ang. high tem pera ture  requ irem ent A) bakterii  
E scherich ia  c o li . pos iadające  oprócz  domeny 
PD Z-podobnej  także do m enę  pro teazy sery nowej 
(patrz Ryc. 5). Przypuszcza  się, że po łączenie  ak ty w ­
ności p roteol i tyczne j ze zdolnośc ią  do ro z p o z n a w a ­
nia swoistych C -ko ńcow ych sekwencji  ami nokw aso-  
wych  ma szczególne znaczenie  w procesie se le k ty w ­

nej degradacj i  białek [52], W przypadku bakterii  
E scherich ia  c o li , dom eny PD Z- po dobne  miałyby 
rozpoznawać  białka s tanowiące  substrat  dla pro te ­
azy, przy czym subs tratami tymi byłyby g łównie 
białka o wadl iwej st rukturze,  do których dołączony 
został  wcześnie j  1 1-ami no kwaso wy  karboksylo wy  
koniec,  s tanowiący sygnał  dla degradacj i  [53]. Po­
n ieważ  omawiane  tu proteazy wy kazu ją  różną lokal i ­
zac ją w komórce  bakterii ,  se lektywna degradacja 
wadl iwych  białek zachodzić  m oże  zarówno w peri- 
plazmie , j ak  i w błonie komórkowej  lub cyto- 
plazmie.

V. Domeny PDZ a choroby człowieka

Wydaje się oczywiste ,  że skoro niektóre białka za ­
wiera jące  domeny PDZ pełnią w ażną  funkc ję  w roz ­
woju komórki  i całego organizmu,  to mutacje  z a b u ­
rza jące  funkc jon owanie  tych białek pow inn y p r o w a ­
dzić do wys tąp ienia  chorób  o bardzo  wyr aźny m fe­
notypie.  przynajmnie j  w tych wypadkach ,  gdy m u ta ­
cje te nie są letalne dla zarodka . Tak więc delecja 
ludzkiego genu kodującego  białko homolog iczne  do 
w sp om nia nego  powyżej  białka Dsh muszki  o w o c o ­
wej.  p rowadzi  do wystąp ien ia  powa żnych  zaburzeń 
rozwojowych,  okreś lanych  nazwą zespołu DiGeor-  
g e ’a [54], Także inny zespół  ciężkich wad ro zwojo ­
wych o podłożu  gene tycznym,  noszący nazwę ze ­
społu Wil l iamsa , po w o d o w an y  jes t  przez delecje 
genu kodującego  białko zawiera jące  do m enę  PDZ,  a 
mianowic ie  kinazę  LIMK1 (ang. L IM  kinase  j_) [55, 
56].

S t osu nkow a łagodne  objawy k liniczne to w a ­
rzyszą na tomias t  zaburzeniu op isywanych  powyżej  
interakcji  pomiędzy  ka rbo ksy low ym końcem białka 
CFTR a dom enam i  PDZ kilku innych białek. W pr z e ­
c iwieństwie  do większości  z około 1000 znanych  
mutacj i  w genie C E T R , z iden tyf ikowana  kilka lat 
t emu mutac ja  S1455X,  rówmoznaczna z de lecją 26 
C -końcow ych am in o k w a só w  ko dowanego przez  ten 
gen białka, nie prowadzi  do wys tąp ien ia  mukow isc y-  
dozy, j edne j  z na jczęst szych  chorób  o au tosoma lnym  
recesywny m trybie dz iedziczenia w naszej populacj i  
[57], Spośród  typowych objaw'ów tej choroby,  obe j ­
mujących  m.in.  nawraca jące  ciężkie infekcje płuc 
oraz n iewydolność  t rzus tkową,  mutacji  S1455X (gdy 
wys tępuje  w parze z inną, tzw. „si lną” mutacją)  
towarzyszy  jed yni e  po dw yż szon y poz iom chlorków 
w pocie.  Jak wykaza ły  badania  in vitro, mutac ja  ta 
nie zaburza  samej funkcji  kana łu ch lorkowego,  a j e ­
dynie prowadzi  do częśc iowego zaburzenia subko- 
mórkowej  lokalizacji  białka C FT R  w n iek tórych  
tkankach  nabło nko wy ch,  co wydaje  się t łumaczyć
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ł agodność  obse rw ow ane go  fenotypu kl inicznego 
[30, 57],

Dalsze badania  przyn iosą  zapewne  znacznie  w i ę ­
cej informacj i  na temat  gene tycznych  chorób 
człowieka  związanych  z bia łkami zawiera jącymi d o ­
meny  PDZ. Wydaje  się to szczególnie  p r aw d o p o d o b ­
ne w przypadku chorób  onk ologicznych ,  j a k o  że 
niek tóre  z oma wiany ch  tu białek w y d a ją  się mieć 
właściwośc i  supresorów now otw orow ych.  Mutac je  
we  w sp o m n ian y m  wcześniej  bia łku Dig p ro w a d z ą  do 
nowotworo we j  prol i feracj i  komó rek  na bło nko wych  
muszki  ow ocowej  [58]. Z kolei n iektórym delec jom 
bia łka  Tiaml  (ang. T-lymphomci invasion  and  m e ta ­
s ta sis  p ro te in  /_), obe jm ują cym m.in.  j eg o  dome nę  
PDZ, towarzyszy  drastyczne podwyższenie  ryzyka 
pojawienia  się n o w otw or ów  u my szy  [59].

VI. Występowanie domen PDZ

Od czasu opisan ia  p ie rwszych  domen PDZ,  l iczba 
znanych  bia łek zawiera jących  tego typu moduły  
s t rukturalne sys tematycznie  rośnie  i obecnie  znamy 
ich ju ż  ponad  tysiąc (wliczając  w to homologi  p o ­
szczególnych  białek wys tępujące  w różnych 
ga tunkach).  Wed ług  szacunkó w opartych na analizie 
baz danych typu N R D B  (ang. n o n -red u n d a n t data  
base) genom cz łowieka  zawiera  3 12 różnych  genów 
kodujących  białka pos iada jące  przyna jmnie j  j e d n ą  
do me nę  PDZ.  W ca łkowic ie  zs ekw enc jo now any m  
genomie  muszki  owocowej  D. m e la n o g a ster  genów 
takich jes t  121, u nicienia C a enorhabd itis  e legans  
87, na tomiast  w przypadku drożdży  Saccharom yces  
cerev isiae  wys tępują  jedyn ie  trzy takie geny. S tos un­
kowo n iewiele znamy rośl innych białek 
pos iada jących  dom eny PDZ, przy czym z ogólnej  
l iczby 32 z identyf ikowanych  dotychczas  rośl innych 
genów kodujących  tego typu białka,  aż 22 przypada  
na zsekw enc jo now any  n iedawno genom rzodkiewni-  
ka pospol i tego A ra b id o p sis  tha liana .

Przeważa jąca  większość  znanych  nam domen 
PDZ występuje  w organizmach  eukar io tycznych ,  w 
tym g łównie  u zwierząt .  Znanych  jes t  też jednak 
około 300 białek bakteryjnych ,  zawiera jących  w s p o ­
mniane  wcześniej  domeny,  określane  jak o  PDZ-po-  
dobne.  Według  jedne j  z hipotez,  du żą  rolę w roz po­
wszechnian iu  się domen PDZ odgryw ać  mógł  w tym 
w ypad ku t ransfer  horyzonta lny  zachodzący  p o m ię ­
dzy genom ami  or ganizm ów  eukar io tycznych  i pro- 
kar io tycznych [51].

VII. Uwagi końcowe

Dome na  PDZ nie jes t  j e d y n ą  do meną  b ia ł kową 
zdolną  do swoistego  oddz ia ływ an ia  z. k a rb o k s y lo w y ­
mi końcami  innych białek [60], To co odróżnia j ą  j e d ­
nak od pozos tałych tego typu domen,  takich jak  c h o ­
ciażby do men y  TP R (ang. te tra tr ic o p e p tid e  repea t). 
rozpoznające  C-k oń cow y pe roksy som alny  sygnał  
lokal izacyjny PTS1 (ang. p ero x iso m a l ta rg e tin g  
sequence  _/), to wielka różnorodność  m o ty w ó w  ami- 
n ok w asow ych rozp oznaw anych  przez  poszczególne  
dome ny PDZ. Różnor odn ość  ta, w połączeniu z p o ­
wszechnym  wy st ępow an ie m  domen PDZ,  s twarza  
ogromne możl iwośc i  odnośnie  wykorzys tyw an ia  
C -ko ńcow ych m o ty w ó w  ja k o  swego rodzaju iden ty­
fikatorów pos zczególnych  białek,  pozwala jących  na 
swoiste regulowanie  ich lokalizacji  oraz m o d u l o w a ­
nie ich funkcji .  Może  być to oczywiśc ie wy k o rzy s t a ­
ne w praktyce do pro jek tow ania  odpowiednic h  m o ­
dyfikacji  s t rukturalnych  (w obrębie  samych dome n 
PDZ, jak  i rozpo zna wanych  przez  nie mo tywów) ,  
p rowadzących  do pożądanyc h  zmian w lokalizacji  i 
funkcji  wybr anych  białek.  Pie rwsze  tego typu d o ­
świadczenia  zakończyły  się j u ż  sukcesem [61, 62], 
co daje nadz ie je  na szersze wykorzys tan ie  o m a w i a ­
nej strategii w przyszłości .
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Transport krótkołańcuchowych kwasów monokarboksy- 
lowych przez błonę plazmatyczną

Transport of short-chain monocarboxylic acids through 
plasma membrane
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W ykaz stosowanych skrótów: C H O  (ang. Chinese h a m ster  
o v a r y  c e lls )  kom órk i  ja jn ika  chom ika  chińskiego; CIN —  a -c y -  
jano-4 -hydroksycynam onian ;  D E PC  dietylopirowęglan; 
DID S 4, 4 ’-d iizo t iocy jano-2 ,2’-sti lbeno-disulfonian; G L U T  

(ang. g lu c o se  tra n sp o r te r )  transporter glukozy; KIC ----- kwas 
a -ke to izokapronow y;  KIV —  kwas a -ke to izow aler ianow y;  
K M V  —  kwas a -keto-(3-metylow alerianowy; M C T  — (ang. 
m o n o c a rh o x y la te  tra n s p o r te r )  transporter  kw asów  m onokar-  
boksy lowych;  M S U D  (ang. m a p le  sy ru p  u rin e d ise a se )  c h o ­
roba syropu klonow'cgo; PC M B  p-chlorortęciobenzoesan

I. Wstęp

Sprawne i p rawid łowe funkcjonowanie  organi ­
zmu je s t  możl iw e  dzięki  sys t emom t ranspor tu jącym,  
zna jdującym się w b łonach komó rkow ych,  które p o ­
zwala ją  wymieniać  subs tanc je  pom iędzy  k o m ó r k a ­
mi, a także pomiędzy  ich organe llami.  Transport  ni- 
sko cząs teczkowych zwi ązków przez  b łony k o m ó r ­
kowe może odbywać  się na zasadzie dyfuzji  lub przy 
udziale białek, które w b łonie komórkowe j  twor zą  
kanały,  nośniki  i pompy.  Jeśli do przebiegu  procesu  
t ranspor tu  w y m aga ne  jes t  dos ta rczenie energii ,  to 
najczęściej  pochodzi  ona albo z hydrol izy ATP albo z 
gradien tu  stężenia j o n ó w  w poprzek błony. Tr ans po r ­
tery charak te ryzują  się dużą  różnorodnośc ią .  K la sy ­
f ikujemy je w za leżności  od: rodzaju substancji

*Dr, Pracownia  Procesów Transportu w Błonach Biologicz­
nych. Z ak ład  Neurobiologii  M olekularnej i Kom órkow ej .  Insty­
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przez nie przenoszonych ,  lokalizacji  w b łonach  k o ­
mórkowych  oraz specyf icznośc i  tkankowej .  Bia łka  
t ransportowe możn a  k lasyf ikować  w rodziny  i nadro-  
dziny białek na pods tawie  ich podobne go m e c h a n i ­
zmu działania,  pe łn ienia  podobn ych  funkcji ,  s p e c y ­
ficzności subst ra towej,  lokalizacji  tkankowej  i k o ­
mórkowej  czy zapisu gene tycznego.  Przykładem ro­
dzin t ransporte rów m o g ą  być: rodzina  t ranspor te rów 
glukozy Cilutl -  G lu t7 [1-3],  rodzina  za leżnych  od 
sodu t ranspor te rów neurot ransmite rów [4], czy ro ­
dzina t ranspor te rów kw asów  m on o k a rb o k sy lo w y ch  
MCT1 -  M CT 9 , o m aw ia na  w tym opracowaniu .  W 
pracy zostaną  op isane  mecha n iz my  przenoszenia  
kwasów mo no ka rb ok sy lo w yc h  przez  b łonę  p l a z m a ­
tyczną, oddz ie la jącą  wnęt rze  komórki  od jej  o t o c z e ­
nia.

Transpor t  k r ó tk ołańcuchow ych kw as ó w  m o n o ­
ka rboksylowych przez  błony p lazmaty czne  komórek  
ssaków ma fundamenta lne  znaczenie  dla p ra ­
wid ło wego  przebiegu reakcji  me tab ol icznych  za ­
chodzących w organizmach.  W latach os ie m d z ie ­
siątych p rowa dzono  l iczne badania  do tyczące  m e ­
cha niz mó w przenoszenia  kw asó w  m o n o k a r b o k s y lo ­
wych,  szczególn ie  kwasu  m lek ow ego ,  p rzez błony 
p lazmatyczne .  g łównie  e ryt rocytów i komórek  n o ­
wotworowych .  S twierdzono wówczas ,  że kw asy mo- 
noka rbo ksy low e m og ą  być t ranspo r towane  do w n ę ­
trza komór ek  pop rzez  (i) dyfuz ję  n iezdysoc jowa ne -  
go kwasu,  która s tanowi mniej  niż 5% całego  procesu  
akumulac ji  [6, 7] oraz (ii) t ranspor t  nośnikowy,  w 
którym uczes tn iczy bia łko błony p lazmatyczne j  [8].
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W zależności  od mechan izmu  działania transpor tera,  
w t ransporcie nośn i kow ym  anion kwasu  monokar -  
boksylowego może być przenoszony wraz z ka t io ­
nem sodu lub pro tonem [9], albo na wy m ia nę  z in­
nym anionem nieorganicznym [10, 11], Obecnie  p r o ­
wadzone  badania  koncent ru ją  się na poznaniu m e ­
chanizmu t ranspor tu kwasów' monokarboks y lo wy ch  
przez błonę p lazmatyczną ,  który występuje  n a jp o w ­
szechniej ,  czyli na przenoszeniu an ionu kwasu  mo-  
nokarboks ylowego je dnocześn i e  z pro tonem,  oraz 
rzadziej ,  z ka t ionem sodu.  Nośnik  biorący udział  w 
tym procesie wys tępuje  w kilku postac iach  izofor- 
micznych.  Różnią  się one między  sobą  specyf i czno ­
ścią substratową,  wraż l iwośc ią  na inhibi tory oraz 
w ys t ępow an iem w b łonach komórek  w za leżności  od 
pełnionych przez nie funkcji .  Obecnie  uważa  się, że 
kwasy  m onoka rboksy lowe są przenoszone  przez  
b łony p lazmatyczne  g łównie w symporc ie z pr o to ­
nem  (M CT)  [5], Proces ten czerpie  energię  z g ra d i en­
tu stężeń anionu kwasu  monokarboksylow'ego  i p ro ­
tonu,  który istnieje po obu st ronach  błony p lazma-  
tycznej .  Dotychczas  poznano  dz iewięć białek n a ­
leżących do tej rodziny.

II. Krótkołańcuchowe kwasy monokarboksy­
lowe

Kwasy monok a rb oksy lo w e  o krótkich łańcuchach  
powsta ją  w organizmie w szeregu sz laków m e ta b o ­
l icznych.  Charak te r yzują  się dużą  różno rod noś c i ą  - 
p rzykłady przeds tawiono  na Rycinie 1. Związki  te 
b iorą  udział  w przemianach  metabol icznych  a m i n o ­
kwasów', cukrów', kwasów t łuszczowych i l ipidów. 
Na przykład  kwas p i rogronowy,  który jes t  k o ń c o ­
wym  produktem glikolizy,  w warunkach  n i edot len ie ­
nia i n iedokrwienia może  przekształcać się w kwas 
mlekowy,  który odgrywa  j e d n ą  z ważnie j szych  ról w 
me tabol izmie  ko m órk owym .  Transpor t  kw'asu m le ­
kowego jest j ednym z najlepiej  poznanych  i n a j p o w ­
szechniej  badanych  procesów' t ransportu kw'asów 
mon okarboksy low ych.  Ze względu  na swoją  pros tą  
bu do w ę  i l iczne funkcje pe łnione  w organizmie,  
kwas  m le kowy  jes t  j ak o  substrat  m od elow y w y k o ­
rzys tywany do badań t ranspor tu przez błony k o m ó r ­
kowa [9. 12-15], Dla n iektórych tkanek,  t akich jak:  
białe mięśnie szk ie le towe,  erytrocyty,  komórki  n o ­
wo tworowe,  mleczan jes t  k oń cow ym  produktem 
procesu  glikolizy. Kwas  m le kow y musi  zostać u w o l ­
n iony  z komórki ,  aby glikoliza mogła nadal zac h o ­
dzić.  Gdy produkcja kwasu  mle kow ego  przewyższa  
jego  uwalnianie ,  j ego  w ew ną t r z k o m ó rk o w e  s tężenie 
wzras ta  i obniża  się wew n ą t r zk o m ó rk o w a  pH, co w 
konsekwencj i  p rowadzi  do zah am ow an ia  ak tywno-

POSTĘPY BIOCHEMII 49(4), 2003

OHI
H,C~CH—COOH

OI!
H,C—C—COOH

OII
H-C-C-CH,— COOH

OHI
H,C“ CH—CHr-COOH

CH, O
I 3 II 

H ,C-CH-C-CO O H

CH O: 3 n
H ,C -C H -CH -C -C O O H

OH CH-I I J
H,C-CHr C CH—COOH2 2 , 2

OH

/ ---  ̂ II
C  V - C H r C-COOH

KWAS MLEKOWY

KWAS PIROGRONOWY

KWAS ACETOOCTOWY

KWAS HYDROKSYMASŁOWY

KWAS KETOIZOWALERIANOWY

KWAS KETOIZOKAPRONOWY

KWAS MEWALONOWY

KWAS FENYLOPIROGRONOWY

Ryc. 1. Przykłady krótkołańcuchowych kwasów monokarboksylo­
wych występujących powszechnie w komórce.

ści en zy m ó w  procesu gl ikol izy i n iemożnośc i  uz y­
skania energii  tą drogą.  W niektórych tkankach np. w 
mózgu,  sercu,  czerwony ch  mięśniach szkieletowwch 
mleczan  jest  wyko rz ys tywany  ja k o  substrat  ene rge­
tyczny.  W takich tkankach  mleczan  musi  być dos ta r ­
czony do wnętrza komórek  [9, 16].

Inny kwas monoka rboksy lowy ,  ja k i m  jest  kwas 
P-hydroksymas łowy,  jes t  metabol i tem pośrednim 
przemian kw'asów t łuszczowych.  Kwas  mewalono-  
wy pełni istotne funkc je  w biosyntezie  związków ste­
rydowych i cholesterolu.  Kwasy  m on okarboksy low e 
o rozga łęz ionych  łańcuchach  takie jak  KIV, KIC, czy 
KMV,  są produktami  p ie rwszego  etapu ka tabol izmu 
am in o k w a só w  o rozga łęz ionych  łańcuchach,  o d p o ­
wiednio:  waliny,  l eucyny i izoleucyny.  Zaburzenia  
metabol izm u kw asó w  mo no ka rb oksy lo wy ch są 
przyczyną  wys tę po w an ia  wielu chorób  meta bol ic z­
nych.  Jako przykład można  wymie nić  neurotoksycz-  
ne działanie wysokich  stężeń ke tokw asów  o roz­
ga łęz ionych łańcuchach ,  np. w chorobie  syropu k l o ­
no we go - M S U D  [17-19],  Cho roba  ta polega  na bra­
ku lub uszkodzeniu enz ym u ka tal izującego o k sy da ­
cy jną  dekarboksylac ję  a - k e t o k w a s ó w  o rozga łęz io­
nych łańcuchach  węglowych.  Uszkodzenie  to p r o w a ­
dzi do nadmie rnego  na grom adzenia  się tych
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zw iązków  w organizmie ,  zwłaszcza  KIC i leucyny,  
czego  ko ns ek we nc ją  jes t  n iedorozwój  umy sło wy  i fi­
zyczny [20, 21]. Z drugiej  s t rony kwasy  te m o g ą  
mieć znaczenie  te rapeutyczne.  S twierdzono,  że keto-  
kw asy  l ikwidują  nadmiar  g lu taminy  w warunkach  
hype ramonemi i  związanych  z encefa lopa t ią  w ą t r o ­
b o w ą  lub w defektach cyklu mo czn ik o w eg o  [22-25].  
Jest  to związane  z uczes tn ic twem tych kw asów  w c y ­
klu leucyna  -  g lu taminian  zach od zącym  między  
ast rocytami  i neuronami  w mózgu,  gdzie w pł y w a ją  
one na poz iom syntezy g lutaminy i g lu taminianu  [22, 
26-28],  Leucyna,  j a k o  am in ok w as  łatwo p rz e ­
chodzący  przez bar ierę krew -  mózg,  u tw orzoną  
przez  komórki  ś ródbłonka naczyń  włosowatych ,  j es t  
donorem grup  am in ow ych  do produkcj i  g l u ta m in ia ­
nu [29], W ast rocytach leucyna  ulega t ransaminacj i  
p rzekazując  grupę  a m i n o w ą  na a -ke toglu ta ran .  Pro­
wadzi  to do powstan ia  g lutaminianu ,  który jes t  n a ­
stępnie przeksz ta łcany  w g lu taminę ,  dzięki  a k t y w n o ­
ści syntazy g lu taminianowej ,  en zy m u w y s t ę ­
pującego wyłącznie  w as trocytach [30], Szkielet  w ę ­
g lowy leucyny pozos ta je  natomias t  w KIC,  który 
wraz  z g lu ta min ą  jes t  uwaln iany  przez astrocyty.  
Oba  związki  są nas tępnie  pobierane  przez  neurony ,  
gdzie  z g lu taminy  powsta je  g lutaminian .  KIC ulega 
na tomias t  ret ransaminacj i  do leucyny przy w y k o r z y ­
staniu grup am ino wych pochodzących  z g l u ta min ia ­
nu [31]. W ten sposób nie dochodzi  do n a g r o m a d z e ­
nia w neuronie glu taminianu.  Jego nadmiar  jes t  cyto- 
toksyczny  [32], N o w o  powsta ła leucyna  jes t  u w a l ­
niana przez, neurony  i może  ponowni e  zostać p o b ra ­
na przez astrocyty w celu w y p rod uk ow ani a  g l u t am i­
nianu. Za tem te rapeutyczna  skuteczność  tych 
związ ków jest  wa ru nk owan a  ich wyda jn ym  t rans­
por tem przez  b łony p lazmatyczne .

III. Rodzina nośników kwasów monokarbok-  
sylowych (MCT)

In tensywne badania  nad charak te rys tyk ą  fun kc jo­
na lną  białek t ransportujących kw'asy mo no ka rbo ksy -  
lowe do wnęt rza  i na zewnąt rz  komórki  przez błony  
kom ó rk o w e  ssaków, dop rowadzi ły  do w y o d r ę b n ie ­
nia rodz iny nośników' dla kw asów  m on ok arbok syl o-  
wych  -  M C T  [9, 33], Rozpoczę to  iden tyf ikację  p o ­
szczególnych białek t ranspor towych na leżących do 
tej rodziny.

III-I. MCT1

Sekw encję  p i e rwszego  nośnika ustalono dzięki  
metodz ie  k lo nowania  w mater iale p o cho dzącym  z 
komórek  ja jn ika  chomi ka  ch ińskiego -  CHO.  Z i d e n ­

tyf iko wane  białko nazwano izoformą MCT1 [34]. 
S twierdzono,  me todą  rozdziału e lek t rofore tycznego  
ozn ak o w an eg o  białka na żelu agarozowym ,  że 
MCT1 jest  białkiem o masie  45 kDa [35], Us ta lono  
obecność nośnika  MCT1 w komórkach  ludzkich,  
szczurzych  i mysich,  wykazując  około 95% ide n­
tycznośc i  t ego b ia łka  w s tosunku do p ie rwotn ie  p o ­
znanego  MCT1 w komórkach  C H O  [36-38].  
Właśc iwośc i  k inetyczne  t ranspor tera MCT1 naj le ­
piej scharak te ryzowano w eryt rocytach i komórkach  
now otw oru  wys ię ko w ego  Ehr licha  [9, 39], Uzyskane  
dane potwierdzono  w warunkach  ekspresj i  białka 
MCT1 w oocytach  X en o p u s  [40]. S twierdzono,  że 
proton jes t  p ie rwszym jo n e m  wiążącym się do t rans­
portera.  Po związaniu  do t ransporte ra  kolejnego  jonu
-  an ionu kw'asu m o n o ka rbo ks y lo w ego  następuje  
przenies ien ie  ob yd w u j o n ó w  przez b łonę  p lazma-  
tyc zną  i ich uwolnienie  po jej drugiej  stronie.  Proces  
ten je s t  ca łkowic ie odwraca lny  i równo wa ga  zostaje 
osiągnięta,  gdy:

[anion mo no karboks . ]wewnątrz/[anion monokar -  
boks . ] zewnątr2 = [H ]zewnątrz/[H ]w ew nątrz

Etapem l imi tującym transport  j es t  powrót  nośnika  
do konformacj i  umożliwiające j  po now ne związanie 
substratu.  Kró tk oł ań cu ch ow e kwasy  monokarboksy-  
lowe są dobrymi  subst ra tami nośnika  MCT1 [8, 9]. 
Pr zykładowe war tości  Km w komór kach  now otworu  
wys ię ko w ego Ehr l icha  dla mleczanu  w'ynoszą: 4,5 
mM,  p i rogronianu  — 0,72 mM,  [Uhydroksymaślanu
—  12,5 mM [39], Specyf iczność  subs tra towa nośni ­
ka obniża się wraz  ze wzros tem długości  łańcucha  
kwasu  monokarbok sy lo we go ,  j ego  rozga łęzień i p ie­
rścieni a romatycznych .  Pods tawienia  łańcucha  przy 
węglu C2 są prefe rowane  nad C3.  Aktywn ość  no śn i ­
ka MCT1 jes t  h a m ow ana  przez  szereg związków:  
a romatyc zne  kwasy  m o nok a rbo ks y lo w e takie jak 
C1N i fenylopi rogronian,  inhibi tory t ranspor tu  an io ­
nów —  s ty lbenodisu l fon iany  np. DIDS,  kwas triflu- 
o ro to lu idynonikotynowy,  f lawonoidy —  florety na
[41], kwe rce tyna  [35], organiczne  związki  rtęci -  
mersalyl  i P C M B  [8]. Jednak żadnego  z w y m ie n io ­
nych wyżej  zw iązkó w nie mo żn a  t raktować jak o  spe ­
cyf icznego  inhibi tora t ranspor tu kw asów monokar -  
boksy lowy ch  przez  nośnik MCT1 [5], MCT1 jes t  
i zo fo rmą  najbardziej  roz powsze chnio ną  i obecną  we 
wszystkich tkankach,  często ze specyficzną  lokal iza­
cją w każdej  z nich (patrz Tabela 1) [42],
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Tabela 1

Lokalizacja tkankowa nośników MCT. W nawiasach podano nomenklaturą nośników MCT z przed 1999 roku [5]

I z o f o r m a  M C T  L o k a l i z a c j a  t k a n k o w a

MCT 1
• serce [34, 62, 99-101]
• mięśnie szkieletowe [43, 49, 55, 62, 102-105]
• mózg: astroglej, ependymocyty, mikronaczynia, komórki 

endotelialne [44, 46, 64, 74-76]
• komórki astrogleju hodowane in vitro [60, 106]
• błona apikalna nabłonka barwnikowego siatkówki kurcząt i szczura 

[107]
• ucho wewnętrzne [108, 109]
• erytrocyty [34]
• nerka: błona basołateralna komórek epitelialnych kanalików 

proksymalnych [43]
• żołądek: błona basołateralna komórek epitelialnych [43]
• okrężnica i jelito ślepe [43, 110]
• jądra: główka plemnika [43]
• łożysko [33]
• mózg: astrocyty [44, 76]

MCT2 • móżdżek: komórki Purkinjego [111]
• ucho wewnętrzne [ 108, 109]
• mikronaczynia siatkówki, komórki Mullera [112]
• nerka: błony komórek kanalików zbiorczych [43]
• hepatocyty [43]
• komórki ścienne gruczołu właściwego żołądka [43]
• jądra: ogon plemnika [43, 45]

MCT3 • błona basołateralna nabłonka barwnikowego siatkówki kurcząt i
(REMP) szczura[50-52]

• mięśnie szkieletowe [49, 55, 58, 62, 103]
MCT4 •  se rc e  [33]

(MCT3) • łożysko [33]
MCT5 • łożysko [33]

(MCT4)

MCT6 • nerka [33]
(MCT5) • łożysko [33]
MCT7 • mózg [33]

(MCT6) • łożysko [33]

• mózg [33]
MCT8 • łożysko [33]

(XPCT) • wątroba [33]
• serce [33]

III-2. M CT2

Dalsze badania  doprowadzi ły  do uzyskania  s e ­
kwencj i  i funkcjona lnej  ekspresj i  drugiej  i zoformy 
należące j do rodz iny M C T  -  MCT 2,  która wykazuje  
60% identyczności  z i zoformą MCT1 [41]. Jak dotąd 
obecność  M C T 2  potwierdzono w tkankach  mys ich,  
szczurzych  i ludzkich [44-47],  Osta tnie  badania  p o ­
zwol i ły na bardziej  szczegółowe sc harak te ry zow a­
nie tej i zoformy dzięki uzyskaniu ekspresj i  tego 
b ia łka  w oocytach X enopus  laevis  [47-48],  W p o r ó w ­

naniu je dnak  z białkiem MCT1 znacznie mniej  w ia ­
domo na jeg o  temat.  Okreś lono  specyf iczność  sub ­
s t ra tową tego białka i s twierdzono,  że M C T 2  o d p o ­
wiada  za transpor t  kwasu p i r ogronowego,  a nie k w a ­
su mle kow ego  do szczurzych  komórek  mięśnia se r­
cowego i mięśni  szk ie letowych [49]. Podobne  w y n i ­
ki uzyskano  po przeprowadzen iu  ekspresj i  ludzkiego 
białka M CT 2  w oocytach  X enopus .  Stwierdzono,  iż 
nośnik ten ma wysokie  po w in o w ac tw o  do pirogro- 
nianu (Km 25 pM) [47], Te obserwacje  zostały p o ­
twierdzone  dla szczurzego  MCT 2.  ekspresję którego
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pr ze pro wa dzono także w oocytach  X en o p u s  [48]. 
Białko M CT 2  wykazuje  dziesięć razy większe  po w i ­
now ac two  do pos zczególnych  subs tra tów takich jak 
mleczan,  pirogronian,  niż białka MCT1 i MCT4,  i co 
ciekawe,  występuje  w komórkach ,  w których zac h o ­
dzi po t rzeba  szybkiego pobrania  subst ra tu  do k o m ó r ­
ki i szybkiego  obniżenia  jeg o  z ew ną t r zk om órkow e-  
go s tężenia . W przec iwieńs twie  do M C T1 ,  MCT2 
nie jes t  wraż l iwe  na związek reagujący  z grupami  SH 
— P C M B  [43, 48]. Izoforma M C T 2  je s t  mniej  rozpo ­
wsz echn io ny m bia łk iem niż izoforma M C T 1. Często 
na tomias t  towarzyszy  w ys tępow an iu  MCT1 w takich 
narządach jak wąt roba,  nerki ,  j ą dr a  i mózg,  lecz jej  
dokładna  loka lizacja  jes t  różna  od lokalizacji  MCT1 
w danej tkance.  Prz ykładowo w nerce,  MCT1 jes t  
obecny  w błonie bazolateralnej  ko mórek  epitelial- 
nych kana l ików proksymalnych ,  podczas  gdy MCT2 
w tej samej nerce jes t  obecny w b łonach  komórek  k a ­
na lików zbiorczych [43]. M C T 2 je s t  i zoformą,  która 
w swojej  lokalizacji  tkankowej  wy ka zuj e  dość duże  
rozbieżnośc i ga tunkowe.  Na  przykład  s twierdzono 
obecność  M CT 2 w izo lowanych  b łonach  k o m ó r k o ­
wych pochodzących  z mózgu szczura ,  ale wy kazano  
je g o  brak w błonach k o m ór ko w yc h ,  pochodzących  z 
mózgu  chomika  [45].

III-3. M CT3

Kole jną  z se kw e n c jo n o w a n ą  izo for mą  t ranspor te ­
ra M C T  było białko z iden tyf ikowane  w nabłonku 
ba rw ni kow ym  sia tkówki  kurcząt ,  o wie lkośc i  55 kDa 
[50]. Białko począ tkow o nazwane  b ia łk iem ‘R E M P ’ 
(ang.  R etina l  Epithelicil M em brano  P ro te in ) po p o ­
twierdzeniu  przynależnośc i  do rodz iny  nośników 
M C T  pr zem ian ow ane  zostało na MCT 3.  S twi erdzo­
no, że białko to wy kazuje  4 3 %  identycznośc i  z izo­
formą MCT1 i 45 %  z izoformą M C T 2  [50], MCT3 
zna leziono jedyn ie  w błonach bazola te ralnych  
nabłonka ba rw nikowego s iatkówki,  k tóry tworzy  b a ­
rierę krew-s ia tkówka [51, 52], M CT 3  reguluje p o ­
z iom ml eczanu  w nerwowej  części  s ia tkówki .  Jest 
b iałkiem odpow iedz ia lny m za wy p ły w  mleczanu z 
nabłonka ba rw ni koweg o s iatkówki  do naczyniówki  
oka,  reguluje przy tym również  pH  i osmolarność  w 
subs ia tkówkowej  przest rzeni  [53]. Dzięki  ekspresj i  
b ia łka  M CT 3  w drożdżach  poznano  j e g o  w ła śc iw o­
ści kine tyczne . Jest  to t ransport  za leżny od pH,  w a r ­
tość Km  dla mleczanu  w pH 7,2 wynosi  5,8 rnM. 
MCT3 jes t  n iewraż l iwe  na a -cy jano-
4- hyd rok syc yna mo nia n ,  f loretynę,  PCM B.  Trans­
port  mleczanu  przez b iałko jes t  b l okow any  przez 
DEPC ,  który reagując  z histydyną ,  p rawd opodo bn ie
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zna jdując ą  się w miejscu w iążącym substrat ,  un ie ­
możliwia związanie  subs tratu do nośnika  [54],

II1-4. M CT4

i z oforma M CT 4 jest  szeroko ro zp owszechn io na  
w ludzkich i szczurzych komórkach  mięśni  sz k ie le ­
towych,  w ludzkim sercu, w krwinkach  b iałych oraz 
w wie lu  ssaczych liniach k o m ór kow ych  [33, 55]. 
Białko to zostało sk lono wane  w tym sam ym  czasie,  
co poprzednia  izoforma (M CT 3)  i po czą tkowo r ó w ­
nież nazw ano je  białkiem MCT3 cha rak te rys tycz ­
nym dla mięśni .  Według  nowej,  obecnej  n o m e n k la tu ­
ry nadano mu nazwę MCT4.  Dane  kine tyczne ,  o t rz y ­
mane  w ekspe ryme ntach  pr zepr ow ad zan yc h  w pę ­
cherzykach  sarkolemy [56], a także na l iniach k o m ó ­
rek na bło nkow ych pochodz ących  z nerki małpy  
(COS)  oraz wołu (N BL1)  [55], wykaza ły  podobne  
wartośc i Km  dla t ranspor tu mleczanu jak  wartości  
o t r zymane  w przypadku t ranspor tu przez  nośnik  
MCT 1.  Wartości  te nie zostały po twie rdzon e  przez 
dane  o t rzymane  w warunkach  ekspresj i  b ia łka  M C T 4  
w' oocytach  X e n o p u s , gdzie Km dla mleczanu  wynos i  
34 m M  [57]. Wartość ta znacznie  przewyższa  w a r t o ­
ści Km uzyskane  dla wcześniej  pozna nych  białek:  
MCT1 (3,5 m M  [40]) oraz M C T 2  (0,5 m M  [48]). Z a ­
tem charak te rys tyczną  cechą  t ranspor te ra  M C T 4  w y ­
daje się być jeg o  bardzo  niskie po w in o w ac tw o  do 
substratu w porównan iu  z nośnikami  MCT1 i M C T2 .  
S twierdzono zaham ow an ie  t ransportu przy udziale 
nośnika M C T 4  przez. CH C ,  DIDS,  P C M B  i f loretynę  
[57], Znaczące  ilości m R N A  kodującego  białko 
MC T4  zna leziono ,  poza  mięśn iami  [55, 5 8 J. w 
jądrach ,  j el ic ie c ienkim,  ś l iniankach przyusznych ,  
p łucach  i mózgu [55], Białko to wys tępuje  za tem w 
tkankach,  k tórych komórki  uzyskują  energię pr ze ­
prowadza jąc  reakc ję  gl ikolizy,  której koń cow ym  
produktem jest  mleczan .  Sugeruje  się, że M C T 4 jest 
odpowiedz ia lne  za t ranspor towanie  ml eczanu  z w n ę ­
trza na zewnątrz  komórki  [49, 55, 57],

III-S. M C T 5 - M C T 9

Na pods tawie  pos zukiwania  w bazach danych ho ­
mo logicznych  sekwencj i  do znanych  izoform 
(MCT1 —  MC T4)  w yodr ębn io no  kolejne  izoformy.  
nazwano je  odpo wie dni o  MCT5 —  M C T 9 [5,33]. 
Nie ma jeszcze  dokładnych  danych dotyczących  
funkc jona lne j ekspresj i  i charakterys tyki  tych białek,  
ale zbadano  m etodą  N orthern -b lo t  ich tk a n k o w ą  dy s­
t rybuc ję  w organizmie cz łowieka  [33], Zna lez iono  
m R N A  dla białka MC T8  (X PC T)  w' ludzkiej  w ą t r o ­
bie i w sercu [33], Homolog  tego białka z iden ty f iko­
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wano w mysie j  nerce i wątrobie  [59]. Wiadomośc i  
dotyczące  lokalizacji  tkankowej  nośn ików MCT 
przeds tawion o  w Tabeli  1. Sekwencje  kodujące  
białka M C T  z iden tyf iko wano  również  w genomach 
innych o r gan izm ów  poza ssakami.  Sześć białek 
mo gących  należeć  do rodziny M C T  znalez iono u Ca-  
enorhabd it is  e leg a n s , cztery u Saccharom yces  ce - 
revisiae  oraz  s iedem u D rosophila  m elanogaster  [5],

IV. Fizjologiczna funkcja różnych białek MCT

Istnienie różnych  izoform białek M C T  musi mieć 
znaczenie  f iz jolog iczne  związane  albo z ich wyj ą tko­
wymi właśc iwoś c iami  albo z ich regulacją.  MCT1 
jest  b ia łk iem prz ys to sow any m  do zaopa t rywania  k o ­
mórki  w' subst ra ty  energetyczne  takie jak: związki  
ke tonowe i mleczan ,  oraz w warunkach  n iedot len ie ­
nia do uwaln iania  mleczanu  z komórek  [39, 40, 60] 
Szczególnie  wyso kie  po w in ow act w o  nośnika  MCT1 
do mleczanu  s twierdzono w; miocytach [61, 62] oraz 
w neuronach  [63], Po ds ta w ow ą  f iz jologiczną  funk­
cją nośn ika  M C T 2  jest ,  tak jak w przypadku MCT1,  
zaopa t ry wanie  komór ek  w mleczan  i związki  ke to no­
we w y k o rzys tyw ane  w metabol izmie  energe tycz­
nym. W przec iwieńs tw ie  do MCT1 białko to jest  
obecne w komór kach ,  które rzadko  uwaln ia ją  m le ­
czan do ś rodo wiska  zewnęt rznego ,  oraz w k o m ó r ­
kach,  gdzie zachodzi  pot rzeba  szybkiego obniżenia  
zew n ą t r zk o m ó rk o w eg o  stężenia subst ratu [5]. Z n a ­
leziono ekspres ję  białka M C T 2  w' neuronach  w m ó ­
zgu doros łych  osobników,  wykor zys tu jących  mle ­
czan dos ta r czony  im przez komórki  ast rogleju [44, 
46, 64], Jak dotąd  je d y n y m  białkiem na leżącym do 
rodziny  MCT,  którego dys trybuc ja  tkankowa jest  
ściśle ogran iczona,  j es t  białko MCT3.  Występnie  
ono wyłącznie  w nabłonku ba rw n ik ow ym  siatkówki ,  
gdzie pełni funkcję  u t rzymania  odp owied niego  p o ­
z iomu ml eczanu  w' s ia tkówce [65], Białko MC T4  jes t  
nośn ik iem o n iskim powin owac twi e ,  p re fe rencyjnie 
uwaln ia jącym mleczan  z komórek ,  które pr zepr ow a­
dzają  g l ikol izę,  gdzie mleczan jes t  jej  koń cowym 
produktem [57], Fizjologiczne  znaczenie  p o z o ­
stałych izoform do tej pory nie zostało poznane.  
Pe w ną  w sk a z ó w k ą  o roli pełnionej  przez  konkre tne  
białka M CT  jes t  ich dys trybuc ja  tkankowa. Poniżej  
zos t aną  o m ó w io n e  przykłady  f izjologicznej  roli 
pełnionej  p rzez  białka MCT  w mięśn iach  szk iele to­
wych i w; mózgu .

IV-1. Mięśnie szkieletowe

Mięśn ie  szk ie le towe są g łó wnym  producentem 
kwasu  m le kow ego  w organizmie,  szczególnie białe

mięśn ie  szkieletowe,  których komórki  zawiera ją 
mało  mi t ochondr iów.  Proces gl ikol izy kończy  się w 
tych kom órk ach  na powstaniu  kw'asu mle kowego,  
który musi  zostać usunię ty z komórki .  Z drugiej  s t ro­
ny mięśnie czerwone ,  o wysokie j ak tywnośc i  o ks y­
dacyjnej ,  pos iada jące dużo mi tochondr iów w yk orz y­
stują kwas mle ko w y  ja k o  substrat  energe tyczny  i w y ­
m agają  dos ta rczenia  go do wnęt rza  komórki .  Kw-as 
m le kow y jest  zatem w komórkach  mięśn iowych 
istotnym metabol i tem pośrednim,  który w ym aga  
szybkiego t ranspor tu przez sa rkolemę w obu k ie run­
kach w za leżnośc i od typu włókien  mięśn iowych i od 
ich obc iążenia  w yk o n y w an ą  pracą  [42, 66, 67]. W 
mięśniach  w yka zano  ekspres ję  g łównie  białek 
MCT1 i M C T4 ,  oraz niewielkie ilości MCT2 [34, 43, 
55, 68], Ekspresja białka MCT1 w' komórce  mięśn io ­
wej koreluje z jej zawar tośc ią  mitochondriów' .  M ię ­
śnie. takie,  j ak  np. mięsień płaszczkow aty (łac. so- 
leu s ), zawiera jące  g łównie  wolno  kurczące się 
w łókna  ut leniające,  w yk azu ją  w y s o k ą  ekspres ję 
białka MCT 1 ,  podczas  gdy mięśnie,  takie ja k  np. 
mięsień brzuchaty łydki (łac. gas trocnem ius) ,  czy 
mięsień p i s zcze lowy (łac. tibialis interior)  z aw ie ­
rające włókna  szybko kurczące się, nie wykazu ją  
ekspresj i  białka MCT1 [42, 55, 68]. Przy toczone 
przykłady  sugerują,  że ekspres ja białka MCT1 we 
włóknach  mięśn iowych odzwierc ied la  zapo t rz ebo ­
wanie  tych komórek  na kwas  mlekow^y. który musi 
zostać dostarczony do wnęt rza  komórek  w celu uży ­
cia go jako  substratu energe tycznego .  Białko  MCT4  
zna lez iono we wszys tk ich szczurzych  mięśn iach 
szk ie letowych,  lecz z m in im aln ą  obecnośc ią  tego 
białka w mięśn iach zawiera jących  utleniające 
włókna  wolno  kurczące się takie jak w' mięśniu 
p ła szczkow aty m (łac. so leus)  [55]. Wydaje  się, że 
izoforma M C T 4 jest odpow iedz ia lna  za wypływ 
mleczanu  z komórek ,  który powsta je  w procesie  gl i ­
kolizy.  Białe krwinki ,  w których proces gl ikolizy k o ­
ńczy się pows tan iem mleczanu ,  wy kazu ją  ekspresję 
MC T4  jako je dyneg o  b ia łka z rodziny białek M CT
[55]. Transpor te ry MC T jak o  współ transpor te ry 
przenoszące  anion kwasu m on oka rboks yl ow ego  
wraz z pro tonem uczes tn iczą  w regulacji  pFE Naj le ­
piej poznano  i opisano ten proces w mięśniach.  
Ut rzymanie w kom órc e  odpow ied niego  pH zachodzi  
dzięki u t rzymaniu  równowagi  między akumulac ją  
pro tonów wewnąt rz  komórki ,  a ich usuw an iem przez 
t ranspor te ry  z loka l izowane  w' błonie p lazmatycznej  
[69]. S twierdzono,  w badaniach na szczurach,  że 
współ t ranspor te r  mleczan/proton ma w y ższ ą  zdo l ­
ność uwalnian ia  pro tonów na zewnątrz  komórki  niż 
wymiennik  N a + - Fl+ lub sys temy t ranspor towe za le ­
żne od d w uw ęg la nó w  [70], Za tem współ t ransporte r
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mleczan/pro ton może  funkc jon ować  jako  system re ­
gulujący pH w komórkach .  Na leży  jedn ak  z a z n a ­
czyć,  że ak tywność  tego nośnika  za leży g łównie  od 
gradien tu  mleczanu  po obu stronach błony,  a tylko 
n ieznacznie od zmian w ew n ą t r zk o m ó rk o w eg o  pH. 
Jest  to pods t aw owa  cecha  odróżnia jąca ten system 
regulacji  pH od k lasycznego  mechaniz mu ,  ja k im  je s t  
wymienni k  N a + - H +, k tórego  dz ia łanie  jes t  si lnie ak ­
tyw owane ,  gdy w ew n ą t r zk o m ó rk o w e  pH spada.  
W ia d o m o  jedn ak ,  że pod czas  in tensywnego  wysi łku,  
nośnik mleczan/pro ton  jes t  g ł ów nym  t ranspor te rem 
uwaln ia jącym pro tony  na zewnąt rz  komórki  m i ę ­
śniowej .  S twierdzono,  że protony  uwoln ione  przez 
ten nośnik s tanowią  2/3 wszys tk ich  uwoln ionych  z 
komórki  p ro tonów [71],

IV-2. M ózg

Glukoza  jes t  głów nym subst ra tem energe tycznym 
m ózgu  dorosłych osobników,  a is tniejąca bariera 
krew -  m ózg jes t  s tosunkowo mało przepuszcza lna  
dla mleczanu  i ciał ke tono wyc h [72], W pewnych  
j edn ak  warunkach  takich jak głód,  czy cukrzyca  
przepuszcza lność  bariery krew -  mózg wzrasta i 
kwasy  m o nokar bo ks yl ow e  m ogą  być subst ratem 
energe tycznym m ózgu [73]. Kwasy  m o n o k a rb o k s y ­
lowe są znaczącym subst ratem energe tycznym m ó ­
zgu no w oro dków  i o rgan izmó w młody ch  [74, 75], W 
kom órkach  endote l ia lnych ,  tworzących  bar ierę krew 
-  mózg,  zna lez iono bardzo n iewiele białka MCT 2,  
na tomiast  w ykazano  duży poz iom ekspresj i  b ia łka  
M C T 1, którego de tekc ja  je s t  większa  w mózg ach  n o ­
w o rod kó w  [44, 75, 76]. Wydaje  się, więc,  że MCT1 
jes t  b iałkiem od powied z i a ln ym  za t ransport  m le c z a ­
nu i ciał ke tonowych przez barierę krew -  mózg.  Eks ­
presja tego białka może  zmieniać  się w rozwoju 
osobn iczym ( także badania  własne)  i jej zmiany,  na 
przykład  w komórkach  ne rwowych,  można  regu lo­
wać  dietą osobn ików [78]. W normalnych  w a r u n ­
kach u doros łych organizmów poziom kwasó w m o ­
nok arbok sy low ych we krwi jes t  niski,  g lukoza jest  
zatem g ł ów nym  subst ratem ene rge tycznym  mózgu.  
Inaczej j es t  w okresie ssania,  gdy młod e  odżywia j ą  
się w y so ko t łu sz cz ow ą  d ie tą  (mleko matki) .  W takich 
warunkach  poz iom kwasó w mo no ka rb oks y lo wy ch 
we krwi jes t  wysoki .  Kwasy m o n o ka rbo ks yl ow e  są 
w ów czas  g ł ów nym  subs tratem energe tycznym m ó ­
zgu (ponad  50% [79]). L e i n o  i wsp.  wykazal i ,  że u 
dorosłych  szczurów pod danyc h  diecie ke togennej  
(91 % t łuszczów i 9% białka) przez  okres  6 tygodni  w 
po ró wnan iu  do szczurów karmi onych  dietą s tandar ­
dową. wzrasta poz iom bia łka  MCT1 oraz białka 
GLUT1 ( transporter  g lukozy)  w komó rkach  endote-

l ialnych m ó z g u  oraz w neuropi lach.  I s tnie ją  rozb ie ­
żne dane dotyczące obecności  i zoform M C T  w m ó ­
zgu. M C T  1 jes t  i zo fo rmą  ob ecną  w ko mó rk ach  astro- 
gleju , po t wierdzono  to także w' ko mó rkach  astrogle-  
jo w y ch  hodowa nyc h  in vitro  . Również  w neuronach  
s twierdzono obecność  MCT 1.  lecz jego  ekspres ja  
jest  niższa  niż w astrogleju [45, 46, 64], G e r h a r t  i 
wsp. [76] nie stwierdzil i  obecności  i zoformy MC T2 
w' neuronach [75]. Z kolei inni badacze  po twierdz il i  
obecność  w neuronach  obu izoform MCT1 i M CT 2 
[46], Jeszcze  inni wykazal i  ekspresję  b ia łka M C T 2  w 
neuronach  [60, 81], w' p r zypadku doros łego m ózgu  
g łównie  w neuropi lach  [82], Na  podstawde metody  
N othern-b lo t  s twierdzono,  że w mózgu nie ma lub 
jest  bardzo mało białek MCT4 .  M CT5  i MCT 6,  na to ­
miast  za ob se rw ow ano wysoki  poz iom ekspresj i  
białek MC T7 i M C T 8  [33], Ostatnio s twierdzono,  że 
w wie lu  stanach pa to logicznych  układu ne rw o w eg o  
w ys tępuj ą  zaburzenia  ekspresj i  MCT1 [83], Białko 
to może  ulegać w zmo żone j  ekspresj i  w odpowiedz i  
na w'ysoki w e w n ą t r z k o m ó rk o w y  i ze wną t r zkom ór-  
kowy poz io m mleczanu .  Komórki  n o w ot w or ow e  
charak teryzuje  stan niedotlenien ia ,  niskie w e w n ą t r z ­
k o m ór kow e  pH  oraz uzyskiwanie  energii  na drodze 
gl ikol izy,  której k o ń c o w y m  produktem jes t  kwas  
mlekowy.  Efek tem tego jes t  powstan ie  w ys ok ieg o  
s tężenia w e w n ą t r z k o m ó rk o w eg o  mleczanu ,  co jest  
sko re lowane  ze wzros tem ekspresj i  nośn ika MCT1.  
Z drugiej  s t rony wiele  kom órek  no w o tw o ro w y c h  k o ­
rzysta z mleczanu  jako  głów nego subst ratu ene rge­
tycznego ,  który jes t  dos ta rczany  do wnęt rza  komórki  
przez  nośnik MCT1.  Z ab lokowan ie  nośnika ,  czyli 
zab lokow anie  drogi,  którą jes t  dosta rczany  do k o ­
mórki  g łówny substrat  energe tyczny,  mo gło by  przy ­
czynić się do śmierci  komórki  now otworo we j  [83].

Y7. Struktura białek MCT

Na pod s tawie  badań  do tyczących  st ruktury białka 
MCT1 s tworzono jego  model  topologiczny,  który 
jest  charak te rys tyczny dla białek na leżących  do ro­
dziny no śni ków M C T  (Rycina 2) [33, 45, 50, 84, 85]. 
Bia łko m od elo we posiada  12 t r ansb łonowych domen 
z C- i N-końcami  leżącymi po stronie cy toplazma- 
tycznej  b łony p lazmatyczne j  komórki ,  oraz  z dużą 
w e w n ą t r z k o m ó rk o w ą  pęt lą zna jdującą  się pomiędzy  
6 a 7 d o m e n ą  t ransb łonową.  W obrębie rodziny  MCT  
odcinki  t ransb łonowe (hydrofo bow e)  są najsilniej  
konse rwowane ,  na tomias t  najsłabiej  - odcinki  po ­
między  domenami  zakotwiczonymi  w błonie (hydro- 
f ilowe),  szczególnie :  N-koniec  poprzedza jący  1 d o ­
menę , odc inek pętli pomięd zy  6 i 7 do m eną  oraz 
C-koniec  kończący  12 domenę .  Przypuszcza  się. iż
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S T R O N A Z E W N Ą T R Z K O M Ó R K O W A

S T R O N A  W E W N Ą T R Z K O M Ó R K O W A

Ryc. 2. Model topologiczny białka MCT1 (na podstawie [85]).

odcinki  n iekonserwowa ne ,  czyli zmienne ,  są od p o ­
wiedz ia lne  za specyf iczność sub s t ra tową p os zcze ­
gólnych izoform M C T  oraz za regulac ję  procesu 
t ranspor tu [42], Stwierdzono,  że po łowa cząsteczki  
M CT  od N-końca  (domeny 1 - 6) jest silniej ko nse r ­
wowana  niż druga połowa  od C-ko ńca  (domeny 7 - 
12). Jest  to cecha  charak te rys tyczna  dla większości  
rodzin t ranspor terów [86]. Doda tko wo  obie części 
cząsteczki  białka od pow iada j ą  za różne  funkcje 
pe łnione  przez nośnik.  Do m eny  położone  bliżej C- 
końca de te rminują  specyf iczność  subs t ra tową t rans­
portera,  natomiast  do me ny  N-koń ca  w arunk ują  za ­
kotwiczenie białka w błonie komórkowe j ,  u t rz ym a­
nie całej s t ruktury bia łka  oraz odpowiada ją  za 
przy łączenie  odpowiednie go  ka tionu w celu przenie ­
sienia anionu kwasu monoka rb oksy lo w ego przez 
błonę ko m ó rk o w ą  [42], Wykazano ,  że 8 i 10 dome na  
t r ansb łonowa t ranspor tera zawiera mie jsca kry tycz­
ne dla rozpoznania  subs tratu [87], Mie jsc ow o spe cy­
f iczne mutac je  w obrębie tych domen  zmienia ją  
właściwośc i  t ransporte ra  pod wz ględem specyfiki  
subst ra towej,  np. spontan iczna  mutac ja  fenyloalani - 
ny w cysteinę w pozycji  360 MCT1 w dziesiątej  d o ­
menie  t ransbłonowej  powoduje  t ranspor towanie  
przez nośnik mew alonianu  [88],
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VI. Regulacja ekspresji białek MCT

St osu nko wo niewiele w ia d o m o  na temat  regulacji  
ekspresj i  białek M C T  w różnych  tkankach.  N a jw ię ­
cej informacj i  do tyczy  regulacji  ekspresj i  MCT w 
mięśn iach.  Dane świadczące  o wzroście  poz iomu 
m R N A  podczas  znacznego  wzrostu ekspresj i  białka 
MCT1 w m ózgu no w oro d k ó w  sugeru ją  regulac ję  na 
poz iomie  t ranskrypc ji .  Os ta tn io  opubl ik owano po 
raz p ie rwszy  ana l izę  promo tor a  genu  kodującego  
białko MCT1 i wsk azan o  mie jsca po tencjalnego 
wiązania się różnych  cz ynni ków t ranskrypcyjnych  
[89]. Z drugiej  strony uważa  się, że regulacja eksp re ­
sji białka M CT odbywa się na poz iomie  translacj i .  W 
procesie tym może  mieć  znaczenie  fakt. że w przy ­
padku b ia łka  MCT1 reg ion  m R N A  nieu lega jący  
translacj i  od s t rony 3 ’ ( 3 ’ UTR )  jest  bardzo długi (1,6 
kb). Wiadomo ,  że ten region odgrywa rolę w regula­
cji procesu translacj i ,  albo poprzez  zapę tlanie  się i 
oddz ia ływanie  z reg ionem nieu lega jącym translacji  
od strony 5 ’ ( 5 ’ UTR) .  albo przez połączenie  z cz yn ­
nikami regulu jącymi ,  które un iemo żl iw ia ją  zajście 
procesu translacj i  [90], Istnieje również możl iwość ,  
że pewna pula MCT1 m R N A  jes t  p rzechowy wana  w 
rybonukleopro te inach  i j eśl i  j es t  w ym ag an e  z w ię k ­
szenie podaży  białka M C T1 ,  na przechowywanej  
matrycy m R N A  p r z epr ow adz any  jes t  p roces t ransla ­
cji. Sygnałami ,  które m ogł yb y  w arunkow ać  ro zp o ­
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częcie procesu translacj i  może  być przykładowo 
zw iększone  stężenie mleczanu  w komórce  lub stan 
n iedot lenien ia  [5]. A kty wnoś ć  białek MC T może  być 
regulowana  poprzez  odd z ia ływanie  z b iałkami  p o ­
mocniczymi .  Wia domo ,  że białko MCT1 od- 
dz iaływuje  specyf icznie  z g l ikopro te iną  o masie  
cząsteczkowej  70 kDa (GP70)  [91 ]. Gl ikopro te iną  ta 
j es t  b iałkiem b łonow ym ,  na leżącym do nadrodziny 
imm unoglobul in ,  w ys tępu jąc ym  w tkankach p ło d o ­
wych [92, 93]. W większości  tkanek dorosłych orga ­
n iz mów  ekspres ja  tego bia łka  jes t  słaba, lecz w y k r y ­
to w nich bl i sko spokrewn ione  białko oddzia łujące  z 
MCT1 i M C T 4 [94, 95],  znane  pod n az w ą OX-47,  
CD147,  basigin,  CE9, neruothel in ,  M6 lub 
E M M P R I N  [96-98].  Regulacja  aktywności  białek 
M C T  w wyniku  interakcji  z tymi  b iałkami może  p o ­
legać albo na bezpośrednim oddzia ływaniu  na a k ­
tywność  ka ta l i tyczną  t ranspor te ra ,  albo na regulacji  
t ranslokacj i  białka M C T  do błony p lazmatycznej .

VII. Podsumowanie

Rodzina  nośn ikó w kw asó w  mon okarboksylo-  
wych (M CT )  jes t  ko le jnym przykładem rodziny 
białek,  których funkc ją  jes t  p rzenoszenie podobnych  
zwi ązków niskocząs tec zkowych  przez błony pla- 
zmatyczne .  Białka  M C T  uczes tn iczą w regulacj i  m e ­
tabol izmu energe tycznego  komórki ,  u t rzym ują  h o ­
meos tazę i kont ro lu ją pH. Ich ekspresja może  z m ie ­
niać się w trakcie rozwoju organizmów,  w procesach 
now otw orz en ia  i w chorobach  metabol icznych.  Dla­
tego prowad zo ne  są dalsze badania,  przede  w szys t ­
kim nad regulac ją  ekspresj i  genów oraz dys t rybuc ją  
t k ankow ą  tych białek w celu ewentua lnego  w y k o rz y ­
stania ich do ce lów terapeutycznych .
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kacji transporterów; T C A  k w a sy  te jchojow e;  I M S  (ang.
tra n sm e m b ra n e  se g m e n t)  segm ent  transb łonow y; T R A P -T

(ang. tr ip a r ti te  A T P -in d e p e n d e n t p e r ip la s m ic  tra n sp o r te r )  

trójsk ładnikowy transporter pery p la zm a ty cz ny  n ieza leżn y  od  

ATP.

I. Wprowadzenie

W ę glo w od any  s tanowią  pr zeważa jącą  część m a ­
terii organiczne j na Ziemi i pe łn ią  ró żnor odn e  fu nk ­
cje we  wszys tk ich  organizmach.  C uk row ce  są sub- 
s t ratami energe tycznymi ,  mater ia łami  zap asowy mi  i 
s t ruk tura lnymi  oraz od g ry wają  k l u c z o w ą  rolę w p ro­
cesach rozpoznania kom órk ow ego.

Przeds tawione  opracow anie je s t  p o d s u m o w a n ie m  
wiedzy  dotyczącej  białek baktery jnych  b iorących 
udział w t ransporcie cukrów pros tych,  ich p o c h o d ­
nych oraz  po li sacharydów.

‘Mgr, 2dr, 3prof. dr hab.. Zakład M ikrob io log i i  O gó lnej ,  Instytut 
M ikrob io log i i  i B io tech n o lo g i i ,  U n iw ersy tet  Marii Cu-  
rie -Sk lodow sk iej  w Lublinie , ul. A k a d em ic ka  19, 2 0 -0 3 3  Lu­
blin, e-mail:  m m a r c z a k (a biotop .um cs.lubl in .pl
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II. Typy zidentyfikowanych systemów trans­
portu

W prz enoszeniu  substancji  p rzez osłony k o m ó r ­
kowe p oś redn ic zą  integralne białka b łonowe.  Z w y ­
kle fun kc jonują  one w połączeniu z białkami ( do m e­
nami)  recep tor owymi  oraz b ia łkami (domenami)  cy- 
top l azma tyc znym i  odpowiedz ia lny mi  za dos ta rcza­
nie energii do t ranspor tu  i pe łniącymi  funkcje regula­
cyjne [1-3], Każdy  taki kompleks  białek (domen 
b ia łkowych)  s tanowi  system t ranspor tu,  określany 
również  ja k o  t ransporter ,  porter,  pe rm eaza  lub sys­
tem permeazy  [4], W komór kach  baktery jnych bli­
sko 10% genów koduje  białka t ranspor tujące  [5],

Na pods t awie  cech s t rukturalnych i rodzaju 
w yk o rzy s ty w an eg o  źródła energii  wyróżnia  się 
cztery zasadnicze  grupy t ranspor terów —  wszystkie 
z identy f ikowano  u bakterii  [6], P ie rwszą  grupę 
tworzą  białka pośredniczące  w dyfuzji  ułatwionej  
(Ryc. la) [4], Przykładem może  być białko GlpF E. 
coli  funkc jonujące  w' p rzenoszeniu  glicerolu 
(rodzina b łonow yc h  kanałów MIP;  ang. m ajor  intrin- 
sic pro te ins) .  Do grupy tej na leżą  również  poryny 
zewnęt rznych  błon bakteri i  g r am uj em nych  [4],

PERYPLAZM A

BŁONA
CYTOPLAZMATYCZNA

CYTOPLAZMA

(b)

grupy mo żna  zal iczyć również  t ró j sk ładnikowy 
t ranspor te r  ak tyw ny n ieza leżny  od ATP,  czyli sys­
tem T RA P- T.  W systemie tym b łonowa permeaza  
uza leżniona  od p m f  lub s m f  współdz ia ła  z perypla-  
zm atycznym  białkiem wiążącym substrat  [5, 10] 
(Ryc. lc).  co upodabnia  ten typ t ranspor tu do bakt e­
ryjnych impor t e rów funkcjonujących z udz ia łem 
białek nadrodz iny  ABC (zawierających dom enę  
wiążącą  ATP)  [2].

Os ta tnią  grupę  t ranspor te rów stanowi system 
translokacj i  g rupowej,  którego  najlepiej  poznanym 
przykładem je s t  bak tery jny system fosfo transferazy 
(PTS) (Ryc. 1 e), om ów io ny  w dalszej  części ar tykułu 
(podrozdz ia ł  111-3) [ 1, 11].

Najno wszy  system klasyfikacj i  t ransporterów,  
czyli sys tem TC.  zap rop ono wany przez Saiera w 
analogii  do sys temu EC klasyfikacji  enzymów,  opa r ­
ty jes t  na za leżnośc iach  funkc jona lno- f i logenetycz-  
nych [4, 12], Wyróżnia  się w nim cztery g łówne  k la ­
sy białek t ranspor tujących (numer  klasy jest  r ów no ­
cześnie  p ie rwszy m numerem kodu TC przypisanego  
każdemu u w z g lę dni on em u  w tym sys temie białku).  
Są to: 1) kana ły  i pory (m.in.  poryny bakterii  g ramu-

(c) (d ) (e)
Ryc. 1. lypy  sys tem ów  transportu funkcjonujących u bakterii:  a) kanał uczestn iczący w dyfuzji  ułatwionej;  b) aktyw ny transporter  
wtórny (tu: sym porler);  c) transporter  typu TR AP; BP. białko wiążące  substrat; d) t ransporter  aktywny pierw otny  (tu: system importu 
oparty o pe rm eazę  typu ABC); e) bakteryjny system fosfotransferazy; HA. IIB, 1IC. Id Pr, El kom ponenty  b ia łkowe systemu trans loka­
cji grupowej;  PEP fosfoenolopirogronian.

Druga grupa  to białka uczes tn iczące  w ak tywnym 
t ransporc ie .  Trans lokac ja  substratu ( impor t  lub eks­
port)  wy m ag a  nakładu  energii ,  której ź ródłem jest  
zazwycza j  ATP (Ryc. Id) [2. 7, 8],

Grupa trzecia  to białka zaanga żow ane  w ak tywny 
t ranspor t  wtórny,  w k tórym przemieszczanie  ok re ­
ś lonego subs tra tu  zazwycza j  zachodzi  dzięki  g r a ­
dien towi  e l ek t roc he mi czn em u jo n ó w  iT lub N'a+ 
(sita p ro t onom oto ryczna  - p m f  lub sodowomoto rycz -  
na smf) lub innego związku (Ryc. Ib) [9], Do tej

je m nyc h ,  podrozdzia ł  111-1 ); 2) t ransporte ry zależne 
od potenc ja łu e lek t ro chemicznego  (m.in.  nadrodzina  
białek MES, podrozdz ia ł  111.2-1); 3) białka poś red­
niczące  w ak ty w nym  transporcie  p ie rwotnym (m.in. 
nadrodz ina t ranspor te rów ABC.  podrozdzia ł
111.4-1); 4) system t ranslokacj i  g rupowej  (bakteryjny 
system PTS, podrozdz ia ł  I I1-3).

System TC wyróżn ia  dodatkow o grupę  białek po­
moc niczych  (TC # 8 ) ,  które u ła twiają  transpor t  przez 
błony biologiczne,  nie uczestnicząc  bezpośrednio  w
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samym procesie  przenoszenia.  Białka,  dla których 
brak ścisłych danych dotyczących  sposobu dos ta r ­
czania energii  do przenoszenia cząs teczek  zgrupo ­
wano w klasie TC # 9  [4, 12].

III. Rodziny transporterów uczestniczących  
w przenoszeniu mono- i oligosacharydów  
oraz ich pochodnych

III-I. Poryny

Poryny s tanowią  o d r ę b n ą p o d k l a s ę  w klasie białek 
tworzących  kana ły b łonow e (TC # l .B )  [12, 13]. Są  
to zwykle  homo tr i me ry  ściśle zaso c jo wanych  ze 
sobą  podjednostek .  Każda  z nich zb u d o w an a  jes t  z 
250-450  amino kwasó w tworzących  st rukturę 
p-baryłki ,  u fo rm o w a n ą  z 16 (poryny ogólnej  dy fu ­
zji), 1 8 (poryny specyf iczne) lub 22 (kanały b r a m k o ­
wane l igandem)  an tyrównoleg łych  nici typu P [14, 
15].

Poryny  ogólnej  dyfuzji  two rzą  w błonie ze w nę t r z ­
nej otwar te,  wype łn ione  w o d ą  kanały. Ich se lek tyw ­
ność w s tosunku do subs tra tów jes t  mo dul ow ana

Tabela 1.

przez am in ok w asy  obda rzone  ładunkiem,  z loka l iz o­
wane  we wnętrzu  poryny [ 15], Białka te um oż l iw ia ją  
wnikanie  do peryplazmy  cząsteczek nie większych  
niż 600 Da [16].

Poryny specyf iczne  uczes tn iczą w dyfuzji  
ułatwionej  cukrów (np. rodz ina  poryn cukrów SP; 
T C#  l .B .3) (Tab. I). W przec iwieńs twie  do poryn 
ogólnej  dyfuzji ,  które nie wiążą  przenosz onych  
cząsteczek,  poryny  specyf iczne ściśle wiążą  amf if i-  
lowe cząsteczki  p r zenoszonych  cukrów' i u ła twia ją  
ich dyfuz ję  dzięki loka lnemu zwiększeniu s tężenia 
substratu.  Wraz  ze wzros tem długości  ł ańcuchów c u ­
krowych siła wiązania  substratu rośnie,  pow odu jąc  
jednocz eśn ie  zmnie jszenie szybkości  j e g o  p r z e n o ­
szenia [17, 18]. Wykazano ,  że za wiązanie  cukrów 
odpowia da  zgrupo wanie  a m in ok w asó w  a ro m a ty c z ­
nych oddzia łujące  za p o m o c ą  wiązań  van der Waalsa 
z h y d ro fo b o w ą  powi erzchn ią  pierśc ienia  cukrow ego 
oraz zg rupowanie  reszt  am in ok w asów  polarnych,  
tworzących  wdązania w o dorow e  z grupami  h y d r o k ­
sylowymi  cukrów. Tworzenie  i z rywanie  tych wiązań 
je s t  czynnik iem waru nk uj ącym przemieszczanie  
substratu w kana le  [19-22],  W przeniesienie  cukru z.

Poryny bakterii gramujemnych zaangażowane w transport mono- i oligosacharydów, ich pochodnych (a) oraz eksport polisacharydów (b) (na podsta­
wie [4, 12, 24 ,27])

T C  # N a z w a  r o d z in y
T y p y  t r a n s p o r t o w a n y c h  
s u b s t r a t ó w  c u k r o w y c h

P r z y k ła d

(a)

I B 3 S P
(ang. s u g a r  p o rin )

maltooligosacharydy; rafinoza; 
sacharoza; ß-glikozydy

L a m B  ( M a lL )
E s c h e r ic h ia  c o li

l . B . 10

T s x
(ang. n u c le o s id e - s p e c i fic  
c h a n n e l- fo r m in g  o u te r  
m e m b r a n e  p o r in )

rybo- i dcoksyrybonukleozydy
T s x

E s c h e r ic h ia  c o li

l . B . 15
R a fY
(ang. r a f f in o s e  p o r in )

rafinoza i inne oligosacharydy
RalA

E s c h e r ic h ia  c o li

l . B . 19
O p r B
(ang. g lu c o s e - s e le c t iv e  
p o r in )

monosacharydy
O p r B

P s e u d o m o n a s
a e r u g in o s a

1 .B .1 7
O M F
(ang. o u te r  m e m b r a n e  
fa c to r )

lipooligosacharydy (LOS)
N o d T 2

R h iz o b iu m
le g u m in o s a r u m

1 .B .3 5
K d g M
(ang. o / ig o g a la c tu r o n a te -  
s p e c i f ie  p o r in )

oligogalakturonidy (produkty 
rozkładu pektyn)

K d g M
E n v i  n ia  c h r y s a n th e m i

(b)

l . B . 13
A E P
(ang. a lg in a te  e x p o r t  
p o r in )

alginian (polimannouronian)
A lg E

P s e u d o m o n a s
a e r u g in o s a

1 .B .1 8
O M A
(ang. o u te r  m e m b r a n e  
a u x il ia ry )

egzopolisacharydy (EPS), 
polisacharydy kapsulame (KPS)

E x o F
S in o r h iz o h iu m  m e l ilo t i
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peryplazmy do cy toplazmy  m o g ą  być zaangażowane  
kompleksy t ranspor terów typu A B C  [23], np. k o m ­
pleks M a lE F G K  dla mal tozy (TC # 3 .A .1.1.1) [4, 
24],

111-2. A k t y w n e  t r a n s p o r t e r y  w t ó r n e

Białka tej g rupy  (TC U 2 )  (Tab. 2) kata lizują  uni- 
port (p rzemieszczanie  cząsteczek określonego  typu  
bez ró wno czesneg o  przemieszczania  innych cząs te ­
czek),  sympor t  ( akumu low an ie  substancji  wbrew 
grad ientowi  jej  s tężenia  z rów no czesn ym  pr zenosze ­
niem - ko t ranspor tem - ka t ionu)  lub an typort  (eks­
port  subst ratu napędzany  rów no czesn ym n a p ływ a­
niem do komórki  innego związku  lub FT). Wiele 
t ranspor te rów na leżących do tej klasy może  uczes t ­

niczyć w więcej  niż je d n y m  procesie  przenoszenia  
(np. un iporc ie i symporcie) .  U bakterii  dominuje  
sympor t  sprzężony z FI+ [25, 26],

II 1.2-1. G łó w n a  n a d r o d z in a  t r a n sp o r te r ó w  w tó r n y c h  
M F S

Nadrodzina  MFS (TC # 2.A .1) j es t  bardzo z różni ­
cowana  i obe jmuje  grupę  ki lkudz iesięc iu rodzin 
białek [27-29],  Przyna leżność  do tej nadrodz iny  w y ­
nika z obecności  charak te rys tycznych  motywów' 
am in o k w aso w y ch  z loka l izowanych  w różnych czę ­
ściach bia łka  oraz specyf icznego  ułożenia w błonie 
cytoplazmatyczne j .  Cz ł onkow ie  rodz iny MFS to w 
większośc i  białka  o 12 segmentach  t ra nsb łonowych 
(TMS)  (wyj ą tk owo obecne  są doda tk owe dwa TMS)  
[4], Uważa  się, że topologia  tych białek jes t  efek tem

T a b e l a  2.

Rodziny aktywnych transporterów wtórnych specyficznych dla cukrów prostych i ich pochodnych oraz oligosacharydów [24]

T C  # N a z w a  r o d z in y
T y p y

t r a n s p o r t o w a n y c h
s u b s t r a t ó w

W y s t ę ­
p o w a n i e

P r z y k ł a d y

m .in .  p o l io le ,  leki,

M F S
n e u r o p rz e k a ź n ik i ,

2.A .1 (a n g .  m a jo r  fa c i l i ta to r  
s u p e r fa m i ly )

a m i n o k w a s y ,  p e p ty d y ,  
n u k l e o z y d y ,  c u k ry ,  
o r g a n ic z n e  i 
n i e o r g a n ic z n e  a n io n y

B, A ,  E
p e r m e a z a  l ak to z y  

( L a c Y )  E. c o li

2 .A .2
G P H
(a n g .  g ly c o s id e -p e n  to s  id e -  
h e x u r o n id e :  c a tio n  
s y m p o r te r )

m e l ib io z a ,  l ak to z a ,  
s a c h a r o z a ,  r a f in o z a ,  
g l u k u r o n id y ,  p e n to z y d y

B, A ,  E
p e r m e a z a  m e l ib io z y  

( M e l B )  E. c o li

R N D

2 .A .6
(a n g .  h e a v y  m e ta l  
re s  is ta n c e /n o d u la t io n /  
c e l l  d iv is io n  )

m .in .  l ip o o l i g o s a c h a r y d y B, A ,  E
b ia łk a  N o I G H I  

S. m e lilo t i

G n t p e r m e a z a  k w a s u
2 .A .8 (a n g .  g lu c o n a te  : H ' 

s y m p o r te r )
kw as g l u k o n o w y B g l u k o n o w e g o  ( G n t P )  

B a c i l lu s  s u b ti l is

2 .A .9
R h a T
(an g .  L -r h a m n o s e  
t r a n s p o r te t)

L - r a m n o z a ,  D - g l u k o z a B
t r a n s p o r te r  r a m n o z y  

( R h a T )  E. c o li

2 .A .1 0

K D G T
(an g .  2 -k e to - 3- 
d e o k s y g lu c o n a te  
tra n sp o r te t)

k w a s  2 - k e to - 3- 
d e o k sy g lu k o n o w -y

B

t r a n s p o r te r  k w a s u  
2 - k e to - 3 -  

d e o k s y g l u k o n o w e g o  
( k d g T )

E. c .h rv sa n th e m i
S S S s y m p o r t e r

2 .A .2 1 (a n g .  so lu te  : so d iu m  
s y m p o r te r )

m .in .  c u k r y ,  n u k l e o z y d y B, A , E p a n to t e n ia n  : N a '
( P a n F )  E. c o li

2 .A .41
C N T
(an g .  c o n c e n tr a tiv e  
n u c le o s id e  tra n sp o r te r)

n u k l e o z y d y B, A , E
s y m p o r t e r  n u k le o z y d  : 

F f  ( N u p C )  E. c o li

2 .A .1 2
A A A
(a n g .  A T P  : A D P  
a n tip o r te r )

A T P ,  A D P B, E
t r a n s lo k a z a  A T P / A D P  
R ic k e t ts ia  p ro w crzek ii

Objaśnienia: B B acteria; A Archaea; E - Eukan’ota
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wewnęt rznej ,  t andemowej  dupl ikacj i  sekwencji  k o ­
dującej  białko o sześciu TM S  [28].

Wszys tk ie  białka M FS charak te ryzuje  podobny  
mechan izm transpor tu [28. 30], Najwięce j  in fo rm a­
cji do tyczących funkc jonowania  t ransporte rów w tó r ­
nych pochodzi  z prac nad permeazą  laktozy E . c o l i , 

LacY (TC # 2.A .1.5.1), która katal izuje impor t (3- 
ga lak tozyd ów sprzężony z przenoszeniem protonu 
( H + symport )  [31]. LacY funkcjonuje  jako  tzw. p r z e ­
nośnik wa hadł owy (ang. o s c i l l a t i n g  p o r e ) .  Z w ią z a ­
nie pro tonu i cukru do mie jsc wiążących  po z e w ­
nętrznej  stronie błony  cy toplazmatyczne j  sprawia,  że 
b iałko t ransportujące  ulega zmianie  konformacyjne j .  
Prowadzi  ona  do reorientacj i  tych miejsc wzg lęd em 
błony i uwoln ien ia  protonu i l aktozy w cytoplazmie.  
Cykl t ransportu kończy  się powrotem miejsc 
wiążących  do pozycj i  wyjściowej [30],

Transporter  PTS bu du ją  białka pom ocnic ze  El 
(TC # 8.A.7) i HPr  (TC # 8.A.8), odpowiedz ia lne  za 
dos ta rczanie  energii  z fos foenolopi rogronianu oraz  3 
lub 4 białka (domeny) ,  tworzące  kompleks  e n z y m u  II 
(El i ) ,  czyli właśc iwej pe rmeazy  PTS (Ryc. 1 e). 
Białka (domeny)  IIA i IIB są wysoce  specyf iczne  dla 
przenoszonych  cukrów, b iałko IIC odpowiada  n a to ­
miast  za przemieszczanie  cukru przez błonę i j ego  
fosforylac ję  ( fosforan jes t  p rzenoszony na cukier  z 
u fos fory lowanego białka IIB) [1, 32],

Sys tem PTS pełni k lu czow ą  rolę regu la to rową  w 
kontro lowaniu  m etabol izmu  związków węgla  u b a k ­
terii; b ia łka (domeny)  przenoszące  reszty fo s f or an o ­
we w PTS regulu ją  ak tywność  operonó w uczes t ­
niczących w pobieran iu /ka tabol izmie  zw iązków  w ę ­
gla [32-34],  Wśród  permeaz  PTS wyróżniono  7 ro­
dzin [4, 24] (Tab. 3).

Tabela 3.

Rodziny permeaz bakteryjnego systemu fosfotransferazy PTS (na podstawie [4, 27])

T C # N a z w a  r o d z in y
T y p y  t r a n s p o r t o w a n y c h  

s u b s t r a t ó w

4 .A .1
G ic
(ang . g lu c o s e - g lu c o s u le )

glukoza, N-acetyloglukozamina, 
a- i p-glikozydy

4 .A .2
F m
(ang. f r u c to s e - m a n n i to f )

fruktoza, mannitol

L ac laktoza,
N,N’-diacetylochitobioza, 
celobioza, disacharyd chitynowy

4 .A .3
(ang. la c to s e -N ,N  ’- 
d i a c e ty l  c h ito b io se - fi-  
g lu c o s id e )

4 .A .4
G u t
(ang. g lu c i to l)

glucitol

4 .A .5
G a t galaktitol
(ang. g a la c tifo l)

M a n m.in. glukoza, mannoza, fruktoza,
4 .A .6 (ang. m a n n o s e - fr u c to s e -  

so rb o se )
glukozamina,
N-acetyloglukozamina

4 .A .7
L - A s c
(ang. L -a s c o r b a te )

kwas askorbinowy

1II-3. System fosfotransferazy (PTS)

Sys tem fosfo t ransferazy  zależny  od 
fos foenolopi rogronianu  (TC # 4.A) j es t
wykor zy s ty w an y  wyłącznie  przez bakter ie do 
pobierania cukrów i ich pochodnych  np. glukozy,  
fruktozy,  laktozy, manni tolu ,  N-ace ty logluko-  
zaminy.  Transpor t ,  w k tórym pośredniczy system 
PTS jes t  powiązany  z rów noczes ną  fosfory lac ją  
substratu i zachodzi  dzięki sekwencyjne j  reakcji  
p rzenoszenia fos foranu  z fos foenolopirogronianu na 
cukier  [ 1 , 4 ]

PEP -»  El -  P HPr -  P —> HA -  P -> IIB -  P - 1IC(D) ^Cukier  -  P

II1-4. Aktywne transportery pierwotne

III .4 -1 .  N a d r o d z in a  t r a n s p o r t e r ó w  A B C

Białka z kasetą  wiążącą  ATP (ABC)  s tanowią 
je d n ą  z naj l iczniej szych i najbardziej  z r óż ni cow a­
nych grup białek spotykanych  u B a c t e r i a , A r c h a c a  i 
E u k a r y o t a  [7, 24], Do chwil i  obecnej  w bazie danych  
GenBank zd eponow ano  ponad 5800 sekwencj i  
białek (domen) z m o ty w e m  kasety ABC.  nadającej  
tym b ia łkom potenc ja lną  zdolność wiązania  i hy dr o­
lizy ATP.

Permeazy  typu ABC to wie losk ładnikowa t rans­
por tery zdolne do przenosz enia  za równo małych 
cząsteczek,  j ak  i makromolekuł .  Energia z rozkładu
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ATP wyko rz ys ty wana  jes t  w takich procesach jak: 1) 
pobieran ie  substancj i ,  m.in.  cukrów, aminokwasów,
2) wydzie lan ie  na zewnąt rz  komórki  pol i sachary­
dów,  an tybio tyków oraz toksyn,  3) naprawa uszko­
dzeń DNA,  t ranslacja czy regulacja ekspresj i  genów 
[35-37],

Typowy transporter  ABC z łożony jest  z dwu do ­
men (białek) t ra nsb łonowych (po sześć TMS każda) 
tworzących  szlak przenoszenia  substratu przez błonę 
k o m ó r k o w ą  oraz dwu konserwa tywnych ,  ek spono­
wanych  do cy toplazmy, domen (białek) z kasetą 
ABC,  n iezbędnych  do hydrol izy ATP napędzającej  
t ranspor t  [38]. Sys temy impor tu angażują  doda tko ­
wo białko wiążące  substrat .  U bakteri i  g ramujem- 
nych jes t  ono z loka l izowane  w peryplazmie ,  na to­
miast  u bakteri i  g ra md odatn ich  jes t  to l ipoproteina 
zako twi czona  w błonie cytoplazmatyczne j  lub białko 
e lekt ros ta tycznie związane  ze śc ianą  kom órkową  
[39-41],  Geny kodujące  te trzy składniki  sys temu z 
reguły two rzą  operon [7],

Baktery jne  t ranspor te ry ABC są z reguły z budo­
wane  z czterech  odrębnych  łańcuchów  pol ipeptydo-  
wych ,  lecz w n iektórych przypadkach  jeden  polipep- 
tyd może  zawierać  zarówno do m enę  t ransbłonową 
jak  i miejsce wiązania  nukleo tydu  [2 .42]  lub domenę  
t r ansb łonową i wiążącą  substrat  [43], Transportery 
AB C  E ukaryota  są  najczęściej  białkami wie lodome-  
nowymi .

Najbardz ie j  ko nse rw a ty wny m e lementem,  k tóre­
go obecność wyznacza  przynależność  białka do 
nadrodz iny transpor te rów ABC jes t  tzw. moduł  ABC 
(Ryc. 2) Wyróżnić  w nim można  kilka charak te ry­
stycznych sekwencji  amino kw asow ych:  motyw Wal­
kera A (pętla P). mo tyw Walkera B [44], reszty g lu ta ­
miny  i asparaginy  w helikalnej  pętli Q rozdzielającej  
mo tywy  A i B oraz resztę h is tydyny w regionie 
„ p rze łą czn ik a” (ang. sw i tc h ), który ułatwia zmiany  
konformacyjne ,  jakie wyzwa la  w białku hydrol iza 
ATP [45, 46], W kasecie obecna  jes t  również  pętla D
[35] i krótki region L SG GQ.  nazyw any również  se ­
kwencją  podpisu  lub łącznik iem [38, 45, 47, 48], Ze 
wzglę du  na te podob ieńs twa  uważa się. że wszystkie

kasety ABC w ią ż ą  i hydrol izują  ATP w podobny 
sposob [49],

Proces t ransportu rozpoczyna  się od związania 
substratu z okre ś lon ą  d o m e n ą  permeazy.  Sygnał  o 
związaniu  subs tratu jes t  p rzekazywany do miejsc h y ­
drolizy nu kle o ty dów i pow oduje  wzrost  ich p o w in o ­
wactwa do ATP. Dwie  ściśle ze sobą współpracujące 
kasety ABC kata l izu ją  hydrol izę  ATP. Rearanżac je  
domen b łonowych wy wo łu ją  je dnoki e ru nkow e  prze ­
mieszczanie  substratu.  Gdy substrat  przejdzie przez 
błonę,  t ranspor te r  wraca do stanu wy jśc iowego dz ię ­
ki oddysoc jow an iu  ADP i P, [49],

Zgodnie  z k lasyf ikacją  z a pr opo no w aną  przez  Sa- 
iera [4] do nadrodz iny  t ransporte rów ABC zal icza się 
obecnie 60 rodzin białek,  w większości  wys tę ­
pujących tylko u bakterii  [4, 24], Permeazy o d p o w ie ­
dzialne za pobieran ie  substancj i  sklasyf ikowano w 
22 rodziny,  z czego 3 są zaangażowane  w impor t  c u ­
krów i ich pochodny ch  (Tab. 4a).

IV. Transport polisacharydów

Zdolność  do wy twarzania  po l i sacha rydów  jest  
szeroko roz powszechni ona  wśród  prokar iontów. 
Bakterie syn te tyzują  i wydzie la ją  całą gamę 
z łożonych węglowodanów .  Na leż ą  tu: egzopol isa - 
charydy  (EPS) ,  po l i sacharydy  kapsularne  (K.PS), li- 
popol i sacharydy  (LPS).  l ipool igosacharydy (LOS)  i 
kwasy te jchojowe (TCA ) [50]. Biosynteza zewnątrz-  
ko mó rkow ych pol i sacharydów,  m. in. EPS odbywa 
się na nośn ikach  l ip idowych związanych  z błoną w e ­
wnętrzną , po jej  s t ronie cy toplazmatycznej  [51], W 
przypadku bakteri i  g ramu jemnych  zewnąt rzkomór-  
kowe poli sacharydy,  aby osiągnąć swoje  doce lowe 
miejsce,  mu s z ą  pokonać  trzy bariery,  tzn. b łonę  cyto- 
p lazmatyczną ,  błonę zewnęt rzną  oraz rozdz iela jącą  
je przestrzeń p e r yp la zm a ty cz ną  [52], Ekspor t  po l i sa ­
charydów c zęs t o je s t  sprzężony z ich po l imeryzac ją  i 
wymaga  specyf icznych  sys temów t ranspor tu 
związanych z bia łkami  z loka l izowanymi  w obydwu 
błonach.

A B C = 1 80-220 aa

-------------   90-120 -
80-110 > 10 - >

N Motyw A 
Walkera

valvG psG sG K stll

D om ena helikalna

Q N

Sekwencja
podpisu

ISgG Q kqrva iA illlDEptsalD

Ryc. 2. Schemat organizacji domeny ABC. W sekwencjach motywów A i B Walkera oraz peptydu łącznikowego niezmienne reszty aminokwasowe 
zaznaczono dużymi literami, aminokwasy silnie konserwatywne - małymi.
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Tabela 4.

Transportery typu ABC katalizujące pobieranie cukrów prostych, oligocukrów i polisacharydów (a) oraz wydzielanie cukrów złożonych (podgrupa 
ABC-2) (b) (na podstawie [4, 24, 27, 50])

T C # N a z w a  r o d z in y  t r a n s p o r t e r ó w
T r a n s p o r t o w a n e

s u b s t r a t y
P r z y k ła d y

(a)
trehaloza, laktoza,
sacharoza, sorbitol, M a l E F G K  E. coli

C U T - 1

maltooligosacharydy 
mannitol, maltoza

3 .A .1 .1 (ang. carbohydrate uptake 
transporter-1)

cyklodekstryny
mclibioza

polisacharydy
A l g S M l M 2 Q l Q 2
Sphingomonas sp. A 1

L-arabinoza, ksyloza,

3. A. 1.2
C U T - 2
(ang. carbohydrate uptake 
transporter-2)

glukoza, fukoza, 
galaktoza, alloza, 
fruktoza, ryboza

R b s A B C D  E. coli

P e p T m.in. celobioza, C b t A B C D F

3 .A .1 .5 (ang. peptide/opine/nickel uptake 
transporter)

celooligosacharydy Sulfolobus solfataricus

(b )

3 .A . 1.101
C P S E
(ang. capsular polysaccharide 
exporter)

polisacharyd 
kapsuł arny 
(KPS)

K p s M T  E. co/i

3. A .  1 .102
L O S E
(ang. lipooligosaccharide exporter)

lipooligosacharydy
chilynowe
(LOS)

N o d lJ
Rhizobium galegae

3 . A . 1 .103
L P S E
(ang. lipopolysaccharide exporter)

lipopolisacharvd
(LPS)

R f b A B
K. pneumoniae

3 .A .1 .1 0 4
T A E
(ang. teichoic acid exporter)

kwasy tejchojowe 
(TCA)

T a g G H  B. subtil is

3 .A . 1 .106
L ip id E
(ang. putative lipid A exporter)

lipid A
(składnik LPS)

M s b A  E. coli

3 . A . 1 .1 0 8
G lu c a n E
(ang. fi-glucan exporter)

cykliczne (3-glukany N d v A  S. meliloti

3 . A . 1 . 1 14
D e v E
(ang. probable glyco/ipid exporter )

glikolipidy
D e v A C
Anabaena  sp. szczep 
PCC7120

Ze w n ą t r zk o m ó rk o w e  pol isacharydy  m o g ą  być też 
w yk orz ys ty w ane  przez  drobnous t ro je  jako  źródło 
węgla.  Bakter ie z reguły degradują  je  z wyk or zys ta ­
niem ze w ną t rz kom órkow yc h  e n z y m ó w  typu glika- 
naz i pobiera ją  n i skocząs teczkowe  produkty  tego 
rozkładu.  Wyją tk iem od tej reguły jes t  system po b ie ­
rania alginianu przez S ph in g o m o n a s  sp. [53],

IV-I. System pobierania alginianu u Sphingomonas 
sp. szczep Al

Alginian je s t  l in iowym he te ropol i sacharydem 
wydz ie l anym przez  n iek tóre gatunki  patogenów',  np. 
P seudom onas  aeruginosa .  Na powierzchni  komórek

284

Sph ingom onas  hod ow any ch  w podłożu  z a lgin ianem 
tworzy się zagłębien ie  i po l i mer  w formie  wyso-  
kocząs teczkowej  jes t  wpr ow ad zany  bezpośrednio  do 
komórki  [54],

System t ranspor tu alginianu okreś lany ja k o  „su- 
per-kana ł” funkc jonuje  w oparc iu o transpor te r  ABC 
( rodz ina CUT-1;  TC # 3 . A. 1.1.; Tab. 4a) i j es t  
z łożony z białek wiążących  alginian z lok a l iz ow a­
nych w pe ryplazmie  ( A l g Q l .  AlgQ2) ,  pe rmeaz  
b ło nowy ch  ( A l g M l ,  A lgM 2)  oraz białka z kase tą  
ABC (AlgS).  Po l imer  zagęszczony w zagłęb ieniu 
jes t  p rz ec hw yt yw any  przez  A lg Q l  i AlgQ2 w p e r y ­
plazmie,  a następnie przekazywany  do t ransportera 
ABC,  który wpro wadza  po l imer  bezpośrednio  do cy-
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toplazmy.  Po wejśc iu  do cy toplazmy pol isacharyd 
jes t  degradow any z udz iałem liaz [53, 54],

IV-2. Systemy eksportu polisacharydów

Sys tem y transpor tu,  katal izujące wydzie lan ie  do 
ś rodowiska  cukrów z łożonych  m o żn a  podziel ić na 
dwie  grupy. P ie rw szą  tw o rz ą  transportery,  w którym 
w łaśc iw ą  p e r m e a z ą  jes t  bia łko typu  ABC-2,  d rug ą  
zaś s tanowi  grupa  t ranspor te rów specyf icznych  dla 
po l i sac ha ryd ów funkcjonujących  z udziałem bia łek 
b ło now yc h  z nadrodz iny  PST [50],

IV.2-1. P e r m e a z y  A B C - 2

Gru pa  permea z  A B C -2  obe jmuje  co najmniej  7 ro­
dzin specyf icznych  subs t ra towo t ranspor te rów w y ­
s tępujących  u bakteri i  g ra m uj em nyc h  i g ramdodat-  
nich (Tab. 4b).

R odz iny  t ranspor te rów przeds tawione  w tabeli  4b 
zaang ażo wane  są  za ró wno  w ekspor t  po l i sachary­
dów ja k  i makro cząs t eczek  zawiera jących  składnik 
cukrowy,  bądź  ich b iosynte tycznych  prekursorów.  
Sys temy te w yko rz ys tu ją  integralne  bia łka  b łony  cy- 
top lazmatyczne j  zawiera jące  segm enty  t ransbłono-  
we , które w po łączeniu  z b ia łkiem w yp o sa ż o n y m  w 
do me nę  A B C  ka ta l izu ją  ekspor t  subs tratu c u kr ow e­
go [2, 38, 55, 56]. Sys tem y t ranspor tu  po l i sachary­
dów kapsularnych  m o g ą  w y m a g a ć  do swojej  ak t yw ­
ności  do da tko wych b ia łek  p o m oc n ic zyc h  np. z loka ­
l iz owanych  w błonie zewnętrzne j  [50, 57].

IV .2 -2 .T ra n sp o r te ry  sp e c y f ic z n e  d la  p o l i sa c h a r y d ó w  
(P S T )

Transpor tery  typu  PST sk lasyf ikowano w obrębie  
nadrodz iny  f l ipaz leków, po łączeń  o ligocukro-  
w o- t łu szc zowy ch  i po l i sacharydó w (MOP;  ang. Mul- 
t id rug /o ligosaccharidy l- l ip id /po lysaccharide  f l ip -  
p a se  super fam ily \  TC # 2.A .66). Białka  PS T w y r ó ż ­
nia charak te rys tyczna  topologia  b łonowa:  wszys tk ie  
po s i ada ją  12 seg me nt ów  t ransb ło now ych  (TMS)  
oraz końce  N-  i C- z lo ka l izowane  w cytoplazmie.  
Z nam ie nny  je s t  równ ież  brak  homo logi i  na  poz iomie  
st ruktury p i e rwszorzędowej  po m ię dzy  p rzed s ta wi­
c ielami  tej grupy,  j a k  równ ież  innymi  b iałkami  b a k ­
te ry jnymi  dos tępnymi  w bazach  danych.  Je dyn ym  
obszarem bia łek PST, w k tórym występuje  pod o b ie ­
ńs t wo na poz iomie  sekwencji  aminokwasowe j  jes t  
część  N -końcowa,  obe jmują ca  p ie rwszy  i drugi  seg­
me nt  t ra nsb łonowy [50], Bia łka  P S T  są  pod ob ne  do 
wtórnych  prz en ośn ik ów funkcjonujących  na  zasa­
dzie an typor tu  sprzężonego z H + [24] (Tab. 5).

Transpor te ry  P S T ( l )  uczes tn iczące  w  eksporc ie  
EPS lub KPS  charakte ryzuje  obecność  hydrof i lowej,  
z lokal izowanej  w cy toplazmie  pętli  złożonej  z około 
80 resz t am in okw as ow ych,  k tóra  wys tępuje  p o m i ę ­
dzy  6 a 7 segmente m t r ansb łonowym  (T M S6  
-TMS7) .  Transporte ry  te dz ia ła ją  wspóln ie  z p o m o c ­
n iczymi  b ia łkami  b łony zewnętrznej  O M A  i błono-  
wo-p e ry pl azmatyc zny mi  b ia łkami  po mo cn iczy mi  
typu MPA (zgodnie z no m e n k la tu rą  zap ro p o n o w an ą  
przez  M  o r o n ę i wsp.  [62] okreś lanymi równ ież  
ja k o  kopo l imerazy  pol i sach arydó w - PCP).

Białka  PST(2) ,  eksportujące  k o m po ne n ty  LPS, 
m a ją  kr ó t ką  (ok. 15 a m in ok w asó w )  pęt lę pomiędzy

Tabela 5.

Przykłady transporterów specyficznych dla polisacharydów (PST) [50, 51, 67, 69, 70, 71

P o d g r u p a
P S T

B ia łk o  (a a ) G a t u n e k  b a k t e r i i
E k s p o r t o w a n y

s u b s t r a t

G u m J  (4 9 8 ) X a n th o m o n a s  c a m p e s tr is E P S

E x o T  ( 5 8 2 ) S in o r h iz o b iu n i  m e lilo t i E P S

P S T  (1) A m s L  ( 4 4 6 ) E n v ir u a  a m y lo v o r a E P S

C a p F  (3 9 6 ) S ta p h y lo c o c c u s  a u re u s K P S

P s s T  (4 8 4 ) R h iz o b iu m  le g u m in o s a r u m E P S

R f b E  (4 1 8 ) S h ig e l la  f l e x n e r i L P S

R f b X l  ( 4 1 5 ) E s c h e r ic h ia  c o li L P S

P S T  (2) R f b X 2  ( 3 9 6 ) S h ig e l la  d y s e n te r ia e L P S

R f b X 3  ( 4 3 7 ) Y e rs in ia  p s e u d o tu b e r c u lo s is L P S

T r s A  (4 1 8 ) Y e rs in ia  e n te r o c o li t ic a L PS
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Tabela 6.

Przykłady pomocniczych białek błony zewnętrznej OMA [50, 72]

F u n k c j a  B ia łk o  O M A  (a a )  B a k te r ia

O t n A  (2 6 0 ) V ib r io  c h o le r a e

O r f 4  ( 3 7 8 ) K le b s ie l la  p n e u m o n ia e

e k s p o r t  K P S B e x D  ( 3 9 4 ) H a e m o p  h i I u s  in fl  u e n za e

C t r A  ( 3 8 7 ) N e is s e r ia  m e n in g it id is

V e x A  (3 5 5 ) S a lm o n e lla  ty p h i

G u m B  ( 2 1 3 ) X a n th o m o n a s  c a m p e s tr is

E x o F  ( 4 2 1 ) S in o r h iz o b iu m  m e lilo t i

e k s p o r t  E P S A m s H  ( 3 7 7 ) E rw in  ia  a m y l  o  vo r a

E p s A  ( 3 7 7 ) R a ls to n ia  s o la n a c e a r u m

P ssN  ( 4 0 3 ) R h iz o b iu m  le g u m in o s a n tm

T M S6  a T M S 7  i m o g ą  działać n ieza leżnie  od białek funkc jonować ,  podobnie  jak  f l ipazy,  w specyficznej
pom ocnic zych  O M A  i M PA  [50, 58], Mogą  one t ranslokacj i  ł ańcucha  O- swois tego  LPS (zw iązanego

Tabela 7.

Przykłady błonowo-peryplazmatycznych białek pomocniczych MPA/PCP [50, 60, 62, 72]

P o d g r u p a
M P A / P C P

B ia łk o  (a a )
L ic z b a  s u p e r -  

hel is
B a k t e r ia

F u n k c j a  
w  e k s p o r c i e  i / lub  

p o l i m e r y z a c j i

P C P l 3
W z z  ( 3 2 5 ) - S h ig e l la  f l e x n e r i

a n ty g e n

( W z z )
W z z  ( 3 3 8 ) - E. c o li  K 12

O - s w o i s t y  L P S

W z c  ( 7 2 0 ) 3 E. c o li  K 12 K PS

A m s A  ( 7 2 6 ) 2 E. a m v lo w o r a

M P A 1 -C
( P C P 2 a )

E x o P  ( 7 8 6 ) 4 S. m e lilo t i
EPS

E p s B  ( 7 5 0 ) 1 R. so la n a c e a r u m

P s s P ( 7 4 6 ) 4 R. le g u m in o s a n tm

E p s A  ( 2 5 9 ) 1 L a c to c o c c u s  /a c tis  subs.

E p s B *  (2 3 1 ) n.b . c re m  o r  is F P K
E p s C  ( 2 3 0 ) 1 S tr e p to c o c c u s

M P A 1 + C E p s D *  (2 4 9 ) n .b . th c r m o p h i lu s  S 116
( P C P 2 b ) C a p A  (2 1 1 )

C a p B *  ( 2 2 8 ) n.b .
S ta p h y lo c o c c u s  a u re u s

K PS
C p s C  ( 2 3 1 )  
C p s D *  (2 2 7 ) n.b.

S tr e p to c o c c u s  p n e u m o n ia e

C t r B  ( 3 8 7 ) 2 N. m e n in g it id is

M P A 2
( P C P 3 )

K p s E  ( 3 8 2 ) 3 E. c o li KPS

B e x C  (3 7 7 ) 4 H. in flu e n za e

Objaśnienia:a- białka typu Wzz, które nie zostały zaliczone do grupy MPA przez Paulsena i wsp. [50]; * - białko z motywem kasety ABC: n.b. - nie ba­
dano
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/  l ipidowym nośnikiem)  z wewnęt rznej  do zewnęt rz ­
nej wars twy błony cytoplazmatyczne j  [24],

IY.2-3. P o m o c n ic z e  b ia łk a  b ło n y  z ew n ętr z n e j  (O M A )

Pomocnicze  białka błony zewnętrznej  OMA sta­
nowią  unikalny dla bakterii  g r amujemnych składnik 
sys temów eksportu pol isacharydów. Należą do 
nadrodz iny  poryn (TC # 1.B.18) (Tab. Ib). Gen ko­
dujący białko typu O M A  zwykle  z loka l izowany jest 
w pobl iżu genów' kodujących pozostałe składniki 
komple ksu  transpor tera.  tw'orząc operon lub grupę 
genów. W części  N-końcowej  białek OMA  znajduje 
się sekwencja  rozpoznawana  przez peptydazę sy­
gna lną  II. Zawiera ona n i ezm ienną  resztę cyste­
rnową, która po s t rawieniu  części N-końcowej  białka 
m oże  ulegać acylacji  kwasem  t łuszczowym,  co pro­
wadzi  do powstania  l ipoproteiny O M A  [50. 59], 
Przykłady białek za l iczanych do O M A  przeds tawio­
no w Tabeli 6.

IV.2-4. B ło n o w o - p e r y p la z m a t y c z n e  b ia łk a  p o m o cn icze  
M PA

Błon owo-pe rypla zma tyczne  białka MPA mają 
dwa segmenty  t ransb łonowe kotwiczące  je  w błonie 
cy toplazmatyczne j  oraz dużą.  hydrofilow^ą domenę 
z loka l iz owaną  w' peryplazmie  [50, 60]. Białka te 
kontrolują syntezę po l i sacharydów i regulu ją  stopień 
ich pol imeryzacj i  [60. 61]. W obrębie  domeny pery- 
plazmatycznej  białek MPA występu ją  sekwencje 
tworzące super -hel i sy (ang. co iled -co ils ), które 
mo gą  być zaangażowane  w oddzia ływanie  z innymi 
składnikami  t ransportera.  Uważa  się. że ilość su­
per-helis jest  skore lowana  ze s topniem pol imeryzacj i  
i j es t  specyficzna  dla rodzaju pol isacharydu ,  w które­
go biosyntezie bierze udział  dane białko MPA [90], 
Przykłady białek za l iczanych do grupy MPA przed­
s tawiono w Tabeli 7.

Białka, które odpo wiada ją  za regulację długości  
łańcucha O-swo is tego  LPS na leżą  do grupy Wzz 
(Tab. 7). Tylko niel iczne z nich m og ą  tworzyć  reg io­
ny typu super -hel i s w dom enie  peryplazmatyczne j  
[60].

ł)o białek z pod grupy  MPA1 (TC # 8.A.3) na leżą  
zarówno białka bakteri i  g r amdodatn ich  jak i gram- 
-ujemnych.  Do podgrupy  MPA1-C za liczane są te 
białka bakteri i  g ramujemnych ,  które b iorą  udział  w' 
pol imeryzacj i  i eksporc ie EPS i KPS oraz charak t e ­
ryzują się obec nośc ią  dużej ,  hydrof i lowej C-końco-  
wej domeny z kase tą ABC.  W ich N-końcowej  części 
wykrywa się l i czne super-helisy,  co wskazuje,  że 
mogą  one oddz ia ływ ać  z innymi składnikami  sys te­
mu t ranspor tu (np. z b ia łkiem PST lub O M A ) [62], 
Ostatnio wykazano ,  że białka na leżące  do tej po dg ru ­
py mają  ak tywność  autofosforylującej  kinazy tyro- 
zynowej .  która bie rze udział  w b iosyntez ie egzopol i-  
sacharydów (EPS)  [50, 63-66],

Białka z podgrupy  MPA1+C bakterii  g ra m d o d a t ­
nich nie m a j ą C - k o ń c o w e j  do me ny z m otyw em  ABC.  
Funkcjona lnym ana logiem dome ny C-końcowej  w' 
tej podgrupie  białek jes t  odrębne  białko (stąd nazwa 
MPA 1+C). Białka z tej podgrupy  b iorą  udział  w b io ­
syntezie i eksporc ie  po l i sacharydów kapsularnych  
(KPS) [50, 60],

W podgrupie  MPA2 (TC # 8 .A.4) zna jdują  się 
wyłącznie białka bakteri i  g ramujemnych,  z aanga ­
żowane  w b iosyntezę po l i sacharydów kapsularnych.  
Podobnie  jak białka z grupy  MPA1-C tworzą  one 
struktury typu super-hel is ,  ale nie mają  motywu 
ABC. Białka z tej podgrupy  współdz ia ła ją  z permea- 
zami z rodz iny A BC -2  [50, 60].

Biorąc pod uw agę  rodzaj t ransportera  oraz białek 
pomocniczych baktery jne  sys temy odpowiedz ia lne  
za ekspor t  po l i sacharydó w sklasyf ikowano w sze­
ściu grupach  [50] (Tab. 8).

T a b e l a  8.

Organizacja wieloskładnikowych systemów eksportu polisacharydów' [50]

G r u p a B a k te r ia S u b s t r a t
R o d za j B ia łk a  p o m o c n i c z e

tr a n sp o r te r a tv p u  M P A / P C P  t v p u  O M A

I Gram ' KPS, EPS P S T (1) MPAl-C/PCP2a OMA

II Gram KPS P S T ( 1) MPA 1 +C7PCP2b

III Gram ' LPS PST (2) -

IV Gram ' KPS ABC-2 MPA2/PCP3 OMA

V Gram TC A, leki ABC-2 -

VI Gram LPS, LOS ABC-2 -
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Dokładny mechan izm funkcjono wania  
sy s temów t ranspor tu po l i sacharydów nie jes t  znany.  
Istnieją jedy nie  hipotezy  dotyczące  możl iw ych  s p o ­
sobów działania n iektórych ich komponentów.  Z a ­
p ro pon ow any schemat dz ia łania  sys temu ekspor tu 
typu I (Tab. 8) z łożonego z białek PST, O M A  i MPA 
wskazuje  na f izyczną asoc jację  je g o  sk ładników z lo ­
ka l izowanych  w ob ydw u  b łonach  bakterii  g ramu-  
jem ny ch.  Transb łon owe  segm enty  bia łka  MPA1-C 
asocjując z t ransporte rem PST umoż l iwia ją  po l i s a ­
charydom pokon anie  błony cy toplazmatyczne j .  Pe- 
ryp lazm aty czna  do m en a  MPA1 -C oddzia łuje  z 
b ia łk iem O M A ,  k tóre tworząc  kana ł  w b łonie z e w ­
nętrznej  pozwa la  t ransp or to wan em u subst ra towi  c u ­
kr ow em u pokonać  drugą bar ierę w drodze  na 
zewnąt rz  komórki  [50, 67] (Ryc. 3).

Poryna
OMA

V. Podsumowanie

Do niedawna charak te rys tyka i k la syf ika­
cja białek uczes tniczących  w procesach t ranspor tu 
ko m ó rk o w e g o  była s tosunk owo słabo z a a w a n s o w a ­
na w po rów naniu  np. z sys temem klasyfikacji  białek 
enzymatycznych .  Postęp,  j aki  w ostatnich latach d o ­
konał  się w' dziedz in ie  sekwenc jon owa nia  genomów'  
sprawi ł,  że l iczba dos tępnych  w bazach danych se­
kwencji  kodujących  białka o po tenc ja lnych  fu n k ­
cjach t ranspor te rów znacząco  się zwiększyła.

Próby k lasyf ikowania białek t r ans por te rowych w 
oparc iu o za leżności  funkc jo na lno- f i logene tyczne  
z a ow oc ow a ły  s tworzeniem systemu TC. Wśród  ro z ­
poznanych  t ransporte rów wyróżnić  można  za równ o 
proste sys temy je dnobi a łkowe,  jak  i systemy wue-

Ryc. 3. Schemat organizacji systemu transportu typu I odpowiedzialnego za eksport egzopolisacharydu u bakterii gramujemnych. OM - błona zew­
nętrzna, CM - błona cytoplazmatyczna.

Przeds tawiony  model  swoją  b u d o w ą  przyp om in a  
sys temy zaanga żow ane  w transport  białek,  pepty-  
dów, j o n ó w  metali  czy leków. Pod obnie  jak opisany 
powyżej  system eksportu po l i sacharydó w typu I, 
systemy transportu innych makrocząs teczek  w y k o ­
rzystują ko mp one nty  bia łkowe z loka l izowane  w 
błonie wewnętrzne j  (permeazy  typu MF S,  R N D  lub 
ABC)  i zewnęt rzne j  (białka OMF) .  Szc zegó lną  rolę 
od gry wa ją  białka należące  do rodziny  b łonow ych 
białek fuzyjnych MFP, które „sp ina jąc” oby dwie  
b łony umoż l iwia ją  t ranspor t  subst ra tów na zewnąt rz  
komórki  [52, 56, 68].

losk ładnikowe.  Kata l izują  one przenoszenie  różnych 
substancj i  przez os łony  ko m órk ow e  na zasadz ie dy ­
fuzji ułatwionej  lub t ransportu ak tywnego,  a ng a ­
żu jącego  jed no  lub w/ięcej źródeł  energii ,  n apę ­
dzającej  proces  przenoszenia  substratu.  Rosnąca  n ie ­
ustannie  ilość informacj i  o sekwencjach  ge nów  ko­
dujących potenc ja lne  t ranspor te ry sprawia,  że li­
czebność  białek w' poszczegó lnych  rodz inach ,  j ak i 
ilość samych rodzin,  ulega szybkim zm ianom .  Przy­
puszcza ln ie  i stnieją systemy wykorzys tu j ące  n ieop i ­
sane dotąd mechani zmy  t ransportu.  Korzyśc ią  
p łynącą  z dostępności  danych o sekwencjach  nukle- 
o tydowych różnych g e n o m ó w  będzie możl iwość  
pe łnie jszego  scha rak te ryzowania  szlaków m e ta b o ­
l icznych,  j ak ie  organizmy wykorz ys t u j ą  do pobie ra­
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nia subst ratów odżywczych ,  ich prze twarzania oraz 
wydzie lania poza  kom órk ę  zbędnych  produktów 
przemiany  materii .

U sys t em atyzow an ie  danych dotyczących sekwen­
cji białek o potenc ja lnych funkc jach t ransporterów w 
połączeniu z anal izą s truktur  przest rzennych  umożl i­
wi z rozumienie  pr obl em ów  dotyczących  ewolucji  
sys temów transpor tu,  j ak  również  mec haniz mów ich 
funkc jonowania .
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Dendrymery w zastosowaniach terapeutycznych 

Dendrimers in therapeutic applications
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I. Budowa i właściwości dendrymerów

Od czasu zsynte tyzo wania  pie rwszych p o l im e­
rów, chemia  po l ime rów stała się bardzo szybko roz­
wija jącą  się ga łęz ią  wiedzy.  Skupiała się ona na li­
n iowych pol imerach ,  które zna lazły zastosowanie  w 
wielu dziedz inach  życia.  Konwencjona lne ,  l iniowe 
pol imery zawiera ją jedynie  sporadyczne  rozga łęz ie ­
nia. Tymczasem s tosun kowo n iedawno do w ie dz io ­
no,  iż właśc iwośc i  po l i merów w dużej  mierze za leżą  
od stopnia ich rozgałęzienia.

W połowie  lat os iemdziesią tych  zespól  k ie rowany 
przez T o m a l i  ę p ie rwszy  uzyska ł  silnie rozga łęz io­
ne pol imery nazw ane  przez nich dendrymerami  [1], 
N azwa dendr ym er  (ang. dendrim er)  pochodzi  od 
greckiego s łowa „de nd ron” oznacza jącego  drzewo i 
dobrze odda je  regularny  charak te r  rozga łęzień w y ­
s tępujących w tej makrocząs teczce .  W tym sam ym  
czasie inna grupa badaczy  k ie rowana  przez  N e w - 
k o m e ’ a zsynte tyzowała  pod obn e  związki  i nadała 
im n azw ę  arborole (ang. arborols),  od łac ińsk iego  
s łowa „arbor” , również  oznaczającego  drzewo [2], 
W po czą tkowym  okresie,  w odnies ieniu do nowej  
grupy pol imerów, s tosowano jeszcze  inne określen ie  
-- cząsteczki  ka ska dow e (ang. cascade  molecules).  
Bardzo szybko jednak  naz wa  de ndryme r  stała się p o ­
wszechnie  s tosowana i j es t  obecnie  najlepiej  u t rwa­
lona.

C o n te n ts :

I. D e n d r im ers’ structure and properties
II. D e n d r im e rs ’ medical applications

11-1. D endrim ers  as carrier  m olecules for drugs and d ia ­
gnostic  agents

11-2. D endrim ers'  role in gene therapy
11-2-1. M ost frequently  used vectors
11-2-2. D endrim ers  as vectors

III. D e n d r im ers’ toxicity
IV. S u m m a ry

Wkrótce  po p ie rwszych  donies ieniach odnośnie  
d endry m eró w  w innych p lacówkach  badawczych  
rozpoczę to  prace  nad syntezą  nowych związków. W 
latach dz iewięćdz ies ią tych  lawinowo wzras ta ła  'licz­
ba a r tykułów dotyczących  tej t ematyki .  Pojawia ły 
się doniesien ia  o coraz  to nowych,  zsynte tyzowa-  
nych typach ma kromolekuł ,  różn iących  się między  
sobą  bu d o w ą  chemiczną,  zachowujących  jednak  p o ­
dobną  strukturę.  W Tabeli  1 zes tawiono  najczęściej  
spotykane  w l i teraturze rodzaje dendrymerów.  
Wszys tk ie  den dry mer y  pos iada ją  w swoim centrum 
cząs teczkę  rdzeniową,  do której wars twami  
przy łączone  są rozgałęz ione  monomery.  Im więcej  
jest  wars tw m o n o m e r ó w  tym wyższa  jes t  tzw. ge ne ­
racja dendrymeru .  K o n se k w en c ją  takiej budowy jest  
obecność  wolnych  przestrzeni  wewnąt rz  makromo -

GENERACJA 4

CZĄSTECZKA
RDZENIOWA

MONOMER

GRUPA
POWIERZCHNIOWA

W EW NĘTRZNA
PRZESTRZEŃ

lDr, 2mgr, Katedra Biofizyki Ogólnej Uniwersytetu  Łódzkiego, 
ul. S. Banacha  12/16, 90-237 Łódź, tel. (042) 635 41 44, fax 
(042) 635 44 74, e-mail: aklajn@:biol.uni.lodz.pl  (B. Klajnert),
tomaszp@ biol.uni .lodz.p l  ( f .  Przygodzki)  Ryc* Schemat budowy dendrymeru.
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Tabela 1.

Budowa różnych typów dendrymerów

Dendym er Rdzeń M onom er

Pol iamidoaminowy = N C f h C H , N - - C H 2C H 2C O N H C H 2C H 2N=

Polipropylenoiminowy = n c h 2c h 2 c h 2c h 2n = -c h 2c h 2c h 2n =

Polieterowy = c = -c 6h 4o c h 2 c h 2c h 2-

Karbokrzemowy =Si= - C H 2C H 2C H 2Si=

lekuły oraz l iczne grupy funkcyjne  na powierzchni  
(Ryc.  1).

W odróżnien iu od polimerów'  l iniowych dendry- 
mery  charak te ryzują  się monodyspersy jnością .  Ich 
rozmiar  i masa  m ol ow a  m o g ą  być precyzyjnie ko n­
t ro lowane  podczas  syntezy. Wraz ze wzros tem gene­
racji de ndrym eru  zmienia  się je g o  kształt.  Dendry- 
mery  n iższych generacj i  (pierwszej  i drugiej)  mają 
o twar tą  s truk turę  i dysk op odobny  kształt.  Wyższe 
generac je przy j m uj ą  st rukturę kul is tą [3]. Przyros to­
wi cząs teczki  dendrymeru  towarzyszy  wzrost  jej 
upakowania  w obszarze zewnęt rznym.  To powoduje,  
iż dend rym er  nie może  rozrastać się w n ieskończo­
ność.  W p e w n y m  momencie ,  ze w'zględu na ograni ­
czenia  przest rzenne,  kolejna wars twa  monomerów 
nie może  się przyłączyć.  Z jawisko  to nosi nazwę 
efek tu  starburst  (ang. s tarburs t  effect)  [4],

Obecnoś ć  l icznych grup funkcyjnych  na po- 
wierzchni  de ndr ym eró w  powoduje ,  iż są one lepiej 
rozpuszcza lne  i w y k azu ją  w yż szą  reaktywność  niż 
ich l iniowe analogi  [5], Rozpuszcza lność  de nd ry me ­
rów zależy od charakte ru grup na powierzchni .  Den- 
drymery  zakoń czone  grupami  hydrof i lowymi  roz­
puszcza ją  się w ś rodowisku w o dn ym ,  a te z grupami 
hydrof obow ym i  w rozpuszczaln ikach  niepolarnych.

O dp ow ie dni o  zsynte tyzowane  dendrymery,  pos ia ­
dające hydro fobow e wnęt rze  i hydrof i towe grupy p o ­

wierzchniowe,  zacho wu ją  się podobnie  do micel ,  
mają  bow iem zdolność  zwiększania  roz puszcza lno ­
ści sk ładnik ów trudno rozpuszczalnych  w; ś ro dowi­
sku w o d n y m  [6] (Ryc.  2). Prz ewaga  dendrymerów 
nad mice lami  leży w ich jedno cząs teczkow ośc i  (ang. 
u n im o lecu lar  m icel/es).  Micele ,  które sk ładają  się z 
wielu cząs teczek  s tab i l izowanych oddzia ływaniami  
e lek t ros ta tycznymi,  u legają rozpadowi  poniżej  s tę ­
żenia kry tycznego.  Dendrymery  nawet  w niskich s tę ­
żeniach są związkami  t rwałymi .  T w y m a n i wsp.  
zmodyf ikowal i  dendr ym er  p o l ia m id oam in ow y uz y­
skując.  zamias t  am in ow yc h  grup funkcyjnych,  grupy 
hydroksylowe.  Tak  zsynt e tyzowany  den dry me r  w y ­
kazywał zdolność  rozpuszczania  w wodzie  hyd rofo­
bowych substancj i  m.in.  t iokonazolu  [7, 8],

Specyf iczne właśc iwośc i  de nd ry meró w w yn ik a ją  
z faktu obecnośc i  w ich wnęt rzu wolnych  przes t rze­
ni. Okazuje  się, że są one wys ta rcza jąco  obszerne,  by 
mogły  pomieśc ić się w nich mniej sze  cząsteczki .  
Pierwszy,  który zaobse rw ował  tę właśc iwość  d e n ­
drymerów'  był M e i j e r. Za my ka ł  on cząsteczki  różu 
bengalskiego i kwasu  p-n i t robenzoeso wego  
w ew ną t rz  de n d ry m er ó w  pol ipr opy len oim ino wych 
[9, 1 0]. Aby zapobiec  n iek on t ro l ow ane mu  w y p ł y w o ­
wa tych związków,  aminow e grupy funkcyjne  zostały 
zas tąpione  resztami  L-fenyloa laniny,  które u tw o ­
rzyły szczelną  o toczkę  tzw. „pudełko  dendrymero-

Rvc. 2. Porównanie struktury dendrymeru i miceli.
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w e ” (ang. dendritic  box). Hydrol iza am in ok w asów  
p o w o d o w a ła  rozpad tej otoczki  i uwoln ienie czą s te ­
czek zamknię tych  wewnąt rz  dendrymeru  (Ryc. 3). 
Grupa  Mei jera wykonała  doświadczenia ,  w k tórych 
udało  się zamk nąć  cztery cząs teczki  różu bengalsk ie ­
go lub dziesięć cząsteczek kw'asu p-ni t robenzoeso-  
wego w je d n y m  dendrymerze.

osocza a dendrymerami .  Efekt  taki obserwuje  się 
między innymi przy przy łączeniu  łańcuchów poii- 
e ty lenogl iko lowych do l iposomów.  Badając zd o l ­
ność dend ry m eró w  po l i am ido am ino wych do p rzeno ­
szenia w swoim wnęt rzu  cytos ta tyku  5-Fluorouracy- 
lu dowiedz iono ,  że otoczenie  cząsteczki  dend ryme ru  
łańcuchami  po l ie ty lenogl iko lowymi  zwiększa po-

Ryc. 3. Schemat "pudełka dendrymerowego" Meijera.

II. Zastosowanie dendrymerów w medycynie

Specyficzna  st ruktura dendr ym erów  znacząco  
wp ły w a  na  ich właśc iwośc i ,  a co za tym idzie, m o ż l i ­
we  zas tosowania .  Wśród  możl iwośc i  apl ikacyjnych  
na szczególne  za in te resowanie  zas ługują  te, w k tó ­
rych dend rym ery  można  by wykorzys tać  w d ia gn o­
styce i terapii.

II-I. Dendrymery jako cząsteczki transportujące  
leki i czynniki diagnostyczne

Liczna  grupa potencja lnych  zas tosowań d end ry ­
me ró w bazuje na obecności  wolnych  przest rzeni  
wewną t rz  cząsteczki .  W przest rzen iach  tych m og ą  
być zam yk ane  i p r zenoszone  leki. Enkapsulac ja  leku 
zapewnia  od izo lowanie  go od ś rodowiska  ze w n ę t r z ­
nego,  a tym sam ym  ochronę  przed inaktywacją .  Do- 
d a tk ow ym  efektem, jaki  się uzyskuje,  j es t  s p o w o l­
nienie uwalniania  się leku. Właśc iwość  ta j es t  s zcze­
gólnie istotna w przypadku  leków przec iwn owo two-  
rowych,  pozwala  bowi em obniżyć  ich toksyczność.  
Za le tę  tę wykorzys t ano  do zamykania  w ew ną t rz  d e n ­
drymerów'  po l ia mi doami nowyc h  adr iamycyny i me- 
to treksa tu [11]. W miejsce końcowych grup a m in o ­
wych przy łączone  zostały łańcuchy  pol ie tylenogl i -  
kolowe.  I stnie ją  przes łanki  pozwala jące  sądzić,  iż 
zab ieg  ten może  wydłu żyć  czas krążenia  d e n d ry m e ­
rów' w krwiobiegu,  zapobiec akumulac ji  w wąt robie  
oraz zmnie jszyć  oddz ia ływania  pomięd zy  białkami

j em no ść  dendrymeru ,  opóźnia  uwalnianie  leku i o b ­
niża hem oto ksy czność  takiego kompleksu  [12]. 
I s totnym aspektem przy przenoszeniu  leków za ­
mknię tych  w ew ną t rz  de nd ryme ru  jes t  liczba cząs te ­
czek,  które mieszczą  się w' wewnę t rz nyc h  przes t rze­
niach makromoleku ły .  L i u i w;sp. tak dobrali  m o n o ­
mer  (4 ,4-b is -4’-hydroksyfenyłopentanol ) ,  aby uz y ­
skać odpo wiednio  duże przes trzenie  do przenoszenia  
leku przec iwnow'o tworowego -  indome tacyny [13]. 
Powolne  uwalnianie  się indometacyny w be zpo śred­
nim o toczeniu  komórek  no w otw orow yc h uzyskano  
synte tyzując de ndr ym er  po l iary loe te rowy z resztami 
kwasu  fo l iowego,  j a k o  grupami funkcyjnymi  [14], 
Wykor zys tan o  tu fakt, iż reszty kwasu  fo l iowego w y ­
kazują duże po w in ow ac tw o  do komórek  n o w o tw o r o ­
wych.

Znaczna  grupa  moż l iwych  zastosowań d e n d ry m e ­
rów w' medycynie  opiera się na wykorzys tan iu  dużej 
l iczebności  grup funkcyjnych na powierzchni .  Den­
drymery  modyf iku je  się tak, aby ich zewnęt rzną  
o toczką  była substancja aktywna.  Poprzez  fakt. że 
jedna  cząs teczka  dendrymeru  może na swojej  po ­
wierzchni  p rzenosić  wiele cząs teczek leku uzyskuje 
się intensyf ikac ję  efek tu te rapeutycznego .  Z a n i m  
i R o y zsynte tyzowal i  dendr ym er  po l iamidoamino-  
w'y otoczony resztami kwasu  s ia lowego [15]. Siało- 
dendrymery ,  hamując  proces hemaglu tynac j i ,  z apo ­
biegają przy łączaniu  się wirusa  do komórek ,  a tym 
samym chronią  organizm przed infekcją.  
Przyłączając do powierzchni  dend rym eru  lek prze-
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c iw n o w o tw o ro w y  uzyskuje  się, oprócz  możliwości  
p rzenoszenia  dużej l iczby jego  cząsteczek,  zmnie j ­
szenie je g o  skutków ubocznych poprzez  s topniowe 
odłączanie  się leku od powierzchni  dendrymeru.  
Z h u o i wsp.  zsyntetyzowal i  de ndr ym er  pol iamido-  
am in o w y  o cykl icznym rdzeniu i przyłączyli  do n ie­
go cytos ta tyk 5-Fluorouracyl  [ 1 6], Na  drodze hydro­
lizy lek powoli  odłącza ł się od makromolekuły,  a 
tym samym zmnie jsza ła  się j eg o  toksyczność.

In teresu jącym zas tosowaniem de ndryme rów jest  
użycie ich ja k o  cząs teczek łączących przeciwciała z 
rad ioa kty wnymi  znacznikami .  Przec iwcia ła  modyf i ­
kow ane  rad io izo topem ma ją  potencja ln ie duże zasto­
sowanie  w' tzw. uk ie runkowanej  terapii  oraz d iagno­
styce nowotworów.  Niestety,  niejednokrotnie 
przy łączenie  wys tarcza jące j ,  z punktu wadzenia 
p oż ądanego  efektu,  l iczby cząsteczek radioizotopu 
prowadzi  do tak znacznej  modyf ikacj i  powierzchni  
p rzec iwcia ła ,  iż białko to traci swoją  immunoreak-  
tywność  [17], Przyłączenie dend rymeru  do p o ­
wierzchni  p rzec iwcia ła  jes t  możl iwe  przy użyciu tyl­
ko j e d n e g o  wiązania  chemicznego .  Nas tępnie  w'yko- 
rzystując  dużą  l i czebność  grup funkcyjnych dendry­
meru,  można  przy łączyć  do niego bardzo  wiele izo­
topów (Ryc. 4). Z m odyf ik ow ane  dendrymery  polia- 
m id oa m in ow e  wykorzys tano  do przenoszenia  izoto­
pu 10B w terapii  wychwytu  neu t ro nów  boru s tosowa­
nej w leczeniu nowotworów'  m óz gu [18],

Ryc. 4. Dendrymer jako cząsteczka łącząca (ang. linker m olecule) ra­
dioizotopy z przeciwciałem.

W leczeniu mie jscowyc h s tanów zapa lnych celo- 
we jes t  p rzezskórne  podaw an ie  n ies te rydowych le­
ków przec iwzapalnych .  Unika  się wtedy  ubocznych 
skut ków dz ia łania leku na przewód pokarmowy,  jak 
również  redukuje się jego  nefrotoksyczność .  
Cząs teczki  leku kompleksuje  się z czynnikami  um o ­
ż liwia jącymi ich t ranspor t  przez  skórę.  Prowadzono 
badania  nad użyciem do tego celu dendrymerów'  po- 
l i am ido am inow ych [19]. Jako  leku użyto indometa-  
cyny. Uzy sk an o  d uż ą  e fek tywność  t ransportu indo- 
metacyny przez skórę,  za równo w badaniach  in vitro  
j ak i in vivo. Wykazano ,  że ibuprofen  (inny niestery- 
do w y  lek przec iwzapalny)  sko mp lekso wan y z den-

drymerami  po l ia m id oam in ow ym i  (generacji  trzeciej 
i czwartej)  znacznie  szybciej  wnika  do komórek  niż 
jego  n i e sk om pl eks ow any  odpowiednik  [20], O b l i ­
czono,  że do 78 cząsteczek ibuprofenu może  tworzyć 
kompleks z je d n ą  cząs teczką  dendrymeru  poliamido-  
aminow ego generacj i  czwartej .  Stabi lność tego k o m ­
pleksu zapew nia ją  oddz ia ływania  j o n o w e  pomiędzy  
aminowymi  grupami  dend ryme ru  i karboksylowy 
grupą  leku.

Podjęto również  próby zas tosowania  d e n d ry m e ­
rów jako  nośników dla kont ras tów w obrazowaniu  
rezonansem ma gnet ycz ny m  [21]. W tej d iagnos ty cz ­
nej metodz ie  podane  dożylnie  czynniki  kont rastujące  
g ro m ad zą  się w badanej  tkance  wzmacnia jąc  sygnał 
rezonansowy.  Najczęściej  s tosuje się komple ksy  j o ­
nów gadol inu  z kwasem die ty lenotr iaminopenta-  
octowym.  Ki lka grup ba dawczych  zsynte tyzowało 
dendrymery  na powierzchni  których chela towane  
były jony  gadol inu [22, 23], Badania wykazały,  iż z a ­
s tosowanie d e ndrym erów  polepszyło jakość  kont r a ­
stowania.

11-2. Rola dendrym erów w terapii genowej

Terapia ge nowa jes t  no wy m pom ysł em  na lecze­
nie chorób  o podłożu  gene tycznym.  Polegać ma na 
wprowadzeniu  do ko mó re k  pacjenta genu o d p o w ia ­
dającego za syntezę  białka,  którego niedobór ,  lub 
brak, są p r z y c z y n ą  choroby.  W p rzep row adzonych  
do tej pory próbach gen przed  dos ta rczeniem do k o ­
mórki włączany  był do p lazmidu,  który czasem d o ­
da tkowo wypo sażano  w sekwencje  kont ro lu jące  
ilość, okres  syntezy,  oraz loka lizację białka.  W yróż ­
nia się te rapię ex vivo  -  gdy pobrane  z ciała pacjenta 
komórki  są t ransfekowane ,  a następnie wszczepiane  
ponownie,  oraz in vivo  -  gdy czynnik t ransfekujący 
podawany jes t  do organizmu pacjenta.

II-2-1. N a jc zę śc ie j  s t o s o w a n e  w e k to r y

Jednym z po d s t aw o w y ch  problemów' terapii j es t  
e fektywne w pr ow adzenie  materia łu gene tycznego  
do komórki .  Obecnie  znanych  jes t  kilka metod.  
Jedną  z nich jes t  za s tosowanie  wirusów'. Przebadano 
pod tym kątem takie ich rodzaje,  j ak,  m.in.  retrowi- 
rus i adenowirus .  Wektory re t rowirusowe dają moż l i ­
wość w pro w adz eni a  genów' do komórek  gospodarza 
na stałe, j ak o  że włącza ją  swój mater iał  gene tyczny  
do materiału komórki .  Taka stała integracja z m ni e j ­
sza jednak  możl iwośc i  p rzerwania  terapii  w p rzypad­
ku wys tąp ienia  efektów' ubocznych,  ponadto może  
powodować  ak tywację  o n kog enów  lub inaktywację  
genów supresj i  now otworowej .  Adenowirusy  pozba-

D EN D R YM ER  PO L IA M ID O A M IN O W Y  

R A D IO IZO TO P  (np .:10B,67Cu, 9CY,” ln ,2’2Bi)
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wionę  są tych właśc iwośc i ,  ale za to p o w od uj ą  z w y ­
kle od po wied ź  immuno log iczną  organizmu i to og ra ­
nicza ich zas tosowanie  w przypadku,  gdy dos ta rcza ­
nie genu  musi  być co jak iś  czas powtarzane .  W efek ­
cie prób  za s tosowania  terapii  genowej  z wy ko rz ys ta ­
niem wekto rów wirusowych zanotowano sukcesy,  
j ak  na przykład wpr ow adzenie  do białych krwinek 
dz iewczynki  cierpiącej  na zespół  n iedoboru od p o r­
ności b rakującego  genu deamina zy  adenozynowej  
[24], W ią ż ą  się z nią niestety również  porażki ,  j ak 
śmierć we  wrześniu  1999-ego roku chłopca,  u k tóre­
go za p o m o c ą  wekto rów adenowiruso wych  starano 
się usunąć dz iedz iczny n iedobór  karbamoilot ransfe-  
razy orni tynowej.  Nas tąp iła  w ów czas  silna reakcja 
odp orn ośc iow a na adenowiru sy  [25], W związku  z 
po tencja lnymi ,  oraz fak tycznymi  zagrożeniami ze 
strony wekt o ró w wir usowych,  szuka  się innych spo­
sobów dos tarczania  genów do komórek.

Należą  do nich metody  opar te na kompleksach  li- 
p o so m ó w  z DNA.  Stosuje się w tym celu l iposomy 
u tworzone  z l ipidów ka t ionow ych i fosfatydylocho-  
liny - w celu z rów now ażeni a  u jemnych ładunków 
DNA. Badania dowiodły  jedna k ,  że wyższą  skutec z­
ność transfekcj i  osiąga się wykorzys tu jąc  tzw. l ipo­
somy czułe na pH (ang. pH -sens it ive ) ,  czyli takie, 
które formuje się z fosfa tydyloe tanoloaminy  [26], Te 
l iposomy ulega ją  fuzji z błoną e n do so m a ln ą  łatwiej 
niż opar te  na fosfatydylochol inie.

Inną c iekawą metodą  jest  dos ta rczanie  DNA w p o ­
staci ko m ple ksó w z pol ipeptydami .  Najczęśc iej  s to ­
suje się po li l i zynę  ze względu  na dodatni  ładunek 
tworzącego  j ą  aminokwasu .  Peptydy  te są d od a tk o­
wo łączone z Ugandami,  t akimi jak  asjalog likoprote-  
iny, t ransferyna,  insulina czy kwas foliowy, których 
zadaniem jest  r ozpozna wan ie  receptorów p o ­
wierzchniow ych  zaan ga żowan yc h  w proces  endocy-  
tozy. Ta ostatnia cecha umożl iwia  również  m ie js co­
wo specyf iczne  dos ta rczanie  genu.  W tej metodzie  
g łó w n y m  czynnik iem ogran icza jącym transfer  genu 
do komórki  j es t  konieczność  opuszczenia  pę che rz y­
ka endocytarnego  przez komp leks  DNA/peptyd .  J e d ­
nak duża  e fek tywność  t ransfekcji  za p o m o c ą  w iru­
sów skłoni ła badaczy  do wykorzys tan ia  białek ich 
p łaszcza do przysp ieszenia  tego procesu.  I tak np. 
dołączenie  do ko mp leksó w peptydu o t r zymanego z 
N- te rmina lnego  f ragmentu  g l ikopro te iny  p łaszcza 
wi rusa  grypy sp ow odo wało  silny wzros t  wydajności  
transfekcji  in vitro  [27],

11-2-2. D e n d r y m e r y  jako  w e k t o r y

Ostatnie lata przynios ły  wreszc ie  za in te resowanie  
dendrym erami  jako  nośnikami  dla DNA  w proces ie

transfekcji .  S tosowane  są w tym przypadku d en d r y ­
mery o te rminalnych  grupach  aminowych,  które w 
pH f iz jologicznym pos iadają ładunek  dodatni  i d z ię ­
ki t emu tworzą  komple ksy  z ujemnie  na ładowanymi  
resztami fos foranowymi  DNA.  Kompl eksy  te są. p o ­
dobnie  jak  inne wcześniej  wspo mni ane  czynniki  
t ransfekcyjne,  wpro w adz ane  do komórki  na drodze  
endocytozy.

Zespół  B i e l i ń s k i e j  p r zeprowadzi ł  badania  
nad t ransfekc ją  in vitro wykorzys tu jąc  dend ryme ry  
p o l ia m id oa m in ow e [28], Za ich p o m o c ą  udało się 
wprow adzić  do komórek  p lazmid  zawiera jący  gen 
lucyferazy  i uzyskać t rwa łą  (4-6 miesięcy)  je g o  eks­
presję.  Później  b lo kowa no tę ekspres ję  za p o m o c ą  
o l igonu kleo tydó w anty sen sow nych  w pr owadzanych  
do kom óre k  również  przy udziale dendrymerów.  W y ­
kazano,  że e fek tywność  t ransfekcji  zależy od ge n e ra ­
cji dendryme ru  (na jwyższą  uzyskano  dla generacj i  
7), oraz s tosunku liczby grup fos foranowych DNA 
do l iczby te rmina lnych  grup aminowych dendryme ru  
(na jwyższa  przy s tosunku 1:10). Jednocześn ie  cyto- 
toksyczność  ko mp le ks ów  D N A /d endry m er  ge ne ra ­
cji 7. w stężeniach s tosowanych  do t ransfekcji  o k a ­
zała się niższa  od innych w yk or zys ty wany ch  w tym 
celu czynników,  tj. D EA E deks tran oraz Lipofecta-  
mina  ( l iposomy oparte na l ipidach ka tionowych) .  
Ró wnie ż  inne badania po twie rdz a ją  większą  w y d a j ­
ność t ransfekcj i ,  gdy stosuje się dendrymery  w y ż ­
szych generacj i  oraz gdy w kompleks ie  jes t  nadmiar  
grup am ino wych [29], Dużą  skuteczność  w ykaz ują  
też częśc iowo zdeg ra dow ane  (ang. f r a c tu r e d ) den- 
drymery  pol ia mid oa min in owe oraz dendrymery  po- 
l ie tylenoiminowe.  Degradac ję  den dry me rów  polia- 
m id o am in ow yc h  uzyskuje  się poprzez  solwolizę 
wiązań amidowych .  Eksperymenty  nad t ransfekc ją  
in vivo  pokazały większą  e fek tywność  w y m ie n io ­
nych dwóch grup d e nd rym eró w  w s tosunku do lipo- 
so m ów  for mow any ch  z l ipidów ka tionowych [30]. 
Do tworzenia  ko m ple ksó w z DNA wykorzystu je  się 
również  po l i l izynowe dendrony  ( ich budowa p r zyp o­
mina  jedną ,  r o z b udow aną  gałąź dendrymeru)  [31]. 
K om pleksy  te charak te ryzują  się dużą  s tabi lnością i 
odpornośc ią  na procesy degradacj i ,  co może 
przedłużyć  czas t rwania DNA w warunkach  f izjolo­
gicznych.

Wykazano  możl iwość  transfekcji  za równo in vitro 
j ak  i in vivo komórek  skóry za p o m o c ą  kompl eksów 
D N A /d e n d ry m e r  przy łączonych  do b iodegradowal -  
nych memb ran  pol i (DL- lak tydo -kog l ikoz ydowych)  
bądź  opar tych na pocho dn ych  celulozy,  kolagenu czy 
f ib ronektyny [32],

Duża wydajność  t ransferu genów za p o m o c ą  w y ż ­
szych generacj i  d e nd rym erów  pol iami doa mi nowych
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związana  jes t  p rawd opodob ni e  m.in. z t rwałośc ią  
kom pleksów,  jak ie  tw orzą  z DNA.  Cecha ta jest  w y ­
nikiem ich dużego  dodatniego  ładunku powierzch­
niowego.  sferycznego kształtu,  oraz. średnicy zbl i ­
żonej do ś rednicy h is tonów [33]. Dane uzyskane za 
p o m o c ą  ska nin gowego  mikroskopu sił pozwala ją  
stwierdzić,  że kul iste cząsteczki  dendrymeru  są oto­
czone  przez DNA [34]. Zw raca  się też uwagę  na to, 
że powie rzchnia  błony komórk owej  oraz endosomu 
posiada u jemny ładunek poch odz ący  od niektórych 
lipidów', g l ikol ip idów, czy białek.  Posiadanie przez 
kompleksy  D N A /d e n d ry m e r  nadm ia ro w ego  ładunku 
dodatn iego  może  wdęc ułatwiać ich oddz ia ływanie z 
tymi s t rukturami [35], Pos tu lowana  jes t  również 
zdolność  d e ndr ym erów  do bu forowania  ś rodowiska 
endosomu,  wynika jąca  z dużej l iczby nieuprotono-  
wanych  drugo-  i t rzec iorzędowych grup aminowych
[36], Ich up ro tonowanie  ma p o w od ow ać  osmotyczne 
zwiększanie  się objętości  cząstek i w konsekwencj i  
po w o d o w a ć  destabi l izację błony  endosomu [37]. 
W a g n e r  nazyw a dendrymery  pol ie ty lenoiminowe 
ze w zglę du  na tę właśc iwość  „pr o t ono w ą  gąbką” . 
Jednocześn ie  zbuforowanie  kwaśnego  (pH 5-6) śro­
do wiska  en dosomu ma chronić  DNA przed degrada­
cją. Zwraca  się również  uwagę  na możl iwość  dopa­
sowania  cząstki den dry mer u  do DNA oraz białek p o ­
wie rzchnio wych  komórki .  W przypadku de nd ry me ­
rów wyższych  generacj i  j es t  to u t rudnione  ze wzg lę­
du na du żą  gęstość grup powierzchnio wych .  Dlatego 
wyższą  wydajność  t ransfekeji  osiąga się dla wsp o­
mnianych  wcześnie j  częśc iowo zdegradowanych  
dendrym erów.  Takie cząstki ,  w których 17-33% 
gałęzi  j es t  „przyc ię tych” , w ykazu ją  większą  gięt­
kość w wars twach  po wie rzchnio wy ch i dzięki temu 
łatwiej  a s o c j u j ą z  DNA czy białkami zaangażo w any ­
mi w proces  endocytozy  [38].

Pe wn ą przeszkodę  w  transfekeji  in vivo s tanowić 
m oże  oddz ia ływanie  kompleksów'  DNA/d endrym er  
z g l ikozoamino gl i kanami ,  po l i sacharydami  o 
z łożonej  budowie ,  wys tępującymi  w substancji  mię­
dz ykomó rko we j .  Związki  te pos iada ją  ładunek  u j em ­
ny pochod zący  od l icznych reszt karboksylowych i 
s ia rczanowych.  Badania  dowiodły,  że dodanie  gliko- 
zoa m in og l ik an ów  do układu,  w k tórym prowadzono 
t ransfekc ję  in vitro za po m o cą  l ip osomów ka tiono­
wych,  częśc iowo zdegradow anych  dendrymerów po- 
l i am ido am inow ych oraz dendrymerów'  pol ietyleno- 
iminowych.  gwał tow nie  obniżało jej  skuteczność w 
przypadku  dwóch ostatnich grup związków [39], A u ­
torzy badań przypuszcza ją ,  że jest to wynik utracenia 
przez komple ksy  D N A /d en d ry m er  właśc iwośc i  bu­
forujących.  o których w spomniano  wcześniej ,  w s k u ­
tek odd z ia ływań z g l i kozyaminogl ikanami .  Aby po ­
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lepszyć e f ek tywność  t ransfekeji  zsynte tyzowano 
dendrymery  p o l i a m id oa m in ow e  z przy łączonymi  a .  
P i y -cyklodekst rynami  [40, 41],

III. Toksyczność dendrymerów

W obliczu rosnących możl iwośc i  zas tosowania  
dend ryme rów do ce lów b iome dycznych  k luczowym 
problemem staje się poznanie  ich oddz ia ływania  z 
układami b iologicznymi .

R o b e r t s  i w'sp. badali  toksyczność  den d ry m e­
rów po l ia mi doami nowyc h  za równo in vitro jak i in 
vivo [42], Badania  cy to toksycznośc i  dendr ym erów 
na f ibroblastach chomika  ch ińskiego były przepro­
wadzone  dla t rzech generacj i :  t rzeciej ,  piątej i s iód ­
mej. Wyniki dowdodły, iż p r zeżywałność  komórek  
silnie zależy od s tężenia  dendrymerów.  jego  gen e ra ­
cji oraz czasu ekspozyc ji .  Obs e rw ow ano  wzrost  to k ­
syczności  de n d ry m eró w  wraz  ze wzros tem genera­
cji, wzros tem s tężenia  i wydłu żaniem czasu kontaktu 
z komórkami.

Badania in vivo  były p r zeprow adzone  na myszach  
Swiss -Webster,  k tórym po dawano w' zast rzykach 
dendrymery  ro zpus zczone  w zbuforow anym  roz tw o­
rze soli f izjologicznej .  S tosowano trzy stężenia w 
przel iczeniu na masę  ich ciała: 5• 10"6 mmol /kg ,
5-10 ' 5 mmol /kg  oraz 5■ 1 0 4 mmol /kg .  Ogólna  kondy ­
cja zwierząt  podczas  sześc iomies ięcznej  obserwacj i  
była dobra. Nie zaob se rw ow ano  istotnych s taty­
stycznie zmian w ciężarze  zwierzą t  poddawanych  in­
iekcjom w po równ an iu  ze zwierzę tami  z grupy ko n ­
trolnej.  W pob ranych  próbkach  wątroby  s twierdzono 
jednak wys tępowanie  l i cznych wakuol i .  Ten sam ze ­
spół zbadał  stopień akumulac ji  de nd ry me ró w w róż­
nych organach.  Podawane  dendrymery  znakowa ne  
były węglem 14C. W przypadku wszystkich  ba da ­
nych generacj i  zawar tość  de nd ry me ró w we krwi po 
dwóch godzinach  od podania  była bliska zeru. G e n e ­
racja trzecia w y ka zyw a ła  na jw iększą  akumulac ję  w 
nerkach i śledzionie.  Zarówno  generacja  piąta jak i 
siódma silnie a k um ulo w ał y  się w trzustce.  Po cz te­
rech godzinach  od podania  de ndr ym er ów  generacji  
siódmej za ob se rw ow ano ich wysokie  s tężenie w m o ­
czu.

Szersza grupa  d e ndr ym erów  była tes towana w b a ­
daniach M a l i  k a i wsp.  [43], Oprócz  ca łościowych 
generacji  dend ry m eró w  po l iami doa mi nowych  ( G l ,  
G2, G3 i G4) badali  oni również  generacje po łó w k o ­
we zawiera jące na powierzchni  grupy karboksylowe 
(G1.5,  G2.5, G3.5.  G5.5,  G7.5 i G9.5)  oraz d e ndry­
mery pol iprop yleno imino we  o grupach aminowych 
(G2, G3, G4)  i g rupach  ka rboksylowych (G1.5,

295http://rcin.org.pl



G2.5,  G3.5)  na powierzchni .  Nas tępnie  badali  d e n ­
drymery  ka rbok rzem ow e z o toczką pol i e ty le now ą 
( G l ,  G2)  i dendrymery  polie terowe o ka rb ok sy lo ­
wych grupach  powierzchnio wych  (GO, G2).  Ż y w o t ­
ność komórek  linii B16F10,  C C R F oraz. HepG2 była 
oceniana  na podstawie metody  z MTT,  a w pły w na 
e ryt rocyty na podstawie  pomiaru  stopnia hemol izy.  
Wynik i  ich eksperymentów potwierdzi ły ,  iż d e n d ry ­
mery  ka t ionowa pos iadające  na powierzchni  grupy 
am in ow e  są cytotoksyczne.  Ponadto p o w o d u ją  one 
zmiany  morfo logiczne  e ry trocytów,  p row adząc  do 
hemolizy.  Niemnie j  w  poró wna niu  z innymi  p o l im e ­
rami ka t ionowymi  dendrymery  poliamidoaminow'e  
są znacznie  mniej  toksyczne.  Takie  badania  p o r ó w ­
naw cze  były prowadzone  pod kątem zas tosowania  
po l im erów  ka t ionowych w terapii  genowej  [44], A u ­
torzy sugerują,  że g lobularna s truktura de ndr ym eró w  
m oże  być bezpośrednią  przyczyną  ich większej  niż 
dla innych pol ime rów b iokompatybi lnośc i .  Z publ i ­
kacji  M a l i k a  i w'sp. wynika ,  iż an i onow e d endr y ­
mery  pos iada jące na powderzchni grupy ka rb ok sy lo ­
we oraz dendrymery  z o toczką  pol ie ty lenową  nie są 
cy to toksyczne  oraz nie mają  dz ia łania  hemol i tyczne-  
go w szerokim zakresie s tężeń [43], Wynik i  te z o ­
stały po twie rdz one  przez dalsze badania,  z których 
wynika ,  iż otoczenie  den dry merów łań cuchami  lau- 
roilow'ymi również  zmniejsza  ich toksyczność  [45],

Zespół M a l i k a  s tosując dend ry m ery  w y z n a k o ­
wane  jo d e m  125I bada ł szybkość usuwan ia  ich z 
krwiobiegu  [43], Generac je  ca łośc iowe d e n d r y m e ­
rów po l ia mi do am in owyc h (G3 i G4)  po godzin ie od 
podania  były obecne  we krwn jedynie  w 2% w y jś c io ­
wej dawki,  tymc zasem generac je  po łó w k o w e  (G2.5,  
G3.5 i G5.5)  wykazywa ły  w tym samy m czas ie  od 10 
do 20 razy wyższe  s tężenie we krwi.

IV. Podsumowanie

Osta tnie  lata przyniosły w z m ożon e  za i n te re so w a­
nie za s tosowaniem den dr ym erów  w medycynie  ze 
szczególnym nac iskiem poł ożonym na możl iw y  do 
spe łnien ia  rolę tych po l im erów  ja k o  nośników m a t e ­
riału gene tycznego  i cząsteczek t ranspor tujących  dla 
leków. Autorzy wielu prac o charak te rze  pr zeg lą do ­
w ym  podkreś la ją  duże po tenc ja lne  możl iwośc i  t a ­
kich zas tosowań dla dendrymerów'  [46], Precyzyjna  
st ruktura den d ry me ró w oraz ich wy mi a ry  czynią  z 
nich naj lepsze jak  do tychczas  synte tyczne  o d p o ­
wiedniki  białek i wi rusów [47], D endry m ery  mają  
wie le  zalet  i są n iezwykle  ob iecu jącymi  subs t anc j a ­
mi, n iemniej  j ednak  da leko jes t  do tego,  by mogły 
one spełnić wszys tk ie pokładane  w nich nadzieje.  
Prawie  dwadzieśc ia lat po uzyskaniu p ie rwszych

dendry mer ów,  ich synteza jest wciąż t rudna i p r a ­
cochłonna ,  wiele jes t  też n iewiad omych odnośnie  ich 
toksyczności  i wpływu  na układy  biologiczne.
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Roślinne receptorowe kinazy histydynowe i wielostopnio­
wy przepływ fosforanu do regulatorów odpowiedzi 

Plant receptor histidine kinases and multistep phosphate 
relay to response regulators
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W ykaz  stosow anych  skrótów: A P R R  -  białko podobne  do re ­
gulatora odpow iedzi  (ang. A rab id o p sis  P seu d o -R esp o n se  R egu­
lator): A R R  -  regulator odpowiedzi  A. tha liana  (ang. A ra b i­
d opsis R esponse  R egulator): CC d om ena  uczestn icząca  w od ­
dzia ływaniach białko-białko (ang. co iled  coil): C H A S E  d o m e­
na wiążąca  cytokininę  (ang. C yclases/H istid ine  k inases A sso c ia ­
ted  S ensory  E xtracellu lar): cki m utant  A. tha liana  (ang. 
cytokin in  independent): c re l  m utant A. tha liana  (ang. cytokin in  
respo n se!): Ctrl m utan t  A. thaliana  (ang. co n stitu tive  triple  
response): E l i  geny podobne  do E1N3 (ang. E7/V-like genes): 
ein2  m utant  A. thaliana  (ang. ethylene insensitive): E R EB P 
białko wiążące  się z e lem entem  odpowiedzi  e tylenowej (ang. 
E thylene  R esponse  E lem en t B ind ing  Protein): e tr l  m utant  A. 
tha liana  (ang. e th y lene  resistant): etr2  m utant A. tha liana  
(ang. ethy lene  response2):  G A F  dom ena  w ys tępu jąca  m.in. w 
KH (ang. cG_MP b in d in g  p h o sphod iesterases, a d enyla te  cyc la ­
ses, transcrip tion  fa c to r  FhlA): H K R D  - subdom ena  w białku  fi- 
to ch ro m o w y m  (ang. H istid ine  K in a se -R e la ted  D o m a in ): HPt 
dom ena  uczestn icząca w przenoszeniu  fosforanu (ang. h istid i­
ne -co n ta in in g  g h o sp h o -tra n s fe r  dom ain):  IP izopentenylo-a-
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denina; KH kinaza h is tydynowa; l -M C P  1-m ety locyklop-  
ropen (antagonis ta  etylenu); N D PK 2  kinaza nukleozydodifos-  
foranow a2 (ang. N ucleoside  D iphospha te  K inase2): P IF3 -  
białko oddzia łu jące  z f i tochrom em  (ang. P hytochrom e-[n terac- 
ting F actor3): PKS1 białko fosforylowane przez fi tochrom 
(ang. p h y to ch ro m e  K inase Substra te  I): PRO subdom ena  w 
białku f i tochrom ow ym  (ang. P A S  repeal dom ain): ra n i  m u ­
tant A. thaliana  (ang. resp o n sive -to -a n ta g o n is tI):  RL d o m ena  
p o dobna  do odbiornika (ang. receiver-like): RR regulator o d ­
powiedzi  (ang. response  regulator): toe - m utan t  A. thaliana  
(ang. tim ing  o f  C A B  expression): h o /  mutant A. tha liana  (ang. 
w oden  [eg)

I. Wstęp

O rgan izmy  jedno- i w i e lo kom ór kow e odbiera ją  
różnorodne  bodźce  i odpo wiednio  reagu ją  na zmiany 
zachodzące  w ś rodowisku  zewnęt rznym.  Dzięki  ba­
daniom z po łowy lat 80- tych wiemy,  że organizmy 
prokar io tyezne  wy korzys tu ją  w tym celu układy re­
gulacyjne  n azywan e  dw usk ła dn ik ow ym i  sys temami  
t ransdukcj i  sygnałów.  Pro to typ owy d w u s k ła d n ik o ­
wy system regulacyjny  tworzy para białek,  w której 
j e d n o  jes t  k in azą  h i s tydynową,  a drugie regulatorem
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odpowiedz i .  Transdukcja  sygnału  w takim systemie 
polega na przenies ieniu grupy  fosforanowej z recep­
tora na regulator  odpowiedz i .  W niektórych bakte­
ryjnych sys temach  regulacyjnych pojawia ją  się j e d ­
nak do da tk ow e  moduły  p om os to w e  pośredniczące  w 
przepływne grupy fos foranowej z kinazy histydyno- 
wej na regula tor  odpowiedz i .  Modu łowa  struktura 
łańcucha  t ransdukcji  sygna łu sprzyja ła  kons t ruowa­
niu różnorodnych  sys temów sygnalnych,  które w 
rozwoju ew ol ucyjn ym  pojawi ły  się zarówno u n iż ­
szych,  j ak  i wyższych  eukarion tów.  Białka homolo ­
giczne z poszczegó lnym i  e lementami  bakteryjnych 
dwus kł adn ik ow yc h  sys temów regulacyjnych z iden­
tyf ikowano i częśc iowo poznan o  w drożdżach,  Neu- 
rospora c r a s sa , D ictyoste lium  d isco ideum  [ 1,2], a t a ­
kże w k ilku rośl inach wyższych  [3,4], Jednak nie 
sprawdzi ły  się p ierwotne  przypuszczenia  o po ­
wszechnośc i  w'ystępowania dwuskła dnik owych sys­
t em ów  regulacyjnych  w organizmach  eukario tycz­
nych,  j ak  się bowiem okazało ge nom y Drosophila  
m e la n o g a s te r , C aenorhabd itis  e leg a n s , myszy,  a ta­
kże człowdeka nie zawiera ją  genów kinaz hi stydyno- 
wych.

Nin ie j sza  praca  jes t  p rób ą  podsumowania  
os iągnięć  związanych  z badaniami  rośl innych 
dw usk ła dn ik ow ych sys te mów regulacyjnych,  które 
zostały zap oczą tk owa ne  przed 1 0-ciu laty sklonowa- 
niem genu A. thaliana  kodującego  kinazę  histydy- 
nową.

II. Bakteryjne i drożdżowe dwuskładnikowe 
systemy regulacyjne

Najpros tszy dw usk ładn iko wy system regulacyjny 
tworzy para białek,  z których je d n o  jes t  sen sorową 
kinazą  h i s ty dynow ą (KH),  a drugie regulatorem od- 
powiedzi  (RR)  (ang. response  regu la tor ) (Ryc. l  A). 
Domena  N -k o ń c o w a  KH, z loka l izowana  zwykle  w 
błonie lub po łożona  po zewnętrzne j  stronie błony k o ­
mórkowej .  odbiera  bodz iec chemiczny  lub fizyczny. 
Percepcji  sygna łu  przez  do me nę  sensorową to w a rz y ­
szy wzrost  bądź zah am ow an ie  aktywnośc i  ka tal i ­
tycznej w we wę t rz kom ór ko wej  części  kinazy ok re ­
ślanej j ako  przekaźnik  (ang. transmitter).  Aktywa cja  
kinazy prowadzi  do autofosforylac j i  pie rścienia imi- 
dazolowego h istydyny i u tworzenia w ys o k o en e rg e ­
tycznego wiązania  fos fo roamid owego,  którego  h y ­
drolizie towarzyszy  zmiana  energii  swobodnej  rzędu 
-12 do -14 kcal /mol  [5]. Przepływ informacji  w 
dw uskładnik ow ym  układz ie  sygna lnym polega  na 
przeniesieniu grupy fosforanowej  z przekaźnika  na 
resztę kwasu  asparag ino wego  po ło żo ną  w domenie  
regula torowej  (odbiorniku)  RR i u tworzeniu w y s o ­
koenerge tycznego  wiązania  acy lo fosforanowego 
(Ryc. IB).

Przykładem typ oweg o dwusk ła dni ko weg o  syste ­
mu regulacyjnego  u E. coli  j es t  układ sygnalny,  w 
którym kinaza h i s tyd yno wa EnvZ pełni funkcję 
osmosensora,  a regulator  odpowiedz i  O m p R  jest  
czynnik iem t ranskrypcyjnym regulującym ekspresję  
genów O m p F  i O m p C  (Ryc. 2 A) [6], In formacja  o 
zmianach  ciśnien ia  osmotyc zne go ,  odbierana przez 
domenę  senso rową  k inazy EnvZ,  jes t  p r zekazywana  
na OmpR,  który reguluje syntezę  poryn O m pF i

B

K I N A Z A  
H I S T Y D Y N O W A

DOMENA
SENSOROWA PRZEKAŹNIK

R E G U L A T O R  
O D P O W I E D Z I

. i*-""
(D s

DOMENA 
REGULATOROWA 

(ODBIORNIKI

DOMENA 
EFEKTOROWA

KH KH RR RR KH

Ryc. 1. Schemat dwuskładnikowego systemu transdukcji sygnału. A transfer grupy fosforanowej z histydyny położonej w przekaźniku KH na resztę 
kwasu asparaginowego zlokalizowaną w domenie regulatorowej RR; B autofosforylacja pierścienia imidazolowego histydyny i tt‘ansfer fos­
foranu na resztę kwasu asparaginowego.
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A

EnvZ OmpR

FRAGMENTY
H YDRO FO BO W E

» ' R / E K A / M k DOMENA DOMENA 
REGI EATOROWA E FE k  TOROWA

B
Błona zewnętrzna

Ryc. 2. Schemat budowy i zasada działania bakteryjnego systemu regulacyjnego EnvZ OmpR. A schemat budowy kinazy histydynowej EnvZ i re­
gulatora odpowiedzi OmpR; B system regulacyjny EtivZ-OmpR kontroluje syntezą poryn OmpF i OmpC w odpowiedzi na zmiany ciśnie­
nia osmotycznego. Szczegóły opisano w tekście (na podstawie prac [6,7,10,12], zmodyfikowano).

O m p C  budujących  w zewnętrznej  błonie dwa rodz a ­
je  kana łów wodnych  o różnej  średnicy po ró w (Ryc. 
2B).  H o m o d im e r  k inazy  EnvZ,  z loka l izowany w 
błonie wewnęt rzne j ,  wy kazuje  w warunkach  małego 
ciśnienia o sm ot yczneg o  n ieznaczną  ak tywność  kina- 
z o w ą  i w y s o k ą  ak tywność  fo s fa tazową w zg lędem 
fosfoasparag in ianu  w Om pR .  Ros nącemu c iśnieniu 
o sm o ty czn em u  towarzyszy  wzrost  ak tywnośc i  kina- 
zowej ,  k rzyż owa fosforylacja  reszt h i s tydyn owych 
w ho m od im erz e  osm osensora  i transfer  g rupy  fosfo­
ranowej  z EnvZ na OmpR.  Fosfory lac ja  O m p R  u m o ­
ż liwia je g o  d imeryzac ję  oraz w ym us za  określone

300

zmiany konform acyjne  w dome nie  e fektorowej ,  k tó ­
re m od yf iku j ą  p o w in o w a c tw o  RR do sekwencji  pro- 
m o tor ow ych w' genach  O m p F  i OmpC.  P rom otor  
genu O m p F , wykazują cy  duże  po w in o w ac tw o  do 
( O m p R ~ P ) 2 , ak t yw ow any  jes t  w warunkach  małej  
osmolarności ,  podczas  gdy ekspres ja  genu O m p C , 
k tórego  promoto r  ma małe  p o w in ow ac tw o do 
( O m p R -P E ,  jes t  a k tyw ow ana  dopiero wówczas ,  gdy 
wzrośn ie  s tężenie ( O m p R - P f  [6,7],

Inne bakteryjne  dw us kł adn ik ow e sys temy regula­
cyjne zawiera ją  doda tkow e moduły,  które po śr ed­
n iczą w przepływie  grupy  fos foranowej  między  ki-
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nazą  h i s ty d y n o w ą  a regulatorem odpowiedzi .  N i e ­
które KH obok dom eny przekaźnika  zawiera ją  w 
części  C-końco we j  do me nę  odbiornika  wys tępującą  
w RR i wtedy  noszą  one nazwę hybrydowych kinaz 
h i s t ydynow ych [5]. W innych systemach regulacyj­
nych obecny  je s t j e s z c z e  doda tkow y moduł  HPt (ang. 
h is t id ine -con ta in ing  p h o sp h o - t ja n s fe r  d o m a in ), k tó ­
ry może  być z loka l izowany w części  C-końcowej  h y ­
brydowej k inazy np. w kinazie  ArcB u E. coli (Ryc.
3) łub w od rębnym  białku [1].

zyniern 
n i m  i

genetycznej  (patrz podrozdzia ły  III-I .  i

Drożdże pączkujące  mają  tylko je d n ą  k inazę  h i ­
s tydynową S in i ,  j e d n o  białko (Y pd l )  zawiera jące  
domenę  Hpt i dw a  RR -  Sskl  i Skn7.  Kinaza hyb ry ­
dowa Sin i ,  pe łn iąca  w drożdżach  funkc ję  osmosen-  
sora, posiada  w części  N-końcowe j  do m enę  s enso ­
rową, a w części  w ew nąt rzkom ór ko wej  domen y 
przekaźnika i odbiorn ika  (Ryc.4A) . Akty wna  w w a ­
runkach małej osmolarnośc i  ho mod im eryc zn a  kina-

A r c B © © © A r c A

PRZEKAŹNIK ODBIORNIK HPt REGULATOR O DPOW IEDZI

Ryc. 3. Przepływ fosforanu w bakteryjnym systemie regulacyjnym ArcB ArcA (wg [ 1 Oj).

Geno m  E. coli  zawiera 62 geny kodujące różne 
e lemen ty  dw usk ładn iko wych sys temów regulacyj­
nych,  a wśród  nich 29 genów kodujących  KH,  w tym 
ty lko  pięć kinaz  typu hybrydowego.  Pojedynczy  gen 
koduje  samodzie ln e  b iałko zawierające  domenę  HPt. 
a 32 geny kodu ją  RR [8]. G e n o m y  innych bakterii  za ­
w ie ra ją  r ó ż n ą  l iczbę genów dwu sk ładni kowych  sys­
te m ó w  regulacyjnych  i np. Bacillus subtil is  ma ich 
70, S trep tococcus  p n eu m o n ia e  27,  H elicobacter  p y ­
lori  11, H aem oph ilu s  in fluenzę  9, ale np. w k o m ó r ­
kach  M yco p la sm a  gen ita l ium  i M ethanococcus  
ja n n a s c h i i  w ogóle jes t  brak kinaz h i s tydynowych 
[9,10],  W każ dym z poz nanych  układów  regulacyj ­
nych,  n ieza leżnie  od stopnia jego  komplikacj i ,  
p rzep ły wowi  fos foranu z KH na RR towarzyszą  
zmiany  w ekspresj i  genów lub inne swois te reakcje 
w ew n ą t r z k o m ó r k o w e  takie jak np. regulacja ruchu 
wici ,  czy demety lac ja  chem orecepto rów  [ U ] .  Wy­
czerpujące  omó wi en ie  ki lku najlepiej  poznanych 
bak tery jny ch  dwusk ładni kowych  sys temów regula­
cy jnych  za in te resowany Czytelnik może znaleźć w 
pracach  prz egl ądo wy ch [12,13],

Na  począ tku  lat 90- tych z identyf ikowano i sklo- 
no w a n o  gen kodujący  kinazę h i s tyd ynową  w k o m ó r ­
kach drożdży pączkujących  (Saccharom yces  cerevi- 
s ia c ), p rzeds tawic ie la  niższych eukar ion tów [14]. 
O dk ry c i e  to za inic jowało poszukiw ani a  podobnych  
sy s t em ó w  regulacyjnych  w organizmach  wyższych  
euk a r io n tó w i o tworzyło a trakcyjne  możl iwośc i  b a ­
dania  rośl innych e l ementów dw usk ładn iko wych sys­
te m ó w  regulacyjnych  w pr owadzanych  do o d p o w ie d ­
nio zm u to w an y ch  komórek  drożdży technikami  in-

za Sini aktywuje łańcuch  przepływu  grupy fos fora­
nowej z h i stydyny położonej  w przekaźniku  na resztę 
asparaginianu w do me ni e  odbiornika ,  a stąd p o n o w ­
nie na resztę h i s tydyny w białku Ypdl  [15,16],  A k ­
ceptorem fosforanu z Ypdl  mo że  być jeden  z regul a­
torów odpowiedz i  -  Ssk l  lub Skn7 (Ryc. 4B)  [17]. 
Białko Ssk 1 oddz iałuje  z N - k o ń c o w ą  d o m eną  regula­
torową kinazy se rynowo/ t reoninowej  Ssk2/22  -  
pierwszym o gn iw em  w kaskadz ie  kinaz M A R  
Wiązanie Sskl do Ssk2/22 może  zachodzić jedynie  
wówczas,  gdy reszta asparag in ianu w domenie  o d ­
biornika Sskl j e s t  n ieufosfory lowana.  Efek tem ta ­
kiego oddzia ływania  są zmiany  konformacyjne  w 
Ssk2/22, którym towarzyszy  ak tywacja  do men y  ki- 
nazowej z loka lizowanej  w części C-końcowej  poi i - 
peptydu i fosforylacja  Pbs2  (M A PK K ).  Tak więc,  au- 
tofosforylacja Sin 1 w  warunkach  „norma lne j” o s m o ­
larności i p rzep ływ fosforanu do regulatora o d p o w i e ­
dzi Sskl  p rzec iwdzia ła  wiązaniu  Ssk Ido Ssk2/22,  a 
tym samym pow od u je  ham ow ani e  kaskady k inazy 
H O G 1 [17]. Wzros t  osmolarnośc i  ś rodowiska  h a m u ­
je aktywność  k inazy  S i n i ,  co w konsekwencj i  p r o ­
wadzi do wzrostu poz iomu n ieufosfory lowan ego  re ­
gulatora odpowiedzi  Ssk l  i aktywacj i  kinazy  HO G.  
Zmiany  osmolarności  ś rodowiska  zewnąt rzkomór-  
kowego indukują od powiedn ie  reakcje adaptacyjne  
komórki ,  które m. in. po leg a j ą  na regulacji  b io sy nt e ­
zy glicerolu.  K lu c z o w y m  e nz ym em  od pow ie dz ia l ­
nym za syntezę gl icerolu w drożdżach jes t  cytozolo-  
wa dehydrogenaza  3-fosfogl icero lu kodowana  przez 
gen G P D 1 , k tórego ekspres ja  jes t  ak ty wo wa na  przez 
kinazę HOG 1 [18], Kinaza  HOG1 może  być również
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B

GLICEROLU KODUJĄCE STRES
SKŁADNIKI OKSYDACYJNA

ŚCIANY 
KOMÓRKOWEJ  

/CYKLINA G1

Ryc.4. Drożdżowy dwuskładnikowy system regulacyjny S ln T -Y p dl-S sk l . A -  schemat budowy polipeptydów Sini,  Ypdl i Sskl tworzących 
dwuskładnikowy system regulacyjny; B -przepływ fosforanu w układzie S ln b Y p d b S sk l  reguluje syntezę glicerolu. Szczegóły opisano w te­
kście (na podstawie prac [1,10,14,15,16,17,20]).

ak ty w ow ana  przez receptor  S H O l ,  który jes t  senso ­
rem dużej osmolarności  (Ryc.  4B)  [15].

Akceptorem fosforanu z Ypdl  mo że  być także r e ­
gula tor  odpowiedz i  Skn7 uczes tn iczący  w aktywacj i  
ekspresj i  genów odpowiedz ia lnyc h  za syntezę  sk ła d­
n ików ściany komórkowe j  oraz genu  cykl iny G1 
[19,20],  Regulator  odpowiedz i  Skn7 jes t  także zan- 
gażow any w regulac ję  ekspresj i  ge nów  a k t y w o w a ­
nych przez stres w szlaku n i eza leżnym od kinazy hi- 
s tydynowej  [20],

302

11-1. Domeny białkowe pośredniczące w przepływie  
fosforanu

Analiza  p or ów naw cza  sekwencji  am ino kw asow ej  
białek tworzących  dw us k ład ni kow e sys temy 
t ransdukcj i  sygnałów pozwol i ła  wyodrębnić  szereg  
konse rw a ty w nyc h  domen uczes tn iczących  w 
przepływie  fosforanu [8-10,21],  Typowa t ransbłono-  
wa k inaza  h i s tyd ynow a zawiera  w regionie N-końco-  
wym  zew n ą t r z k o m ó rk o w ą  do m enę  se ns o ro wą  o d ­
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dzie loną  od cytoplazmatyczne j  części f ragmentem 
hydrofobow ym.  W części  wewną t rzkomó rkowej ,  
be zpośrednio  po f r agmencie  t ransb lonowym,  
położony jes t  40 -  180 a m in okw aso w y „ łącznik” , w 
obrębie k tórego wiele KH zawiera motyw CC (ang. 
ę o iled  c o i l) poprzedza jący  kasetę H [10], Przeka­
źnik,  po łożony w części cy toplazmatycznej ,  zawiera 
do m enę  odpowied z ia lną  za d imeryzac ję oraz d o m e ­
nę katal i tyczną.  Fr agme nt  zaangażowany  w d imery­
zację tworzą  dwie przeci wrównoleg łe  helisy a .  które 
w h omod im erze  w b u d o w a n y m  w błonę łączą  się w 
„pę c z ek ” czterech helis a .  Domena  katal i tyczna 
przekaźnika obe jmuje  cztery konse rw atyw ne  m o ty ­
wy (N, G l ,  F i G2)  uczes tn iczące  w wiązaniu nukle- 
otydu.  Motyw piąty (kase ta  H), zawierający resztę 
hi stydyny ulegającej  autofosfory laej i .  jest położony 
zwykle  w obrębie do me ny odpowiedz ia lne j  za d i m e­
ryzację.  Dom ena  ka ta l i tyczna  KH wykazuje  pewne 
st rukturalne  podobieńs tw o do ATPaz  z rodziny GHL 
obejmujące j  gyrazę B. Hsp90 i enzym naprawczy 
M ut L  [9]. Niek tóre  KH oprócz  aktywnośc i  kinazo- 
wej pos iada ją  także ak ty wność  fosfa tazową wzg lę­
dem fosfoasparag in ianu.  Tak więc,  wiązanie  l igandu 
lub odbiór  sygnału przez  do m en ę  sensorową p o ­
szczególnych  kinaz może  ak ty wo wać  bądź hamować 
auto fosforylację reszty h is tydyny,  a także może  
zmieniać  ak tywność  fos fa tazową  wz ględem ufosfo- 
rylowanej  domeny odbiornika.

Do me na  HPt u prokar ion tów występuje  s tosunko­
wo rzadko,  zwykle  jako doda tk owy moduł  w regio­
nie C -k ońcow ym  hybrydowej  KH np. w kinazie 
ArcB (Ryc. 3). G e no m y  orga niz mów  eukar io tycz­
nych zawiera ją  zwykle  po kilka genów kodujących  
odrębne  białka z domen ą  HPt u tworzoną  przez około 
120 reszt  am in o k w aso w y ch  [1,3]. Dom ena  Hpt nie 
wykazu je  aktywnośc i  k inazowej  ani fosfatazowej ,  a 
jej funkcja polega  jedynie na przenoszeniu  grupy 
fos foranowej  z asparag in ianu położonego w d o m e ­
nie odbiornika hybrydowej  kinazy histydynowej na 
resztę asparag in ianu  w RR. Struktura domeny HPt 
jest homolog iczna  z d o m e n ą  odpo wiedz i a lną  za di­
meryzac ję  z loka l izowa ną  w przekaźniku  i podobnie  
jak  w hom od ime rze  KH tworzy  ją  „ p ęczek ” czterech 
helis [8,1 ()].

Bia łka  RR w większośc i  w y p a d k ó w  zawierają 
dwie  domeny;  N -k o ń co w ą  do m enę  regulatorową 
(odbiornik)  i s trukturalnie z różnicowaną  domenę  
e fek to rową położoną  w części  C-końcowej  polipep- 
tydu [8.9.22],  Domena  regula torowa,  u tworzona 
przez około 125 reszt a m in okw aso w yc h,  katal izuje 
t ransfer  fos foranu z h i s tydyny na resztę asparag in ia ­
nu położoną  we własnym odbiorniku .  Aktywność  au- 
to fosfory lacy jną  RR, n ieza leżną  od aktywności  KH,
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potwierdzono doświadcza ln ie  używając  mało-  
cząs teczkowych donorów fosforanu ,  takich jak  ace- 
tylofosforan,  karbamoi lofosforan  czy imidazolofos-  
foran [10]. Większość RR katal izuje również  au- 
todefosforylac ję  reszty fos foasparaginianu.  Z funk­
cją ka tal i tyczną  do me ny regulatorowej  związana  jes t  
jej rola regulacyjna  w s tosunku do dom eny efektoro-  
wej. Oddz ia ł yw an ie  obu domen odbywa się za po ­
ś rednic twem roz ległych zmian konformacyjnych  to­
warzyszących pow sta waniu  wysokoene rge tyc znego  
wiązania acy lofosfo ranowego  [22,23],  War to w tym 
miejscu zwrócić  uw^agę na fakt, iż zmiany  ak tywno-  
ści białek towarzyszące  pows tawan iu  wiązań fosfo- 
est rowych pozos ta ją  raczej w związku  z lokalnymi 
zmianami  e fektu e lekt ros ta tycznego .  Wykr ywan ie  
ufosfory lowanego RR jest  bardzo t rudne,  ponieważ  
wiązanie acy lo fosforanowe jes t  wy ją tkowo labilne i 
to n iezależn ie  od pH. Dod atkow o,  ak tywność  auto- 
fosfatazowa wielu regulatorów odpowiedz i  skraca 
okres życia ufosfory lowanych  RR, który w w iększo­
ści p rzyp ad ków t rwa  od kilku sekund do kilku minut.

Domena  e fek torową wielu baktery jnych RR za- 
wiera sekwencje  a m in ok w aso w e tworzące  struktury 
wiążące  DNA.  Spośród  32 regulatorów odpowiedz i  
kod owanych  przez genom E. coli  25 pełni funkcje 
czynników t ranskrypcyjnych.  W niektórych RR a k ­
tywacja dome ny  efek torowej  polega na znoszeniu  jej 
hamowania  przez do m en ę  regula torową,  w innych 
przypadkach fosforylacja domeny regula torowej  in­
dukuje d imeryzację,  o l igomeryzac ję  lub umożl iwia  
oddz ia ływanie  z innymi b ia łkami lub DNA.  W nie­
licznych RR dom ena  e f ek torową wykazuje  ak ty w ­
ność ka ta l i tyczną np. ak tywność  me ty loes te r azową  
lub fo s fodies te razową względem cAMP, a po je d y n ­
cze RR w ogóle  nie zawiera ją  domeny efektorowej 

[M O].

III. Roślinne homologi bakteryjnych kina/ hi- 
stydy nowych

Genom A. tha liana  zawiera  ! 6 genów kodujących  
białka posiadające wszystk ie  bądź  tylko niektóre 
motywy wys tępujące  w kinazach h is tydynowych,  a 
ponadto 5 genów  kodujących  białka zawierające  d o ­
menę IIPt i 23 geny regula torów odpowiedz i .  Na  
pods tawie  podob ieńs t wa  sekwencji  aminokwasow'ej  
rośl inne homologi  bakteryjnych  kinaz h i s ty dyn o­
wych m ożna  podzie lić  na trzy rodziny [3,4,24-28],  
Pierwszą rodz inę tworzą  białka pe łniące funkcję re­
ceptorów etylenu.  Druga  rodz ina  A H K  (ang. Arabi-  
dopsis h is tid ine  ki nas e) l iczy sześć białek,  spośród 
których trzy są receptorami  cytokinin,  a j e d n a  jes t  
osmosensorem.  Rola pozosta łych dwóch KH z tej ro-
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dżiny  wiązana  jes t  również z percepc ją sygnału cyto-  
k in inowego,  choc iaż  wyniki  do t ychczasowych b a ­
dań w yd a ją  się tylko częśc iowo potwierdzać  p o w y ­
ższ ą  sugestię.  Hom olo ga m i  KH są także białka fito- 
chromow e,  k od ow ane  w A. thaliana  przez  5 genów,  
które s tanowią  t rzec ią rodzinę  KH [29],

111-1. Rodzina receptorów etylenu

Na począ tku  90-tych lat wys e l ek c jo nowan o i 
scha rak te ryzowano kilka mutan tów e ty lenowych 
rzodkiewnika  m. in. mutanta  n iewraż l iwego na e ty ­
len e t r l  (ang. ę fhy lene  resis tan t)  [30]. Sk l onowanie  
genu E T R I  kodu jącego  typ ową k inazę  h i s ty dynow ą 
[31] zapoczą tkowało  przełom w pozn aw an iu  r ecep­
torów etylenu i p rzyczyni ło  się do szybkiego  r o z w o ­
ju  badań związanych  z p ozn aw an iem  d w u s k ła d n ik o ­
wych sys te mów regulacyjnych  u roślin. Os iągnięc ia  
na tym polu zostały w ycze rpują co  om ów ion e  w l icz­
nych pracach przeglądowyc h opub l ik owa nyc h  w 
ostatnich kilku latach [30,32-39,  40,  41].

Gen E T R I  koduje kinazę  h i s ty dy no w ą  typu h y ­
brydowego,  która w części  sensorowej ma trzy f rag­
menty  hydro fobowe  tworzące  do me nę  t rans-

b łonową. W części  w ew ną t r zk omórk owe j  ETRI  p o ­
siada wszystkie  m ot yw y  wys tępujące  w przekaźn i ­
ku, a doda tko wo  125-cio a m in ok w aso w y f ragment  
zawiera jący  mo tyw y charak te rys tyczne  dla domeny 
regulatorowej (R yc .5 A). W bibl iotece genomowej  za 
p o m oc ą  sondy cD NA komplementarne j  z E T R I  z n a ­
leziono gen ERS1  (ang. ęthy lene  response  sensor)  
kodujący  pol ipeptyd  homolo gic zny  z ET RI  p o z b a ­
wiony je dnak  domeny odbiorn ika  [42], S a k a i i 
w'sp. [43] wyse lekc jonowal i  kole jnego mutanta  e ty­
lenowego etr2  (ang. ę thylene  response2),  u którego  
zmu to w any gen koduje po l ipeptyd  pod obn y do 
E T R I .  Z kolei sondą  hybry dyza cy jn ą  zawiera jącą  
f ragment  E TR 2  z i den tyf ikowano do datkow e dw'a 
geny  EIN4  i ERS2  [44], Porównując  sekwencję  nu- 
k l eo ty do wą genów,  l iczbę i położenie  in tronów oraz 
ana lizując sekwencję  a m in o k w a s o w ą  ko do wanych  
przez nie po l ipeptydów można  w obrębie tych pięciu 
białek wyróżnić  dwde podrodz iny .  ET RI  i ERS1 
tw'orzą podrodz inę  typ owy ch kinaz h i s tydynowych,  
podczas  gdy ETR2.  EIN4 i ERS2 s tanow ią  odrębną  
podrodz inę  białek,  które w części  N-końcowej  mają  
doda tkow y czwar ty  f ragment hyd rofobowy,  a w d o ­
menie  prz ekaźnika  pos iada ją  se kw en cję  am inokwa-

A

Ryc. 5. Schemat budowy KH i polipeptydów homologicznych z KH pełniących funkcją receptorów etylenu. A polipeptydy podrodziny ETRI i 
ETR2 4. thaliana; B polipeptydy homologiczne z ETRI i ETR2 funkcjonujące jako receptory etylenu w pomidorze. Szczegóły opisano w te­
kście (na podstawie prac [3.31,38,39,42-44,46]).
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sową odbiega jącą  w mnie jszym lub w iększym s top­
niu od st ruktury p ierwszorzędowej  k lasycznych  KH 
(Ryc. 5A). Białko EIN4 ma kon se rw atyw ną  resztę 
hi stydyny w motywie  H, lecz nie posiada  p o z o ­
stałych m ot yw ów  uczestniczących w wiązaniu ATP,  
ETR2 ma tylko mo tyw G2,  a ERS2 nie zawiera ż a d ­
nego z pięciu mo ty w ów  występujących  w p rzek aźn i ­
ku [39]. W pol ipeptydach  obu podrodz in  oraz ich ho- 
mologach z innych rośl in m o żn a  je szcze  wyodrębnić  
około 200 a m i n o k w a s o w i  f ragment  nazyw any d o ­
m eną  GA F (Ryc. 5A). Akronim określający do m enę  
pochodzi  od nazwy białek (ang. c G M P  b inding  p h o -  
sphodiesterases , ądeny la te  cyclases, transcrip tion  
fa c to r  FhlA),  w których dome na  GAF została w c z e ­
śniej z identyf ikowana  [45], Funkcja  dom eny G A F  w 
przypadku receptorów etylenu  wiązana  jest  z dime- 
ryzacją  i tworzeniem w b łonie homo- ,  a być może  
również  he te rodimerycznych  form receptorów.

Dru gą  rośliną,  obok A. tha l ia n a , u której p rz y­
puszcza lnie  poznano  ju ż  wszystkie  geny receptorów' 
ety lenu  jes t  pomidor  [46], Genom pomid ora  zaw iera 
sześć genów kodujących  białka homologiczne  z 
F,TR1 lub ETR2 (Rys. 5B). Do podrodz iny  recepto­
rów' homolo gicznych  z ETR1 należą kinazy Le- 
F T R 1 , LeETR2 i Le ETR 3/N R  [47-50],  podczas  gdy 
białka LeETR4,  LeETR5 i L eE T R ó  są bardziej  p o ­
dobne  do ETR2 [46.47,51],  Sk lonow ano  także sze ­
reg genów homologicznych  z ETR1  lub ETR2  z in­
nych roślin kw ia towych m. in. ow oców  męczennicy  
jada lne j  [52], melona  [53.54],  fasoli [55], ogórka
[56], pelargonii  [57]. goźdz ika [58], tytoniu [59.60],  
róży [61], owoców' mango [62], brzoskwdni [63,64],  
szczawiu [65],

Badania  funkcji  receptorowej  kinaz FTR 1 i E R S 1, 
pro wad zo ne  począ tkow o w drożd żo wym  układz ie  
ekspresy jnym,  polega ły  na wp ro wa dz ani u  do dro ­
żdży  całych genów ETR1  i ERS1  lub różnych f rag­
me ntó w E T R I , a następnie  anal izowaniu  wiązania  
etylenu przez synte tyzowane  pol ipeptydy [66,67].  W 
ten sposób wykazano ,  że w wiązaniu  etylenu uczes t ­
niczy N -ko ńco wy  f ragment  po l ipeptydu  F.TR1 (od 
pozycji  1 do 165) obejmujący  wszys tk ie  trzy frag­
menty t ransb łonowe [66]. Antagonis ta  ety lenu
l - M C P  (1 -mety locyklopropen)  w r ów ny m  s topniu 
hamuje  wiązanie f i tohormonu przez ETRI  i ERS1 
[67], W tych,  j ak i późnie jszych badaniach w;ykazano  
dodatkowo,  że w wiązaniu etylenu uczes tn iczą resz­
ty cysteiny-65 i h i s tydyny-69 współdz ia ła jące  w' 
wiązaniu  jon u  miedzi  -  kofaktora pośredniczącego  w 
wiązaniu  f i tohormonu [68], Znaczenie  reszty cyste- 
iny-65 potwierdzono również  w' badaniach mutan ta  
n iewraż l iwego na etylen e t r l - I ,  j e dnego  z czterech 
a lle licznych mu tan tów e tr l .  u którego Cys-65  z o ­

stała zastąpiona  przez ty rozynę  [31], O kluczowej 
roli jonu miedzi  w percepcj i  sygnału e ty lenowego 
świadczą  badania  mutanta  r a n i  (ang. respon-  
s ive- to -an tagon is t  1 ) A. th a liana . którego fenotyp 
jest  pod ob ny  do fenotypu roślin t rak towanych  an ta ­
gonistą  etylenu (/ra/7,v-cyklookten) [69], Sk lo n o w a­
ny gen R A N I  koduje  białko t ranspor tujące jony  m i e ­
dzi z cy toplazmy do wnętrza  pęche rzyków post-Gol - 
giego,  gdzie według  autorów,  miedź  zostaje w b u d o ­
wana  do nowo zsynte tyzowa nego pol ipeptydu  (Ryc. 
6). W bu d o w an y  do błony aktywmy receptor  etylenu 
zostaje następnie  włączony do p lazmolemy  [70]. 
Białko ETRI  wiąże  także j o n y  srebra,  choc iaż  k o m ­
pleks ETR 1 - Ag, wiążący nadal etylen,  nie jes t  w sta­
nie przekazać  informacj i  do części  cy to plazmatycz ­
nej receptora.

Funkcja  receptorowa białek z podrodz iny  E TR 2 
nie była do tychczas  szczegółow o badana,  a l iczba 
wyn ików świadczących  pośrednio  o funkc jonowaniu  
tych białek w percepcj i  e tylenu też nie jes t  wielka.  
Na szczególną  uwagę  zas ługuje jednak  fakt. iż se­
kwencja  a m in okw aso w a  domen t r ansb łonowych 
tych białek jes t  identyczna  w 44-54%  z sekwencją  
ana logicznych f ragmentów  ETRI  i ERS1 z a ang a ­
żowanych  w wiązanie  etylenu.  Mutacje w genach 
E T R 2 , E1N4 i ERS2,  p rowadzące  do obniżonej  w r a ­
żl iwości  na etylen,  są dominujące  i podobnie  jak  w 
przypadku e t r l  i e r s l  po legają  na zamianie  w d o m e ­
nie t ransblonowej  je d n e g o  z a m in okw asó w  uczest ­
niczących bądź  to w wiązaniu  f i tohormonu,  bądź  w 
przekazywaniu  informacj i  do dome ny t ransmi te ra  
(Ryc .5 A ) [31.42-44,71,72] ,

Brak niektórych lub nawet wszys tkich k o n s e rw a ­
tywnych  m o ty w ów  w transmi te rze  białek z podr od z i ­
ny ETR2 z musza  do pos tawienia  pytania o to. czy re ­
ceptory etylenu ma ją  w ogóle ak tywność  kinaz histy- 
dyn owych,  a także czy t ransdukcj i  sygna łu to w arzy ­
szy t ransfer g rupy fos foranowej  na domenę  odbio rn i ­
ka i ewentua ln ie  dalej na ko le jne  modu ły  prze ­
noszące fosforan.  P o zy ty w ną  odpowiedź  na p i e rw ­
sze z pos tawionych  pytań uzyskano w do św ia dc ze ­
niach, w k tórych w komórkach  drożdży synte tyzo­
wano f ragment  po l ipeptydu ETRI  (od 164 do 738 
pozycj i )  obe jmujący  dom enę  przekaźnika  [73]. 
Skrócony pol ipeptyd  ETRI katal izuje reakcję auto- 
fosforylacj i  w obecności  jonów manganu,  ale tylko 
wówczas ,  gdy zawiera k o nse rw a ty w ną  h is tydynę  i 
ma n iez mi en ion ą  kase tę  G 1. W kontekśc ie wyników 
tych doświadczeń  zasadne  staje się więc pytanie o to, 
czy wiązanie  e tylenu aktywuje ,  czy też hamuje  kina- 
zę h i s tydynową.  H u a i M e y e r o w i t z  starając się 
odpowiedz ieć  na to pytanie poddali  mutanty e t r l , 
e tr2 , ein4  i e r s l  po now ny m  mutac jom w celu w y s e ­
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l ekc jonowania  mutan tów z w ył ączo ną  funkc ją  d o ­
meny  kinazowej lub do me ny odbiorn ika  [71]. O k a ­
zało się, że wyłączenie  funkcji  k inazowej  w p o je dyn­
czym białku, a nawet ca łkow ite wyel im in owan ie  j e d ­
nego z białek receptorowych nie zmienia  fenotypu 
s iewek rosnących w ś rodo wisk u  nie zawiera jącym 
etylenu.  Podobne  wyniki  uzys kan o  również  w b a d a ­
niach prowadzonych  na mutan c ie  etr 1-7, u którego  
synte tyzowany jest  tylko f r agment  po l ipeptydu 
ETR1 zbu dowany  z p ie rwszych  73 a m in ok w asó w  
[74,75].  Wp row adzenie  mutacj i  el iminującej  a k ty w ­
ność  pojedyncze j  kinazy h is tydynowej  prowadzi  do 
nadwrażl iwośc i  na etylen w w arun kach ,  gdy rośl iny 
rosną  w obecności  egzoge nnego  etylenu.  Krańcowo  
od mie nne  wyniki  o b se rw ow ano  w sytuacji ,  gdy A. 
thaliana  t ransfo rmo wano  t rzema (e t r l , etr2, ein4)  
lub czterema ( e t r l , etr2, ein4, ers2)  podw ójn ie  z m u ­
towanymi  genami  [71]. Z m ia ny  fenotypowe obs er ­
w ow a n e  u takich osobn ików  wyraźn ie  świadczą  o 
konstytutywnej odpowiedzi  na etylen w ś rodowisku  
nie zawiera jącym etylenu.  Wynik i  powyższych  d o ­
świadczeń prowadzą  do wniosku ,  że do m ena  KH jest  
ak tywna wówczas ,  gdy w ogóle  jes t  brak etylenu,  lub 
wówczas ,  gdy w wyniku  mutac ji  domena  sensorowa 
nie może  wiązać f i tohormonu.  Do podobnej  ko nk lu ­
zji można  również dojść ana lizu jąc wyniki  d o św ia d ­
czeń przeprowadzonych  na po mi dorach  [76], O g r a ­
niczenie technikami  antysensu  ekspresj i  genu  Le-  
E TR 4  prowadzi  do zmian,  które m ożna  in terpre to­
wać ja k o  efekt  nadwrażl iwośc i  t r ansgenicznego  p o ­
midora  na etylen [77], po dczas  gdy nadekspres ja  
genu L eE T R 3/N R  obniża wraż l iwość  rośl iny na fito- 
hormon  [78], Na pods tawie  tych obserwacj i  można  
wyciągnąć  wniosek,  iż zmi ana  l iczby receptorów w 
rośl inie zmienia jej wraż l iwoś ć  na etylen. W y łą c z e ­
nie w wyniku  podwó jnych  mutac ji  trzech lub cz te ­
rech receptorów sprawia,  że znacznie  mniej  e n d o ­
ge nnego etylenu jes t  po t rzebne  do inaktywacj i  p ozo­
stałych n i ezmuto wa nyc h  receptorów.  Ponadto w y n i ­
ki p rezentow anych  doświadczeń  w sk azuj ą  na w y r a ­
źną funkc jona lną  redundancję  receptorów etylenu,  
które jak  się wydaje,  nie różnią  się po w in o w a c tw e m  
do f i tohormonu.  Różnice  m iędzy  poszczególnymi  
receptorami  do tyczą  w zasadz ie  mie jsca i czasu e k s ­
presji ich genów,  która w p rz ypa dku E RS1, ERS2  i 
E TR 2  j es t  regulowana  przez e tylen,  podczas  gdy eks­
presja pozos ta łych genów ( E T R l , EIN4)  nie podlega 
takiej  regulacji  [43,44,45],

I I I - I . 1. S z la k  tr a n sd u k c j i  sy g n a łu  e ty le n o w e g o

Poszukiwania  mu tan tów e ty le now ych o z m ie n io ­
nej odpowiedz i  na f i tohormon doprowadzi ły  m. in.

do z identyf ikowania  mutan ta  e tr l  (ang. constitu tive  
Lripie response),  którego fenotyp w warunkach  braku  
etylenu pr zypom ina  rośl iny linii dzikiej  rosnące  w 
obecnośc i  etylenu [79], Kons ty tu ty wna  „potrójna  
od p o w ie d ź” na etylen mutan ta  Ctrl w  sytuacji ,  gdy 
rośl iny nie są t rak towane  e ty lenem sugeruje,  że pr o ­
dukt  tego genu funkcjonuje  ja k o  nega tywny regu la­
tor szlaku sygnałowego.  Potwierdza ją  to również  
zmiany fenotypowe obse rw ow ane  u osobników,  u 
których w wyniku  odpowiednie j  mutacj i  doszło do 
ca łkowi tego wye l im inow an ia  białka CTR1 [79], 
Sk lonow any  gen C T R I  koduje  pol ipeptyd  zaw ie ­
rający 1 1 charak te rys tycznych  subdomen w y s t ę ­
pujących w serynow o/ t reon ino wy ch kinazach 
b ia łkowych.  Sekwencja  am in ok w asow a  subdomen 
VÍB i VIII,  a ponadto obecność  charak te rys tycznych  
reg ionów bogatych  w serynę w części N-końcow ej  i 
krótkich sekwencj i  -GGX- okreś lanych  jak o  p o w tó ­
rzenia PEN wska zu ją  na przyna leżność  CT RI  do ro­
dziny kinaz  b ia łkowych Raf. Analiza  zmian  fenoty- 
powych będących  e fektem krzyżowań różnych  m u ­
tantów e ty lenowych dowodzi ,  że epis taza między  
mutac jami e t r l  a e tr l  i ein4  j es t  komple tna ,  co su ge ­
ruje, że k inaza  CT RI  położona  jes t  w łańcuchu  sy ­
gna łow ym  poniżej  receptorów e tylenu (Ryc.  6) [80], 
Sugest ia po wyższa  okazała  się trafna,  bow iem p o ­
twierdzono doświadczaln ie ,  że CTR 1 wiąże  się s w o ­
im N - k ońc ow ym  reg ionem regula torow ym z d o m e n ą  
k ina zową  i do m en ą  odbiorn ika ETR1 i ERS1 [81] i 
nieco słabiej z ETR2 [74], Wynik i  powyższych  b a ­
dań nasuwa ją  przypuszczenie ,  że receptory etylenu,  
podobnie jak kinaza  Sini  u drożdży  (Ryc.  4B),  re gu ­
lują kaskadę  kinaz MAP.  Dzisiaj  ju ż  wiemy,  że ge ­
nom A. thaliana  zawiera 20 ge nów kodujących  k ina­
zy M A P  (M APK ),  10 genów kinazy kinaz MA P 
(M A P K K )  i l iczne geny kodujące  kinazy kinaz ak ty­
wujących  kinazy M A P  (M.APKKK) [82], Obecność  
tak dużej l iczby e l eme ntó w tworzących  kaskady ki­
naz M A P  funkcjonujących w różnych  szlakach sy­
gna łowych n iezwykle  u trudnia  uzyskanie  j e d n o ­
znacznych  w yn ik ów  potwierdza jących  udział  kinazy 
M AP  w transdukcj i  sygna łu e ty lenowego [83,84],  
Pomijając  szereg wątpl iwośc i  związanych  z tym za­
gadnieniem,  można  obecnie  wysunąć  przypuszcze ­
nie, że wiązanie  etylenu przez  do m en ę  se nso rową  re­
ceptora hamuje  ak tywność  kinazy his tydynowej ,  
wpływając  w ten sposób hamująco  na ak tywność  ki­
nazy CTR,  co w k ońcow ym  efekcie prowadzi  do po ­
jawien ia  się okreś lonych  odpowiedz i  na etylen. Z 
drugiej  j e dnak  strony,  porównanie  fenotypu osobni ­
ków zawiera jących  cztery podwójn ie  zm u to wane  re­
ceptory etylenu [71 ] z fenotypem mutanta  poz b a w io ­
nego  genu C T R I  [79] sugeruje,  że p ro pon ow any
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szlak nie jes t  j e d y n y m  moż l iw ym  szlak iem t ra ns duk­
cji sygna łu e ty lenowego (patrz podrozdz ia ł  IV-3.).

Z a g a d k o w y m  ogn iwem łańcucha  transdukcj i  sy ­
gnału e ty lenowego jest białko kodowane  przez gen 
EIN 2  sk l onowany u mutan ta  A. thaliana  ca łkowic ie  
n iewraż l iwego  na etylen (ein2  - ang. e thylene  insen-  
sit ive)  [80,85,86].  Gen EIN2  koduje białko u tw or zo ­
ne przez 1294 reszty a m inokw aso w e  (141 kDa).  k t ó­
re w części  N-końcowej  (461 am in okwasó w)  posiada  
12 f ragmen tów t ransb łonowych,  na tomiast  w części 
C- koń cowe j ,  obe jmującej  833 aminokwasy,  ma d o ­
m enę  CC  (ang. coiled-co il)  po łożo ną  bezpośrednio  
po 12-tej helisie t ransbłonowej  (Ryc 6). Fragment  
C -k o ń co w y  pol ipeptydu  FIN2 (od 454  do 1294 a m i ­
nok wasu )  gra is totną rolę w transdukcj i  sygnału,  b o ­
wiem nadekspres ja  kodującego  go f ragmentu genu  
EIN 2  w mutanc ie  e in2-5  p rowadzi  do wystąpienia  
n iek tórych  zmian feno typowych przypomina jących

konstytutywnie odpowiedzi  na etylen oraz indukuje 
t ranskrypcję  ge nów  regulowanych  przez ten f i tohor- 
mon [86]. Mimo że białko F1N2 jes t  w części N - k o ­
ńcowej podobne  (21%  identyczności )  do t ranspor te ­
rów' jo n ó w  dw uw ar tośc io w ych (białka z rodziny 
Nramp) ,  to wyniki  badań prowadzonych  na ooeytach 
K e n o p u s , d rożdżach i kom órkach  owadzich  d o ­
wodzą ,  że EIN2 nie t ranspor tuje j o n ó w  metal i  [86]. 
W kontekśc ie w y n ików  tych badań  niektórzy autorzy 
przypuszczają ,  że do m en a  t ransb łonowa EIN2 pełni 
funkcję sensora  dw uw ar to śc io w ego kationu,  który 
inter feruje z n ieznanym wt órnym  przekaźnik iem 
szlaku t ransdukcj i  sygnału e ty lenowego.

Anal iza  epis tazy między mutan tem Ctrl i p o z o ­
stałymi mutan tami  (e in 3 , ein5, einó)  w różnym s top­
niu n ie wraż l iwymi  na etylen lokuje produkty  tych 
g enów  w łańcuchu syg na ło wy m  poniżej  C T R 1 , ch o ­
ciaż w niek tórych  przypadkach  n iekoniecznie  pon i ­

Ryc. 6. Białkowe elementy łańcucha transdukcji sygnału etylenowego. Szczegóły opisano w tekście (na podstawie prac [33,35,36,39,69,79, 
81,86,87]).
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żej p roponowanej  kaskady  kinazy  M AP  [79,80],  
Sk lonowany  gen FJN3 na leży do rodziny okreś lanej  
akroni mem E1L (ang. E lN -like)  obe jmujące j  u A. tha-  
liana  6 genów [32], Białko EIN3 z b u do w ane  z 628 
reszt am in ok w asow ych  (69 kDa) okaza ło  się c zynn i ­
kiem t ranskrypcyjnym [87,88].  Geny E1LI i EIL2  
k om pl em en tu ją  mutac ję  ein3,  a nadekspres ja  E1N3 i 
EIL1  u osobnik ów linii dzikiej ,  a t akże u mutan ta  
ein2,  p rowadzi  do wys tąp ien ia  kon s ty tu tyw nyc h  o d ­
powiedzi  na etylen. Efomodimery E I L 1, podobnie  jak  
EIN3,  wiążą  się do sekwencji  p rom ot o ro wej  genu 
ERF1  i ak tywują  je g o  t ranskrypc ję  w odp owiedz i  na 
etylen (Ryc.  6) [88], Gen ERF1  (ang. Ethy lene  
R esponsive  Factor)  na leży do licznej rodziny genów 
kodujących  czynniki  t ra nskrypcyjne  na zyw ane  
białkami  wiążącymi  się do e le men tów  odpowiedz i  
e tylenowych EREBP (ang. Ę th y len e  R esponse  E le ­
m en t B ind ing  Prote in)  [89-92],  Białka ERF  wiązane  
są przez  kase tę  - G C C - ,  m ot yw  w ys t ępują cy  w p r o ­
motorach  genów  indu kowanych  przez etylen,  w tym 
również genów,  których produkty  funkc jo nuj ą  w re ­
akc jach obronnych  przec iw pa tog enom  [93,94],  a t a ­
kże licznej g rupie genów,  które nie są regu low ane  
przez etylen [32,95],

I I i - 2 .  Kinazy histydynowe z  rodziny A H K

III-2 .1 .  R o d z in a  r ec e p to r ó w  cy to k in in

Naturalne  cy tokin iny  s tanow ią  z r ó żn ico w an ą  gr u ­
pę zw iąz ków obejmu jącą  izoprenoidowe ( tra n s-zea- 
tyna,  d ihydrozea tyna)  oraz a romatyczne  (benzylo-  
adenina) pochodne  adeniny.  Cytokin iny  gra ją  k lu ­
c z o w ą  rolę w regulacji  wzrostu i rozwoju  rośl in,  k o n ­
trolując podz ia ły  komórek ,  tworzenie  m erys te mu  
w ie rzchołk ow ego pędu,  różnicowanie  liści i korzeni ,  
rozwój  chloroplastów,  odporność  na stres i starzenie 
[96.97],  W drugiej  po łowie  90- tych lat zaznaczył  się 
wyraźny  prze łom w po znaw an iu  za rów no  recepto ­
rów cytokinin.  j a k  też białek tworzących  cy tokin ino-  
we  szlaki sygnalne.  Po d su m o w an iu  tych badań  p o ­
święcono w ostatnich latach szereg prac p r z e g lą d o ­
wych [98-103],

W 1996 roku K a k i m o t o w yse le kc jo no w a ł  m u ­
tanta cy tokin inowego c k i l  (ang. cytokin in  in d e p e n ­
dent) A. thaliana  o zmienionej  odp owiedz i  na 
tra/75-zeatynę [104], Sk lon ow any gen C K I l  koduje 
kinazę  h i s t ydynow ą typu hyb ry dow eg o ,  która w c z ę ­
ści zewnąt rzkomórkow ej  pos iada s to su nk ow o  d ług ą  
pęt lę  (około 300 reszt a m in o k w a s o w y c h )  ogr an i ­
czoną  dw om a  f ragmentami  t ra ns b ło no wymi  (Ryc. 
7A) [104],  Nie  powiodły  się. j ak na razie, próby e k s ­
presji całego genu C K H  w E. c o l i , choc iaż  o t r z y m a ­

no skrócony pol ipeptyd odpow iada jący  do me ni e  re ­
gula torowej.  R ekom bin ow any f r agment  CK11 
tworzący do m enę  odbiornika  w y kazuj e  ak ty wn ość  
fo s fa tazową względem fosfohis tydyny położonej  w 
motyw ie  H [105]. W protoplas tach z komórek  mezo-  
filu A. thaliana  t r ansform ow anych  genem  C K l l  
s twierdzono zwięks zo ną  ekspresję,  równ ież  w n ie ­
obecnośc i  cytokininy,  A R R 6  -  genu  swoiśc ie a k t y ­
w ow anego  przez cy tokin inę  [106],  A kty wa cja  p r o ­
motora  genu ARR6,  kodującego  je d e n  z reg ul a to ró w 
odpowiedz i  A. th a liana , była zd ecy d o w an ie  n iższa  
wówczas ,  gdy protoplasty t r ans for m ow ano  o d p o ­
wiednio z m ut ow an ym  genem C K l  1, tak że re k o m b i ­
nowany pol ipeptyd  w' miejscu konser watyw ne j  r esz ­
ty h is tydyny lub asparag in ianu miał  w s ta w io ne  inne 
aminokwasy .  Wyniki  tych do św iad czeń  sugerują ,  że 
indukcja  ekspresj i  4 /? /?6 jes t  uza leżn io na  od reakcji  
autofosforylacj i  C K l l  oraz t ransferu  gr upy  fo s for a­
nowej  na resztę asparag in ianu w do m en ie  re gul a to ­
rowej.  Receptorową rolę C K l l  podda ją  je dn ak  w 
wątp l iwość  wyniki  doświadczeń ,  w k tórych  w y k a z a ­
no, że błony  izolowane  z k om ór ek  drożdży  
dzie lących się (Sh izosaccharom yces  p o m b e )  t r ans ­
fo rmowa nych  genem C K ll  nie w ią ż ą  izopenteny-  
lo-adeniny (IP) [107],

W ostatnich latach wy se le k c jo n o w an o  innego m u ­
tanta cy tokin inowego c re l  (ang.  cy tok in in  response  
1)A . thaliana  wy kazującego  szereg  zmi en io ny ch  o d ­
powiedzi  na ki lka na tura lnych i syn te tyc zny ch  c y to ­
kinin [108], Sk lo nowany  gen CR E l  okazał  się p o ­
znanym wcześniej  genem WOL  z i de n ty f i ko w any m  u 
mutan ta  (ang. woden [eg) A. tha liana  o zmienione j  
organizacji  tkanki naczyniowej  w ko rzeniu  i dolnej  
części hypokotyla,  z a h a m o w a n y m  wzrośc ie  k or ze ­
nia i z redukowanej  liczbie ko m óre k  [109,110],  
U e g u c h i i wsp.  [111] sk lonowal i  u A. thaliana  
trzy inne geny  A H K 2, A H K 3  i A H K 4  kodujące  k inazy 
h is tydynowe,  spośród k tórych gen A H K 4  okaza ł  się 
identyczny  z C R E I/W O L .  Bia łko k o d o w a n e  przez  
gen CRE1 /W O L /A H K 4  ma  w części  sensorowej  pętlę 
u tworzoną  przez 277 reszt am in o k w a s o w y c h  og ra n i ­
czoną  dw om a  f ragmentami  hyd ro fo b o w y m i  (Ryc. 
7 A). W części cy toplazmatyczne j ,  obok dom eny  
przekaźnika i typowej  dom eny odb iorn ika ,  w y s tę p u ­
je dod a tkow a dome na  pod obna  do odbiorn ika  RE 
(ang. receiver-[ike),  która w mie jscu  k o n s e r w a t y w ­
nego  asparaginianu zawiera  resztę  k w a s u  g lu ta m in o ­
wego.  Pozos ta łe dwa geny A H K 2  i A H K 3  kodu ją  p o ­
l ipeptydy podobne  w' części  C -k ońc ow ej  do 
C R E 1 / W O L / A H K 4 ,  ale w części  N-k oń cow e j  z a w ie ­
rają trzy f ragmenty  hydr ofo bow e (Ryc.  7A)  [111]. 
Wszys tkie  t rzy kinazy h is tydynowe (A H K 2 ,  A H K 3 i 
C R E 1 / W O L / A H K 4 )  w dom enie  zew nąt rz ko m órk o-
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SYNTEZA
GLICEROLU

WZROST
KOMÓRKI

PRZED
PODZIAŁEM

EKSPRESJA
cps : lacZ

K I N A Z A  
H I S T Y D Y N O W Ą

O D B I O R N I K  

B I A Ł K O  
Z  D O M E N Ą  H P t  

R E G U L A T O R  
O D P O W I E D Z I  

M A P K K K  

M A P K K  

M A P K

Rvc. 7. Kinazy histydynowe A. thaliana pełniące funkcję receptorów cytokinin. A schemat budowy kinaz histydynowych typu hybrydowego z ro­
dziny receptorów cytokinin; B schemat drożdżowych i bakteryjnych szlaków sygnałowych aktywowanych przez kinazę histydynową 
CRE1/WOL/AHK4 z A. thaliana w obecności cytokininy. Szczegóły opisano w tekście (na podstawie prac [100,104.108,113,114], zmodyfi­
kowano).

wej po łożonej  między  d w o m a  f ragmentami  
t ra nsb ło nowy m i  m a ją  kon se rw a ty w n ą  sekwencję  
okreś laną  ja k o  dom ena  C H A S E  (ang. Qycla-  
ses!H is t id ine  k inases  A sso c ia ted  Sensory  Extracellu-

lar  dom ain )  [112],  W tym mie jscu  war to zwróc ić  
u w a g ę  na fakt,  iż mutac ja  wol  polega na zamianie  
konse rw a ty wne j  reszty t reoniny-278  położonej  w 
obrębie  d o m e n y  C H A S E  na  izoleucynę  [110].

POSTĘPY BIOCHEM II 49(4), 2003 309http://rcin.org.pl



Uzyskane  w ostatnich latach wynik i  w s k a z u ją je d -  
noznacznie.  iż kinaza C R E 1 / W O L / A H K 4  jest  r ecep­
torem cytokinin.  1 n o u e i wsp.  [108] wprowadzi l i  
gen C R E 1 /W O L /A H K 4  do zm uto w any ch  komór ek  
drożdży s ln lA  poz bawi onych  o sm os enso ra  S in i .  
Mutant  s ln lA  j es t  letalny w w arunk ach  „n o rm a ln e j” 
osmolarnośc i ,  poni eważ  regulator  odpowiedz i  S s k l ,  
pozos tający  w formie  n ieufosfory lowanej ,  ak tywuje  
kaskadę  k inazy HOG1 prowadząc  w ten sposób  do 
nadmiernej  syn tezy gl icerolu (Ryc. 4B).  Komórki  z 
m utac ją  s ln lA  m o g ą  je dnak  pr zeżywać  wówczas ,  
gdy m ają  w prow adzon y  gen P TP 2  (pod p ro mo to rem 
G A L I)  kodujący  fosfa tazę  hydro l izu jącą  resztę fos- 
fo tyrozyny w kinazie HOG.  Z m ie n io ne  w ten sposób 
komórki  d rożdży  nadal nie pr zeżyw a ją  na p o ży w ce  z 
glukozą ,  ale m o g ą  żyć w ś rodo wisk u  zawiera jącym 
galaktozę,  która ak tywuje  ekspres ję  genu PTP2.  
Sama  ekspres ja genu  C R E I /W O L /A H K 4  w z m u t o w a ­
nych drożdżach  s ln lA  nie w pły wa  na przeżywalno ść  
kom óre k  rosnących na pożyw ce  z g lukozą ,  ale chroni  
j e  przed śmierc ią  w obecnośc i  trans-zQ2dyx\y  oraz k i l ­
ku innych ak tywnych  cytokinin (Ryc.  7B)  
[ 108.111.113],  Letalności  zm uto w anych  drożdży  nie 
przec iwdziała  ekspresja z m u to w a n e g o  genu  
C R E I /W O L /A H K 4  kodującego  pol ipeptyd  z resz tą  
g lu taminy  w miejscu kons erwa tyw ne j  h i s tydyny lub 
resz tą  asparaginy zamias t  kwasu  aspa ra g i now ego  w 
domenie  odbiornika.  Ekspres ja  genu  C R E 1 /W O L /  
A H K 4  nie przec iwdziała  również  letalności  d rożdży  
z m u tac ją  y p d l A  pozba wion ych  białka pr z e ­
noszącego  grupę  fos fo ranow ą z KH na RR [ 1 08,1 11], 
Wyniki  p r zeds tawionych  tu doś wiadczeń  dowodzą ,  
że wiązaniu  cy tokin iny  przez  C R E 1 / W O E / A H K 4  t o ­
warzyszy  ak tywacja  k inazy h is tydynowej ,  a nie jej  
hamowan ie ,  tak jak  w przypadku recep tor ów e ty l e ­
nu.

Do takiego samego wniosku  p ro w a d z ą  również  
wyniki  doświadczeń  wyk onany ch  na drożdżach  S. 
p o m b c  oraz E. coli [114], Komórki  S. p o m b e  p os ia ­
da ją  trzy kinazy h is tyd yno we  Phk 1/Phk2/Phk3,  
b iałko Spyl  zawiera jące  do m enę  HPt  i regula tor  o d ­
powiedz i  Mcs4  (Ryc. 7B). Układ regulacyjny ak ty ­
w ow any  przez k inazy h i s t ydy now e kontroluje p r z e ­
j śc ie  z fazy G2 do M, z tego też pow o d u  komórki  
z m ut ow anych  drożdży  P h k l /P h k 2 /P h k 3 A ,  
w chodzące  zbyt  wcześn ie  w fazę M,  są znacząco  
mnie j sze  i bardziej  owalne.  Ekspres ja  genu  C R E I  
W O L/A H K 4  w ko mórkach  z m u ta c ją  P h k l /P h k 2 /P h -  
k3A  znosi defekt  wyn ika jący  z mutacj i ,  ale tylko w 
obecnośc i  cytokininy  i tylko wów czas ,  gdy  są a k t y w ­
ne również  b ia łka Spyl  i Mcs4  [114], Jeszcze  w in­
nych badaniach po de jm ow ano  próby zas tąp ien ia  
przez  C R E 1 / W O L / A H K 4  n ieak tywnej  KPI funkc j o­

nującej  w baktery jnym systemie regulacyjnym 
[RcsC (KH) —> YojN (HPt)  - a  RcsB (RR)].  System 
ten w komór kach  E. coli  ak tywuje  operon cps  (ang. 
capsu lar  po lysa cch a r id e  syn thesis)  kontrolujący 
syntezę  ze w n ą t r zk om ór ko w ego polisacharydu  (Ryc.  
7B). Synteza pol ipeptydu C R E 1 / W O L / A H K 4  w' b a k ­
teriach z mut ac ją  RcsCA  ak tywuje  szlak sygnałowy 
prowadzący  do operonu  cps  tylko w obecności  t-ze- 
atyny i benzyloa deniny  [107,1 14], Defekt  związany  
z mutac ją nie jes t  j ed nak  znoszony wówczas ,  gdy gen 
C R E I/W O L /A H K 4  został  skrócony w ten sposób,  że 
synte tyzowany w bakter iach pol ipeptyd  nie zawiera 
domeny odbiornika .

Recep to ro wą  rolę kinazy C R E 1 / W O L / A H K 4  p o ­
twierdza  również  fakt, iż bia łko uzyskane  w droż- 
dżow ym  układzie  ekspresy jnym wiąże na tura lne i 
syn te tyczne  cytokininy  po chod ne  aminop ury ny  i di- 
fenylomocznika  [107]. Komórki  d rożdży i E. coli  
t r ansfo rm ow ane  genem CRE 1/W O L/A H K 4  z m u ta ­
c ją w ol  syn te tyzują  pol ipeptyd,  który nie wiąże  cy to ­
kininy, a w bakter iach nie komplem en tu j e  mutacj i  
RcsCA  [107],  Reszta konserwatywnej  treoniny w d o ­
menie  C H A S E  uczes tn icząca  w wiązaniu  f i tohormo-  
nu jes t  obecna  również  w pozos tałych dwóch k ina ­
zach A HK2 i A HK3 [107],  Przypuszczenia  w y n i ­
kające m. in. z tego faktu zweryf ikowal i  H w a n g i 
S h e e n  [106] bada jąc w pływ  cytokin in  na ekspres ję  
genu  A R R 6  w  protoplas tach mezof i lu  t r a n sf o rm o w a ­
nych genami  C R E  1/W O L/A H K 4, A H K 2  lub A H K 3.  
Okaza ło  się, że t ranskrypcja  A R R 6  j es t  z d e c y d o w a ­
nie na j in tensywniejsza  w komór kach  t r ansf or m ow a­
nych genem C R E I/W O L /A H K 4 .  aczkolwiek w y r a ­
źną ak tywację  ekspresj i  A R R 6  ob se rw ow ano  r ó w ­
nież w przypadku komórek  t rans fo rmo wanych  g e n a ­
mi A IIK 2  lub A H K 3  [106],  Y a m a d a i w^sp. [107] 
wykaza li ,  że gen A H K 3  w pr o w ad zo n y  do komór ek  E. 
coli  z mu tac ją  RcsCA  znosi  najlepiej defekt  w y n i ­
ka jący z mutacji  w obecności  t id iazuronu .  cy tokin i ­
ny synte tyczne j pochodnej  mocznika ,  a w drugiej  k o ­
lejności w obecności  t -zeatyny i benzyloadeniny.  
Wyniki  tych dośw iadczeń  w sk azuj ą  więc na to. że 
wszys tk ie trzy kinazy AHK są receptorami  cytokinin 
i sugerują,  że różnice między  nimi do ty czą  sw ois to ­
ści i po wino wac tw a w s tosunku do poszczególnych  
związków  oraz miejsca ich ekspresj i  [111].

W osta tn im czasie w barw inku (C atharan thus ro- 
seus)  sk lono wano  gen C rC K R I  kodujący  hyb ry dową 
kinazę h is tydynową,  której sekwencja  aminokwaso -  
w\a jes t  w 50-60%  identyczna  z C R E 1 / W O L / A H K 4  

[115].
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Ryc. 8. Schemat budowy polipeptydu AtHKl funkcjonującego w A. thaliana jako osmosensor (wg [116]).

III-2.2.  A t H K l  -  r o ś l in n y m  o sm o s e n so r e m

Gen A tH K l  z iden tyf ikowano i sk lonow ano z b i ­
bl ioteki  cDNA.4 .  thaliana  uzyskane j  na bazie m R N A  
z rośl in podda nyc h  stresowi odwodnien ia  [116]. K o ­
dowany poi ipeptyd,  u tworzony z 1207 reszt  amino-  
kw asow ych (135 kDa),  zawiera wszys tk ie  do men y  
charak te rys tyczne  dla hy brydow ych k inaz  histydy-  
nowych (Ryc.  8). W regionie  N - k ońcow ym  A tH K l  
posiada  pęt lę po łoż oną  między  dw oma f ragmentami  
hydrofo bow ym i ,  której sekwencja  am in o k w aso w a  
jes t  homo log iczna  z z e w n ą t r z k o m ó rk o w ą  d o m e n ą  
dro żdż ow ego  osmose nso ra  S i n i .  Gen A tH K l  w p r o ­
wadzono do wraż l iwych  na tempera turę  z m u t o w a ­
nych drożdży  s ln l - t s A , które w tempera turze  37°C są 
letalne,  gdyż  kinaza HOG w tych warunkach  p o z o ­
staje w' stanie ciągłej aktywacji .  Ekspresja  genu 
A tH K l  znosi  mu tac ję  s ln l - t sA ,  ale tylko wówczas ,  
gdy synte tyzowany  poiipeptyd pos iada w p rzeka źni ­
ku k o nse rw a ty w ną  h istydynę ,  a w domenie  odb io rn i ­
ka resztę kwasu  aspa rag inowego i zawiera cały f rag­
ment  zew n ą t r z k o m ó rk o w y  położony w części  N - k o ­
ńcowej [116], Akt yw na  A tH K l  znosi też mutac ję  
s in i  A, a w drożdżach  z p o dw ój ną  mu tac ją  s ln l -  
A s h o lA  um ożl iwia  przeżywałność  zmu to wanych  k o ­
mórek w warunkach  wysokiej  osmolarnośc i .  W  A. 
thaliana  k inaza A tH K l  ak tywuje  łańcuch sy­

C p h l  N

gnałowy,  w którym pie rwszym ogn iwem wydaje  się 
być białko A H P 2 / A t H P l  zawiera jące  do m en ę  HPt 
[117]. Białko A H P 2 / A t H P l  oddziałuje z k inazą  
A tH K l  tylko wówczas ,  gdy os mosensor  w domenie  
odbiorn ika  zawiera  resztę kwasu  asparag inowego.  
Ekspres ja  genu  A t H K l , wyraźna  jed yn ie  w korzeniu 
A. tha liana ,  j es t  ak ty wowa na  przez duże zasolen ie  i 
n iską  tempera turę,  a także przez szereg innych c zyn ­
ników s tresowych.

III-3. Fitochromy -  kinazami białkowymi regulowa­
nymi przez światło

Fi tochromy są roś l innymi  fo toreceptorami  abso r ­
bującymi  świat ło  czerwone  (660 nm) i dalekiej  czer- 
wierni  (730 nm) zaangażow anym i  w regulac ję  proce ­
sów morfogenezy.  Białka f i tochromowe A. thaliana  
ko dow ane  przez pięć genów (PHYA - P H Y E ) za w ie ­
ra ją  w' części  N-końcowej  (74 kDa)  do me nę  s t ruktu­
ralną wiążącą  chromofor,  a w części  C-końcowej  (55 
kDa)  s u bd om enę  PRD (ang. P A S  Repeat D om ain)  i 
su b d o m en ę  H K R D  (ang. H istid ine  K inase-R ela ted  
D om ain)  (Ryc. 9) [29], Sub dom ena  PR D gra ważną  
rolę w oddzia ływaniach  f i tochromu z innymi 
b iałkami  szlaku sygna łowego m.in.  z białkami  PIF3 i 
N D P K 2  [118,119],  Funkcja  su bd om eny H K R D  nie

C

C H R O M O F O R  pj
i H K L D

BAKTERYJNE KU 
FIT. A 7. OWSA 

INNE FIT.

H -% 7 G-1132 C.-1I53 I.-1156

S c , ._p  C H R O M O F O R
i P R D  H K L D

Rvc. 9. Schemat budowy fotoreceptora Cph 1 z Synechocystis sp i fitochromu roślin wyższych. Na rycinie pokazano położenie subdomen HKRD oraz 
podobieństwo sekwencji aminokwasowej motywów H, N, G l ,  F, G2 fitochromu A ow;sa i innych fitochromów z bakteryjnymi KH (wg  
[29.119,122,125], zmodyfikowano).
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jest  j a sna  i budzi  ciągle wiele wątpl iwości .  W i a d o ­
mo,  że sekwencja  a m in ok w asow a  tej sub do m eny  jes t  
w 13-17% identyczna z d o m e n ą  t ransmi te ra b a k te ­
ryjnych kinaz h i s tydynowyeh (Ryc.  9) [29,120],  Po ­
nadto struktura p i e rws zo rzędowa f i tochromu roślin 
wyższych  jes t  podobna  do s t ruktury fo toreceptorów 
C p h l  i RcaE poznanych  u cyjanobakter i i  (S y n e c h o - 
cystis  s p , Frem yella  d ip lo s ip h o n ) [121], Eotorecep-  
tor Cp h l  posiada  w części  C-końcowej  ty po w ą  d o ­
m enę  t ransmite ra ,  której ak t ywność  jes t  regul ow ana  
przez  świat ło (Ryc. 9) [122], Świa tło dalekiej  c ze r ­
wieni  ak tywuje autofosfory łac ję  reszty h is tydyny w 
Cp h l  i t ransfer g rupy fosforanowej  na resztę kwasu  
asparag inow ego w regulatorze  odpowiedz i  R c p l ,  
podczas  gdy świat ło czerwone  znosi ten efekt.  S t ruk­
tura p ie rwszorzędowa  regionu C - k oń cow eg o  białek 
f i toch romow ych z roślin wyższych  sugeru je ,  że d o ­
mena  przekaźnika  w C ph l  uległa w rozwoju  e w o l u ­
cy jnym duplikacj i ,  dając sub dom eny PRD i HK RD .  
Y e h  i L a g a r i a s [123] wykazal i ,  że f i tochrom A 
owsa  i z ie lonego  g lonu jes t  rzeczywiśc ie  k inazą  
b ia łkową,  która jed nak  fosforyluje reszty seryny i 
t reoniny w regulatorze  odpowiedzi  Rcpl  z Synecho-  
cystis  sp  i w białku PKS1 (ang. P hytochrom e  K inase  
Subs tra teJ )  A. thaliana  [124],  Rośl iny t r ans for m o­
wane  z m ut ow anym  genem phyA  kodują cym pol ipep-  
tyd pozbaw ion y konse rw atyw nych  am in o k w a só w  w 
m otyw ach  H.G1,G2 reagują  na świat ło podobnie  jak 
rośl iny zawiera jące  ak tywny f i tochrom A [125].  O b ­
serwacji  tych nie po twierdza ją  j edna k  wyniki  d o ­

świadczeń .  w których rośl iny t ransfo rmo wano  gena ­
mi PHYA  lub P H YB  skróconymi  o całą subdomenę  
HK R D  [126,127].  W sytuacji  gdy brakuje j e d n o ­
znacznych  wyników dotyczących  funkcji  s u b d o m e ­
ny HK RD ,  powszechnie  zaczyna  się przy jmow ać  
pogląd  mówiący ,  iż f i tochrom roślin wyższych jest  
para log iem kinazy h is tydynowej ,  który w toku zmian 
ewolucyjnych  przyjął  funkc ję  kinazy serynowo/ t re - 
oninowej [121,128-130] ,

IV. Białka tworzące dwuskładnikowe syste­
my regulacyjne w Arabidopsis thaliana

IV-1. Białka AHP

Genom A. thaliana  zawiera  pięć ge nów  ko­
dujących białka posiadające do menę  HPt i j eden  gen 
(.A H P 6 /A P H P 1 ), k tórego produkt  w mie jscu konser ­
watywnej  his tydyny ma resz tę  asparag iny  [3]. Propo­
nowane  obecnie no we akron imy  i zmienion a  n u m e ­
racja tych białek stają się p r zy c z y n ą  n ieporozumień  i 
w pr ow ad zją  zamieszanie  w nazewnic twie,  dlatego w 
zamie szc zonym niżej wykaz ie  obok no wych nazw 
tych białek zachow ano w nawiasach  dotychczas  uży­
wane  skróty:  A H P l / ( A t H P 3 ) ,  A HP2 /(At HP 1),
AHP3/( AtH P2) ,  AHP4,  AHP5,  A H P 6 / ( A P H P 1 ).

Klasyczne  białka AHP1-5 ,  zbud ow ane  ze 1 54-1 57 
reszt am in ok w asow ych,  zawiera ją kon serwatywny 
motyw-' X H Q X K G S S X S  z resz tą  h is tydyny ulegającą 
fosforylacj i  (Ryc . lOA)  [3,131,132] ,  Podobieńs two

B

AHP1 N

ARR3-A N

C

ARR2-B N ł - -, ? /

APRRI N

APRR2 N

Ryc. 10. Schemat budowy polipeptydów z domeną HPt, regulatorów odpowiedzi typu A i B oraz białek podobnych do regulatorów odpowiedzi APRR 
Szczegóły opisano w tekście (na podstawie prac [3,24,25,131,136,143,147,154]).
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sekwencji  an i inokwasowej  niektórych białek jes t  
bardzo duże  np. AHP2 i AHP3 są iden tyczne  w 81 %. 
Homolog ia  między  innymi bia łkami jest j edna k  
mniej sza  i poz iom identycznośc i na ogół nie przekr a­
cza 45 %  [3]. Ekspresja  poszczególnych  genów A H P  
jest z różnicowana  w zależności  od tkanki.  Obecność  
t ranskryptu A H P J  była s twierdzana  jed yn ie  w ko rz e ­
niu, t ranskryptów A H P 2  i A H P 3  we wszystk ich  do j ­
rzałych tkankach ,  A H P 5  w korzeniu  i l iściach 
[131.132] ,  a ekspresj i  genu A H P 4  nie wykry to  w ż a d ­
nej tkance [133].  R ekom bi now ane  białka AHP1,  
AHP2 i AHP3 synte tyzowane  w drożdżach  m o g ą  p o ­
średniczyć  w przepływie  fosforanu,  bow iem w k o ­
mórkach drożdży z mu tac ją  y p d l A  k om pl em en tu ją  
białko Yp d l  [131,132],  W pro toplastach  A. thalina  
cytok inina  w y m u sza  t ranspor t  białek AHP1 i AHP2  
do jądra ,  chociaż podobnej  zmiany  lokalizacji  sub- 
komór kow ej  nie ob se rw ow an o  w przypadku AHP5 
[3], Poszczególne  białka AHP m o g ą  oddzia ływać  z 
różnymi  KH typu hyb ry do weg o  ( A t H K l . C K l l ,  
C R E 1 / W O L / A H K 4  i ETR1) [1 14,1 1 7], a ufosforylo-  
wane  białka AHP1 i AHP2  są po tenc jalnymi  d o n o ra ­
mi grupy  fosforanowej ,  która mo że  zostać pr zenie ­
siona na regula tory odpowiedz i  ARR3 i A R R 4  A. 
tha liana  [132],  Podobnie białko AHP 2 może  się 
wiązać  z k i lkom a regula torami  odpowiedz i  (ARR1 ,  
AR R2 ,  ARR1 0) ,  a w przypadku oddzia ływań z 
b ia łk iem ARR1 ob se rw owano  defosfory lac ję  AH P2 
[134],

IV-2. Regulatory i pseudoregulatory odpowiedzi

G enom  A. thaliana  zawiera 23 geny kodujące  re­
gulatory odpowiedzi ,  w tym 11 RR okreś lanych  ja k o  
ARR typu A (ang. A rabidopsis  R esponse  R egula tor)  
i 1 2 RR typu B (ARR-  B). Ponadto z id en tyf ikowano 
9 genów  A P R R  l do 9 (ang. A_rabidopsis Pseu-  
do-R esponse  Regulator)  kodujących  białka z n ie t y­
p o w ą  d o m eną  odbiornika.

Regulatory odpowiedz i  typu A (ARR3 do A R R 9 
oraz ARR 15, ARR 16, ARR 17 i ARR2 2)  zawiera ją  
je dyn ie  do m en ę  odbiornika  i k rótkie  f ragmenty  N-  i 
C- k o ń co w e  (Ryc. 1 OB) [135.136],  Sekwencja  a m i ­
n o k w a s o w i  dom eny odbiornika  w obręb ie  A R R -A  
jest  identyczna w 50-90%.  Niektóre z tych białek są 
z loka l izowane  w jąd rze  (A RR5/6 /7-A ) ,  inne jak  np. 
A R R 4 -A  w'ystępuje w cy toplazmie  i j ąd rze  [3,137],  
Transkrypc ja  genów A RR3-A  do A R R 9 -A , a p r z y ­
puszcza ln ie  również  innych ,4/?/?-typu A jest  a k ty w o ­
wana przez cytokininy  [138-144],  Ekspresja A RR3-A  
do A RR7-A  j es t  ak ty wow ana  przez azo tany 
(1 39,141 ], a ARR4-A  i ARR5-A  przez czynniki  s t reso­
we takie jak  zasolenie,  niska tempera tura  i o d w o d ­

nienie [145].  Ekspresję A R R4-A  ak tywuje  również  
świat ło czerwone ,  a p rodukt  tego genu wiąże się z fi- 
tochromen B wpływając  na jeg o  stabi lność [137], 
Ekspres ja genów ARR-A  nie jes t  h a m ow ana  przez cy- 
k loheksimid,  co świadczy o tym, że b ia łkowe e le ­
menty regulu jące ich ekspres ję  są obecne  w k o m ó r ­
ce.

Regula tory odpowiedz i  typu B oprócz  domeny 
odbiorn ika  z lokal izowanej  w części  N-końcowej  po- 
l ipeptydu zawiera ją  też f ragment o różnej długości  w 
części C-końcow'ej  tworzący domenę  e fek torową 
(Ryc. 1 OB). W obrębię tej domeny  zna jduje się krótki 
region u tworzony przez  ami nok wasy  kwaśne,  około 
80-cio a m i nokw aso w y m otyw  B przypomina jący  d o ­
m enę  wią żącą  D N A  w białkach c -Myb (domena  
A RR M ),  końcowy  region bogaty w g lu taminę  i proli- 
nę, a także jeden  lub ki lka m ot yw ów  NLS k ie ­
rujących białko do jądra  [1 36,146,147] .  Obecność  w 
ARR -B m o ty w ó w  charakte rys tycznych  dla białek re ­
gulujących t ranskrypc ję ,  j ak  również  swoiste w ią z a ­
nie synte tycznego o l igonukleotydu  o określonej  se­
kwencj i  przez motyw' B białek ARR 1/2 -B  sugerują,  
że białka AR R- B pe łn ią  funkc ję  czynników tran- 
skrypcyjnych [147],  Su ge ro wa ną  rolę po twierdzono 
doświadcza ln ie  w odnies ien iu  do ARR 1 -B i ARR2-B  
[147,148],  a także do z loka l izowanych  w jądrze  
białek A RR 10-B  i ARR 11 -B [106,149,150] ,  L o h  r- 
m a n n  i wsp.  wykazal i ,  że ARR 2-B jest py łko wym  
czynnik iem t r anskrypcyjnym regulu jącym ekspres ję 
genów ją dr ow yc h  kodujących  n iektóre pol ipeptydy  I 
kompleksu  łańcucha  od de chow ego  [151].

W osta tnim czasie M a k i n o i wsp.  [152] sklono-  
wali  z A. thaliana  dwa geny  kodujące  białka A P R R  1 
i A P R R 2 homolog iczne  z ARR-B.  Domena  odbiorn i ­
ka w' b ia łkach APR R jes t  w 30-36%  identyczna  z 
ARR 1-B,  chociaż w miejscu kons erwa tyw nyc h m o ­
tyw ów  D D K  mają  mo ty wy  N E K w APRR1 lub m o ­
tywy G E K w APR R2  (Ryc. 10C). Gen A P R R /  o k a ­
zał się identyczny  z genem T O C l  (ang. t im ing oj 
CAB expression)  sk l onow any m  wcześniej  u mutan ta  
t o c l , u którego defekt  w mec ha n iz mi e  zegara b io lo­
g icznego pow oduje  skrócenie  okresu niektórych 
zmian wys tępujących  w' cyklu okołodobowych 
[153]. Ekspres ja  genu A P R R l / T O C l , k tórego p ro­
dukt jes t  z loka l izowany wr jądrze,  podlega  rów nież 
zmia nom w eyklu o k o lo do bo w ym  [152,154],  Pol i­
peptydy  AP RR l /TO C,  APR R3,  APRR5,  APRR 7 i 
APR R9  zawiera ją w części  C-końcowej  m oty w C 
(lub CCT)  z identyf ikowany wcześniej  w czynniku  
t ranskrypcyjnym CO (ang. constant)  [152,153],  na ­
tomiast  pol ipeptydy  APR R2  i A PR R 4 m ają  m o ty w  B 
podobny  do A R R -B  (Ryc. lOC) .  Wyniki  na jn ow ­
szych badań wykazują ,  że ak ty wowa na  przez świat ło

POSTĘPY BIOCHEMII 49(4), 2003 313http://rcin.org.pl



ekspres ja  genu A P R R 9 w y m u sza  t ranskrypc ję  innych 
genó w  A PRR,  tworząc tzw. falę APPR  (APRR9^>  
A P R R 7 -+ A P R R 5 -+ A P R R 3 -+ A P R R 1 /T O C 1 )  [154- 
156], Wynik i  tych doświadczeń  sugerują,  że białka 
A P R R  są e lementami  zegara w ew nę t r zne go  lub 
współdz ia ła ją  z uk ładem cent ra lnego oscyla tora  
(Ryc.  11) [157-160],

W ostatnich latach sk l ono wano  geny  Z m R R l  i 
Zm R R 2  kukurydzy  i S A C 2 9  r zepaku kodujące  białka 
homol og iczne  z A R R  typuA,  a także gen Z m H P 2  k o ­

dujący w kukurydzy  bia łko zawiera jące  dom enę  Hpt 
[161-163],

IV-3. Szlaki sygnałowe aktywowane przez recepto­
rowe kinazy histydynowe

Niel iczne ,  j ak na razie,  donies ienia opu bl ikowane  
w ostatnim czasie łączą  funkc je białek AHP  i A R R  z 
t ransduk cją  sygnału  cy tokin inowego.  Receptory  cy- 
tokinin ( C R E 1/W O L / A H K 4 ,  AH K2,  A H K 3 )  są po-

C Y T O K I M N Y

CREI CK 11 E T R 1 A t H K l

(A H P  1/2/52

(A H P  1/2/5)

ARR1,2,10

ARR4,5,6,7

APRR9

APRR7

APRR5

APRR1-TOC1
APRR3

Am-

m

G L U K O Z A  S T R E S

Ryc. 11. Kinazy histydynowe A. thaliana i schemat wielostopniowego przepływu fosforanu w systemach regulacyjnych obejmujących białka AHP i 
regulatory odpowiedzi typu B i typu A. Szczegóły opisano w tekście (na podstawie prac [3,4,96,98,99]).
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zy tywnymi  regula torami  szlaku sygnałowego,  b o ­
wiem,  jak to w ykazano  w komórkach  odpowiednich  
mut an tów  drożdży  i bakteri i ,  wiązaniu  f i tohormonu 
przez do m enę  sensoro wą  tych białek towarzyszy au- 
tofosforylacja  i t ransfer g rupy fos foranowej  na regu ­
lator odpowiedz i  Sskl  [107.108,113,114] .  Wydaje  
się, że CRE1 /W O L / A H K 4  preferencyjnie  fosfory lu­
je  AHP 2 i AHP5,  poni eważ  tylko te dw a bia łka k o n ­
kurują  z b ia łk iem YojN, po m o s to w y m  e lementem 
pośredniczącym w przepływie  fos foranu w k o m ó r ­
kach E. coli  (Ryc.  7B) [114],  W doświadczeniach  
prow adzonych  na protoplastach wykazano ,  że cyto- 
kininy wp ły w a ją  na zmianę  lokalizacji  białek 
A El P 1/2, które po ufosfory lowaniu  p rzechodzą  z cy- 
top lazmy do jądra  [106] (Ryc.  11). Ponadto t ransge- 
niczne  linie A. thaliana  z nadekspr es ją  genu A H P 2  
charak te ryzują  się fenotypem roślin nadwraż l iwyc h  
na cytokin iny  [164], Analizując  pow yższe  wyniki  
można  zak ładać,  że w komór kach  rośl innych białka 
A H P  pośredn iczą  w przenoszeniu  fos foranu z d o m e ­
ny odbiorn ika  hybry dow ych KH na obecne  w jąd rze  
regulatory odpowiedz i .

W tym mie jscu war to  zwrócić  uwagę  na fakt, że 
poszczególne  b ia łka  AHP  oddzia łu ją  nie tylko z re ­
ceptorami  cytokinin.  ale rówież  z osm ose nso rem 
A t l l K l .  k inazą  CKI1 ,  a p rzypuszcza ln ie  również  z 
receptorem e tylenu ETRI (Ryc. 11) [114,117],  W y ­
daje się w ięc, że te same białka A H P  pośredn iczą  w 
przepływie  fosforanu w różnych sz lakach sy­
gna łowych.  Przypuszczenie  to wynika  również  z fak ­
tu, że l iczba białek AH P w A. thaliana  j es t  z d e c y d o ­
wanie mnie jsza niż l iczba wszys tk ich  hybrydow ych 
KH i RR. Różnice  w s trukturze  p ie rwszorzędowej  
białek AHP  decydują  o tym, że pos zczególne  białka 
swoiśc ie  oddz ia łu ją  z różnymi regula torami  o d p o ­
wiedzi .  Białko AHP2 wiąże się z k i lkoma b ia łkami  
RR (A RR1 -B,  ARR2-B .  A R R1 0- B) ,  a wiązaniu 
ufosfory low anego AHP2 przez  AR R 1-B  towarzyszy  
defosforylac ja AHP2 [134],  Nadeksp re s ja  w p ro to ­
plastach genów  kodujących  A RR 2-B ,  A RR 10 -B  i 
A R R 1- B  indukuje  ekspres ję  genu  repor te rowego 
A R R 6  (od 40 do 400 razy) w warunkach  braku  e gz o ­
gennej  cy tokininy [106.148] ,  Nadekspres ja  genów 
A R R 1/2 -B  w kul turze tkankowej i A. thaliana  in ten­
syf ikuje podz ia ły  kom ó rk o w e  i ak tywuje  rozwój  
pędu bez udziału egzogennej  cytokin iny [106],  W 
kontekśc ie  ogólnych  za łożeń dotyczących  pr zekazy ­
wania  informacj i  opar tego  na przepływne fosforanu,  
nieco zaskakujące  w y d a ją  się wyniki  doświadczeń,  
które pod da ją  w wą tp l iwość  rolę konserwatywnej  
reszty kwasu  aspa rag in ow ego w AR R 2- B  [106], Co 
więcej ,  w doś wiadczeniach  pro wad zo nyc h  na 
AR R1 -B  p ozba w io ny m  całej do m eny  odbiorn ika

wykazano ,  że brak tej domeny w RR w pły wa akty- 
wująco na wys tąp ien ie  kons ty tu tywnych  odpowiedz i  
na cytokin iny  i wprost  ekspresj i  genów ARR-A  w w a ­
runkach braku  f i tohormonu [147,148],  Wyniki  tych 
doświadczeń  m o g ą  więc  sugerować ,  że sygnał doc ie ­
rający do AR R 1/2 -B  znosi ham ow an ie  domeny efek- 
torowej  przez  d o m enę  odbiornika ,  lub usuwa jakiś  
nieznany represor (R) zw iązany  z do meną  odbi orn i ­
ka (Ryc.  11). O d b lo kow any  AR R- B aktywuje  eks­
pres ję co najmniej  n iek tórych  genów A R R -A , która 
jest  uważana  za p ie rw otn ą  odpow iedź  na  cytokininę.  
Wyniki  doświadczeń  p rowa dzony ch  na pro topla ­
stach sugeru ją ,  że p ew n e  białka A RR -A  m o g ą  h a m o ­
wać ekspresję  innych A RR -A  [106],  a inne ARR- A 
m og ą  funk c jo nować  ja k o  nega tywne regula tory o d ­
powiedzi  na f i tohormon konkuru jąc  z AR R- B o 
białka A H P [96]. Ponadto  wydaje  się, że na poziomie 
A R R 4 -A  następuje  integrac ja  informacji  p r zeka zy­
wanych  przez szlak cy tok in inowy i szlak a k t y w o w a ­
ny przez  świat ło  [137].  Aktywa cja  ekspresj i  ARR3-A  
do ARR9-A  p rzez azo tany jes t  n iewątp l iwie  nas tęp­
stwem wzrostu poz iom u cytokinin,  lecz mechan izm 
aktywacj i  ekspresj i  innych ARR-A  przez stres i g lu­
kozę nie jes t  znany [3], Nie jes t  znana  również  rola 
regula torów odpowiedz i  typu A w indukowaniu  
wtórnych  odpowiedz i  na cytokininy [165].

V. Uwagi końcowe

Transdukc ja  sygnału  w dwusk ładni kow ych syste ­
mach  regulacyjnych  opiera  się na przepływie  grupy 
fosforanowej  z his tydyny z loka l izowanej  w prz eka ­
źniku k inazy  h is tydynowej  na resztę kwasu  aspa rag i ­
nowego po ło żo ną  w regulatorze  odpowiedz i .  Trans­
fer fosforanu odb yw a ją cy  się zgodnie ze schematem 
H is - >As p  lub His—» A s p ^ H i s —»Asp umożl iwia li­
niowy przepływ informacj i  między kolejnymi  
modułami  sz laku oddzia łu jącymi  między so bą  w s to­
sunku 1:1. Mec ha n iz m  przekazywan ia  informacji  
różni się tu za sadniczo  od typowej kaskady  kinaz 
b ia łkowych,  w której j e dna  k inaza  może fosforylo-  
wać wie le  doce lo w yc h białek wpływając w ten s po ­
sób na w zm ocn ie n ie  sygnału.  Takiej możl iwośc i  
wzm acnia n ia  sygnału nie ma w' dwusk ładni kowych  
systemach  regulacyjnych .  Wyniki do tychczasowych 
badań związanych  z funkc jo nowa nie m roś linnych 
białek hom olo gicznych  z KH pozwala ją  wiązać 
t ransdukcję  sygnału  z ak ty wnoś c ią  kinazow^ą tych 
białek jedy ni e  w pr zypadku  kinaz z rodziny AH K  
[106,108,113.114,116] ,  Os iem białek A. tha l ia n a , 
spośród szesnastu h o m o lo g ó w  bakteryjnych  KH,  nie 
pos iada  je dnego ,  dwu lub wszystk ich  k o ns e rw a tyw ­
nych m oty wó w poł ożonych  w przekaźniku.  Rodzące
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się w związku  z tym wątpl iwości  nasuwa ją  pr zypu sz­
czenia,  że oprócz  f i tochromów,  również  inne białka 
o nietypowej  budow ie  przekaźnika  m o g ą  być k in aza ­
mi se rynowo/ t reoninowymi .  Nie  można  również  w y ­
kluczyć  innej możliwośc i ,  a mi anowic ie  takiej,  że 
podobnie  jak w kinazie h i s tydynowej  CheA w E. coli 
fosforylacj i  ulega reszta h i s tydyny położona  
zupe łn ie  w innej części  po l ipeptydu  [12], P rzew a­
żające w rośl inach kinazy h i s tydynowe typu hyb ry ­
do we go wydłuża ją  łańcuch przepływu fosforanu,  a 
tym samym zw iększ a ją  l iczbę potenc jalnych miejsc 
regulu jących  przepływ informacj i  oraz  rozszerzają  
możl iwośc i  k om un ik ow an ia  się międ zy  po sz czeg ó l ­
nymi  szlakami sygnałowymi .  Funkcja  większośc i  
e lementó w tworzących  dwu sk ła dn ik owe  sys temy re ­
gulacyjne  w A. tha liana  je s t  n ieznana ,  a wyniki  d o ­
tychczasowy ch badań za ledwie  zakreś la ją  ramy 
przyszłych poszukiwań.  Wynik i  n iektórych d o ­
świadczeń  dowodzą ,  że co najmniej  n iektóre e le m e n ­
ty tych systemów' regulacyjnych grają k lu czow ą  rolę 
w sieci sygnalnej  ł ączącej  szlaki ak t yw ow ane  przez 
etylen,  cytokin iny,  świat ło i stres.
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Sprawozdanie z XXXIX Zjazdu Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego, Gdańsk, 16 —  20 września 2003 r.

W dniach 1 6 - 2 0  września  2003 ob radował  w G da ńsku  X X X I X  Zjazd Polskiego Towarzys twa B ioc hemicz­
nego.  Patronat  ho no ro wy  nad Zjazdem objęli:  Laurea t  Pokojowej  N agrod y  Nobla ,  były Prz ew odniczący  N SZ Z 
„Sol ida rność” i Prezydent  RP - Lech Wałęsa,  Marsza łek  Se jmiku W oj ew ód ztw a Pomorsk iego  - Jan K o z ło w ­
ski, Prezydent  Miasta  Gdańska  - Paweł A dam owicz ,  Prezydent  Miasta  Sopot  - Jacek Karnowski ,  Pr zew o d ­
niczący Kolegium Rektorów Wybrzeża ,  Rektor  Akademi i  Me dyczne j  w Gdańsku  - prof. Wiesław Makarewicz ,  
Rektor  Uniwersy te tu  Gdańskieg o  - prof. Andrzej  C e y n o w a  oraz Rektor  Poli techniki  Gdańskiej  - prof. Janusz  
Rachoń.

W' Zjeźdz ie  uczestniczyło bl isko 900 osób z wiodących  ośr odk ów Polski,  Niemiec ,  Wielkiej  Brytanii ,  
Włoch,  Francji ,  Hiszpani i ,  Szwajcar ii ,  Austri i .  Holandi i ,  Belgii ,  Danii ,  Finlandii ,  Litwy,  Białorusi ,  Ukrainy,  
Chorwacji ,  Japoni i  i USA.

Uroczysta  inauguracja Zjazdu odbyła  się w Audytor ium N o v u m  Poli techniki  Gdańskie j .  Gości  powitał  Prze­
wodniczący  Komite tu Organizacyjnego  prof.  Michał  Woźniak.  Pr zewodniczący  Ko leg ium Rektorów Pomorza  
Gdańsk iego  Jego Magni f icenc ja  Rektor  Akademi i  Medyczne j  w Gd ańsku  prof.  Wies ław M akarew icz  w kró t ­
kim wys tąp ien iu  witając zebranych podkreśl i ł  znaczenie  b iochemi i  w rozwoju  nowoczesne j  biologii .

Patron H o n orow y Zjazdu,  były Prezydent  RP, Lech Wałęsa  w swoim liście d e d yk ow any m  uczes tn ikom z sa ­
tysfakcją zauważył  obecność  n a u k o w c ó w  z kra jów ośc iennych  powsta łych  po upadku imper ium sowieckiego,  
j ak  i e fek tywne zorganizowanie  b io chem ikó w Federacji  Europe jsk ich  Towarzys tw Biochemic znych  (FEBS)  w 
st rukturę ob e jm ują cą  kraje od A ze rbe jdżanu  aż po Maroko,  a więc znacznie  przekra cza jącą  zas ięgiem 
wspó łc zesn ą  Unię Europejską.

W kole jnym punkcie  inauguracji  Prezes  Polsk iego Tow arzys tw a B io chem iczne go  prof.  Jolanta Barańska  
przedstawi ła  osiągnięcia Towarzys twa w upływa jącym roku oraz wręczyła  nas tępujące  nagrody:

1. W Konkurs ie  im. Aleksandra  D m o c h o w sk ie g o  za pracę “ Anal iza inst rumenta lna  w biochemi i.  W y­
brane  prob lemy  i metody  instrumentalne j b iochemi i  ana l i tyczne j” . Autorzy;  Andrzej  Kozik,  Maria  Rapała -Ko-  
zik, Ibeth Guevara-Lora ;  Seria Wydawnicz a  ins ty tutu  Biologi i  Molekularne j  Uniwersy te tu  Jagiel lońskiego.  
Nagrodę  Spec ja lną  przyznano  prof. S te fanowi  Ang ie l sk iemu  z zespołem za “ Biochemię k l in iczną” , wydanie  w 
ję z y k u  ukra ińskim.

2. Im. Jakuba  Karo la  Parnasa za na j lepszą  pracę  dośw ia d c z a ln ą  z zakresu b iochemi i  w y k o n a n ą  w pra­
cowali na terenie Polski -  panom Krzysz tofowi  Sobczakowd i Włodz imi erzowi  Krzyżos iakowi  za “ Structural  
de te rminants o f  BRCA1 translat ion regula t ion” og łoszoną  w J Biol Che m 2002,  277: 17349-17358.

3. Im. Bolesława Skarżyńskiego  za na j lepszą  publ ikac ję  w' 2002 roku w „Pos tępach Bi och em i i” prof. 
Barbarze  Grze lakowskie j -Sz taber t  za artykuł p.t. “Pro teo liza białek regulu jących przebieg cyklu k o m ó r k o w e ­
go. udział  ub ikwi tynac ji "  Post Biochem 2002,  48: 34-48.

Nagrodę  za na j lepszą  pracę  z chemii  i b iochemi i  kw asó w  nukl e inow ych pr zyz naw aną  przez  Sekcję K w asó w  
Nuk le ino wych  Zarządu G łó wnego P.T. Bioch.  i f i rmę Sigma Aldr ich ot rzymali  Micha ł  Mińczuk.  Aleksandra 
D m o cho w sk a ,  Małgorza ta  Palczewska  i Piotr  Stępień za “Overpres sed  yeast  mitochondr ia l  puta tive  RNA heli- 
case Mss 1 lópar t ia l ly  restores proper m tR N A  me tab ol i sm  in strain lacking the Suv3 mt RNA he l icase” , Yeast 
2 0 0 2 , 1 9 ( I 5): 1 285-1293.  N agrodę  wręczył  pan dr Maciej  Mar lew ski  -  p rzedstawiciel  f irmy Sigma-Aldrich .

Część n a u k o w ą  Zjazdu za inaugurował  wykład  profesora Masatosh i  Hagi wara (Tokyo Japonia)  -  „ M a n ip u ­
lation o f  a lte rnat ive  spl icing by novel  protein kinase  inh ib i tors” . Wykład omawia ł  na jnowsze  osiągnięcia  inży­
nierii genetycznej  w zakresie regulacji  „ sk ładan ia” cząsteczek  informacyjnego  kwasu  rybonukle inowego.  W 
ten sposób uczczono 50-1 ecie ustalenia s t ruktury DNA -  na jważn ie j sz ego  odkrycia biologii  w XX wieku i 
nawiąz ano  równ ocześn ie  do prz e ło m ow eg o  dla no w eg o  j u ż  s tulecia odkryc ia  nowych n ieoczekiwanych  funkcji  
RNA; odkryc ia ,  k tóremu redakc ja  Sc ience przyzna ła  miano  Prze łomu Na uk ow ego  roku 2002.

Koncer t  muzyki  kamera lne j  w wykona ni u  Capel li  Gedanens is  oraz lampka  wina z przekąskami  ufundowane  
przez sponso rów zakończyły inaugurację  Zjazdu.
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G łó w n ą  i d e ą p r z e w o d n ią te g o r o c z n e g o  Zjazdu była prezentacja na jnowszych  os iągnięć biologii  komórki  p o ­
czynając  od inżynierii  gene tyczne j ,  chemoprewencj i  nowo tworó w,  badań nad s t resem oksydac yjn ym  i apop- 
tozą,  neurochemią ,  b iomedycznym i  aspektami  metabol iz mu l ipidów, puryn i p irymidyn jak i t ransplan tac ją  
narządów.  Spore za in te resowanie  uczes tników wzbudzi ła  sesja poś więcona  bio logicznej  odpowiedz i  komórek  
na stres mechaniczny.

Zjazd wzbudzi ł  za in te resowanie  poza  granicami  kraju.  Przybyło 94 zagranicznych  uczestników.  W historii  
Po lsk iego Towarzys twa Biochemicz nego  zd ecyd owan o po raz p ierwszy  o wprowadzen iu  j ęzy k a  angiel skiego 
jako ję z y k a  znaczącej  części obrad i druku s treszczeń z jazdowych w' formie  doda tk owego  tomu w fachowym 
pr es t iż ow ym  per iodyku Acta  B iochim ica  Polonica.  Sesje poświęcone  e tycznym aspek tom  badań  w naukach  
przyrodniczych  oraz integracji  dydaktyki  chemii  i b iochemi i  na poz iomie  un iw ersy teck im i l icealnym zorgan i ­
zow ano po raz p ie rwszy  na forum Zjazdu PTBioch  i obie wzbudz i ły  szereg żywych s tymulu jących  dyskusji .
Obrady  Zjazdu odbywały  się w obiektach Akademi i  Medyczne j .  Na  program Zjazdu z łożyło się 1 7 sesji n a u k o ­
wych  poświęc ony ch  nas tępującym zagadnien iom:

1. Biochemia stresu oksydacyjnego
2. Przekazywanie  sygnałów komórk owyc h
3. Od poj edynczego  neuronu  do mózgu
4. Bioc hemi a  cy tos ta tyków i ka rc inogenów
5. Struktura i funkcja DNA
6. Metabol izm puryn i p irymidyn w zdrowiu i chorobie
7. Kinazy i fosfa tazy  b ia łkowe
8. Oddyc hanie  ko m órk ow e
9. Białka szoku te rmicznego
10. RNA  - st ruktura i funkcje
11. B iochem ia  transplantacj i
12. Swois tość  me tabol iczna  tkanek i narządów
13. Metabol izm lipidów'
14. Bio logiczna  odp owied ź  komórek  na stres me chaniczny
15. Dydaktyka  chemii  i biochemi i
16. E tyczne  aspekty badań w naukach  przyrodniczych - wy zwa ni a  XXI wieku
17. Donies ienia  różne

W czasie obrad w yg łos zono 119 wykładów,  88 ko mu nik a tów  us tnych i z ap rezen tow ano 395 plakatów.
Wykład  im. J.K. Parnasa w yg łos zony przez  prof. Włodz imi erza  Krzyżos ia ka  oraz wykłady  otwiera jące  sesję 

I „Biochemia  stresu o k s yda cyj nego ” zorgan izowano  w historycznej  Sali Białej Ra tusza  Gda ńs k ie go  przepięk­
nie udekorowanej  portretami Królów Rzeczypospol i te j  nawiązujących  do bogatej  historii  zw ią zkó w Gdańsk a  z 
Polską.

W trakcie obrad odbyły  się 4 w'ykładv spon so rowane  f irm. a także prezentacje  27 firm z branży b io technolo­
gicznej .

W przerwach  obrad była możl iwość  zwiedzania  Trójmiasta.  W szy scy  uczes tn icy  Zjazdu zostali  zaproszeni  
na spotkanie  towarzyskie  do pa łacu w Leżnie,  gdzie tańczono przy skocznych  dźwiękach  muzyki  ir landzkiej i 
podz iwiano  pokaz  ogni sztucznych.

Na spotkaniu  ko ńczącym Zjazd ogłoszono wyniki  konku rsów  o nagrody im. Janiny Opieńsk ie j  -  Blauth dla 
s tudentów za szczególn ie  wa r tośc iowe prace badawcze  zg łoszone i p rzeds tawione  na do ro czny m  Zjeźdz ie  P T ­
Bioch.  oraz o nagrodę  im. Włodzimierza  Moz oł ow sk ie go  dla młodych b iochemików. Kom is jo m  konk urs owym 
przewodniczyl i  prof. Jerzy Kl imek oraz prof.  Michał  Woźniak.

W pie rw szym  konkurs ie  nagrodę  o trzymała  Pani Magda lena  Spiechowicz  z ins tytutu Biologii  Dośw iadcza l­
nej PAN im. M. Nenckiego  za pracę pt. “Calc ium-  regula ted  interaction o f  Sgt l  with S10 0A 6  (calcycl in)  and 
other S 1 00 pro te ins ” .
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W Konkursie  im. Wło dz im ie rz a  Mo zo ło wsk ieg o  przyznano  nas tępujące nagrody i wyróżnienia:

Nagroda:

Krzysz tof  L e m k e  - Ka tedra  Technologi i  Le kó w i Biochemii ,  Pol itechnika  Gdańska
„DNA topoiso merase  I prefe rent ial ly cleaves DNA at sites covalen tly modi f ied  by 1 -n i t roacr idines”

W yróżnienia:

Natallia Vydra - Zakład  Biologii  Nowotw orów,  Cent ru m Onkologi i - Ins tytut .  Oddzia ł  w Gl iwicach  —  „Trans­
cript ional  act ive heat  shock factor 1 (HSF1 ) leads to semini fe rous epi thel ium degenera t ion  in mice  tes tes” 

Robert  Herok - Zakład  Radiobiologii  Doświadcza lne j  i Kl inicznej ,  Cent rum Onkologi i  w Gl iwicach —  „Ioni ­
zing rad ia t ion- induced  changes  o f  gene  express ion  pa tte rns  in huma n m e la no m a  cel ls”

Iwona Mruk - Katedra  Mikrobiologi i ,  Uniwersyte t  Gdański  —  „The  EcoVII I  endonuclease  gene  express ion is 
mo dula ted  by the low-usage  a rginine c o d o n s ”

Katarzyna  G ro me k  - Katedra  Mikrobiologi i ,  Un iwersy te t  Gdański  — „Applicat ion o f  DNA sequencing  by in­
dexer  walk ing in ana lysi s  o f  p lasmids  isolated from enteropa thogenic  strains o f  Escherich ia  co li”

Ratal  Kozieł  - Zakład  Biochemi i  Komórki ,  Instytut  Biologii  Doświadczalnej  PAN im. M. Nenckiego  —  „Effect  
o f  c iprof loxac in  on mi tochondr ia l  energy metabol i sm,  calcium signa ling and viabil i ty o f  Jurkat  T-cells”

Według zgodnej  opini i  uczestn ików poz iom naukow y Zjazdu był  wysoki ,  a obrady  przebiegały w miłej at ­
mosferze.  O gr om na  w tym zasługa  Komite tu  N a u k o w e g o  Zjazdu i sympa tycznych  cz łonków Gdańskiego  O d ­
działu Polskiego T ow arzys twa Biochemicznego .

Kończąc to sp rawozdanie  chc ia łbym przekazać  podz ięk ow an ia  Zarządowa Główmemu Polskiego To warz y­
stwa Bioc hemicznego ,  Redakcji  Acta  B ioch im ica  P o lo n ica , Komi te towi  Badań N au k o w y c h  oraz Polskiej Sieci 
Biologii  Kom órk ow e j  i Molekularne j  U N E S C O  -P A N  za n ieocenioną pomoc,  współdz ia łan ie  i fundusze  prz y­
znane na organizację  Zjazdu.  Dziękuję  wszys tk im Ko leż ankom  i Ko legom  z Katedry  Chemi i  Medyczne j ,  K a te ­
dry Biochemii ,  Biochemi i  Klinicznej  oraz Biochemi i  Farmaceutyczne j  za osobis te zaangażowanie ,  życz liwość  
i odp owiedz ia lność  j a k ie  wykaza li  podczas  spotkań polskich b io che m ik ów  w' Gdańsku .  Mam świadomość ,  iż 
og ro m n ą  p o m o c ą  w' k r eowaniu  miłej  a tmosfery  Zjazdu  była  ogromna praca wyk on ana  przez s tudentów - c z ło n ­
ków Studenckiego  Towa rzys t wa N au k o w e g o  przy Akademi i  Medyczne j  w Gdańsku  oraz Uniwersy tec ie  G d a ­
ńskim.

Wsz ys tk im  pragnę gorąco  po dziękow ać  

Micha ł  Woźniak
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Sprawozdanie z kursu FEBS “Rekombinacyjna techno­
logia DNA i ekspresja białka”

Report on the FEBS Course “Recombinant DNA techno­
logy and protein expression”

GRZEGORZ B. GMYREK1, RAFAŁ ZIELIŃSKI2

W dniach 2 1 - 2 7  września  2003 roku odbył  się w Bukareszc ie  (Rumu nia)  kurs szkolen iowo -- naukowy „ R e ­
combinant  D N A  technology  and  protein exp re ss i on” . F in ansowego wsparc ia  dla kursu udziel i ł  FEB S,  na to ­
mias t  j ego  loka lna organizacja przypadła  R u m uńs ki em u  Towarzys twu Biochemii  i Biologi i  Molekularne j  oraz 
Instytutowi Biochemi i  Rumuńskie j  Akademi i  Nauk.

Kurs miał  charak te r  m ię dzyn a ro dow y  i mógł  w nim uczestniczyć  każdy,  kto miał  status s tudenta ( studia li- 
cjencjackie,  magisterskie,  doktoranckie)  lub był p racownik iem n au kow ym  o profi lu działalności  zb l iżonym do 
problematyki  p rezentowanej  podczas  kursu.  Średni wiek uczestn ików nie przekracza ł  30 lat. Os tatecznie do 
uczes tn ic twa  w szkolen iu  zgłosi ły się dwadzieśc ia  dwie osoby z takich kra jów jak;  Białoruś  (1), Grecja  (2), 
Hiszpania  (2), Jugos ławia  (2), Polska (2), Rum unia  (6), S łowacja  (1), S łowenia  (1), Stany Zjednocz one  (1), R o ­
sja (1), Turcja (1), Ukra ina  (1) i Wie lka Brytan ia  (1). Podczas  n iespełna  tygodnia  t rwania  kursu,  każdy z uczes t ­
n ików mógł  udoskonal ić  i ut rwal ić wiedzę  z zakresu badania  DNA,  RNA czy ekspresj i  białek na poz iomie  m o ­
lekularnym.  Aby to w pełni os iągnąć organizatorzy podziel i l i  szkolenie na dwie  części;  t eore tyczną  i p r a k ­
tyczną.

W części t eoretycznej  miały miejsce wy kłady  zaprezentowane  przez w yk ła d o w c ó w  rumuńskich  i specjalnie 
zaproszonych  na ten cel gości zagranicznych .  Mimo, że wiedza  zaprezentowana  przez  p ie rwszych  miała dla 
większości  uczes tn ików charak ter  p rzypomina jący ,  była świe tnym uzupełn ien iem do przeprowadzonej  później  
części  p raktyczne j.  Prof.  Octav ian Popescu przedstawił  zasady  e lekt roforezy kwasów' nukle inowych oraz se- 
kw en cjo no wan ia  DNA. Dr  Stefan Denes szczegółowo wyjaśn ił  mechani zm y  rządzące  w reakcji  odwróconej  
t ranskrypcj i  (RT) oraz w łańcuchowej  reakcji  po l imerazy  (PCR) . Dr  Stefan Szedlacsek zaprezentował  rodzaje i 
zastosowanie  w'ektorów' do t ransformacj i  i t ransfekcji  odpowiednio  komórek  prokar io tycznych  i euka r io tyc z­
nych.  Ten sam wy k łado wca  w swoim nas tępnym wykładz ie  wyjaśni ł  zas tosowanie  i dz ia łanie  proka r io tyc z­
nych i eukar iotycznych  systemów' ekspresj i  białek.  Dr l leana Stoica dała wykład  o zastosowaniu  technik So ­
uthern i Northern  biot  w wy kr yw an iu  doce lowyc h sekwencji  z loka l izowanych  odpowiednio  na D NA  czy RNA.  
Z kolei Dr Gabrie la  Negro iu  wyjaśni ła  zasady i zas tosowanie  techniki  Western biot do wyk ry w an ia  doce lowych 
sekwencji  w białkach.  Ostatnim w'ykładowcą rumuńskim był Dr Andrei  Petrescu,  który przeds tawi ł  podstaw o ­
we zasady i wykorzys tan ie  b ioinformatyki  w' anal izie sekwencji  DNA i białek.

Szczególn ie  cennym uzupełn ien iem do części t eoretycznej  były wy kłady  prz eds tawione  przez gości zag ra­
nicznych.

P ie rwszy z nich. Prof. Hans Lenstra (Uniwersy te t  w Ul trechcie ,  Holandia) przeds tawi ł  wykład,  w k tórym za­
prezentował  możl iwośc i  użyc ia  na jnowszych  technik biologii  molekularnej  do badania  z różnicowania  gene ­
tycznego  wśród  współcześn ie  wys tępujących  ga tunków  i ras bydlęcych .  Badania  tego typu są bardzo pomocne  
w' poznawan iu  f i logenezy  bydła  i m ogą  mieć także k luczowe znaczenie  w p lanowaniu  przysz łych krzyżówek 
międzygat unkow ych.  Prof. Eens tra  jes t  g ł ówny m w y k o n a w c ą  w Europe jsk im Projekcie Badania Zró żn ic owa ­
nia Genetycznego  wśród  ga tunków  i ras bydlęcych.  W swoim wykładz ie  przeds tawi ł  on wspó łczesną  rekon­
strukcję drzewa f i logene tycznego  bydła na pods tawie  ana l izowania  wys tępow ani a  pomiędzy  nimi hybrydyza-

'Mgr,  Instytut Im munologii  i Terapii Doświadczalnej PAN, Laboratorium  Im munologii  Rozrodu, ul. R. Weigla 12, 53-114 Wrocław; 
e-mail:  grego ire@ hot .p l , “ mgr. Katolicki Uniwersytet  Lubelski,  Katedra  Biologii Molekularnej,  Al. Kraśnicka 102, 20-718 Lublin; 
e-mail:  dzie l@ kul.lublin .pl
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c j i międzygatunkowej .  Ponieważ  spec jac ja  obecnie  wys tępujących  ga t unków  bydlęcych  jes t  n iekompletna ,  
uważa  się, że hybrydyzac ja  międzyg a tu nk owa  może  być powszechnie  wys tępując ym zjawiskiem.  W y s tę p o w a ­
nie hybrydyzacj i  międzygatunkowej  m ożna  określać na poz iomie  mol ekularnym przez anal izę mitochondrial -  
nego DNA (mtDNA),  po l imorf izm ma rke rów  autosomalnych  ( techniki  AFLP i SFLP) oraz poprzez  anal izę 
markerów z loka l izowanych  na ch romo som ie  Y (geny SR Y i TSPY).  Znaczna  część wyk ład u  Prof. Lenstra za ­
wierała akcent  „polsk i” i była między  innymi  pośw ięcona  wsp ó łczesn ym poglądom na f i logenezę żubra.  
Wstępne  porównanie  sekwencji  z lo ka l izowanych  na ch romosom ie  Y wskazywało ,  że żubr (Bison bonasus)  
może być spok rewniony  z am eryka ńsk im  b izonem ( Bison bison),  na co mo gło by  w skazyw ać  podobieńs two fe- 
notypowe,  podobny pol imorf izm f ragm en tów  ją d ro w e g o  DNA czy.. . .  wreszc ie potoczna  nazwa żubra,  okreś la ­
nego jako  bizon europejski .  Niemnie j  j e dnak  za obse rw ow ane  n ieprawid łowośc i  w mi tochondr ia lnym D NA ż u ­
bra i bizona,  wskazują ,  że m tD N A  ma inną f i logenezę niż ją dr ow y DNA i chr om oso m Y. Uwzględnia jąc  na j ­
nowsze  dane,  wydaje  się, że żubr  jes t  w większ ym s topniu spo krewniony  z wołem ( Bos taurus)  i zebu (Bos ind i­
e n s ), co sugerowałoby  także,  że matczyny  przodek  żubra  był  bardziej  podobny  do wola  niż do bizona.

Nas tęp nym  w y k ład o w cą  zagran icznym był Dr Michael  Zw ick (The  Scr ipps Research Institute,  La Jolla,  C a ­
lifornia, USA) ,  który przedstawił  możl iwośc i  wykorzys tania  metod  prezentacj i  fagowej  (ang. p h a g e  display)  
do poz yskiwania  białek o określonych  właściwośc iach .  P hage d isp lay  uważa  się za j e d n ą  z najbardziej  ob ie ­
cujących technik,  z rozwojem której wiąże  się duże oczekiwania  w op ra cowy wani u  np. nowych metod te rapeu ­
tycznych.  Metoda  ta po jawi ła  się w począ tkach  lat 80-tych,  j e dnak  jej gwał tow ny rozwój  nastąpi ł  10 lat późnej .  
Obecnie  wg bazy Medl ine l iczbę publ ikacj i  nawiązujących  do p h a g e  d isp lay  ocenia się na około 200 -  350 
rocznie.  Metoda  prezentacj i  fagowej  wyk orzys tu je  fagi j ako  nośniki  białek fuzyjnych (e lementy bibl ioteki)  
związane kowalencyjn ie  z białkami  kapsydu.  Taki układ,  p rezen towany  na zewnąt rz  wir ionu,  umożl iwia prze ­
szukiwanie  b ia łkowych bibl iotek kombina torycznych .  Se lekc ja  biblioteki  dokonuje  się przez  związanie  faga z 
cząs teczką  akceptorową.  W procesie tym n iespecyf iczn ie  związane  fagi są odpłukiwane ,  z kolei te, które m ają  
białko będące  specyf icznym l igandem dla akceptora  poddaje  się dalej namnożen iu  w kom órkach  bakteryjnych 
(E . coli)  celem prz ep rowadzenia  ko le jnego etapu selekcji .  Cykl iczne  powtórzenie  tego procesu  powoduje  z w ię ­
kszenie l iczby fagów specyf icznych  w s tosunku do reszty. Dr Zwick  w swoim wykładz ie  przeds tawi ł  mo ż l i w o ­
ści wykorzys tan ia  metody  phage  display do poszuki wania  przeciwciał  neu tra l izujących dla ep itopów wirusa 
Hl V-1 . Dotychczas  neut ra l izujące  ak tywnośc i  w p ie rwotnych  izolatach wirusowych in vitro wyka zano  i na j le­
piej poz nano  dla t rzech przeciwciał :  b l  2, 2 G 1 2 i 2F5.  Os ta tnio zostały także scha rak te ryzowane  dwa inne p rze ­
ciwciała:  Z 13 i 4E10,  które rozpozn ają  C- te rmina lny  region epi topu 2F5.  Zas tosowanie  kombina toryczne j  b i ­
blioteki p rzec iwciał  wykorzys tu jącej  metodę  prezentacj i  fagowej  mo że  być po mo cne  w pos zukiwaniach  na j­
bardziej  skutecznej  strategii  w kons t r uowaniu  przysz łych  szczepionek  dla ludzi HIV-1 pozytywmych. Należy 
przypuszczać ,  że dalsza mol ekularna  charakte ryzac ja  epitopów' dla przeciwcia ł  neut ra l izujących  może  być p o ­
mocna  w rozwinięc iu przyszłych,  bardziej  im m un og enn yc h  szczepionek  przec iwko wirusowi  HÏV-1.

Kole jnym w y k ła d o w c ą  był Dr  Angel  Garc ia  -  Alonso (Instytut  Glikobiologii ,  Uniwersy tet  Oksfordzki .  
Wielka Brytania) ,  który przeds tawi ł  po tencja lne zas tosowanie  proteomiki  w' badaniach  b iomedycznych .  Ter ­
min pro teomika  określa badania  mające  na celu identyf ikację,  pows ta jących  w danej komórce  lub tkance,  
białek,  poznanie  wys tępujących  pom iędzy  nimi zależności  oraz ustalenie ich t ró j wymi arowy ch  struktur.  Szc ze ­
gólnie to ostatnie może  mieć  duże znaczenie  w odkrywan iu  miejsc,  które m og ą  mieć znaczenie  w regulacj i  a k ­
tywności  działania leków. Obecnie  do identyfikacji  białek w komór kach  lub tkankach  stosuje się dwie metody:  
e lek t roforezę  dw uk ie ru n k o w ą  (zwaną  także dw u w y m ia ro w ą)  (2-D)  lub spekt roskopię  masową.  Żadna  z nich 
nie jes t  doskonała ,  niemniej  j ednak  ta p ie rwsza  s tosowana  jes t  częściej .  Istotą e lek troforezy dwukierunkowej  
jest  rozdz ia ł  białek w dwóch powiąz anych  ze sobą etapach:  w je d n y m  kierunku nas tępuje rozkład wg wielkośc i ,  
na tomias t  w kierunku pros topadłym zgodnie  z ład unkiem e le k t rochemicznym.  Dr Garcia  -  Alonso w swoim 
wykładz ie  zaprezentował  między  innymi zas tosowanie  proteomiki  do identyf ikowania  białek biorących udział 
w sz laku syg na łow ym w trakcie aktywacji  ludzkich płytek krwi. W wyniku  tych badań odkry to ,  że 50% z nowo 
wy iz o lo wa ny ch  białek nie było wcześniej  op isanych  oraz,  że ponad  40 %  z nich zaan ga żowan yc h  jes t  w regula­
cję szlaku syg na łow ego bądź  w regulac ję  cy toszkie letu  w pły tkach krwi.  W innym przykładz ie  pokazano  za s to ­
sowanie  proteomiki  do identyf ikowania białek zaan ga żowa ny ch  w procesie zranienia.  Kole jny przykład uk azy ­
wał użyc ie  pro teomiki  do okreś lenia markera(ów)  w marskośc i  wąt roby  (H CV typu C) przez porównanie  suro ­
wicy osobn ikó w zdrowych i chorych.  W osta tn im przykładz ie Dr Garc ia -  Alonso  pokaza ł  użyc ie  e lekt roforezy
2-D do identyfikacji  białek z a a ngażo w any ch  w regulac ję cyklu kom ó rk o w e g o  w czern iaku z łoś l iwym gałki 
ocznej .
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Osta tn im w y k ład o w cą  zagran icznym był Dr George  Orphanides  (Syngenta  Central  Toxicology Laboratory,  
Wie lka Brytania) ,  który w swo im wystąpieniu przeds twawi ł  m ec ha n iz m y regulacj i  ekspresj i  genów w p ro c e ­
sach t ranskrypcj i  zależnej  od est rogenu i ich w pły w na wzros t  i z różnicowanie  komór ek  w macicy. Os ta tnio 
og łoszone  wyniki  sekw en cjon ow an ia  genomu  ludzkiego określ i ły l iczbę ge nów  w przedz ia le  26 tys. -  31 tys. 
Pode j rzewa się, że 2000 genów' (około 8% z całej puli) może  być czynnie  zaaangażow'anych w kodow an ie  c z y n ­
n ików t ranskrypcyjnych.  W iad om o także,  że est rogen może  wywie rać  wp ływ na wzrost ,  rozwój  i z róż n ic ow a­
nie tkanek  poprzez związanie  się ze specyf icznym receptorem w cytozolu.  Układ  receptor  - hormon może  
wiążać  się do odc inka p r o m ot o row ego  genu wraż l iwego na estrogen w sposób  bezpośredni  przez związanie  do 
specyf icznego  mie jsca na DNA (ang. estrogen respose e lem en t-E R E ) lub pośrednio  przez  czynniki  t ranskryp-  
cyjne  takie jak  A P - 1 . W swoim wykładz ie  Dr  Orphanides  pokaza ł  w yniki  niedawmo prz epr ow adzo neg o  ek sp e ­
rymentu,  w k tórym mierzono  cykl iczne  zmiany  w ekspresj i  pane lu genów  w' zależności  od zastosowanej  dawki  
es trogenu.  Badanie  było p rzep ro wa dzone  na mod elu  mys im a zmiany  w ekspresj i  genów  mierzono  przy zas to­
so waniu  techniki  m ikr om ac ie rzy  cDN A (ang. m icroarrays) .  Zas tos owa nie  tej techniki  pozwa la  na rów noczesne  
w y ch w y cen ie  specyf icznego  pane lu  genów, k tórych ekspresja jes t  najbardziej  pow iązana ,  w tym przypadku,  ze 
zmianami  w poz iomie  est rogenu .  Pełne z rozumienie  w zaje mn ych powiązań pomię dzy  poz iom em  est rogenu a 
ekspresją  genów może  być p o m ocne  w tworzeniu  bardziej  sku tecznych strategii  leczenia w chorobach estroge- 
no-za leżnych  np: w mięśniaku macicy,  endometr ioz ie ,  chorobach  serca czy w schorzeniach  endokrynnych.

Podczas  gdy p ie rwsza  część dnia była pośw ięcona  na  wykłady,  d rugą  wypełn ia ły  zajęcia praktyczne .  M o d e ­
lowy m białkiem ćw ic zen io w ym  była ludzka  tyrozynaza  ulegająca ekspresj i  w' linii komórkowej  czerniaka  
SK-Mel  1. Ce lem praktyczne j  części  kursu było sk lonowanie  rozpuszczalne j  części  cząsteczki  ty rozynazy w 
wektorze,  k tórym t ra nsfekowano nas tępnie  komórki  linii kom órkowe j  HEK  293T. Ekspresję  rozpuszczalne j 
formy tyrozynazy pot wierdzano  m e to d ą  Western biot  oraz przy użyciu m ik roskopu f luorescencyjnego .  Plan 
ćwiczeń  przebiega ł  w trzech,  ściśle ze sobą powiązanych ,  b lokach i ob e jm ow ał  między  innymi:

-  izolację totalnego RNA z linii komórkowej  ludzkiego czerniaka S K - M e l - 1 
od w ro tn ą  t ranskrypcję
Southern  i N outhern  biot 
RT-PCR
oczyszczanie  produktu  reakcji  RT-PCR, a nas tępnie  t rawienie  enzymami  res t rykcyjnymi EcoRIl  
X ho I

-  eks trakc ja f ragmentów  DNA z żelu
-  p rzygo towa nie  wektora

ekst rakc ja  l iniowej formy wektora  z żelu
-  l igacja f ragmentu c D N A  z wektorem 

t r ansformacja  do komórek  E. coli
w ys zu ki wan ie  poz yty wnie  t ransfo rmowanych  k lonów przez PCR 
t ransfekcja do komórek  H E K -29 3T
identyf ikacja do ce lo wego białka przy użyciu mikroskopu  f luorescencyjnego  i techniki  Western biot

Doda tko wo  w tej części  kursu miały mie jsce także prak tyczne  zajęcia z za s tosowania  bio informatyki .
C e n n y m  punktem szkolen ia  była prezentacja ustna każdego z uczes tn ików (10 - minu towa  prelekcja) 

związana  z aktualnie w y k o n y w a n y m  pro jek tem badaw czym  w macierzystej  j e dnos tce  naukowej .
P o m im o  dużego  obc iążenia  czaso we go związanego  z rea l izacją kursu,  organiza torzy  zadbali  także o c ieka­

wy program kulturalny,  który do da tkow o sprzyjał  wza jemnej  integracji .  Kon tynuac ją  tego ostatniego  jes t  ist­
nienie grupy dyskusyjne j  na por talu in te rne towym yahoo.com,  która zos tała za łożona  po zakończeniu  szkole­
nia i ak tualnie sprzy ja  pod t rz ymywan iu  kontaktu oraz wym ian ie  doświadczeń .

Dla nas uczestnictwo w kursie było bardzo cennym  doświadczen iem z punktu  widzenia  zaczerpniętej  wie­
dzy teore tycznej  oraz praktyczne j .  Było także doskonałą  okazją do upor ządko wania  tej wiedzy,  którą  nabyl iś ­
my wcześniej  na studiach magisterskich.  Chcie l ibyśmy podkreś lić ,  że nasze uczes tnic two w szkolen iu  było m o ­
ż liwe  dzięki  wsparc iu  f in ansowemu,  jak ieg o  udziel i ła nam organizacja FE/BS, oraz p o m o c y  w jego  uzyskaniu,  
które z kolei  z awdzięczam y  Polsk iemu Towarzys twu Bi ochemicznemu.  Jes teśmy bardzo  wdzięczni  za okazaną 
nam pomoc.  Z całą p ew nośc ią  uczes tn ic two w kursie „R ecom bin an t  DNA technology  and protein express ion” 
okaże się bardzo p o m ocn e  w bieżącej  p racy badawczej  jak i w przyszłym planowa niu  kariery naukowej .
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Wskazówki 
dla Autorów

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

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

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

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

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

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

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

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

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

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

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

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

1. H i l d e b r a n d t G R ,  A r o n s o n  N N (  1980) Bio- 
chim Biophys A cta  631: 499-502

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

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

4. D e l e j J ,  K e s t e r s K ( l 975)  W : F I o r k i n M, 
S t o t z EH (red) Cmprehensive Biochemistry 129B. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, s. 1-7

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

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

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

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

http://rcin.org.pl



KO M U NIK A T Z A R Z Ą D U  G ŁÓ W N EG O  

PO LSKIEGO T O W A R Z Y ST W A  BIO C H EM IC ZN EG O

Dotyczący składek członkowskich i prenumeraty „Postępów Biochemii” w roku 2003

Składka  c z ło n k o w s k a  w  2003 roku  wynosi :
dla C z ł o n k ó w  r zeczyw is ty ch  80.- zł.
dla C z ł o n k ó w  s tu dent ów  40.- zł
w  ty m  roczna  pr e n u m e ra ta  „P o s t ęp ó w  B io c h e m i i ” .

M ał żeńs tw a  m o g ą  opłacać  składki  w w ys ok ośc i  80. + 40. = 120 zł.
C złon k ow ie , k tó rzy  o p ła cą  sk ład k ę  cz ło n k o w sk ą  do 30 czerw ca  2003, m ają  z a p e w n io n ą  bezp ła tn ą  p re ­

n u m eratę  k w a rta ln ik a  P o lsk ieg o  T ow arzystw a  B io ch em iczn eg o  „P ostęp y  B io c h e m ii” . C z łon k ow ie ,  k tó ­
rzy op łacą  sk ład k ę  po tym  term in ie ,  b ęd ą  m ogli  o trzy m y w a ć  k w a rta ln ik  do czasu w y czerp a n ia  się za p a ­
sów  m a gazyn ow ych .

P o w y ższ e  z m ia n y  n ie  d o ty c z ą  C z ło n k ó w  H o n o ro w y c h  Towarzys twa.
Na to m ia s t  C z ło n k o w ie - E m e r y c i  -  nada ł  zwoln ien i  z op łacania  składki  cz łonkowsk ie j  -  p ł a c ą  za p r e n u m e r a ­

tę „Po s tę pów  B i o c h e m i i ” 30.-  zł.
O sob y n iebędące  c z łonkam i  Tow arzys tw a  m o g ą  być p renu m era to ra m i  „P o s t ęp ó w  B i o c h e m i i ” . Kosz t  w 2003 

roku  —  80 zł.
Bib l ioteki  p ł a c ą  za  p r e n u m e r a tę  „P o s t ęp ó w  B i o c h e m i i ” w  roku  2003 120.- zł.

Pr os i my  o w n o s z e n ie  opła t  bez  w e z w a n ia  na  nasze konto  w  B P H  P B K  S.A. III Oddz .  W arszawa  nr  
11101053-411050000371.

Jo lanta  B arań sk a

Prezes  Polsk iego  Tow arz ys t w a  B i oche m ic zne go

POLSKIE T O W A R Z Y ST W O  BIO C H EM IC ZN E  

ZAPROSZENIE

Jeżeli  chc ia ł abyś / chc ia łby ś  zap isać  się  na l istę e -m a i lo w ą  Polsk iego  T ow arzys tw a  B io c h e m ic z n e g o  wyśli j  
e-mai ł  na  adres:  in fo p tb io c h @ n e n ck i .g o v .p l . W  polu  „subjec t  „ um ieść  swoje  na zwi sk o  i imię  (w takiej  ko le jno ­
ści i bez  po lsk ic h  zn a k ó w  di ak ry tyc znych)  oraz  adres  e -mailu.  Wysyła jąc  taki  mail  z gadzasz  się na  to, aby  na 
Twój adres e -m a i l o w y  p rz y c h o d z i ł y  in formacje  ZG, l isty p o j edyn czyc h  lub grup cz ło n k ó w  do ogółu członków,  
informacje  z F E B S  o z j azdach  i ku rs ach  oraz ma ter ia ły  rek lamowe .  Lis ta  będz ie  rozsy łać  mater ia ły  k o n t r o lo w a ­
ne przez  mode ra to ra ,  k tó r y m  będz ie  A d a m  Szewczyk ,  sekre ta rz Za rz ądu  G łó w n e g o  Polsk iego  Towarzys t wa  
B ioc hemiczne go ,  t ak  wi ęc  nie będz ie  Ci grozić za lew  śmiec iowej  pocz ty  i z a w ir u s o w a n y c h  „ a t t a c h m en t ó w ” . 
M a m  nadz ie ję ,  że tą  d r o g ą  po pra wi  się  s tan po in fo rm o w a n ia  na sz yc h  cz ło n k ó w  o różnych  w yda rzeni ach  n a u k o ­
wych,  s typendiach ,  ku rs ach  i wre szc ie  o ak tyw nośc i  p os zczeg ó ln yc h  od dz ia łó w naszego  Towarzys twa.  Być  
m oże  rów nież  „Listy  do b i o c h e m i k ó w ” re d a g o w a n e  przez  p. Teresę W e s o ło w s k ą  b ę d ą  obo k  wersj i  d rukowanej  
ko lpo r to wane  p rzez  n a s z ą  listę. Z a p ra s z a m  także do odw iedzen ia  s t rony  w w w  na sze go  Tow arzys tw a

A d a m  Sz ew czy k

Sekre ta rz Zarządu  G łó w neg o
Polsk iego  Tow arz ys tw a  B i oc hem ic zne go

http://rcin.org.pl
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