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ARTYKUŁY
Różnorodność i funkcje niekodujących 
regulatorowych RNA 

Diversity and functions of noncoding regulatory RNAs

MAREK ŻYWICKI1, MACIEJ SZYMAŃSKI2, JAN BARCISZEWSKI'
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1II-3. M odulatory aktywności białek  
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W ykaz stosowanych skrótów: ICR —  ang. imprinting control 
region —  region kontroli imprintingu; 1GF2 —  ang. insulin-like 
growth factor 2 —  insulinopodobny czynnik wzrostu 2; IMP —  
ang. IGF2 mRNA binding protein  —  białko wiążące mRNA  
IGF2; kz —  kilozasad (tysięcy zasad); m R N A —  ang. messen­
g er RNA — matrycowy RNA; MSL —  ang. m ale-specific-lethal
— letalne białko specyficzne dla płci męskiej; ncRNA —  ang. 
noncoding RNA —  niekodujący RNA; ORF —  ang. open re­
ading fram e  —  otwarta ramka odczytu; pre-mRNA —  ang. 
pre-m essenger RNA —  pierwotny matrycowy RNA; RISC —  
ang. RNA-induced silencing complex  —  indukowany przez 
RNA kompleks wyciszający; RNP —  ang. ribonuclein particie
— kompleks białkowo-rybonukleinowy; rRNA —  ang. ryboso- 
mal RNA —  RN A rybosomalny; siRN A —  ang. sm all interfering 
RNA — małe przechwytujące, interferencyjne RNA; snRNA —  
ang. sm all nuclear RNA —  mały jądrowy RNA; SRA —  ang. 
steroid receptor activator —  aktywator receptora steroidowego; 
stRN A —  ang. sm all tem poral RNA —  małe okresowe, czasowe 
RNA; tRNA —  ang. transfer RNA —  RNA transportujący, prze­
noszący; UTR — ang. untranslated region —  region nie ule­
gający translacji; Xic — ang. X  inactivation center —  centrum 
inaktywacji chromosomu X

‘Mgr, 'dr. Jprof. dr hab., Instytut Chemii Bioorganicznej Pol­
skiej Akademii Nauk, ul. Noskowskiego 12,61-704 Poznań, tel. 
(61) 8528503 w. 132,
e-m ail:1marekz@ibch.poznan.pl, 2mszyman@ibch.poznan.pl, 
Jjan.barciszewski@ibch.poznan.pl

Contents:

I. Introduction
II. G eneral description o f noncoding RNAs
III. C haracteristic o f noncoding regulatory RNAs

111-1. Transcriptional regulators
111-2. Posttranscriptional regulators
111-3. Protein activity m odulators
111-4. RNA distribution regulators

IV. ncRNA gene finding
V. Conclusions

I. W prowadzenie

Odkrycie na początku lat 80-tych katalitycznych 
właściwości kwasów rybnukleinowych (RNA) do­
prowadziło do sformułowania teorii pierwotnego 
„świata RNA”, w którym cząsteczki RNA, oprócz 
funkcji materiału genetycznego pełnić miałyby rów­
nież rolę enzymów. Współczesne organizmy w ogra­
niczonym stopniu wykorzystują katalityczne RNA, a 
większość procesów enzymatycznych i regulacyj­
nych realizowanych jest przez białka.

W ostatnich latach pojawiło się coraz więcej do­
niesień na temat cząsteczek RNA zaangażowanych w 
różnorodne procesy komórkowe, które wykraczają 
poza tradycyjnie przypisywane RNA funkcje w pro­
cesie biosyntezy białek. Te nowoodkrywane 
cząsteczki, określane jako niekodujące RNA (ang. 
noncoding RNA , ncRNA), pełnią kluczowe role w 
procesach regulacji ekspresji genów na praktycznie 
wszystkich jej etapach, począwszy od zmian struktu­
ry chromatyny, poprzez bezpośrednią regulację tran­
skrypcji, składanie (ang. splicing) i redagowanie 
(ang. editing) mRNA a skończywszy na modulacji 
translacji poprzez wpływ na stabilność transkryptów 
oraz ich lokalizację wewnątrz komórki.
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W szerokim znaczeniu, termin „niekodujące 
RN A” używany jest niekiedy dla określenia wszyst­
kich transkryptów nie mających zdolności kodowa­
nia białek. Częściej jednak oznacza on wszystkie 
RNA z wyłączeniem mRNA, tRNA i rRNA i w tym 
znaczeniu używany jest w niniejszym tekście.

II. Ogólna charakterystyka niekodujących
RNA

Pierwsze doniesienia o niekodujących RNA 
(ncRNA) pochodzą z 1979 roku. Zauważono wów­
czas, że wśród czynników uczestniczących w składa­
niu pre-mRNA tworzących kompleks odpowiedzial­
ny za katalizę reakcji składania (spliceosom) znajdu­
je się pięć cząsteczek RNA nie pochodzących z doj­
rzewającego mRNA [1 ]. Te małe jądrowe RNA (ang. 
smali nuclear RNA , snRNA) pełnią kluczową rolę w 
rozpoznaniu miejsc na połączeniach egzonów i intro-

heterogenność strukturalna. Jedyną wspólną cechą 
wszystkich tych RNA jest brak otwatej ramki odczy­
tu i co za tym idzie niezdolność do kodowania białek
[5], W organizmach eukariotycznych wiele z ncRNA 
wykazuje jednak pewne cechy mRNA. Są one tran- 
skrybowane przez RNA polimerazę łl, podlegająpo- 
liadenylacji i mają na końcu 5 ’ strukturę cap [4], 

Odkrycie funkcjonalnych cząsteczek ncRNA wy­
maga rewizji obowiązującego dogmatu o przepływie 
informacji genetycznej od DNA przez RNA do 
białek. Ten prosty schemat zaproponowany pod ko­
niec lat 50-tych zakładał, że RNA stanowią jedynie 
bierne elementy mechanizmu ekspresji informacji 
zawartej w DNA, a białka są odpowiedzialne za 
wszystkie procesy życiowe (Ryc. 1). W świetle od­
kryć ostatnich 20 lat oczywistym jest, że RNA odgry- 
wająznacznie większą rolę nie tylko jako katalizato­
ry, ale również jako regulatory w procesach komór­
kowych (Ryc.l).

A B

RNA mRNA 
i V'

DNA — BIAŁKO DNA -  
V

BIAŁKO
/ /

ncRNA
Ryc. I. Dwa modele przepływu informacji genetycznej. (A) Klasyczny, w którym wszystkie funkcje katalityczne, strukturalne, sygnalne i regulacyj­

ne są realizowane przez białka. (B) Alternatywny, w którym uwzględniono ncRNA jako nośniki tych samych funkcji. Linie ciągłe wyrażają 
przepływ informacji genetycznej, natomiast przerywane możliwości realizacji zakodowanych funkcji [6],

nów w pre-mRNA oraz asocjacji kompleksu 
białkowo-nukleinowego spliceosomu. Podobnie jak 
w przypadku rybosomu funkcję enzymatyczną pełni 
tu RNA [2]. inną, stosunkowo dobrze poznaną klasę 
niekodujących RNA stanowią małe jąderkowe RNA 
(ang. smali nucleolar RNA, snoRNA), biorące udział 
w tworzeniu pseudourydyny i 2 ’-0 -metylocytydyny 
w rybosomalnych RNA [3].

Obecnie znanych jest kilkaset ncRNA zarówno 
eukariotycznych jak i prokariotycznych, ale tylko w 
nielicznych przypadkach udało się uzyskać dane do­
tyczące ich funkcji [4], Wraz ze wzrostem liczby po­
znawanych ncRNA, coraz bardziej widoczna jest ich

Komórkowe RNA można podzielić na dwie 
główne grupy: a) kodujące matrycowe RNA — 
mRNA (ang. messenger RNA) oraz b) RNA, które nie 
stanowią matrycy dla białek (ncRNA) (Tabela 1). Ze 
względu na pełnione funkcje, wśród niekodujących 
RNA można dalej wyróżnić konstytutywne oraz re­
gulatorowe RNA. Konstytutywne ncRNA ulegają 
ciągłej ekspresji na stałym poziomie i są niezbędne 
do przebiegu podstawowych procesów komórko­
wych. Należą do nich tRNA, rRNA, czy snRNA. Re­
gulatorowe ncRNA odpowiedzialne są najczęściej za 
utrzymanie oraz modulację poziomu ekspresji ge­
nów. Ich obecność w komórce jest zwykle zależna od
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Tabela 1.

Podział cząsteczek RNAze względu na właściwości kodujące i funkcjonalne [4]

Transkrypty

kodujące
białka

niekodujące (ncRNA)

Konstytutywne RNA Regulatorowe RNA

• mRNA 1. Translacja
• tRNA -  translacja informacji 

genetycznej
• rRNA -  składnik rybosomu, 

kataliza formowania wiązań 
peptydowych

• tmRNA -  trans-translacja, 
kontrola jakości translacji

2. Dojrzewanie RNA
• snRNA -  splicing pre-mRNA, 

komponenty spliceosomu
• snoRNA -  modyfikacje RNA: 

2’-0-metylacje i 
pseudourydylacje

• RNaza MRP -  dojrzewanie 
RNA

• RNaza P RNA -  dojrzewanie 
5’-końca pre-tRNA

3. Replikacja
• RNA telomerazy -  komponent 

telomerazy, synteza 
telomerycznego DNA

4. Lokalizacja białek
• 4.5S RNA, 7SL RNA -

translokacja białek przez błony 
u bakterii i Eukaryota

5. Nieznane funkcje
• hY RNA

1. Regulatory transkrypcji
• regulacja ekspresji genów 

podlegających imprintingowi 
(H19, IPW, LIT 1)

. zmiana struktury chromatyny 
związana z inaktywacją 
chromosomu X i kompensacją 
dawki genów u Eukaryota (roX, 
Xist/Tsix)

2. Regulatory 
posttranskrypcyjne

• interakcje z docelowym mRNA 
na zasadzie antysensu (DsrA, 
MicF, lin-4, let-7, microRNAs)

3. Modulatory aktywności białek
• interakcje RNA-białko 

zmieniające zdolności 
katalityczne białek (6S RNA, 
OxyS, SRA RNA)

4. Regulatory lokalizacji RNA
• specyficzny wpływ na 

lokalizację komórkowych 
mRNA lub pre-mRNA poprzez 
specyficzną lokalizację ncRNA 
(hsr-tj, Xlsirt, BC1, BC200)

etapu rozwoju lub czynników środowiskowych. Nie- 
kodujące RNA wykazują dużą różnorodność mecha­
nizmu działania oraz zaangażowanie w licznych pro­
cesach. Sekwencje znanych regulatorowych RNA 
dostępne są w internecie pod adresem http://bioba- 
ses.ibch.poznan.pl/ncRNA/ [7].

III. Charakterystyka regulatorowych 
ncRNA

III-l. Regulatory transkrypcji

Do grupy tej należą ncRNA modulujące ekspresję 
danego genu poprzez inhibicję lub aktywację tran­
skrypcji. Prawdopodobnych jest kilka mechanizmów 
ich działania. Jeden z nich jest charakterystyczny dla 
regulacji genów podlegających specyficznemu zna­
kowaniu epigenetycznemu (ang. imprinting). Do­

tychczas zidentyfikowano wiele cząsteczek ncRNA 
uczestniczących w tym procesie, które również od­
grywają kluczową rolę w genezie złożonych jedno­
stek chorobowych, takich jak zespół Pradera-Willie- 
go czy Beckwitha-Wiedemanna, będących wyni­
kiem utraty prawidłowego imprintingu określonego 
segmentu genów. Najlepiej poznanym nieko- 
dującym RNA biorącym udział w tym procesie u ssa­
ków jest H 19 RNA, który ma wpływ na poziom eks­
presji genu IGF2 (ang. insulin-like growth factor II) 
[8,9], kodującego białko odpowiedzialne za wzrost i 
podziały komórek oraz regulację ich metabolizmu 
[10,11]. H19 RNA ma długość -2 ,5  kz, jest poliade- 
nylowany na końcu 3 ’, a na końcu 5 ’ znajduje się mo­
dyfikowana czapeczka (ang. cap). Pierwotne tran- 
skrypty, syntetyzowane przez polimerazę RNA ii 
podlegają składaniu, ale nie mają długiej otwartej 
ramki odczytu. Dojrzały H I 9 RNA jest eksportowa­
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ny z jądra do cytoplazmy. Ekspresja HI 9 zachodzi w 
okresie rozwoju płodowego w tkankach pochodzenia 
mezo- i ektodermalnego, a w okresie późniejszym w 
tkankach, które wykazywały ekspresję w okresie 
płodowym i uległy procesom nowotworowym [ 1 2 ]. 
U człowieka, gen kodujący H 19 RNA znajduje się w 
locus 11p 15.5, (u myszy region homologiczny wy­
stępuje na chromosomie 7), w odległości około
110-200 kz od genu 1GF2. Zaburzenia ekspresji 
IGF2 związane są z procesami nowotworowymi 
[13,14]. Geny H19 i IGF2 podlegają przeciwnemu 
znakowaniu genetycznemu: H19 ulega ekspresji z al- 
lelu matczynego, natomiast IGF2 z allelu ojcowskie­
go. Elementami regulującymi ten proces są znaj­
dujące się w pobliżu H I 9 sekwencje wzmacniające - 
E (ang. enhancer), oraz region kontrolny - ICR (ang. 
imprinting control region) zawierający liczne wyspy 
CpG (Ryc.2). Obniżony poziom metylacji ICR po-

[15], Wydaje się, że jest to mechanizm zabezpie­
czający przed ewentualną aktywacją ekspresji wyci­
szonego genu. Jego zaburzenie wywołuje procesy 
nowotworowe, związane z przywróceniem ekspresji 
H19.

Oprócz zaangażowania w imprinting IGF2, wyka­
zano, że wprowadzenie do komórki dodatkowych 
kopii H I 9 powoduje spadek poziomu zarówno 
mRNA IGF2, jak i samego białka w komórce [8], W 
sekwencji H I 9 RNA znaleziono trzy miejsca wiąza­
nia białek IMP (ang. IGF2 mRNA-binding protein), 
oraz stwierdzono że mRNA IGF2, H19 i białka IMP 
znajdują się w tej samej przestrzeni subkomórkowej
[9]. Białka IMP wiążą się z sekwencjami nie ule­
gającymi translacji przy końcu 5’ mRNA IGF2, co z 
kolei ma wpływ na poziom syntezy tego białka pod­
czas rozwoju. Wiązanie białek IMP przez H19 RNA 
sugeruje, że jego rola w regulacji ekspresji IGF2

allel ojcowski
zmetylowane 
CpG (ICR)

allel matczyny
CTCF

niezmetylowane 
CpG (ICR)

Ryc. 2. Ekspresja genów H19 i lgf2. E — sekwencje wzmacniające (ang. enhancer), CTCF — czynnik białkowy (opis w tekście) [9,10],

zwala na przyłączenie się w tym regionie białkowego 
czynnika CTCF, co z kolei umożliwia oddziaływanie 
sekwencji wzmacniających z pobliskim regionem 
promotorowym genu H19 i jego ekspresję. Z drugiej 
strony, hipermetylacja regionu ICR i brak wiązania 
CTCF powoduje oddziaływanie sekwencji wzmac­
niających z odległym promotorem genu IGF2 wa­
runkującym inicjację jego transkrypcji [15]. Ten sto­
sunkowo prosty mechanizm nie jest jednak jedynym 
elementem kontroli ekspresji tych genów. Przypusz­
cza s i ę , że jest również inny mechanizm kontroli im- 
printingu, który ujawnia się dopiero podczas rozwo­
ju zarodkowego i ma znaczenie w tkankach już zróż­
nicowanych. Delecja ICR w komórkach po­
chodzących z tych tkanek nie warunkuje ekspresji 
HI 9. Pod koniec rozwoju płodowego region promo- 
torowy H19 ulega hipermetylacji uniemożliwiając 
ekspresję tego genu nawet przy braku metylacji ICR

może być związana z wpływem na eksport mRNA 
IGF2 z jądra, jego lokalizację cytoplazmatyczną oraz 
translację [8]. Szczegółowy mechanizm tego proce­
su nie jest jednak jeszcze poznany.

Inną grupą ncRNA działających jako regulatory 
transkrypcji są cząsteczki odpowiedzialne za wy­
równanie poziomu ekspresji genów znajdujących się 
na chromosomie X między komórkami XX i XY. 
Proces ten może odbywać się poprzez wyłączenie 
jednego z chromosomów u płci posiadającej dwa 
chromosomy X lub poprzez podwojenie poziomu 
ekspresji u płci posiadającej jeden chromosom X. 
Pierwszy z tych mechanizmów charakterystyczny 
jest dla ssaków, gdzie płeć zdeterminowana jest 
obecnością lub brakiem chromosomu Y. W zarod­
kach żeńskich uruchomiona zostaje kaskada sy­
gnałów prowadząca do inaktywacji jednego z chro­
mosomów X pozostającego w jądrze w postaci skon-
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densowanej i widocznego pod mikroskopem jako 
ciałko Barra [ 16]. Za mechanizm ten odpowiedzialny 
jest region chromosomu X określany jako centrum 
inaktywacji Xic (ang. X inactivation center), którego 
delecja uniemożliwia zajście całego procesu. W 
1991 r. u myszy zidentyfikowano gen ulegający eks­
presji wyłącznie z nieaktywnego chromosomu X. 
Produktem jego transkrypcji jest długi (15-17 kz) 
RNA nazwany Xist (ang. X-inactive specific trans­
cript). Odpowiedni transkrypt (XIST) został również 
znaleziony w komórkach ludzkich. Podobnie jak 
H 19 RNA, Xist i XIST RNA wykazują cechy mRNA 
(składanie, poliadenylacja, transkrypcja przez poli- 
merazę RNA II) lecz nie zawierają otwartej ramki 
odczytu sugerującej syntezę białka [17]. Xist RNA 
jest odpowiedzialny za inicjację procesu inaktywa­
cji. a jego późniejsza utrata nie powoduje ponownej 
aktywacji wyciszonego chromosomu. Powstaje py­
tanie, w jaki sposób dokonywany jest wybór chromo­
somu X dla wyciszenia? Do zygoty trafia jeden chro­
mosom X pochodzący od ojca (X0), a drugi od matki 
(Xm). U myszy już na etapie gametogenezy następuje 
imprinting będący wynikiem zróżnicowanej hiper- 
metylacji wysp CpG znajdujących się w pobliżu 3 ’ 
końca genu Xist (Ryc.3). W zygocie allei pochodze-

rodka w macicy. Na tym etapie następuje demetyla- 
cja wysp CpG i losowo zostaje wybrany chromosom, 
na którym hipermetylacja zostaje przywrócona.

U człowieka chromosomy X trafiają do zygoty 
bez żadnych informacji co do ich wyciszenia. Wybór 
chromosomu X mającego ulec dezaktywacji wydaje 
się losowy. Odmienność tego mechanizmu związana 
jest ze zmianami w strukturze ludzkiego genu TSIX 
[18,19]. W pobliżu jego końca 3 ’ nie ma wysp CpG 
odpowiedzialnych u myszy za „wskazanie” chromo­
somu mającego ulec dezaktywacji oraz nie zawiera 
on fragmentu sekwencji komplementarnego do 
XIST. Fakty te oraz możliwość alternatywnego 
składania Tsix RNA myszy, w wyniku którego po­
wstają izoformy o skróconym końcu 5’, komplemen­
tarnym do Xist [20], zmuszają do rewizji poglądów 
na temat roli TSIX i Tsix w akumulacji XIST/Xist 
RNA i w selekcji chromosomu do wyciszenia 
[21-23]. Obecnie proponowane są cztery możliwe 
mechanizmy działania TSIX/Tsix: i) maskowanie 
polegające na wyciszaniu XIST/Xist RNA przez 
tworzenie z nim dwuniciowych kompleksów przez 
antysensowny TSIX/Tsix , ii) interferencja pole­
gająca na możliwości blokowania transkrypcji 
XIST/Xist poprzez transkrypcję TSIX/Tsix z tego sa-

Xist
X o O

Xic
T s ¿Xwył CpG

Xistwył
XM

Tsix CpG

Ryc. 3. Regulacja ekspresji genów Xist i Tsix u myszy i ich wpływ na inaktywację chromosomu X. Brak metylacji wysp CpG umożliwia transkrypcję 
Xist, który nakłada się na cały chromosom X i powoduje jego inaktywację. Metylacja (M) powoduje aktywację promotora genu Tsix i dezakty­
wację A7sf, co prowadzi do pozostawienia aktywnego chromosomu. X0 — chromosom ojcowski, Xm — chromosom matczyny, Xic — cen­
trum inaktywacji chromosomu X, linia przerywana wskazuje na brak transkrypcji [9],

nia matczynego jest zawsze hipermetylowany, nato­
miast allel ojcowski pozostaje niezmodyfikowany. 
Efektem takiego stanu jest inaktywacja chromosomu 
X pochodzącego od ojca poprzez ekspresjęXist. Dru­
gi chromosom X jest chroniony przed inaktywacją 
poprzez transkrypcję z tego samego locus innego 
niekodującego RNA-Tsix, o sekwencji częściowo 
komplementarnej do Xist RNA. Mechanizm ten do­
datkowo zabezpiecza przed ewentualnym wpływem 
Xist transkrybowanego z chromosomu ojcowskiego. 
Taki stan utrzymuje się do momentu implantacji za-

mego locus, iii) represja polegająca na umożliwieniu 
wiązania czynnika blokującego transkrypcję 
XIST/Xist w pobliżu 3 ’-końca tego genu poprzez 
transkrypcję TSIX/Tsix, iv) otwarcie chromatyny 
polegające na rozluźnieniu chromatyny poprzez 
transkrypcję TSIX/Tsix, co umożliwiłoby asocjację 
dodatkowych czynników regulacyjnych [2 1 ].

Chociaż mechanizm działania Xist RNA nie jest 
do końca poznany, to wiadomo, że wiąże się on na 
całej długości z chromosomem X, z którego uległ 
ekspresji i pełni kluczową rolę w przebiegu procesu
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dezaktywacji. Nieaktywny chromosom X charakte­
ryzują typowe cechy konstytutywnej heterochroma- 
tyny, jak: hipoacetylacja histonów, hipermetylacja 
wysp CpG i późna replikacja. Nie jest jednak do 
końca wyjaśniona rola Xist w powstawaniu tych 
zmian. Przypuszcza się, że możliwe jest wiązanie z 
Xist białek zdolnych do wprowadzania stałych 
zmian w strukturze chromatyny, co tłumaczyłoby tak 
silne ograniczenie roli Xist RN A do okresu inicjacji 
[21]. Do tej pory nie udało się jednak potwierdzić tej 
tezy, ani zidentyfikować białek wiążących Xist.

Mechanizmy determinacji płci, jak i kompensacji 
dawki genów' z chromosomu X u Drosophila są od­
mienne. Podobnie jak u ssaków, komórki męskie i 
żeńskie zawierają odpowiednio jeden i dwa chromo­
somy X. Determinacja płci zależy jednak nie od 
obecności chromosomu Y, lecz od stosunku liczby 
chromosomów X do liczby autosomów [17]. Wyrów­
nanie ekspresji genów z chromosomu X następuje 
poprzez dwukrotne zwiększenie poziomu ekspresji 
pojedynczego chromosomu X w komórkach mę­
skich. W procesie tym kluczową rolę pełnią białka 
MSL (ang. male-speci/ic-lethal), acetylotransferaza 
histonu H4 (MOF) oraz fosforylaza histonu H3 
(JIL -1). Istotnąrolę odgrywajątu również transkryp- 
ty dwóch genów roX  —  roX 1 i roX2 RNA (ang. RN A 
on Y), funkcjonujące jako ncRNA. Białka MSL,

MOF i JIL -1 tworząz RNA kompleksy białkowo-nu- 
kleinowe okreśłane jako kompleksy MSL lub kom- 
pensosomy (ang. compensosome). Cząsteczki roXl i 
roX2 RNA podlegają dojrzewaniu i poliadenylacji a 
ich wielkość wynosi odpowiednio 3,7 i 0,6 kz. Ich 
ekspresja zachodzi z chromosomu X, który podlega 
kompensacji [24],

Kompleks MSL wiąże się w kilkuset miejscach do 
chromosomu X. Uszkodzenie białek kompleksu re­
dukuje jego asocjację do zaledwie 30-40 miejsc, 
zwanych miejscami dostępu do chromatyny (ang. 
chromatin entry sites), z których dwa zidentyfikowa­
no jako loci genów roXl i roX2 [24], Wydaje się, że w 
miejscach tych zachodzi składanie kompleksu MSL. 
Prawidłowy kompleks przemieszcza się wzdłuż 
chromosomu X powodując rozluźnienie chromatyny 
i wzmożoną ekspresję genów (Ryc. 4). Mechanizm 
migracji kompleksów MSL nie jest poznany i nie 
wiadomo, jaką rolę pełnią w nim roX RNA. Wiado­
mo jednak, iż są one istotne dla procesu kompensa­
cji, o czym świadczy fakt, iż insercja genu ro X do au- 
tosomu umożliwia asocjację na nim kompleksów 
MSL i podwyższenie poziomu ekspresji genów znaj­
dujących się w rejonie miejsca insercji [25]. Wynika 
z tego, że roXl i roX2 RNA są odpowiedzialne za 
rozpoznanie chromosomu mającego ulec kompensa­
cji poprzez asocjacje i poprawne złożenie kompleksu 
MSL.

roXRNA

X

Ryc. 4. Kompensacja dawki genów chromosomu X u Drosophila. Białka MSL1 -3, MOF — acetylotransferaza histonu H4 oraz JIL-1 — fosforylaza hi­
stonu H3 tworzą kompleks MSL w miejscu transkrypcji genu roX RNA. Kompleks wiąże się do chromosomu powodując wzmożenie ekspresji 
genów z chromosomu X.
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III-2. Regulatory posttranskrypcyjne

Cząsteczki RNA należące do grupy regulatorów 
posttranskrypcyjnych (w odróżnieniu od regulato­
rów transkrypcyjnych) oddziałują bezpośrednio z 
komplementarnymi regionami docelowych mRNA. 
RNA biorące udział w takiej regulacji można podzie­
lić na dwie grupy. Regulatory cis, kiedy cząsteczka 
regulatorowego i docelowego RNA ulegają tran­
skrypcji w odwrotnych kierunkach z tego samego lo- 
cus, oraz trans, kiedy obie cząsteczki pochodzą z od­
rębnych loci. Przykładem pierwszego z tych mecha­
nizmów jest występująca u człowieka regulacja eks-

A

presji genu KvLQ Tl przez antysensowny transkrypt 
LIT1 [26]. W wyniku tych oddziaływań tworzą się 
długie dupleksy o pełnej homologii, co ogranicza 
translację mRNA podlegającego regulacji.

Przykładem ¿nmę-regulatorowych RNA są krót­
kie (~20nt) cząsteczki określane jako mikroRNA 
(miRNA). U Caenorhabditis elegans zidentyfikowa­
ny został gen lin-4, którego mutacje powodowały za­
burzenia w rozwoju embrionalnym. Szczegółowa 
analiza wykazała obecność dwóch RNA o długości 
63 i 22 nt, odpowiadającyh prekursorowi i funkcjo­
nalnej cząsteczce RNA. Lin-4 RNA jest odpowie­
dzialny za inhibicję translacji mRNA przynajmniej

B

Ryc. 5. Geneza i funkcje mikroRNA (A) i siRN A(B). Elementem wspólnym obu szlaków jest enzym DICER hydrolizujący pre-RN A odpowiednio do 
mikroRNA i siRN A. Białka odpowiadające za skierowanie danego RNA na drogę mikroRNA zaznaczone sączamym kolorem (ALG-1/2), na­
tomiast na drogę RNAi białym (RDE-1) [27].
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dwóch genów — lin -14 i lin-28. Lin-14 ulega ekspre­
sji tylko we wczesnych stadiach rozwoju embrional­
nego, a jego represja koreluje w czasie z akumulacją 
lin-4 RNA. Za regulację translacji odpowiedzialne 
jest oddziaływanie lin-4 RNA z kilkoma częściowo 
komplementarnymi sekwencjami lin-14 mRNA w 
rejonie nie ulegającym translacji przy końcu 3 ’ 
(3’-UTR). W wyniku tych oddziaływań tworzą się 
niedokładne dupleksy RNA, zawierające niesparo- 
wane nukleotydy lub niewielkie wypętlenia, z któ­
rych niektóre są istotne dla inhibicji translacji
[27,28], MikroRNA wydają się występować po­
wszechnie w organizmach eukariotycznch. Ich wy­
stępowanie stwierdzono u zwierząt, roślin i grzy­
bów. Wspóną cechą wszystkich dotychczas opisa­
nych niiRNA jest ich biogeneza. Pierwotne tran- 
skrypty ich genów tworzą długie struktury spinki do 
włosów, z których funkcjonalne cząsteczki wycinane 
są przy udziale rybonukleazy Dicer — enzymu ho­
mologicznego do bakteryjnej rybonuklezy III.

Długość funkcjonalnych miRNA oraz udział nu- 
kleazy Dicer w ich powstawaniu wykazuje analogie 
do mechanizmu interferencji RNA (ang. RNA inter­
ference, RNAi). W procesie tym, Dicer rozcina dwu- 
niciowe RNA na ok. 20-nukleotydowe dupleksy 
tworzące tzw. krótkie interferencyjne RNA (ang. 
short interfering RNA, siRNA ) [29]. Interferencyjne 
RNA stanowią elementy kompleksu białkowo-nu- 
kleinowego RISC (ang. RNA-induced silencing com­
plex), który odpowiedzialny jest za degradację doce­
lowego RNA o sekwencji komplementarnej do 
siRNA. W odróżnieniu od lin-4 RNA, którego 
działanie polega na hamowaniu translacji poprzez 
tworzenie niedokładnie sparowanych dupleksów 
RNA, mechanizm działania RNAi wymaga obecno­
ści dokładnie komplementarnej sekwencji w docelo­
wym RNA. Proces RNAi wydawał się początkowo 
być systemem obronnym skierowanym przeciwko 
wirusom oraz rozprzestrzeniającym się transpozo- 
nom. Obecnie jednak uważa się, że może on mieć 
duże znaczenie w regulacji ekspresji genów. Niektó­
re roślinne miRNA działają poprzez indukowanie 
przecinania mRNA w regionach o komplementarnej 
sekwencji [30].

Wydaje się zatem, że pierwotne rozróżnienie mię­
dzy mechanizmami działania mikroRNA i RNAi w 
oparciu o naturę samych aktywnych cząsteczek RNA 
(dwuniciowe siRNA i jednoniciowe miRNA) nie jest 
w pełni zasadne. Decyzja o skierowaniu RNA na od­
powiednią drogę i późniejszy mechanizm działania 
jest dokonywana jeszcze przed fragmentacjąprekur- 
sorowego RNA na funkcjonalne cząsteczki (Ryc. 5). 
Realizowana jest ona na etapie przyłączenia się

białek (ALG 1/2, RDE1) do prekursorowych RNA, 
co umożliwia asocjację enzymu DICER. Niektóre z 
tych białek (ALG 1/2) rozpoznają wypętlenia w pre- 
kursorowym stRNA. Pozostają one zasocjowane z 
powstałą cząsteczką, zmniejszając jej podatność na 
degradację i blokując przyłączenie białek 
tworzących kompleks RISC odpowiedzialny za de­
gradację mRNA w procesie RNAi, co powoduje 
skierowanie krótkiego RNA na drogę mechanizmu 
miRNA (Ryc. 5A). Inne białka (RDE1) rozpoznają 
prekursorowe dupleksy siRNA nie zawierające wy- 
pętleń. Modulują one aktywność enzymu DICER 
umożliwiając powstanie dwuniciowych siRNA. W 
późniejszym etapie odpowiadają one za tworzenie 
kompleksu RISC i skierowanie siRNA na drogę me­
chanizmu RNAi (Ryc. 5B).

Duże zainteresowanie siRNA jest związane z mo­
żliwościami ich wykorzystania w nowych techni­
kach badawczych. Umożliwiają one okresowe lub 
ciągłe wyciszanie zdefiniowanych genów, co pozwa­
la na analizę ich funkcji. Jedynym wymogiem wyko­
rzystania tej metody jest znajomość sekwencji genu 
mającego ulec wyciszeniu. Znając ją  można zsynte- 
tyzować odpowiednie dwuniciowe siRNA, które zo­
staną wprowadzone do komórki. Tę technologię wy­
korzystano dotychczas do badania funkcji takich 
białek jak CD4, CD8, czynników transkrypcyjnych 
HTF i PSK H 1 oraz badań białek kluczowych w cyklu 
życiowym wirusa HIV, takich jak TsglOl [29]. Mo­
żliwe wydaje się również wykorzystanie RNAi do 
identyfikacji genów w zsekwencjonowanych geno­
mach oraz badania funkcji zakodowanych w nich 
białek.

W komórkach bakterii stwierdzono występowanie 
cząsteczek ncRNA modulujących translację docelo­
wych mRNA poprzez oddziaływanie z krótkimi frag­
mentami w rejonach 3 ’- lub 5’-UTR. Przykładem ta­
kiej cząsteczki jest DsrA RNA z Escherichia coli. 
Jest to cząsteczka o długości 87 nt uczestnicząca w 
regulacji ekspresji dwóch podstawowych białko­
wych regulatorów transkrypcji: H-NS, będącego glo­
balnym represorem transkrypcji oraz RpoS, czynni­
ka transkrypcyjnego sigma o działaniu antagoni- 
stycznym do H-NS. RpoS ulega ekspresji podczas 
fazy stacjonarnej wzrostu bakterii oraz w odpowie­
dzi na stresowe warunki środowiska. Jest on odpo­
wiedzialny za zniesienie działania H-NS i zwiększe­
nie poziomu transkrypcji niektórych genów. DsrA 
RNA wpływa w różny sposób na poziom ekspresji 
tych białek: powoduje wzrost ilości RpoS oraz ob­
niżenie poziomu H-NS, przyczyniając się tym sa­
mym do ogólnego wzrostu poziomu transkrypcji 
[32,33].
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Jednoczesne działanie DsrA RNA jako supresora i 
aktywatora translacji umożliwia obecność dwóch 
fragmentów komplementarnych odpowiednio do 
mRNA H-NS i RpoS (Ryc. 6). Wyciszanie H-NS za­
chodzi w wyniku oddziaływań fragmentu położone­
go w obrębie drugiej spinki DsrA RNA z regionami 
inicjacji i terminacji translacji mRNA kodującego 
H-NS (Ryc. 6). Utworzenie kompleksu H-NS

skrypcji oraz skrócenie czasu półtrwania DsrA RNA 
z 23 do 4 minut [34], co powoduje 30-krotnie zmniej­
szenie ilości transkryptu. Wydaje się, że za zależność 
poziomu transkrypcji od temperatury odpowiada 
fragment sekwencji promotorowej o długości 36 pz. 
Innym czynikiem wpływającym na poziom RpoS za 
pośrednictwem DsrA jest szok osmotyczny. Aktyw­
ność DsrA RNA zależy również od regulatorowego

5' -
Ryc. 6. Model struktury drugorzędowej DsrA RNA. Zaznaczone nukleotydy oddziałujące z H-NS (czarne koła), z RpoS (białe koła) oraz wspólne dla 

obu oddziaływań (kwadraty). Kolejne spinki mają numery 1-3 [29].

mRNA-DsrA RNA uniemożliwia przyłączenie rybo- 
somu (Ryc. 7A). W odmienny sposób zachodzi pro­
ces regulacji translacji mRNA RpoS. Niska wydaj­
ność translacji tego mRNA związana jest z obecno­
ścią struktury drugorzędowej RNA przy końcu 5 ’, 
która obejmuje między innymi region miejsca wiąza­
nia rybosomu (Ryc. 7B). W DsrA RNA, w obrębie 
pierwszej spinki, występują dwa krótkie odcinki 
komplementarne do sekwencji uczestniczącej w for­
mowaniu helis oraz do sekwencji znajdującej się w 
sąsiednim odcinku jednoniciowym. Sekwencje te 
preferencyjnie wiążą się do mRNA RpoS, co powo­
duje uwolnienie regionu inicjatorowego i umożliwia 
przyłączenie mRNA do rybosomu [33].

Chociaż dokładny mechanizm ekspresji dsrA nie 
jest poznany, przypuszcza się, że jest on zależny od 
czynników środowiskowych. Stwierdzono wpływ 
temperatury na poziom transkrypcji oraz na stabil­
ność DsrA RNA. Podwyższenie temperatury z 25°C 
do 42°C powoduje sześciokrotne obniżenie tran-

białka Hfq. zawierającego domenę wiążącą kwasy 
nukleinowe. Białko to jest niezbędne dla replikacji 
wirusa RNA Q(3, jak również dla regulacji ekspresji 
H-NS i RpoS zależnej od DsrA RNA [35]. Wszystkie 
te fakty sugerują, że DsrA RNA stanowi jeden z klu­
czowych elementów w złożonym systemie regulacji 
poziomu transkrypcji w komórce bakteryjnej.

III-3. Modulatory aktywności białek

Regulacyjna rola RNA nie ogranicza się 
wyłącznie do oddziaływań z innymi kwasami nukle­
inowymi. Coraz liczniejsze stają się doniesienia o 
wpływie ncRNA na funkcjonowanie białek nie tylko 
za pośrednictwem mRNA, lecz również poprzez bez­
pośrednie wiązanie i modulację aktywności samego 
białka. Przykładem takiej cząsteczki jest SRA RNA 
(ang. steroid receptor activator). Cząsteczka ta wy­
stępuje w kilku specyficznych tkankowo izoformach 
o długości 0,7-1,5 kz [36]. Forma 1 o długości około
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Ryc. 7. Mechanizm oddziaływania DsrA RN A z docelowym mRNA. A) Wyciszanie mRNA H-NS poprzez wiązanie sekwencji inicjacji i terminacji 
translacji. B) Aktywacja mRNA RpoS poprzez uwolnienie sekwencji inicjacji translacji (T). Kropkowane fragmenty oznaczają sekwencje ho­
mologiczne [29]

0,7-0,85 kz syntetyzowana jest w największej ilości, 
natomiast w mniejszych ilościach występują formy 
11 i III o długości około 1,3-1,5 kz. Wszystkie izofor- 
my mają wspólny rdzeń o długości 687 pz oraz są po- 
liadenylowane, różnią się natomiast fragmentami se­
kwencji przy końcach 3 ’ i 5 ’. W obrębie rdzenia znaj­
duje się otwarta ramka odczytu, sugerująca możli­
wość translacji, jednak dotychczas nie zidentyfiko­
wano żadnego produktu białkowego. Wykazano na­
tomiast funkcjonowanie SRA jako RNA. Wprowa­
dzanie dodatkowych kodonów STOP oraz obecność 
cykloheksimidu nie powodowały utraty funkcjonal­
ności.

Chociaż mechanizm działania SRA jest bardzo 
słabo poznany, wiadomo, że wiąże się on z domeną 
przy N-końcu receptorów steroidowych. Wiązanie to 
odbywa się za pośrednictwem białek, z którymi SRA 
tworzy kompleks białkowo-nukleinowy SRC-1 (ang. 
steroid receptor coactivator I) [36,37]. Ostatnio zi­
dentyfikowano motywy strukturalne w obrębie SRA 
RNA odpowiedzialne za asocjacje powyższych 
białek [38]. Podejrzewa się, że obecność SRA w 
kompleksie odpowiedzialna jest za jego wysoką spe­
cyficzność wiązania się z receptorami. SRA bieże 
również udział w aktywacji genów zależnych od re­
ceptorów steroidowych. Jest on wiązany przez 
białkowy represor indukowany przez hormony stery­
dowe, SHARP [39]. Okazało się, że poziom SRA jest 
podwyższony w komórkach pobranych z nowotworu 
piersi [40]. Co więcej, zmniejszenie poziomu SRA w

komórkach nowotworowych poprzez wprowadzenie 
antysensownych RNA powoduje zahamowanie ich 
proliferacji [41].

Innym RNA stanowiącym kofaktor czynnika tran- 
skrypcjnego jest 7SK RNA, który powoduje hamo­
wanie aktywności kompleksu P-TEFb (ang. positive  
transcription elongation factor b) w komórkach 
HeLa [42,43],

III-4. Regulatory lokalizacji RNA

Regulacja ekspresji genów odbywa się również 
poprzez specyficzną lokalizację mRNA. Ma to 
szczególne znaczenie w komórkach o dużej specjali­
zacji poszczególnych przedziałów subkomórko- 
wych. Takimi właśnie komórkami są neurony, w któ­
rych za lokalizację mRNA niektórych genów odpo­
wiedzialne są również ncRNA. Takimi cząsteczkami 
są występujące u gryzoni BC1 oraz u naczelnych 
BC200. Obie cząsteczki wykazują podobieństwo za­
równo budowy, ekspresji jak i mechanizmu 
działania, pomimo że wykazano ich zróżnicowane 
pochodzenie ewolucyjne. Oba RNA ulegają ekspre­
sji w późnych stadiach rozwojowych tkanki nerwo­
wej oraz ulegają poliadenylacji. Pomimo że tran­
skrypcja prowadzona jest przez polimerazę III, w se­
kwencji promotorowej obu genów występują se­
kwencje regulatorowe charakterystyczne dla mecha­
nizmu transkrypcji realizowanego przez polimerazę
II. Do elementów tych zaliczyć można między inny­
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mi znajdujące się w regionie promotorowym kasety 
E stanowiące sekwencje wzmacniające (Ryc. 8) wraz 
ze zidentyfikowanymi wiążącymi się z nimi 
białkami [44]. Oprócz nich dla transkrypcji niezbęd­
ny jest charakterystyczny dla polimerazy III promo­
tor wewnętrzny składający się z kaset A i B oraz 
znajdującego się pomiędzy nimi specyficznego mo­
tywu GCAAG/CTTGC (Ryc. 8). Sekwencja ta jest

udział w procesie przyłączania BC1 RNP do mikro- 
tubul a następnie oddysocjowują. Rolę „uchwytu” 
przejmuje translatyna. Nie wiadomo jednak, jakie 
czynniki umożliwiają migrację kompleksu wzdłuż 
mikrotubul. Nie wyjaśniony pozostaje również spo­
sób tak precyzyjnego określenia miejsca docelowego 
transportu.

Ryc. 8. Organizacja sekwencji regulatorowych genu BC1. Pozycje kaset E zaznaczono jako E1-E5. Powiększony fragment przedstawia sekwencję 
micjatorową TATA oraz elementy promotora wewnętrznego: kasety A i B oraz zachowawczą sekwencję GCAAG/CTTGC [38].

odpowiedzialna za regulację zwrotną BC1 RNA za­
leżną od ilości transkryptu w komórce [45].

BC1 i BC200 w komórkach nerwowych wpływają 
na specyficzną lokalizację wybranych mRNA w den- 
drytach, chociaż są również doniesienia o roli BC1 w 
transporcie mRNA wazopresyny do aksonów [46]. 
Oba rodzaje RNA występują w komórce w postaci 
kompleksów białkowo-nukleinowych (RNP). Du­
żym problemem jest wyjaśnienie sposobu przenosze­
nia kompleksu BC1/BC200 z mRNA do zdefiniowa­
nego miejsca. Istotną rolę w tym procesie przypisuje 
się kilku białkom kompleksu BC1 RNP. Za lokaliza­
cję BC1 odpowiedzialna jest sekwencja znajdująca 
się przy końcu 5’ tej cząsteczki. Wiążą się z nią spe­
cyficznie białka uważane za regulatory replikacji i 
transkrypcji DNA —  pura i pur/3 [47]. Białka te mają 
zdolność do asocjacji z mikrotubulami, co świadczy 
o możliwości ich do udziału w transporcie cytopla- 
zmatycznym. Jednak oddziaływania białek pura i 
pur/J z BC1 okazały się słabe i okresowe (nie są one 
częścią BC1 RNP). Innym białkiem o podobnych 
właściwościach będącym częścią BC1 RNP jest 
translatyna. Jest to represor translacji. Wiąże ona 
mRNA zawierające motywy Y i H do mikrotubul
[48]. Motywy takie odnaleziono również w BC1 
RNA. Na podstawie tych obserwacji zaproponowano 
przypuszczalny sposób inicjacji transportu mRNA 
przez BC1 RNA. Zakłada on, że białka pur biorą

IV. Poszukiwanie genów ncRNA

Sekwencjonowanie kompletnych genomów po­
stawiło przed biologią nowe wyzwania. Jest to szcze­
gólnie wyraźnie widoczne w dziedzinie bioinforma- 
tyki. Podstawowym problemem, obok opracowania 
metod składania sekwencji całych chromosomów z 
fragmentów jest identyfikacja genów in silico. Doty­
czy to w szczególności identyfikacji genów nieko- 
dująch RNA. W odróżnieniu od genów białkowych, 
geny kodujące strukturalne RNA nie wykazują 
znaczących sygnałów w sekwencji, takich jak otwar­
te ramki odczytu czy częstotliwość wykorzystania 
kodonów. W niektórych wypadkach, możliwe jest 
wyszukiwanie RNA w oparciu o konserwatywne ele­
menty struktury drugorzędowej (tRNA, snoRNA), 
nawet przy niewielkim podobieństwie sekwencyj­
nym [49,50], Osobny problem stanowi jednak wy­
szukiwanie sekwencji potencjalnych nowych genów 
ncRNA bez dodatkowych informacji o ich struktu­
rze. Stosowane obecnie metody opierają się głównie 
na trzech strategiach [5]. Pierwsza z nich jest podob­
na do poszukiwania genów kodujących białka. Pole­
ga na próbie znalezienia charakterystycznych wspól­
nych cech genów RNA, które umożliwiłyby ich iden­
tyfikację [51]. Druga odnosi się wyłącznie do poszu­
kiwania jednostek transkrypcyjnych, czyli regionów 
promotorowych i terminatorów transkrypcji. Wyszu­
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kiwane są jednostki nie posiadające otwartej ramki 
odczytu. Metody te nie sąjednak dokładne ze wzglę­
du na ogromne różnice w genach strukturalnych 
RNA, jak i obszarze promotorowym (ncRNA mogą 
ulegać transkrypcji przez wszystkie trzy typy poli- 
meraz RNA). Trzecie podejście opiera się na próbie 
porównywania zachowawczości sekwencji i struktu­
ry drugorzędowej homologicznych fragmentów se­
kwencji międzygenowych ze spokrewnionych orga­
nizmów [52], Najbardziej obiecująca wydaje się 
obecnie metoda zaproponowana przez R i v a s  i 
E d d y i zastosowana w programie Q-RNA [53]. 
Oprócz poszukiwania homologii uwzględnia ona kil­
ka kryteriów. Analizie poddawane są mutacje wystę­
pujące w obrębie homologicznego fragmentu. Meto­
da zakłada trzy rodzaje rozkładu mutacji: losowe - 
charakterystyczne dla rejonów niefunkcjonalnych, 
kompensacyjne - charakterystyczne dla rejonów ko­
dujących białka, polegające na zmianie nukleotydu, 
która nie wpływa jednak na zmianę odczytywanego z 
tego miejsca aminokwasu oraz kompensacyjne - cha­
rakterystyczne dla rejonów kodujących RNA, pole­
gające na zamianie nukleotydu lub pary nukleoty- 
dów z zachowaniem struktury drugorzędowej kodo­
wanego RNA. Dzięki temu homologiczne sekwencje 
można podzielić na trzy grupy: o dużym potencjale 
kodowania białka, o dużym potencjale kodowania 
ncRNA oraz „inne” . Testy programu przy użyciu se­
kwencji 7SL RNA wykazały, że najlepsze wyniki 
uzyskiwane są dla sekwencji o homologii 65-85%. 
Czułość programu w tym przypadku wynosi około 
80.7-97.3% przy specyficzności 100-79%. Nieco 
gorsze wyniki uzyskano podczas testów przeprowa­
dzonych na całych genomach. Metoda ta nie jest do­
skonała, a jej główną wadą jest duży spadek parame­
trów (czułości i specyficzności) dla sekwencji o ho­
mologii spoza przedziału 65-85%.

V. Podsumowanie

Niekodujące RNA wydają się być niezwykle istot­
nym elementem w regulacji ekspresji informacji ge­
netycznej w komórce. Różnorodność procesów, w 
których biorą udział, wskazuje na ich wielką uniwer­
salność. Specyficzność reakcji w wielu przypadkach 
jest wyższa, niż mogłyby osiągnąć białka. Liczba 
znanych obecnie cząsteczek ncRNA stale rośnie. 
Projekt mający na celu zidentyfikowanie kompletne­
go transkryptomu myszy ujawnił 15815 nowych kan­
dydatów na ncRNA, spośród których wyłoniono 
4280 najbardziej prawdopodobnych [54]. Pośród 
nich znaleziono 2431 (1573 wcześniej nie zidentyfi­
kowanych) par ncRNA-mRNA mogących od­

działywać na zasadzie komplementarności sekwen­
cji. Uzasadnione wydają się pytania dotyczące rze­
czywistego udziału ncRNA w genomie, a co z tym 
związane, ogromu ich znaczenia w regulacji proce­
sów komórkowych. Znajomość całego transkrypto­
mu otwiera szansę na poznanie odpowiedzi na te py­
tania. Prawdziwy obraz potęgi ncRNA ujawni się 
jednak dopiero, gdy zostanie zbadana rola nowych 
ncRNA oraz dokładnie poznane mechanizmy kie­
rujące ich działaniem. Wiedza w tym zakresie rokuje 
nadzieje na nowe metody terapii licznych schorzeń, 
w które uwikłane są niekodujące RNA, jak zespół 
Beckwitha-Wiedemana, czy różne odmiany nowo­
tworów.
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Inicjacja replikacji chromosomu — podobieństwa 
i różnice między eubakteriami, archebakteriami 
i eukariontami
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eubacteria, archea, and eukarya
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W ykaz stosowanych skrótów: AAA+ —  białka o aktywności 
ATP-azowej zaangażowane w różne procesy komórkowe (ang. 
ATPases associated with various cellular activities)', ACS —
II. nukleotydowy fragment ARS o ściśle zachowawczej se­
kwencji (ang. ARS consensus sequence)', ARS —  sekwencje ini­
cjacyjne replikacji (ang. autonomously replicating sequence)', 
CDK —  kinazy białkowe zależne od cyklin (ang. cyclin depen­
dent kinase)', DDK — (ang. Dbf4-dependent kinase)', DUE —  
sekwencja w obrębie której rozplatana jest helisa DNA (ang. 
DNA unwinding element)', Fis —  zasadowe białko „histonopo- 
dobne” (ang. factor fo r  inversion stimulation)', HTH —  heli- 
sa-skręt-helisa (ang. helix-turn-helix); IHF —  zasadowe białko 
„histonopodobne” (ang. integration host factor)', MCM —  
białka o aktywności helikazowej (ang. minichromosome m ain­
tenance proteins)', OBP —  (ang. origin binding proteins)', ORB

sekwencje wiązane przez inicjatorowe białko Orcl/Cdcó ar­
chebakterii (ang. origin recognition boxes)', ORC —  kompleks 
sześciu białek inicjujący replikację (ang. origin recognition 
complex)', oriC  —  region inicjacji replikacji chromosomu (ang. 
origin o f  chromosomal replication)', pz —  par zasad; SSB —  
białka stabilizujące jednoniciową strukturę DNA (ang. sin- 
gle-strand binding proteins); z -  zasada
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I. Wstęp

Podział każdej komórki pro- i eukariotycznej 
musi być poprzedzony podwojeniem materiału gene­
tycznego. Replikacja DNA zapewnia wierne przeka­
zywanie informacji genetycznej z komórek rodzi­
cielskich do komórek potomnych. Inicjacja replika­
cji jest pierwszym i najważniejszym, bo podle­
gającym ścisłej kontroli, etapem powielania chromo­
somu. Ponad czterdzieści lat temu J a c o b  i wsp. [ 1 ] 
przedstawili hipotezę dotyczącą przebiegu inicjacji 
replikacji chromosomu bakteryjnego, która 
zakładała, że proces ten jest regulowany poprzez 
swoiste związanie się białka (inicjatora) z określo­
nym fragmentem chromosomu (replikatora). Dwa­
dzieścia lat później hipoteza ta została doświadczal­
nie potwierdzona u Escherichia coli [2], a w 1988 
B r am  h i 11 i K o r n b e r g [3] przedstawili prawdo­
podobny przebieg procesu inicjacji replikacji chro­
mosomu E. coli. Późniejsze badania nad inicjacją re­
plikacji innych chromosomów bakteryjnych oraz 
chromosomów archebakterii i eukariontów poka­
zały, że hipoteza J a c o b a i wsp. [1] jest uniwersal­
na; w organizmach tak ewolucyjnie odległych, jak 
bakterie i ssaki, inicjacja replikacji przebiega w po­
dobny sposób —  związanie się inicjatorowego białka
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(białek) z regionem ori prowadzi do utworzenia 
kompleksu nukleoproteinowego, a następnie do 
miejscowego rozplecenia helisy DNA i powstania 
oczka replikacyjnego. W miejscu rozdzielenia nici 
DNA tworzy się para widełek replikacyjnych [4], 
Różnice w przebiegu procesu inicjacji replikacji 
DNA dotyczą liczby miejsc ori i ich cech struktural­
nych oraz liczby i rodzaju białek uczestniczących 
w inicjacji replikacji.

Wielkość chromosomu prokariotycznego waha 
się od 0,6 Mpz (Mycoplasma) do prawie 30 Mpz (Ba- 
cillus megaterium) [5] (http://www.tigr.org/, 
http://ergo.integratedgenomics.com/GOLD/). Do 
niedawna uważano, że komórka bakteryjna, w odróż­
nieniu od organizmów eukariotycznych, ma jeden 
chromosom, który jest kowalencyjnie zamkniętą 
cząsteczką dwuniciowego DNA. Jednakże chromo­
somy niektórych bakterii (np. Borrelia burgdorferii
[6], Streptomyces coelicolor A3(2) [7]) występują 
w postaci liniowej, typowej dla organizmów eukario­
tycznych. Ponadto, istnieją bakterie, które mają wię­
cej niż jeden chromosom. Ciekawym przykładem 
jest Agrobacterium  — organizm zawierający dwa 
chromosomy, z których jeden jest liniową, a drugi 
koliście zamkniętą cząsteczką DNA (http://ergo. 
integratedgenomics.com/GOLD/; http://www.tigr. 
org/). Chromosom archebakterii, podobnie jak więk­
szość bakteryjnych chromosomów, występuje w po­
staci kolistej, a jego wielkość mieści się w granicach 
od 1,6 Mpz ( Thermoplasma volcanium) do 5,7 Mpz 
(Methanosarcina acetivorans) (http://ergo.integra- 
tedgenomics.com/GOLD/). Chromosomy organi­
zmów eukariotycznych są liniowe, a ich liczba w za­
leżności od organizmu waha się od kilku do kilku­
dziesięciu, a w niektórych przypadkach do ponad stu 
(np. 108 chromosomów u Eąuisetum arvense, skrzyp 
polny). W skład poszczególnych chromosomów 
wchodzą cząsteczki DNA o różnej długości; 
przykładowo najmniejszy i największy ludzki chro­
mosom zawiera cząsteczkę DNA o długości odpo­
wiednio 55 Mpz i 250 Mpz (cały genom -3000  Mpz).

Bez względu na to, czy komórka ma jeden chro­
mosom, czy też ma ich wiele, replikacja DNA zacho­
dzi tylko raz w każdym cyklu podziałowym [4]. Ini­
cjacja replikacji nie tylko jest pierwszym etapem po­
wielania chromosomu (ów), ale również sygnałem 
rozpoczynającym podział komórki, i dlatego podle­
ga ścisłej kontroli. Replikacja kolistego chromoso­
mu bakteryjnego postępuje dwukierunkowo 
począwszy od regionu oriC  aż do miejsca terminacji 
(ter) (oddalonego od oriC  w przybliżeniu o połowę 
długości chromosomu), w którym widełki replika- 
cyjne są zatrzymywane. Replikacja bakteryjnych li­

niowych chromosomów rozpoczyna się w środku 
cząsteczki DNA i podąża dwukierunkowo do koń­
ców chromosomu. Natomiast w chromosomach or­
ganizmów eukariotycznych replikacja jest inicjowa­
na w wielu miejscach rozmieszczonych wzdłuż chro- 
mosomalnego DNA, a kończy w chwili zetknięcia 
się widełek replikacyjnych podążających ku sobie 
z przeciwnych kierunków. Synteza telomerów wy­
stępujących na końcach liniowych chromosomów 
eukariotycznych i niektórych chromosomów proka- 
riotycznych przebiega w sposób odmienny niż synte­
za pozostałej części chromosomalnego DNA.

Proces inicjacji replikacji eubakterii i eukarion- 
tów został najlepiej poznany na przykładzie odpo­
wiednio Escherichia coli i Saccharomyces cerevi- 
siae. Badania nad minichromosomami E. coli oraz 
drożdżowymi plazmidami zawierającymi sekwencje 
ARS (ang. autonomously replicating sequence) 
umożliwiły poznanie funkcji poszczególnych ele­
mentów strukturalnych regionu inicjacji replikacji 
oraz białek uczestniczących w tym procesie. Coraz 
więcej wiadomo też na temat inicjacji replikacji u ar­
chebakterii, chociaż problem ten został podjęty sto­
sunkowo niedawno (pierwsza praca doświadczalna 
dotycząca tego zagadnienia ukazała się dopiero 
w 2000 roku).

Szybkość syntezy chromosomalnego DNA euka- 
riontów jest mniejsza niż u bakterii i archebakterii 
(Tabela 1), ale dzięki obecności wielu miejsc inicja­
cji replikacji w chromosomach organizmów eukario­
tycznych szybkość replikacji całego genomu 
(wszystkich chromosomów) może przewyższać 
szybkość replikacji genomu bakteryjnego (Tabela 1).

II. Regiony inicjacji replikacji

Jednostką replikacji jest replikon —  stanowi on 
odcinek DNA zawierający miejsce inicjacji replika­
cji, oraz wszystkie sekwencje, które są pod jego kon­
trolą i replikują się wraz z nim [8]. Liczba miejsc ini­
cjacji replikacji chromosomu waha się od jednego 
w przypadku nukleoidów bakteryjnych, do kilkuset 
u drożdży, a nawet kilkudziesięciu tysięcy u organi­
zmów wielokomórkowych (liczba ori dla całego ge­
nomu), np.: w największym spośród czterech chro­
mosomów Drosophila melanogaster liczącym 51 
Mpz replikacja rozpoczyna się w ponad 6 tys. miejsc.

Regiony ori występują w odcinkach międzygeno- 
wych. Bakteryjne regiony oriC  są zlokalizowane 
w bliskim sąsiedztwie genów kodujących białka za­
angażowane w inicjację replikacji; z reguły przed 5' 
lub za 3' końcem genu dnaA (Ryc. 1). Chromosomy 
archebakterii mogą zawierać jedno lub kilka miejsc
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Tabela 1.

Porównanie replikacji chromosomów eubakterii, archebakterii i eukariontów

Eubakterie Archebakterie* Eukarionty**

R eg ion ori

- liczba regionów ori

- sekwencje wiążące 

inicjatorowe białka

18 0 - 1000 pz 

1

9-merowe 

sekwencje DnaA

-500-800 pz 

1 lub kilka 

odwrócone 

sekwencje 

powtórzone IR ?

150-200  pz

kilka do kilkudziesięciu tys. 

11-merowe nukleotydowe 

sekwencje ACS domeny A

In ic ja to ro w e  b ia łko DnaA

pojedyncze białko

Cdc6/Orc1 

jedno lub dwa białka

ORC (Orc1-6) 

kompleks 6 białek

Wprowadzenie 

helikazy do 

kompleksu 

inicjacyjnego

DnaC

pojedyncze białko

Cdc6/Orc1

jedno lub dwa

białka

Cdc6, Cdt1 

w kompleksie z ORC

Rozwijanie 

dwuniciowego DNA

DnaB

pojedyncze białko 

- heksamer

MCM
?

MCM (Mcm2-7)

6 białek - heksamer

Długość fragmentów 

Okazaki

1-2 kz 4 0 -6 0  z < 125 z

Szybkość syntezy 

DNA
20 - 50 kz min-1 15 -  20 kz min'1 0,5 -  5 kz min"1

*, ** - dane dotyczące odpowiednio P. abyssi, S. solfataricus oraz S. cerevisiae

ori [9-15]. Miejsca inicjacji replikacji zlokalizowane 
są zwykle w pobliżu genów kodujących inicjatorowe 
białka Orcl/Cdcó (Ryc. 1). Do wyjątków należą Ar- 
chaeoglobus fulgidus, u którego, jak wskazuje anali­
za sekwencji, miejsce ori oddalone jest od genu 
orcl/cdcó  [16], oraz Methanococcus jannaschii, na 
chromosomie którego nie zidentyfikowano genu 
orcl/cdcó  [15].

Podsumowując, replikon niektórych archebakterii 
oraz wszystkich dotychczas poznanych bakterii 
obejmuje cały chromosom — długość replikonu 
równa się długości chromosomu. Natomiast w chro­
mosomach eukariontów i prawdopodobnie również 
niektórych archebakterii występuje wiele repliko- 
nów —  ich długość waha się w granicach od kilku­
dziesięciu do kilkuset tysięcy par zasad [4, 17]. Co 
więcej, liczba miejsc ori chromosomów komórek or­
ganizmów tkankowych ulega zmianie w zależności 
od fazy rozwoju np. w komórkach embrionalnych 
jest około 20 razy więcej miejsc inicjacji replikacji

niż w komórkach somatycznych [18]; w różnych fa­
zach rozwoju te same miejsca inicjacji replikacji 
mogą być aktywne lub nieaktywne.

Długość regionu oriC  eubakterii wynosi od 180 pz 
u H. pylori [ 19] do 1000 - 2000 pz u Streptomyces co- 
elicolor A3(2) [20] i Bacillus subtilis (Ryc. 1) [21]. 
Długość regionu oriC  archebakterii P. abyssi wstęp­
nie oszacowano na około 600 - 800 pz [22]. U dro­
żdży S. cerevisiae długość regionu ori mieści się 
w granicach 100-150 pz [23]; drożdże rozszczepko- 
we Schizosaccharomyces pom be  mają dłuższy re­
gion ori (od 800 do 1000 pz) niż S. cerevisiae. 
Długość i lokalizacja regionów ori wyższych organi­
zmów eukariotycznych nie są tak ściśle sprecyzowa­
ne jak w przypadku bakterii, archebakterii czy dro­
żdży; w zależności od zastosowanej metody badaw­
czej długość regionu ori oszacowano na kilkaset do 
kilku tysięcy par zasad [17].

W obrębie chromosomalnych miejsc ori eubakte­
rii, archebakterii i niższych eukariontów (drożdże)
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występują charakterystyczne sekwencje wiązane 
przez białka inicjujące replikację. U bakterii są to 
dziewięcionukleotydowe, niepalindromowe se­
kwencje DNA (sekwencja zgodności 5'-TTATCN 
ACA-3 ) swoiście rozpoznawane przez inicjatorowe 
białko DnaA [4, 24] i dlatego nazywane sekwencja­
mi DnaA. W bakteryjnych regionach oriC  występuje 
od kilku (E. coli) do kilkunastu (Streptomyces) se­
kwencji DnaA (Ryc. 1). Wyjątkowe pod tym wzglę­
dem są regiony oriC  chromosomów Coxiella burnet- 
ti i Caulobacter crescentus zawierające odpowiednio 
dwie i jedną sekwencję DnaA [25, 26]. U archebakte- 
rii ostatnie badania pozwoliły na zdefiniowanie se­
kwencji charakterystycznych dla regionu ori chro­
mosomu, tzw. miejsca ORB (ang. origin recognition 
boxes) [13]. Są to kilkunastonukleotydowe sekwen­
cje zawierające w swoim rdzeniu powtórzoną se­
kwencję odwróconą. Miejsca ORB wiązane przez 
każdy z ortologów białka Orcl/Cdc6 (patrz rozdział 
III) różnią się sekwencją nukleotydową. Jeżeli chro­
mosom zawiera dwa miejsca ori, każde z nich może 
posiadać inne sekwencje ORB. Wykazano, że białka 
Orcl/Cdc6 obecne w komórkach S. solfataricus 
swoiście rozpoznają sekwencje ORB w regionach 
oriC l (Cdc6-1 i Cdc6-2) i oriC2 (Cdc6-1, Cdc6-2 
i Cdc6-3) chromosomu tego organizmu. Sekwencje 
ORB znaleziono w regionach ori kilku archebakterii 
należących do grup Crenarchea i Euryarchea, oraz 
wykazano, że białko Cdc6-1 S. solfataricus wiąże se­
kwencje ORB w regionach ori Pyrococcus furiosus  
(2 sekwencje ORB) i Halobacterium  (5 sekwencji 
ORB) [13]. Nie udało się znaleźć sekwencji ORB na 
chromosomach P. aerophilum  i M. thermoauto- 
trophicum. U drożdży S. cerevisiae, kompleks inicja- 
torowych białek wiąże się swoiście z jedenasto nu­
kleotydową sekwencją DNA zlokalizowaną w dome­
nie A regionu ARS zwanej ACS (ang. ARS consenus 
sequence) [23]. Sekwencja ACS jest ściśle zacho­
wawcza (5 '- (T/A)TTTA(T/C)(A/G)TT T(T/A)- 3 '), 
identyczna dla wszystkich ARS S. cerevisiae 
[27-30]. Ponadto stwierdzono, że inicjatorowe 
białka wiążą się dodatkowo z domeną BI regionu 
ARS (Ryc. 1). Region ori S. pombe ma strukturę bar­
dziej złożoną niż S. cerevisiae. Nie wyróżniono 
w nim charakterystycznych dla S. cerevisiae sekwen­
cji ACS [23]. Znaleziono jednak długie sekwencje 
bogate w pary A-T, podobne do centromerowych se­
kwencji, które są wiązane przez białka wykazujące 
powinowactwo do sekwencji bogatych w pary A-T 
(tzw. ang. AT-hookproteins) [17]. W przypadku wy­
ższych eukariontów trudno jest zdefiniować cechy 
regionów ori, a nawet przypuszcza się, że w regio­
nach ori chromosomów organizmów wielokomórko­

wych nie występują żadne określone sekwencje nu- 
kleotydowe rozpoznawane przez kompleks białek 
inicjatorowych [17, 31]. O rozpoczęciu replikacji 
z danego miejsca i o liczbie miejsc ori decydują inne 
czynniki, których wpływ nie został do końca wyja­
śniony, np. struktura chromosomu, transkrypcja za­
chodząca z pobliskich genów, faza rozwoju danego 
organizmu [31], a także poziom nukleotydów w ko­
mórce [32, 33].

W regionach ori organizmów pro- i eukariotycz­
nych obecne są również sekwencje bogate w pary 
A-T, w obrębie których dochodzi najczęściej do 
miejscowego rozplatania podwójnej nici DNA [3, 4], 
tzw. regiony DUE (ang. DNA unwinding element). 
U bakterii są to odcinki DNA o długości kilkuna- 
stu-kilkudziesięciu nukleotydów, na ogół kilkukrot­
nie powtórzone; przykładowo w pobliżu 5 ’ końca re­
gionu oriC E coli występują 3 odcinki DNA bogate 
w pary A-T o długości 13 pz każdy (Ryc. 1). U wielu 
bakterii nie udało się dotychczas zidentyfikować se­
kwencji, w obrębie których dochodzi do miejscowe­
go rozplecenia DNA i utworzenia oczka replikacyj- 
nego (np., S. coelicolor A3(2), Ryc. 1). Region ori 
S. cerevisiae charakteryzuje się podwyższoną zawar­
tością par A-T na całej swej długości. Rozplatanie 
DNA rozpoczyna się w domenie B2, ale zaobserwo­
wano także tworzenie jednoniciowego DNA we frag­
mencie A (Ryc. 1) [34]. Obie te sekwencje prawdo­
podobnie biorą udział w tworzeniu oczka replikacyj- 
nego. W regionie oriC  archebakterii, P. abyssi 
i M. thermoautrophicum  występują odpowiednio 
dwie i jedna sekwencje bogate w pary A-T. Stosując 
dwukierunkową elektroforezę wykazano, że w regio­
nach oriC P. abyssi oraz oriC l i oriC2 S. solfataricus 
dochodzi do utworzenia oczek replikacyjnych [13, 
35].

Regiony ori organizmów pro- i eukariotycznych 
zawierają dodatkowo sekwencje wiążące różne 
białka wpływające na częstość inicjacji replikacji, 
m.in. białka zmieniające topologię kompleksu ini­
cjacyjnego i czynniki transkrypcyjne. Białka te i ich 
rola zostały omówione w rozdziale V, poświęconym 
regulacji częstości inicjacji replikacji DNA.

III. Białka inicjatorowe

Białka inicjujące replikację DNA wiążą się swoiś­
cie z sekwencjami umiejscowionymi w regionie ori 
i dlatego w literaturze anglojęzycznej oznacza się je 
często skrótem OBP (ang. origin binding proteins). 
Rolę inicjatora replikacji chromosomu bakteryjnego 
pełni pojedyncze białko, DnaA, natomiast u organi­
zmów eukariotycznych kompleks sześciu białek
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ORC (ang. origin recognition complex). U archebak- 
terii wstępne badania wykazały, że prawdopodobnie 
jedno białko inicjuje replikację chromosomu.

Najlepiej scharakteryzowanym inicjatorem repli­
kacji jest białko DnaA E. coli. Gen dnaA, kodujący 
inicjatorowe białko DnaA, został zidentyfikowany w 
chromosomach wszystkich badanych mikroorgani­
zmów, poza dwoma wyjątkami; na chromosomach 
Blochmannia floridanus  [35] i Wigglesworthia glos- 
sinidia  [36] nie znaleziono genu dnaA. Są to Gram- 
-ujemne, endosymbiotyczne organizmy, należące do 
rodziny enterobakterii, blisko spokrewnione 
z E. coli. Przypuszczalnie inicjacja replikacji chro­
mosomów tych bakterii, podobnie jak ich metabo­
lizm, są w dużym stopniu zależne od gospodarza 
(mrówka, łac. Camponotus spp —  B. floridanus; mu­
cha tse-tse —  W. glossinidia).

Białko DnaA wiąże swoiście sekwencje DnaA 
i rozplata dwuniciowy DNA w regionie oriC. DnaA 
występuje w dwóch formach: aktywnej replikacyjnie 
związanej z ATP (DnaA-ATP) oraz nieaktywnej, 
związanej z ADP (DnaA-ADP); obie formy wiążą 
z wysokim powinowactwem sekwencje DnaA, ale 
tylko białko DnaA-ATP jest w stanie rozpleść helisę 
DNA w regionie oriC  [37]. Białko DnaA-ATP dodat­
kowo wiąże heksamerowe sekwencje tzw. sekwencje 
DnaA-ATP (5'-AGATCT-3' lub różniące się jednym 
nukleotydem) obecne w 5' regionie oriC, bogatym 
w pary A-T (Ryc. 1), w obrębie którego dochodzi do 
destabilizacji helikalnej struktury DNA [38, 39]. 
Białko DnaA w kompleksie z ATP wiąże specyficz­
nie jednoniciowe sekwencje DnaA-ATP, stabilizując 
tworzone oczko replikacyjne [38, 39]. Za od­
działywanie białka z DNA odpowiedzialny jest mo­
tyw strukturalny helis-pętla-helisa (ang. helix-turn- 
-helix), zlokalizowany w C-końcowej części białka 
[37, 40, 41, 42]. Środkowa część białka zawiera se­
kwencje, które biorą udział w wiązaniu nukleotydów 
adeninowych (ATP/ADP) i hydrolizie ATP, charakte­
rystyczne dla białek AAA+ [42, 43], Natomiast 
N-koniec białka DnaA bierze udział w oddziaływa­
niach międzycząsteczkowych [37].

Pomimo tego, że archebakterie są organizmami 
prokariotycznymi, w żadnym dotychczas sekwen- 
cjonowanych genomów archebakterii nie stwierdzo­
no obecności genu dnaA. Natomiast prawie każdy 
z nich ma co najmniej jeden gen, którego produkt 
wykazuje stosunkowo wysoką homologię do euka­
riotycznych białek Cdc6 i Orel (patrz poniżej). Po­
nieważ dotychczas nie wiadomo, jaką funkcję pełnią 
produkty tych genów (czy podobną do białka Cdc6 
czy też Ore 1, a może obu naraz ?), w komórkach are- 
chebakterii oznacza się je podwójnym symbolem

Orcl/Cdc6 . Na chromosomie M. jannaschii i Metha- 
nopyrus kandlerii nie zidentyfikowano genu homo­
logicznego do orcl/cdcó, natomiast zlokalizowano 
kilka kopii genów mcm (patrz poniżej) [15]. Przewa­
żnie w genomach archebakterii występuje jeden lub 
dwa homologi genu cdcó /orcl, natomiast w genomie 
Halobacterium  sp. NRC-1 zidentyfikowano aż 10 ta­
kich homologów, a u H. marismotui i H. volcanii aż 
15 [12]. Analiza porównawcza sekwencji znanych 
homologów białek O rcl/Cdc6 pozwoliła na ich po­
grupowanie w trzy rodziny reprezentowane przez 
białka O re l-6 , Ore 1-7 i Ore 1-8 Halobacterium  [12]. 
Na podstawie badań nad S. solfataricus, na którego 
chromosomie znaleziono trzy homologi genu 
O rcl/Cdc6, wiadomo, że poszczególne ortologi 
białka O rcl/Cdc6 wiążą różne sekwencje ORB w ob­
rębie ori i ulegają ekspresji w różnych fazach cyklu 
komórkowego archebakterii [13]. Możliwe jest, że 
poszczególne ortologii pełnią w komórce różne 
funkcje, np. aktywatora lub represora inicjacji repli­
kacji DNA [13]. Niedawno poznana została prze­
strzenna struktura białka Cdc6/Orcl z Pyrobaculum  
aerophilum  [44]. Należy ono podobnie jak DnaA 
i trzy eukariotyczne białka kompleksu ORC (Orclp, 
Orc4p Orc5p), do rodziny białek typu AAA+. Orga­
nizacja przestrzenna białka Cdc6/Orcl przypomina 
strukturę C-końcowej części białka DnaA. Jedyna 
istotna różnica dotyczy domeny wiążącej DNA: 
w białku DnaA występuje motyw HTH, natomiast 
w białku Cdc6/Orcl motyw strukturalny WH (ang. 
winged helix). Motyw WH jest charakterystyczny 
dla wielu czynników transkrypcyjnych (np. 
E2F4/Dp2) i odpowiada za wiązanie DNA.

Zespół białek ORC inicjujących replikację chro­
mosomów eukariotycznych został po raz pierwszy 
wykryty u drożdży S. cerevisiae [45]. Wykazano, że 
wszystkie sześć podjednostek kompleksu, nazwa­
nych wraz ze zmniejszającą się masą cząsteczkową 
od Orclp  do Orcóp, jest niezbędnych dla przeżycia 
komórek drożdżowych [46-48]. Geny kodujące 
białka ORC występują we wszystkich dotychczas ba­
danych organizmach eukariotycznych począwszy od 
drożdży, a skończywszy na człowieku [23, 49]. Se­
kwencja białek ORC jest ewolucyjnie stosunkowo 
dobrze zachowana. Białka te są niezbędne, ale nie­
wystarczające do inicjacji replikacji. Kompleks 
ORC niektórych eukariontów (np. S. cerevisiae i S. 
pombe) jest związany z regionem ori prawie przez 
cały czas trwania cyklu komórkowego, a jego aktyw­
ność inicjacyjna modulowana jest przez wiązanie in­
nych białek (patrz poniżej). ORC innych organi­
zmów oddysocjowuje od DNA w niektórych fazach 
cyklu komórkowego, np.: u X. laevis tuż przed mi-
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tozą, u ssaków w metafazie [23], Najlepiej scharakte­
ryzowane są białka ORC drożdży S. cerevisiae. 
Kompleks ORC wiąże swoiście odcinek DNA (do­
meny A i BI regionu ori) o długości około 30 pz. Za 
wiązanie DNA jest odpowiedzialnych pięć z sześciu 
białek kompleksu ORC (Orc 1 p — Orc5p) przy czym 
cztery z tych pięciu białek bezpośrednio oddziałują 
z DNA (Orclp, Orc2p, Orc4p, Orc5p) [23, 49, 50]. 
Podobnie jak w przypadku białka DnaA, kompleks 
ORC wymaga obecności ATP, a także jego hydrolizy 
dla zachowania aktywności replikacyjnej. Trzy 
białka kompleksu ORC, (Orclp, Orc4p, Orc5p) za­
wierają sekwencje charakterystyczne dla białek typu 
AAA+ [43], przy czym wykazano, że Orclp  i Orc5p 
wiążą się z ATP [5 1 -53], a tylko Orc 1 p posiada ak­
tywność ATPazową [51, 53], ATP indukuje zmiany 
konformacyjne kompleksu ORC niezbędne do swo­
istego związania DNA i reguluje stabilność kom­
pleksu ORC [53, 54]. Podobnie jak białko DnaA, 
białka ORC wiążą nie tylko dwuniciowy, ale również 
jednoniciowy DNA. Do specyficznego związania 
jednoniciowego DNA wymagany jest dłuższy frag­
ment (odcinek o długości co najmniej 80 - 85 zasad); 
oddziaływanie to jest niezależne od wiązania ATP 
i jednocześnie stymuluje aktywność ATPazową 
kompleksu ORC [23].

IV. Mechanizm inicjacji replikacji chromoso­
mu u eubakterii, archebakterii i eukarion- 
tów

Inicjacja replikacji jest procesem wieloetapo­
wym, w trakcie którego powstają nukleoproteinowe 
kompleksy o złożonej strukturze trzeciorzędowej 
z udziałem pojedynczego lub kilku białek ini­
cjujących, białek wspomagających oraz helikazy. 
Białka inicjatorowe przyłączając się do regionu ori 
powodują zmiany strukturalne DNA (m. in. zagięcie 
DNA), które w dalszych etapach inicjacji replikacji 
prowadzą do rozwinięcia podwójnej helisy DNA 
i utworzenia oczka replikacyjnego. Rozplatanie 
DNA jest wynikiem charakterystycznej dla regionu 
ori niestabilności helikalnej, dodatkowo zwiększo­
nej po związaniu białek.

Proces inicjacji replikacji chromosomu został naj­
lepiej poznany u eubakterii na przykładzie modelo­
wego organizmu E. coli (Ryc. 2) [24, 37, 40]. 
W pierwszym etapie inicjacji replikacji około 20-30 
cząsteczek białka DnaA E. coli wiąże się z 9-mero- 
wymi sekwencjami DnaA i 6-merowymi sekwencja­
mi ATP-DnaA w regionie oriC. Cząsteczki białka 
DnaA przyłączając się do regionu oriC  oddziałują ze 
sobą tworząc rdzeń białkowy, wokół którego zostaje

owinięty DNA. Następnym etapem inicjacji jest roz- 
plecenie helisy DNA w regionie bogatym w pary A-T 
i utworzenie kompleksu otwartego. W trakcie two­
rzenia kompleksu otwartego przyłączane są kolejne 
cząsteczki białka DnaA, które wiążąc jednoniciowy 
DNA (sekwencje ATP-DnaA), wraz z białkami SSB 
stabilizują nowopowstałe oczko replikacyjne — 
miejsce przyłączenia helikazy DnaB do tworzonego 
kompleksu preprimosomu [37, 55] (Ryc. 2). Białko 
DnaB występuje w postaci heksameru i jest wprowa­
dzane do oczka replikacyjnego w formie nieaktyw­
nej przez białko DnaC (DnaB6DnaC6). Oddziaływa­
nie DnaA-DnaB jest niezbędnym etapem rozdziele­
nia kompleksu DnaB6DnaC6. Dysocjacji kompleksu 
DnaB6DnaC6 towarzyszy hydroliza ATP związanego 
z białkiem DnaC i aktywacja helikazy DnaB. Heksa- 
mer helikazy DnaB owinięty wokół jednoniciowego 
DNA (jeden kompleks DnaB6 na jednąnić) przesuwa 
się w kierunku 3 ’ i rozplata dalszą część helisy DNA 
tworząc miejsce do utworzenia pary widełek replika- 
cyjnych.

O inicjacji replikacji u archebakterii wiadomo 
niewiele. Jedynie u P. abyssi doświadczalnie wyka­
zano, że białka Cdc6/Orc 1 i MCM wiążąc się z regio­
nem ori powodują lokalne rozplecenie helisy DNA 
w regionie ori (Ryc.2). Ostatnie badania sugerują, że 
Cdcó/Orcl pełni podwójną rolę; inicjatora replikacji 
oraz białka wprowadzającego helikazę, a niektóre 
homologii tego białka mogą pełnić rolę represora ini­
cjacji replikacji [13]. Rolę helikazy prawdopodobnie 
pełnią białka homologiczne do eukariotycznych 
białek MCM. W przeciwieństwie do eukariotyczne­
go heteroheksameru MCM, u archebakterii kom­
pleks MCM tworzony jest przez sześć takich samych 
cząsteczek białka MCM, co przypomina bakteryjny 
kompleks helikazy DnaBó. Zwykle na chromosomie 
zlokalizowany jest jeden gen mcm, z wyjątkiem M. 
jannaschii, który ma 4 kopie oraz M ethanopyrus 
kandleri i Methanosarrina acetivorans mających 2 
kopie genów homologicznych [56]. Jak pokazały ba­
dania in vivo , kompleks MCM wykazuje właściwości 
podobne do eukariotycznego kompleksu MCM: zale­
żną od ATP aktywność 3 ’-> 5’helikazową, wiązanie 
jednoniciowego DNA, i zależną od DNA aktywność 
ATPazową [56].

Badania nad inicjacją replikacji u eukariontów, ze 
względu na złożoną strukturę chromosomu oraz brak 
systemu replikacji in vitro, są znacznie mniej za­
awansowane niż u bakterii. Wśród organizmów eu­
kariotycznych mechanizm inicjacji został najlepiej 
poznany na przykładzie drożdży S. cerevisiae. 
W przeciwieństwie do E. coli, gdzie rdzeń białkowy 
powstaje w trakcie wiązania białka DnaA z regionem
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oriC , kompleks sześciu białek ORC tworzy się jesz­
cze przed związaniem z DNA (Ryc. 2) [48], Białka 
ORC mogą wiązać się z o n  tylko wtedy, jeżeli wystę­
pują w kompleksie z ATP. Wykazano, że u drożdży 
ORC pozostaje związany z ARS przez większą część 
cyklu komórkowego (nawet podczas mitozy) [23, 57,
58]. Analiza kompleksu białkowego w regionie ini­
cjacji replikacji pozwoliła na wyodrębnienie dwóch 
rodzajów kompleksów: pre-RC (ang. prereplicative  
complex) i post-RC (ang. postreplicative complex) 
(Ryc. 2) [57, 59]. Kompleks post-RC zbudowany jest 
tylko z białek ORC i tworzy się po zakończeniu syn­
tezy nowych nici DNA. Kompleks post-RC nie jest 
zdolny do zainicjowania replikacji; białka ORC 
w przeciwieństwie do DnaA nie są w stanie samo­
dzielnie rozpleść helisy DNA w regionie ori. Kom­
pleks pre-RC powstaje w fazie G1 i oprócz ORC za­
wiera inne białka niezbędne do uruchomienia inicja­
cji replikacji: Cdcó, Cdtl oraz MCM. Pod koniec mi­
tozy, białka Cdcó i Cdtl niezależnie od siebie wiążą 
się do kompleksu ORC. Uważa się, że oba białka od­
powiedzialne są za dostarczenie helikazy MCM do 
kompleksu pre-RC [60]. Cdcó, podobnie jak niektóre 
z białek ORC, należy do rodziny białek typu AAA+. 
O białku Cdtl dotychczas niewiele wiadomo; nie 
wykazuje ono znaczącej homologii do żadnych z do­
tychczas poznanych białek. Aktywność obu białek 
podlega regulacji w zależności od fazy cyklu komór­
kowego (patrz niżej). Białka MCM (Mcm2-7) tworzą 
heterogeniczny heksamer, który pełni prawdopodob­
nie rolę helikazy. Białka te są wprowadzane do 
tworzącego się kompleksu pre-RC w fazie G1 [23,
59] i oddziałują nie tylko z Cdcó, C d t l , ale również 
z ORC. Pod koniec fazy G1 do powstającego kom­
pleksu pre-RC przyłączają się kolejne białka, w tym 
Cdc45 i Sld3 [23, 59]. Białko Cdc45 oddziałuje 
z białkami ORC i MCM i podobnie jak MCM uczest­
niczy nie tylko w inicjacji replikacji, ale również 
w syntezie DNA. Na początku fazy S wprowadza ono 
do kompleksu replikacyjnego polimerazę DNA a, 
która jest odpowiedzialna za syntezę starterów. Sld3 
jest również niezbędne w tworzeniu aktywnego kom­
pleksu inicjacyjnego; białko to oddziałuje z Cdc45. 
Przyłączenie się białek Cdc45 i Sld3 do kompleksu 
pre-RC poprzedza przejście komórki przez punkt 
kontrolny pomiędzy fazami G 1 i S i aktywuje kom­
pleks pre-RC (tworzy się tzw. kompleks pre-IC). 
O uruchomieniu inicjacji replikacji decyduje wów­
czas wiele innych czynników, w tym zależne od cy­
klin kinazy białkowe, CDK (ang. cyclin dependent 
kinase), które odgrywają główną rolę w regulacji cy­
klu komórkowego (patrz poniżej). Dochodzi do roz- 
plecenia helisy DNA i następują dalsze etapy repli­

kacji, które wymagają dostarczenia białek uczest­
niczących w tym procesie np. RPA (wiążących jed- 
noniciowy DNA) oraz kompleksu polimerazy-a 
[58]. Odpowiednie czynniki regulacyjne zapobie­
gają reinicjacji replikacji przed zakończeniem cyklu 
podziałowego komórki (patrz poniżej).

V. Regulacja częstości inicjacji replikacji

Inicjacja replikacji jest pierwszym i najważniej­
szym, bo podlegającym ścisłej kontroli, etapem po­
wielania chromosomu. W normalnych warunkach 
wzrostu chromosom ulega powieleniu tylko raz 
w danym cyklu komórkowym. Złożone systemy re­
gulacji częstości inicjacji replikacji chromosomu 
obecne są w komórkach pro- i eukariotycznych. 
Kontroli podlegają zarówno miejsca ori (modyfika­
cja DNA, wiązanie białek zmieniających strukturę 
chromosomu bądź uniemożliwiających wiązanie się 
białek inicjatorowych z orz) jak i białka inicjatorowe 
(regulacja poziomu i/lub lokalizacji aktywnego 
białka w komórce, regulacja aktywności białek przez 
wiązanie i hydrolizę ATP).

U bakterii mechanizm regulacji częstości replika­
cji został najlepiej poznany na przykładzie E. coli. 
Aktywność inicjatorowego białka DnaA podlega re­
gulacji przez wiązanie nukleotydów adeninowych — 
tylko białko związane z ATP jest w stanie inicjować 
replikację; białko DnaA-ADP wiąże się z oriC , ale 
nie jest w stanie rozpleść helisy DNA. Aktywność 
ATPazowa DnaA jest stymulowana przez od­
działywanie z podjednostką (3 polimerazy DNA III 
oraz białkami IdaB i Hda (tzw. system RIDA, ang. 
regulatory inactivation o f  DnaA)', białko DnaA-ADP 
nie jest zdolne do rozpoczęcia nowej rundy replikacji 
[61, 62], Reaktywacja białka (wymiana związanego 
ADP na ATP, tzw. ang. rejuvenation) zachodzi przez 
oddziaływanie z kwaśnymi fosfolipidami błony ko­
mórkowej [63-65]. Regulacji podlega też poziom cy- 
toplazmatycznego białka DnaA w komórce. Nadmiar 
białka ulega związaniu przez błonę komórkową [66] 
oraz przez chromosomalny region datA (ang. DnaA 
titration). DatA, znajdujący się w pobliżu regionu 
oriC, jest w stanie wiązać około 300-400 cząsteczek 
DnaA, podczas gdy w procesie inicjacji replikacji 
uczestniczy tylko około 20-30 cząsteczek [67]. 
W trakcie replikacji, region datA ulega podwojeniu, 
dzięki czemu gwałtownie spada liczba cząsteczek 
wolnego białka DnaA (przez ich związanie z nowoz- 
replikowanym miejscem datA). Trzecim mechani­
zmem kontroli częstości inicjacji replikacji chromo­
somu E. coli jest regulowanie dostępności regionu 
oriC  dla białka DnaA. Uczestniczą w tym białka spe­
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cyficznie wiążące się z regionem oriC  (np. SeqA, 
Rob, ArcA, ÍHF i Fis) lub niespecyficznie od­
działujące z DNA i zmieniające jego strukturę (np. 
H-NS, HU, lei A) [67, 68]. Wśród tych białek szcze­
gólną rolę odgrywa białko SeqA, swoiście wiążące 
się z ulegającymi metylacji miejscami GATC. Miej­
sca te statystycznie częściej występują w regionie 
oriC  niż w całym chromosomie. Białko SeqA wiąże 
się z hemimetylowanymi sekwencjami GATC zapo­
biegając metylacji nowopowstałej nici DNA, wiąza­
niu się białka DnaA z regionem oriC  i przedwczesnej 
reinicjacji replikacji chromosomu [67]. Pozostałe 
białka, zarówno wiążące się specyficznie jak i nie­
specyficznie z DNA, należą do grupy czynników 
transkrypcyjnych, bądź ich synteza podlega regulacji 
przez swoiste białka należące do systemów odpowie­
dzi komórki na warunki środowiska. Przykładem są 
tu dwa białka: ArcA i IciA. ArcA (ang. aerobic respi­
ration control protein) wraz z przezbłonowym 
białkiem ArcB (ang. aerobic respiration control sen­
sor protein) uczestniczy w regulacji transkrypcji ge­
nów w zależności od warunków tlenowych środowi­
ska. W przypadku obniżenia poziomu tlenu, białko 
ArcB ulega autofosforylacji i fosforyluje białko 
ArcA [69]. Fosforylowane białko ArcA-P wpływa na 
transkrypcję około 9% genów E. coli [70] a także 
wiąże się z regionem oriC  hamując inicjację replika­
cji chromosomu [69]. Transkrypcja genu iciA (ang. 
inhibitor o f  chromosomal initiation o f  replication) 
podlega aktywacji przez białko PhoB należące do 
systemu przekazywania sygnału zależnego od pozio­
mu fosforanów w środowisku. Przy niskim stężeniu 
fosforanów, aktywowane przez fosforylację białko 
PhoB-P zwiększa syntezę białka IciA; w warunkach 
in vitro IciA, wiążąc się do regionu oriC, uniemożli­
wia rozplecenie helisy DNA [71]. Możliwe jest, że 
w warunkach in vivo białko IciA wpływa na częstość 
inicjacji replikacji chromosomu E. coli przez 
związanie z regionem oriC  lub przez wpływ na tran­
skrypcję innych genów (np. IciA aktywuje tran­
skrypcję dnaA i nrd E. coli) [71]. Proces regulacji 
częstości inicjacji replikacji u innych bakterii został 
znacznie słabiej poznany. Prawdopodobnie 
u wszystkich bakterii aktywność białka DnaA podle­
ga regulacji na poziomie wiązania cząsteczki kofak- 
tora (ATP/ADP). Przypuszczalnie poziom białka 
DnaA jest regulowany we wszystkich komórkach 
bakteryjnych. Ekspresja genu dnaA niektórych bak­
terii jest autoregulowana, np. E. coli, B. subtilis czy 
Streptomyces [72-75], a innych nie, np. Thermus 
thermophilus [76]. Białko DnaA niektórych bakterii 
jest ściśle związane z błoną komórkową, np. E. coli 
czy Helicobacter pylori [66, 77]. Natomiast u innych

bakterii np., B. subtilis [78] czy Streptomyces (B. 
R u b a n - O ś m i a ł o w s k a ,  dane niepublikowane), 
DnaA jest białkiem cytoplazmatycznym; jego po­
ziom prawdopodobnie podlega regulacji przez mia­
reczkowanie za pomocą regionów chromosomu ana­
logicznych do miejsca datA E. coli (miejsca inc B. 
subtilis czy zgrupowania sekwencji DnaA na chro­
mosomie Streptomyces). Inicjacja replikacji jest 
również kontrolowana przez czynniki zależne od 
fazy i warunków wzrostu danej bakterii, np. u Caulo- 
bacter crescentus przez białko CtrA. C. crescentus 
jest bakterią o złożonym cyklu rozwojowym, obej­
mującym przekształcenie urzęsionych komórek ru­
chliwych w komórki osiadłe [79]. Replikacja DNA 
następuje tylko w komórkach osiadłych. CtrA (ang. 
celi cycle transcription regulator) jest nie tylko 
czynnikiem odpowiedzialnym za regulację tran­
skrypcji genów (wpływa na ekspresję ponad 26% ge­
nów), ale również kontrolę inicjacji replikacji, mor- 
fogenezę i podział komórek C. crescentus. Aktyw­
ność CtrA podlega regulacji zależnej od fazy wzrostu 
komórki [26]. Ufosforylowane CtrA-P wiąże się 
z wysokim powinowactwem z regionem oriC  i ha­
muje proces replikacji chromosomu [80]. Podczas 
przejścia komórki ruchliwej w osiadłą białko CtrA 
ulega proteolizie i może dojść do inicjacji replikacji 
chromosomu C. crescentus. W regulacji częstości 
inicjacji replikacji bakterii prawdopodobnie biorą 
udział białka zmieniające topologię DNA, np. IHF 
u C. crescentus [26], Geny kodujące białka HU, IHF 
i H-NS występują w chromosomach enterobakterii 
i niektórych innych bakterii Gram-ujemnych; homo- 
logi białka HU znaleziono w chromosomach Gram- 
-dodatnich bakterii Bacillus stearothermophilus 
i Anabaena spp [81]. Rola tych białek w procesie re­
plikacji chromosomów została najlepiej poznana 
u E. coli [82-84], natomiast u innych bakterii nie jest 
dokładnie wyjaśniona; przypuszcza się, że 
wpływając na topologię chromosomu mogą regulo­
wać częstość powielania DNA [81].

Prace zmierzające do wyjaśnienia procesu inicja­
cji replikacji chromosmu archebakterii prowadzone 
są od stosunkowo niedługiego czasu, dlatego prawie 
nic nie jest wiadomo na temat mechanizmów regu­
lujących częstość powielania DNA archebakterii.

Problem kontroli replikacji DNA u eukariontów 
jest w ostatnim czasie przedmiotem dużego zaintere­
sowania naukowców; wyniki badań zostały przedsta­
wione w kilku obszernych pracach przeglądowych 
(m. in. 23, 85-87). Replikacja chromosomów euka­
riotycznych musi być ściśle powiązana z fazami cy­
klu komórkowego. Proces ten jest bardzo złożony 
i obejmuje wiele czynników, działających na pozio­
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mie zarówno DNA (organizacja chromatyny), jak 
i białek inicjatorowych. Synteza nowych chromoso­
mów rozpoczyna się w fazie S (chociaż kompleks 
preinicjacyjny tworzy się w miejscach ori jeszcze 
pod koniec fazy M lub we wczesnej fazie G 1) i musi 
się zakończyć przed fazą G2 [58]. Jednoczesna akty­
wacja kompleksów pre-inicjacjacyjnych i późniejsze 
hamowanie aktywności białek inicjatorowych 
w trakcie syntezy DNA tak, aby nie dochodziło do re- 
micjacji replikacji, jest warunkiem właściwej syn­
chronizacji procesu. Aktywność białek inicjatoro­
wych podlega kontroli przez wiązanie i hydrolizę 
ATP, fosforylację przez kinazy, degradację lub kon­
trolę lokalizacji komórkowej w różnych fazach cyklu 
(translokacja białka z jądra do cytoplazmy), lub 
przez inne cząsteczki, np. gemininę. Aby kompleks 
ORC mógł związać się z DNA i być aktywnym 
w procesie inicjacji replikacji musi być związany 
z ATP. Hydroliza ATP jest stymulowana przez jed- 
noniciowy DNA, tak, że po inicjacji replikacji kom­
pleks jest nieaktywny i nie dochodzi do reinicjacji re­
plikacji [23]. Aktywność białka Cdcó jest nie tylko 
kontrolowana przez wiązanie i hydrolizę ATP, ale 
również przez zmianę jego lokalizacji lub induko­
waną proteolizę białka w odpowiednich fazach cy­
klu. U S. cerevisiae, S. pombe  i X. laevis zależna od 
kinazy CDK fosforylacja białka Cdcó na początku 
fazy S indukuje jego degradację [87]. W komórkach 
ssaków ufosforylowane białko Cdc6-P ulega nato­
miast w fazie S częściowej translokacji do cytopla­
zmy. Kontrola aktywności białek przez zależną od 
cyklin fosforylację zdaje się być swoista dla komó­
rek eukariotycznych. Co prawda, jak już wcześniej 
wspomniano, inicjacja replikacji chromosomów 
bakteryjnych jest również pośrednio regulowana 
przez fosforylowane białka, jednak nie są to białka 
zaangażowane bezpośrednio w proces inicjacji repli­
kacji (nie są to białka inicjatorowe). U eukariontów 
dotychczas scharakteryzowano dwie kinazy 
wpływające na częstość procesu inicjacji replikacji: 
wspomniana już CDK oraz kinaza DDK (ang. 
Dbf'4-dependent kinase). Obie kinazy (aktywne w fa­
zie S) są niezbędne do zajścia inicjacji replikacji. 
Jednak dokładny sposób działania CDK i DDK nie 
jest do końca wyjaśniony; nie zidentyfikowano też 
wszystkich białek, które są substratami dla wymie­
nionych kinaz [23]. Inicjacja replikacji chromoso­
mów komórek zwierząt tkankowych (łac. metazoa, 
ale me roślin lub grzybów) podlega regulacji przez 
gemininę. Cząsteczka ta jest niewielkim białkiem, 
które oddziałując z białkiem Cdtl hamuje jego zdol­
ność do dostarczania helikazy MCM do kompleksu 
pre-RC [87], Wysokie stężenie gemininy obserwo­

wane w fazie M ulega obniżeniu w fazie G l,  aby na­
stępnie wzrosnąć znów w fazie S. U ssaków aktyw­
ność gemininy jest regulowana przez indukowaną 
degradację białka, natomiast w jajach X. laevis 
białko nie ulega degradacji w fazie G l,  ale jego ak­
tywność inhibitorowa jest unieczynniana przez mo­
dyfikacje posttranslacyjne [87]. Wiele z czynników 
regulujących replikację chromosomów eukariotycz­
nych nie zostało jeszcze dokładanie zbadanych, np. 
wpływ struktury chromatyny na aktywność miejsc 
ori. Przypuszcza się, że czynniki regulujące tran­
skrypcję genów również wpływają na proces inicja­
cji replikacji [31, 88-90].

VI. Analiza procesu inicjacji replikacji —  
metody badawcze

Analiza procesu inicjacji replikacji DNA obejmu­
je identyfikację regionów ori chromosomów i wy­
różnienie białek inicjatorowych oraz charakterysty­
kę ich wzajemnego oddziaływania. Badanie czynni­
ków regulujących częstość inicjacji replikacji jest 
dalszym etapem prac zmierzających do pełnego wy­
jaśnienia procesu powielania chromosomu. Identyfi­
kację regionów ori umożliwiają stosowane od dawna 
techniki: analiza replikacji minichromosomów oraz 
badanie wbudowywania analogów nukleotydów 
(zwykle znakowanych radioaktywnie) w chromoso- 
malny DNA synchronizowanych hodowli komórko­
wych. Minichromosom jest plazmidem zawie­
rającym chromosomalny region orz jako jedyne miej­
sce inicjacji replikacji DNA; jego niezależna replika­
cja w komórkach danej bakterii świadczy o tym, że 
jest to miejsce, w którym na chromosomie rozpoczy­
na się powielanie DNA. Badanie replikacji plazmi­
dów stanowiących swoistą bibliotekę fragmentów 
chromosomalnego DNA pozwala na identyfikację 
regionu ori chromosomu bez uprzedniego wyznacze­
nia przypuszczalnych, prawdopodobnych miejsc ini­
cjacji replikacji. Metoda ta ma jednak ograniczenia: 
stosuje się j ą  tylko do wyznaczania regionów ori 
bakterii i niższych eukariontów (S. cerevisiae), a 
ostatnio archebakterii, nie można jej jednak stoso­
wać u wyższych eukariontów. Nie wszystkie organi­
zmy tolerują dodatkową kopię ori obecną w komórce 
i u nich technika konstrukcji minichromosomu nie 
może być stosowana. Ponadto, jak wykazały bada­
nia, wymagania co do długości i sekwencji regionu 
ori dla minichromosomu i chromosomu są różne 
[91], i zależą od rodzaju użytego plazmidu czy se­
kwencji okalających umożliwiających rozplecenie 
DNA [92]. Nie mniej jednak, technika ta wciąż jest 
jednym z podstawowych sposobów identyfikacji re­
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gionów inicjacji replikacji chromosomów. Wyzna­
czanie miejsc inicjacji replikacji chromosomów 
przez analizę wbudowywania analogów nukleoty- 
dów w DNA jest również powszechnie stosowane za­
równo u pro-jak i eukariontów. Metoda opiera się na 
analizowaniu regionów DNA, w które zostały wbu­
dowane odpowiednio znakowane nukleotydy, i po­
równania intensywności wyznakowania DNA w za­
leżności od położenia na chromosomie. Region 
DNA, który najwcześniej ulega zaznaczeniu jest 
miejscem, w którym rozpoczyna się replikacja DNA. 
Podstawową wadą stosowanej metody jest koniecz­
ność synchronizacji wzrostu komórek, co nie w ka­
żdym przypadku jest możliwe, i zwykle wymaga 
konstruowania zmutowanych szczepów. Metodę tę 
można wykorzystać również do badania hodowli ko­
mórek niezsynchronizowanych [6, 93], jednak w ta­
kich przypadkach niezbędne jest wcześniejsze, przy­
bliżone wyznaczenie regionów ori innymi metodami 
(np. in silico, patrz poniżej). Podobne wymagania 
dotyczą techniki identyfikacji regionu ori metodą 
elektroforezy dwukierunkowej DNA (tzw. ang. two 
dimensional gel) [94], Wykorzystuje się j ą  do identy­
fikacji regionów ori zarówno bakterii, archebakterii 
jak i niższych eukariontów (drożdże). Niezbędna 
w przypadku tej metody jest znajomość przybliżonej 
lokalizacji regionu ori oraz wskazane jest izolowanie 
DNA z synchronizowanych hodowli (DNA izolowa­
ny z komórek z niezsynchronizowanych hodowli jest 
uboższy w intermediaty replikacyjne). W ostatnich 
latach opracowano wiele nowych technik służących 
do wyznaczania regionów ori, takie jak: detekcja 
fragmentów DNA metodą fluorescencyjnej hybrydy­
zacji in situ tzw. FISH (ang. fluorescent in situ hybri- 
dization , [95-97]), technika tzw. ang. moleculcir 
combing [32, 98] czy wyznaczanie miejsca inicjacji 
replikacji metodą RIP (ang. replication initiation 
point mapping, [11, 99-101]). Ostatnia z wymienio­
nych metod pozwala wyznaczyć miejsce startu repli­
kacji DNA z dokładnością do kilku nukleotydów, po­
zostałe z dokładnością kilkuset par zasad. Większość 
z wymienionych metod opiera się na wcześniejszym, 
przybliżonym wyznaczeniu przypuszczalnego miej­
sca inicjacji replikacji, zwykle metodą komputero­
wej analizy sekwencji DNA (tzw. analiza in silico). 
Analiza sekwencji nukleotydowej całych chromoso­
mów umożliwia wyznaczanie regionów ori chromo­
somów bakterii i archebakterii, niestety nie można 
jej wykorzystać do identyfikacji miejsc ori chromo­
somów eukariotycznych. Badając skład nukleotydo- 
wy nici chromosomu pod kątem częstości występo­
wania na niej cytozyny (C) i guaniny (G) zauważono, 
że nić wiodąca statystycznie zawiera więcej guaniny

niż cytozyny [ 102. 103]. Podobną zależność zaobser­
wowano analizując częstość występowania określo­
nych krótkich sekwencji nukleotydowych na jednej 
z nici [104], Można to zilustrować graficznie na wy­
kresie przedstawiającym względną zmianę składu 
nukleotydowego jednej z nici (występowanie G, C 
lub krótkich sekwencji). Obserwowane na wykresie 
minimum i maksimum (związane ze zmianą sposobu 
syntezy nici z wiodącej na opóźnioną i odwrotnie) 
odpowiada miejscom na chromosomie, w których 
rozpoczyna i kończy się replikacja chromosomu.

Białka zaangażowane w proces inicjacji replikacji 
identyfikuje się najczęściej przez konstrukcję zmu­
towanych szczepów i analizę wybranych mutantów, 
u których obserwuje się zaburzenia procesu replika­
cji DNA. W ten sposób znaleziono m. in. białko 
DnaA E. coli [ 105, 106] czy drożdżowe białka MCM 
[107, 108]. Do analizy oddziaływania białek inicja- 
torowych in vivo stosuje się drożdżowe systemy 
dwu- i trójhybrydowe. Poznanie białek inicjatoro- 
wych oddziałujących z DNA pozwala również na 
identyfikację regionów ori za pomocą immunopre- 
cypitacji in vivo; dysponując przeciwciałem skiero­
wanym przeciwko danemu białku możemy 
„wyłapać” z komórki nukleoproteinowy kompleks 
tego białka z regionem ori. Co więcej, możliwość za­
stosowania białek fluorescencyjnych w fuzji 
z białkami inicjatorowymi lub białkami aparatu re- 
plikacyjnego umożliwia śledzenie procesu replikacji 
i segregacji chromosomu in vivo [109].

VII. Podsumowanie

Hipoteza dotycząca mechanizmu inicjacji replika­
cji chromosomu bakteryjnego, ogłoszona po raz 
pierwszy ponad 40 lat temu, okazała się być prawdzi­
wa i uniwersalna dla organizmów wszystkich trzech 
królestw: bakterii, archebakterii i eukariontów. Ini­
cjacja replikacji rozpoczyna się zawsze w określo­
nym miejscu (lub miejscach) chromosomiu. U bakte­
rii jest to jedno, zawsze to samo miejsce oriC  rozpo­
znawane przez pojedyncze białko inicjatorowe 
DnaA. U niższych eukariontów (5. cerevisiae) 
miejsc inicjacji replikacji DNA jest więcej i zawie­
rają one ściśle zdefiniowane elementy strukturalne 
rozpoznawane przez kompleks inicjatorowych 
białek ORC. U wyższych eukariontów, miejsca ini­
cjacji replikacji nie zawierają żadnej określonej, po­
wtarzającej się sekwencji (poza zwiększonym 
udziałem par AT), a co więcej, w różnych fazach roz­
woju komórkowego miejsca ori są różne. Jednak jak 
dotychczas pokazano, ori nie jest regionem przypad­
kowym, a o wyborze miejsca startu syntezy DN A de­
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cydują czynniki, które nie zostały jeszcze do końca 
poznane. U archebakterii, najmniej zbadanej grupy 
mikroorganizmów, miejsce ori może być jedno, dwa 
lub kilka.

Białka inicjatorowe odpowiedzialne są za swoiste 
wiązanie regionów ori, a ich aktywność podlega 
ścisłej regulacji. U organizmów prokariotycznych 
jest tylko jedno białko inicjujące replikację (bakte­
ryjne DnaA i Orcl/Cdcó u archebakterii), które od­
powiada za rozpoznanie i związanie regionu ori, roz- 
plecenie helisy DNA, oddziaływanie z białkami to­
warzyszącymi (np. helikazą DnaB czy MCM). 
Białko inicjatorowe bierze także udział w regulacji 
procesu inicjacji replikacji. U archebakterii białko 
Orcl/Cdcó dodatkowo wprowadza helikazę MCM 
do kompleksu otwartego, pełniąc funkcję analo­
giczną do białek: bakteryjnego DnaC i eukariotycz­
nego Cdcó. U eukariontów kompleks ORC złożony 
z 6 białek pełni rolę inicjatora. Białka wchodzące 
w skład kompleksu spełniają różne, nie do końca 
jeszcze poznane funkcje. Aktywność niektórych 
podlega regulacji przez związanie i hydrolizę ATP, 
inne uczestniczą w oddziaływaniach mię- 
dzycząsteczkowych, prawdopodobnie nie wszystkie 
też wiążą DNA, np. u S. cerevisiae do oddziaływania 
z DNA niezbędnych jest 5 z 6 podjednostek ORC 
(Orclp-Orc5p).

Replikacja chromosomu musi być powiązana 
z cyklem komórkowym. W proces regulacji zaanga­
żowane są zarówno białka inicjatorowe jak i białka 
przekazujące sygnał w odpowiedzi na zmiany wa­
runków środowiska. Najbardziej złożony system re­
gulacyjny występuje u eukariontów, u których w sko­
ordynowaniu inicjacji replikacji z wielu miejsc chro­
mosomu w ściśle określonym momencie przejścia 
fazowego G l/S  uczestniczy wiele czynników, m. in. 
zależne od poziomu cyklin kinazy białkowe i struk­
tura chromatyny.

Inicjacja replikacji chromosomu archebakterii 
jest stosunkowo najmniej poznana, chociaż badania 
zostały w ostatnim okresie znacznie zintensyfikowa­
ne. Proces ten zdaje się łączyć cechy systemu bakte­
ryjnego (przeważnie jedno ori w chromosomie) z eu­
kariotycznym (homologia białek inicjatorowych). 
Co ciekawe, dalsze etapy replikacji są podobne albo 
do procesu zachodzącego u bakterii, albo u eukarion­
tów. Szybkość syntezy chromosomalnego DNA ar­
chebakterii jest zbliżona do szybkości syntezy chro­
mosomu eubakterii; u eukariontów synteza DNA 
przebiega znacznie wolniej (Tabela 1). Natomiast, 
podobnie jak u eukariontów, fragmenty Okazaki ar­
chebakterii są znacznie krótsze od analogicznych 
fragmentów syntetyzowanych w komórkach bakterii

(Tabela 1). Dalsze badania zmierzające do poznania 
mechanizmów regulacyjnych u archebakterii po­
zwolą na pełniejszą charakterystykę procesu inicja­
cji i kontroli replikacji DNA oraz wyróżnienie uni­
wersalnych elementów zaangażowanych w procesy 
komórkowe zarówno bakterii, archebakterii jak i eu­
kariontów.
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Czynnik transkrypcyjny NFkB — nowa perspektywa w 
leczeniu nowotworów 

Transcription factor NFkB — a new perspective in 
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W ykaz stosowanych skrótów: AP-1 —  białko aktywatorowe 
(ang. activator protein)', ARD —  domena wielokrotnych powtó­
rzeń ankirynowych (ang. ankiryn repeat domain)', clAP —  ko­
mórkowy inhibitor apoptozy (ang. cellular inhibitor o f  apopto- 
sis)', DI L—  ligandy indukujące śmierć (ang. death inducing li­
gands)', FeTBAP — metaloporfiryna o własnościach enzymu 
przeciwutleniającego (ang. Fe III tetrakis(4 benzoic acid) p o r­
phyrin)', NAK —  kinaza aktywująca NFkB (ang. NFkB activa­
ting kinase)', NFkB — czynnik transkrypcyjny kB (ang. nuclear 
fa c to r kB)\ NIK — kinaza indukująca NFkB (ang. NFkB indu­
cing kinase)', NLS -  sekwencja odpowiedzialna za translokację 
do jądra (ang. nuclear localization signal)', RHD —  domena ho­
mologiczna z białkiem Rei (ang. Rei homology domain); TAD
— domena aktywująca trakskrypcję (ang. transcription activa­
ting domain)', TNF — czynnik nekrozy nowotworu (ang. tumor 
necrosis factor)', IL-interleukina; IkB —  inhibitor kB; IKK —  
kinazy fosforylujące IkB; MAPKK —  kinaza kinazy białkowej 
aktywowanej mitogenem (ang. mitogen  — activated protein ki­
nase kinase);  FAS —  antygen powierzchniowy, jeden z recepto­
rów z nadrodziny TNF; JAK-2 —  kinaza z rodziny Janus; 
MAPK — kinaza białkowa aktywowana mitogenem (ang. m ito­
gen — activated protein  kinase); MEKK 1,3 —  kinazy kinazy 
białkowej aktywowanej mitogenem, których aktywność regu­
lują czynniki pozakomórkowe (ang. mitogen  — activated p ro te­
in/extracellular signal — regulated kinase kinases 1,3); TRAF
—  czynnik związany z receptorem z nadrodziny TNF; TNF-R  

receptor TNF; MAPKKK-ERK1/2 — kinazy kinazy kinazy
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białkowej, których aktywność regulują czynniki pozakomorko- 
we (ang. m itogen-activated protein kinase kinase kinases — 
extracellulary regulated 1/2); Akt —  kinaza białkowa; TRADD  
—  białko z domeną śmierci wiążące się z receptorem TNF-R,; 
FADD —  białko z domeną śmierci wiążące się z receptorem  
FAS; IKKi —  kinaza spokrewniona z IKKa i IKK(3; PEST 
sekwencja bogata w reszty proliny, kwasy glutaminowego, sery- 
ny i treoniny; NEMO/IKKAP-1 —  inaczej, kinaza IkB-IKKy 
(ang. NFkB essential m odulator IKK  — associated protein); 
Bcl-2 —  białko antyapoptotyczne; Bcl-xL —  białko antyapop- 
totyczne z rodziny Bcl-2 regulujące apoptozę w komórkach ner­
wowych; B fl- l/A l —  białko homologiczne z białkiem Bcl-2; 
Src(p56lck) —  kinaza tyrozynowa z rodziny Src; RIP —  kinaza 
serynowo-treoninowa, białko oddziaływujące z receptorem 
(ang. receptor interacting protein); TRAIL —  ligand indu­
kujący apoptozę, związany z TNF (ang. TNF— rela ted  apopto- 
sis inducing Ugand); IEX 1L — gen kodujący białko blokujące 
apoptozę , indukowaną przez FAS lub TNFa; SRD —  domena 
przejmująca sygnał(ang. signal receiving domain)

I. Wstęp

Czynnik transkrypcyjny NFkB (ang. nuclear fa c ­
tor kappa B) odkryto w jądrach dojrzałych limfocy­
tów B. Prowadzone w ciągu ostatnich lat badania po­
zwoliły określić jego rolę w procesach rozwoju, róż­
nicowania i wzrostu komórek [1]. Bardzo istotnym 
wydarzeniem w dziedzinie biologii molekularnej 
było odkrycie w czterech niezależnych ośrodkach w 
roku 1996, że czynnik transkrypcyjny NFkB pod 
wpływem działania różnego rodzaju czynników ta­
kich jak m.in. promieniowanie UV, cytostatyki,
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czynnik nekrozy nowotworu, ulega aktywacji i w 
formie aktywnej może hamować procesy apopto- 
tyczne w komórkach [1]. Zauważono też korelację 
między zjawiskiem hamowania aktywności NFkB a 
wzrostem wrażliwości nowotworów dotychczas 
opornych na terapię m.in. doksorubicyną i etopozy- 
dem [2-5], Odkrycie to wzbudziło duże nadzieje na­
ukowców na wyjaśnienie zjawiska oporności komó­
rek nowotworowych oraz na zaprojektowanie terapii 
skojarzonej skutecznej w leczeniu nowotworów le- 
koopornych. Niniejsza praca przeglądowa stanowi 
próbę przybliżenia funkcji czynnika NFkB, pełnio­
nej w organizmie, mechanizmów jego aktywacji i 
wpływu na procesy apoptotyczne, a także, co za tym 
idzie, wskazania kierunków wykorzystania NFkB w  

terapii przeciwnowotworowej.

II. Ogólna charakterystyka strukturalno- 
-funkcjonalna

Czynnik trakskrypcyjny NFkB został odkryty 
przez S e  n a  i B a l t i m o r e ’ a w 1986 r. jako kon­
stytutywny czynnik transkrypcyjny w dojrzałych 
limfocytach B, gdzie wiąże się z sekwencją promoto- 
rową GGGGACTTTCC, obecną w rejonie wzmac­
niającym (ang. enhancer region) pomiędzy genami J 
i C łańcucha lekkiego kappa immunoglobulin [1,6]. 
W komórkach ssaków występuje pięć różnych pod- 
jednostek NFkB, których wspólną cechąjest domena 
RHD znajdująca się w regionie N-końcowym, 
składająca się z 300 aminokwasów, a odpowiedzial­
na za dimeryzację z sekwencją NLS , translokację 
czynnika, wiązanie z DNA i udział w transkrypcji ok. 
300 genów [6,7].

Miejsca w DNA, z którymi specyficznie wiąże się 
aktywny czynnik NFkB określa się mianem miejsc 
“kB” [9]. Aktywne kompleksy NFkB są dimerami, 
zawierającymi różnorakie kombinacje polipeptydów 
z rodziny Rei: p50 (NF-kB 1); p52 (NF-kB2); Rei A 
(p65), Rei B, c-Rel [1,7,8,10-13], Białka z rodziny 
Rei wykazują zmienną stabilność i specyficzność w 
tworzeniu homo-lub heterodimerów. I tak, podjed- 
nostka Rei B nie jest zdolna do żadnych połączeń z 
c-Rel czy Rei A, a homodimery p50 bądź p65 są for­
mami mniej stabilnymi.

Z uwagi na różnice w rejonie C-końcowym, białka 
Rel/NFKB można podzielić na dwie klasy. Do pierw­
szej zalicza się białka p50 i p52, które powstają w 
wyniku proteolizy nieaktywnych białek prekursoro- 
wych: p 105 i plOO. Do drugiej klasy zalicza się 
białka nie wymagające prekursorów: RelA (p65), Rei 
B i c-Rel, zawierające w rejonie C-końcowym nieho- 
mologiczną domenę TAD [6-8,13].

Nieaktywny kompleks NFkB pozostaje w cyto- 
plazmie komórek, połączony z dodatkową podjed- 
nos tką—  inhibitorem. Inhibitorami są w tym przy­
padku białka z rodziny IkB (IkBcx, IkB(3, IkBs, IkBy 
itd). ich funkcjąjest blokowanie translokacji aktyw­
nego kompleksu NFkB do jądra [1,6,8,9,14,15]. Ka­
żde z tych białek zawiera trzy istotne funkcjonalnie 
regiony: domenę ARD, która odpowiada za interak­
cję podjednostki inhibitora z dimerem NFkB; do­
menę SRD, mieszczącą się w rejonie N-końcowym, 
zaangażowaną w proces fosforylacji i ubikwitynacji 
podjednostki inhibitorowej i wreszcie sekwencję 
PEST w rejonie C-końcowym, która wraz z sekwen­
cją ARD stabilizuje kompleks NFkB/IkB [6 ,8]. 
Ostatnio wykryto kolejne białko z rodziny IkB — 
iKBę, blokujące przemieszczenie białek NFkB z  

jądra do cytoplazmy [7], Działanie podjednostek in­
hibitorowych IkB polega na stymulowaniu zmian 
konformacyjnych w podjednostkach RelA (p65), w 
wyniku których następuje przesłonięcie sekwencji 
NLS, odpowiedzialnej za translokację czynnika do 
jądra komórki. Interakcja inhibitorów z domeną 
RHD hamuje wiązanie NFkB z  DNA [6]. Funkcję in­
hibitora może też pełnić duża cząsteczka prekursora 
plOO lub p 105. Dzięki wielu powtórzeniom ankiry- 
nowym, prekursory p 100 i p 105 wpływają hamująco 
na translokację dimeru do jądra i jego wiązanie z 
DNA [6,15].

Ekspresja podjednostki IkB ci może decydować o 
wzmożonej aktywności funkcjonalnie zróżnicowa­
nych kompleksów NFkB. Zróżnicowane kompleksy, 
np. pozbawione podjednostki p65 mogą w określony 
sposób sprawować kontrolę nad wzrostem i procesa­
mi różnicowania w zależności od typu komórek i ro­
dzaju stymulatora [16].

Spośród wielu możliwych połączeń podjednostek 
białkowych w kompleksy NFkB, najczęściej spoty­
kany jest heterodimer: RelA (p65); NFkBI
(pl05/p50), połączony z inhibitorem IkBoi [7,9,13].

W ostatniej dekadzie bardzo poszerzył się stan 
wiedzy o odpowiedzi komórkowej na różnego rodza­
ju stymulatory zewnętrzne. Wykazano, że w dużej 
mierze prowadzą one do aktywacji czynnika NFkB 
[7], Rodzaj czynników indukujących NFkB pozwolił 
stwierdzić, że odpowiedź komórki w postaci zakty- 
wowania NFkB jest reakcją na stres i występuje 
zwykle przy poddawaniu komórki stymulacji apop- 
totycznej [7,12].

Wśród stymulatorów NFkB można wymienić: cy- 
tokiny, uwalniane w procesie zapalnym; lipopolisa- 
charydy — produkowane w infekcjach wywołanych 
przez Staphylococcus aureus; hemaglutyninę, wy­
twarzaną przez wirusa grypy, substancje wytwarzane
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przez wirusa HIV-1 [7,13]. Spośród czynników fi­
zycznych, aktywujących NFkB wyróżnić można: 
promieniowanie UV, dym z papierosów, stres oksy­
dacyjny. Do aktywatorów należą także związki takie 
jak: haloperydol, taksol, inhibitory topoizomeraz I i
II, antymetabolity, winkrystyna, winblastyna, insuli­
na itd. [7,12,13,18,19].

Sekwencja kB znajduje się w obrębie genów istot­
nych dla procesów odpowiedzi immunologicznej, 
proliferacji, apoptozy, procesów zapalnych. Są to 
geny kodujące: interferon [3; białka adhezyjne; cyto- 
kiny; białka TRAF-1,2 (wiążące się z receptorem 
TNF); inhibitory białek apoptotycznych jak, c-IAP 1, 
C-IAP2, X-IAP, IEX-1L; manganozależną dysmuta- 
zę ponadtlenkową. Ostatnio zidentyfikowano także 
geny kodujące białka antyapoptotyczne Bcl-xL i 
Bfl-l/A l z rodziny białek Bcl-2 jako zależne od 
czynnika transkrypcyjnego NFkB [1, 6 , 7, 10, 11, 13, 
19].

Pula genów aktywowanych przez NFkB zmienia 
się w zależności od składu zaktywowanego kom­
pleksu czynnika. Mogą bowiem występować subtel­
ne różnice w swoistości względem wiązanej sekwen­
cji DNA. Możliwe jest, że różne podjednostki NFkB 
wykazują niski stopień homologii domen transakty- 
wujących [6].

III. Mechanizmy aktywacji NFkB

Mechanizm aktywowania kompleksu NFkB 
zależy od rodzaju stymulatora, a także od rodzaju ko­
mórki, poddawanej działaniu czynnika stresującego
[7]. Jednym z bardzo silnych stymulatorów NFkB 
jest TNF [3,7,12].

Związanie liganda z receptorem TNF R urucha­
mia kaskadę reakcji z udziałem białek TRADD, 
TRAF-2, RIP [3,20]. To ostatnie z białek współ­
działając z kinazą MEKK3 odgrywa rolę w fosfory­
lacji i jednoczesnej aktywacji kompleksu kinazy 
IkBci (IKK) [1,7,10]. IKK to seryno-specyficzny 
kompleks katalityczny, składający się z trzech poli- 
peptydów. Dwa z nich, IKKa (IKK-1) i IKK(3 
(IKK-2) stanowią podjednostki katalityczne, pod­
czas gdy trzeci, dimer lub trimer IKKy (inaczej 
NEMO lub IKKAP-1) jest regulatorem. IKKa i IKK[3 
tworzą dimery połączone suwakiem leucynowym i 
razem z NIK są elementami makromolekularnego 
kompleksu enzymatycznego. Nieaktywny kompleks 
IKK nie jest ufosforylowany. Dopiero pod wpływem 
stymulatora, np.TNF, następuje aktywacja szeregu 
kinaz za pośrednictwem podjednostki NEMO i fos­
forylacja IKKp, a następnie pozostałej części kom­
pleksu (IKKa lub IKKp, jeśli jest to homodimer).

Tak zaktywowany kompleks zdolny jest do fosfory­
lacji IkBo [6,8,19]. O r a n g e  i G e h a  [21] podają, 
że podjednostka IKKa wykazuje także, niezależną 
od kompleksu IKK, zdolność do indukowania prze­
kształcania prekursora -  białka plOO w aktywne 
białko p52, wchodzące w skład aktywnego komplek­
su NFkB.

W ostatnim czasie pojawiły się prace opisujące 
nową funkcję regulatorową IKKa-podjednostki 
kompleksu IKK. Zaobserwowano, że IKKa pod 
wpływem cytokin, jak TNF czy IL-6, ulega kumula­
cji w jądrze i bierze udział w procesie fosforylacji 
Ser 10 w histonie H3i znajdującym się na odcinku 
promotorowym w genie IkBo.. W ten sposób IKKa 
może oddziaływać na strukturę chromatyny i 
wpływać na odsłanianie sekwencji kB w  genie IkBo, 
pośrednicząc w resyntezie białka IkBo. Potwierdze­
niem takiej funkcji IKKa są wyniki, uzyskane przez 
A n e s t a i wsp.[22]. Autorzy wykazali, że w płodo­
wych fibroblastach (MEFs) myszy pozbawionych 
genu IKKa, resynteza białka IkBo była opóźniona w 
stosunku do resyntezy w komórkach zawierających 
ten gen. Ci sami autorzy wykazali, że IKKa jest 
zdolny do bezpośredniej fosforylacji histonu H3 in 
vitro.

Kompleks IKK fosforyluje białko IkBo 
(wchodzące w skład struktury NFkB) w  pozycjach 
Ser 32 i Ser 36 [8,16]. Ufosforylowanie dwóch reszt 
serynowych w N-końcowym fragmencie cząsteczki 
IkB prowadzi do ubikwitynacji reszt Lys 21 i Lys 22 i 
w konsekwencji do degradacji białka przy udziale 
proteasomu 26S, co w efekcie końcowym powoduje 
przemieszczenie aktywnego dimeru p50/p65 do 
jądra, gdzie wiąże się on z sekwencją 5 ’-GGGA 
CTTTC-3’ [1,6,7,10,13]. Aktywacja NFkB wymaga 
całkowitego rozpadu podjednostki iKBa [23]. W ak­
tywację kompleksu IKK mogą być także włączone 
inne kinazy z grupy MAPKKK, a wśród nich kinazy 
MEKK 1-3 i NIK, indukujące jedną z kinaz 
MAPKKK-ERK1/2 [8,24], Wykazano też udział ki­
nazy C, Akt, IKKi oraz NAK [6].

Ta różnorodność białek o aktywności kinazowej w 
szlaku sygnałowym, aktywującym NFkB, daje przy­
najmniej częściową odpowiedź na pytanie, dlaczego 
tak wiele mechanizmów może prowadzić do stymu­
lacji tego czynnika transkrypcyjnego. Dokładny 
udział każdego ze szlaków nie jest poznany i może 
ulegać zmianie w zależności od warunków ekspery­
mentu i stanu fizjologicznego komórki [6].

Intensywne badania ostatnich lat wykazały, że 
procesy aktywacji NFkB wymagają udziału około 20 
różnych kinaz białkowych, tworzących pod 
wpływem aktywatora kaskadę reakcji, pro­
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wadzących do fosforylacji kompleksu IKK (Ryc. 1). 
Poszczególne etapy tej drogi dotąd stanowią cel po­
szukiwań naukowców. Uważa się, że stymulacja ko­
mórek czynnikami takimi jak: interleukina 1 , lipopo- 
lisacharydy czy insulina aktywuje kinazy z rodziny 
M APK. Aktywacja mitogenem uruchamia fosforyla- 
cję z udziałem kinazy rybosomalnej S6 (p90rbkl) [25]. 
Rodzaj kinaz, istotnych dla aktywacji NFkB zależy 
nie tylko od stymulatora, ale także od rodzaju komó­
rek [7],

Mechanizm aktywacji może być różny w zależno­
ści od rodzaju czynnika stymulującego NFkB. Zaob­
serwowano np., że pod wpływem promieniowania X 
lub stresu oksydacyjnego aktywacja NFkB nie wy­
maga rozpadu podjednostki IkBcx, ale zachodzi z 
udziałem procesu fosforylacji tyrozyny w pozycji

42. Mechanizm ten nie jest do końca wyjaśniony. 
Ostatnio wykazano, że erytropoetyna aktywuje 
NFkB przy udziale kinazy .IAK2 i kompleksu IKK. 
przez fosforylację reszt ty rozy nowych i sery nowych 
jednocześnie [7]. Z kolei, aktywacja czynnika NFkB 
pod wpływem promieniowania UV C (254nm) wy­
maga fosforylacji reszt serynowo-treoninowych
[8].W obu przypadkach procesy fosforylacji poprze­
dzają proteolizę podjednostki IkBci [7,8].

Przypuszcza się, że istnieją przynajmniej dwie al­
ternatywne drogi aktywacji NFkB. Pierwsza ma 
miejsce z udziałem kinaz IKK-a (lub IKK-1) i IKK(3 
(lub IKK-2), które są odpowiedzialne za fosforylację 
dwóch reszt serynowych. Ufosforylowane formy 
tworzą z ubikwityną kompleksy, które następnie ule­
gają degradacji proteasomalnej z udziałem proteaso-

ERYTROPOETYNA

UVC
IL-1 

TNFa

Ryc. 1. Mechanizmy prowadzące do aktywacji N F k B  w  komórkach, zróżnicowane w zależności od czynnika indukującego. Na rysunku zaznaczono 
dwa rodzaje aktywacji N FkB: z  udziałem kompleksu kinaz IKK i procesów ubikwitynacji i degradacji proteasomalnej podjednostki Ik B o  (ja­
sne strzałki) oraz aktywację zachodzącą niezależnie od IKK i nie wymagającą degradacji IkBo. (ciemne strzałki).Pierwszy z przedstawionych 
rodzajów aktywacji ma miejsce w przypadku stymulacji komórek lipopolisacharydami, IL- 1, TNFa, insuliną, erytropoetyną. Aktywowaniu 
ulegają wówczas kinazy z rodziny MAPKK (MEKK-1,3; NIK) lub J AK-2 w przypadku stymulacji erytropoetyną. Pod ich wpływem ufosfory- 
lowaniu ulega kompleks IKK. Aktywny kompleks IKK jest zdolny do fosforylacji reszt serynowo-treoninowych w podjednostce IkB o w  przy­
padku stymulacji erytropoetyną lub serynowo-serynowych w przypadku stymulacji IL-1, TNFa, insuliną, lipopolisacharydami. Fosforylacja 
poprzedza proces ubikwitynacji i degradacji IkB o z  udziałem proteasomu 26S prowadząc do aktywacji N F k B . Szlaki aktywacji N F k B , nieza­
leżne od kompleksu IKK i proteasomu 26S, mają miejsce w komórkach stymulowanych promieniowaniem IR bądź U V C. Pod wpływem tych 
czynników zachodzi fosforylacja niezależna od IKK, w resztach tyrozynowych IkB o za pośrednictwem kinazy z rodziny Src lub w resztach 
serynowo-treoninowych, odpowiednio. Fosforylacja poprzedza proces oddysocjowania IkB o od reszty kompleksu N F k B  i tym samym, akty­
wacji tego czynnika bez potrzeby degradacji IkB o. Objaśnienia symboli w wykazie skrótów.
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mu 26S. Kompleks ten składa się z proteasomu 20S 
(700 kDa) i zasocjowanych na jego końcach dwóch 
kompleksów regulatorowych 19S. Te z kolei zawie­
rają ok. 15-20 różnych podjednostek, mają aktywno­
ści ATP-azowe, izopeptydazowe oraz wiążą ubikwi- 
tynę. Kowalencyjne przyłączenie ubikwityny do 
białka substratowego jest głównym sygnałem do pro- 
teolizy. Proteasom 20S zawiera ok. 14 różnych pod­
jednostek typu a lub [3 (zależnie od podobieństwa se­
kwencji). Katalityczna aktywność proteasomu ogra­
niczona jest do podjednostek [3 [25,26].

Druga droga aktywacji N F kB prowadzi przez fos- 
forylację niezależną od kompleksu IKK [25].Takim 
szlakiem aktywacji N F kB, niezależnym od komplek­
su IKK, jest wspomniana stymulacja fosforylacji 
IkB ci przez promieniowanie UV C w resztach sery- 
nowo-treoninowych, znajdujących się w obrębie do­
meny PEST w C-końcu podjednostki ItcBa między 
277 a 287 aminokwasem [8]. Promieniowanie IR ak­
tywuje N F kB m.in. poprzez fosforylację reszt tyro- 
zynowych w cząsteczce IkB<x z  udziałem kinaz z ro­
dziny Src. Ten sposób aktywacji N F kB nie wymaga 
rozpadu białka IkB(x z  udziałem proteasomu 26S 
[25],

Struktury N F kB, odpowiedzialne za wiązanie z 
DNA, są obecne także w genach białek p50 i IkB o , co 
stanowi o istnieniu mechanizmu autoregulacji ak­
tywności omawianego czynnika transkrypcyjnego
[10]. Zaktywowany dimer N F kB przemieszcza się 
do jądra przyczyniając się do zwiększenia ekspresji 
m.in. także genu kodującego IkB oi i, co za tym idzie, 
szybkiej resyntezy tego białka. Tak więc, w rezulta­
cie aktywność N F k B jest zależna od stanu równowa­
gi między degradacją i resyntezą inhibitora IkB , co 
stanowi o regulacji aktywności N F kB na poziomie 
transkrypcyjnym [10,16,27]. Głównym jednak punk­
tem kontroli aktywności czynnika N F kB jest cyto- 
plazmatyczna retencja dimeru Rei A (p65); N F kBI 
(pl05/p50), zapewniana przez białko IkB oi

[10.16,25,28].

IV. NFkB a programowana śmierć komórki

IV-1. A n t y a p o p t o t y c z n a  a k ty w n o ść  NFkB

W przypadku stymulowania procesów apopto- 
tycznych w organizmie mamy do czynienia z efek­
tem “akcja-reakcja”. I tak, TNF jest jednym z głów­
nych czynników apoptogennych. Jednocześnie jed­
nak uruchamia procesy obronne organizmu, stano­
wiąc o hamowaniu zjawiska apoptozy. Taką drogą 
jest właśnie aktywacja czynnika NFkB 
[5,12,16,25,29]. Dowodem na hamujące apoptozę

działanie N F kB jest eksperyment, w którym stwier­
dzono, że poddawanie działaniu TNF mysich fibro- 
blastów i makrofagów, pozbawionych białka Rei A 
(jedna z podjednostek kompleksu N F kB) powodo­
wało znaczny wzrost apoptozy, podczas gdy komór­
ki z nadekspresją RelA wykazywały oporność na 
apoptogenne działanie TNF [3].

W 1996 roku ukazały się doniesienia z czterech 
niezależnych ośrodków, wskazujące na zależność 
między występowaniem zjawiska apoptozy a akty­
wacją N F kB. Wykazano, że aktywacja tego czynnika 
transkrypcyjnego zapewnia komórkom przeżycie, 
natomiast blokada N F kB uwrażliwia komórki na 
apoptozę, stymulowaną cytokinami z rodziny TNF, 
czy IL i chemioterapeutykami [1,29-34],

Antyapoptotyczne działanie N F k B wykazano w 
wielu różnych typach komórek, w tym w komórkach 
ludzkiego raka piersi, fibroblastach, makrofagach, 
komórkach śródbłonka, komórkach ludzkiego raka 
jajnika, raka macicy, liniach komórek raka trzustki, 
kardiomiocytach, a także w zainfekowanych wiru­
sem EBV komórkach limfoblastoidalnych [7,9,30], 

Blokujące apoptozę działanie N F kB polega na 
obniżeniu ekspresji genów proapoptotycznych lub 
nasileniu ekspresji genów antyapoptotycznych [9] 
(Ryc.2). Wśród genów, których ekspresja regulowa­
na jest przez czynnik N F kB można wymienić te, któ­
re kodują białka hamujące apoptozę, z rodziny Bel: 
Bcl-2, Bcl-xL, a także białka IEX-1L , IAP; białka 
adaptorowe: TRAF-1, -2; dysmutazę ponadtlenkową 
(nadekspresja tego enzymu powoduje blokowanie 
apoptozy wywołanej TNF); białko c-Myc biorące 
udział m.in. w procesach proliferacji komórek
[1,3,9,11,14,16]. Wykazano, że aktywny N F k B jest 
zdolny do indukcji genów, kodujących białka homo­
logiczne do białek Bcl-2, blokujących apoptozę, cho­
ciaż bezpośrednia regulacja ekspresji genu bcl-2 
przez N F kB nie została potwierdzona [11,14], Takim 
homologiem jest białko Bfl-l/A 1. Białku Bcl-2 przy­
pisuje się rolę w aktywowaniu N F kB na drodze de­
gradacji podjednostki IkB ci [3]. Według A g g a r- 
w a 1 a [3], aktywację N F k B określa się mianem klu­
cza do antyapoptotycznych funkcji, które badano w 
dojrzałych limfocytach B. Aktywacja N F kB w  tych 
komórkach zapewniała także wpływ czynnika na 
ekspresję genu, kodującego inne białko antyapopto­
tyczne —  Bfl-1, co w efekcie chroniło dojrzałe lim­
focyty B przed apoptozą, indukowaną antygenem. 
Limfoblastoidalne komórki HuT-78, wykazujące 
konstytutywną nadekspresję N F kB, charakteryzo­
wały się podwyższonym poziomem białka Bcl-xL i 
w konsekwencji okazały się oporne na działanie 
czynników stymulujących apoptozę takich jak an-
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APOPTOZA

N F kB

Ekspresja c-myc, 
genu cykliny D1

FAZA S

y

i Ekspresja 
bax

f Ekspresja bfl-1 /A1, 
ciap-1,2, SOD, 

TRAF-1,2, IEX-1L

Ryc. 2. Regulacja ekspresji genów pro- i antyapoptotycznych przez NFkB prowadząca do zablokowania apoptozy stymulowanej w komórkach przez 
TNF. Jak pokazano na rysunku, działanie NFkB (aktywowanego przez TNF) blokujące apoptozę polega na: nasileniu ekspresji genów anty­
apoptotycznych (a)\ ekspresji genów związanych z przebiegiem cyklu komórkowego jak gen cykliny D(, a co za tym idzie , na zahamowaniu 
apoptozy pośrednio, przez zablokowanie cyklu komórkowego w fazie S (b)\ nasileniu ekspresji genów antyapoptotycznych jak bax pośrednio, 
przez hamujący wpływ na ekspresję genup53 blokującego transaktywację genu bax (c). SOD -  dysmutaza ponadtlenkowa (ang. Superoxide 
dismutase); pozostałe objaśnienia symboli w wykazie skrótów.

ti-FAS; TNFa. Te same stymulatory w komórkach 
Jurkat z nieuaktywnionym czynnikiem NFkB indu­
kowały apoptozę i nie wpływały na poziom białka 
Bcl-xL [9].

Rodzina genów iap, związana jest funkcjonalnie z 
ochroną komórek przed apoptozą, stymulowaną róż­
nego rodzaju czynnikami [9]. Wspomniane geny iap 
ulegają silnej aktywacji w trakcie oddziaływania cy- 
tokin stanu zapalnego na komórki śródbłonka. Skut­
kiem wzmożonej ekspresji genów iap jest też akty­
wacja czynnika NFkB.

Białka IAP zawierają w N-końcu specyficzne do­
meny tzw. BIR (baculovirus IAP repeats), biorące 
udział w interakcjach IAP z innymi białkami i stano­
wiące o inhibitorowej funkcji IAP. Dokładny mecha­
nizm hamowania apoptozy przez IAP nie został po­
znany. Przypuszcza s ię , że białka IAP wiążą się z cy- 
toplazmatycznym fragmentem receptora TNF-Ri za 
pośrednictwem białka adaptorowego TRADD oraz 
czynnika TRAF-2. Wiązać się też mogą (jak np. 
białka cIAP-1 i cIAP-2) z receptorem TNF-R2 przy

udziale czynników TRAF-1 i TRAF-2. W ten sposób 
zapobiegają pośrednio aktywacji białek efektoro- 
wych —  kaspaz. Wykazano, że podwyższenie 
wewnątrzkomórkowego poziomu białek cIAP, wy­
stępujące w wyniku działania na komórki Jurkat cy- 
tokiny TNF-a, jest niezbędne do proteolitycznej de­
gradacji podjednostki IkBo [35,36].

Antyapoptotyczne działanie NFkB warunkowane 
jest podwyższonym poziomem cIAP-1 i cIAP-2 oraz 
TRAF-1 i TRAF-2. Polega zaś na hamowaniu uwal­
niania z mitochondriów cytochromu C i hamowaniu 
aktywności kaspaz prawdopodobnie z udziałem 
białek cIAP. Z kolei, jak wykazano, NFkB stymuluje 
ekspresję genów kodujących czynniki TRAF-1 i 
TRAF-2 oraz białka cIAP-1 i cIAP-2 w ludzkich lim­
focytach linii Jurkat i komórkach fibrosarkomy 
[35,36]. B o u r s i wsp. [14] zaobserwowali, że 
NFkB wpływał na transaktywację rejonu promotoro- 
wego genu antyapoptotycznego bax na drodze hamo­
wania transaktywacji tego genu przez białko p53, nie 
wpływał natomiast na rejony promotorowe genów
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p53 czy p2 1 . Autorzy wskazują na fakt, że antago­
nizm funkcjonalny między NFkB i p53 wiąże się z 
wybiórczym oddziaływaniem na rejony promotoro- 
we genów.

Antyapoptotyczne działanie NFkB może wiązać 
się również z nasileniem przez ten czynnik tran­
skrypcji genów c-myc lub cykliny Di [3,14,16]. Na- 
dekspresja cykliny D t prowadzi m.in. do zahamowa­
nia cyklu komórkowego w fazie S i zablokowania 
apoptozy [16]. Podkreślenia wymaga fakt, że NFkB 
blokuje apoptozę stymulowaną przez czynniki, które 
go aktywują [3]. Często aktywacja czynnika NFkB 
nie zachodzi na tej samej drodze, co stymulacja apo­
ptozy, a bywa że jest od niej niezależna [9,12,17,20]. 
Na przykład, indukcja apoptozy wywołana przez 
TNF, uruchamia szlak sygnalizacyjny z udziałem 
białek adaptorowych jak FADD, które wiążą się z 
tzw. domenami śmierci w białkach efektorowych, co 
w efekcie prowadzi do aktywacji kaspaz, nukleaz i 
zniszczenia materiału genetycznego komórki 
[12,17,30]. Proces aktywacji NFkB może zachodzić 
na drodze niezależnej od białka FADD i uruchamia 
inne cząstki adaptorowe jak TRADD, a następnie 
TRAF-2, która aktywuje kinazę NIK [6,9,12,17,20]. 
Zarówno białko NIK jak RIP, wiążące się z białkiem 
TRADD, mogą aktywować kompleks kinazy IkBci 
(IKK), prowadząc do degradacji podjednostki inhi­
bitorowej NFkB —  IkBoi i tym samym, aktywacji 
czynnika NFkB [9]. Aktywacja NFkB zachodzić 
może także poprzez uruchomienie apoptotycznej ka­
skady przez ligandy DIL jak CD-95-L i TRAIL, na­
leżące do rodziny TNF [12,20]. O y a i wsp. [37] wy­
kazali, że komórki raka nerki, oporne na apoptozę, 
zachodzącą z udziałem receptora TRAIL, charakte­
ryzowały się konstytutywną nadekspresją NFkB.

Jak podają S n i s h o d i a  i A g g a r w a l  [9], jed ­
nym z mechanizmów działania antyapoptotycznego 
NFkB jest również znoszenie aktywności kinazy 
c-jun (JNK) przez omawiany czynnik.

W zwiększoną przeżywalność komórek włączony 
może być też szlak, związany z grupą kinaz Ras/fos- 
fatydylinozytol-3-kinaza/Akt, odpowiedzialnych za 
aktywację kompleksu IKK i fosforylację IkBoi [3].

Postępujący proces śmierci komórki blokuje ak­
tywność czynnika NFkB, podczas gdy aktywacja 
czynnika N FkB blokuje procesy apoptozy. Na 
przykładzie komórek śródbłonka, ulegających apop- 
tozie na skutek braku czynników wzrostu, wykaza­
no, że komórki żywe charakteryzowały się podwyż­
szoną aktywnością NFkB, a w komórkach apopto- 
tycznych stwierdzono kaspazozależną destrukcję 
podjednostki RelA (p65). Utrata domeny transakty- 
wującej w cząsteczce p65 powodowała jej unieczyn-

nienie i tym samym, uwrażliwienie komórek na apo­
ptozę. Jak zaobserwowano w komórkach Jurkat T, 
proteoliza podjednostek p50 i p65 zachodziła w wy­
niku procesów uruchamianych przez ligandy 
wiązane z receptorem FAS jak, FAS-L czy TNF. Na 
tej drodze następowała indukcja kaspazy-3, pośred­
niczącej w proteolizie. Rozpad kompleksu p50/p65 
prowadził do zwiększonej apoptozy komórek [9]. 
Wykazano także, że apoptoza zapoczątkowuje de­
strukcję podjednostki IkB cx, polegającą na usuwaniu 
końcowych grup aminowych w cząsteczce. W wyni­
ku takich zmian strukturalnych podjednostka IkB ci 
zostaje trwale związana z dimerem p65/p50 w kom­
pleksie NFkB uniemożliwiając aktywację czynnika. 
W efekcie występuje nasilenie zjawiska apoptozy
[9].

Odwrotną korelację między nasileniem procesów 
apoptotycznych a aktywacją NFkB zanotowano 
ostatnio z jednoczesnym wykazaniem szczególnego 
znaczenia białka IKKy (NEMO) w aspekcie jego in­
terakcji z genem CYLD  kodującym białko o niezna­
nej, do niedawna, funkcji [38-40]. Jak zaobserwowa­
no, mutacje w tym genie prowadzą do powstania cy- 
lindromatozy (gruczolakorak oblakowaty). Pra­
widłowy gen CYLD jest supresorem nowotworo­
wym. B r u m m e l k a m p  i wsp. [39] wykazali, że 
następstwem zablokowania transkrypcji genu CYLD 
była aktywacja NFkB i rozwój cylindromatozy, co 
wskazuje na zahamowanie procesów apoptotycz­
nych.

Prawidłowe białko CYLD jest enzymem pośred­
niczącym w reakcjach deubikwitynacji i hamuje pro­
ces aktywacji NFkB, zachodzący na drodze aktywa­
cji receptorów z rodziny TNF-R jak, CD40, XEDAR, 
EDAR [38]. Zahamowanie aktywacji NFkB przez 
białko CYLD jest m.in. skutkiem deubikwitynacji 
białka TRAF-2 (czynnika wiążącego się z recepto­
rem TNF-R) i w mniejszym stopniu białka TRAF-6 
[35,38]. Jak stwierdzono, w strukturze białka CYLD 
znajduje się sekwencja aminokwasowa, biorąca 
udział w wiązaniu z białkiem IKKy. Połączenie obu 
białek warunkuje proces wspomnianej deubikwity­
nacji TRAF. Pozbawione łańcucha poliubikwityno- 
wego białka nie mogą uczestniczyć w procesach fos­
forylacji kompleksu IKK. W następstwie, nie zacho­
dzi fosforylacja i ubikwitynacja IkB oi i nie zostaje 
zaktywowany czynnik NFkB. Jak dotąd, nie stwier­
dzono wiązania białka CYLD z żadną inną podjed- 
nostką IKK oprócz IKKy [38].
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IV-2. Proapoptotyczna aktywność NFkB

W zdrowych komórkach istnieje równowaga w 
zachodzeniu procesów, decydujących o przeżyciu 
lub śmierci. Zależnie od rodzaju sygnału z zewnątrz, 
komórki wyzwalają mechanizmy w konsekwencji 
pro — lub antyapoptotyczne. Nie zaskakuje zatem 
fakt stwierdzenia roii czynnika NFkB także jako in- 
duktora apoptozy (Ryc.3).

W wyniku stresu oksydacyjnego, w ludzkich ko-

B o u r s [14], w rejonie promotorowym ludzkiego i 
mysiego genu p53  wykryto sekwencje specyficzne 
dla NFkB.

Według W e b s t e r a  [15], mechanizmy regula­
cyjne procesów proliferacji i apoptozy zależą m.in. 
od wzajemnych relacji funkcjonalnych białka NFkB 
i białka p53. Q i n i wsp. [42], badając wpływ NFkB 
na apoptozę zachodzącą na drodze aktywacji recep­
tora NMDA (N-metylo-D-aspartanian) w prążkowiu 
szczura, podawali zwierzętom agonistę receptora

ANTRACYKLINY

Fosforylacja IKK

PROMIENIOWANIE UV 
TENIPOZYD 
ETOPOZYD

STRES
OKSYDACYJNY

FAS-L

Aktywacja
NFkB

Aktywacja
NFkB

Aktywacja 
N F kB AP-1

t Ekspresja 
p53 '

Ryc. 3. Mechanizmy prowadzące do apoptozy z udziałem NFkB, zróżnicowane w zależności od czynnika stymulującego komórki. Jak pokazano na 
rysunku, w przypadku stymulacji H20 2 (generowanego przez antracykliny), aktywacja NFkB i apoptoza następują poprzez fosforylację kom­
pleksu IKK, który następnie pośredniczy w aktywacji NFkB. Aktywny NFkB powoduje wzmożenie ekspresji genup53, co prowadzi do apop­
tozy komórek (a); stymulacja promieniowaniem UV bądź chemioterapeutykami jak etopozyd, tenipozyd wywołuje apoptozę poprzez etap 
jednoczesnej aktywacji czynników NFkB i AP-1 przy udziale ligandu FAS- L(6); stres oksydacyjny wywołuje w komórkach apoptozę na dro­
dze aktywacji NFkB, która prowadzi m.in. do zwiększonej aktywności białka p53 (c). Objaśnienia symboli w wykazie skrótów.

morkach śródbłonka aortalnego wykazano zahamo­
wanie aktywności białka Bcl-2, translokację białka 
Bax i zwiększoną aktywność białka p53, nastę­
pujących po aktywacji NFkB. Zjawiska te prowa­
dziły do nasilenia procesów apoptotycznych [9,14]. 
Pomimo stwierdzonej antyapoptotycznej roli NFkB, 
która wiąże się m.in. z antagonistycznąrelacjąNFKB 
—  p53, istnieją dowody potwierdzające znaczenie 
czynnika NFkB jako regulatora ekspresji genu p53  
oraz faktu, że NFkB jest wręcz niezbędny, aby zaszła 
apoptoza zależna od p53 [14,16,41], Jak podaje

NMDA —  kwas chinolinowy. Obserwowali wów­
czas zależną od czasu translokację NFkB do jądra z 
równoczesnym wzrostem poziomów mRNA c-Myc i 
p53. Podobny efekt zanotowali H e 11 i n i wsp. [35] 
w komórkach raka okrężnicy HCT116, poddawa­
nych działaniu daunomycyny. Autorzy wykazali, że 
aktywacja transkrypcyjna genu p53  zachodziła na 
skutek wiązania podjednostek p50/p65 czynnika 
NFkB z  częścią promotorową genu. D u m o n t i 
wsp. [18] indukowali apoptozę nadtlenkiem wodoru
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(H20 2) w  limfocytach T. H2O2 powodował aktywa­
cję czynnika NFkB, rozszczepienie i aktywację ka- 
spazy-3 (jednego z białek efektorowych w procesie 
apoptozy). Na skutek obniżenia potencjału 
transbłonowego, H2O2 przyczyniał się także do 
uwolnienia z mitochondriów cytochromu C 
(Apaf-2)-czynnika apoptogennego. W komórkach 
zaobserwowano pozytywną korelację między 
wzmożoną aktywacją NFkB i zwiększoną ekspresją 
genu p53.

Proapoptotyczne działanie NFkB potwierdziły 
badania, w których wykazano pozytywną korelację 
między zahamowaniem przez TNF wzrostu limfocy­
tów CD34" a aktywacją NFkB [9]. Zauważono także, 
że aktywacja NFkB prowadząca do apoptozy, nie 
musi wiązać się ze stymulacją czynnikiem TNF [9]. 
K a s i b h a t l a  i wsp. [44] wykazali, że apoptoza 
stymulowana w limfocytach T związkami takimi jak 
etopozyd, tenipozyd, czy promieniowaniem UV za­
chodziła na drodze aktywacji ligandu FAS-L [20] z 
jednoczesną aktywacją czynników transkrypcyjnych 
NFkB i AP-1. Potwierdzeniem dla propoptotycznej 
roli NFkB jest też obserwacja odnośnie apoptozy in­
dukowanej w komórkach ludzkiego czerniaka przez 
promieniowanie UV. Otóż, obniżona aktywność 
NFkB i receptora FAS stanowiły o zahamowaniu 
szkodliwych dla komórek procesów apoptotycz- 
nych, wywoływanych promieniami UV [9].

Aktywacja NFkB poprzedzała apoptozę w komór­
kach ludzkiego śródbłonka aortalnego, poddanych 
stresowi oksydacyjnemu [9]. Również apoptoza sty­
mulowana w komórkach białaczki HL60 chemiotera- 
peutykami takimi jak etopozyd czy l-(3-D-arabino- 
furanozylocytozyna wymagała aktywacji NFkB. 
Wykazano, że supresja NFkB spowodowana przez 
ditiokarbaminian pyrolidyny (PDTC) blokowała 
apoptozę, indukowaną wspomnianymi związkami 
[45]. W komórkach T Jurkat aktywacja receptora 
FAS stymulowała za pośrednictwem kaspazy-3, pro- 
teolizę podjednostek p50 i p65 czynnika NFkB, 
uwrażliwiając tym samym komórki na apoptozę [9].

Zdecydowanym potwierdzeniem roli NFkB jako 
czynnika proapoptotycznego był eksperyment wyko­
nany przez B e s s h o i wsp. [45] z użyciem tymocy- 
tów i komórek białaczkowych FIL60. W badanych 
komórkach, poddawanych działaniu etopozydu, dek- 
sametazonu lub 1 (3-D-arabinofuranozylocytozyny 
obserwowano zjawisko apoptozy, poprzedzone akty­
wacją NFkB. Potwierdzeniem tej zależności było za­
hamowanie apoptozy przez inhibitor NFkB-PDTC.

Jednym z proponowanych mechanizmów aktywa­
cji apoptozy przez NFkB jest wpływ tego czynnika 
m.in. na obniżenie aktywności białek antyapopto-

tycznych czy wpływ na przebieg cyklu komórkowe­
go [7,31]. Rezultaty badań W a n g a i wsp. [46] 
wskazują na znaczącą rolę wewnątrzkomórkowego 
poziomu H2O2 w aktywacji NFkB. Ostatnio wykaza­
no, że H20 2 wpływa na fosforylację podjednostki 
IKKa kompleksu IKK pośrednicząc w ten sposób w 
procesie degradacji podjednostki inhibitorowej IkBo 
i aktywacji NFkB [46]. Należy podkreślić, że induk- 
cyjny wpływ reaktywnych postaci tlenu na aktyw­
ność NFkB zależy od miejsca ich powstawania w ko­
mórce i równoczesnego poziomu związków i enzy­
mów przeciwutleniających [46].

Obiektem zainteresowania naukowców w ostat­
nim czasie stały się związki antracyklinowe w 
związku ze stwierdzeniem pozytywnej korelacji 
między aktywacją NFkB a nasileniem zjawiska apo­
ptozy [46, A s h i k a w a niepubl., G r u b e r  nie- 
publ.].

Jednym z mechanizmów cytotoksycznego od­
działywania związków antracyklinowych na komór­
ki nowotworowe jest generowanie reaktywnych po­
staci tlenu czyli bezpośrednio powstającego anionu 
ponadtlenkowego, H20 2 i rodnika hydroksylowego. 
Jak wykazał W a n g i wsp. [46], wstępna ekspozycja 
komórek śródbłonka i kardiomiocytów na FeTBAP 
— metaloporfirynę o właściwościach enzymu prze- 
ciwutleniającego, w istotnym stopniu powodowała 
obniżenie aktywności NFkB, indukowanej przez 
doksorubicynę. FeTBAP jest efektywnym zmiata- 
czem zarówno anionów ponadtlenkowych, jak i
H20 2.

Podwójna rola NFkB jako induktora bądź inhibi­
tora apoptozy jest faktem. Jednak pozostaje mnó­
stwo pytań m.in. dlaczego ten sam czynnik tran- 
skrypcyjny w jednych komórkach stymuluje apopto­
zę, a w innych chroni je przed apoptotyczna śmiercią. 
L i n  i wsp. [47] wykazali, że pro-lub antyapopto- 
tyczne działanie NFkB zależy od proporcji między 
czasem działania danego czynnika stresogennego a 
czasem, w jakim zachodzi regulacja aktywności 
NFkB. Należy też wskazać na fakt, że NFkB jest jed ­
nym z wielu czynników transkrypcyjnych. Stąd, w 
określonych przypadkach, sam może być niewystar­
czający do regulacji apoptozy [9].

Dane literaturowe świadczą o ogromym zróżnico­
waniu mechanizmów apoptotycznych, zarówno w 
zależności od rodzaju induktora, jak i typu komórek
[9]. Chociaż, jak twierdzą K u h n e 1 i wsp. [48], rola 
NFkB zależy bardziej od właściwości czynników in­
dukujących śmierć komórek niż od ich rodzaju. Na 
przykład, w przypadku indukowania apoptozy przez 
H20 2 czy antracykliny zasadnicza rola w stymulacji 
NFkB przypisywana jest reaktywnym postaciom tle-
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nu, wspólnemu produktowi przemian wspomnianych
związków.

V7. Znaczenie białek grupy Rei / NFkB dla or­
ganizmu

Niewłaściwa regulacja transkrypcji za pośrednic­
twem czynnika NFkB wiąże się ze stanami patolo­
gicznymi takimi jak ostre reakcje zapalne, szoki sep- 
tyczne. nasilona replikacja wirusów, nowotwory, jak 
również patologie układu nerwowego [28]. W mó­
zgach pacjentów obciążonych schorzeniami neurolo­
gicznymi wykryto podwyższony poziom białek 
NFkB. Pierwsze doniesienie, w 1995 roku, dotyczyło 
pacjentów dotkniętych chorobą Alzheimera. Immu- 
nohistochemiczna analiza fragmentów mózgu po­
zwoliła stwierdzić aktywację podjednostki p65 kom­
pleksu NFkB tylko w rejonach objętych zmianami 
chorobowymi [28], Jądrową translokację czynnika 
transkrypcyjnego NFkB wykazano też w 70-krotnie 
wyzszej liczbie neuronów pacjentów z chorobą Par­
kinsona w porównaniu z kontrolą (zdrowi pacjenci) 
[28],

Omawianemu czynnikowi przypisuje się też rolę 
regulatora ekspresji genów wirusowych [25,28]. 
Okazało się, że obecne w wirusach HIV-1 białko po­
wierzchniowe gp 120 nasila aktywację NFkB na dro­
dze zwiększonej produkcji reaktywnych postaci tle­
nu takich jak H2O2 oraz za pośrednictwem kinazy ty- 
rozynowej p56lLk [25]. Zaktywowany czynnik NFkB 
odgrywa roię w replikacji wirusa HIV-1 [28].

Doświadczenia, przeprowadzone na myszach po­
zbawionych określonych genów, kodujących białka 
z grupy Rel/NFKB, wykazały istotne znaczenie czyn­
nika transkrypcyjnego NFkB dla organizmu. Stwier­
dzono ścisłą zależność między delecją poszczegól­
nych genów tej grupy a zaburzeniami prawidłowego 
funkcjonowania narządów i układów [7]. Okazało 
się m.in. że myszy pozbawione genu p50  były bar­
dziej podatne na infekcje, wywołane Listeria mono­
cytogenes i Streptococcus pneumoniae. Wiąże się to 
z faktem, że białka pl05/p50 mają istotne znaczenie 
dla przeżywalności nie —  aktywowanych limfocy­
tów B [7].

Stwierdzono, że p50 i p52 są białkami wysoce 
konserwatywnymi i myszy pozbawione jednego z 
genów kodujących te białka rozwijają się pra­
widłowo, w odróżnieniu od mutantów, które pozba­
wione obu genów, wykazywały defekt w różnicowa­
niu się osteoklastów, prowadzący do upośledzenia 
układu kostnego i osteoporozy [6]. Delecja genu rei 
A powodowała śmierć mysich płodów na skutek apo- 
ptozy płodowych komórek wątrobowych i granulo-

poezy [7,15], co wskazuje na wpływ genu rei A na 
przeżywalność komórek. Gen ten okazał się też istot­
ny dla proliferacji limfocytów [7]. Myszy pozbawio­
ne genu c-rel rozwijały się normalnie, jednak nie 
miały limfocytów T i B [7]. Z kolei limfocyty B po­
zbawione genu c-rel nie były zdolne do podziałów 
komórkowych w odpowiedzi na czynnik immunosty- 
mulujący, ze względu na zablokowanie fazy Gj cy­
klu komórkowego i zaburzenia w regulacji białka Al 
—  homologu Bcl-2, co prowadziło do nasilonej apo- 
ptozy komórek [7]. Brak genu NFkB2( p l00 /p52) 
wywoływał u myszy “knockout” defekty w gru­
czołach limfatycznych i śledzionie, prowadzące do 
zaburzeń w odpowiedzi immunologicznej [7]. Dele­
cja genu, kodującego podjednostkę IkBoi powodo­
wała utratę wagi ciała i śmierć myszy na skutek roz­
przestrzeniającego się zapalenia skóry i granulocyto- 
zy. Jednocześnie obserwowano niedorozwój śledzio­
ny, będący skutkiem ostrego niedoboru komórek 
erytro —  i limfoidalnych [7].

VI. NFkB a nowotwory

Istnieje kilka powodów, dla których NFkB stano­
wić może nadzieję na opracowanie skuteczniejszej 
terapii przeciwnowotworowej. Przede wszystkim, 
czynnik ten wpływa na ekspresję szeregu genów, 
związanych z fazą promocji nowotworu (m.in. an- 
giogenezą) i zjawiskiem metastazy (przerzutów ko­
mórek nowotworowych do innych narządów) [ 1 ]. 
Wykazano też, że mikrośrodowisko wokół rozwi­
jającego się nowotworu (kwaśne pH czy obniżone 
stężenie tlenu) sprzyja aktywacji NFkB [45].

Jak opisano wcześniej, NFkB w  aktywnej formie 
może hamować apoptozę i stymulować proliferację 
komórek. W kilku typach nowotworów zauważono 
trwałą konstytutywną aktywność NFkB [49]. Zano­
towano również, że omawiany czynnik transkrypcyj- 
ny wywołuje oporność komórek na określone che- 
mioterapeutyki [49]. Jak podaje B a l d w i n  [16], w 
niektórych typach nowotworów, np. w chronicznych 
białaczkach limfocytarnych, występuje translokacja 
chromosomalna genu bcl-3 kodującego białko, zali­
czane do grupy IKK. W białaczce Hodgkina wykaza­
no mutację w genie IkBo. i co za tym idzie, konstytu­
tywną aktywację czynnika NFkB.

Omawiany czynnik transkrypcyjny może być też 
aktywowany przez transformujące białka wirusowe i 
niejednokrotnie jest wymagany dla transformacji in­
dukowanej przez wirusy [16], Na przykład, białko 
Tax z ludzkiej białaczki wirusowej HTLV-1 aktywu­
je NFkB, prawdopodobnie poprzez bezpośrednią in­
terakcję z kompleksem IKK. Z kolei, zaktywowany
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NFkB partycypuje w transformacji szczurzych fibro- 
blastów, indukowanej przez białko Tax [16]. Aktyw­
ność transkrypcyjną NFkB stymulują również białka 
kodowane przez wirusy EB i adenowirusy. Czynnik 
NFkB okazał się też induktorem protoonkogenów 
c-myc i c-myb, a także czynnika groa stymulującego 
wzrost czerniaka [16].

Komórki guza nowotworowego potrzebują do 
rozwoju tlenu, tak jak komórki prawidłowe. Stąd, 
procesem zachodzącym w obrębie guza jest tworze­
nie nowych naczyń krwionośnych, tzw. angiogeneza. 
Komórki guza nabywają też zdolności łatwego prze­
nikania przez ściany naczyń krwionośnych. Z krwio- 
biegu przedostają się do innych tkanek i narządów 
czasem bardzo odległych od pierwotnego ogniska 
nowotworowego. Fazę tę nazywa się fazą przerzu­
tów (metastazą). Procesy te wymagają m.in. czynni­
ków wzrostu takich jak, VEGF, MCP-1, ale także 
szeregu innych białek: cytokin, chemokin i enzy­
mów, jak: metaloproteinazy 9 matrix (MMP-9), me- 
taloproteinazy-2 matrix ( MP-2), cyklooksygenazy-2 
(COX2), aktywatora plazminogenu (uPA), syntazy 
tlenku azotu [1,7]. Rolę NFkB w  karcynogenezie 
podkreśla fakt, że geny odpowiedzialne za syntezę 
tych białek, regulowane są przez ten czynnik tran- 
skrypcyjny [1], Nasuwa się zatem przypuszczenie, 
że supresja aktywacji NFkB może powodować zaha­
mowanie rozwoju nowotworu poprzez “wygaszenie” 
ekspresji wspomnianych białek [1,7].

NFkB wiąże się nie tylko z wpływem na zdolność 
nowotworów do angiogenezy i przerzutów, ale także 
na formowanie guza [1,14,16,50]. Miejsca wiązania 
NFkB w  łańcuchu DNA wykryto w rejonach promo- 
torowych genów kodujących cząsteczki adhezyjne 
m.in. białka ECM, ICAM -1, ELA M -1, VCAM, cyto- 
kiny, czynniki wzrostu i proteazy powierzchniowe 
jak, MMP-9 [14,16,50]. Białko ICAM-1 wykryto w 
70% guzów pierwotnych czerniaka oraz w 90% czer­
niaków o wysokiej złośliwości [16]. NFkB aktywuje 
również transkrypcję białka COX-2, związanego z 
procesami zapalnymi i procesami angiogenezy. Pod­
wyższoną ekspresję tego białka zaobserwowano w 
złośliwych postaciach nowotworu okrężnicy i odby­
tu [16].

Jak do tej pory, nie udało się jednoznacznie wyja­
śnić, w jaki sposób NFkB może wpływać na zwięk­
szoną zdolność czerniaka do przerzutów, jak i angio­
genezy. Sugeruje się pośrednictwo interleukiny-8, 
białka regulującego tworzenie naczyń. Zauważono 
bowiem, że blokowanie aktywności NFkB powodo­
wało jednocześnie zahamowanie procesu unaczynia- 
nia ludzkiego czerniaka, wszczepionego myszom i

obniżenie ekspresji genu kodującego interleukinę — 
8, zarówno na poziomie m-RNA, jak i białka [49].

Stwierdzenie aktywności konstytutywnej NFkB w  

szeregu rodzaju nowotworów m.in. w czerniaku, 
raku trzustki, białaczce typu T, raku piersi, prostaty, 
okrężnicy, pęcherza, płuc, etc. [1-3] nasuwa sugestię 
wpływu NFkB na oporność komórek na czynniki cy- 
totoksyczne. Potwierdzają to obserwacje, że pod­
wyższona aktywność NFkB jako cecha konstytutyw­
na występuje w wielu przypadkach w komórkach no­
wotworowych o zmniejszonej wrażliwości na che­
mio- i radioterapię [1-3]. Jak podaje A g g a r w a 1
[3 ], komórki fibrosarkomy ze zmodyfikowanym 
białkiem IkBcx, niewrażliwym na fosforylację, były 
bardziej wrażliwe na apoptozę, wywoływaną pro­
mieniowaniem niż komórki kontrolne o niezmienio­
nej aktywności NFkB. Podobnie było w przypadku 
komórek glioblastoma A 172 i M054. O y a i wsp. 
[3 7 ] zaobserwowali, że oporność na apoptozę z 
udziałem receptora TRAIL wykazują komórki raka 
nerki RCC z konstytutywną aktywnością NFkB i to 
niezależnie od obecności receptorów śmierci. Zablo­
kowanie czynnika NFkB w  komórkach ludzkiego 
raka trzustki, uwrażliwiało je  na apoptozę, 
wywoływaną przez etopozyd i doksorubicynę [2 ]. 
Zahamowanie aktywacji NFkB w  komórkach raka 
piersi MCF-7 powodowało znaczące obniżenie prze- 
żywalności komórek, przyczyniając się do nasilenia 
procesów apoptotycznych indukowanych przez pa- 
klitaksel czy TNF [5]. M a i wsp. [4] wykazali, że po 
zastosowaniu inhibitora proteasomu PS-341, wrażli­
wość lekoopornych komórek białaczkowych wzra­
stała bardzo znacząco (105- 106 razy). M u e n c h e n  i 
wsp. [51] uzyskali podobny efekt w odniesieniu do 
czynnika TNF-a w komórkach ludzkiego raka pro­
staty po zablokowaniu aktywacji NFkB przez zasto- 
sowanie"super-represora" genu IkBo. 
pR-IłcBS32+s36• W efekcie, zmienione białko IkBoi 
było niewrażliwe na proces fosforylacji prowadzącej 
do jego rozpadu.

Interesujący związek wykryto między NFkB a 
transportem dokomórkowym daunomycyny. Okazu­
je się, że NFkB jako czynnik transkrypcyjny wiąże 
się ze specyficznym dla siebie miejscem w DNA, w 
rejonie pierwszego intronu ludzkiego genu mdr I i 
transaktywuje rejon promotorowy tego genu [52]. 
Jak wykazali B e n t i r e s  i A 1 j [52], zahamowanie 
aktywacji NFkB w  komórkach ludzkiego raka okrę­
żnicy HCT115 powodowało osłabienie transkrypcji 
mdr-1 i ekspresji glikoproteiny Pgp, odpowiedzial­
nej za transport błonowy antracyklin i wzrost opor­
ności komórek.
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Jak wspomniano wcześniej, NFkB może być także 
aktywatorem procesów apoptotycznych. Stąd niekie­
dy. zahamowanie czynnika NFkB może dać przeciw­
ny efekt w stosunku do opisanego powyżej, czyli de­
cydować o zwiększonej oporności na związki apop- 
togenne. H e 1 1 i n i wsp. [43] wykazali na 
przykładzie komórek raka okrężnicy F1CT116, że 
daunomycyna indukuje rejon promotorowy propop- 
totycznego genu p53 za pośrednictwem zaktywowa- 
nego czynnika NFkB. Po translokacji jądrowej hete- 
rodimer p50/p65 wiąże się ze specyficznym miej­
scem w DNA-kB, które znajduje się w genie p53. 
Według K a s i b h a 1 1 i i wsp. [44], dla wywołania 
ekspresji ligandu FAS, indukowanej przez etopozyd, 
tenipozyd czy promieniowanie UV jest konieczna 
aktywacja dwóch czynników transkrypcyjnych: 
NFkB i AP-1. Aktywacja NFkB z  następstwem w po­
staci apoptozy wystąpiła też w komórkach białacz- 
kowych HL-60 i Jurkat T, poddawanych działaniu 
daunorubicyny [53]. Uważa się, że czynnikiem akty­
wującym NFkB w  komórkach może być synteza ce- 
ramidu bądź reaktywne postaci tlenu jako produkty 
przemian metabolicznych w komórce [18,53,54].

VII. NFkB —  nowe możliwości w terapii 
przeciwnowtworowej

Pomysł wykorzystania czynnika transkrypcyjne- 
go NFkB w  strategii przeciwnowotworowej zrodził 
się w oparciu o poznane właściwości tego białka, za­
leżnie od warunków, pro — lub antyapoptotyczne. 
Jak opisano wcześniej, w wielu przypadkach obser­
wowano zależność między odpowiedzią komórek 
nowotworowych na dany czynnik a poziomem ak­
tywności NFkB. Bardzo obiecujące wydają się być 
wyniki uzyskane w badaniach komórek ludzkiej neu- 
roblastomy, ludzkiego raka płuc czy komórek ludz­
kiej białaczki. Wykazano, że w komórkach tych pod­
dawanych działaniu antracyklin, lekowrażliwość ko­
relowała ze stymulacją aktywności czynnika NFkB 
[1,16,55, A s h i k a w a niepubl., G r u b e r  — nie- 
publ.]. Ostatnio zanotowano, że NFkB jest nie­
zbędny dla efektów apoptotycznych wywoływanych 
w komórkach przez taksol — związek o działaniu 
przeciwnowotworowym [16].

Na efektywność radio —  i chemioterapii rzutować 
może także blokowanie aktywacji NFkB, uwzględ­
niając właściwości antyapoptotyczne czynnika [3,7], 
Wykazano, że komórki fibrosarkomy FIT 1080 z mu­
tacją w  genie IkBoi, w  miejscach specyficznych dla 
fosforylacji i ubikwitynacji, procesów zapew­
niających aktywację NFkB, były bardziej wrażliwe 
na apoptozę indukowaną naświetlaniem niż komórki

genetycznie niezmienione [7,16]. Stosowanie 
łącznie leku CPT-11 i inhibitorów NFkB znacząco 
wpłynęło na efekt cytotoksyczny na drodze nasilonej 
apoptozy w komórkach raka odcinka okrężnicy i od­
bytu —  LoVo [16], B a 1 d w i n [16] podaje, że blo­
kowanie inicjacji i progresji tego nowotworu, stwier­
dzone w przypadku zastosowania aspiryny i nieste- 
roidowych leków zapalnych wiązało się właśnie z 
jednoczesnym hamowaniem aktywności NFkB.

Powyższe obserwacje nasunęły naukowcom ideę 
wspomagania leczenia nowotworów, poddawanych 
działaniu naświetlań, związkami z ang. zw. chemo- 
preventive agents, stymulującymi apoptozę bez jed­
noczesnego indukowania mechanizmów obronnych 
(tu: antyapoptotycznych) w komórkach. Większość 
związków o takich właściwościach jest pochodzenia 
roślinnego m.in., kurkumina, sylimaryna, polifenole 
z zielonej herbaty [1,16]. Jak podaje B h a r t i [1 ], 
większość związków tego rodzaju jest supresorami 
aktywności NFkB. Jednakże, jaki jest mechanizm 
efektywnego działania nasilającego apoptozę komó­
rek dokładnie nie wiadomo.

istnieje kilka strategii blokowania aktywacji 
NFkB, a co za tym idzie, oczekiwanego efektu nasi­
lenia procesów apoptotycznych:
- stosowanie przeciwutleniaczy hamujących akty­
wację NFkB przez wpływ na status redoks w komór­
kach [25];
- stosowanie inhibitorów kompetycyjnych, 
wiążących się z miejscem kB w  łańcuchu DNA jak 
np. peptyd TFD, zwany “przynętą” (ang. transcnp- 
tion factor decoy)\ interleukina IL-4; metale: chrom, 
kadm, złoto, rtęć, cynk; rybawiryna, czynnik wzro­
stu naczyniowego endothelium VEGF [7];
- stosowanie inhibitorów proteasomu 26S, niezbęd­
nego w degradacji podjednostki IkBci, a wśród nich: 
aldehydy peptydowe ALLnl, LLM, Z-LLnV, Z-LLL, 
cyklosporyna A, laktacystyna, inhibitor proteasomu 
PS-341 [4,7,25];
- stosowanie inhibitorów fosforylacji IkBcx jak: 
aspiryna, ibuprofem, prostaglandyna A l,  sangwina- 
ryna, tlenek azotu [7,16,56];
- stosowanie inhibitorów aktywacji NFkB o niezna­
nym, jak dotąd, mechanizmie działania jak: disulfi- 
ram, glutation, witamina C [7];
- stosowanie związków blokujących jądrową trans- 
lokację podjednostek N FkB m.in. peptydów “ imi­
tujących” sekwencję w p50 odpowiedzialną za trans­
port aktywnego dimeru do jądra [7];
- wprowadzenie do komórek genów kodujących 
zmodyfikowane białka supresorowe z mutacjami w 
miejscach specyficznych dla fosforylacji i ubikwity­
nacji [7,17];
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- wprowadzenie genu kodującego deacetylazę hi- 
stonową (HDAC3), oddziaływującą bezpośrednio z 
białkiem p50/RelA, co pozwala na efektywne wiąza­
nie nowozsyntezowanego białka IicBa z dimerem 
p65/p50 i wydalenie kompleksu NFkB z jądra [6,7].

Należy mieć nadzieję, że intensywne badania w 
celu wyjaśnienia wszystkich “białych plam” w histo­
rii NFkB stworzą większą szansę dla chorych, popra­
wiając skuteczność terapii przeciwnowotworowej.
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I. Od SRS-A do leukotrienów cysteinylo­
wych i ich receptorów

Leukotrieny cysteinylowe są to eikozanoidy, po­
wstające de novo z kwasu arachidonowego fosfolipi­
dów błon komórkowych. Odgrywają istotną rolę w 
patologii wielu chorób zapalnych i alergicznych. Po­
wodują skurcz komórek mięśni gładkich, wzrost 
przepuszczalności naczyń i nasilają produkcję śluzu 
[1]. Są mediatorami reakcji zapalnej w astmie 
oskrzelowej, alergicznym nieżycie nosa i w atopo- 
wym zapaleniu skóry [2,3]. U pacjentów chorych na 
astmę LTC4 i LTD4 są 1000-krotnie silniejszym czyn­
nikiem kurczącym mięśnie oskrzeli niż histamina
[4], LTE4 jest stabilny i wydzielany do moczu, może 
więc służyć jako wskaźnik całkowitej produkcji leu­
kotrienów cysteinylowych [5].

Istnienie leukotrienów zostało przewidziane wie­
le lat temu wraz z opisem substancji stymulującej 
skurcz mięśni gładkich, występującej w płucach 
świnki morskiej po ekspozycji na jad kobry [6]. 
Związek ten, nazwany później wolno działającą sub­
stancją anafilaksji (SRS-A - ang. slow reacting sub- 
stance o f  anaphilaxis), jest wydzielany przez immu­
nologicznie pobudzone komórki tuczne [7,8]. Nazwa 
wzięła się stąd, że zarówno początek skurczu komó­
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rek mięśni gładkich wywołany przez SRS-A, a także 
skurcz maksymalny, są opóźnione w stosunku do 
skurczu wywołanego histaminą [9,10]. Próby scha­
rakteryzowania struktury SRS-A wykazały, że 
związek ten jest polarnym lipidem, zawierającym 
siarkę, który pochłania promieniowanie ultrafioleto­
we [10-12]. Późniejsze badania ze znakowanym 
kwasem arachidonowym zasugerowały, że wchodzi 
on w skład SRS-A [13,14], W tym samym czasie in­
tensywne badania grupy S a m u e l s s o n a  nad wie- 
lonienasyconymi kwasami tłuszczowymi zaowoco­
wały odkryciem szlaku przemian kwasu arachidono- 
wego w kierunku prostaglandyn i tromboksanu
[15,16]. Na ich rolę w reakcji zapalnej zwrócono 
uwagę po odkryciu V a n e ’ a [ 17], że kwas acetylosa­
licylowy (ASA) i niesteroidowe leki przeciwzapalne 
(NLPZ) blokują cyklooksygenazę (COX), odpowie­
dzialną za ten szlak przemian. Glikokortykosteroidy 
także hamują powstawanie prostaglandyn, ale po­
przez blokowanie uwalniania kwasu arachidonowe- 
go z fosfolipidów błon komórkowych. Fakt, że prze­
ciwzapalne działanie NLPZ i sterydów ma odmienny 
efekt biologiczny, wpłynął na poszukiwanie przez 
S a m u e l s s o n a i  współpracowników innych po­
chodnych kwasu arachidonowego, niezależnych od 
szlaku cyklooksygenazy, mogących tłumaczyć te 
różnice. Doprowadziło to ostatecznie do odkrycia 
leukotrienów jako produktów przemiany kwasu ara­
chidonowego poprzez 5-lipooksygenazę (5-LOX), 
jak i do zidentyfikowania SRS-A, jako mieszaniny 
trzech leukotrienów cysteinylowych: LTC4, LTD4 i 
LTE4 [10,11]. B.I. S a m u e l s s o n ,  J.R. V a n e i 
S.K. B e r g s t r o m  otrzymali nagrodę Nobla w 1982 
roku.

istnieją dwie grupy leukotrienów o odmiennej 
funkcji biologicznej, mające duże znaczenie w pato­
logii: LTB4 oraz leukotrieny cysteinylowe czyli 
LTC4, LTD4 i LTE4. Spośród nich LTB4 jest jednym z 
najsilniejszych znanych obecnie chemoatraktantów 
leukocytów, zwłaszcza neutrofili i eozynofili [18].

Ludzkie eozynofile, bazofile, mastocyty i makro- 
fagi płucne mają zdolność przekształcania prekurso- 
rowego LTA4 w  macierzysty leukotrien cysteinylowy 
- LTC4, dzięki obecności LTC4-syntazy, enzymu 
sprzęgającego leukotrien A4 z glutationem [19]. 
LTC4 jest następnie aktywnie transportowany do 
przestrzeni pozakomórkowej, gdzie po odłączeniu 
kwasu glutaminowego przez y-glutamylotranspep- 
tydazę i glicyny przez dipeptydazę cysteinyloglicy- 
nową, przechodzi kolejno w LTD4 i LTE4 [20].

Chociaż leukotrieny odkryto ponad 20 lat temu i 
choć pojawiła się generacja skutecznych leków anty- 
leukotrienowych, aż do końca ubiegłego wieku opi­

sywano istnienie co najmniej dwóch rodzajów specy­
ficznych receptorów leukotrienów cysteinylowych. 
jedynie na podstawie badań biochemicznych i farma­
kologicznych [21]. Dopiero w 1997 roku Y o k o m i -  
z o i wsp. po raz pierwszy sklonowali gen receptora 
LTB4, nazwanego receptorem BLT [22]. Natomiast 
w roku 1999 dwóm niezależnym zespołom: L y n- 
c h ’ a i S a r r a u  udało się sklonować gen i tym sa­
mym uzyskać molekularną charakterystykę recepto­
ra typu pierwszego CysLTRi w tkankach ludzkich
[23.24], Rok później T a k a s a k i i wsp. oraz 
N o t h a c k e r  i wsp. oraz H e i s e i wsp. sklonowali 
gen i podali lokalizację tkankową drugiego z przewi­
dywanych receptorów leukotrienów cysteinylo­
wych, czyli CysLTR2 [25-27].

II. Charakterystyka receptorów leukotrieno- 
wych

II -l. Budowa

Badania farmakologiczne dowiodły, że istnieją co 
najmniej dwa typy receptorów leukotrienów cyste­
inylowych: CysLTRi i CysLTR2. Analiza miejsc hy­
drofobowych wykazała, że receptory te składają się z 
siedmiu przezbłonowych, hydrofobowych domen, 
połączonych przez sześć hydrofilowych pętli, czyli 
mają typową budowę receptorów związanych z 
białkami G (GPCR- ang. Gprotein coupled receptor) 
[28]. Prawdopodobnie leukotrieny cysteinylowe 
wiążą się z tymi receptorami poprzez przezbłonowe 
domeny TM3, TM6 i TM7. CysLTRi i CysLT2 cha­
rakteryzują się wysoką homologią w domenach TM3 
i TM7 i stosunkowo niską w TM4, TM5 i TM6. Te 
różnice w budowie mogą implikować różnice w po­
winowactwie do poszczególnych ligandów [28,29].

II-2. Charakterystyka molekularna i powinowac­
two leukotrienów cysteinylowych do recepto­
rów CysLTRj i CysLTR2

Badania eksperymentalne ukierunkowano na po­
szukiwanie ligandów nadrodziny receptorów GPCR
[23.24], Wyodrębniono linię komórkową z wprowa­
dzonym materiałem genetycznym receptora, która 
uległa aktywacji pod wpływem LTC4 i LTD4. Recep­
tor ten odpowiadał więc poszukiwanemu CysLTRi. 
Analizując sekwencję wprowadzonego genu odkry­
to, że wykazuje on 32% zgodności z genem receptora 
purynowego P2Y1 oraz 28% zgodności z genem re­
ceptora BLTi. Składa się z 1579 par zasad, które ko­
dują 337 aminokwasów. Gen tego receptora zlokali­
zowano w locus X q 13-21.
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W badaniach L y n c h ’ a i wsp. komórki transfeko- 
wane plazmidem, powodującym powstanie białka 
CysLTRj. były pobudzane przez LTD4 z EC50 około 
2-35 nM. LTC4 był pełnym agonem, ale około
10-krotnie słabszym od LTD4, natomiast LTE4 był 
słabym agonem. Badania S a r r a u doprowadziły do 
podobnych wyników. Siła pobudzenia receptora 
rozkładała się: LTD4>LTC4>LTE4 z EC50 odpowied­
nio: 2,5 nM, 24 nM i 240 nM. Dodatkowo po wpro­
wadzeniu do tych układów komórkowych specyficz­
nych antagonów CysLTRi: pranlukastu, zafirlukastu, 
montelukastu i pobilukastu, zaobserwowano inhibi­
cję receptorów, na podstawie hamowania efektu 
wewnątrzkomórkowej mobilizacji Ca2+ z IC50 odpo­
wiednio: 0,1 nM, 0,26 nM, 2,3nM i 5,5 nM.

Sklonowanie receptora typu drugiego zostało 
osiągnięte w podobny sposób jak opisano powyżej, 
przez trzy niezależne zespoły [25-27]. Ludzki Cys- 
LTR2 składa się z 346 [25,27] lub z 347 aminokwa­
sów [26]. Wykazuje 31% [25], 36% [26] lub 38% 
[27] homoiogii z CysLTR,.

CysLTR2 jest wybiórczo aktywowany przez nano- 
molowe stężenia leukotrienów cysteinylowych. 
Według N o t h a c k e r a  i wsp. komórki transfeko- 
wane genem CysLTR2 odpowiadały na leukotrieny 
cysteinylowe odpowiednio: LTD4=LTC4>LTE4 z 
EC50: 4,4 nM, 8,9 nM i 293 nM. Badania H e i s e i 
wsp. potwierdzają te wyniki. LTE4jest częściowym 
agonem CysLTR2. Żaden z antagonów CysLTR!: 
LY-17883. MK-571, montelukast i zafirlukast, nie 
blokuje w stężeniach fizjologicznych aktywacji re­
ceptora drugiego typu. Opisano także, że wspólny 
antagon receptorów CysLTRt i CysLTR2 - BAY 
u9773 jest częściowym agonem receptora CysLTR2

z EC5o=100 nm. Gen CysLTR2 znajduje się w locus 
13q 14.12-12-2 l . l .

Powinowactwo do obu typów receptorów podsu­
mowano w Tabeli 1.

II-3. W ewnątrzkomórkowa transdukcja sygnału

Mierzalnym efektem połączenia agona z recepto­
rem CysLTR typu GPCR jest wzrost wewnątrzko­
mórkowego stężenia wapnia. Na ten efekt składają 
się dwie ścieżki sygnałowe: aktywacja wrażliwego 
na PTX i niewrażliwego na PTX białka G ( PTX- ang. 
pertussis toxin- toksyna krztuśca) [30].

Pierwszym zjawiskiem, zachodzącym gwałtow­
nie po połączeniu się agona z receptorem, jest 
wewnątrzkomórkowa mobilizacja wapnia, czyli 
uwolnienie Ca2+ z magazynów komórkowych. Efekt 
ten jest spowodowany „współpracą” receptora z 
białkiem G niewrażliwym na toksynę krztuśca, na­
leżącym do rodziny białek Gq,n [31]. Jest to faza 
przejściowa, niezależna od zewnątrzkomórkowego 
stężenia wapnia [32],

Drugą drogą, prowadzącą do wzrostu stężenia 
wapnia cytoplazmatycznego jest napływ jonów wap­
niowych, który następuje zaraz po mobilizacji 
wewnątrzkomórkowej. Jest to faza przedłużonego 
wzrostu wewnątrzkomórkowego stężenia Ca2+, zale­
żna od stężenia wapnia w płynie międzykomórko­
wym [32,33]. Efekt ten jest uwarunkowany wrażli­
wymi na PTX białkami Gj, a w szczególności Gai3 
[34]. Prawdopodobnie napływ jonów wapniowych 
pełni główną rolę w transdukcji sygnału wywołane­
go połączeniem się LTD4 z receptorem [35]. Odpo-

Tabeła 1.

Porównanie wpływu agonów i antagonów receptorów CysLTRi i CysLTR2

Cys LTR-i Cys LTR 2

Agon ECS0 [nM] Piśmiennictwo EC50 [nM] Piśmiennictwo

l t d 4 2.5 [24] 4.4 [26]

l t c 4
•

24 [24] 8.9 [26]

LTE4 240 [24] 293 [26]

BAYu9773 >10 000 [26] 92 [26]

Antagon 1C50 [nM] IC50 [nM]

Zafirlukast 0.26 [24] >1000 [26]

Montelukast 2,3 [24] >5000 [26]

Pranlukast 0.1 [24] nie badano [26]

BAYu9773 440 [26] 300 [26]
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CysLTRi I CysLTR2

.Białko Gr
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1
PKC

♦ lT [ Ca“ ] w komórce ■*-

-►Białko Rho 

1
-►c-Scr + PLCyi

“►Gßy + PLCy,

Ryc 1. Schemat wewnątrzkomórkowej mobilizacji wapnia 
za pośrednictwem receptora CysLTR. LTD4 leu- 
kotrien D4, PLCy — fosfolipaza Cy, PIP2 
4,5-difosforan fosfatydyloinozytolu, IP3 — 1,4,5- 
trifosforan inozytolu, DAG diacylogliceral, PKC 
—- kinaza białkowa C.

wiedź na LTD4 jest redukowana o 80-90% w buforze 
pozbawionym wapnia [36].

Do wzrostu stężenia Ca2+ wewnątrzkomórkowego 
dochodzi za pomocą kilku różnych, ale wzajemnie 
nakładających się i nie do końca poznanych mecha­
nizmów.

LTD4 po połączeniu z receptorem CysLTR powo­
duje sprzęganie białka G niewrażliwego na PTX ze 
specyficzną fosfolipazą C 1.3 (PLC 1.3) powodującą 
hydrolizę 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu 
(PIP2) do diacyloglicerolu (DAG) i 1,4,5-trifosfo- 
ranu inozytolu (IP3) [30,37].

IP3 uwalnia Ca2+ ze zbiorników siateczki śródpla- 
zmatycznej. Dochodzi również do aktywacji kinazy 
białkowej C (PKC) [38], jej redystrybucji z cytosolu 
na frakcje błonowe komórki i w efekcie do wzrostu 
stężenia Ca2+ w cytosolu [39], wskutek wewnątrzko­
mórkowej mobilizacji wapnia [40], Specyficzną izo- 
formą fosfolipazy C, biorącą udział w transdukcji sy­
gnału wapniowego po aktywacji LTD4, jest PLCyi 
[30,40,41], LTD4 indukuje fosforylację reszt tyrozy- 
nowych PLCyl i jej translokację do błon komórko­
wych [30,41]. Fosforylacja PLCyi jest z kolei uwa­
runkowana aktywacją monomerycznego białka G- 
białka Rho [30,42], Udowodniono, że egzoenzym 
C-3 Clostridium botulinum , inhibitor białka Rho, 
całkowicie blokuje zależny od LTD4 sygnał wapnio­
wy [30]. Dodatkowo stwierdzono, że LTD4 indukuje

gwałtowną, bezpośrednią asocjację podjednostek 
Gpy (białka G niewrażliwego na PTX) z PLCyi. Efek­
tem towarzyszącym, i jak się okazuje niezbędnym, 
dla tej reakcji jest połączenie jednej z kinaz tyrozy- 
nowych c-Src z PLCyi. Selektywny inhibitor kinaz 
tyrozynowych rodziny Src, PP1, blokuje zarówno 
fosforylację tyrozynową PLCyi, jak i powstawanie 
kompleksu sygnałowego Gpy z PLCyi [41], blokując 
wewnątrzkomórkową mobilizację wapnia (Ryc. 1).

Napływ wapniowy, uwarunkowany przede 
wszystkim połączeniem receptora zaktywowanego 
przez LTD4 z  wrażliwym na PTX białkiem G, jest 
związany ze wzrostem wewnątrzkomórkowego stę­
żenia cAMP [32,33]. cAMP prawdopodobnie akty­
wuje kinazę białkową A (PKA), która fosforyluje 
kanały wapniowe w błonie komórkowej [33]. Toksy­
na krztuśca całkowicie hamuje ten efekt, podczas 
gdy inhibitor PKA (RP-cAMPs) zmniejsza sygnał 
wapniowy o 60%. Aktywacja kinaz tyrozynowych 
jest kolejnym procesem doprowadzającym w efekcie 
do napływu Ca2+ do komórek pobudzonych przez 
LTD4 [34,40]. Dodatkowo przyłączenie LTD4 do re­
ceptora powoduje natychmiastową fosforylację reszt 
tyrozynowych, która jest niezbędna do napływu 
wapnia do komórki (Ryc. 2).

Ostatnio poznana została nowa droga transdukcji 
sygnału wewnątrz komórki aktywowanej przez leu- 
kotrieny cysteinylowe. Udowodniono, że w drogach
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Ryc. 2. Schemat napływu wapnia do komórki za pośrednictwem recep­
tora CysLTR. LTD4 — leukotrien D4, cAMP — cykliczny ade- 
nozynomonofosforan, PKA - kinaza białkowa A.

oddechowych u człowieka skurcz komórek mięśni 
gładkich jest częściowo niezależny od Ca2+. Zależy 
natomiast od aktywacji kinazy białkowej C a  (PKCa) 
[43]. Podobne wyniki uzyskali H o s h i n o i wsp. na 
komórkach THP1 (ludzkich monocytach białaczko- 
wych) [44], Udowodnili oni, że CysLTR! sprzęga się 
pod wpływem LTD4 z białkiem G niewrażliwym na 
PTX (G q/n ) i wywołuje przejściową mobilizację 
Ca2+ wewnątrzkomórkowego. To doprowadza do ak­
tywacji PKCa i jej redystrybucji na błonę komór­
kową. Aktywna PKCa aktywuje Raf 1, który odgry­
wa główną rolę w aktywacji kinazy MAP, kluczowe­
go enzymu przekazującego sygnały z powierzchni 
komórek do jądra komórkowego (Ryc. 3). Odpo­
wiedź chemotaktyczna tych samych komórek THP 1 
na LTD4 jest natomiast zależna od białek Gj wrażli­
wych na PTX.

Taka różnorodność ścieżek sygnałowych 
wewnątrz komórki pobudzanej przez leukotrieny cy- 
steinylowe poprzez swoiste receptory, częściowo

tłumaczy szeroki zakres aktywności leukotrienów w 
trakcie odpowiedzi alergicznej i zapalnej.

III. Ekspresja receptorów leukotrienów cysteiny- 
lowych w tkankach zwierzęcych i ludzkich

Dodatkowym czynnikiem mogącym tłumaczyć 
różnorodną odpowiedź organizmu na bodziec zapal­
ny i alergiczny, jest zróżnicowana ekspresja recepto­
rów leukotrienów cysteinylowych w tkankach.

Klasyczne badania farmakologiczne polegające 
na obserwacji wpływu leukotrienów cysteinylowych 
na wycinki tkankowe, a następnie cofanie się 
wywołanych efektów po zastosowaniu antagonów, 
pozwoliły na wyodrębnienie przynajmniej dwóch ty­
pów receptorów [45,46]. Odkryto, że w śledzionie, 
oskrzelach tchórzofretki [47,48] oraz w tchawicy i 
oskrzelach owcy znajdują się receptory CysLTR2
[49]. Natomiast w jelicie krętym [50], oskrzelach 
[51] i płucach [52,53] świnki morskiej i płucach 
szczura [54,55] wykazano obecność obu typów re­
ceptorów. Istnieje wiele efektywnych, swoistych an­
tagonów receptorów CysLTRi, które od kilku lat są 
stosowane w terapii astmy oskrzelowej i innych cho­
rób atopowych. Natomiast poznano dotychczas tylko 
jeden rodzaj i to częściowego antagona CysLTR2 - 
BAYu9773 [21], który jest także częściowym antago- 
nem CysLTRj. Ten fakt utrudnia badania farmakolo­
giczne CysLTR2. Dlatego też sklonowanie genów

LTD.,

i
CysLTR,/CysLTR2 

Białko Gc,II
i

f  [Ca 2t]w komórce
I
I
ł i

PKC.x

1
Raf 1

i
MAPK

▼
Fosforylacja czynnikówtranskrypcyjnych (c-Myc i c-Fos)

Ryc. 3. Schemat aktywacji MAP-kinazy za pośrednictwem receptora 
CysLTR. LTD4 — leukotrien D4, PKCa — kinaza białkowa C 
alfa, MAPK — kinaza aktywowana mitogenem.
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obu typów receptorów, pozwoliło na wdrożenie me­
tod biologii molekularnej m.in. hybrydyzacji in situ, 
metody Northern blotting  i RT-PCR, celem jeszcze 
dokładniejszej lokalizacji tkankowej CysLTRi i 
CysLTR2 oraz weryfikacji wcześniejszych wyników 
[23,24,27]. U myszy mRNA CysLTRi znaleziono 
głównie w skórze, płucach i jelicie cienkim, nato­
miast mRNA CysLTR2 w śledzionie, płucach oraz je ­
licie cienkim [56], a także w grasicy, nadnerczach i 
sercu [57]. Należy wspomnieć, że badania farmako­
logiczne na tkankach zwierzęcych wykazały od­
mienną ekspresję CysLTRi i CysLTR2 u różnych ga­
tunków [46]. Sklonowanie genów obu typów recep­
torów u myszy pozwoliło z kolei odkryć różnice ich 
budowy w porównaniu z receptorami ludzkimi. Mysi 
CysLTRi jest homologiczny do ludzkiego CysLTRi 
w 87,3%, natomiast mysi CysLTR2 do ludzkiego 
CysLTR2 w 73,4% [56]. Może to mieć znaczenie 
przy interpretacji wyników przeprowadzanych na 
zwierzętach badań, m.in. dotyczących astmy.

Największą ekspresję mRNA CysLTRi u człowie­
ka wykryto w śledzionie i leukocytach krwi obwodo­
wej. Niższą ekspresję wykazano w płucach, łożysku, 
jelicie cienkim, nadnerczach, gruczole krokowym, 
mięśniach szkieletowych, mózgu, okrężnicy, sercu, 
nerkach i wątrobie [23,24]. Ponieważ leukotrieny cy- 
steinylowe odgrywają szczególną rolę w etiopatoge- 
nezie astmy oskrzelowej [58], szczególny nacisk 
położono na poszukiwanie ich receptorów w 
układzie oddechowym [23]. Zastosowanie czulszej 
metody, jaką  jest hybrydyzacja in situ, zaowocowało 
wykryciem ekspresji mRNA CysLTRi na wszystkich 
poziomach drzewa oskrzelowego, w okołooskrzelo- 
wych i okołooskrzelikwych mięśniach gładkich, jak 
również w makrofagach płucnych [23,24]. Należy 
dodać, że ekspresja mRNA CysLTRi w płucach ludzi 
zdrowych i chorych z astmą, jest porównywalna 
[24]. W populacji leukocytów krwi obwodowej 
około 20% wykazuje ekspresję mRNA i białka recep­
torowego CysLTRi. Z kolei spośród CysLTRi(+) ko­
mórek najwyższą ekspresję, zarówno mRNA jak i 
białka receptorowego, wykazują eozynofile [59,60]. 
Wykazano również, że komórki HL-60 różnicujące 
się w kierunku eozynofilów (HL-60/eos), także wy­
kazują wyższą ekspresję mRNA dla CysLTRi niż 
niezróżnicowane HL-60 [61,24,26]. Wśród Cys- 
LTR[(+) leukocytów krwi obwodowej, ekspresję 
mRNA i białka receptorowego wykazano także w 
monocytach oraz w limfocytach B [59,62]. Nato­
miast co do obecności CysLTRi w limfocytach T 
CD4-t- i T CD8+ oraz w neutrofilach uzyskano 
sprzeczne wyniki. Grupa F i g u e r o a  [59] nie wyka­
zała ekspresji CysLTRi w tych komórkach, podczas

gdy badania M i t a i wsp. [60], przy użyciu kompe­
tencyjnej metody RT-PCR, wykazały ją  w obu ty­
pach komórek. Dodatkowo, wśród leukocytów krwi 
obwodowej jeszcze komórki macierzyste CD 34+ 
wykazują ekspresję mRNA i białka CysLTRi [59], 
Prawdopodobnie pod wpływem CysLTRi mogą róż­
nicować się w kierunku eozynofili lub monocytów i 
makrofagów, a nawet komórek tucznych u pacjentów 
atopowych [63]. mRNA CysLTRi wykryto oprócz 
HL60/eos również w innych liniach komórkowych, 
takich jak U937 [24, 64] czy też THP 1 [36,60,65]. 
Ekspresję mRNA CysLTRi wykazano również w 
śródbłonku ludzkiej żyły pępowinowej (HUVEC- 
ang. human umbilical vein endothelial cells) [66]. 
Natomiast badania farmakodynamiczne [67] suge­
rują dodatkowo istnienie receptorów leukotrienów 
cysteinylowych w komórkach śródbłonka tętnic i żył 
płucnych.

Lokalizacja CysLTR2 nie pokrywa się z umiejsco­
wieniem receptora pierwszego typu [25-27]. Wpraw­
dzie ekspresję CysLTR2 stwierdza się także w śle­
dzionie, leukocytach krwi obwodowej, łożysku i 
płucach, ale dodatkowo wykryto obecność tylko 
CysLTR2 w sercu, nadnerczach i ośrodkowym 
układzie nerwowym [25-27]. Jednak w obrębie 
układu oddechowego rozmieszczenie CysLTR2 jest 
odmienne od CysLTRi. Silniejszą ekspresją mRNA 
CysLTR2 charakteryzują się makrofagi płucne, pod­
czas gdy w mięśniach gładkich oskrzeli ekspresja 
jest słabsza [27]. Obecności CysLTR2 nie wykazano 
natomiast w tchawicy [25], Spośród leukocytów 
krwi obwodowej najsilniejszą ekspresję mRNA Cys- 
LTR2 wykazują eozynofile [27,60]. Co więcej, stosu­
nek mRNA CysLTRi do CysLTR2 w tych komórkach 
jest najniższy w porównaniu z pozostałymi subpopu- 
lacjami komórkowymi leukocytów krwi obwodowej 
[60]. Poza eozynofilami obecność mRNA CysLTR2 
wykryto także w monocytach [27,60], neutrofilach i 
limfocytach T [60]. Natomiast ani komórki HL-60, 
ani U-973, niezróżnicowanie, jak i różnicujące się w 
kierunku poszczególnych subpopulacji komórko­
wych, nie wykazują ekspresji mRNA CysLTR2 [26]. 
Obecność receptorów leukotrienów cysteinylowych 
w układzie sercowo-naczyniowym, przewidywana 
wcześniej na podstawie badań czynnościowych [68] 
została obecnie potwierdzona za pomocą metod mo­
lekularnych. mRNA CysLTR2 zostało wykryte w 
przedsionkach, komorach, przegrodzie i na koniusz­
ku serca [26,60] oraz w naczyniach wieńcowych 
[69]. Szczegółowe badania metodą hybrydyzacji in 
situ doprowadziły do zlokalizowania mRNA Cys- 
LTR2 w  kardiomiocytach, fibroblastach, włóknach 
Purkinjego [27] oraz mięśniach gładkich naczyń
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wieńcowych [69]. Natomiast wykluczono ich obec­
ność w śródbłonku naczyń wieńcowych [69]. Wśród 
komórek śródbłonkowych obecność mRNA Cys- 
LTR2 została potwierdzona w śródbłonku ludzkiej 
żyły pępowinowej (HUVEC) [60]. Niemniej jednak, 
badaniami farmakodynamicznymi wykryto ich obec­
ność w śródbłonku tętnicy płucnej oraz w śródbłonku 
i mięśniach gładkich żył płucnych [70]. Zaska­
kującym efektem poznania charakterystyki moleku­
larnej CysLTR2 było wykrycie mRNA tego receptora 
w obrębie ośrodkowego układu nerwowego i gru­
czołu nadnerczowego [26,27]. W ośrodkowym 
układzie nerwowym szczególnie wysoką ekspresję 
opisywano w obrębie rdzenia kręgowego i przysadki 
mózgowej [26], W żadnym z tych miejsc nie znale­
ziono mRNA CysLTRi. W gruczole nadnerczowym 
mRNA CysLTR2 jest obecny zarówno w komórkach 
chromochłonnych i zwojowych rdzenia, jak i w war­
stwie siateczkowatej kory [26,27]. Silna ekspresja 
mRNA CysLTR2 w gruczole nadnerczowym, ośrod­
kowym układzie nerwowym oraz w sercu, przy braku 
ekspresji mRNA CysLTRi o tej lokalizacji, wskazuje 
prawdopodobnie na odmienną rolę tych receptorów 
w procesach fizjologicznych i patologicznych. Loka­
lizacja tkankowa CysLTRi i CysLTR2 w tkankach 
człowieka została szczegółowo przedstawiona w 
Tabeli 2.

IV. Regulacja ekspresji receptorów leuko- 
trienów cysteinylowych

Podobnie jak niewiele wiadomo na temat 
wewnątrzkomórkowego przekazywania sygnału 
przez pobudzone leukotrienem receptory, także regu­
lacja ich ekspresji pozostaje w sferze badań. Udo­
wodniono, że IL-5 powoduje gwałtowny wzrost eks­
presji CysLTR! mRNA i białka receptorowego w ko­
mórkach HL-60/Eos, nie wpływając wcale na nie- 
zróżnicowane komórki HL-60 [61]. IL-5 odgrywa 
istotną rolę w stymulacji różnicowania, chemotaksji 
i aktywacji eozynofili. Bierze także udział w zaha­
mowaniu apoptozy w miejscu zapalenia eozynofilo- 
wego. Wykazano, że IL-4 i IL-13 zwiększają poziom 
mRNA i białka CysLTR( w ludzkich monocytach i 
makrofagach [62], INF-y powoduje zwiększenie eks­
presji obu typów receptorów w komórkach mięśni 
gładkich oskrzeli człowieka [71]. Te wyniki suge­
rują, że podwyższone poziomy INF-y u pacjentów z 
astmą mogą wywoływać nadreaktywność oskrzeli i 
zaostrzenia astmy poprzez bezpośredni wpływ na 
skurcz mięśni gładkich oskrzeli. W pozostałych 
miejscach, w których wykryto obecność receptorów 
CysLTRfCysLTR^, zbadano jeszcze komórki ludz­

kiej żyły pępowinowej (FIUVEC) [72]. Czynnikiem, 
który powoduje wyraźny wzrost mRNA CysLTRi w 
tych komórkach jest IL-1 (3.

V. Funkcje receptorów leukotrienów cyste­
inylowych CysLTRj i CysLTR2

Leukotrieny cysteinylowe biorą udział w patofi­
zjologii wielu chorób, u podłoża których leży proces 
zapalny. Największy nacisk kładziono do tej pory na 
wyjaśnienie roli leukotrienów w etiopatogenezie ast­
my oskrzelowej. Owocem tych badań było pojawie­
nie się w połowie lat dziewięćdziesiątych leków an- 
tyleukotrienowych, stosowanych w leczeniu tej cho­
roby. Tymczasem w świetle najnowszych badań nad 
strukturą i ekspresją tkankową receptorów leukotrie­
nów cysteinylowych wydaje się, że ich rola może 
wykraczać daleko poza etiologię astmy oskrzelowej. 
Zastanawiające jest szczególnie odmienne rozmiesz­
czenie obydwu typów receptorów w tej samej tkance, 
co może implikować ich odmienne funkcje. Dodat­
kowo, tak bogata ekspresja receptorów leukotrieno- 
wych w sercu, ośrodkowym układzie nerwowym i w 
nadnerczach zwraca uwagę na ich możliwą rolę w 
układzie sercowo-naczyniowym i neuroendokryn- 
nym, co przewidywano w nielicznych badaniach far- 
makodynamicznych.

V-1. Astma

Leukotrieny cysteinylowe biorą udział zarówno w 
odpowiedzi skurczowej oskrzeli, jak i w rozwoju za­
palenia astmatycznego. Działanie skurczowe leuko­
trienów na mięśnie gładkie oskrzeli zostało udowod­
nione in vitro na izolowanym oskrzelu ludzkim 
[73,74] oraz in vivo [75]. Wywołują one skurcz 
oskrzeli zarówno u ludzi zdrowych, jak i u pacjentów 
z astmą [76,77], które to efekty są znoszone przez an- 
tagony CysLTR!, takie jak pranlukast i zafirlukast 
[78,79]. Leukotrieny cysteinylowe zwiększając ta­
kże sekrecję śluzu [80], przy jednoczesnym hamo­
waniu aktywności nabłonka migawkowego oskrzeli 
[81 ], przyczyniają się do wzrostu obturacji w oskrze­
lach. Skuteczność antagonów receptora CysLTj w 
blokowaniu powyższych efektów została potwier­
dzona w wielu badaniach klinicznych. Zarówno 
montelukast jak i zafirlukast poprawiały kontrolę 
astmy ograniczając dzienne i nocne objawy. Powo­
dowały istotny wzrost pierwszosekundowej natę­
żonej objętości wydechowej - FEVj i szczytowego 
przepływu wydechowego - PEFR, zmniejszenie za­
potrzebowania na doraźne (3-mimetyki i redukcję za­
ostrzeń astmy [82-84],
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Tabela 2.

Lokalizacja receptorów CysLTRi i CysLTR2 w tkankach człowieka

Rodzaj tkanki
..................-  ....  ...... i

• CysLTRi
---

CysLTR2

Poziom
ekspresji

Piśmiennictwo
Poziom

ekspresji
Piśmiennictwo

1

Płuca [23.24.59] [27]

Mięsnie gładkie oskrzeli ++ +
Makrofagi płucne 

Leukocyty krwi obwodowej
++

[23.24.59.60.62]
++

[25.26.27.60]

Eozynofile ++ ++
Monocyty/makrofagi + +
Neutrofile +/- +
Limfocyty B + 9

Limfocyty T +/- -t- i

Komorki CD 34+ +
Komórki tuczne + [63] 9'
Śledziona + + [23.24] + + [25.26.27]

Łożysko + [23,24] 9 i

Serce
Kardiomiocyty

+ /- [23.24]

* *

[25.26.27] 1

Fibroblasty 
Włókna Purkinjego

+ +

+ +
1

Mięśnie gładkie 
naczyn wieńcowych

+  + 1

1
!
j

Żyła płucna
Srodbłonek obecny

[67]
obecny

[67]

Mięsnie gładkie nieobecny obecny 9
1i

Tętnica płucna
Srodbłonek nieobecny

[67]
obecny

[67]
1

Żyła pępowinowa
i

Srodbłonek +

[66]
+

[66]
!
1

OUN + [23.24] + + [25.26.27]

Nadnercza i
- [23.24] + + [25.26.27]
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Odpowiedź zapalna na działanie leukotrienów cy­
steinylowych składa się jeszcze z kilku elementów. 
Zwiększają one przepuszczalność naczyń w mi- 
krokrążeniu poprzez skurcz komórek śródbłonka w 
postkapilarnych naczyniach żylnych [85,86] oraz 
stymulują chemotaksję eozynofili, głównych komó­
rek nacieku zapalnego w drogach oddechowych u pa­
cjentów z astmą. Leukotrieny cysteinylowe są che- 
moatraktantami eozynofili poprzez CysLTRi. Indu­
kują wzrost ekspresji selektyny P zarówno w leuko­

cytach [87] i w śródbłonku, gdzie działają prawdopo­
dobnie poprzez CysLTR2 [88], co powoduje zwięk­
szoną adhezję eozynofilów do ściany naczynia. Inha­
lacja LTD4 spowodowała naciek z eozynofilów w 
drogach oddechowych świnki morskiej, który utrzy­
mywał się przez cztery tygodnie. Efekt ten był bloko­
wany przez pranlukast [89]. Także u ludzi, leukotrie­
ny cysteinylowe podawane drogą wziewną, powodo­
wały wzrost odsetka eozynofilów w błonie śluzowej 
oskrzeli [90] oraz w indukowanej plwocinie u pa­
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cjentów chorujących na astmę [91]. Leki blokujące 
CysLTR! hamowały powstawanie nacieku z eozyno- 
filów, w odpowiedzi także na inne związki niż leuko- 
trieny cysteinylowe [92], co świadczy o tym, że me­
chanizmie tym biorą udział leukotrieny endogenne. 
Przekonującym dowodem na rolę endogennych leu- 
kotrienów cysteinylowych w chemotaksji eozynofi- 
lów. jest doświadczenie na myszach 5 L O X ( p o z b a ­
wionych 5-lipooksygenazy), u których zachodzi 
pięćdziesięcioprocentowa redukcja nacieku eozyno- 
filowego. po prowokacji owalbuminą [93]. Eozyno- 
file są zaś miejscem syntezy leukotrienów cysteiny- 
iowych. co pozwala przypuszczać, że są transporte­
rami leukotrienów do miejsca zapalenia [94] i głów­
nymi ogniwami łańcucha dodatnich sprzężeń zwrot­
nych, skutkującego obfitym naciekiem zapalnym w 
oskrzelach. Dlatego tez terapia lekami indukującymi 
apoptozę eozynofili, takimi jak glikokortykosterydy, 
powodująca zmniejszenie nacieku zapalnego, jest 
skuteczna w kontroli astmy. W związku z tym, bar­
dzo ważnym aspektem stosowania antagonów recep­
tora CysLTi w leczeniu astmy jest możliwość łącze­
nia ich z wziewnymi glikokortykosterydami. 
Połączenie takie zapewnia poprawę kontroli astmy u 
pacjentów, u których dotychczasowe leczenie nie 
dawało zadawalających wyników [95]. Jest to szcze­
gólnie istotne w przypadku dzieci i pacjentów leczo­
nych wysokimi dawkami wziewnych leków sterydo­
wych [96,97], W wielu przypadkach umożliwia zre­
dukowanie dawki glikokortykosterydów, utrzy­
mując dobrą kontrolę objawów astmy, zmniejszając 
tym samym ryzyko powikłań po steroidoterapii [98]. 
Kolejnym punktem działania leukotrienów cysteiny­
lowych w astmie, jest ich prawdopodobny udział w 
procesie przebudowy dróg oddechowych, czyli tzw. 
„remodelingu” [99,100]. Morfologicznymi wykład­
nikami tego procesu jest zwłóknienie podnabłonko- 
we, pogrubienie mięśniówki gładkiej, proliferacja 
naczyń, zniszczenie komórek nabłonka i przerost ko­
mórek kubkowych. Leukotrieny cysteinylowe mogą 
brać udział w tym procesie poprzez ich bezpośredni 
wpływ na mięśniówkę gładką, eozynofile, komórki 
nabłonka i wiele innych komórek, zawierających ich 
receptory. U myszy uczulonych na owalbuminę 
montelukast odwraca prawie wszystkie morfologicz­
ne objawy przewlekłej astmy [101]. Leukotrieny cy- 
steinylowe nasilają proliferację komórek mięśni 
gładkich działając synergistycznie z innym mitoge- 
nem-EGF (naskórkowym czynnikiem wzrostu) 
[ 10 2 ], którego stężenie w astmie jest podwyższone. 
Montelukast i pobilukast, ale nie zafirlukast znoszą 
ten efekt [103], Wszystkie te zmiany mogą doprowa­
dzić w efekcie do nieodwracalnej obturacji dróg od­

dechowych i znacznego ubytku przestrzeni wentyla­
cyjnej [104].

Badania nad funkcją leukotrienów cysteinylo­
wych i ich receptorów w patogenezie astmy oskrze­
lowej wymagają dalszej analizy, co w przyszłości 
może zaowocować jeszcze skuteczniejszą kontrolą 
astmy oraz zapobieganiem jej skutkom.

V-2.Układ sercowo-naczyniowy

Leukotrieny cysteinylowe powodują skurcz na­
czyń wieńcowych, zmniejszając przepływ wieńcowy 
u ludzi i zwierząt oraz działają inotropowo ujemnie 
[105-107]. In vitro udowodniono, że osłabienie siły 
skurczu serca nie jest wtórne do zmniejszonego 
przepływu wieńcowego [105]. Efekty takie 
wywołują nie tylko leukotrieny egzogenne, ale także 
lekotrieny endogenne, powstające in situ, w efekcie 
współpracy leukocytów z komórkami śródbłonka na­
czyń wieńcowych [108,109]. Antagon receptora 
CysLTRi - SKF88406 efektywnie hamuje osłabienie 
siły skurczu serca, w mniejszym stopniu przeciw­
działając skurczowi naczyń wieńcowych [110]. Ba­
dania te wskazują na możliwość działania leukotrie- 
nów cysteinylowych na serce przez różne receptory. 
Poprzez pomiar stężenia leukotrienów w moczu, 
udowodniono zwiększoną syntezę leukotrienów cy­
steinylowych u pacjentów, którzy przeszli epizody 
niedokrwienia mięśnia sercowego: zawał mięśnia 
sercowego i napady dusznicy bolesnej, w porówna­
niu do pacjentów z bólami w klatce piersiowej, nie 
wynikającymi z niedokrwienia [111,112], Leukotrie­
ny mają wpływ prawdopodobnie nie tylko na bezpo­
średni skurcz naczyń wieńcowych, ale także na 
uszkodzenia tkanek po następowej reperfuzji niedo- 
krwionego obszaru. Blokowanie tych efektów 
osiągano poprzez stosownie selektywnych inhibito­
rów 5-L0X i FLAP, a także substancji blokujących 
jednocześnie 5-LOX i COX, z redukcją obszaru 
zawału [113-116]. Znacznie bardziej różnorodny ob­
raz wynika z badań nad antagonami ich receptora 
typu pierwszego. Wyniki sugerujące udział leuko­
trienów cysteinylowych w powiększaniu obszaru 
niedokrwienia i uszkodzeniu tkanek po następowej 
reperfuzji [111,117,118] są zrównoważone przez do­
wody, które przeczą takiej ich roli w układzie serco- 
wo-naczyniowym [119,120]. W świetle najnow­
szych badań, w których wykazano ekspresję mRNA 
CysLTR2, a nie CysLTRi w naczyniach wieńcowych 
i mięśniu sercowym [25], wydaje się, że wyniki, w 
których nie zahamowano niedokrwienia i uszkodzeń 
po reperfuzji za pomocą antagonów receptora Cys­
LTRi, są bliższe rzeczywistości. Wpływ leukotrie-
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nów cysteinylowych na serce poprzez receptory Cys- 
LTR2, będzie prawdopodobnie dokładniej zbadany 
na zwierzętach pozbawionych genu tego receptora, 
jeśli nie zostanie wcześniej opracowany jego swoisty 
inhibitor.

D a l e  i L a i d 1 a w udowodnili, że wykładnikiem 
ciężkiej reakcji anafilaktycznej jest nie tylko dusz­
ność, ale także ciężka hipotensja, będąca skutkiem 
zmiany napięcia naczyniowego poprzez pobudzone 
alergenem komórki zapalne [ 1 2 1 ].

Wielu badaczy zauważyło, że leukotrieny cyste- 
inylowe regulują napięcie ścian naczyń w łożysku 
naczyniowym u różnych gatunków, będąc zarówno 
mediatorami skurczu, jak i rozkurczu. W a 1 c h i 
wsp. opierając się na wynikach wielu badaczy zapro­
ponowali model rozmieszczenia receptorów leuko- 
trienów cysteinylowych w krążeniu płucnym [67]. 
Rozkurcz indukowany przez leukotrieny cysteinylo- 
we zachodził, według nich, poprzez stymulację re­
ceptorów obecnych w śródbłonku tętnicy płucnej. 
Śródbłonek ludzkiej tętnicy płucnej miał zawierać 
CysLTR2, a jego aktywacja indukowałaby uwalnia­
nie tlenku azotu (NO). Nieznany receptor w komór­
kach mięśni gładkich tętnicy miał być natomiast od­
powiedzialny za skurcz. W śródbłonku żyły płucnej 
obecne są oba typy receptorów. Aktywacja CysLTRi 
indukuje uwalnianie czynników kurczących naczy­
nia, podczas gdy aktywacja CysLTR2 indukuje roz­
kurcz poprzez NO. Pobudzenie CysLTR2 w komór­
kach mięsni gładkich żyły płucnej powoduje jej 
skurcz [67],

Model ten później zmodyfikowano, ze względu na 
to, że receptor w śródbłonku tętnicy płucnej nie był 
wrażliwy ani na antagony CysLTRi, ani na częścio­
wego antagona CysLTRi/CysLTR2 i prawdopodob­
nie pośredniczył w rozkurczu poprzez prostacyklinę 
[122]. Ostatecznie wydaje się, że rozkurcz naczyń 
żylnych w krążeniu płucnym wywoływany przez 
leukotrieny cysteinylowe, odbywa się poprzez tlenek 
azotu, podczas gdy w naczyniach żylnych krążenia 
systemowego raczej poprzez metabolity ścieżki cy- 
klooksygenazy [70,123].

V-3.Układ nerwowy i hormonalny

Ekspresja receptorów CysLTRi i jeszcze bogatsza 
ekspresja CysLTR. w ośrodkowym układzie nerwo­
wym zwraca uwagę na ich prawdopodobną i na razie 
słabo poznaną funkcję w tym obszarze. Obecność 
leukotrienów cysteinylowych w mózgu szczura i ich 
wiązanie się z jeszcze wówczas niezdefiniowanymi 
receptorami, zauważono już w latach osiemdzie­
siątych [124], Prawdopodobnie leukotrieny odgry­

wają rolę w patogenezie udaru niedokrwiennego. 
Zwiększone stężenie LTC4 wykrywano od 0 do 6 go­
dzin po incydencie niedokrwienia u gerbili i po 
pierwszej dobie, czemu towarzyszyło uszkodzenie 
bariery krew-mózg i narastanie obrzęku mózgu 
[125]. Zauważono, że zastosowanie inhibitora Cys­
LTRi ONO-1078 istotnie zmniejsza obszar udaru 
niedokrwiennego i w mniejszym stopniu wpływa na 
zmniejszenie ubytków neurologicznych u myszy 
[ 126] i szczurów [127,128]. Zwiększoną syntezę leu­
kotrienów cysteinylowych wykazano również w 
płynie mózgowo-rdzeniowym u pacjentów ze 
stwardnieniem rozsianym [129] i krwotokiem 
wewnątrzczaszkowym [130]. Dodatkowo, u myszy 5 
LOX _/‘ stwierdzono mniejszą skłonność do niepoko­
ju i lęku, co zwraca uwagę na prawdopodobną funk­
cję 5-LOX i jej produktów w kształtowaniu zacho­
wań o podłożu afektywnym [131]. Opisane są także 
dwa przypadki dzieci z defektem syntezy leukotrie­
nów cysteinylowych [132], Cechami charaktery­
stycznymi tego zespołu są: ciężka hipotonia mięśnio­
wa, opóźnienie rozwoju psychomotorycznego, brak 
prawidłowego rozwoju i wzrostu, mikrocefalia i 
całkowity brak leukotrienów cysteinylowych w 
płynach ustrojowych.

Bogata ekspresja CysLTR2 w rdzeniu nadnerczy, 
jest jednym z najbardziej nieoczekiwanych odkryć 
wynikających ze sklonowania genu tego receptora. 
Do tej pory nie opisywano wpływu leukotrienów cy­
steinylowych na oś podwzgórze-przysadka-nadner- 
cza. Badano zaś ich wpływ na podwzgórze i przysad­
kę. Wykryto, że LTC4 stymuluje uwalnianie hormonu 
luteinizującego - LH z przedniego płata przysadki 
szczurów [133] oraz hormonu uwalniającego hor­
mon luteinizujący - LHRH z wyniosłości środkowej 
[134] zarówno in vitro, jak i in vivo [135]. Żaden z 
antagonów CysLTRi nie blokował stymulacji uwal­
niania LHRH, wywołanego przez leukotrieny cyste­
inylowe, co w świetle obecnej wiedzy wskazuje na 
udział C’ysLTR2 w tym procesie.

V-4. Nowotwory

Ostatnio pojawiają się także doniesienia na temat 
udziału leukotrienów cysteinylowych i ich recepto­
rów w patogenezie nowotworów. Ó h d i wsp. wyka­
zali zwiększoną ekspresję CysLTR] w komórkach 
raka jelita grubego (Caco-2), korelującą ze zwięk­
szonym stężeniem 5-lipooksygenazy (5-LOX) i cy- 
klooksygenazy-2 (COX-2), w porównaniu ze zdro­
wym nabłonkiem jelitowym [136]. Co więcej, w gru­
pie pacjentów z wysoką ekspresją CysLTRi zaobser­
wowano niższą przeżywalność, w porównaniu do
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grupy z niską ekspresją tego receptora [136]. Wyka­
zano także, że LTD4 podwyższa stężenie COX-2 oraz 
białka anty-apoptotycznego Bcl-2 w komórkach Ca- 
co-2 [137 ]. Dodatkowo odkryto, że LTD4 poprzez 
CysLTRj indukuje wzrost ekspresji i aktywację a 2[3i 
integryn w komórkach Caco-2, co powoduje ich 
zwiększoną adhezję do kolagenu typu 1 [138 ], Wyni­
ki te sugerują, że leczenie antyleukotrienowe 
mogłoby wspomagać farmakoterapię przeciwnowo- 
tworową.

Wykazano także, że antagonista CysLTR! - ONO 
1078 hamuje funkcję białka MRP (MRP - ang. M ulti- 
drug Resistant Proteinę), zwiększając tym samym 
wrażliwość komórek raka płuca na leczenie winkry- 
styną [139 ]. W piśmiennictwie pojawiają się też 
wzmianki o poszukiwaniu możliwości stosowania 
antagonów CysLTR, oraz inhibitorów różnych pro­
duktów przemian kwasu arach i do nowego w farma­
koterapii nowotworów trzustki, płuc, gruczołu kro­
kowego, piersi i skóry [140 .141 ].

VI. Podsumowanie

Identyfikacja receptorów i ich rozmieszczenia w 
tkankach, zwłaszcza CysLTR? w sercu, ośrodkowym 
układzie nerwowym i nadnerczach, zwróciły uwagę 
na możliwe, szersze znaczenie leukotrienów cyste­
inylowych w fizjologii i patofizjologii niż tradycyj­
nie przypisywana im do tej pory rola mediatorów za­
palenia. Badania na zwierzętach pozbawionych ge­
nów kodujących te receptory oraz opracowanie sku­
tecznego inhibitora receptora typu drugiego, po­
zwolą przyjrzeć się „nowym” funkcjom leukotrie­
nów cysteinylowych. Ponadto, zbadanie wewnątrz­
komórkowej transdukcji sygnału poprzez te recepto­
ry, a także regulacji ich ekspresji fizjologicznej i w 
czasie wielu stanów chorobowych, pozwoli na opra­
cowanie jeszcze skuteczniejszych metod terapeu­
tycznych.
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Czy błonowe tratwy lipidowe biorą udział w aktywacji 
płytek krwi? 

Do membrane lipid rafts take part in blood platelet 
activation?

BEATA OLAS
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III. Budowa błonowych tratw lipidowych
IV. Aktywacja płytek krwi przez kolagen z udziałem

GPV1; rola błonowych tratw' lipidowych
V. Rola błonowych tratw lipidowych w aktyw acji płytek  

krwi z udziałem receptora FcyRIIa
VI. Przekazywanie sygnałów z udziałem  receptorów  

sprzężonych z białkam i G w błonowych tratwach lipido­
wych

VII. Przekazywanie sygnałów z udziałem  przem iany fosfa- 
tydyloinozytołu w błonowych tratwach płytek krwi

VIII. Zm iany stężenia cholesterolu w błonie płytek krwi w 
stanach patologicznych

IX. Uwagi końcowe

W ykaz stosowanych skrótów: ADP —  adenozynodifosforan; 
ATP — adenozynotrifosforan; BCR —  receptory antygenow e 
limfocytów B (ang. B-cell antigen receptor); BH —  ang. bre- 
akpoint-chester-region homology domain; BTK —  kinaza tyro- 
zynow a Bruton (ang. Bruton tyrosine kinase); CD —  antygeny 
różnicowania leukocytów (ang. cluster o f  differentation); DAG
— diacyloglicerol; Domeny PH —  dom eny hom ologiczne do 
sekwencji am inokwasowych w białku plekstrynie (ang. piecks- 
tnn homology); GP — glikoproteina; Ins( 1,4,5)P3 —  inozytolo- 
trisfosforan; ITAM —  (ang. immunoreceptor tyrosine-based ac­
tivation motif); LAT — łącznik aktywacji limfocytów T (ang. 
linker fo r  activation o fT  cells); łańcuch y FcR lIa —  łańcuch y re­
ceptora Fc o wysokim  pow inow actw ie do IgE (ang. chain o f the 
high-ąffinity receptor o f IgE); MPCD —  metylo-|5-cyklodekst- 
ryna; PAF —  czynnik aktyw ujący płytki (ang. platelet activating 
factor); PAR —  (ang. proteolytically activated receptor); PC —  
fosfatydylocholina; PE —  fosfatydyloetanoloam ina; PI-3K —  
kinaza 3-fosfatydylom ozytolu; PKC —  kinaza białkow a C; PLC
—  fosfolipaza C; PLCP2 —  fosfolipaza C typu P2; PLCy2 —  fos- 
folipaza C typu y2. PS —  fosfatydyloseryna; P tdlns —  fosfatydy- 
loinozytol: Ptdlns(3)P —  fosfatydyloinozytolo(3)fosforan; 
Pt-dlns(3.4)P2 —  fosfatydyloinozytolo(3,4)bisfosforan;
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I. Wstęp

Wzmożona aktywacja płytek krwi jest przyczyną 
wielu różnych stanów chorobowych jak np. miażdży­
ca i choroby układu krążenia. Płytki krwi są naj­
mniejszymi, bezjądrzastymi elementami morfotycz- 
nymi (średnica 2-4 pm). Powstają one z cytoplazmy 
megakariocytów w szpiku kostnym i częściowo w' 
płucach. Proliferację i różnicowanie komórek pre- 
kursorowych szeregu płytkotwórczego oraz dojrze­
wanie megakariocytów aż do wytworzenia płytek
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krwi regulują różne cytokiny (interleukina 3 i 11, a 
przede wszystkim trombopoetyna). Czas życia nie 
uczestniczących w procesie hemostazy płytek krwi 
w krążeniu wynosi od 8 do 12 dni, po czym ulegają 
fagocytozie (głównie w śledzionie). Płytka krwi oto­
czona jest błoną cytoplazmatyczną, w której zlokali­
zowane są liczne receptory, sprzężone z enzymatycz­
nymi systemami przekazywania informacji. Ma 
kształt dysku i charakterystyczny układ ziarnistości.

Aktywacja płytek krwi polegająca m. in. na adhe­
zji, zmianie kształtu komórki, sekrecji i agregacji od­
grywa istotną rolę w przebiegu prawidłowej hemo­
stazy. Liczne i różnorodne pod względem budowy 
czynniki pełniące rolę agonistów inicjują aktywację 
płytek krwi przez związanie się ze specyficznym re­
ceptorem obecnym na powierzchni płytek. Wiele re­
ceptorów płytkowych to receptory sprzężone z 
białkami G. Ważnymi agonami wchodzącymi w inte­
rakcję z takimi receptorami są: trombina, trombok- 
san A2 (TXA2), ADP, adrenalina, płytkowy czynnik 
aktywujący (PAF) i wazopresyna. Niektóre z nich 
posiadają nawet kilka różnych pod względem budo­
wy receptorów na płytce krwi. Trombina ma np. trzy 
różne receptory: dwa receptory typu PAR i glikopro- 
teinę GPIb (GPIb) w kompleksie (GPIb/IX/V), nato­
miast ADP rozpoznawany jest przez płytkę za po­
mocą trzech różnych receptorów: P2Y1? P2YAC i 
P2X[. Receptory P2Yi są odpowiedzialne za 
wywołanie sygnału aktywacji, receptory P2YAC są 
odpowiedzialne za utrwalenie agregacji i potęgowa­
nie sekrecji, natomiast receptory P2X! (jonotropo- 
we) uczestniczą w napływie jonów wapnia do płytki 
krwi. Dokładną budowę oraz ich udział w przekazy­
waniu sygnałów w płytkach krwi został omówiony 
przez O 1 a s i W a c h o w i c z [1, 2]. Nasilenie akty­
wacji płytek krwi zależy od rodzaju i stężenia 
działającego agonu. W czasie aktywacji płytek krwi 
zachodzą dwie podstawowe przemiany biochemicz­
ne: (1) hydroliza fosfatydyloinozytolu prowadząca 
do powstania dwóch wtórnych przekaźników infor­
macji: diacyloglicerolu (DAG) i inozytolotrisfosfo- 
ranu (Ins( 1,4,5)P3) oraz (2) przemiana arachidonianu 
i synteza eikozanoidów z wytworzeniem tromboksa- 
nu A2. Silne agony, jak trombina czy kolagen stymu­
lują hydrolizę fosfatydyloinozytolu poprzez od­
działywanie z receptorami sprzężonymi z białkami 
Gq, natomiast słabe mają tylko nieznaczny wpływ 
albo wcale nie indukują hydrolizy fosfatydyloinozy­
tolu. Po przyłączeniu aktywatora do specyficznego 
receptora obecnego na powierzchni płytek krwi do­
chodzi też do różnych zmian wewnątrz komórki, m. 
in. obserwuje się reorganizację cytoszkieletu, two­
rzenie filopodiów, ekspozycję receptora dla fibryno-

genu (integryna anbP3) oraz sekrecję związków zma­
gazynowanych w ziarnistościach płytkowych. Fibry- 
nogen łączy integryny anbp3 sąsiadujących ze sobą 
płytek, powstają ich agregaty, co daje początek two­
rzeniu pierwotnego czopu hemostatycznego. Dyna­
miczne przemiany w pobudzonej płytce i uruchomie­
nie molekularnych szlaków przekazywania sygnału 
obejmują nie tylko wnętrze płytki krwi, ale również i 
błonę komórkową, w której dochodzi do zmian płyn­
ności matrycy lipidowej, zmian na powierzchni 
błony wraz z uaktywnieniem licznych receptorów 
oraz do odsłonięcia fosfolipidów biorących udział w 
procesie krzepnięcia krwi [3-7]. W funkcjonowaniu 
płytek krwi ważną rolę wydają się pełnić błonowe 
tratwy lipidowe (ang. membrane lipid rafts) —  wy­
soko zorganizowane mikrodomeny błonowe zawie­
rające glicerolipidy i sfingolipidy oraz cholesterol.

II. Struktura i funkcje błony płytek krwi

Półpłynna błona płytkowa, podobnie jak błona in­
nych komórek, stanowi mozaikę swobodnie lateral- 
nie dyfundujących i rotujących białek i lipidów. 
Składniki błony podlegają stałemu przemieszczeniu, 
białka zderzają się ze sobą przypadkowo, a lipidy w 
dwuwarstwie podlegają przemieszczaniu typu 
Jlip-Jlop. Zarówno białka, jak i lipidy odgrywają 
istotną rolę w prawidłowym funkcjonowaniu płytki 
krwi, zapewniając kontakt z otoczeniem oraz umo­
żliwiając przekazywanie sygnałów do wnętrza ko­
mórki. Wiele lipidów może funkcjonować jako 
cząstki sygnałowe, np. diacyloglicerol powstający w 
błonie komórkowej może aktywować białkową kina- 
zę C (PKC). Lipidy są nie tylko istotnymi składnika­
mi błony płytkowej, ale także odpowiadają za biolo­
giczną aktywność płytki krwi. Zapewniają płynność 
błony płytkowej, aktywność koagulacyjną płytki 
oraz są źródłem aktywnych eikozanoidów. Stosunek 
lipidów do białek w całych ludzkich płytkach krwi 
wynosi 0,28 (w/w), natomiast w błonie jest znacznie 
wyższy - 0,58 (w/w). Fosfolipidy stanowią ok. 78% 
wszystkich lipidów płytkowych. W błonie ludzkich 
płytek krwi występują fosfolipidy nie tylko zawie­
rające glicerol jak: fosfatydylocholina (PC), fosfaty- 
dyloetanoloamina (PE), fosfatydyloseryna (PS) oraz 
fosfatydyloinozytol (Ptdlns), ale także sfingozynę 
jak: sfingomielina (SM). Procentową zawartość lipi­
dów w błonie płytkowej przedstawiono w Tabeli 1. 
Obojętne lipidy stanowią średnio 28% całkowitej za­
wartości lipidów błony płytkowej; ich głównym 
przedstawicielem jest cholesterol. Cholesterol jest 
nie tylko ważnym składnikiem błony płytkowej; jego 
obecność stwierdzono także w cytoszkielecie płytko­

POSTĘPY BIOCHEMII 50(2), 2004 145http://rcin.org.pl



Tabela. 1.

Dystrybucja fosfolipidów i glikolipidów płytkowych ([8], zmodyfikowano)

Płytkowe fosfolipidy Procentowy skład fosfolipidów w 

monowarstwie

Frakcje

całkowitej

zawartości

fosfolipidów

(%)

Płytkowe glikolipidy nmol/109 płytek 

krwi

I
zewnętrznej

błony

(%)

wewnętrznej

błony

(%)
Fosfatydylocholina (PC) 60 40 38 Ceramidy 3,48

Fosfatydyloetanoloamina

(PE)

20 80 27 Glukozaoceramid 0,022

Sfingomielina (SM) 90 10 17 Laktozoceramid 1,39

Fosfatydyloseryna (PS) 0 100 10 T riheksozoceramid 0,56

Fosfatydyloinozytol

(Ptdlns)

0 100 5 Globozyd 0,42

Gangliozyd II >0,03

wym. Jednak tylko megakariocyty, ale nie płytki 
krwi, są zdolne do jego syntezy [8].

Ważną grupę lipidów błony płytek stanowią gliko­
lipidy sfingozynowe zwane glikosfingolipidami albo 
cerebrozydami. Część polarną stanowią cząsteczki 
cukrów połączone z ceramidem wiązaniem O-gliko- 
zydowym. Wśród glikosfingolipidów wyróżnia się: 
obojętne - zawierające cząsteczki cukrów - oraz kwa­
śne - odznaczające się obecnością kwasu N-acety- 
loneuraminowego (sjalowego) lub kwasu siarkowe­
go. Kwaśne glikosfingolipidy z kwasem sjalowym 
nazywane są gangliozydami, natomiast z kwasem 
siarkowym sulfoglikosfingolipidami. Ilości poszcze­
gólnych glikolipidów płytkowych stanowiących 
mniej niż 4% całkowitej zawartości lipidów zapre­
zentowano w Tabeli 1. Glikolipidy spełniają ważne 
role w dojrzewaniu płytek krwi oraz w prawidłowym 
funkcjonowaniu krwinek płytkowych [8]. Synteza 
glikosfingolipidów odbywa się poprzez kolejne do­
dawanie do ceramidu reszt glikozylowych, czerpa­
nych z aktywnych nukleotydowych pochodnych cu­
krowych.

Płytki krwi, w odróżnieniu od leukocytów i ery­
trocytów. charakteryzują się intensywnym metaboli­
zmem lipidów, gdyż są zdolne do syntezy kwasów 
tłuszczowych i fosfolipidów de novo. Zwraca uwagę 
asymetryczne ułożenie lipidów w błonie płytkowej, 
co ma istotne znaczenie dla koagulacyjnej aktywno­
ści płytek krwi. Fosfatydylocholina i sfingomielina 
są obecne na powierzchni błony płytkowej, nato­
miast kwaśne fosfolipidy (m. in. PE, PS i Ptdlns) są 
zlokalizowane w części wewnętrznej błony (Tab. 1). 
Takie rozmieszczenie występuje również w erytrocy­
tach i innych komórkach [8], ale tylko błona komór­
kowa płytek krwi jest częścią powierzchni, na której

zachodzą poszczególne etapy kaskady krzepnięcia 
krwi uwieńczone wytwarzaniem trombiny. Warun­
kiem kolejnych faz aktywacji licznych proteaz sery- 
nowych biorących udział w krzepnięciu krwi jest 
tworzenie na błonie płytkowej tzw. powierzchni pro- 
koagulacyjnej z dużym udziałem wewnątrzbłono- 
wych aminofosfolipidów — PS i PE [9, 10]. Zaistnie­
nie takiej prokoagulacyjnej powierzchni rozpozna­
wanej np. przez kompleks protrombinazy, jest z jed ­
nej strony warunkiem krzepnięcia krwi, a z drugiej 
zaś —  nie byłoby możliwe bez aktywacji płytek krwi 
i postępującej symetryzacji rozmieszczenia fosfoli­
pidów dwuwarstwy lipidowej błony płytkowej. Pod­
czas aktywacji płytek krwi m. in. trombinączy kola­
genem następuje bardzo szybka redystrybucja nie­
których fosfolipidów, zwłaszcza przemieszczenie 
PS, która pojawiając się w monowarstwie zewnętrz­
nej błony nadaje jej własności prokoagulacyjne. Me­
chanizmy tych przemian nie są w pełni wyjaśnione. 
Istotne znaczenie przypisuje się mikrocząstkom 
(ang. microparticles) —  małym fragmentom o śred­
nicy < 0,5 pm pochodzącym z cytoplazmy płytek 
krwi podczas ich aktywacji. Mikrocząstki są otoczo­
nymi błoną pęcherzykami, a fosfolipidy mi- 
krocząstek mogą pochodzić z błony płytkowej i błon 
organelli płytkowych. Na powierzchni mikrocząstek 
określanych też mikropłytkami wykazano zagęsz­
czenie prokoagulacyjnych fosfolipidów oraz recep­
torów analogicznych do receptorów błony płytek. 
Uwalniany z ziarnistości płytkowych czynnik V jest 
wiązany na powierzchni aktywowanych płytek krwi i 
może stanowić receptor dla czynnika X (Ryc. 1) 
[11-22], Za reorganizację fosfolipidów w błonie 
płytkowej odpowiedzialne są trzy enzymy: (1) trans- 
lokaza aminofosfolipidowa, (2) flopaza i (3) skramb-
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protrombina i -^¡trom bina j.

(fibry na','

((fibrynogen)

czynhik krzepnięcia Xa
tosfatyoylocholin

a

tCa2*

flopaza skrambiaza

cytoplazam a płytek krwi

Ryc. 1. Aktywacji płytek krwi towarzyszy zwiększenie wewnątrzko­
mórkowego stężenia jonow Ca2!, co umożliwia aktywację flo- 
pazy — enzymu powodującego m. m. transport fosfatydylose- 
ryny do monowarstwy zewnętrznej błony płytkowej. W tych 
warunkach translokaza aminofosfolipidów jest także stymulo­
wana przez nadmiar substratu w monowarstwie zewnętrznej. 
Za redystrybucję fosfolipidów błony płytkowej odpowiedzial­
na jest ponadto skrambiaza, której aktywność zależy od stęże­
nia ATP i od zawartości mostków dwusiarczkowych białek 
błonowych płytki. Przemieszczenie fosfatydyloseryny do zew­
nętrznej monowarstwy błony warunkuje jej udział w prze­
kształcaniu protrombiny w trombinę, ponieważ fosfatydylose- 
ryna jest podstawowym składnikiem kompleksu protrombina- 
zy (czynnik Va i Xa). Około 25% czynnika V znajdującego się 
w krwioobiegu pochodzi z płytek krwi, gdzie znajduje się on w 
ziamistościach w połączeniu z białkiem multimeryną.

laza występująca w ilości lOMO4 kopii na płytkę 
[23, 24J.

III. Budowa błonowych tratw lipidowych

Błona płytkowa składa się z monomerów lub agre­
gatów białkowych zawieszonych w dwuwarstwie li­
pidowej, co powoduje, że ma trzy właściwości: asy- 
metryczność, dynamiczność i płynność. Błona ta 
podlega ciągłym zmianom. Zmiany wydają się bar­
dziej specyficzne i ulokowane w określonych miej­
scach niż przewidywał mozaikowy model błony. W 
błonie płytek krwi obecne są też liczne receptory 
błonowe umożliwiające dotarcie informacji niesio­
nej przez bardzo różne substancje (aktywatory i inhi­
bitory aktywacji płytek) do wnętrza płytki krwi. 
Wśród tych receptorów można wyróżnić: receptory 
stale występujące na powierzchni płytek krwi (za­
równo w stanie pobudzonym, jak i podstawowym ko­
mórki) i receptory pojawiające się w następstwie ak­
tywacji płytek krwi.

Pod koniec lat osiemdziesiątych stwierdzono, że 
w płytkowej błonie komórkowej mogą istnieć tratwy 
lipidowe, które prawdopodobnie uczestniczą w reor­
ganizacji receptorów błony płytkowej oraz mogą sta­
nowić podstawę dla procesów przekazywania sy­
gnału i aktywacji płytek [25, 26], Błonowe tratwy

mogą spełniać rolę tzw. platform sygnałowych [27], 
głównie dzięki istnieniu współdziałania pomiędzy 
receptorami obecnymi na powierzchni komórki, a 
białkami wewnątrzkomórkowymi [28], Tratwy lipi­
dowe są to mikrodomeny błon nierozpuszczalne w 
detergentach lub tworzące fragmenty błon. Są 
małymi strukturami czy domenami o średnicy 20-50 
nm (dla porównania, grubość całej błony komórko­
wej wynosi zazwyczaj średnio 7,5 nm). Mogą istnieć 
różnego typu tratwy, np. w błonie komórkowej oraz 
w błonach różnych struktur komórkowych, m. in. 
ziarnistości, aparatu Golgiego czy fagosomów [29, 
30]. Występowanie tratw stwierdzono m. in. w 
błonie neutrofilów [31], komórek nerwowych [32], 
komórek nabłonka [33] czy limfocytów [34], W tra­
twach są obecne nie tylko lipidy, ale również różne­
go rodzaju białka: kinazy białkowe, fosfatazy 
białkowe, heterotrimeryczne białka G, “małe” białka 
G oraz inne, jeszcze nie zidentyfikowane [35-37], 
Tratwy nie tylko mogą uczestniczyć w przekazywa­
niu sygnałów, ale mogą też brać udział w proteolizie 
zewnątrzkomórkowych lub błonowych białek [32].

W błonie ludzkich płytek krwi wysoki poziom 
sfingomieliny sprzyja powstawaniu struktur błono­
wych tratw. W tratwach błon płytkowych wykryto li­
pidy odgrywające rolę wtórnych przekaźników sy­
gnałów oraz białka pełniące wielorakie funkcje (Ta­
bela 2). Identyfikacja białek w tratwach błon płytko­
wych była możliwa m. in. dzięki zastosowaniu elek­
troforezy dwukierunkowej, za pomocą której udało 
się zidentyfikować w tych strukturach od 16 do 82 
różnych białek płytkowych [36]. Za markera tratw li­
pidowych błon uważa się gangliozyd GMi rozpozna­
wany przez toksynę cholery [38].

Od dawna było wiadomo, że lipidy obecne w 
błonie płytek uczestniczą w aktywacji tych komórek. 
Wykazanie obecności tratw lipidowych po­
wstających podczas aktywacji płytek krwi wskazuje, 
że te struktury są ważne dla istotnych funkcji płytek. 
Przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego w płyt­
kach krwi aktywowanych trombiną, zaobserwowano 
wysoką fluorescencję w lipidowych tratwach błon 
zaangażowanych w tworzenie agregatów płytko­
wych. Może to sugerować istotną rolę tratw w akty­
wacji płytek krwi. G o u s s e t i wsp. [39] wykazali, 
że w czasie aktywacji płytek krwi niską temperaturą 
(poniżej 18°C) dochodzi do tworzenia agregatów 
płytkowych i w miejscach kontaktu płytek krwi 
obecne są tratwy błonowe (Ryc. 2), ale obecność 
tratw w agregatach płytkowych zależy od stężenia 
cholesterolu w błonach. Szczególnie wysoki poziom 
cholesterolu był obserwowany w filopodiach. 
Stwierdzono także, że powstawanie fosfatydyloino-

POSTĘPY BIOCHEMII 50(2), 2004 147http://rcin.org.pl



Tabela 2.

Lipidowe wtórne przekaźniki oraz białka obecne w błonowych tratwach płytek krwi

Białka obecne w tratwach błonowych Lipidowe wtórne przekaźniki obecne w 

tratwach błonowych

Białka sygnałowe: Ptdlns(4,5)P2
GPIIb/llla (anbp3) Ptdlns(3,4)P2
GPIb Ptdlns(3,4,5)P3
GPVI PtdOH
FcyRIIa
LAT
p85a
PLCy2
SLP-76
pp60src
kinaza Lyn
kinaza Fyn
CD36
podjednostka cu i a Q białek G
Inne białka:
białko CD9
transpoter glukozy GLUT-3
flotylina 1 i 2
stomatyna
albumina
P-tromboglobulina
zasadowe białko płytek
płytkowy czynnik 4
łańcuch a-fibrynogenu
osteonektyna
trombospondyna
czynnik krzepnięcia V
białko S
multimeryna
tymozyna p4
SPARC

zytolo(3,4,5)trisfosforanu (Ptdlns(3,4,5)P3) ma 
miejsce w tratwach lipidowych błon. W tworzeniu 
błonowych tratw w płytkach uczestniczą glikoprote- 
inowe receptory, m. in. GPVI (jeden z receptorów 
kolagenu), jak i kompleks GPVI-FcyRIIa. Fosforyla­
cja receptora FcyRIIa jest kontrolowana przez li- 
gand, który warunkuje formowanie błonowych tratw
[40],

IV. Aktywacja płytek krwi przez kolagen z 
udziałem GPVI; rola błonowych tratw li­
pidowych

W błonie płytek krwi występuje kilka białek 
pełniących rolę receptora dla kolagenu. Najlepiej po­
znanymi pod względem budowy i funkcji są dwa re­
ceptory: mtegryna a 2pi i glikoproteina VI (GPVI). 
Glikoproteina GPVI pełni funkcje receptora kolage­
nu niezbędnego do prawidłowej aktywacji płytek 
krwi. W błonie tworzy kompleks z łańcuchem Fcy, 
co stanowi podstawę dla przekazywania informacji 
[41-44], Cechą charakterystyczną aktywacji płytek 
krwi kolagenem przebiegającej z udziałem GPVI jest 
udział wielu białkowych kinaz tyrozynowych fosfo­

ry luj ących reszty tyrozynowe białkowych substra­
tów w sposób niezależny od cyklazy adenylanowej i 
białkowej kinazy C. Mechanizm przekazywania sy­
gnału do płytek z udziałem GPVI jest bardzo zbli­
żony do mechanizmu wykorzystującego receptory 
antygenowe limfocytów (ang. B- and T-cell antigen

wczesne fazy aktywacji płytek krwi

Ryc. 2. Powstawanie tratw lipidowych w błonie płytek krwi stymulo­
wanych fizjologicznymi agonistami (trombina, kolagen) lub 
niską temperaturą (<18°C). Podczas aktywacji płytek krwi ko­
lagenem ilość GPVI w błonowych tratwach lipidowych znacz­
nie wzrasta. Obserwuje się ponadto fosforylacja reszt tyrozy­
nowych w łańcuchu receptora Fc. Dalsze objaśnienia w tekś­
cie.
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receptor; BCR, TCR) [45]. Dokładna budowa GPVI 
oraz jej rola w przekazywaniu informacji w płytkach 
krwi została opisana przez K r a 1 i s z [45], Jak wyka­
zano, w czasie aktywacji płytek krwi kolagenem z 
udziałem receptora GPVI, ważną rolę spełniają 
błonowe tratwy lipidowe [46-48].

Płytki krwi są komórkami bardzo opornymi na 
liżę. Dopiero obładowane glicerolem łatwo ulegają 
lizie, co pozwala wyizolować ich błony komórkowe, 
a następnie użycie różnych detergentów umożliwia 
wyizolowanie błonowych tratw lipidowych. Po raz 
pierwszy B o e s z e - B a t t a g l i a  i wsp. [46] zaob­
serwowali przemieszczanie się cholesterolu w błonie 
płytkowej w czasie aktywacji płytek krwi kolage­
nem, natomiast W a t s o n  i wsp. [47] opisali także, 
ze dochodzi wówczas do biochemicznych zmian w 
błonie płytkowej. L o c k e i wsp. [48] wykazali nato­
miast, że GPVI nie jest obecna w tratwach wyizolo­
wanych z niepobudzonych płytek krwi, natomiast 
pojawia się w tratwach otrzymanych z płytek akty­
wowanych. Doświadczenia te wykonano z Trito- 
nem-X-100 w niskim stężeniu. Używając Brij 58 
jako detergentu do izolowania tratw błon, W o n e -  
r o w i wsp. [49] stwierdzili znaczną ilość GPVI w 
błonowych tratwach wyizolowanych z płytek krwi w 
stanie spoczynkowym, natomiast nie obserwowali 
zmian w czasie aktywacji płytek krwi. Wyniki te ra­
czej wskazują na powolną interakcję GPVI z tratwa­
mi błon. Za stabilizację interakcji GPVI z tratwami 
odpowiedzialny jest łańcuch y receptora Fc [48], ale 
molekularne podstawy tego procesu nie są dostatecz­
nie poznane. Ufosforylowany łańcuch y receptora Fc 
jest obecny w tratwach błon, chociaż proces fosfory­
lacji nie jest konieczny dla interakcji GPVI z mikro- 
domenami. Błonowe domeny łańcucha y receptora 
Fc mogą spełniać istotną rolę w oligomeryzacji re­
ceptora GPVI, a reszty argininowe w błonowej do­
menie GPVT mogą formować mostki z błonowymi 
domenami łańcucha y receptora Fc (dokładnie z resz­
tami Asp). Nie wiadomo jeszcze, czy łańcuch Fcy 
spełnia rolę tarczy dla GPVI w mikrodomenach czy 
spełnia rolę cząstki przekaźnikowej. Można przy­
puszczać, że fosforylacja łańcucha Fcy jest ważnym 
procesem w budowaniu tratw błon, gdzie inne białka 
takie jak np. łącznik aktywacji limfocytów T (LAT; 
ang. linker fo r  activation o f  T cells) koordynują ten 
proces [38]. Fosforylacja łańcucha y receptora Fc 
przy udziale kinazy Lyn może zachodzić specyficz­
nie w błonowych tratwach lipidowych, ponieważ 
stwierdzono większe stężenie Lyn w tych mikrodo­
menach [50].

V. Rola błonowych tratw lipidowych w aktywacji 
płytek krwi z udziałem receptora FcyRIIa

Przyłączenie kolagenu do receptora płytkowego 
GPVI powoduje m. in. fosforylację tyrozyn w łańcu­
chu y receptora Fc, który tworzy stabilny kompleks z 
GPVI. W kompleksie tym GPVI spełnia rolę recepto­
ra dla kolagenu, natomiast łańcuch y receptora Fc jest 
przekaźnikiem sygnału do wnętrza płytki krwi [51, 
52]. B o d i n i wsp. [38] badając rolę błonowych 
tratw lipidowych w organizacji i integracji sygnałów 
zależnych od receptora FcyRIIa zaobserwowali, że 
kinaza Lyn oraz białko LAT są fosforylowane głów­
nie na resztach tyrozynowych, a w czasie aktywacji 
płytek krwi dochodzi też do wytwarzania 
PtdIns(3,4,5)P3, zależnego i potęgowanego aktywa­
cją przez uwolniony ADP, który przyłączając się na­
stępnie do receptora P2Y 12 współdziała z fosfolipazą 
PLCy2 [53]. W ludzkich płytkach krwi aktywowa­
nych przy udziale receptora FcyRIIa, podobnie jak 
przy udziale GPVI, zachodzi fosforylacja tyrozyny 
w cząsteczce fosfolipazy PLCy2. Fosforylacja me 
jest konieczna do aktywacji tego enzymu, natomiast 
wczesna synteza produktów działania PI-3K —  
PtdIns(3,4,5)P3 jest niezbędnym etapem jego akty­
wacji [53]. PtdIns(3,4,5)P3 może przede wszystkim 
wchodzić w interakcję z domeną PH i/lub domeną 
SH2 fosfolipazy PLCy2 i uczestniczyć w przemiesz­
czeniu i odpowiedniej lokalizacji tej fosfolipazy w 
komórce [53]. W ludzkich płytkach krwi powstawa­
nie kwasu fosfatydowego (PtdOH) przez fosforyla­
cję DAG jest dobrym wskaźnikiem aktywacji enzy­
mu PLC. Stwierdzono, że w płytkach krwi aktywo­
wanych przez receptor FcyRIIa, w błonowych tra­
twach jest obecny PtdOH, a jego wytwarzanie ha­
mują inhibitory PI-3K lub antagony receptora P2Y ,2 
dla ADP. Tratwy błon powstałe przy udziale recepto­
ra FcyRIIa mogą być destabilizowane przez obniże­
nie ilości cholesterolu. Obniżenie może być 
wywołane metylo-[3-cyklodekstryną (MpCD), np. 
MpCD w dawce 5 mM po 5 minutach działania ob­
niżała ilość cholesterolu o ok. 45% w całych płyt­
kach krwi. Kiedy ilość cholesterolu spadała o ok. 
40%, obserwowano słabą sekrecję, natomiast nie ob­
serwowano zaburzeń w zmianie kształtu płytki i 
agregacji w odpowiedzi na działanie trombiny w stę­
żeniu powyżej 0,5 j/ml [38], Takie kontrolowane ob­
niżenie poziomu cholesterolu ma wpływ na dystry­
bucję błonowych tratw płytkowych oraz interakcję 
receptora FcyRIIa z tratwami bez istotnej fosforyla­
cji tyrozyny w białkach, ale jednak produkcja Pt- 
dIns(3,4,5)P3 i aktywacja PLCy2 jest silnie hamowa­
na w całych płytkach. Hamowanie to jest odwracal­
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ne, jeżeli poziom cholesterolu powróci do normy. 
Wyniki te wskazują na ważną rolę lipidowego wtór­
nego przekaźnika - PtdIns(3,4,5)P3 w prawidłowym 
funkcjonowaniu PLCy^ oraz kluczowych białek w 
przekazywaniu sygnału poprzez błonowe tratwy lipi­
dowe [38].

Fosforylacja reszt tyrozynowych wywołana po 
przyłączeniu ligandu do receptora FcyRITa była tyl­
ko słabo wrażliwa na obniżenie poziomu cholestero­
lu, natomiast w aktywacji płytek krwi kolagenem, 
fosforylacja reszt tyrozynowych była wysoce wrażli­
wa, co może sugerować, że istnieją dwie różne funk­
cje błonowych tratw w aktywacji płytek krwi z 
udziałem receptora FcyRIIa i GPVT [38].

VI. Przekazywanie sygnałów z udziałem receptorów  
sprzężonych z białkami G w błonowych tra­
twach lipidowych

Trombina — silny aktywator płytek krwi - akty­
wuje płytki krwi za pomocą receptorów typu PAR, 
które należą do receptorów serpentynowych sprzę­
żonych z wysokocząsteczkowymi białkami Ci. Na 
ludzkich płytkach krwi stwierdzono obecność recep­
torów PAR-1 i PAR-4. Receptor PAR-1 jest wrażliwy 
na działanie niskich dawek trombiny, natomiast 
PAR-4 tylko na wysokie jej dawki [54-57]. Stymula­
cja płytek krwi trombiną indukuje powstawanie 
tratw, co jest skorelowane z szybkim łączeniem się 
podjednostki a heterotrimerycznych białek Gq czy G¡ 
z tratwami i produkcją lipidowych wtórnych przeka­
źników w tratwach. Przy obniżeniu poziomu chole­
sterolu przez M(3CD dochodzi do sekrecji i agregacji 
płytek krwi stymulowanych trombiną w dawce po­
niżej 0,3 j/ml [38] jakkolwiek przy wysokich daw­
kach trombiny obserwowano, że obniżenie poziomu 
cholesterolu o ok. 40-50% nie ma wpływu na tworze­
nie agregatów płytkowych. Wyniki te są zgodne z 
założeniem, że błonowe tratwy są niezbędne w me­
chanizmie aktywacji płytek z udziałem receptora o 
wysokim powinowactwie do trombiny (PAR-1) [38].

VII. Przekazywanie sygnałów z udziałem  
przemiany fosfatydyloinozytolu w błono­
wych tratwach płytek krwi

Fosfatydyloinozytol jest fosfolipidem stano­
wiącym zaledwie ok. 5% całkowitej zawartości fos­
folipidów błon komórkowych, ale jest on wysoce ak­
tywną metabolicznie cząsteczką, która odgrywa 
ważną rolę w mechanizmach regulacji komórkowej. 
Szczególną rolę Ptdlns spełnia w płytkach krwi [58], 
W płytkach krwi Ptdlns jest zarazem szybko syntety­

zowany, jak i rozkładany zarówno w błonie komór­
kowej, jak i w błonach różnych struktur komórko­
wych. Może on wchodzić w interakcję z różnymi 
białkami, np. z domenami podobnymi do plekstryny, 
domenami FYVE czy Phox (PX). W komórkach 
jądrzastych, podobnie jak w płytkach krwi, domeny 
błonowe bogate w cholesterol czy sfingolipidy są 
obecne w miejscach, gdzie zachodzi intensywny me­
tabolizm Ptdlns oraz dochodzi do produkcji DAG i 
Ins(l,4,5)P3. W tratwach błon fosfatydyloinozytol 
występuje w niewielkiej ilości, ale dostatecznie du­
żej aby spełniać rolę cząstki sygnałowej w tych 
strukturach [58, 59]. Sugeruje się również, że białka 
włączone w dynamiczną organizację aktyny, m. in. 
białka należące do VASP, są niezbędne do wiązania 
Ptdlns w błonowych tratwach lipidowych. Nie tylko 
Ptdlns(4,5)P2 spełnia ważną rolę w tratwach płytek. 
Istotną rolę spełnia także bardziej ufosforylowana 
forma - Ptdłns(3,4,5)P3 , powstający w tratwach ak­
tywowanych płytek krwi. Odgrywa on też ważną 
funkcję w stabilizowaniu PLCy2 czy innych enzy­
mów zawierających domenę PH, takich jak kinaza 
tyrozynowa Bruton (ang. Bruton tyrosine kinase) czy 
kinaza Tek [60]. Obecność PtdIns(3,4,5)P3 w błono­
wych tratwach lipidowych może wyjaśniać główny 
mechanizm aktywacji hematopetycznych komórek i 
rolę tego wtórnego przekaźnika w limfocytach.

VIII. Zmiany stężenia cholesterolu w błonie 
płytek krwi w stanach patologicznych

Zawartość cholesterolu w błonie płytkowej i ak­
tywność biologiczna płytek krwi są ze sobą ściśle 
skorelowane. Synteza cholesterolu de novo zachodzi 
w megakariocytach, a nie w płytkach krwi. Płytki 
krwi nie mają zdolności wychwytywania i transpor­
towania cholesterolu drogą cndocytozy i nie gro­
madzą go. Istnieje mechanizm odnowy cholesterolu 
przez jego wymianę, co nie wywołuje istotnych 
zmian w poziomie cholesterolu w płytkach krwi [8]. 
Badania nad wpływem ilości cholesterolu w błonie 
na reaktywność płytek krwi budzą wiele kontrower­
sji. Wysoką korelację zaobserwowano pomiędzy 
wzrostem stężenia cholesterolu czy wzrostem sto­
sunku cholesterol/fosfolipidy w błonie, a wzrostem 
reaktywności płytek w warunkach in vitro. Na 
przykład płytki krwi pacjentów z hipercholesterole- 
mią typu Ha miały wyższe stężenie cholesterolu w 
błonie płytkowej [61] i wyższą reaktywność z kola­
genem czy ADP [59], Płytki krwi w obecności lipo- 
somów bogatych w cholesterol wykazywały podob­
ne właściwości biologiczne; płytki były wysoce re­
aktywne, a proces ten był hamowany przez prosta-
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glandynę E| [59]. I n s e l  i wsp. [62] zaobserwowali, 
że jeżeli stosunek cholesterol/fosfolipidy w błonie 
był niższy niż 0,51 stwierdzono obniżoną reaktyw­
ność płytek na epinefrynę czy ADP. Wyniki te mogą 
wskazywać, że poszczególne lipidy mogą spełniać 
istotną rolę we wczesnej fazie aktywacji płytek krwi. 
Sugeruje się także, ze zmiany w stężeniu cholestero­
lu przypuszczalnie mogą wstępnie modyfikować or­
ganizację tratw błonowych, ale także mogą mieć 
wpływ na płynność błony płytkowej. Takie modyfi­
kacje mogą być także odpowiedzialne za wzrost czę­
stości występowania zakrzepów u pacjentów z hiper- 
cholesterolemią. Możliwe jest ponadto, że leki ob­
niżające poziom cholesterolu głównie hamują funk­
cje płytek krwi i nie wyklucza się, że ich działanie 
związane jest z powstawaniem błonowych tratw 
[38].

IX. Podsumowanie

Błonowe tratwy lipidowe są obecnymi w błonie 
płytkowej wysoce dynamicznymi strukturami, 
uczestniczącymi w przekazywania sygnału w płyt­
kach. Podobnie jak w przypadku aktywacji komórek 
T [63], błonowe tratwy lipidowe obecne w płytkach 
krwi są zależne od receptorów zawierających motyw 
ITAM. Dokładna rola tych struktur w płytkach krwi 
wymaga jeszcze dalszych badań. Rozwój metod izo­
lowania tratw w fizjologicznej temperaturze z uży­
ciem detergentu jakim jest Brij 98 może być bardzo 
pomocny w badaniu natywnej struktury tratw oraz w 
identyfikacji białek i poznaniu ich roli w tych mikro- 
domenach. Obecnie wiadomo, że kompleks GPI- 
b-IX-V (palmitylowana podjednostka GPIX i 
GPIbß) jest obecny w błonowych tratwach płytko­
wych, ale tylko w kilku kopiach na płytkach w stanie 
niepobudzonym (ok. 8% GPIb-IX-V znajduje się w 
błonowych tratwach płytek) [64, 65]. Stymulacja 
płytek krwi powoduje jednak, że liczba kopii kom­
pleksu GPIb-IX-V wzrasta wielokrotnie ( 3 - 6  krot­
nie) i w obecności czynnika von Willebranda liczba 
GPIb-IX-V w błonowych tratwach wzrasta do ok. 
26% [66], Wykazano, że w tratwach glikoproteina 
GPIb jest połączona z receptorem FCyRIIa, ale za­
stosowanie przeciwciał przeciwko FCyRIIa znosi 
taką asocjację. Jeżeli natomiast obniżony zostanie 
poziom cholesterolu w błonach, obserwuje się 
zmniejszanie się wiązania czynnika von Willebranda 
z kompleksem GPIb-IX-V. Obniżenie poziomu cho­
lesterolu w błonie komórkowej również chroni przed 
wiązaniem czynnika IX z błonowymi tratwami płyt­
kowymi [65], Błonowe tratwy płytkowe odgrywają 
istotną rolę w funkcji hemostatycznej płytek. Recep­

torem osoczowego czynnika XI jest także kompleks 
GPIb/IX/V na płytce, a szczególnie GPIb obecny w 
tratwach błon [38]. Chociaż aktywacja kinazy Syk 
czy fosforylacja tyrozyny w PLCy2 z udziałem inte- 
gryny anbP3 nie zależy od tratw, może się to okazać 
ważne w badaniu roli tych mikrodomen w późnej fa­
zie aktywacji płytek, np. przy tworzeniu już agrega­
tów płytkowych. Nie można też wykluczyć, że nie­
które białka obecne w błonowych tratwach płytko­
wych mogą brać udział w aktywacji fosfolipazy Cy2, 
ponieważ proces taki obserwowany jest np. w ko­
mórkach śródbłonka [67]. Interakcja elementów cy- 
toszkieletu (głównie aktyny) z lipidowymi tratwami 
błon opisana w limfocytach oraz erytrocytach 
[68-71], może także istnieć w płytkach krwi.

Pomimo ogromnego postępu badań w budowie i 
roli błonowych tratw płytkowych nadal istnieje wie­
le zagadnień jeszcze nie wyjaśnionych. Funkcja 
błonowych tratw w przekazywaniu sygnałów w płyt­
kach krwi jest także bardzo słabo poznana i stanowi 
olbrzymie pole dalszych badań. Wyjaśnienie mecha­
nizmów powstawania błonowych tratw lipidowych 
w płytkach krwi wydaje się bardzo ważne dla pozna­
nia aktywacji płytek krwi oraz dla zrozumienia wielu 
zjawisk patologicznych związanych z nadmierną ak­
tywacją tych komórek, co pozwoli na wprowadzenie 
właściwej terapii.
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Transport białek między cytoplazmą a jądrem 
komórkowym: rola białka Ran 

Nucleocytoplasmic transport of proteins: the role of Ran 
protein
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W ykaz stosowanych skrótów: CRT —  kalrelikulina; GR —  re­
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kleoproteiny jądrow e; MAPK —  kinaza białkow a aktywowana 
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gnał lokalizacji jądrowej; NPC —  kom pleks poru jądrow ego; 
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guanozyny; RanGTP — białko Ran zw iązane z tri fosforanem 
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I. Wstęp

Transport jądrowy białek w komórkach eukario­
tycznych, tzn. selektywny jedno lub dwukierunkowy 
transport między cytoplazmą a jądrem komórko­
wym, jest integralną częścią wielu procesów, takich 
jak ekspresja genu, przekazywanie sygnału, cykl ko­
mórkowy, proliferacja i różnicowanie komórek.

Dr hab., Instytut Im munologii i Terapii D oświadczalnej im. Lu­
dwika Hirszfelda PAN, Zakład Im m unochem ii, ul. Rudolfa We­
igla 12, 53-114 Wrocław, tel. 337 11 72 wew. 379 
e-mail: m ikulska@ im m uno.iitd.pan.wroc.pl

Dokładne poznanie mechanizmu selektywnego 
transportu białek między cytoplazmą a jądrem ko­
mórkowym i jego regulacji jest podstawą, aby zrozu­
mieć i ewentualnie móc korygować patologiczne 
funkcje komórek, jak również wpływać na regulację 
ekspresji genów.

Większość makrocząsteczek przenoszonych z cy- 
toplazmy do jądra stanowią białka (białka uczest­
niczące w transkrypcji, replikacji, białka niezbędne 
w procesie splicingu, różne enzymy i białka regula­
torowe), podczas gdy transport z jądra dotyczy 
przede wszystkim RNA (mRNA, tRNA, rRNA, sn- 
RNA) [1], Ponadto, wiele białek przemieszcza się 
między cytoplazmą i jądrem tam i z powrotem [2, 3]. 
Selektywny transport białek między cytoplazmą a 
jądrem komórkowym dotyczy cząsteczek o masie 
powyżej 40 kDa. Mniejsze cząsteczki a także jony 
mogą dyfundować między cytoplazmą a jądrem ko­
mórkowym zgodnie z gradientem stężeń [4]. Głów­
nymi składnikami selektywnego transportu białek 
między cytoplazmą a jądrem komórkowym są (I) re­
ceptory transportu; (Ił) nukleoporyny (białka porów 
jądrowych); (III) białko Ran i białka wiążące białko
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Ran. W selektywnym transporcie białek między cy- 
toplazmą a jądrem komórkowym można wyróżnić 
trzy główne fazy: (I) rozpoznanie i wiązanie białek z 
receptorami transportu; (II) połączenie utworzonego 
kompleksu transportu z porem jądrowym i jego 
translokacja przez centralny kanał poru jądrowego; 
(III) dysocjacja kompleksu transportu, której efek­
tem jest uwolnienie transportowanej makrocząstecz­
ki z kompleksu transportu [5].

Niniejszy artykuł stanowi próbę podsumowania 
obecnego stanu wiedzy na temat selektywnego trans­
portu białek z cytoplazmy do jądra komórkowego 
(import) i z jądra do cytoplazmy (eksport) z uwzględ­
nieniem roli białka Ran w tym procesie.

II. Kompleks poru jądrowego (NPC)

11-1. Struktura NPC w komórkach kręgowców

Obecne w otoczce jądrowej pory są miejscem 
translokacji białek, stanowią także podłoże struktu­
ralne kontroli tego procesu [6], Por jądrowy w ko­
mórkach kręgowców jest dużą skomplikowaną 
strukturą o masie 125 MDa, zwaną kompleksem poru 
jądrowego (NPC). Nukleoporyny —  białka kom­
pleksu poru jądrowego —  formują trzy pierścienie: 
cytoplazmatyczny, środkowy i jądrowy (Ryc. 1). 
Pierścień cytoplazmatyczny i jądrowy połączone są 
ze sobą strukturami przypominającymi szczebelki 
tworząc tzw. kompleks szczebelków, którego częścią 
jest pierścień środkowy; otacza on kanał centralny 
poru jądrowego. Kanał centralny może zawierać „za- 
tyczkę” w kształcie klepsydry (zwaną też transporte-

Rvc. 1. Model pora jądrowego w komórkach kręgowców, według [7]. 
CR — pierścień cytoplazmatyczny; 1SR — pierścień środko­
wy, NR — pierścień jądrowy; T — zatyczka

Ryc. 2. Model pora jądrowego w komórkach kręgowców: lokalizacja 
nukleoporyn, według [11]. c — eytoplazma; n — jądro; p62 —  
kompleks: Nup62-Nup-58-Nup54-Nup45

rem), którego dokładna budowa i funkcja nie są po­
znane. Z pierścienia cytoplazmatycznego i jądrowe­
go wystaje 8 włókienek białkowych. Od strony 
światła jądra zbiegają się one tworząc strukturę ko­
sza [7-9].

II-2. Nukleoporyny kręgowców

Około 20 nukleoporyn kręgowców zostało sklo­
nowanych i zlokalizowanych w obrębie poru jądro­
wego [10], Ryc. 2 przedstawia lokalizację niektórych 
nukleoporyn kręgowców [11]. Lokalizacja nukle­
oporyn i ich konformacja zmieniają się podczas 
transportu jądrowego. Współczesne badania wyka­
zały przemieszczanie się nukleoporyn: Nup214, 
Nup98, Nupl53 [12-14], Charakterystyczną cechą 
nukleoporyn jest obecność w ich strukturze powta­
rzających się motywów zawierających fenyloalaninę 
i glicynę, takich jak: FXFG, GLFG lub FG (gdzie F 
—  fenyloalanina, G —  glicyna, L — leucyna, X — 
dowolny aminokwas), przedzielonych sekwencjami 
o różnej i zmiennej długości, bogatymi w reszty hy- 
drofilowe. Te motywy, nazwane ogólnie motywami 
FG, są miejscami wiążącymi receptory transportu 
[15-18]. W wielu nukleoporynach stwierdzono do­
meny superhelisy, motywy zamka leucynowego i 
palca cynkowego, które odpowiedzialne są za inte­
rakcję białko-białko. Szczególnie bogate w motywy 
palca cynkowego są: Nup 153 i Nup 358 [19-21], Po­
nadto wiele nukleoporyn jest modyfikowanych przez 
przyłączenie N-acetyloglukozaminy do hydroksylo­
wych grup reszt serynowych [19, 22], Stwierdzono, 
że białka kompleksu p62 (Nup62-Nup58-Nup54- 
Nup45) mogą być fosforylowane in vitro przez
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białkową kinazę A i kinazę syntazy glikogenu [22, 
23]. Funkcjonalne znaczenie tych modyfikacji nie 
jest wyjaśnione [22, 23]. Nukleoporyny zaanga­
żowane są w translokację kompleksu transportu (re­
ceptor transportu + białko transportowane) przez 
kanał centralny poru jądrowego. W ostatnich latach 
uzyskano informacje wskazujące na to, że Nup 153 
zlokalizowana w pierścieniu kosza może uczestni­
czyć w połączeniu kompleksu eksportu z porem 
jądrowym [24] oraz, podobnie jak nukleoporyna 
Nup98 [25] również obecna w koszu, może brać 
udział w końcowej fazie transportu białek z cytopla- 
zmy do jądra komórkowego, tzn. w uwolnieniu z 
kompleksu transportu importowanych białek [26]. 
Nup 358, główna nukleoporyna włókienek cytopla- 
zmatycznych, oraz Nup 214 współuczestniczą w 
uwolnieniu z kompleksu eksportu przenoszonych z 
jądra komórkowego makrocząsteczek [9, 27].
Nup 358 ze względu na zdolność do oddziaływania z 
białkiem Ran zwana jest białkiem RanBP2. Pomimo 
tego, ze nukleopryna Nup358 jest sama białkiem 
wiążącym Ran, zawiera miejsce wiążące inne białka 
współdziałające z GTPazą Ran, a mianowicie białka 
RanBPl i białka RanGAP [27]. Ponadto stwierdzo­
no, że Nup 358 wykazuje aktywność ligazy 
SUMOE3 [28] odpowiedzialnej za modyfikację 
białek sentryną (białko SUMO-1, podobne do ubi- 
kwityny) oraz, że proteaza SUMO (SENP2) od­
działuje z motywami FG nukleoporyny Nup 153 [29]. 
Obserwacje te sugerują, że białka transportowane 
lub receptory transportu mogą być modyfikowane 
białkiem SUM O-1 przez Nup358/RanBP2. Ta mody­
fikacja może być istotna w mechanizmie translokacji 
kompleksów transportu przez kanał centralny poru

Tabela 1.

jądrowego i tym samym wpływać na regulację sele- 
tywnego transportu białek między cytopiazmą a 
jądrem komórkowym. A zatem nukleoporyny są nie 
tylko odpowiedzialne za translokację kompleksu 
transportu, ale mogą bezpośrednio uczestniczyć w 
innych fazach selektywnego transportu białek mię­
dzy cytopiazmą a jądrem komórkowym oraz w jego 
regulacji.

III. Sygnały transportu jądrowego

Białka selektywnie transportowane przez kom­
pleks poru jądrowego zawierają w swojej strukturze 
sekwencję sygnałową, która określa kierunek trans­
portu (Tabela 1). Białka transportowane z cytopla- 
zmy do jądra komórkowego mają sekwencję sy­
gnałową o nazwie sygnał lokalizacji jądrowej — 
NLS (ang. nuclecir localization signal). Zidentyfiko­
wano dwa typy klasycznych sygnałów NLS, które 
charakteryzuje wysoka zawartość aminokwasów o 
ładunku dodatnim, szczególnie lizyny. Typ 1 jest 
krótką (nie więcej niż 8-10 aminokwasów) sekwen­
cją, typ II składa się z dwóch fragmentów bogatych w 
reszty zasadowe, rozdzielonych regionem zbudowa­
nym z 10 aminokwasów. Typ I klasycznej sekwencji 
NLS zidentyfikowano po raz pierwszy w antygenie T 
wirusa SV40, [30], a typ II w nukleoplazminie [31]. 
Obecnie wiadomo, że większość białek zawiera kla­
syczne sygnały lokalizacji jądrowej [32]. Sygnałem 
kierującym małe rybonukleoproteiny jądrowe (U 
snRNP) do jądra jest reszta trimetyloguanozyny 
[m3G (TMG), struktura zwana kapem] na 5 ’ końcu U 
snRNA oraz sygnał związany z białkami Sm [33]. 
Sygnał lokalizacji jądrowej białek rybosomowych

Sygnały transportu jądrowego

Sygnał Sekwencja Białko

klasyczny NLS, typ i PKKKRKV SV40

klasyczny NLS, typ II VKRxi0KKKKLD nukleoplazmina

NLS m3G, białka Sm U snRNP

NLS KIRTSPTFRRPKTLRLLRR-
OPKYRRKSAPRRNK

białka rybosomowe

M9 NLS/NES NOSSNFGPMKGGNFGGRSSG-
PYGGGGQYFAKPRNQGGY

hnRNP A1, A2, F

KNS NLS/NES YDRRGRPGDRYDGMVGFSADET
-WDSAIDTWSPSEWDMAY

hnRNPK

NES LXXXLXXLXL PKI, kBa, MAPK
K lizyna; G — glicyna; L — leucyna; R — arginina; X — dowolny aminokwas
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stanowi 32-aminokwasowa sekwencja zawierająca 
10 reszt argininy [34]. Sygnały transportu jądrowe­
go, o aktywności importu i eksportu, zidentyfikowa­
no w białkach kompleksów hnRNP. Jest to 39-ami- 
nokwasowa sekwencja zwana M9, bogata w glicynę, 
obecna w białkach A i,  A2, F kompleksów hnRNP i 
sekwencja KNS, w białku hnRNP K [35-37].

Białka transportowane z jądra do cytoplazmy 
mają sekwencję sygnałową o nazwie sygnał jądrowe­
go eksportu — NES (ang. nuclear export signal). 
NES po raz pierwszy opisano w inhibitorze kinazy 
białkowej zależnej od cAMP [38]. Była to 10-ami- 
nokwasowa sekwencja zawierająca 4 reszty leucyny. 
Większość poznanych sygnałów jądrowego eksportu 
białek to krótkie sekwencje (8-11 reszt) bogate w le- 
ucynę [36, 39, 40].

IV. Wpływ fosforylacji na transport jądrowy

Aktywność sygnałów jądrowego importu i eks­
portu może być modulowana przez fosforylację lub 
defosforylację samych białek selektywnie transpor­
towanych przez kompleks poru jądrowego, jak i 
cząsteczek, z którymi białka transportowane od­
działują [41, 42], Na przykład: białka NF-kB są 
połączone w cytoplazmie z inhibitorowymi cząstecz­
kami IkB, które maskują sygnał lokalizacji jądrowej 
tej rodziny czynników transkrypcyjnych, uniemożli­
wiając im interakcję z maszynerią importu do jądra 
komórkowego. Fosforylacja inhibitorowych podjed- 
nostek IkB przez wielopodjednostkową kinazę IkB, 
zainicjowana np. przez stymulację komórek cytoki- 
nami, bakteryjnym LPS, prowadzi do ubikwitynacji, 
a następnie degradacji przez proteasom cząsteczek 
IkB, a w rezultacie do oddysocjowania od NF-kB. 
Uaktywnione w ten sposób formy NF-kB są trans­
portowane do jądra komórkowego, gdzie aktywują 
różne geny, np. kodujące cytokiny, białka ostrej fazy, 
czynniki wzrostu, cząsteczki adhezji komórkowej, 
receptory cytokin oraz transkrypcję genów łańcucha 
lekkiego immunoglobulin [43-45],

Czynniki transkrypcyjne rodziny NFAT w cyto­
plazmie komórek niepobudzonych są ufosforylowa- 
ne. Ufosforylowane są reszty seryny blisko sygnału 
lokalizacji jądrowej; zapobiega to importowi czynni­
ków NFAT do jądra. Wzrost stężenia jonów wapnia 
w komórce prowadzi do defosforylacji czynników 
NFAT przez kalcyneurynę, fosfatazę serynowo-tre- 
oninową zależną od kalmoduliny i wapnia. Defosfo- 
rylacja odsłania zamaskowany przez fosforylację 
NLS, co prowadzi do szybkiego importu czynników 
NFAT do jądra, gdzie odgrywają istotną rolę w regu­
lacji ekspresji genów kodujących cytokiny: głównie

IL-2, ale także IL-3, 4, GM-CSF, TNFa, IFN-y. Na­
tomiast fosforylacja czynników NFAT w jądrze, 
przez białkową kinazę A lub kinazę syntazy glikoge­
nu (GSK-3), inicjuje ich transport do cytoplazmy 
[46-48],

Modulacja aktywności sekwencji sygnałowych 
(NLS, NES) przez fosforylację lub defosforylację 
jest formą regulacji transportu białek między cyto- 
plazmą a jądrem komórkowym.

V. Receptory transportu jądrowego białek

V-I. Rodzina karioferyn

Sygnały transportu jądrowego białek są rozpozna­
wane przez receptory transportu bezpośrednio lub 
pośrednio, z udziałem cząsteczek adaptorowych, z 
którymi receptory tworzą heterodimery. Większość 
receptorów transportu jądrowego należy do rodziny 
białek zwanych karioferynami. Funkcjonalnie recep­
tory rodziny karioferyn podzielone są na dwie pod­
grupy: importyny —  uczestniczące w transporcie 
białek z cytoplazmy do jądra komórkowego i ekspor- 
tyny — biorące udział w eksporcie białek z jądra ko­
mórkowego do cytoplazmy. Karioferyny charaktery­
zują się wysoką masą cząsteczkową (90-150 kDa), 
kwaśnym punktem izoelektrycznym (4,0-5,0), zdol­
nością do oddziaływań z motywami FG nukleopo- 
ryn, białkami zawierającymi sygnały transportu 
jądrowego, białkami adaptorowymi, białkiem 
RanGTP oraz zdolnością do recyklizacji [49, 50]. Na 
Ryc. 3 przedstawiono strukturę receptorów rodziny 
karioferyn (na przykładzie importyny-[3). Białka te 
zbudowane są z powtarzających się tandemowo 
15-19 jednostek zwanych motywami HEAT. Każdy 
motyw zawiera 35-45 reszt aminokwasowych i 
składa się z dwóch rejonów a-helikalnych oznaczo­
nych jako helisy A i B, połączonych krótką pętlą. 
Cała cząsteczka białka jest zwinięta tworząc struktu­
rę superhelisy tak, że helisy A są zlokalizowane na 
zewnętrznej powierzchni białka, a helisy B na wew­
nętrznej powierzchni. Miejsca wiążące sekwencje 
FG nukleoporyn stwierdzono na powierzchni helis A 
motywów HEAT (powierzchnia zewnętrzna białka). 
Natomiast na powierzchni wewnętrznej karioferyn, 
w kierunku N-końca, są zlokalizowane miejsca 
wiążące RanGTP, a w kierunku C-końca miejsca 
wiążące transportowane białka i białka adaptorowe 
[49, 51].

Tabela 2A, B przedstawia przykłady ludzkich re­
ceptorów selektywnego transportu białek między cy- 
toplazmą a jądrem. Importyna (3 jest głównym recep­
torem importu. Przez bezpośrednią interakcję z im-
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Ryc. 3. Struktura importyny-P, na podstawie [49,51]. A i B — a-helisy 
motywu HEAT, przedstawione w formie walców; IBB — do­
mena importyny a odpowiedzialna za wiązanie z importyną p

portyną (3 jest importowana do jądra cyklina (31, 
białko zaangażowane w kontrolę fazy M cyklu ko­
mórkowego [52], W imporcie białek zawierających 
klasyczne sygnały lokalizacji jądrowej bierze udział 
heterodimer: importyną p/a (Kappi/Kapa). W od­
działywaniu importyny a  i P uczestniczy C-końcowy 
fragment cząsteczki importyny P i N-końcowy rejon 
importyny a zwany domeną wiążącą importynę P 
(IBB). Importyną a reaguje poprzez swój rejon zwa­
ny ARM bezpośrednio z sekwencjąNLS transporto­
wanych białek, podczas gdy KapP 1 wiąże się z moty­
wami FG nukleoporyn, co prowadzi do umiejscowie­
nia kompleksu białko-receptor w porze jądrowym 
[49, 53]. Snurportyna 1 jest adaptorowym białkiem 
dla importyny P do importu małych rybonukleopro- 
tein jądrowych, odgrywających kluczową rolę w pro­
cesie dojrzewania mRNA. Reszta trimetyloguanozy- 
ny (m3G) na 5’ końcu U snRNA, jest rozpoznawana 
przez snurportynę [54]. Heterodimer importyną 
p/importyna 7 jest receptorem importu dla histonów 
H 1 [55]. Importyny 5 i 7 bezpośrednio wiążą i impor­
tują białka rybosomowe [34]. Transportyna 1 
(KapP2) rozpoznaje 39-aminokwasową sekwencję 
bogatą w glicynę określanąjako M9 białek A 1, A2, F 
kompleksów hnRNP uczestniczących w reakcjach 
dojrzewania mRNA [56]. Transportyna SR importu­
je białka SR; są to białka zaangażowane głównie w 
splicingu prekursorowego mRNA. Niektóre białka 
SR odgrywają istotną rolę w alternatywnym splicin­

gu (w modulowaniu wyboru miejsca splicingowego) 
[57],

Eksportyna 1 (Crml) jest receptorem eksportu z 
jądra komórkowego białek zawierających klasyczne 
sygnały NES bogate w leucynę. Crml eksportuje 
również snurportynę, białko bez klasycznej sekwen­
cji NES [58, 59], natomiast eksportyna 2 (CAS1) 
uczestniczy w transporcie importyny a, której sygnał 
jądrowego eksportu jest nieznany [60].

V-2. Inne receptory

Zidentyfikowano również receptory transportu 
jądrowego białek nie należące do rodziny karioferyn 
(Tabela 2B). Wykazano, że kalretikulina (CRT) jest 
receptorem eksportu dla inhibitora białkowej kinazy 
A i dla glikokortykosteroidowego receptora jądrowe­
go. Receptor jądrowy CRT rozpoznaje bogatą w le­
ucynę sekwencję sygnałową (NES) inhibitora kinazy 
białkowej A. Domena receptora glikokortykostero­
idowego (GR) wiążąca DNA, funkcjonuje również 
jako sygnał eksportu dla GR [61].

Białko NTF2, konserwatywny homodimer pod- 
jednostek o masie 14 kDa, obecny w cytosolu, jest re­
ceptorem importu białka Ran — formy związanej z 
difosforanem guanozyny [62, 63].

VI. Białko Ran

VI-1.Struktura białka Ran

Istotną rolę w regulacji oddziaływań między re­
ceptorami transportu a białkami transportowanymi 
odgrywa białko Ran [27, 64].

Białko Ran o masie cząsteczkowej 25 kDa, należy 
do rodziny małych białek G, wiążących GTR Jest 
białkiem monomerycznym, zbudowanym z domeny 
zwanej G, składającej się z sześciu (3-pasm otoczo­
nych pięcioma a-helisami połączonymi pętlami 
(Ryc. 4). Cechą charakterystyczną struktury domeny 
G białka Ran, w odróżnieniu od innych małych 
białek G, jest długi C- koniec domeny G, zawierający 
motyw DEDDDL (gdzie D — kwas asparaginowy, E 
—  kwas glutaminowy, L — leucyna), który zmienia 
swoją konformację po interakcji z białkami 
wiążącymi Ran. Sekwencja DEDDDL jest niezbędna 
w oddziaływaniach białka Ran z białkami wiążącymi 
białko Ran i z receptorami transportu [65, 66].

VI-2.C ykl RanGTP/GDP

Białko Ran występuje w dwóch formach konfor- 
macyjnych w zależności od tego, z jakim nukleoty-
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Tabela 2

Ludzkie receptory transportu jądrowego białek
A. Rodzina karioferyn

Nazwa receptora Białka

Import

importyna-p (Kappi, p97) cyklina B1

importyna p/a (Kappi-Kapa; ImpP-impa) białka z klasycznymi NLS

importyna p/snurportyna 1 (Kappi-SPN 1) snRNPs U1, U2, U4, U5

importyna p/importyna 7 (Impp/lmp7) histony H1

transportyna 1 (Kapp2; Impp2) hnRNP A1, A2

importyna 5 (Kapp3; RanBP5) białka rybosomowe

importyna 7 (RanBP7) białka rybosomowe

transportyna SR1 (TRN-SR1) białka SR

Eksport

eksportyna 1 (Crm1; Expo1) białka z sekwencją NES-bogatą w 
leucynę, snurportyna

eksportyna 2 (CAS) importyna a (Kapa)

W nawiasach podane są alternatywne nazwy receptorów

B. Inne receptory

Nazwa receptora Białka

kalretikulina 

białko NTF2

eksport PKI, GR 

import RanGDP

dem guaninowym: GTP (trifosforan guanozyny) czy 
GDP (difosforan guanozyny) jest związane. Zamiana 
formy RanGDP na RanGTP zachodzi w jądrze z 
udziałem czynnika wymiany nukleotydowej Ran- 
GEF (RCCI) i białka RanBP3 zwiększającego katali­
tyczną aktywność RanGEF (Ryc. 5). Powstała forma 
RanGTP opuszcza jądro. W cytoplazmie, aktywność 
GTPazowa białka Ran jest wyzwolona po interakcji 
RanGTP z białkiem RanGAP (stymulującym hydro­
lizę GTP do GDP przez Ran) i z białkami współpra­
cującymi z RanGAP, takimi jak: RanBPl/BP2. Na­
stępnie powstała forma białka Ran związana z difos- 
foranem guanozyny (białko RanGDP) jest transpor­
towana do jądra z udziałem receptora transportu —  
NTF2. Konformacja RanGTP jest przywrócona po­
nownie w jądrze przez oddysocjowanie GDP, po 
czym następuje związanie nowej cząsteczki GTP do 
białka Ran i cykl powtarza się [63, 67].

VI-3. Rola białka Ran w transporcie jądrowym

Fakt, że białka RanGAP i RanBPl/RanBP2, 
mające wpływ na aktywność GTPazową białka Ran, 
obecne są w cytoplazmie, a czynnik wymiany nukle­
otydowej RanGEF i białko RanBP3 w jądrze, spra­
wia, że forma RanGTP przeważa w jądrze, a 
RanGDP w cytoplazmie [27, 64, 68, 69]. To asyme­
tryczne rozmieszczenie RanGTP jest podstawą jego 
roli w regulacji oddziaływań receptorów transportu z 
białkami transportowanymi. Gradient RanGTP kon­
troluje kierunkowość transportu jądrowego [70],

Receptory importu oddziałują z białkami trans­
portowanymi tylko w nieobecności RanGTP, to jest 
w cytoplazmie (Ryc. 6). Po wejściu kompleksu im­
portu do jądra RanGTP wiąże się do receptora impor­
tu i indukuje uwolnienie białka z kompleksu trans­
portującego. Prawdopodobnie kompleks recep­
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Ran-

transportowane przemieszcza się przez por jądrowy 
do cytoplazmy (Ryc. 6). W cytoplazmie kompleks 
ten zostaje rozbity w wyniku interakcji RanGTP z 
białkiem RanGAP i białkami RanBPl/RanBP2 [27, 
67, 71].

Zatem w transporcie białek z cytoplazmy do jądra 
komórkowego RanGTP jest niezbędny w końcowej 
fazie importu —  do uwolnienia białek transportowa­
nych od receptorów transportu. Natomiast w ekspor­
cie białek z jądra komórkowego do formowania 
kompleksu transportu i w końcowej fazie eksportu 
—  do uwolnienia z kompleksu przenoszonych z jądra 
makrocząsteczek.

VII. Mechanizm translokacji przez NPC

Ryc. 4. Model struktury przestrzennej białka Ran związanego z difos- 
foranem guanozyny, według [66].

tor-RanGTP przemieszcza się do cytoplazmy, gdzie 
rozpada się w wyniku hydrolizy GTP do GDP przez 
białko Ran, z udziałem białek RanGAP, Ran- 
BPl/RanBP2. Uwolniony receptor powraca do cyto­
plazmy.

Natomiast receptor eksportu może formować 
kompleks z białkiem transportowanym tylko w obec­
ności RanGTP. Bezpośrednie wiązanie RanGTP z re­
ceptorem stabilizuje połączenie receptora z białkiem 
transportowanym. Powstały w jądrze trójskładniko­
wy kompleks: RanGTP-receptor eksportu-białko

Ryc. 5. Cykl RanGTP/GDP, według [67]. Białka regulujące rozmiesz­
czenie RanGTP/RanGDP w komórce: RanGAP - stymuluje ak­
tywność GTPazową białka Ran w kooperacji z białkami Ran- 
BP1/BP2; RanGEF (RCC1) — katalizuje uwolnienie GTP 
związanego z białkiem Ran i wiązanie GTP do Ran.

Mechanizm oddziaływań między receptorem 
transportu a nukleoporynami podczas przemieszcza­
nia się kompleksu transportu przez por jądrowy jest 
słabo poznany. Na podstawie obserwacji stopniowe­
go wzrostu powinowactwa importyny a do nukle- 
oporyn: kolejno od Nup358 (włókienka cytoplazma- 
tyczne), poprzez p62 (centralny kanał), do Nup 153 
(pierścień kosza), opracowano model translokacji 
zwany „gradientem powinowactwa” [72]. Według 
tego modelu przemieszczanie się kompleksu trans­
portu przez por jądrowy zachodzi dzięki gradientowi 
powinowactwa receptora transportu do różnych nu- 
kleoporyn kompleksu poru jądrowego (Ryc. 7A). 
R i b b e c k  i G ó r l i c h  [73] na podstawie kinetycz­
nej analizy transportu jądrowego opracowali model 
tzw. „selektywnej fazy” (Ryc. 7B). Model ten suge­
ruje, że nukleoporyny centralnego kanału jądrowego 
oddziałują wzajemnie poprzez swoje hydrofobowe 
motywy FG, formując giętką siatkę (tzw. fazę hydro­
fobową). Receptory transportu mogą przejściowo re­
agować z motywami FG fazy hydrofobowej dzięki 
swoim miejscom wiążącym sekwencje FG nukleopo- 
ryn i w ten sposób rozrywać siatkę i przemieszczać 
się wraz z tranportowanym białkiem przez kompleks

IMPORT

O

RanGTP vW
1=

Cyłoplazma

receptor

Q>,

O  RanGDP

EKSPORT

cargo ( 

receptor
’O ' RanGTP

receptor Pjb O
0  RanGDP

cargo

Ryc. 6. Rola białka Ran w transporcie jądrowym, według [71]: cargo - 
białko transportowane, import — transport białek z cytopla­
zmy do jądra komórkowego, eksport — transport białek z jądra 
do cytoplazmy.
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cyto

B

nucl

Ryc. 7. Modele translokacji kompleksu transportu przez pory jądrowe: A 
[74], cyto — cytoplazma; nuci — nukleoplazma

poru jądrowego. Makrocząsteczka, która nie jest 
związana z receptorem, jest zbyt hydrofilowa aby 
przenikać hydrofobową siatkę centralnego kanału.

VIII. Uwagi końcowe

W ciągu ostatnich lat uczyniono istotny postęp w 
poznaniu specyficznych receptorów jądrowego 
transportu białek. Sklonowano i zlokalizowano w 
obrębie poru około 20 nukleoporyn kręgowców. 
Uzyskano informacje o aktywnym uczestnictwie nie­
których z nich w transporcie jądrowym. Na uwagę 
zasługuje poznanie roli białka Ran w tranporcie 
białek między cytoplazmą a jądrem komórkowym.

Obecnie badania rozwijają się głównie w kierun­
ku poznania molekularnego mechanizmu transloka­
cji białek przez kompleks poru jądrowego i regulacji 
transportu białek między cytoplazmą a jądrem ko­
mórkowym. Analiza strukturalna nukleoporyn i re­
ceptorów transportu rozpoczęta badaniami krystalo­
graficznymi, oraz zastosowanie techniki FRET (ang: 
fłu o re sc e n c e  reso n a n ce  energy  tra n sfe r)  do badań in 
vivo  oddziały wań receptorów transportu z nukleopo- 
rynami są pomocne w dalszych badaniach zmie­
rzających do wyjaśnienia mechanizmu i sposobu re­
gulacji transportu białek między cytoplazmą a 
jądrem komórkowym. Dokładne poznanie tych pro­
cesów umożliwi, między innymi, ingerowanie w 
kontrolę ekspresji genów, w proliferację oraz różni­
cowanie komórek.
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Preseniliny i ich funkcja w patogenezie choroby 
Alzheimera 

The presenilins and Alzheimer disease
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W ykaz stosowanych skrótów: Ap —  białko amyloidu beta 
(ang. amyloid fi peptide ); P-APP —  białko prekursorow e amylo- 
idu beta (ang. f -  am yloid precursor protein); AID- C końcowy 
fragment białka P-APP (ang. P -A P P  in tracellu lar domain); 
A LID! — fragment w ew nątrzkom órkow y pierwszego białka 
podobnego do białka prekursorow ego am yloidu beta (ang. amy­
lo id  precursor-like protein in trace llu lar domain l ) ;  ALI D l —  
fragm ent w ewnątrzkom órkow y drugiego białka podobnego do 
białka prekursorow ego amyioidu beta (ang. am yloid precur­
sor-like protein in tracellu lar domain l) ;  A P H -ł —  białko 
APH-1 (ang. anterior-pharynx defective- 1); APLP1 —  białko 
podobne do białka prekursorow ego am yloidu beta (ang. amyloid  
precursor-like protein !); APLP2 —  białko podobne do białka 
prekursorow ego am yioidu beta (ang. amyloid precursor-like  
protein 2); B4-CTF —  w ew nątrzkom órkow y fragm ent białka 
ErbB4 (ang. C -term inal fragm ent o f  Erb  B 4); BPI —  białko BP i 
(ang. A P P -b indingpro te in -1); CTF —  peptyd C-końcowy pre­
seniliny (ang. N -term inal fragm ent); ErbB4 —  białko produkt 
protoonkogenu hom ologicznego wobec w irusowego onkogenu 
ptasiej erytroblastozy (ang. avian erythroblastic leukemia v ira l 
oncogene homolog 4); FAD —  rodzinna postać choroby A lzhe­
im era (ang. fa m ilia l Alzheim er disease); JNK- kinaza N-końca 
białka produktu protoonkogenu c-jun (ang. c-jun am ino-term i- 
nal kinase); LRP —  białka zw iązane z receptorem  LDL (ang. 
L D L  receptor-related proteins); GSK-3 —  kinaza syntazy gliko­
genu 3 beta (ang glycogen synthase kinase 3); NICD —  
w ew nątrzkom órkow a dom ena białka Notch (ang. Notch in tra ­
ce llu lar dom ain); NTF —  peptyd N -końcowy preseniliny (ang. 
N -term inalfragm ent); PAT! — białko PAT1 (ang. protein that 
interacts with A P P  tail); PEN-2 —  białko PEN-2 (ang. preseni-
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lin enhancer 2); PS-1 — presenilina pierwsza (ang. presenilin 1); 
PS-2 —  presenilina druga (ang. presenilin 2); PSH- białka o du­
żej hom ologii z presenilinam i (ang. presenilin hom ologuespro­
teins); ShcA —  białko ShcA (ang. SH2-dom ain-containg trans­
form ing protein I) ,  TIP60 —  białko T1P60 o aktyw ności acety- 
lotransferazy histonów  (ang. TAT-interactiveprotein , 60 kD a); 

W nt- białko W nt (ang. wingless)

I. Wstęp

Otępienia stanowią ważny problem współczesnej 
medycyny. Jedną z częstszych przyczyn otępienia 
przedstarczego i starczego jest choroba Alzheimera. 
Badania nad tą chorobąprowadzone w licznych labo­
ratoriach na świecie koncentrują się na białkach za­
angażowanych w patogenezę zmian neuropatolo- 
gicznych. Zmiany te odpowiedzialne są za rozwój 
choroby Alzheimera i wtórnie za zanik mózgu z na­
stępczym upośledzeniem funkcji poznawczych. 
Wśród białek związanych z patogenezą choroby 
szczególne zainteresowanie budzą preseniliny, po­
nieważ mutacje w genach kodujących te białka są 
jedną z przyczyn dziedzicznie uwarunkowanej po­
staci choroby Alzheimera o wczesnym początku 
(FAD, ang. fam ilia l Alzheimer disease). Preseniliny 
wchodzą w skład kompleksu enzymatycznego y-s- 
ekretazy o ważnym znaczeniu w powstawaniu 
złogów amyloidu beta (A(3, ang. amyloid ¡3 peptide). 
Powstawanie tych złogów uważane jest za kluczowy 
proces w rozwoju choroby Alzheimera.
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II. Organizacja genów kodujących presenili­
ny

Preseniliny (PS) należą do ważnych białek zaan­
gażowanych w procesy degradacji proteolitycznej 
białka prekursorowego amyloidu i w proces odkłada­
nia złogów A[3 [ 1 ]. Istnieją dwie formy PS: presenili- 
na pierwsza PS-1 i presenilina druga PS-2 [1]. Gen 
kodujący białko PS-1 zlokalizowany jest w chromo­
somie 14 (14q24.3) [1]. Gen kodujący PS-2 zlokali­
zowano na chromosomie 1 (1 q42.2) poprzez porów­
nywanie homologii sekwencji z genem kodującym 
PS-1 [2,3]. Zarówno gen kodujący PS-1, jak i PS-2 
złozony jest z 10 eksonów składanych alternatywnie 
w zależności od tkanki i narządu [4-7]. Ekspresja 
różnych izoform białek PS (na skutek alternatywne­
go składania) prowadzi do zróżnicowanej regulacji 
procesu degradacji proteolitycznej białka prekurso­
rowego amyloidu beta ((3-APP, ang. ¡3- am yloidpre- 
cursor protein) [4,7], Przykładowo, nieprawidłowa 
transkrypcja PS-2 z pominięciem egzonu 5 wywołuje 
zwiększone wytwarzanie A(3 [8,9]. Z kolei powstanie 
izoformy bez fragmentu kodowanego przez ekson 3 i 
4 lub 8 nie wpływa na zwiększenie wytwarzania A{3 
[8,9].

Dane pochodzące z Banku Genów sugerują, że 
białka zbudowane podobnie jak preseniliny są stare 
ewolucyjnie i stosunkowo konserwatywne [10-15]. 
Świadczy to pośrednio o ważnej roli fizjologicznej 
tych białek w komórce. Geny homologiczne w sto­
sunku do genów kodujących PS znaleziono u wszyst­
kich badanych dotychczas organizmów eukariotycz­
nych w tym u roślin wyższych, mięczaków, owadów, 
ryb, ptaków i ssaków [10-15], Wykryto również 
białka powszechnie występujące u organizmów eu­
kariotycznych tzw. białka PSH (ang. presenilin ho- 
mologues) o dużej homologii sekwencji z białkami 
PS [ 16,17]. Białka PHS pełnią prawdopodbnie funk­
cję błonowych peptydaz odcinających peptydy sy­
gnalne od preprobiałek. Homologia budowy pomię­
dzy białkami PHS a PS dotyczy zwłaszcza 
wewnątrzbłonowych i przybłonowych sekwencji 
aminokwasów bogatych w reszty kwasu asparaginia- 
nowego [16,17], Sekwencje te prawdopodobnie od­
powiedzialne są za aktywność biologiczną omawia­
nych białek, w tym za tworzenie proteolitycznego 
kompleksu nazywanego y-sekretazą [16,17]. Białka 
PHS znaleziono u wszystkich badanych organizmów 
eukariotycznych w tym grzybów i roślin, oraz w gru­
pie organizmów prokariotycznych, Archea [16,17], 
W genomie ludzkim znaleziono pięć genów ko­
dujących białka PHS [16,17]. Sugeruje się, że PS, jak 
i białka PHS reprezentują jedną nadrodzinę po­

wszechnie występujących białek prawdopodobnie o 
aktywności proteolitycznej [16,17].

III. Budowa presenilin

Ludzkie PSI i PS2 zbudowane są odpowiednio z 
467 i 448 aminokwasów [18]. Homologia pomiędzy 
tymi białkami wynosi ok. 67 % [19]. Masa cząstecz­
kowa PS wynosi około 50 kDa [18,19]. Preseniliny 
są białkami błonowymi a ich końce N i C zlokalizo­
wane są w obrębie cytoplazmy [18]. Liczba domen 
wewnątrzbłonowych waha się od 6 do 10 (w zależno­
ści od izoformy) [ 18-20]. Model budowy PS 1 z 8 do­
menami przezbłonowymi omawia piśmiennictwo 
[20,21], Mutacje związane z chorobą Alzheimera 
grupują się w obrębie domen wewnątrzbłonowych, 
które są konserwatywne ewolucyjnie [20], w obrębie 
N- końca cząsteczki białka oraz w długiej wewnątrz- 
cytoplazmatycznej pętli [20]. Pętla ta zlokalizowana 
jest pomiędzy 6 i 7 domeną wewnątrzbłonową [20].

Białko PS ulega modyfikacji posttranslacyjnej 
[21], W obrębie wspomnianej powyżej długiej pętli 
znajduje się domena o aktywności endoproteolitycz- 
nej, która przecina łańcuch białkowy blisko miejsca 
autokatalitycznego dzieląc na dwa polipeptydy [21 ]. 
Z białka prekursorowego powstaje peptyd N-końco- 
wy NTF(ang. N-term inałfragm ent) o masie 35 kDa i 
peptyd C-końcowy o masie 18-20 kDa CTF (ang. 
C-term inalfragm ent) [21]. Odcięte fragmenty pozo­
stają połączone ze sobą w stosunku stechiometrycz- 
nym 1:1, oba są też niezbędne do aktywności biolo­
gicznej PS [21]. Przecięcie następuje pomiędzy 
Thr291 a Met292 w łańcuchu PS-1 i pomiędzy 
Ala297 i Met298 w łańcuchu PS-2 [22]. Regulacja 
modyfikacji posttranslacyjnej białek PS nie jest 
dokładnie poznana. Wiadomo, że oprócz endoprote- 
az również inne proteazy odgrywają ważną rolę w 
procesie przecinania łańcucha aminokwasowego obu 
form PS. Proteazy te zaangażowane są w apoptozę i 
należą do grupy kaspazy 3 [21,23]. W procesie trans­
portu łańcuchów białkowych PS z retikulum endo- 
plazmatycznego do miejsca występowania w komór­
ce istotną funkcję pełnią takie białka, jak nikastryna, 
białko APH-1 (ang. anterior pharynx defective) i 
białko PEN-2 (ang. presenilin enhancer 2) [21,23], 
Białka te równocześnie regulują proces proteolizy 
łańcucha PS [21,23].

Przecinanie na dwa polipeptydy wykryto u 
wszystkich badanych PS pochodzących z różnych 
organizmów [21,25]. Uważa się, że proces ten jest 
stary ewolucyjnie i odgrywa ważną rolę w regulacji 
aktywności biologicznej omawianych białek 
[24,25]. Niektóre mutacje związane z chorobą
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Alzheimera np. delecja egzonu 9 w genie kodującym 
PS-1 hamuje endoproteolizę czyli przecięcie białka 
preseniliny na NTF i CTF Większość mutacji 
związanych z chorobą Alzheimera nie ma jednak 
związku z modyfikacją posttranslacyjną presenilin i 
powstawaniem NTF i CTF [24,25]. Problem ten nie 
jest jednak rozstrzygnięty jednoznacznie, bowiem 
ukazują się zarówno prace sugerujące związek po­
między zahamowaniem endoproteolizy PS a zmniej­
szeniem wytwarzania złogów białkowych w mózgo­
wiu [26], jak i prace wskazujące na brak takiego 
związku [27]. Zagadnienie to dokładnie omówił w 
pracy przeglądowej Thinakaran [28].

IV. Lokalizacja narządowa presenilin

Ludzkie preseniliny PS-1 i PS-2 wykazują zróżni­
cowaną ekspresję w różnych tkankach. PS-1 wystę­
puje w ośrodkowym układzie nerwowym i we 
wszystkich tkankach obwodowych [29]. PS-2 wyka­
zuje stosunkowo niską ekspresję w mózgowiu z 
wyjątkiem corpus callosum  [29]. Nasiloną ekspresję 
PS-2 stwierdza się w niektórych narządach w tym: w 
trzustce, sercu i mięśniach szkieletowych [29,30]. 
Liczba znalezionych mutacji związanych z otępie­
niem w obrębie genu kodującego PS-ł jest znacznie 
większa w porównaniu z liczbą mutacji w genie dla 
PS-2 [30]. Mniejsza odkryta liczba mutacji w genie 
kodującym PS-2 tłumaczy się stosunkowo niską eks­
presją PS-2 w mózgowiu w porównaniu z ekspresją 
PS-1 [30],

V. Rola presenilin w tworzeniu kompleksu 
gamma-sekretazy

Podstawowym znaczeniem biologicznym PS jest 
udział w tworzeniu kompleksu enzymatycznego 
y-sekretazy [20,28]. y-Sekretaza jest wielopodjed- 
nostkowym kompleksem enzymatycznym o charak­
terze błonowej peptydazy aspartylowej (E.C. 
3.4.23.X) [31]. Budzi ona szczególne zainteresowa­
nie, gdyż jest jednym z kilku kompleksów enzyma­
tycznych biorących udział w proteolitycznym cięciu 
białka prekursorowego amyloidu beta (P-APP) i w 
patogenezie choroby Alzheimera [28].

Cięcie p-APP odbywa się dwiema drogami: szla­
kiem nieamyloidogennym i szlakiem amyloidogen- 
nym [32-34]. Na szlaku nieamyloidogennym 
łańcuch P-APP przecinany jest najpierw przez enzym 
a-sekretazę tworząc rozpuszczalny peptyd powstały 
od strony N-końca P-AP, peptyd P-APPsa (ang. (3-a- 
myloid precursor protein secreted/soluble alpha) i 
drugi zakotwiczony w błonie, C83 [32-36]. Peptyd

zakotwiczony w błonie jest następnie rozcinany 
przez y-sekretazę do dwóch peptydów nieamyloido- 
gennych [32-34]. Na szlaku amyloidogennym P-APP 
rozcinany jest najpierw przez P-sekretazę tworząc, 
od strony N-końca, peptyd P-APPs (ang. (i- amyloid  
precursor protein secreted/soluble beta) i drugi pep­
tyd zakotwiczony w błonie, C 100 [32-36]. Z peptydu 
tego y-sekretaza odcina peptyd Ap zbudowany z 40 
lub 42 aminokwasów [32-36]. AP jest białkiem od­
powiedzialnym za tworzenie typowych dla choroby 
Alzheimera zmian neuropatologicznych czyli bla­
szek starczych [32-36].

Fizjologiczna rola białka P-APP i produktów jego 
proteolitycznej degradacji nie jest znana. Uważa się, 
że ważne znaczenie ma C końcowy fragment białka 
P-APP nazwany białkiem AID (ang. (3-APP intracel- 
lular domain) uwalniany podczas ostatniego etapu 
proteolizy katalizowanego przez kompleks y-sekre­
tazy [38,39]. AID łączy się z jądrowym białkiem 
Fe65 i/lub acetylotransferazą histonów czyli 
białkiem TIP60 (ang. TAT-interactive protein , 60 
kDa) [38-42]. Kompleks Fe65 z białkiem AID regu­
luje ekspresję wielu genów poprzez czynnik tran- 
skrypcyjny CP2/LSF/LBP [38-42]. Acetylotransfe- 
raza histonów hamuje biologiczną aktywność białek 
substratów kinaz tyrozynowych poprzez wiązanie 
reszt fosfotyrozynowych i poprzez ich acetylację 
[38-42]. Zauważono homologię pomiędzy białkiem 
Fe65 a integrazami retrowirusów [38], Udowodnio­
no, że geny pozostające pod kontrolą czynników 
transkrypcyjnych zależnych od AID biorą również 
udział w wewnątrzkomórkowch mechanizmach 
przekazywania sygnałów zależnych od fosfatydylo- 
inizytolu i wapnia [42,43]. Komórki pozbawione P- 
APP lub narażone na obecność syntetycznych inhibi­
torów sekretaz charakteryzują się zaburzonym meta­
bolizmem wapnia wewnątrzkomórkowego [42], AID 
ułatwia podatność komórki nerwowej na apoptozę, 
przez co może być czynnikiem ryzyka zaniku komó­
rek nerwowych typowego dla choroby Alzheimera 
[38-42]. P-APP i AID odgrywają również ważną rolę 
w transporcie aksonalnym zależnym od białka kine- 
zyny [43-45]. AIP oddziaływuje również z innymi 
białkami takimi, jak BPI (ang. APP-binding prote­
in-1), ShcA (ang. SH2-domain-containg transfor- 
ming protein /), PAT1 (ang. protein that interacts 
with APP taił) i białko JNK (ang. c-jun amino-termi- 
nal kinase) [43-45].

Być może, AID odgrywa ważniejszą rolę w pato­
genezie otępienia i zaburzeń funkcji poznawczych, 
niż powstawanie złogów złożonych z Ap [40]. Do­
tychczas tym złogom przypisywano kluczowe zna­
czenie w patogenezie choroby [40], choć niektórzy
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sądzili od dawna, że tworzenie blaszek amyloido- 
wych może być epifenomenem o wspólnym podłożu 
patogenetycznym z zanikiem neuronów i z upośle­
dzeniem transmisji cholinergicznej w mózgowiu. 
Białkom zaangażowanym w patogenezę choroby 
Alzheimera poświęcono osobny artykuł na łamach 
Postępów Biochemii [46].

Substratami dla kompleksu enzymatyczego 
y-sekretazy są również dwa białka, tj. APLP1 (ang. 
amyloid precursor-like protein l ) i APLP2 (ang. 
amyloidprecursor-like protein 2) [47-49]. Białka te 
mają bardzo podobną strukturę do (3-APP, nie zawie­
rają one jednak w środku łańcucha domeny odpowia­
dającej białku Ap [47,50]. Należą do tej samej nadro­
dziny konserwatywnych ewolucyjnie białek co 
P-APP [47,50]. Pod wpływem kompleksu y-sekret- 
azy białka APLP rozpadają się z uwolnieniem do cy­
toplazmy C-końcowych fragmentów nazwanych od­
powiednio ALID1 (ang. amyloid precursor-like pro­
tein intracellular domain 1) i ALID2 (ang. amyloid  
precursor-like protein intracellular domain l)  
[47,51]. Białka ALID wykazują podobne właściwo­
ści do białka AID łącząc się z białkiem Fe65 [47,51 ]. 
Prawdopodobnie, białka ALID regulują transkrypcję 
genów w podobny sposób jak białko AID [51]. Rodzi 
się pytanie, czy białka APLP odgrywająjakąś rolę w 
patogenezie choroby Alzheimera, mimo że nie posia­
dają w swojej strukturze fragmentu homologicznego 
w stosunku do Ap [52]?

Trzecią grupą substratów kompleksu y-sekretazy 
jest błonowe białko Notch [53-58], oraz prekursory 
jego fizjologicznych ligandów (białka oznaczone 
symbolami Delta, Serrate, i Jagged) [53-57]. Białko 
Notch, zanim staje się substratem dla kompleksu 
y-sekretazy cięte jest przynajmniej przez dwa 
zewnątrzbłonowe enzymy proteolityczne, w tym en­
zym konwertujący czynnik martwicy nowotworów 
[53-58], Sekretaza odszczepia od białka Notch pep- 
tyd NICD. który stanowi wewnątrzkomórkową do­
menę białka Notch (ang. Notch intracellular doma­
in) [53-58]. NICD stanowi fragment analogiczny z 
AID i ALID [53-58]. NICD reguluje transkrypcję 
wielu genów działających często przeciwstawnie na 
komórkę w stosunku do genów aktywowanych przez 
AID i ALIP [53-58]. NICD łączy się w jądrze komór­
kowym z czynnikiem transkrypcyjnym RBP-Jk regu­
lując ekspresję wielu genów, w tym genów odpowie­
dzialnych za angiogenezę w ośrodkowym układzie 
nerwowym i wrażliwość na czynniki proapoptogen- 
ne [59,60]. Antagonizm czynnościowy pomiędzy 
AID a NICD przejawia się w tym, że AID wiąże 
białko Numb i białka do niego podobne [61]. Białka 
te są inhibitorami drogi przekazywania sygnału

wewnątrzkomórkowego, w której białka Notch i 
NICD biorą udział [61], Interesującym jest fakt, że 
kompleks y-sekretazy bierze udział w funkcjonowa­
niu i regulacji częściowo przeciwstawnych sobie me­
chanizmów fizjologicznych w komórce nerwowej 
[61].

Innym substratem dla kompleksu enzymatyczne­
go y-sekretazy jest błonowy receptor ErbB4 (ang. 
avian erythroblastic leukemia viral oncogene homo- 
log 4 ) należący do typu I błonowych receptorów o 
aktywności kinaz tyrozynowych [62]. y-Sekretaza 
odszczepia od białka ErbB4 domenę wewnątrzko­
mórkową B4-CTF (ang. C-terminal fragm ent o f  
ErbB4) o masie 80 kDa [62], B4-CTF wiąże się z 
czynnikami transkrypcyjnymi w jądrze komórko­
wym [62]. Zdolność do odszczepiania B4-CTF uwa­
ża się za jedną z form biologicznej aktywności białka 
ErbB4 [62]. Aktywność ta jest niezależna od aktyw­
ności kinazowej białka ErbB4 [62].

Kolejnym substratem kompleksu y-sekretazy jest 
powierzchniowe białko E-kadheryna odgrywające 
ważną rolę w tworzeniu połączeń międzykomórko­
wych [63]. y-Sekretaza odcina wewnątrzkomórkową 
domenę białka E-kadheryny [63], która łączy się z 
alfa i beta-kateniną [63]. Kompleks y-sekretazy po­
przez odcięcie wewnątrzkomórkowej domeny 
E-kadheryny zwiększa wewnątrzkomórkową pulę 
katenin niezwiązanych z innymi białkami, przez co 
reguluje transdukcję sygnału na drodze zależnej od 
białek Wnt (ang. wingless) [63]. Białka Wnt izolo­
wane z różnych organizmów charakteryzują się du­
żym stopniem homologii, są konserwatywne ewolu­
cyjnie i zawierają 23/24 reszty cysternowe [63]. 
Białka te aktywują różne receptory błonowe, miedzy 
innymi seroninowo-treoninowe kinazy białkowe, w 
tym GSK-3 —  kinazę syntazy glikogenu 3 (ang. gly- 
cogen synthase kinase 3), oraz różne czynniki tran- 
skrypcyjne. Szlak trandukcji sygnału regulowany 
przez Wnt odgrywa ważną rolę w różnicowaniu się 
ośrodkowego układu nerwowego zarówno u owa­
dów, jak i u ssaków [63].

Kolejnym wykrytym substratem dla kompleksu 
y-sekretazy jest powierzchniowe białko CD44 [64]. 
Białko to reguluje migrację limfocytów i makrofa- 
gów, jest również receptorem dla reszt kwasu hialu- 
ronowego [64], y-Sekretaza odczepia od CD44 
wewnątrzbłonową domenę, podobnie jak w przypad­
ku wcześniej omówionych substratów [64]. Substra­
tami dla kompleksu y-sekretazy są również błonowe 
białka związane z receptorem LDL czyli białka LRP 
(ang. LDL receptor-relatedprotein) [65].

Kolejnym substratem enzymu jest nektyna-l-a, 
białko z nadrodziny immunoglubulin [66], Nekty-
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na-1-a bierze udział w tworzeniu synaps i połączeń 
międzykomórkowych w ośrodkowym układzie ner­
wowym [66]. Podobnie jak w przypadku innych sub­
stratów, kompleks y-sekretazy odcina wewnątrzko­
mórkową domenę białka nektyny, o masie 26 kDa 
[66]. Uwolniony peptyd wpływa na funkcje połączeń 
międzykomórkowych [66].

Sekwencja aminokwasów, którą przecina y-sek- 
retaza, jest podobna we wszystkich omówionych 
białkach [65,66]. Wykaz poznanych substratów 
y-sekretazy przedstawia Tabela 1.

Rodzi się pytanie, jak jest zbudowany kompleks 
y-sekretazy i jaką rolę w jego budowie i funkcji 
pełnią preseniliny. Podstawowym składnikiem kom­
pleksu y-sekretazy jest PS-1 albo PS-2 [66]. Kom­
pleks pozbawiony białka PS traci aktywność katali­
tyczną i ulega szybko degradacji proteolitycznej 
przez proteasomy [67]. W skład kompleksu y-sekret­
azy, oprócz białka PS, wchodzą nikastryna, białko 
APH-1 i białko PEN-2 [68-77],

T abela  1

Fizjologiczne substraty kompleksu y-sekretazy i ich funkcje

Białko-substrat sekretazy Ważniejsze funkcje białka Literatura

p-APP prawdopodobnie regulacja transkrypcji genów 

i regulacja apoptozy

32-45

1APLP1iAPLP2
i

prawdopodobnie regulacja transkrypcji genów 

i regulacja apoptozy

47-52

białko Notch transdukcja sygnału wewnątrzkomórkowego, 

regulacja apoptozy, receptor dla kilku peptydów

53-61

peptydy delta, serrate, 

jagged

fizjologiczne ligandy białka Notch 53-57

białko ErbB4 receptor dla czynnika wzrostu naskórka 

o aktywności kinazy tyrozynowej

62

E-kadheryna białko powierzchniowe regulujące transdukcję 

sygnału drogą Wnt

63

Nektyna-1 -a tworzenie synaps i połączeń międzykomórkowych 

neuronów

66

białko CD44 białko powierzchniowe złączy międzykomórkowych 64

białka LPR stabilizacja receptora lipoprotein LDL w błonie 

biologicznej

65
|

Białko PEN-2 zbudowane jest ze 101 aminokwa­
sów, zawiera dwie domeny błonowe, a długa pętla 
pomiędzy tymi domenami umiejscawia się w świetle 
retikulum endoplazmatycznego lub aparatu Golgie- 
go [73], N-koniec białka PEN-2 oddziaływuje z 
białkami PS odpowiadając za ich stabilizację i za en- 
doproteolityczne cięcie PS na peptydy NTF i CTF
[73], Obecność białka PEN-2 jest niezbędna, aby 
zaszła endoproteoliza łańcucha PS [77]. Gen ko­
dujący białko PEN-2 zlokalizowany jest na chromo­
somie 19 [73].

Białko APH-1 zbudowane jest z siedmiu domen 
wewnątrzbłonowych i podobnie jak białka PEN-2 i 
nikastryna, bierze udział w dojrzewaniu obu PS, a 
jego główna funkcja polega na stabilizacji komplek­
su PS/PEN-2 [70,71,74, 77]. Zwiększona ekspresja 
białka APH-1 ułatwia proteolizę PS zależną od 
PEN-2 [75]. Sugeruje to, że APH-1 stabilizuje kom­
pleks PEN-2/PS [75]. Gen kodujący białko APH-1 
zlokalizowany jest na chromosomie 15 [72]. Zmien­
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ność nukleotydów w obrębie tego genu wiąże się ta­
kże z ryzykiem FAD, podobnie jak zmienność nukle­
otydów i mutacje w genach kodujących białka PS-1, 
PS-2 i (3-APP [72],

Białka PEN-2 i APH-1 są zarówno aktywnymi 
składnikami kompleksu ezymatycznego y-sekretazy, 
jak i regulują ekspresję i transport białek PS-1 i PS-2 
[21,23,70]. Ostatnio podkreśla się, że PEN-2 i 
APH-1 pełnią funkcję białek opiekuńczych (chape- 
ronów) dla PS-1, PS-2 i dla nikastryny [77].

Nikastryna, kolejny składnik kompleksu jest 
transbłonową glikoproteiną łączącą się z białkami 
PS [69]. Gen kodujący nikastrynę znajduje się w 
chromosomie 1 q 2 1.1, a mutacje w tym genie 
związane są z FAD [69]. Zwiększona ekspresja nika­
stryny nasila aktywność sekretazową enzymu i zwię­
ksza wytwarzanie A[3 [76]. Wzrost aktywności enzy­
matycznej nie jest związany ze zwiększoną ekspresją 
PS [76]. Nikastrynę można uważać za allosteryczny 
aktywator y-sekretazy [76].

Wszystkie białka: nikastryna, preseniliny (PS-1 
albo PS-2), PEN-2 i APH-1 są niezbędne, aby wielo- 
podjednostkowy kompleks białkowy wykazywał ak­
tywność sekretazową (Tabela 2) [68]. W skład kom­
pleksu y-sekretazy mogą także wchodzić inne białka 
i pełnić funkcje regulacyjne. Białka te nie są jednak 
niezbędne dla aktywności katalitycznej sekretazy 
[68]. Udowodniono to rekonstruując kompleks se­
kretazy w komórkach drożdży Sacharomyces cerevi- 
siae [68], Wykazano, że centrum aktywne enzymu 
tworzą wewnątrzbłonowa domena 6, znajdująca się 
w obrębie peptydu NTF i wewnątrzbłonowa domena 
7 w CTF [69],

V. Podsumowanie

W chwili obecnej wiadomo, że preseniliny 
wchodzą w skład kompleksu enzymatycznego 
y-sekretazy. Białko to posiada kluczowe znaczenie w 
patogenezie choroby Alzheimera. Mutacje w genach 
kodujących składniki y-sekretazy są jedną z przy­
czyn wczesnych zachorowań na otępienie przedstar- 
cze i starcze. Preseniliny, jako podjednostki enzymu, 
regulują na drodze proteolizy wiele szlaków 
transdukcji sygnału w obrębie komórki. Wiedza na 
temat presenilin rozwija się dynamicznie, a każdy 
dzień przynosi nowe doniesienia i publikacje.

Artykuł otrzymano 22 maja 2003 
Zaakceptowano do druku 22 kwietnia 2004
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Biosynteza proteoglikanów keratanosiarczanowych, 
chondroitynosiarczanowych i dermatanosiarczanowych 

Biosynthesis of keratan sulfate, chondroitin sulfate and 
dermatan sulfate proteoglycans
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I. Wstęp

Proteoglikany keratanosiarczanowe (KSPG), 
chondroitynosiarczanowe (CSPG) oraz dermatano­
siarczanowe (DSPG) reprezentują szeroko rozpo­
wszechnioną w organizmach zwierzęcych rodzinę 
glikoprotein, cechujących się obecnością —  kowa­
lencyjnie związanych z częścią białkową —  łańcu­
chów glikozoaminoglikanów (GAG) [1]. Te ostatnie 
są liniowymi heteropolisacharydami, zbudowanymi 
z powtarzających się disacharydowych podjednostek 
o składzie charakterystycznym dla poszczególnych 
typów GAG [2]. Podjednostki, tworzące łańcuchy 
siarczanów keratanu (KS), zawierają reszty N-acety- 
loglukozoaminy (GlcNAc) i galaktozy (Gal). Nato­
miast disacharydowe podjednostki, budujące łańcu­
chy siarczanów chondroityny (CS) oraz siarczanów 
dermatanu (DS), składają się z reszt N-acetylogalak-
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tozoaminy (GalNAc) oraz kwasu glukuronowego 
(GlcA) i/lub iduronowego (IdoA) [3]. Przynajmniej 
część reszt cukrowych w obrębie łańcuchów wymie­
nionych wyżej GAG jest siarczanowana. Obecność 
wspomnianych grup oraz — w przypadku CS i DS — 
grup karboksylowych nadaje GAG charakter polia- 
nionow o dużej gęstości ujemnego ładunku elek­
trycznego [2], Prócz łańcuchów GAG, proteoglikany 
(PG) keratano-, chondroityno- i dermatanosiarcza- 
nowe zawierają także oligosacharydy, przyłączone - 
wiązaniem N- i/lub O-glikozydowym do części 
białkowej, tzw. białka rdzeniowego [4]. Białka rdze- - 
niowe PG wykazują często złożoną, wielodomenową 
strukturę. Strukturalne podobieństwa części białko­
wej PG stały się podstawą do wyróżnienia kilku ro­
dzin tych makrocząsteczek [1, 5]. Rodzinami, w 
skład których wchodzą proteoglikany omawiane w 
niniejszej pracy, są:
1. hialektany (lektykany) —  zawierające CSPG i 

CS/KSPG macierzy pozakomórkowej, agre­
gujące z kwasem hialuronowym [6, 7],

2. bogate w leucynę, drobnocząsteczkowe prote­
oglikany macierzy — DSPG i większość KSPG 
[8, 9 ].

3. testikany — będące pozakomórkowymi prote- 
oglikanami chondroityno- heparanosiarczanowy- 
mi [10],

4. syndekany —  zawierające przezbłonowe prote­
oglikany z łańcuchami chondroityno- heparano- 
siarczanowymi lub heparanosiarczanowymi [11],

5. proteoglikany serglicylowe —
wewnątrzkomórkowe PG chondroitynosiarcza- 
nowe lub heparynowo-chondroitynosiarczano- 
we [12],

Poza przedstawionąklasyfikacją — ze względu na 
unikalną strukturę części białkowej — pozostają jed ­
nak niektóre z omawianych w niniejszej pracy PG, 
np.: trombomodulina [13], betaglikan [14], CD44 
[15] czy —  klaustryna [16].

Proteoglikany oddziałują z cytokinami, cząstecz­
kami adhezyjnymi komórek oraz składnikami macie­
rzy pozakomórkowej, uczestnicząc tym samym — 
jako czynniki regulacyjne — w procesach prolifera­
cji i różnicowania komórek, ich migracji i adhezji 
oraz tworzeniu struktury macierzy pozakomórkowej 
[7, 11]. Za wiele wymienionych wyżej funkcji PG 
odpowiadają wyłącznie ich składniki glikozoamino- 
glikanowe [1]. Znaczna zmienność struktury łańcu­
chów GAG, leżąca u podstaw ich zróżnicowanego 
powinowactwa do różnych ligandów, jest prawdopo­
dobnie jedną z głównych przyczyn ścisłej regulacji 
ekspresji poszczególnych typów PG w przebiegu

różnych procesów fizjologicznych i patologicznych

D i­

i i .  Biosynteza proteoglikanów

Biosynteza proteoglikanów odbywa się prawdo­
podobnie we wszystkich typach komórek zwierzę­
cych, zawierających jądra komórkowe [17]. Jest to 
proces złożony z następujących etapów:

translacji informacji genetycznej w łańcuch poli- 
peptydowy,

ko- i posttranslacyjnych modyfikacji syntetyzo­
wanego polipeptydu — białka rdzeniowego, obej­
mujących m.in. jego N-glikozylację, a także O-gli- 
kozylację —  w tym syntezę tetrasacharydu 
łączącego łańcuchy GAG ze wspomnianym białkiem 
oraz —  syntezę glikozoaminoglikanów,

transportu nowo utworzonego proteoglikanu do 
miejsca jego przeznaczenia.

Schemat wewnątrzkomórkowej lokalizacji po­
szczególnych etapów biosyntezy PG przedstawiony 
jest na Ryc. 1.

II-I. Synteza białek rdzeniowych i tworzenie ich 
struktury trzeciorzędowej

Synteza białek rdzeniowych proteoglikanów od­
bywa się podobnie, jak w przypadku innych gliko- 
protein. Proces ten rozpoczyna się w jądrze komór­
kowym transkrypcją DNA na mRNA, a następnie — 
na polisomach — translacją mRNA na łańcuch poli- 
peptydowy. Ustalono już sekwencje nukleotydowe 
genów i odpowiadającą im strukturę pierwszorzę- 
dową białek rdzeniowych prawie wszystkich prote­
oglikanów poznanych do końca XX wieku [5, 18]. 
Ponadto wykazano, że z transkryptu jednego genu 
może brać początek kilka izoform białka rdzeniowe­
go jednego PG, powstających zarówno wskutek al­
ternatywnego, posttranskrypcyjnego składania 
RNA, jak i enzymatycznej „obróbki” części białko­
wej [5, 19]. Przykładem takiego zróżnicowania w 
obrębie poszczególnych PG są cztery izoformy wer- 
sikanu [20], a także — wiele form CD44 czy fosfaka- 
nu [21-23].

We wszystkich białkach rdzeniowych, których 
pierwszorzędowa struktura jest znana, występuje 
N-końcowa, hydrofobowa sekwencja sygnałowa [4]. 
Jest ona niezbędna do kotranslacyjnego przemiesz­
czania się syntetyzowanego łańcucha polipeptydo- 
wego PG poprzez translokon [24], zlokalizowany w 
błonie szorstkiej siateczki śródplazmatycznej (ER), 
do wnętrza tej struktury komórkowej [25]. W ER, 
wytworzone już białka rdzeniowe PG pozostają w
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ftyc. 1. Wewnątrzkomórkowa lokalizacja etapów biosyntezy proteoglikanów keratanosiarczanowych, chondroitynosiarczanowych i dermatanosiar- 
czanowych. CS — siarczany chondroityny, DS — siarczany dermatanu, GlcA— kwas glukuronowy, IdoA— kwas iduronowy, KS — siarcza­
ny keratanu, PG — proteoglikany. Opracowano wg [29, 42],
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kontakcie z błoną siateczki. Jednakże rodzaj tych od­
działywań jest uzależniony od przyszłej lokalizacji 
PG. Białka rdzeniowe proteoglikanów macierzy po- 
zakomórkowej są luźno związane z błoną ER, pod­
czas gdy części białkowe PG powierzchniowoko- 
mórkowych trwale wiążą się z błoną siateczki, za po­
mocą swych specyficznych domen przezbłonowych 
[4].

W siateczce śródplazmatycznej rozpoczyna się 
kształtowanie trzeciorzędowej struktury wszystkich 
nowo utworzonych białek —  w tym białek rdzenio­
wych PG, poprzez fałdowanie ich łańcuchów poli- 
peptydowych, które to zmiany konformacyjne, 
osiągane przy udziale białek opiekuńczych, stabili­
zowane są wytworzeniem wiązań dwusiarczkowych 
[26, 27], Równocześnie z opisywanymi procesami, 
w ER odbywa się swoista „kontrola jakości” po­
wstałych białek. Cząsteczki o nieprawidłowej kon­
formacji są rozpoznawane przez białka sensorowe, 
należące do grupy białek opiekuńczych, a następnie 
kierowane do proteasomów w celu degradacji [24, 
26].

We wspomnianym wyżej procesie tworzenia od­
powiedniej struktury przestrzennej białek (w tym 
białek rdzeniowych PG) istotną rolę odgrywa także 
ich N-glikozylacja, rozpoczynająca się w siateczce 
śródplazmatycznej [28].

II-2. Substraty do glikozylacji białek rdzeniowych 
proteoglikanów

W procesie N-glikozylacji oraz O-glikozylacji 
białek rdzeniowych PG, w tym także w syntezie 
łańcuchów glikozoaminoglikanowych wspomnia­
nych glikoprotein uczestniczą nukleotydowe po­
chodne monosacharydów, pochodzących głównie z 
przemian glukozy [25]. Pochodne te obejmują: 
UDP-N-acetyloglukozoaminę (UDP-GlcNAc),
UDP-N-acetylogalaktozoaminę (UDP-GalNAc),
UDP-glukozę (UDP-Glc), UDP-galaktozę (UDP- 
Gal), UDP-ksylozę (UDP-Xyl), UDP-kwas glukuro- 
nowy (UDP-GlcA) oraz GDP-fukozę (GDP-Fuc), 
GDP-mannozę (GDP-Man) i CMP-kwas N-acety- 
loneuraminowy (CMP-NeuNAc) [29-31]. Ponadto, 
do syntezy niektórych N-wiązanych glikanów oraz 
wszystkich łańcuchów GAG, tworzących PG, jest ta­
kże wykorzystywany aktywny siarczan —  3 ’-fosfo- 
adenozyno-5’-fosfosiarczan (PAPS). Związek ten 
powstaje z nieorganicznego siarczanu (i w minimal­
nym stopniu z aminokwasów siarkowych) oraz z 
ATP, przy udziale enzymu o podwójnej aktywności 
—  ATP sulfurylazy i adenozyno-5’-fosfosiarczano- 
kinazy [32].

Synteza PAPS, a także większości aktywnych po­
chodnych monosacharydów odbywa się w cytosolu 
[29, 30]. Dostarczanie tych substratów do ER i apara­
tu Golgiego, gdzie zachodzą procesy glikozylacji 
białek, odbywa się przy udziale swoistych białek 
przezbłonowych [30, 33]. Transportery te funkcjo­
nują jako tzw. antyportery, przenoszące do wnętrza 
ER i aparatu Golgiego nukleotydowe pochodne cu­
krów i PAPS, przy równoczesnym transporcie do cy­
tosolu nukleotydów monofosforanowych [30, 34],

II-3. Synteza oligosacharydów wiązanych N-gliko- 
zydowo

Pierwszym etapem biosyntezy wiązanych N-gli- 
kozydowo oligosacharydowych składników prote­
oglikanów jest utworzenie oligosacharydu prekurso­
rowego. Proces ten rozpoczyna się od przeniesienia 
na dolicholowy akceptor, zlokalizowany na zew­
nętrznej (zwróconej w stronę cytosolu) stronie błony 
ER, kolejno, dwu reszt N-acetyloglukozoaminy i 
pięciu reszt mannozy [35]. Tak powstały związek 
jest transportowany do wewnętrznej warstwy błony 
ER, gdzie dołącza się do niego siedem dalszych reszt 
cukrowych, obejmujących cztery reszty mannozy i 
trzy reszty glukozy [36]. Utworzony w powyższy 
sposób, prekursorowy oligosacharyd jest następnie 
przenoszony z fosfodolicholu na resztę asparaginy w 
sekwencji -Asn-X-Thr/Ser- (gdzie X — dowolna 
reszta aminokwasowa, z wyjątkiem reszty proliny i 
kwasu asparaginowego), znajdującej się na syntety­
zowanym łańcuchu polipeptydowym białka rdzenio­
wego PG [37, 38]. Po zakończeniu syntezy N-gliko- 
zylowane białka rdzeniowe opuszczają ER i — w 
tzw. strukturach przejściowych między siateczką 
śródplazmatyczną a aparatem Golgiego (pęcherzy­
kach ERGIC) —  są transportowane do aparatu Gol­
giego. Jeszcze w trakcie tej wędrówki, z wiązanych 
N-glikozydowo oligosacharydów usuwane są cztery 
końcowe reszty cukrowe [4]. Tak rozpoczęta „obrób­
ka” wspomnianych oligosacharydów odbywa się da­
lej w aparacie Golgiego. W cysternach jego prze­
działu bliższego, oligosacharydy wiązane N-gliko­
zydowo do białka rdzeniowego mogą być poddane 
dwóm różnym, enzymatycznym procesom. W trak­
cie pierwszego z nich, dwie reszty Man ulegają fos­
forylacji, co stanowi sygnał do transportu białka 
rdzeniowego do lizosomów [39]. W przebiegu dru­
giego procesu, od wiązanego N-glikozydowo oligo­
sacharydu odszczepiane są trzy reszty Man, co praw­
dopodobnie umożliwia transport glikoproteiny do 
dalszych przedziałów aparatu Golgiego [39]. W 
przedziałach tych, w trakcie lub po zakończeniu syn­
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tezy GAG i oligosacharydów przyłączonych O-gli- 
kozydowo, odbywa się ostateczne formowanie oli­
gosacharydów wiązanych N-glikozydowo do białek 
rdzeniowych PG. Proces ten przebiega z udziałem 
ok. 150 enzymów, obejmujących m. in.: N-acetylo- 
glukozoaminylotransferazy (GIcNAc-T) I, II, III, IV 
t V' oraz mannozydazy, fukozylotransferazy, galak- 
tozylotransferazy (Gal-T) i sialylotransferazy [39], 
Utworzone przy ich udziale oligosacharydy, zawie­
rające często reszty siarczanowanej GlcNAc i Man, 
fosforylowane reszty cukrowe oraz acetylowane 
reszty NeuNAc [39]. reprezentująjeden z trzech na­
stępujących typów strukturalnych [40]:
1. oligosacharydy o wysokiej zawartości mannozy,
2. oligosacharydy typu kompleksowego.
3. oligosacharydy typu hybrydowego.

Z wiązanych N-glikozydowo oligosacharydów 
typu kompleksowego w toku dalszej, enzymatycznej 
„obróbki”, mogą powstać poli-N-acety lolaktozoami- 
ny i/lub siarczany keratanu typu I (KS I, rogówkowe) 
[39, 41],

11-4. Synteza oligosacharydów wiązanych O-głiko- 
zydowo

Proces biosyntezy oligosacharydów wiązanych 
O-glikozydowo — zależnie od typu tych glikanów
— albo zaczyna się w cysternach części środkowej 
aparatu Golgiego i kończy w cysternach części dal­
szej, albo też całkowicie przebiega w części dalszej 
[35, 42]. Pierwszym etapem tworzenia tych 
związków jest przeniesienie reszty N-acetylogluko- 
zoaminy z jej UDP pochodnej na resztę treoniny lub
— najczęściej — resztę seryny białka rdzeniowego 
[43], Dotychczas nie wykazano istnienia uniwersal­
nej sekwencji łańcucha polipeptydowego w otocze­
niu wymienionych wyżej reszt aminokwasowych, 
rozpoznawanej przez aGalNAc-transferazę polipep- 
tydową, inicjującą syntezę oligosacharydów wiąza­
nych O-glikozydowo [44]. Tworzenie wspomnia­
nych glikanów może kończyć się na etapie przenie­
sienia jednej reszty GalNAc [43]. Najczęściej jednak 
do reszty tej przyłączane są naprzemiennie reszty 
Gal i GlcNAc. Tworzone w ten sposób oligosachary­
dy wiązane O-glikozydowo różnią się sposobem roz­
gałęzienia rdzenia cukrowego, co stało się podstawą 
do wyodrębnienia ośmiu typów tych związków [43, 
44], Większość oligosacharydów wiązanych O-gli- 
kozydowo zawiera od kilku do kilkunastu reszt cu­
krowych. Sygnałem do zakończenia wydłużania tych 
glikanów jest przyłączenie reszty kwasu N-acety- 
loneuraminowego [44], Jednakże oligosacharydy 
wiązane O-glikozydowo o rdzeniu cukrowym typu 2

i 4 mogą być bardziej wydłużane w wyniku naprze­
miennego przyłączania reszt Gal i GlcNAc, co pro­
wadzi do tworzenia rozgałęzionych i liniowych po- 
li-N-acetylolaktozoamin [43, 45]. Spośród nich, li­
niowe poli-N-acetylolaktozoaminy, powstające jako 
przedłużenie oligosacharydów typu 2, mogą ulec 
przekształceniu w siarczany keratanu typu II (KS II, 
szkieletowe). Proces ten odbywa się poprzez siarcza­
nowanie niektórych reszt GlcNAc i Gal w łańcu­
chach wspomnianych glikanowych prekursorów [41,
46].

Oligosacharydy wiązane O-glikozydowo, repre­
zentujące różne typy rdzenia cukrowego, mogą wy­
stępować na białku rdzeniowym jednego typu PG. 
Przykładem takiego PG jest, należący do rodziny 
hialektanów, agrekan, szczególnie rozpowszechnio­
ny w chrząstce. Jego białko rdzeniowe zawiera 
wiązane O-glikozydowo oligosacharydy typu 1 oraz 
typu 2, przy czym większość z tych ostatnich jest 
związana z łańcuchami siarczanu keratanu [4, 42].

11-5. Synteza siarczanowanych glikozoaminoglika- 
nów 

II-5.1. Tworzenie siarczanów keratanu

Biosynteza siarczanów keratanu odbywa 
się dwuetapowo —  najpierw tworzony jest region 
łączący białko rdzeniowe z łańcuchem GAG, potem 
zaś zachodzi wydłużanie tego łańcucha i jego mody­
fikacja [47]. O ile dwa ostatnie etapy tworzenia KS. 
których przebieg przedstawiono schematycznie na 
Ryc. 2, są wspólne dla wszystkich typów tych GAG, 
to przebieg syntezy regionu łączącego znacznie je 
różni. Wspomniane różnice są podstawą podziału KS 
na trzy typy: KS I (rogówkowy), KS II (szkieletowy) 
i KS III (mózgowy) [3, 48]. Regiony łączące KS I są 
utworzone przez wiązane N-glikozydowo oligosa­
charydy typu kompleksowego [39, 41]. Sygnałem do 
wykorzystania tych oligosacharydów do syntezy KS 
jest prawdopodobnie obecność reszt aminokwasów 
aromatycznych (szczególnie fenyloalaniny) w 
sąsiedztwie asparaginy, podstawionej wymieniony­
mi wyżej glikanami wiązanymi N-glikozydowo [49]. 
Siarczany keratanu typu I występują w cząsteczkach 
małych KSPG, bogatych w reszty leucyny [ 18], a ta­
kże w agrekanach [6], CD 44, SV 2, abakanie czy 
klaustrynie [41, 47],

Region łączący w siarczanach keratanu typu II 
stanowią wiązane O-glikozydowo oligosacharydy 
typu 2 [43, 44], Obecność łańcuchów KS tak wiąza­
nych do białka rdzeniowego wykazano wyłącznie w 
agrekanie [6, 41], W obrębie białka rdzeniowego
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| R1, R2, R3

R1 - N-glikozydowo wiązany oligosacharyd typu komplekso­
wego łączący łańcuch siarczanu keratanu z białkiem rdzenio­
wym
R2 - O-glikozydowo wiązany oligosacharyd typu 2 łączący 
łańcuch siarczanu keratanu z białkiem rdzeniowym 
R3 - O-glikozydowo wiązana reszta mannozy łącząca łańcuch 
siarczanu keratanu z białkiem rdzeniowym

Ryc. 2. Schemat biosyntezy siarczanów keratanu. p4Gal-T 1 — 
[31,4-galaktozylotransferaza, Gal — galaktoza, GlcNAc — 
N-acetyloglukozoamina, GlcNAcóST — N-acetyloglukozo- 
aminylo-6-sulfotransferaza, iGnT — pi,3-N-acetylogluko- 
zoaminylotransferaza, KS-Gal6ST — galaktozylo-6-sulfotra- 
nsferaza keratanosiarczanowa, PAPS — 3'-fosfoadenozyno- 
-5'-łbsfosiarczan, PAP — 3'-fosfoadenozyno-5'-fosforan, UDP 

urydynodifosforan. Opracowano wg [41, 47].

tego PG większość łańcuchów KS II jest przyłączona 
do akceptorowych reszt seryny i treoniny, zlokalizo­
wanych w N-końcowym odcinku tzw. domeny CS. 
Ponadto, w regionie części białkowej agrekanu, 
wiążącym kwas hialuronowy, także występują poje­
dyncze łańcuchy KS II, obok wymienionych wyżej 
KS I [6, 50],

Łańcuchy siarczanów keratanu typu III łączą się z 
resztami seryny białka rdzeniowego za pośrednic­
twem reszty mannozy wiązanej 2,O-glikozydowo
[41]. Mannozylacja białek ssaków nie jest procesem 
w pełni wyjaśnionym — nie scharakteryzowano do­
tychczas uczestniczących w nim enzymów. Nato­
miast opisano już transferazę inicjującą syntezę 
łańcucha KS III, poprzez przeniesienie na akceptor 
mannozowy pierwszej reszty GlcNAc [47]. Łańcu­

chy KS III znaleziono w hybrydowej formie chon- 
droitynosiarczanowego PG tkanki nerwowej —  fos- 
fakanu [41, 47].

Wydłużanie łańcuchów siarczanów keratanu 
wszystkich typów odbywa się przez naprzemienne 
przyłączanie reszt Gal i GlcNAc, prowadzące do po­
wstania cząsteczki prekursorowej — poli-N-acetylo- 
laktozoaminy [41]. Tworzenie tej ostatniej cząstecz­
ki jest katalizowane, odpowiednio, przez galaktozy- 
lotransferazę 4 i 1 [51] oraz [31,3-N-acetylogluko- 
zoaminylotransferazę [52]. Ostatni z wymienionych 
enzymów, w odróżnieniu od dwóch pierwszych, nie 
jest jeszcze ostatecznie zidentyfikowany. Jednakże, 
istnieją przesłanki wskazujące, iż w elongacji łańcu­
cha prekursora KS może uczestniczyć glukozoami- 
nylotransferaza, biorąca udział w syntezie poli-N- 
acetylolaktozoamin, zwanych „antygenem i” [43, 
44],

Przekształcanie prekursorowych poli-N-acetylo- 
laktozoamin w łańcuchy siarczanów keratanu polega 
na siarczanowaniu przy C-6 reszt galaktozy i N-ace- 
tyloglukozoaminy. Opisywany proces ma charakter 
tkankowospecyficzny, prowadząc do powstania 
łańcuchów KS o swoistym rozmieszczeniu siarcza­
nowanych reszt cukrowych [47]. Stwierdzono, iż 
łańcuchy KS pochodzące z różnych tkanek wykazują 
mniejszą zawartość reszt siarczanowanej Gal niż 
siarczanowanej GlcNAc [47]. Wspomniana modyfi­
kacja reszt heksozoaminy jest katalizowana przez 
N-acetyloglukozoaminylo-6-sulfotransferazę (Gn- 
6ST). Enzym ten, którego kilka tkankowych izoform 
już poznano [53], jest zdolny do siarczanowania je ­
dynie reszty heksozoaminy, znajdującej się na niere- 
dukującym końcu łańcucha poli-N-acetylolaktozo- 
aminy [53]. W związku z powyższym przyjmuje się, 
iż opisywana modyfikacja reszt GlcNAc odbywa się 
w trakcie elongacji łańcucha glikanowego [47]. Na­
tomiast najprawdopodobniej już po polimeryzacji 
KS, zachodzi siarczanowanie reszt Gal, katalizowa­
ne przez specyficzną galaktozylo-6-sulfotransferazę 
[54], Aktywność tego enzymu, a także transferaz, 
uczestniczących w wydłużaniu łańcuchów poli-N-a- 
cetylolaktozoamin i siarczanów keratanu, jest w 
znacznym stopniu uzależniona od aktywności 
GnóST, przynajmniej w przypadku komórek rogów­
ki —  keratocytów. W rogówce osób cierpiących na 
tzw. plamkowatą dystrofię, której patogeneza jest 
związana z brakiem lub znaczną redukcją aktywno­
ści GnóST, spotyka się KS o krótkich łańcuchach, za­
wierających mało reszt siarczanowanej Gal [47].

Prócz opisanej wyżej modyfikacji, w łańcuchach 
siarczanów keratanu typu II oraz — w mniejszym 
stopniu —  w łańcuchach siarczanów keratanu typu I
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niektórych PG stwierdza się obecność reszt fukozy, 
przyłączonych O-glikozydowo do C-3 reszt siarcza­
nowanej GlcNAc [47]. Przebieg tej modyfikacji oraz 
zakończenia syntezy łańcuchów KS pozostają nie w 
pełni zbadane. W przypadku ostatniego z wymienio­
nych procesów wydaje się, iż przyłączenie kwasu 
N-acetyloneuraminowego przy C-3 lub C-6 termi­
nalnej reszty GlcNAc kończy syntezę KS II oraz nie­
których KS I [41.47], Natomiast inne KS I zawierają 
na końcu łańcucha glikanowego reszty pGalNAc lub 
aGal [55]. Terminalne reszty cukrowe łańcuchów 
siarczanów keratanu typu III pozostają nieznane [41,
47].

II-5.2. Synteza  g lik ozoam in og lik an ów  chondroityno-  
siarczanow ych  i derm atan osiarczan ow ych

II-5 .2 .1 . Syn teza  tetrasach aryd u  łączącego

Powstanie tetrasacharydowego regionu o 
strukturze Xyl-Gal-Gal-GlcA, łączącego resztę sery- 
ny (lub rzadziej treoniny) białka rdzeniowego z 
łańcuchem glikozoaminoglikanowym, rozpoczyna 
syntezę siarczanów chondroityny i siarczanów der- 
matanu, a także pominiętych w niniejszym opraco­
waniu — siarczanów heparanu i heparyn [29]. Proces 
tworzenia wspomnianego regionu jest inicjowany 
przez katalizowane enzymatycznie przeniesienie 
reszty ksylozy na akceptorową resztę seryny, wystę­
pującą w charakterystycznej sekwencji łańcucha po- 
lipeptydowego [56]. Minimalną sekwencją, rozpo­
znawaną przez ksylozylotransferazę, jest —  zlokali­
zowany w obszarze łańcucha polipeptydowego o 
konformacji p płaszczyzny —  peptyd zawierający 
reszty Gli-Ser-Gli, otoczone przez reszty aminokwa­
sów kwaśnych [57, 58]. Jednakże, najlepszym ak­
ceptorem reszty ksylozy jest reszta seryny, umiejsco­
wiona w sekwencji Gln-Glu-Glu-Glu-Gli-Ser-Gli- 
Gli-Gli-Gln, występującej w bikuninie, proteoglika- 
nie chondroitynosiarczanowym, wchodzą- cym w 
skład inter-a inhibitora trypsyny [59, 60]. Reakcja 
ksylozylacji reszty seryny białek rdzeniowych za­
czyna się w ER i jest kontynuowana w cysternach 
bliższego przedziału aparatu Golgiego [61, 62]. 
Uczestnicząca w tym procesie ksylozylotransferaza 
— dzięki słabemu związaniu z błonami wymienio­
nych wyżej organelli —  odgrywa także dodatkową 
rolę w syntezie regionu łączącego. Enzym ten 
ułatwia bowiem przenoszenie pierwszej reszty ga- 
laktozy na nieredukujący koniec syntetyzowanego 
regionu łączącego, wiążąc zarówno modyfikowane 
białko rdzeniowe, jak i przezbłonową pi.4-galakto- 
zylotransferazę I, katalizującą reakcję galaktozylacji 
[63, 64], Przyłączenie drugiej reszty galaktozy oraz

terminalnej reszty kwasu glukuronowego do syntety­
zowanego regionu łączącego zachodzi w cysternach 
środkowego przedziału aparatu Golgiego [25]. W re­
akcjach tych uczestniczą swoiste przezbłonowe 
transferazy, odpowiednio, pi,3-galaktozylotransfe- 
raza II oraz pi ,3-glukuronozylotransferaza I [65-69].

Często jeszcze w trakcie syntezy regionu 
łączącego jego reszty cukrowe ulegają modyfika­
cjom, obejmującym: fosforylację grupy hydroksylo­
wej przy C-2 reszty Xyl, siarczanowanie grupy hy­
droksylowej przy C-6 pierwszej reszty Gal oraz — 
przy C-4 lub C-6 drugiej reszty Gal, a także epimery- 
zację reszty GlcA do reszty iduronianowej [68, 
70-72].

Fosforylacja reszty Xyl regionu łączącego CSPG i 
DSPG (a także proteoglikanów heparanosiarczano- 
wych) może nastąpić w siateczce śródplazmatycznej 
[72]. Jednakże reakcji tej sprzyja przyłączenie reszt 
Gal do tworzonego tetrasacharydu łączącego, odby­
wające się w aparacie Golgiego [25]. Stabilność opi­
sywanej modyfikacji regionu łączącego zależy od 
typu PG. W niektórych DSPG (dekoryna) występo­
wanie ufosforylowanej Xyl jest przejściowe [62]. 
Defosforylacja tej reszty cukrowej następuje po 
przyłączeniu do syntetyzowanego regionu łączącego 
reszty glukuronianowej [73]. Natomiast obecność 
trwale fosforylowanej reszty wspomnianej pentozy 
stwierdza się w regionach łączących agrekanów, syn­
tetyzowanych i wydzielanych przez chondrocyty
[74], W związku z występowaniem opisanych wyżej 
różnic w stabilności stanu ufosforylowania Xyl w 
różnych PG, wydaje się, iż wspomniana modyfikacja 
może determinować syntezę lub modyfikację prote­
oglikanów, wpływając na ich transport w obrębie 
aparatu Golgiego [25]. Ponadto wykazano, że fosfo­
rylacja reszty ksylozy przyśpiesza przyłączanie resz­
ty glukuronianowej w trakcie syntezy regionu 
łączącego [29, 72, 73].

Kolejna z wymienionych wyżej modyfikacji re­
gionu łączącego obejmuje siarczanowanie jego reszt 
Gal. Ponieważ reakcja ta dotyczy wyłącznie tetrasa­
charydu łączącego proteoglikanów chondroityno- 
siarczanowych i dermatanosiarczanowych, wydaje 
się, że stanowi ona sygnał do syntezy siarczanów 
chondroityny i siarczanów dermatanu na białkowych 
nośnikach [75]. Powyższa hipoteza znajduje po­
twierdzenie w wynikach badań, wskazujących, iż 
4-O-siarczanowane reszty Gal regionu łączącego 
stymulują przyłączanie do niego reszty GalNAc, ha­
mując jednocześnie aktywność GlcNAc-transferazy, 
enzymu odpowiadającego za inicjację syntezy łańcu­
chów siarczanów heparanu i heparyn [56, 68, 76].
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Ostatnia z modyfikacji, jakim mogą być poddane 
reszty cukrowe tetrasacharydu łączącego, to epime- 
ryzacja reszty GlcA do reszty iduronianowej. Kwas 
L-iduronowy, jako czwartą resztę cukrową tetrasa- 
charydowego łącznika, znaleziono jednak tylko w 
kilku DSPG aorty wołowej [29]. We wspomnianych 
PG, konwersja GlcA do IdoA, zachodząca przy 
udziale C-5 epimerazy glukuronozylowej, dotyczy 
także reszt GlcA kilku disacharydowych podjedno- 
stek, sąsiadujących z regionem łączącym [29]. Nato­
miast w przypadku większości DSPG epimeryzacja 
wspomnianych reszt cukrowych odbywa się dopiero 
w disacharydach odleglejszych od regionu łączącego 
[29].

iI -5 .2 .2 . Syn teza  łań cu ch ów  glikozoan tinoglikanow ych

Schemat biosyntezy siarczanów chondroityny i 
siarczanów dermatanu przedstawiono na Ryc.3. Gli- 
kozoaminoglikany te są tworzone jako nieroz- 
gałęzione łańcuchy heteropolisacharydowe, stano­
wiące przedłużenie regionów łączących [25]. Proces 
powstawania na powyższym akceptorze łańcucha 
GAG jest inicjowany i zarazem regulowany przenie­
sieniem pierwszej reszty GalNAc na nieredukujący 
koniec regionu łączącego [62]. Jeśli reszta ta jest 
dołączana wiązaniem a l  -4, dalsze wydłużanie łańcu­
cha glikanowego jest wstrzymane [57]. Jeżeli jednak 
pierwsza reszta GalNAc jest przyłączana do regionu 
wiążącego wiązaniem (31 -4, łańcuch GAG jest synte­
tyzowany [56, 57]. Pierwszą z opisanych wyżej reak­
cji katalizuje a-GlcNAc-transferaza I, drugą zaś 
(3-GalNAc-transferaza 1, której aktywność wykazują 
przynajmniej dwa białka, znalezione w organizmach 
zwierzęcych [77]. Te dwa ostatnie enzymy różnią się 
ekspresją tkankową oraz specyficznością substra­
tową [78]. Tym niemniej, obie transferazy mogą ta­
kże uczestniczyć w wydłużaniu łańcucha GAG 
[77-79]. Proces ten odbywa się poprzez naprzemien­
ne przyłączanie reszt GalNAc i GlcA, prowadząc do 
powstania prekursora CS i DS — chondroityny. Bio­
synteza chondroityny zachodzi —  w zależności od 
typu tworzonego PG —  w cysternach środkowego 
i/lub dalszego przedziału aparatu Golgiego [25], W 
opisywanym procesie przyłączanie reszt heksozo- 
aminy do syntetyzowanego łańcucha glikanowego 
odbywa się przy udziale jednego z opisywanych wy­
żej enzymów o aktywności (3-GalNAc-transferazy 
albo tez syntazy chondroitynowej 1 lub 2 [78, 80, 
81]. Jedna z dwóch wymienionych syntaz lub też 
(31,3-glukuronozylotransferaza II katalizują przeno­
szenie reszt glukuronianowych na powstający 
łańcuch GAG [80, 82]. Mimo, iż potwierdzony jest

udział wymienionych wyżej transferaz w elongacji 
łańcucha chondroityny, to jednak mechanizm 
współdziałania tych enzymów pozostaje niejasny. 
Wyniki wcześniejszych badań sugerowały, że każda 
z reszt cukrowych przenoszona jest przez swoisty dla 
niej enzym [82]. Jednakże, odkrycie syntaz zdolnych 
do transferu reszt cukrowych obu typów zdaje się 
podważać tę hipotezę. Wydaje się jednak, iż wszyst­
kie wymienione wyżej transferazy tylko wtedy efek­
tywnie wydłużają łańcuch glikozoaminoglikanowy, 
gdy białko rdzeniowe syntetyzowanego PG jest unie­
ruchomione na błonie aparatu Golgiego, w sąsiedz­
twie enzymów [25, 83]. Powyższa sugestia wypływa 
z obserwacji, że ani oligosacharydy, ani też wolne 
łańcuchy chondroityny, dodane do bezkomórko- 
wych systemów mikrosomalnych, nie są dobrymi ak­
ceptorami reszt cukrowych, służących do syntezy 
glikozoaminoglikanów [25].

Jeszcze w trakcie elongacji, łańcuch chondroityny 
syntetyzowanego CSPG lub DSPG podlega modyfi­
kacjom, obejmującym siarczanowanie reszt GalNAc 
i reszt kwasów heksuronowych oraz — w przypadku 
glikanów dermatanosiarczanowych — epimeryzację 
reszt glukuronianowych do iduronianowych [28, 
84]. Pierwsza z wymienionych modyfikacji dotyczy 
większości reszt heksozoaminy, zarówno w łańcu­
chach CS jak i DS. Tym niemniej, między wymienio­
nymi typami GAG istnieją różnice w sposobie siar­
czanowania tych reszt. Reszty GalNAc w łańcuchach 
CS są najczęściej siarczanowane przy C-4 (Gal- 
NAc-4-S) lub C-6 (GalNAc-6-S), rzadziej w obu 
tych pozycjach równocześnie (GalNAc-4,6-diS) 
[85]. Reszty GalNAc-4-S dominują w łańcuchach 
DS, podczas gdy reszty GalNAc-6-S czy też Gal- 
NAc-4,6-diS są w tych glikanach dość rzadkie [25, 
29]. Ponadto, DS cechują się dużą zawartością reszt 
iduronianowych, siarczanowanych przy C-2 [86]. 
Natomiast siarczanowanie tylko w małym stopniu 
dotyczy reszt glukuronianowych łańcuchów CS —  
reszty kwasu glukuronowego siarczanowane przy 
C-2 bądź C-3 są spotykane bardzo rzadko [25]. Siar­
czanowanie reszt cukrowych łańcuchów CS i DS 
przebiega w sposób swoisty tkankowo. Opisywane 
GAG, pochodzące z różnych tkanek, cechują się bo­
wiem odmiennym stopniem i sposobem siarczano­
wania podjednostek disacharydowych oraz innym 
ich rozmieszczeniem w łańcuchu glikanowym [87]. 
Jedną z głównych przyczyn opisywanego zjawiska 
jest prawdopodobnie tkankowe zróżnicowanie w od­
niesieniu do ekspresji i regulacji aktywności sulfo- 
transferaz, katalizujących reakcje siarczanowania 
[25, 88]. Scharakteryzowano już kilka takich białek 
enzymatycznych [84]. Badania ich aktywności wy-
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[GalNAcß(1 —>4)GlcAß(1 ->3)]nGalNAcß(1 ->4)R

|h o  /0H( „ -ooc
h\ >  \ / ° ' \ V ° \ 1n \  liii 4 s /

H NH H H OH/
H3COC

HO (° H

’oA K A o

H ?HH
n H3C0C

Chondroityna

Epim eryzacia reszt GlcA
PAPS + chondroityno 4 -0 -  
sulfotransferaza,
C-5 G lcA  epim eraza

Siarczanow anie reszt G alN A c 
PAPS + derm atano 6 -0 -su lfo - 
transferaza,
PAPS +  derm atano 4 -0 -su lfo - 
transferazy.
PAPS +  G alN A c-(4S 04) 6 -0 -  
sulfotransferaza

Siarczanow anie reszt HexA 
PAPS + heksuronozylo 2 -0 -  
sulfotransferaza

oso-,

H o \ g ä g l^  . o W  y 0
H , H H H ! o s o 1 H H

OH

Siarczanow anie reszt G alN A c 
PAPS + chondroityno 4 -0 -  
sulfotransferaza,
PAPS + chondroityno 6 -0 -  
sulfotransferazy o różnej spe­
cyficzności w obec akceptora

S iarczanow anie reszt G lcA
PAPS + heksuronozylo 2 -0 -  
sulfotransferaza,
PAPS + g lukuronozylo 3 -0 -  
sulfotransferaza (w yłącznie u 
kraba królew skiego)

h 3c o c

n H3C0C Siarczany chondroityny
Siarczany dermatanu

Ryc. 3. Schemat biosyntezy siarczanów chondroityny i siarczanów dermatanu. ChSy 1 - syntaza chondroitynowa 1, ChSy 2 - syntaza chondroitynowa 
2, GalNAc - N-acetylogalaktozoamina, GalNAc-T 1 - chondroitynowa pi,4-N-acetylogalaktozoaminylotransferaza 1, GalNAc-T 2 - chon­
droitynowa pi,4-N-acetylogalaktozoaminylotransferaza2, GlcA-kwasglukuronowy,GlcA-TII - pi,3-glukuronozylotransferaza II, HexA- 
kwas heksuronowy (glukuronowy lub iduronowy), PAPS - 3'-fosfoadenozyno-5'-fosfosiarczan, UDP - urydynodifosforan. Opracowano wg 
[29, 56, 78, 80, 84].

kazały, iż odrębne enzymy odpowiadają za siarcza­
nowanie przy C-4 reszt GalNAc w łańcuchach chon­
droityny, przekształcanej w CS bądź w DS [25, 89]. 
Ponadto, stwierdzono także występowanie znacz­
nych różnic w specyficzności substratowej chondro- 
ityno-6-sulfotransferaz. W grupie tych enzymów

znaleziono białka katalizujące siarczanowanie za­
równo reszt GalNAc w łańcuchach chondroityny, jak 
i reszt Gal w łańcuchach poli-N-acetylolaktozoamin 
oraz — cechujące się bardzo wysoką specyficzno­
ścią — transferazy, uczestniczące w przenoszeniu 
grup siarczanowych na terminalne reszty Gal-
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NAc-4-S [90-92], Sulfotransferazy różnią się także 
rozmieszczeniem w cysternach aparatu Golgiego. 
Zarówno w cysternach jego przedziału środkowego 
jak i dalszego zlokalizowane są chondroityno-6-sul- 
fotransferazy [93]. Natomiast enzymy, uczest­
niczące w siarczanowaniu reszt N-acetylogalaktozo- 
aminy przy C-4 oraz reszt kwasu iduronowego przy 
C-2, występują wyłącznie w cysternach dalszego 
przedziału aparatu Golgiego [25, 83]. Jednakże, nie­
zależnie od swej lokalizacji, opisywane transferazy 
tylko wtedy efektywnie uczestniczą w siarczanowa­
niu łańcuchów chondroityny syntetyzowanego PG, 
gdy jego białko rdzeniowe jest zakotwiczone w 
błonie aparatu Golgiego, w sąsiedztwie enzymów. 
Taki wniosek wynika bowiem z obserwacji, iż oligo- 
sacharydy oraz wolne łańcuchy chondroityny, doda­
ne do bezkomórkowych układów mikrosomalnych, 
są siarczanowane tylko w małym stopniu [25, 88].

Siarczanowanie przy C-4 reszt GalNAc, w trakcie 
przekształcania prekursora chondroitynowego w 
siarczany dermatanu, jest ściśle związane z epimery- 
zacją sąsiadujących w obrębie łańcucha glikanowe- 
go z resztami heksozoaminy —  reszt glukuroniano- 
wych do reszt iduronianowych [25]. Ścisłe czasowe 
powiązanie obu wymienionych modyfikacji jest nie­
zbędne, gdyż epimeryzacja reszt glukuronianowych, 
katalizowana przez chondroitynową C-5 epimerazę 
glukuronozylową, jest odwracalna, jeśli sąsiednie 
reszty GalNAc nie zostaną szybko siarczanowane 
[25, 94], Opisane wyżej reakcje, zachodzące w obrę­
bie jednego disacharydu łańcucha chondroityny, 
przyśpieszają modyfikację kolejnych podjednostek 
disacharydowych [25]. Powstają w ten sposób regio­
ny zmodyfikowanych podjednostek, różniące się 
długością i rozmieszczeniem w łańcuchach glikano- 
wych [86], Wspomniane zjawisko jest kolejną przy­
czyną heterogenności strukturalnej siarczanów der­
matanu [86, 94], Epimeryzacja reszt giukuroniano- 
wych w łańcuchach glikanowych syntetyzowanych 
DSPG odbywa się w cysternach dalszego przedziału 
aparatu Golgiego [25]. Jednakże „trafienie” syntety­
zowanych PG do miejsc wykazujących lub też nie- 
wykazujących aktywności epimerazy, w obrębie 
wspomnianego wyżej przedziału, jest zdetermino­
wane strukturą proteoglikanowych białek rdzenio­
wych. Obecność w ich polipeptydowych łańcuchach 
heptapeptydu Pro-X-Y-Thr-Glu-Leu-Ser (gdzie X = 
Glu, Gin lub Ser, natomiast Y = Gly, Ala lub Pro) jest 
prawdopodobnie sygnałem do kierowania syntetyzo­
wanych PG do regionów, pozbawionych aktywności 
wspomnianego wyżej enzymu [95], Potwierdzeniem 
powyższej sugestii jest wykazanie występowania ta­
kiego peptydu w białkach rdzeniowych CSPG —

agrekanu, wersikanu, syndekanu i proteoglikanowej 
formy czynnika stymulującego wzrost kolonii ma- 
krofagów [95].

Mechanizm zakończenia biosyntezy łańcuchów 
CS i DS w proteoglikanach nie jest w pełni wyjaśnio­
ny. Wydaje się, iż sygnałem do terminacji syntezy 
łańcucha glikanowego jest siarczanowanie końcowej 
reszty GalNAc przy C-4 lub też — równocześnie — 
przy C-4 i C-6 [96]. Jednakże, regulacja omawianego 
procesu nie jest prawdopodobnie zbyt precyzyjna, co 
w konsekwencji prowadzi do występowania różnic w 
długości łańcuchów glikozoaminoglikanowych, po­
chodzących z tego samego PG, syntetyzowanego 
przez ten sam rodzaj komórek [25, 97].

Proteoglikany keratanosiarczanowe oraz chon- 
droitynosiarczanowe i dermatanosiarczanowe —  po 
zakończeniu ich biosyntezy —  przebywają w tzw. 
siateczce trans aparatu Golgiego, gdzie tworzą się 
granule wydzielnicze. We wspomnianych struktu­
rach, cząsteczki PG podlegają sortowaniu i zagęsz­
czaniu, po czym opuszczają wnętrze komórki i trans­
portowane są do miejsc, w których spełniają swoje 
funkcje [83, 98],
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I. Wstęp

Flawonoidy są metabolitami wtórnymi powszech­
nie występującymi w roślinach. Zidentyfikowano 
ponad 4000 związków należących do tej grupy. 
Pełnią one różnorodne funkcje, m. in. chronią roślinę 
przed promieniowaniem UV czy atakiem patogenów, 
są inhibitorami transportu auksyn, a także inicjują 
powstawanie brodawek korzeniowych u roślin mo­
tylkowych. Często z ich obecnością związane jest 
żółte, czerwone czy niebieskie zabarwienie kwiatów 
lub liści [1].

Flawonoidy są często aktywnymi składnikami ro­
ślin leczniczych, stosowanymi od dawna w medycy­
nie ludowej w leczeniu między innymi stanów zapal­
nych, chorób układu krążenia czy cukrzycy. Liczne 
badania nad flawonoidami udowodniły ich 
właściwości immunomodulacyjne, przeciwnowo- 
tworowe, przeciwutleniające oraz hipoglikemiczne 
[2].

I -1 . Budowa i klasyfikacja flawonoidów

Flawonoidy należą do polifenoli. Podstawowym 
elementem strukturalnym ich budowy jest jednostka 
diarylopropanowa (C6-C3-C6) (Ryc. 1). Poszczególne 
klasy flawonoidów zostały wyróżnione głównie na 
podstawie różnic w budowie jednostki C3. Przedsta­
wiciele danej klasy różnią się natomiast między sobą 
rodzajem i umiejscowieniem podstawników w pierś­
cieniach aromatycznych (Tabela 1).

O

Ryc.l. Wzór ogólny flawonoidów. Dwa pierścienie aromatyczne (A 
i B) połączone są trójwęglowym fragmentem, który u większo­
ści flawonoidów tworzy wraz z atomem tlenu trzeci pierścień 
(C).

I -2 . Zawartość flawonoidów w diecie i ich przyswa­
janie

Głównym źródłem flawonoidów w diecie są wa­
rzywa, owoce, a także czekolada, herbata i czerwone 
wino (Tabela 1) [3], Związki te występują w poży­
wieniu zarówno w formie wolnej, jak i w postaci gli­
kozydów. Obie te formy są wchłaniane w jelicie,

choć często z różną szybkością np. wchłanianie nie­
których glikozydów kwercetyny jest szybsze niż 
wolnej formy tego flawonoidu [4], Na powierzchni i 
wewnątrz komórek jelita cienkiego, a następnie w 
wątrobie, flawonoidy mogą ulegać licznym modyfi­
kacjom tj.: metylacji, glukuronidacji, hydroksylacji, 
sulfatacji, glikozylacji, a także mogą być hydrolizo- 
wane przez glikozydazy [4,5]; część tych modyfika­
cji odbywa się przy udziale bakterii jelitowych [6]. 
Dlatego formy znajdujące się we krwi mogą znacz­
nie różnić się od tych zawartych w pożywieniu. Np. 
po perfuzji jelita szczurów roztworem zawierającym 
katechiny, w krwiobiegu zidentyfikowano takie 
związki jak glukuronidy katechiny i 3 -0 -  metyloka- 
techiny [5]. Z kolei glikozydy kwercetyny były hy- 
drolizowane podczas transportu z jelita do krwi, 
gdyż nie wykryto tych form w krwiobiegu. Znalazła 
się tam natomiast kwercetyna w formie wolnej oraz 
glukuronidy kwercetyny [4]. Modyfikacje flawono­
idów mogą wpływać na ich aktywność, a także na 
szybkość ich eliminacji z krwiobiegu [7],

Spożycie flawonoidów różni się znacznie w po­
szczególnych populacjach wskutek różnic do­
tyczących nawyków żywieniowych. Ze względu na 
niedostateczne dane dotyczące zawartości flawono­
idów w poszczególnych produktach spożywczych, 
trudno jest dokładnie określić dzienne spożycie tych 
związków. Dlatego w literaturze można znaleźć war­
tości od ok. 20 do nawet 650 mg dziennie w przeli­
czeniu na zawartość aglikonów - czyli nieglikozylo- 
wanych form flawonoidów [8, 9].

Stężenie flawonoidów w osoczu zależy od jakości 
i ilości spożywanego pożywienia. Po posiłku zawie­
rającym średnią ilość flawonoidów jest zazwyczaj 
dość niskie, rzadko przekracza 1 pM [3]. Znacznie 
wyższe stężenia mogą być jednak osiągane po spoży­
ciu posiłku bogatego w te związki, a regularne ich 
spożywanie może prowadzić do uzyskania wyższych 
stężeń tych związków we krwi, dzięki ich akumulacji 
m.in. w monocytach [3].

II. Przeciwnowotworowe właściwości flawo­
noidów

Przyczyną powstawania nowotworów są mutacje 
w DNA prowadzące do intensywnej proliferacji ko­
mórek i wywołujące ich oporność na bodźce apopto- 
tyczne. Klon tak zmutowanych komórek dzieli się w 
sposób niekontrolowany, prowadząc do licznych za­
burzeń w funkcjonowaniu organizmu [10].

Badania epidemiologiczne sugerują odwrotną ko­
relację między zawartością flawonoidów w diecie a 
ryzykiem wystąpienia niektórych nowotworów.
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Tabela 1.

Przedstawiciele głównych klas flawonoidów oraz ich występowanie

Klasa
Flawonoidów

Wzór
przedstawiciela

Związki Występowanie Zawartość

Izoflawonoidy
daidzeina

ho

0

genisteina
daidzeina

soja 1 mg/g ziarna

Flawonole OH

kwerceiyna r ' ' U ^ 0H

H O v ^ , 0 .  AJ
W ~

OH 0

kwercetyna cebula
herbata
jabłka

0 ,3  mg/g ś.m. 
1 0 -2 5  mg/l 
0 ,0 3  mg/g ś.m.

Flawony apigenina _ 0H

W
OH 0

apigenina
luteolina

seler
czerwona
papryka

k  brak 
J  danych

Flawanony
hesperetyna 9H

.Ń ij. OMe

H0
OH o *

hesperetyna
naryngenina

pomarańcze,
grejfruty

[1 2 5 -2 5 0  
J  mg/l soku

Flawanole OH
epikaiechina X o h

■V- ». i jfo r
OH

katechiny:
(głównie(-)-
epikatechina 
i (+)-katechina)

kiwi
czerwone wino 
zielona herbata 
czekolada

4 ,5  mg/kg 
2 7 0  mg/l 
1 mg/ml 
0 ,8  mg/g

Antocyjamdy
pelargonidyna

OH

pelargonidyna
cyjanidyna

wiśnie 
truskawki 
winogrona 
czerwone wino

4 ,5  mg/kg 
0 ,1 5  mg/kg 
brak danych 
2 6  mg/l

Przykładowo, obserwowano obniżenie ryzyka 
wystąpienia raka piersi u kobiet, których dieta była 
bogata w izoflawony [11], natomiast spożywanie 
zielonej herbaty, charakteryzującej się wysoką za­
wartością katechin, wydaje się zapobiegać powsta­
waniu nowotworów płuc [12], Potwierdzają to bada­
nia na modelach zwierzęcych, w których obserwo­
wano hamujący wpływ flawonoidów zarówno na po­
wstawanie nowotworów, jak i na rozrost już po­
wstałych guzów, a także na częstość występowania 
przerzutów (Tabela 2). Dlatego wiąże się duże na­
dzieje z zastosowaniem flawonoidów w profilaktyce 
i terapii nowotworów.

Szczegółowych informacji dotyczących mechani­
zmów działania flawonoidów dostarczają badania na 
liniach komórkowych, w których obserwowano 
m.in. hamowanie proliferacji komórek nowotworo­

wych wskutek zatrzymywania komórek w różnych 
fazach cyklu komórkowego (zazwyczaj G fS  lub 
G2/M), a często w obecności wyższych stężeń flawo­
noidów lub po dłuższej inkubacji - indukcję apopto­
zy. W poszczególnych doświadczeniach wykazano 
wpływ badanych związków na aktywność białek 
pro-apoptotycznych (p21, p53) i anty-apoptotycz- 
nych (Bcl-2), białek regulujących przebieg cyklu ko­
mórkowego (CDK, cykliny), enzymów związanych z 
metabolizmem mutagenów i innych [17, 18]. Nato­
miast zapobieganie przerzutom może wynikać z ob­
niżania przez flawonoidy aktywności niektórych me- 
taloproteinaz [19].

Obserwowano też indukcję różnicowania się ko­
mórek nowotworowych pod wpływem flawonoidów 
np. ludzkich komórek białaczkowych HL-60 do gra- 
nulocytów (apigenina, luteolina) i monocytów
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Tabela 2.

Przeciwnowotworowe właściwości flawonoidów wykazane na modelach zwierzęcych

Rodzaj nowotworu Związek / ekstrakt 

i sposób podawania

Wyniki Piśmien­

nictwo

rak jelita grubego

- u szczurów 

traktowanych 

azoksymetanem

- przerzuty 

indukowane 

bombezyną

apigenina

- podawana w 

zastrzykach od 16 do 

45 tygodnia po 

rozpoczęciu 

karcinogenezy

- obniżenie częstości 

wystąpienia przerzutów

- inhibicja stymulowanej 

bombezyną fosforylacji MAPK

[13]

mysi model 

raka płuc Lewisa

genisteina - spowolnienie unaczyniania 

guza

[14]

czerniak

- model mysi

EG CG

kwercetyna

apigenina

- podawane w

zastrzykach

dootrzewnowo

- spowolnienie rozwoju 

nowotworu

- kwercetyna i apigenina: 

zmniejszenie częstotliwości 

występowania przerzutów do 

płuc

[15]

rak skóry

- indukowany u 

myszy za pomocą 

UV

silymarina - obniżenie częstości 

powstawania nowotworów

[16]

(kwercetyna, floretyna) [20], Zmiany morfologiczne 
charakterystyczne dla różnicowania wystąpiły rów­
nież w komórkach raka prostaty DU 145 traktowa­
nych silibininą [21].

II-l Zapobieganie mutagenezie

Stres oksydacyjny jest jednym z czynników sprzy­
jających uszkodzeniom DNA i w konsekwencji mu­
tacjom. Dlatego duże znaczenie w zapobieganiu pro­
cesom nowotworzenia mają bez wątpienia przeciwu- 
tleniające właściwości flawonoidów. Ich grupy hy­
droksylowe mogą reagować z wolnymi rodnikami, 
prowadząc do powstania bardziej stabilnego, a tym 
samym mniej szkodliwego rodnika [22]:

flawonoid(OH) + R* —> flawonoid(0*) + RH 
(* oznacza niesparowany elektron)

Oprócz neutralizowania wolnych rodników, fla- 
wonoidy mogą zapobiegać również ich wytwarzaniu 
hamując aktywność enzymów i procesów sprzy­
jających powstawaniu wolnych rodników. Kwerce­
tyna i baikaleina są inhibitorami oksydazy ksantyno-

wej (IC50 odpowiednio 7,23 i 9,44 pM), enzymu za­
angażowanego w katabolizm puryn [23], którego 
wzmożoną aktywność obserwuje się m. in. w zapale­
niach wątroby i niektórych nowotworach mózgu [9]. 
Jednym z produktów katalizowanej przez ten enzym 
reakcji jest wysoce reaktywny anionorodnik ponad- 
tlenkowy. Kolejną korzystną cechą flawonoidów jest 
ich działanie przeciwzapalne, opisane szerzej w roz­
dziale V. Reakcji zapalnej towarzyszy bowiem nasi­
lenie stresu oksydacyjnego - wytwarzane wtedy re­
aktywne formy tlenu biorą udział w niszczeniu pato­
genów. Jednak gdy odpowiedź zapalna przedłuża 
się, może dojść również do uszkodzenia tkanek go­
spodarza [22], co sprzyja nowotworzeniu.

Ponadto wykazano, że flawonoidy mogą również 
działać ochronnie na inne przeciwutleniacze, takie 
jak witamina C czy E. W przypadku witaminy C ob­
serwowano pod wpływem flawonoidów m. in. jej 
stabilizację, spowolnienie zużywania oraz redukcję 
dehydroaskorbinianu do askorbinianu [9]. Jedną z 
przyczyn ochronnego działania flawonoidów na wi­
taminę C może być chelatowanie jonów metali np.
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aminy 
heterocykliczne, 
policyk liczne 
węglowodory

enzymy fazy I 
(Cyt P-450)

elektrofilowe 
fonny 

przejściowe

enzy my fazy n  
(itLin. GST, NAT) mniej

toksyczne, 
łatwo 
usuwał ne 
pochodne

i
uszkodzenia DNA ’ wyda lanie

Ryc.2. Metabolizm niektórych mutagenów w wątrobie.

miedzi, które uczestniczą w utlenianiu kwasu askor­
binowego [9, 24].

Okazało się, że niektóre flawonoidy są zdolne do 
modulowania aktywności enzymów zaangażowa­
nych w metabolizm ksenobiotyków. Jest to ważne ze 
względu na to, że mutagenność niektórych substancji 
zmienia się pod wpływem działania tych enzymów. 
Pierwszy etap metabolizmu wątrobowego ksenobio­
tyków polega zazwyczaj na hydroksylacji związku i 
katalizowany jest przez enzymy fazy I, należące do 
grupy cytochromu P-450 (patrz artykuły w Postę­
pach Biochemii: K. Kobylińska (1994) 40, 248; R. 
Jaskuła-Sztul (2000) 46, 50). Drugi etap to sprzęga­
nie związku z kwasem glukuronowym lub przyłącza­
nie innych polarnych grup w miejsce wprowadzo­
nych grup hydroksylowych przy udziale enzymów 
fazy II, co zwiększa rozpuszczalność związku w wo­
dzie i ułatwia jego wydalanie [25], Związki takie jak 
policykliczne węglowodory czy aminy heterocy­
kliczne, wskutek modyfikacji przeprowadzanych 
przy udziale cytochromów P-450 nabywają 
właściwości mutagennych (Ryc.2), dlatego gdy ak- 
tywmość cytochromów P-450 znacznie przewyższa 
aktywność enzymów fazy II, pojawia się niebezpie­
czeństwo powstania uszkodzeń DNA prowadzących 
do nowotworzenia [26], Korzystna dla zapobiegania 
nowotworzeniu może więc być obserwowana dla 
niektórych flawonoidów stymulacja aktywności en­
zymów fazy II. Wzbogacenie diety szczurów we fla- 
won, flawanon czy tangretynę podwyższyło aktyw­
ność m. in. S-transferazy glutationowej (GST) i 
transferazy p-nitrofenolo- UDP-glukuronowej 
(UGT) [27]. Wzrost aktywności UGT obserwowano 
również w komórkach nowotworowych jelita grube­
go Caco-2 traktowanych chryzyną [28]. Różne są na­
tomiast doniesienia dotyczące wpływu flawonoidów 
na aktywność cytochromów P450 —  obecne dane 
wskazują na to, ze mogą one zarówno aktywować,

jak i hamować enzymy fazy I metabolizmu ksenobio­
tyków [29, 30],

II-2 Hamowanie proliferacj i indukcja apoptozy w 
komórkach nowotworowych

Jednym z mechanizmów odpowiedzialnych za an- 
typroliferacyjne działanie flawonoidów jest bloko­
wanie replikacji DNA na skutek hamowania aktyw­
ności enzymów zaangażowanych w ten proces, co 
prowadzi do zatrzymania cyklu komórkowego w fa­
zie S. Przykładowo, acetyloglukopiranozydowe po­
chodne kwercetyny i kempferolu są inhibitorami po- 
limerazy II DNA [31], luteolina hamuje aktywność 
topoizomerazy 1 (IC50 = 5 pM) [32], a topoizomera- 
za II jest hamowana przez baikaleinę, kwercetynę, 
mirycetynę, EGCG i ECG [33].

Flawonoidy mogą również wpływać na aktyw­
ność białek zaangażowanych w regulację przebiegu 
cyklu komórkowego: cyklin oraz kinaz zależnych od 
cyklin (CDK). Bezpośrednim, kompetycyjnym inhi­
bitorem większości CDK jest flawopirydol (Ryc.3). 
Odpowiednie ułożenie pierścieni w tym związku 
umożliwia blokowanie miejsca wiążącego ATP w 
CDK [34]. Większość flawonoidów natomiast przy­
czynia się do inaktywacji CDK pośrednio, poprzez 
stymulację transkrypcji białka p21 —  inhibitora 
CDK-2 i CDK-4 (Ryc.3). Stymulacja transkrypcji 
białka p 2 1 może odbywać się przynajmniej na dwóch 
drogach: zależnej od p53 i niezależnej od p53. Ponie­
waż p53 jest aktywatorem transkrypcji genu białka 
p21, zwiększenie zawartości białka p53 w komórce 
pociąga za sobą podwyższenie ilości białka p21 [10]. 
M c V e a n i wsp. [35] wykazali, że zwiększanie stę­
żenia p53 pod wpływem apigeniny wiąże się ze 
znacznym wydłużeniem okresu półtrwania tego 
białka. Wydaje się więc, że niektóre flawonoidy 
mogą chronić p53 przed degradacją i w ten sposób
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Ryc.3. Wpływ flawonoidów na aktywność kinaz zależnych od cyklin.

hamować rozwój nowotworu. Obserwowano jednak 
również indukowanie przez flawonoidy syntezy p 2 1, 
któremu nie towarzyszył wzrost aktywności p53 
[36]. Oprócz p53 czynnikiem mającym zdolność uru­
chomienia syntezy p21 jest również czynnik tran- 
skrypcyjny C/EBP ß. Aktywowany jest on wskutek 
fosforylacji przez kinazę białkową A (PKA). Akty­
wacji PKA sprzyja natomiast środowisko redu­
kujące, możliwe więc, że flawonoidy dzięki swoim 
właściwościom przeciwutleniającym przyczyniają 
się do zwiększenia syntezy p21 [37],

Niektóre flawonoidy mogą obniżać aktywność 
czynników transkrypcyjnych NF-kB i AP-1, odgry­
wających dużą rolę w nowotworzeniu - pod kontrolą 
tych kompleksów białkowych znajduje się bowiem 
wiele genów uczestniczących w regulacji prolifera­
cji i apoptozy (Ryc.4, 5), a zaburzenia w ich szlakach 
sygnałowych mogą prowadzić do nowotworzenia 
[38]. Zaobserwowano, że hamowaniu wzrostu nie­
których linii komórek nowotworowych wywołane­
mu przez flawonoidy towarzyszyło obniżenie aktyw­
ności AP-1 lub NF-kB. Przykładowo, pod wpływem 
flawonoidów izolowanych z herbaty (m. in. EGCG, 
TFdD) obniżeniu uległa aktywność AP-1, a także 
wzrost stransfekowanych onkogenem H-ras komó­
rek nabłonka mysiego JB-6, charakteryzujących się 
nadaktywnością AP-1 [39]. Z kolei aktywność 
NF-kB, jak również intensywność proliferacji, były

5To-
§f
45a>

-  v L /
C/EBP ß p53

( , n ~ )

zredukowane w ludzkich epidermalnych komórkach 
rakowych A431 poddanych działaniu EGCG [40]. 
Wydaje się, że hamujący wpływ flawonoidów na 
w/w czynniki transkrypcyjne może być skutkiem ich 
właściwości przeciwutleniających, gdyż reaktywne 
formy tlenu mogą aktywować zarówno NF-kB jak i 
AP-1. Nie jest to jednak jedyny mechanizm. Badania 
nad wpływem polifenoli z zielonej herbaty na aktyw­
ność IKK - kinazy katalizującej fosforylację 1-kB 
(inhibitora NF-kB), prowadzącej do aktywacji 
NF-kB wykazały, że EGCG może nie tylko zapobie­
gać aktywacji IKK (co mogłoby być skutkiem usu­
wania wolnych rodników), ale również hamować już 
aktywne IKK (Ryc.4). Właściwości tej nie miały 
inne przeciwutleniacze [41]. Również hamowaniu 
aktywności NF-kB przez TFdG towarzyszyło obniż­
enie aktywności IKK [42]. W przypadku AP-1, ha­
mowanie jego aktywności przez EGCG wynikało 
przynajmniej po części z obniżenia stopnia fosfory­
lacji c-Jun oraz niektórych kinaz zaangażowanych w 
kaskadę sygnałową aktywującą AP-1 (Ryc.5) [39]. 
Mogło być to skutkiem usuwania wolnych rodników 
przez flawonoidy, jednak tu także udowodniono, że 
nie jest to jedyny mechanizm. Flawonoidy często są 
inhibitorami kinaz białkowych —  hamują ich aktyw­
ność blokując miejsce wiążące ATP [43], Nie jest 
więc wykluczone, że obniżanie aktywności AP-1
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wynika z hamującego działania flawonoidów na ki­
nazy kaskady aktywacji AP-1.

Oprócz kontrolowania cyklu komórkowego i apo­
ptozy AP-1 i NF-kB zaangażowane są w procesy an- 
giogeniczne [44], dlatego obniżanie ich aktywności 
przynosi dodatkowe korzyści w postaci spowalnia­
nia ukrwienia guza, a tym samym jego rozrostu.

W tkankach nowotworowych obserwuje się czę­
sto podwyższoną aktywność dekarboksylazy ornity- 
nowej - jednego z enzymów związanych z syntezą 
poliamin, które zaangażowane są w regulację proli­
feracji [45]. Sylimarina i apigenina zapobiegały in­
dukcji dekarboksylazy ornitynowej u myszy, których

skóra traktowana była TPA. Jednocześnie obserwo­
wano hamowanie nowotworzenia u tych zwierząt 
[46, 47] .

Wiele flawonoidów m. in. flawony mają zdolność 
hamowania aktywności aromatazy - enzymu katali­
zującego syntezę estrogenów z androgenów — co 
jest korzystnym zjawiskiem w terapii nowotworów 
hormonozależnych tj. jak rak sutka czy jajnika. Inhi­
bitorami aromatazy są m. in. 7-hydroksyflawon 
(IC50=0,5 pM), 7,4'-dihydroksyflawon (IC50=2 
pM) [48].

Cytostatyczne i cytotoksyczne właściwości fla­
wonoidów wynikają więc z ich wpływu na różnorod-

cytokiny prozapaine, mitogeny, niektóre karcmogeny. UV, ROS.
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Ryc.4. Przećlwnowotworowe działanie flawonoidów związane z hamowaniem aktywności NF-KB. NF-KB aktywowany jest wskutek fosforylacji i 
degradacji związanego z nimi białka inhibitorowego IKB. Uwolniony czynnik transkrypcyjny przedostaje się do jądra komórkowego, gdzie 
uruchamia transkrypcję genów związanych m. in. z regulacją proliferacji i apoptozy.
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Ryc.5. Przeciwnowotworowe działanie flawonoidów związane z hamowaniem aktywności AP-1. AP-1 jest heterodimerem składającym się z białek 
c-Jun i c-Fos, aktywowanym przez czynniki wzrostowe, niektóre cytokiny, mitogeny, a także przez reaktywne formy tlenu. Czynniki te uru­
chamiają kaskadę kinaz MAP prowadzącą do ekspresji c-Jun i c-Fos, które po utworzeniu dimeru i odpowiednim ufosforylowaniu tworzą ak­
tywny AP-1.

ne enzymy i czynniki transkrypcyjne, związane bez­
pośrednio lub pośrednio z regulacją proliferacji i

apoptozy. Godnym podkreślenia jest fakt, że niejed­
nokrotnie obserwowano silniejsze działanie flawo-
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noidów na komórki nowotworowe niż na odpowia­
dające im komórki nienowotworowe [40, 49].

11-3. Flawonoidy w terapii nowotworów z oporno­
ścią wielolekową

Pochodne flawonoidów mogą znaleźć zastosowa­
nie w leczeniu nowotworów, które wykształciły 
oporność wielolekową (MDR) dzięki wysokiej eks­
presji glikoproteiny P (P-gp). Jest to białko błonowe 
zależne od ATP, które w normalnych warunkach 
służy do usuwania z komórki szkodliwych substan­
cji, natomiast w komórkach nowotworowych powo­
duje usuwanie z nich leków'. Znanych jest już wiele 
pochodnych flawonoidów będących inhibitorami 
P-gp. Mają one zdolność przywracania wrażliwości 
na cytostatyki komórkom nowotworowym, które 
wykształciły MDR, np. traktowanie ludzkiej linii ko­
mórek białaczki K562 pochodnymi flawonoidów 
uwrażliwiło je na działanie doksorubicyny [50]. Nie­
które z pochodnych flawonoidów wykazują silniej­
sze działanie na P-gp niż werapamil —  związek 
obecnie stosowany w leczeniu nowotworów z opor­
nością wielolekową [51].

Flawonoidy nie są jeszcze powszechnie stosowa­
ne w terapii nowotworów, jednak prowadzone są już 
badania mające na celu wprowadzenie tych 
związków do stosowania klinicznego. Najbardziej 
obiecującym wydaje się być flawopirydol. Jego cyto­
statyczne właściwości wynikają głównie z tego, że 
jest inhibitorem większości CDK. Dodatkowo fla­
wopirydol działa hamująco na szlaki sygnałowe 
związane z czynnikami wzrostowymi: hamuje fosfo­
ry lację EGFR czy ERK-1 — kinazy odpowiedzialnej 
m. in. za aktywację czynnika transkrypcyjnego 
AP-1, oraz wykazuje działanie antyangiogeniczne 
[52], Cytostatyczne i cytotoksyczne działanie obser­
wowane było w obecności nanomolowych stężeń fla- 
wopirydolu, czyli stężeniach łatwych do osiągnięcia 
w krwiobiegu. Związek ten znajduje sięjuż w Ii fazie 
badań klinicznych. Ponadto prowadzone są badania 
fazy I dla EGCG i kwercetyny [53].

III. Przeciwcukrzycowe właściwości flawono- 
idów

Cukrzyca charakteryzuje się upośledzeniem pro­
dukcji i wydzielania insuliny i/lub niewrażliwością 
komórek docelowych na ten hormon. Regulacja po­
ziomu glukozy we krwi jest wtedy zaburzona, a stę­
żenie tego cukru we krwi jest wysokie. Z kolei w ko­
mórkach tkanek peryferycznych występują niedobo­
ry glukozy, spowodowane upośledzeniem jej pobie­

rania. Wzrasta więc zużycie lipidów jako substancji 
energetycznych, czemu towarzyszy wytwarzanie du­
żych ilości acetylo-CoA. Intensywny metabolizm 
acetylo-CoA prowadzi między innymi do zakwasze­
nia osocza, a zbyt wysoki poziom glukozy we krwi 
jest przyczyną hiperosmolarności osocza. Zmiany te 
prowadzą do wtórnych zaburzeń towarzyszących cu­
krzycy: miażdżycy, ślepoty czy śpiączki spowodo­
wanej zakwaszeniem krwi [54].

Głównym celem terapii cukrzycy jest obniżenie 
stężenia glukozy we krwi. Znanych jest wiele sub­
stancji działających hipoglikemicznie, jednak wciąż 
poszukuje się nowych związków, które mogłyby zna­
leźć zastosowanie w leczeniu tej choroby. Analiza 
aktywności poszczególnych składników roślin lecz­
niczych pozwala znajdywać nowe związki o hipogli- 
kemicznym lub innym działaniu pożądanym w tera­
pii cukrzycy. Przykładem mogą być badania nad eks­
traktem z Pterocarpus marsupium  — rośliny stoso­
wanej w terapii cukrzycy przez indyjską medycynę 
naturalną, a od niedawna również przez medycynę 
konwencjonalną. Z rośliny tej wyizolowano kilka 
związków działających hipoglikemicznie, w tym fla- 
wonoid (-)-epikatechinę [55].

III -1. W pływ (-)-epikatechiny na syntezę i wydziela­
nie insuliny

W badaniach na izolowanych komórkach, jak 
również in vivo, zaobserwowano, że (-)-epikatechina 
stymuluje syntezę insuliny w komórkach [3 trzustki. 
Po 4 dniach podawania szczurom (-)-epikatechiny w 
zastrzykach dootrzewnowych zauważono 30% 
wzrost zawartości insuliny w wyizolowanych póź­
niej wysepkach Langerhansa [56]. Badania in vitro 
na komórkach trzustki szczura wykazały, że 
wywołanemu przez (-)-epikatechinę wzrostowi syn­
tezy i wydzielania insuliny towarzyszy podwyższe­
nie w' komórkach [3 trzustki poziomu cAMP, stymulu­
jącego sekrecję insuliny. Zaobserwowano też inten­
sywniejsze niż w kontroli przekształcanie proinsuli- 
ny w insulinę [57].

III-2. Hamowanie syntezy glukozy w hepatocytach 
przez EGCG

Działanie hipoglikemiczne wykazuje również 
EGCG (galusan epigalokatechiny) —  związek struk­
turalnie podobny do (-)-epikatechiny. Wykazano jed­
nak, że u podstaw tego działania leży mechanizm 
inny niż stymulacja komórek [3 trzustki do syntezy 
insuliny. Pięciogodzinna inkubacja szczurzych ko­
mórek wątrobowych linii H4IIE z EGCG spowodo­

190 POSTĘPY BIOCHEMII 50(2), 2004http://rcin.org.pl



wała obniżenie produkcji glukozy, któremu towarzy­
szył spadek aktywności PEPCK i glukozo-6-fosfa- 
tazy (kluczowych enzymów glukoneogenezy), spo­
wodowany obniżeniem poziomu transkrypcji genów 
kodujących te białka. Działanie to było widoczne już 
w obecności około 10 pM stężenia EGCG [58], Ob­
serwowano również wzrost aktywności niektórych 
kinaz związanych ze szlakiem sygnałowym urucha­
mianym przez insulinę, np. kinazy fosfatydyloinozy- 
tolowej (PI3K.) czy białka p70. Mechanizm działania 
EGCG na syntezę glukozy w wątrobie musi jednak 
zostać dokładniej poznany, aby móc ocenić przydat­
ność tego związku dla terapii cukrzycy.

II1-3. Spowalnianie wchłaniania glukozy w jelicie

Wykazano, że niektóre flawonoidy spowalniają 
wchłanianie cukrów w jelicie, co jest kolejnym zja­
wiskiem korzystnym w terapii cukrzycy, gdyż wol­
niejsze wchłanianie glukozy do krwi zmniejsza roz­
miary charakterystycznej dla cukrzyków poposiłko- 
wej hiperglikemii.

Okazało się, że luteolina, 7-0-glukozyd luteoliny, 
amentoflawon i daidzeina mogą spowalniać 
wchłanianie glukozy poprzez hamowanie aktywno­
ści a-amylazy i a-glukozydazy - enzymów zaanga­
żowanych w hydrolizę węglowodanów w przewo­
dzie pokarmowym. Luteolina o stężeniu 1,5 mM 
zmniejszała aktywność a-glukozydazy o 36%. Jest 
więc silniejszym inhibitorem a-glukozydazy niż 
obecnie stosowana w terapii akarboza [59]. Ponadto 
luteolina hamowała też aktywność a-amylazy, choć 
w mniejszym stopniu niż akarboza [59]. Dlatego 
związek ten rokuje nadzieje na włączenie go do tera­
pii wspomagającej leczenie cukrzycy.

Niższy poposiłkowy poziom glukozy we krwi ob­
serwowano również u szczurów z cukrzycą, którym 
podawano glukozę (2 g/kg masy ciała) razem z kwer- 
cetyną (3-65 mg/kg masy ciała), w porównaniu z po­
ziomem glukozy obecnym we krwi po podaniu 
wyłącznie glukozy [60]. Inne badania ujawniły, że 
glikozydy kwercetyny zmniejszają aktywność 
SGLT-1, występującego w enterocytach transportera 
glukozy zależnego od jonów sodu [61]. Dzięki 
zmniejszaniu aktywności jelitowych transporterów 
glukozy wchłanianie glukozy jest wolniejsze, co za­
pobiega gwałtownemu wzrostowi stężenia glukozy 
we krwi po posiłku.

III-4. Zapobieganie utracie wzroku w warunkach 
cukrzycy

W terapii cukrzycy ważne jest również zapobiega­
nie powikłaniom spowodowanym rozwojem tej cho­
roby. Okazało się, że kwercetyna może opóźniać 
utratę wzroku towarzyszącą cukrzycy. W badaniach 
na gryzoniach Octodon degus z cukrzycą, V a r m a i 
wsp. [62] wykazali, że wzbogacenie ich diety w 
kwercetynę opóźniło utratę wzroku. Odpowiedzialne 
za to okazało się obniżenie przez kwercetynę aktyw­
ności reduktazy aldolowej, choć nie bez znaczenia 
były prawdopodobnie również wcześniej omówione 
mechanizmy (np. spowalnianie wchłaniania glukozy 
w jelicie). Ze względu na to, że bezpośrednią przy­
czyną ślepoty cukrzycowej jest odkładanie się w 
gałce ocznej sorbitolu — związku syntetyzowanego 
z glukozy właśnie przez reduktazę aldolową — ha­
mowanie aktywności tego enzymu przez kwercetynę 
wydaje się być główną przyczyną obserwowanego 
opóźnienia utraty wzroku.

IV. Wpływ flawonoidów na system naczynio­
wy

IV-1. Flawonoidy w profilaktyce i leczeniu miaż­
dżycy

Przyczyną miażdżycy jest odkładanie się złogów 
cholesterolu w ścianach naczyń krwionośnych, pro­
wadzące do zmniejszania lub całkowitego blokowa­
nia światła naczynia. Utrudnienie przepływu krwi 
pociąga za sobą zaburzenia w funkcjonowaniu wielu 
tkanek spowodowane ich niedotlenieniem. Powsta­
waniu zmian miażdżycowych sprzyja występowanie 
we krwi wysokich stężeń lipoprotein o niskiej gęsto­
ści (LDL), zwłaszcza ich form utlenionych [63]. 
LDL odkładają się w ścianach naczyń krwionośnych. 
Są tam fagocytowane przez makrofagi, które następ­
nie stają się tzw. komórkami piankowatymi, dając 
początek blaszce miażdżycowej. Cytokiny wydziela­
ne przez makrofagi stymulują komórki mięśniowe 
ściany naczynia do proliferacji, migracji i intensyw­
nej produkcji macierzy pozakomórkowej, co powo­
duje powstanie okrywy włóknistej i dalszy rozrost 
blaszki. Poza tym w uszkodzonym przez zmiany 
miażdżycowe fragmencie naczynia łatwo dochodzi 
do powstawania zakrzepów. Stres oksydacyjny do­
datkowo zwiększa ryzyko powstania zmian miaż­
dżycowych, gdyż utlenione LDL są intensywniej fa­
gocytowane przez monocyty niż formy nieutlenione.

Niska zapadalność na choroby układu krążenia (w 
tym miażdżycę) w krajach południowoeuropejskich,
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mimo dość wysokiej zawartości nasyconych kwasów 
tłuszczowych w tamtejszej diecie, nosi nazwę „fran­
cuskiego paradoksu”. Analiza tego zjawiska skiero­
wała uwagę na flawonoidy jako związki mogące zna­
leźć zastosowanie w terapii i profilaktyce miażdży­
cy. Badania epidemiologiczne wykazały odwrotną 
korelację między zapadalnością na choroby układu 
krążenia a spożyciem czerwonego wina [64] oraz 
herbaty [65]. Za składniki czerwonego wina i herba­
ty odpowiedzialne za przeciwmiażdżycowe 
działanie tych produktów uważa się m.in. wystę­
pujące w nich flawonoidy: głównie kwercetynę 
(czerwone wino) i katechiny (obecne zarówno w 
czerwonym winie jak i w herbacie) [66]. Postuluje 
się różne mechanizmy przeciwmiażdżycowego 
działania flawonoidów, które przedstawiono w Ta­
beli 3.

IV-2. Flawonoidy w leczeniu innych dolegliwości 
naczyniowych

Niektóre dolegliwości związane z niepra­
widłowym funkcjonowaniem naczyń krwionośnych, 
takie jak żylaki czy kruchość naczyń włosowatych, 
mogą być skutkiem przewlekłych stanów zapalnych. 
Podczas reakcji zapalnej wytwarzane są w dużych

ilościach reaktywne formy tlenu, co prowadzi do 
uszkodzeń ścian naczyń. Wykazano, że niektóre fla­
wonoidy mogą chronić kolagen przed degradacją 
spowodowaną stresem oksydacyjnym [73] W lecze­
niu niektórych dolegliwości naczyniowych, m.in. 
przewlekłej niewydolności żył, stosowany jest pre­
parat o nazwie Daflon 500, w którego skład wchodzą 
diosmina (90%) i hesperytyna (10%). Przeciwzapal­
ne właściwości tych flawonoidów [74] (patrz roz­
dział V) oraz ich zdolność do zmiatania wolnych rod­
ników przyczyniają się do poprawy stanu naczyń 
krwionośnych.

V. Przeciwzapalne i przeciwalergiczne 
działanie flawonoidów

Właściwości przeciwnowotworowe flawonoidów 
oraz ich terapeutyczne działanie w schorzeniach na­
czyń krwionośnych częściowo wynikają z ich 
właściwości przeciwzapalnych. Przeciwzapalne 
działanie flawonoidów wiąże się z obserwowanym w 
wielu doświadczeniach hamującym wpływem tych 
związków na szlaki cyklooksygenazy (COX) i lipok- 
sygenazy (LOX) [75]. Enzymy te są odpowiedzialne 
za syntezę prostaglandyn i leukotrienów — 
związków sygnałowych stymulujących rozwój od-

Tabela 3.

Mechanizmy odpowiedzialne za przeciwmiażdżycowe właściwości flawonoidów

Zjawiska sprzyjające 

powstawaniu blaszki 
miażdżycowej

Flawonoid Działanie Piśmien­

nictwo

odkładanie się LDL w 

ścianach naczyń 

krwionośnych

hesperytyna obniżanie poziomu cholesterolu 

we krwi -  prawdopodobnie 

wskutek hamowania reduktazy 
HMG-CoA

[67]

powstawanie komórek 
piankowatych

iuteolina,

epikatechina,

kwercetyna

przeciwdziałanie utlenianiu LDL [68]

kwercetyna,

metabolity

(+)katechiny

obniżanie zdolności monocytów 

do adhezji do nabłonka naczyń i 

przenikania przez ściany naczyń

[69]

powstawanie okrywy 

włóknistej

kwercetyna hamowanie proliferacji i migracji 

mięśni gładkich naczyń

[70]

baikaleina hamowanie proliferacji mięśni 

gładkich naczyń

[71]

powstawanie skrzepów mirycetyna,

kwercetyna

hamowanie agregacji 
trombocytów

[72]
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powiedzi zapalnej (Ryc.6). Obniżanie aktywności 
cyklooksygenazy wynika prawdopodobnie ze 
zmniejszania intensywności syntezy tego enzymu 
wskutek hamowania przez flawonoidy aktywacji 
czynnika transkrypcyjnego NF-kB, pod którego kon­
trolą znajduje się gen cyklooksygenazy-2. W przeci­
wieństwie do COX-1, enzymu o konstytutywnej eks­
presji, COX-2 syntetyzowana jest jedynie podczas 
reakcji zapalnej, jednak w znacznie większych ilo­
ściach niż COX-1. Nadekspresja COX-2 towarzyszy 
niektórym patologiom obserwowanym podczas 
przewlekłych stanów zapalnych, także powstawaniu 
niektórych nowotworów.

Badania nad ekstraktami roślin leczniczych stoso­
wanych w alergiach, głównie w astmie, wykazały 
przeciwalergiczne właściwości niektórych flawono­
idów [76]. Częściowo są one wynikiem ich ogólnych 
właściwości przeciwzapalnych (Ryc.6). Dla niektó­
rych flawonoidów wykazano, że poza ogólnym 
działaniem przeciwzapalnym mogą wpływać rów­
nież na niektóre procesy charakterystczne dla alergii. 
Kwercetyna i luteolina, poza obniżaniem syntezy 
prostaglandyn i leukotrienów, hamująco wpływały 
również na uwalnianie histaminy z mastocytów, sty­
mulowanych przeciwciałami klasy IgE. Hamowaniu 
uwalniania wyżej wymienionych mediatorów zapa­
lenia towarzyszyło zmniejszenie napływu wapnia do 
komórek oraz obniżenie aktywności kinaz takich jak 
PKC, ERK i JNK. Przeciwalergiczne działanie fla­
wonoidów może więc być skutkiem hamowania szla­
ków sygnałowych odpowiedzialnych za uwalnianie 
mediatorów zapalenia [77].

Innym flawonoidem o działaniu przeciwalergicz- 
nym jest baikaleina. Wyizolowano ją  z korzeni Scu­
tellaria baicalensis, używanych w Japonii w lecze­
niu astmy. Na uwalnianie mediatorów zapalenia z

kwercetyna
galangina
naryngcnina
apiganina...

Kwas arachidonowy

t baikaleina
(-)epikatechino
silibinina
hypolefyna

prostaglandyny leukotneny

4
STYMULACJA ODPOWIEDZI ZAPALNEJ

- stymulacja produkcji 
cytokin pro-zapainych
- rozluźniane ścian 
naczyn kiwionośnycń
• powstawanie oprzęku

- chemotaksja neutrofi li. 
eozynofiii i monocytOw
- wzrost przepuszczalności 
ścian naczyń krwonosnych
- wzrost produkgi Śluzu i 
oökurczame mięsni 
gfadkicn drog oddechowych

mastocytów baikaleina wpływała podobnie jak 
kwercetyna i luteolina, jednak jej wpływ był nieco 
słabszy niż pozostałych dwóch flawonoidów [77]. 
Okazało się jednak, że baikaleina również hamuje se- 
krecję eotaksyny —  chemokiny wydzielanej m.in. 
przez fibroblasty, powodującej chemotaksję eozyno­
fiii w kierunku ogniska reakcji alergicznej i zaostrze­
nie odpowiedzi zapalnej. Działanie baikaleiny wyni­
ka prawdopodobnie z jej wpływu na ekspresję genu 
dla eotaksyny [76], Z Clerodendrumpetasites —  ro­
śliny używanej w Tajlandii w leczeniu objawów ast­
m y —  wyizolowano inny flawonoid: hispidulinę, dla 
której wykazano działanie rozluźniające na mięśnie 
gładkie tchawicy stymulowane do skurczu za po­
mocą histaminy [78]. Flawonoidy mogą więc nie tyl­
ko hamować wydzielanie histaminy, ale również 
osłabiać jej działanie.

VI. Flawonoidy w terapii AIDS

Związkami mogącymi znaleźć zastosowanie w te­
rapii AIDS są inhibitory odwrotnej transkryptazy. 
Hamowanie aktywności tego enzymu jest prawdopo­
dobnie przyczyną obserwowanego dla niektórych 
flawonoidów spowalniającego wpływu na natnna- 
żanie wirusa HIV (Ryc.7). Inhibitorami odwrotnej 
transkryptazy są m.in. (-)epikatechina [79], baikali- 
na [80], baikaleina [81], kwercetyna i mirycetyna 
[82]. Stała inhibicji K\ dla niektórych z tych 
związków nie przekracza 1 pM. Dla niektórych fla­
wonoidów zaobserwowano, że dodatkowo hamują 
namnażanie się wirusa blokując proces wnikania 
jego cząsteczki do wnętrza komórki. Ważną rolę w 
tym procesie odgrywają interakcje między białkami 
wchodzącymi w skład otoczki wirusa a cząsteczkami 
powierzchniowymi atakowanych komórek, głównie 
limfocytów T CD4+. Związanie cząsteczki CD4 z 
białkiem kapsydowym gpl 20 jest jednym z etapów 
adsorpcji wirusa na powierzchni atakowanej komór­
ki. Proces ten ulega zaburzeniu w obecności (-)-epik- 
atechiny lub EGCG, gdyż związki te mogą wiązać się 
nieodwracalnie z g p l20 [79]. Flawonoidem, dla któ­
rego również zaobserwowano zdolność do hamowa­
nia wnikania wirusa HIV do komórki, jest baikalina. 
Nie wpływa ona jednak na wiązanie CD4 z g p l 20. 
Podejrzewa się natomiast, że zaburza interakcje mię­
dzy białkami kapsydu a receptorami dla chemokin 
(CCR), które również są wykorzystywane przez wi­
rusa podczas internalizacji [83]. Natomiast proanto- 
cyjanidy izolowane z nasion winogron obniżają po­
ziom ekspresji receptorów dla chemokin na po­
wierzchni komórek i w ten sposób mogą przyczyniać

Ryc.6. Przeciwzapalne właściwości flawonoidów.
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Ryc. 7. Wpływ flawonoidów na cykl rozwojowy wirusa H1V. PT 
HIV.

mRNA
w irusa

proteinaza wirusa HIV; RT — odwrotna transkryptaza; IG — integraza wirusa

się do obniżenia skuteczności wirusa w infekowaniu 
komórek [84],

Oprócz hamowania aktywności odwrotnej tran- 
skryptazy (RT), kwercetyna może spowalniać 
namnażanie wirusa, hamując działanie wirusowego 
białka Vpr, odpowiedzialnego za zmiany w cyklu ko­
mórkowym gospodarza, prowadzące do zwiększenia 
wydajności namnażania wirusa [85]. Jest również in­
hibitorem integrazy (IG) — enzymu odpowiedzial­
nego za włączanie DNA wirusowego do chromoso­
mów gospodarza — oraz proteinazy (PT) biorącej 
udział w procesie dojrzewania wirusa [9].

V II. U w agi końcowe

Flawonoidy stosowane były w lecznictwie od 
dawna, gdyż często właśnie one są aktywnymi skład­
nikami ziół działających przeciwzapalnie, hipoglike- 
micznie czy przeciwwirusowo. Przeciwutleniające 
właściwości flawonoidów są w dużej mierze odpo­
wiedzialne za ich dobroczynne działanie dla organi­
zmu człowieka. Stres oksydacyjny leży bowiem u 
podłoża wielu zmian patologicznych. Wolne rodniki 
mogą uszkadzać DNA. prowadząc do powstawania 
mutacji, oksydacyjne modyfikacje białek enzyma­
tycznych wpływają na ich aktywność, a utlenianie li­
pidów błonowych zmienia właściwości błon komór­

kwercetyno
mirycetyno
fizetyno
moryno

194 POSTĘPY BIOCHEMII 50(2), 2004http://rcin.org.pl



kowych. Organizm dysponuje mechanizmami likwi­
dującymi nadmiar wolnych rodników, jednak czasa­
mi produkcja wolnych rodników przewyższa zdolno­
ści organizmu do ich neutralizowania. Dlatego prze- 
ciwutleniacze zawarte w pożywieniu przyczyniają 
się do ograniczania uszkodzeń spowodowanych stre­
sem oksydacyjnym, a w konsekwencji zapobiegają 
związanym z nimi schorzeniom.

Obecnie wzrasta zainteresowanie flawonoidami 
jako związkami mogącymi znaleźć zastosowanie w 
medycynie konwencjonalnej. Jednak przed ich 
wprowadzeniem do stosowania klinicznego muszą 
zostać przeprowadzone dokładniejsze badania do­
tyczące mechanizmów działania oraz ewentualnych 
skutków ubocznych ich stosowania, gdyż niektóre 
badania wykazały, że flawonoidy mogą działać rów­
nież jako utleniacze, bądź przyczyniać się do po­
wstawania reaktywnych form tlenu [86]. To czy dany 
flawonoid zadziała jako utleniacz, czy jako przeci- 
wutleniacz, wydaje się zależeć od środowiska, mię­
dzy innymi od pH i potencjału redoks [87]. Ponadto 
niektóre flawonoidy, zwłaszcza flawonole, mogą 
wykazywać właściwości mutagenne [88]. Trudno 
jest jednak jednoznacznie stwierdzić, w jakim stop­
niu będą indukować mutacje in vivo w organizmie 
człowieka.

Podziękowania

Autorki składają serdeczne podziękowania Pani Prof, 
dr hab. Jadwidze Bryle za liczne uwagi, pomocne w przy­
gotowaniu niniejszej pracy.

Praca częściowo finansowana przez Ministerstwo Nauki 
i Informatyzacji -grant nr 3P05A 04925

Artykuł otrzymano 20 listopada 2003 
Zaakceptowano do druku 2 7 maja 2004

Piśmiennictwo:

1. W i n k e l - S h i r l e y  B ( 2001) Plant Physiol 127: 1399-1404
2. Muk ht a r  H, Ah ma d  N (2000) Am J Clin Nu tr 71: 1698-1704
3. S c a l b e r t  A, Wi l l i a ms o n  G (2000)JNutr 130: 2073-2085
4. G e e  JM , D u P o n t  MS ,  D a y  AJ,  P l u m b  GW,  

Wi l l i a ms o n  G, J o h n s o n  IT (2000)JNutr 130:2765-2771
5. D o n o v a n  JL,  C r e s p y  V, M a n a c h  C, M o r a n d  C, 

B e s s o n  C, S c a l b e r t  A, R e m e s y  C ( 2001) J  Nutr 131: 
1753-1757

6. Wat a  n abe  S, Y a m a g u c h i  M, S o b u e  T, T a k a h a s h i  T, 
Mi u r a  T, Ar a i  Y, Ma z u r  W, Wa h a ł a  K, A d l e r c r e u t z  
H ( 199$) J Nutr 128: 1710-1715

7. U e n o l ,  N a k a n o N ,  H i r o n o  I ( 1983) Jpn J Exp Med. 53: 
41-50

8. S a m p s o n  L, R i m m  E, H o l l m a n  PC,  de  V r i e s  JH,  
K a t a n  MB  ( 2002) J Am Diet Assoc 102: 1414-1420

9. M i d d l e t o n  E, K a n d a s w a m i  C, T h e o h a r i d e s  TC  
( 2000) Pharmacol Rev 52: 673-751

10. A l b e r t s  B, B r a y  D, J o h n s o n  A, L e w i s  J, R a f f M ,  
R o b e r t s  K, W a l t e r  P ( 1999) Podstawy biologii komórki. 
Wprowadzenie do biologii molekularnej. Wydawnictwo Naukowe 
PWN, Warszawa, Polska, s. 590-593

11.Y a m a m o t o  S, S o b u e  T, K o b a y a s h i  M, S a s a k i  S, 
T s u g a n e  S ( 2003) J Natl Cancer lnst 95: 906-913

12. Z h o n g  L, G o l d b e r g  MS,  Ga o  YT,  Ha n l e y  JA,  Parent  
ME,  J i n F ( 2001) Epidemiology 12: 695-700

1 3 . T a t s u t a  A, I i s h i  H, B a b a  M, Y a n o  H, M u r a t a  K, 
Muka i  M, A k e d o  H (2000) Clin Exp Metastasis 18:657-662

14. C a l t a g i r o n e  S, R o s s i  C, P o g g i  A, R a n e l l e t t i  FO,  
N a t a l i  PG,  B r u n e t t i  M, A i e l l o  FB,  P i a n t e l l i  M 
( 2000) Int J Cancer 87: 595-600

15. W i e t r z y k  J, B o r a t y ń s k i  J, G r y n k i e w i c z  G, 
R y c z y n s k i  A, R a d z i k o w s k i  C, Op o l s k i  A (2001)4«//- 
cancerRes 21: 3893-3896

16. K a t i y ar S K  ( 2002) Int J Oncol 21: 1213-1222
17. C a r l s o n  B, L a h u s e n  T, S i n g h  S, L o a i z a - P e r e z  A,  

Wo r l a n d  PJ, P e s t e l l  R, A l b a n e s e  C, S a u s v i l l e  EA,  
S e n d e r o w i c z  A M  (1999) Cancer Res 59: 4634-4641

18. C h o i J A ,  K i m J Y ,  L e e J Y ,  K a n g C M ,  K w o n H J ,  Y o o  
YD,  K i m  TW,  L e e  YS,  L e e  SJ ( 2001) Int J  Oncol 19: 
837-844

19.L i n d e n m e y e r  F, Li  H, M e n a s  hi  S, S o r i a  C, Lu H.  
( 2001) Nutr Cancer 39:139-47

20. T a k a h a s h i  T, K o b o r i  M, S h i n m o t o  H, T s u s h i d a  T 
( 1998) 62: 2199-2204

21. T y a g i A, A g a r w a l  C, A g a r w a l  R ( 2002) Cell Cycle 1: 
137-142

22. Ni j  v e l d t  RJ,  v an  N o o d  E, v a n  H o o r n  DE,  B o e l e n s  
PG,  v an  N o r r e n  K, v a n  L e e  u w e n  PA (2001) Am J  Clin 
Nutr 74: 418-425

23. Ch a n g  WS,  Le e  YJ,  Lu FJ, Ch i a n g  HC ( 1993)Anticancer 
Res 13:2165-70.

24. B r o w n  J. E, Kh o d r  H, Hi d e r  R. C,  R i c e - E v a n s  C.  A 
( 1998) Biochem J  330: 1173-1178

25. H a t a g i m a  A ( 2002) Cad Saude Publica 18: 357-377
26. H a s h i mo t o  Y, Mi ura  S, D e g a w a  M (1990) Princess Taka­

matsu Symp 21:129-36
27. S i e s s  MH,  Ma s J P,  C a n i v e n c - L a v i e r  MC,  S u s c h e t e t  

M ( 1996) J Toxicol Environ Health 49: 481-496
28. Ga l  ij a to v i e  A, Ot a k e  Y, Wa l l e  UK,  Wa l l e  T (2001) 

Pharm Res 18: 374-379
29. B u e n i n g  MK,  C h a n g  RL,  H u a n g  MT,  F o r t n e r  JG,  

W o o d  AW,  C o n n e y  AH (1981) Cancer Res 41: 67-72
30. H o d e k  P, T r e f i ł  P, S t i b o r o v a  M (2002) Chem Biol Inte­

ract 139: 1-21
3 1 . Mi z u s h i n a  Y, I s h i d o h  T, K a m i s u k i  S, N a k a z a w a  S, 

T a k e mu r a  M, S u g a w a r a  F, Y o s h i d a  FI, S a k a g u c h i  K 
( 2003) Biochem Biophys Res Commun 301: 480-487

32. C h o w d h u r y  AR,  S h a r ma  S, Ma n d a l  S, G o s w a m i  A,  
M u k h o p a d h y a y  S, Ma j u md e r  HK (2002) Biochem J  366: 
653-661

33. A u s t i n  CA,  P a t e l  S, O n o  K, N a k a n e  H, F i s h e r  LM 
( 1992) Biochem J  282: 883-889

34. D e  A z e v e d o  WF  Jr, M u e l l e r - D i e c k m a n n  HJ,  
S c h u l z e - G a h m e n  U, Wo r l a n d  PJ, S a u s v i l l e  E, Ki m 
S H ( 1996) Proc Natl Acad Sei USA 93: 2735-2740

35. M c V e a n  M, X i a o  H, I s o b e  K, P e l l i n g  JC (2000) Carci­
nogenesis 21: 633-639

36. B a i  F, M a t s u i  T, O h t a n i - F u j i t a  N, M a t s u k a w a  Y, 
D i n g  Y, S a k a i  T ( 1998) FEBS Lett 437: 61-64

37. C o 1 i c M, P a v e 1 i c K ( 2000) J Mol Med 78: 333-336
38. D o n g Z, P a r k  A M  ( 2003) J Biochem Mol Biol 36: 66-77
39. C h u n g  JY,  H u a n g  C, M e n g  X, D o n g  Z, Y a n g  CS  

( 1999) Cancer Res 59: 4610-4617
40. A h m a d  N, G u p t a  S, M u k h t a r  H (2000) Arch Biochem 

Biophys 376: 338-46.
41. Y a n g  F, Oz  HS,  B a r v e  S, de V i l l i e r s  WJ,  M c C l a i n  

CJ,  V a r i l e k  G W (2001) Mol Pharmacol 60:528-533
42. Pan MH,  L i n - S h i  au SY,  Ho CT,  Li n JH, Li n JK (2000) 

Biochem Pharmacol 59: 357-367
43. M a n t h e y JA  ( 2000) Microcirculation 7:S29-34

POSTĘPY BIOCHEMII 50(2), 2004 195http://rcin.org.pl



44. D ę b i ń s k i  W, S ł a g l e - W e b b  B, A c h e n  MG,  S t a c k e r  
SA,  T u l c h i n s k y  E, Gi l l e s p i c GY ,  Gi b o  DM (2001)Mol 
Med 7: 598-608

45. C a n i z a r e s  F, S a l i n a s  J, de  l a s  H e r a s  M, D i a z  J, 
T o v a r  1, M a r t i n e z  P,
P e n a f  i e 1 R ( 1999) Clin Cancer Res 5:2035-41.

46. A g a r w a l  R, Ka t i y a r  SK,  L u n d g r e n  DW,  Mu k h t a r  H 
( 1994) Carcinogenesis 15: 1099-1103

47. W ei  H, Ty e L, B r e s n i c k  E, Bi r t  DF ( 1990) CancerRes50: 
499-502

48.1 b r a h i m AR, A b u 1 - H a j j Y J ( 1990) 37: 257-260
49. Gu p t a  S, A f a q  F, Mu k h t a r  H (2001) Biochem Biophys Res 

Commun 287: 914-20.
50. H a d j e r i  M, B a r b i e r  M, R o n o t  X, M a r i o t t e  AM,  

B o u m e n d j e l  A, B o u t o n n a t  J ( 2003) 46:2125-2131
51. Fer t e  J, Ku h n e l J M,  C h a p u i s G,  Ro l l a n d  Y, L e w i n  G, 

S c h w a l l e r  M A  ( 1999) 42: 478-489
52. S e d 1 a c e k H H ( 2001) Crit Rev Oncol Hematol 38: 139-170
53. W a n g H K ( 2000) Expert Opin Investig Drugs 9: 2103-19.
54. G a n o n g W F ( 1994) Fizjologia - podstawy fizjologii lekarskiej 

wydawnictwo PZWL, Warszawa, Polska, s. 411-425
55. J a c h a k SM  ( 2002) CRIPS 3: 9-13
56. H i i CS,  H o w e l l  S L ( 1984) Diabetes 33: 291-296
57. A h m a d  F, K h a n  MM,  R a s t o g i  AK,  C h a u b e y  M,  

K i d w a i  JR (1991) Indian J Exp Biol 29: 516-520
58. W a l t n e r - L a w  ME,  W a n g  XL,  L a w  BK,  H a l l  RK,  

N a w a n o  M, G r a n n e r  D K  ( 2002) J Biol Chem 277: 
34933-34940

59. Ki m JS,  K w o n  CS,  S o n  KH ( 2000) Biosci Biotechnol Bio­
chem 64: 2458-2461

60. S o n g  J, K w o n  O, Ch e n  S, D a r u w a l a  R, Ec k  P, Park  
JB.  L e v i n e  M (2002) J  Biol Chem 277:15252-15260

61- Ader  P, B l o c k  M, P i e t z s c h  S, Wo l f f r a m S (2001) Can­
cer Lett 162: 175-180

62. V a r m a  SD,  M i z u n o  A, K i n o s h i t a  JH ( 1977)Science 
195: 205-206

6 3 . Me r t e n s  A. V e r h a mme  P, B i e l i c k i  JK, P h i l l i p s  MC,  
Qu a r c k  R, Ve r r e t h  W, S t e n g e l  D, N i n i o  E, N a v a b  M, 
M a c k n e s s  B, M a c k n e s s  M, H o l v o e t  P (2003) Circula­
tion 107: 1640-1646

64. W o l l i n  SD,  J o n e s  PJ ( 2001) J Nutr 131: 1401-1404
65. G e l e i j n s e  J M, L a u n e r  LJ,  H o f m a n  A, P o l s  HA,  

W i t t e m a n  JC ( 1999) Arch Intern Med 159: 2170-2174
66. S t e i n  JH,  K e e v i l  JG,  W i e b e  DA,  A e s c h l i m a n n  S, 

F o I t s J D ( 1999) Circulation 100: 100-1055
67. K i m  HK,  J e o n g  TS,  L e e  MK,  P a r k  YB,  C h o i  MS  

( 2003) Clin ChimActa 327: 129-137

68. H i r a n o  R, S a s a m o t o  W. Ma t s u  mo t o  A, I t a k u r a  H, 
I g a r  a s h  i O, K o n d o  K ( 2001) J Nutr Sci Vitaminol 47: 
357-362.

69. Ko g a  T. Me y d a n i  M ( 2001) Am J Clin Nutr 73:941-948
70. A l c o c e r  F, W h i t l e y  D, S a l a z a r - G o n z a l e z  JF,  

J o r d a n  W D, S e 11 e r s M T, E c k h o f  f  D E, S u z u k i  K, 
M a c r a e  C, B l a n d  K1 ( 2002) Surgety 131: 198-204

71. Hu a n g  HC,  Wa n g  HR,  Hs i e h  LM ( 1994) E w  J Pharmacol 
251: 91-93

72. R o b a k  J, K o r b u t  R, S h r i d i  F, S w i e s  J, 
R z a d k o w s k a - B o d a l s k a  H ( 1988) Pol J  Pharmacol Pharm 
40: 337-340

73. M o n b o i s s e  JC,  B r a q u e t  P, R a n d o u x  A, B o r e l  JP 
( 1983) Biochem Pharmacol 32: 53-58

74. J e a n  T, B o d i n i e r M C  ( 1994) Angiology 45: 554-559
75. Y o u  KM,  J o n g  HG,  K i m  HP ( 1999) Arch Pharm Res 22: 

18-24
76. N a k a j i m a T, I m a n i s h i M, Y a m a m o t o  K, C y o n g J C, 

FI i r a i K ( 2001) Planta Med 67: 132-135
77. K i m a  ta M, S h i c h i j o  M, M i u r a  T, S e r i z a w a  I, 

I n a g a k i N,  Na g a i  H (2000) Clin Exp Allergy 30: 501-508
78. H a z e k a m p  A, V e r p o o r t e  R, P a n t h o n g  A ( 200\) J  Eth- 

nopharmacol 78: 45-49
79. D e  C l e r c q  E ( 2000) Med Res Rev 20: 323-349
80. Ki t a mu r a  K, Ho n d a  M, Y o s h i z a k i  H, Y a m a m o t o  S, 

N a ka ne  H, F u k u s h i m a  M, O lio K, T o k u n a g a  T ( 1998) 
Antiviral Res 37: 131-140

8 1 . 0  no K, N a k a n e  H, F u k u s h i m a  M, C h e r  m a n n  JC,  
B a r r e - S i n o u s s i  F ( 1989) Biochem Biophys Res Commun 160: 
982-987

82. O n o K, N a k a n e  H, F u k u s h i m a  M, C h e r m a n n  J C, 
B a r r e - S i n o u s s i  F ( 1990) Eur J Biochem 190: 469-476

83. L i B Q, Fu T, D on g y an Y, M i ko v i t s J A, Ru sc et t i F W, 
W a n g J M ( 2000) Biochem Biophys Res Commun 276: 534-538

84. N a i r MP,  K a n d a s w a m i C, M a h a j a n  S, N a i r  HN,  
C h a w d a  R, S h a n a h a n  T, S c h w a r t z  SA (2002) BiolRes 
35: 421-431

85. S h i mu r a  M, Zho u  Y, As a d a  Y, Y o s h i k a w a  T, Ha t a k e  
K, Ta k a k u  F, I s h i z a k a  Y ( 1999) Biochem Biophys Res Com­
mun 261: 308-316

86. Sahu SC, Gray GC (1997) Food Chem Toxicol 35: 443-447
87. H o r v a t h  o v a  K, V a c h a l k o w a  A, N o v o t n y  L (2001) 

Neoplasma 48: 435-441
88. J u r a d o  J, A l e j a n d r e - D u r a n  E, A l o n s o - M o r a g a  A, 

P u e y o  C (1991) Mutagenesis 6: 289-295

196 POSTĘPY BIOCHEMII 50(2), 2004http://rcin.org.pl



Szanowni Państwo,

Pragniem y zaw iadom ić, że XII Zjazd Polskiego Towarzystwa Im m unolog 
Doświadczalnej i K lin iczne j odbędzie się w  Lub lin ie  w dniach:

19-22 .05 .2005 .

Aby uzyskać bliższe inform acje  prosim y o kontakt: 

w w w .im m u rio .p ro t.p l

Sub z Piotrem Pożarowskim  - sekretarzem Zjazdu

Zakład Immunologii Klinicznej 
ul. Jaczewskiego 8
20-950 Lublin
teL (+81)742 50 26 
fax (+81) 746 70 10 
e-mail: ppozarowski@o2.pl

http://rcin.org.pl

http://www.immurio.prot.pl
mailto:ppozarowski@o2.pl


KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO POLSKIEGO TOWARZYSTWA 
BIOCHEMICZNEGO

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

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

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

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

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

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

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

UW AGA: Z M IA N A  NUMERÓW KONT POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIO C HEM ICZNEG O

S k ła d k i c z ło n k o w s k ie  i prenum erata Kwartaln ika
“ P o s tę p y  B io c h e m ii”
BPH PBK S.A. Oddział w Warszawie, ul. Krucza 24-26
95 1060 0076 0000 4110 5000 0371

P ren um e ra ta  K w a rta ln ik a  “ Acta B iochim ica Po lon ica”
BPH PBK S.A. Oddział w Warszawie, ul. Krucza 24-26
35 1060 0076 0000 4110 5000 0384

http://rcin.org.pl
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