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KILKA SŁÓW OD REDAKTORA

S za n o w n i Państwo,

R ozpoczynam y no w y  rok działa lności naszej redakcji i jak zaw sze  n ie m ogę, n iestety , ustrzec się  m yśli o zagrożeniach, jakie  m ogą  
spotkać czasopism o w  przyszłości. Jedno z nich to m ożliw o ść , że spadn ie  liczba prac, które Państw o nadsyłacie  do naszej redakcji, a 
drugie, że  „Postępy Biochem ii" m ogą przeżyć krach finansow y, którego n ie  u d źw ig n ie  P olsk ie  T ow arzystw o B iochem iczne,. N a  tego  
rodzaju m y śli  jedynym  lekarstw em  jest analiza u b ieg łeg o  roku pod w zg lęd em  sp o so b ó w  radzenia sob ie  z tym i zagrożeniam i.

W  2006 roku w yd ru kow aliśm y 47 artykułów  przeg lądow ych  i 1 artykuł sponsorow any, z łącznie  64 nadesłanych  prac, co stanow i  
75 procent artykułów  przyjętych do druku. Autorzy w ięk szo śc i z  w yd ru kow an ych  artykułów  (79,1 procent) w sp a n ia ło m y śln ie  z e 
chcie li pokryć częśc iow e koszty  druku w łasn ych  prac. N ie  za w ied li  też nasi sponsorzy: M in isterstw o N au k i i S zko ln ictw a  W yższego  
oraz P rezydium  Polskiej A kadem ii Nauk; d z ięk i pom ocy  finansow ej w spom nian ych  instytucji ukazał się  m. in. num er 4 (specjalny) 
z 2006 roku, p ośw ięcon y  szlakom  przekazyw ania sy g n a łó w  w  kom órce i d iagnostyce m olekularnej. Szczegó ln e  p o d zięk o w a n ia  na
leżą  s ię  także firmom b iom edyczn ym  oraz firmom oferującym  sprzęt badaw czy i odczynn ik i, takim  jak M erck Sp. z o.o., O lym pus, 
BD B ioscience, Santa Cruz B iotechnology Inc, Abo Grażyna Boreysza, bioM erieux Polska, oraz w yd a w n ic tw u  n a u k o w em u  PW N za 
w spieran ie  dzia ła lności w ydaw niczej P olsk iego  T ow arzystw a B iochem icznego. M am  nadzieję, że  z p od obn ą w sp an ia łom yśln ośc ią  
spotkam y s ię  także w  2007 roku, bo bez takiej pom ocy byt naszego  czasopism a by łb y  n iem o żliw y .

Jako redaktor naczelny szczegó ln ie  cen ię  sob ie  Państw a uw agi, które pom agają m i w  codziennej pracy nad u d o sk o n a la n iem  cza
sop ism a. D latego  bardzo proszę o k ierow anie  Państw a op in ii  na adres poczty elektronicznej s .p iku la@ nencki.gov.pl. D z ięk u ję  za 
uw a g ę  i zapraszam  jak zw y k le  do lektury naszego  czasopism a oraz do odw iedzan ia  naszej strony internetow ej pod adresem  w w w .  
postep yb ioch em ii.p l.
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M IKROSKOPY INOWEJ GENERACJI 

ECLIPSE FIRMY NIKON

-  Unikalny okład optycny CFI60 z rewelacyjnymi 
obiektywami o najwyższych parametrach.

-  Orginalne rozwiązania mechaniczno-elektroniczne 
zapewniające najwyższy komfort pracy.

-  Perfekcyjna rejestracja i analiza obrazu przez kolorowe 
i czarno-białe kamery cyfrowe oraz program NIS.

Imaging Software ^Elements

Oferujemy:

-  doradztwo techniczne i handlowe
-  kompleksową obsługę uwzględniającą dostawę, 

instalację i szkolenie
-  serwis gwarancyjny i pogwarancyjny

Posiadamy liczne referencje 

Zapraszamy do współpracy
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do H o t - M  P
Chemicznie zmodyfikowana polimeraza 
hot-start zapewnia wydajny i szybki 
start reakcji PCR.
Wysoce wydajna amplifikacja złożonych 
kompleksów matrycowego DNA.
Krótki czas aktywacji: tylko 4 minuty! 
Wysoka specyficzność PCR: 
zredukowanie do minimum tworzenie 
dimerów przez primery oraz mispriming.

Zastosowanie:
• Hot-start PCR,
• high throughput hot-start PCR 

(Taq DNA TrueStart™),
• RT-PCR,
• real-time PCR,
• multiplex PCR,
• amplifikacja DNA typu „Iow copy”,
• generacja produktów PCR do klonowania TA.

Podwyższona czułość rekacji PCR. 
Dogodna pokojowa temperatura 
przygotowywania PCR dzięki dodaniu 
do reszt aminkwasowych specyficznych 
termolabilnych grup blokujących. 
Produkty reakcji zawierają końce 3'-dA.

EP0611 1 x 100 u (5u//ul)

EP0612 1 x 500 u (5u/pl)

EP0613 5 x 500 u (5u//ul)

EP0601 1 x 100 u (5u/pd)

EP0602 1 x 500 u (5u//jI)

EP0603 5 x 500 u (5u/pl)

DYSTRYBUTOR: abo Grażyna Boreysza
ul. Podleśna 6a, 8 0 -2 5 5  Gdańsk
Biuro: ul. Małachowskiego 1, 80 -262  Gdańsk
tel.: (58) 341 21 43; fax: (58) 520  33 80
e-mail: abo@abo.com.pl; www.abo.com.pl

TrueStart’
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W IADOMOŚCI KRAJOWE

pod redakcją Teresy W esołow skiej

Fot. 1. Profesor Michał Kleiber, Prezes PA N

Prof. Michał Kleiber (Fot. 1) w 
dniu 14 grudnia 2006 r. został w ybra
ny nowym  prezesem Polskiej Akade
mii Nauk przez Zgromadzenie Ogól
ne PAN. Zastąpił na tym stanowisku 
prof. Andrzeja Legockiego. Kontrkan
dydatem  prof. Michała Kłeibera był 
prof. Andrzej Kajetan Wróblewski. 
Profesor Michał Kleiber (ur. 1946 r.) 
jest specjalistą w  zakresie zastosowań 
nowoczesnych technik kom putero
wych w badaniach naukowych, tech
nice i medycynie. Ukończył Wydział 
Inżynierii Lądowej Politechniki W ar
szawskiej oraz Wydział Matematyki, 
Informatyki i Mechaniki Uniwersy
tetu Warszawskiego. W 1995 r. został 
dyrektorem Instytutu Podstawowych 
Problemów Techniki PAN, w którym 
od 1986 roku kieruje Zakładem  Metod 
Komputerowych. Przez wiele lat był 
wykładowcą na Wydziale M atem aty
ki i N auk Informacyjnych Politechniki 
Warszawskiej. Jest także Sekretarzem 
Generalnym Europejskiego T o warzy s- 
tw a Metod Komputerowych w N a
ukach Stosowanych oraz Prezesem 
Środkowoeuropejskiego Towarzys
twa Metod Komputerowych i Mecha
niki. Zasiada w radach redakcyjnych

kilkunastu międzynarodowych cza
sopism naukowych. Jest m.in. redak
torem naczelnym prestiżowego czaso
pisma o zasięgu międzynarodowym: 
„Archives of Computational Methods 
in Engineering". W latach 2001-2005 
był ministrem nauki i informatyzacji 
oraz przewodniczącym  Komitetu Ba
dań  Naukowych. Obecnie pełni m.in. 
funkcję społecznego doradcy Prezy
denta RP, jest członkiem Europejskiej 
Rady Nauki, Rady Programowej Pol
skiego Forum Strategii Lizbońskiej 
oraz prezesem organizacji European 
Materials Forum. W 2001 roku prof. 
Kleiber otrzymał Nagrodę Fundacji 
na rzecz Nauki Polskiej (tzw. Polskie
go Nobla) w  dziedzinie nauk technicz
nych (wg PAP -  Nauka w Polsce).

Prof. Wojciech Kostowski 1 stycz
nia 2007 r. został nowym przewodni
czącym Wydziału Nauk Medycznych 
PAN. Zastąpił na tym  stanowisku 
prof. Andrzeja Trzebskiego. Prof. Ko
stowski będzie pełnił w /w  funkcję w 
latach 2007-2010. Dotychczas był wi
ceprzewodniczącym Wydziału Nauk 
M edycznych PAN. Prof. Kostowski 
specjalizuje się w psychofarmakolo- 
gii. Prowadził badania między inny
mi nad przekaźnikami nerwowymi, 
w pływ em  noradrenaliny na działanie 
leków przeciwdepresyjnych. Wyka
zał, że serotonina i dopam ina pełnią 
rolę w  zachowaniach agresywnych 
mrówek. W ostatnim  dziesięcioleciu 
skupił się na problematyce działania 
środków uzależniających, w tym alko
holu, morfiny i kokainy. Serotniona, 
jego zdaniem, może mieć wpływ na to 
działanie. Opracował własną koncep
cję pow staw ania uzależnień opartą 
na założeniu, że decydującą rolę w  tej 
kwestii może odgrywać upośledzenie 
zaspokajania popędów. Prof. Kostow
ski pracuje między innymi w Instytu
cie Psychiatrii i Neurologii w  W arsza
wie. Jest członkiem kilku komitetów 
PAN -  N auk Fizjologicznych, Nauk 
Neurologicznych oraz Neurobiologii.

Dnia 9 listopada 2006 r. w Mini
sterstwie Nauki i Szkolnictwa Wyż
szego odbyło się plenarne posiedze

nie Rady Nauki z udziałem prezesów 
PAN i PAU, prezesa Fundacji na rzecz 
Nauki Polskiej, przewodniczących 
Rady Głównej Jednostek Badawczo- 
Rozwojowych, Rady Głównej Szkol
nictwa Wyższego oraz przewodniczą
cego Komisji do spraw Nauki KRASP. 
W trakcie obrad Minister Nauki i 
Szkolnictwa Wyższego, prof. Michał 
Seweryński, przedstawił tezy progra
mu prac resortu w  zakresie polityki 
naukowej państwa. Projektowane 
zmiany systemu nauki mają służyć 
dw óm  celom: skuteczniejszemu prze
łożeniu badań na innowacyjność go
spodarki, zautonomizowaniu procesu 
organizowania, finansowania i w dra 
żania badań naukowych. Do realizacji 
tych celów mają być powołane dwie 
autonomiczne agencje. Rozdział bu 
dżetowych środków finansowych na 
badania naukowe ma być wyłączony 
spod kompetencji Ministerstwa. Dys
trybucja środków ma być niezależna 
od instytucji politycznych. W pierw 
szej połowie 2006 r. rozpoczęły się 
prace nad opracowaniem koncepcji 
Narodowego Centrum Badań i Roz
woju (NCBR). Projekt ustawy pow o
łującej Centrum przeszedł już przez 
fazę uzgodnień międzyresortowych i 
został skierowany do Komisji Praw 
nej, a potem zostanie przekazany Ra
dzie Ministrów. Minister Seweryński 
podziękował przedstawicielom śro
dowiska naukowego za cenne uw a
gi i sugestie dotyczące Narodowego 
Centrum  Badań i Rozwoju. Zadaniem 
NCBR będzie organizowanie badań 
naukow ych i prac rozwojowych, po 
dejmowanych w ramach program ów 
o strategicznym znaczeniu dla rozw o
ju cywilizacyjnego i gospodarczego 
kraju, zlecanych do realizacji przez 
ministra nauki oraz za jego zgodą 
przez inne podmioty. Minister za
pewnił, że Centrum będzie instytucją 
autonomiczną. Jej związek z mini
strem nauki będzie porównywalny 
do relacji między ministrem a szkoła
mi wyższymi. NCBR będzie dyspono
wało własnym budżetem. Kierowane 
będzie przez dyrektora powoływane
go przez ministra, zaś Rada Centrum,
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składająca się z przedstawicieli śro
dow isk nauki, gospodarki i finansów 
oraz administracji rządowej, będzie 
pełniła funkcję opiniodawczą. Dyrek
tor, w  zakresie realizacji zadań agen
cji, będzie mógł zasięgać opinii eks
pertów  zarów no z kraju, jak i z zagra
nicy. W ram ach otrzymanego budżetu 
centrum  będzie ogłaszać konkursy na 
projekty badawcze, zawierać um owy 
ze zwycięzcami konkursów, nadzoro
wać przebieg realizacji projektów, a 
także odbierać ukończone już prace. 
N ow ym  zadaniem NCBR, nie realizo

w anym  dotychczas przez urząd m i
nistra, będzie świadczenie pomocy w 
komercjalizowaniu wyników badań 
naukowych. Zdaniem  Ministra Sewe- 
ryńskiego, powstanie NCBR zapewni 
intensywniejsze „wchłanianie" w yni
ków badań  przez gospodarkę. Prace 
nad  d rugą agencją nie są jeszcze tak 
zaaw ansow ane. Będzie ona nosiła na 
zwę Agencji Badań Poznawczych lub 
Podstawowych, a jej działalność bę
dzie ograniczała się do finansowania 
badań, które nie mają bezpośredniego 
przełożenia na gospodarkę czy inne

dziedziny zastosowań aplikacyjnych. 
Ta agencja będzie także dysponowała 
w łasnym  budżetem , choć z pew noś
cią nie tak wysokim jak NCBR. Każda 
instytucja akademicka, czy pozaaka- 
demicka, będzie miała praw o zgła
szać swoje propozycje badawcze do 
obu agencji, jednak NCBR w  znacznej 
mierze będzie realizować projekty 
badawcze przyjęte przez Rząd. Obok 
opracowania koncepcji obu agencji, 
w Ministerstwie przygotowano także 
projekt nowelizacji ustawy o jednost
kach badawczo-rozwojowych (JBR) 
oraz zm iany ustaw y o prow adzeniu 
działalności gospodarczej, w  tym o 
ograniczeniu praw a do prow adzenia 
tej działalności, przez osoby pełnią
ce funkcje publiczne. Rekonstrukcja 
JBR ma pozwolić na ich lepsze funk
cjonowanie w zmodyfikowanym  sy
stemie badań naukowych. Minister 
widzi potrzebę oddzielenia spośród 
JBR tych jednostek, które są przede 
wszystkim instytutam i badawczymi 
od tych, które pow inny pełnić funk
cję usługow ą wobec tych instytutów  
bądź wobec ministra, który je pow o
łał. Narzędziem  służącym do takie
go w yodrębnienia może być ocena 
parametryczna. Te z jednostek, które 
w ocenie parametrycznej w ypadną 
dobrze, zostaną włączone do sekto
ra badań naukow ych i będą mogły 
ubiegać się albo w agencji albo w sek
torze przem ysłowym  o przyznanie 
środków na badania. Otrzymają także 
fundusz statutowy, który pozwoli im 
na zachowanie gotowości badawczej. 
Minister Seweryński sądzi, że jed
nostki badawczo-rozwojowe o cha
rakterze czysto naukow ym  zostaną z 
czasem podporządkow ane m inistro
wi do spraw  nauki. Inni, poza Mini
strem Nauki, ministrowie będą mogli 
utrzym yw ać podległe ich resortom  
jednostki badawczo-rozwojowe, o 
ile przeznaczą na to własne środki 
budżetowe. Z budżetu  nauki będa 
mogły korzystać jedynie te jednostki, 
które mają charakter naukow y oraz 
mają potencjał, który upow ażnia je do 
prow adzenia tego rodzaju badań. N o
welizacja ustaw y da JBR możliwość 
dostosowania się do nowej struktury 
nauki i pozwoli na zmianę profilu 
działalności, industrializację lub p ry 
watyzację. Choć N arodow e Centrum  
Badań i Rozwoju odegra znaczącą rolę 
w kontaktach nauki z gospodarką, to 
M inisterstwo nie poprzestanie na tej
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Farmacja  XXI wieku  
W yzwania  i Nadzie je

K a t o w i c e - S p o d e k

25-28. IX.2007

Szanowni Państwo,

Mam zaszczyt zaprosić Państwa do czynnego udziału w obradach XX Naukowego 
Jubileuszowego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, który odbędzie 
się w Katowicach, w dniach 25 - 28 września 2007 roku. Organizatorami Zjazdu są 
Oddział Katowicki Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego oraz Wydział Far
maceutyczny z Oddziałem Medycyny Laboratoryjnej, Śląskiej Akademii Medycznej. 
Zjazd będzie okazją do prezentacji prac naukowych, jak również do uczestnictwa w 
wykładach, sesjach posterowych i kursach z dziedzin farmaceutycznych, medycz
nych i pokrewnych. Patronat honorowy nad XX Zjazdem Polskiego Towarzystwa 
Farmaceutycznego objął Minister Zdrowia -  prof. dr hab. Zbigniew Religa.

Konferencje i zjazdy farmaceutów - pomimo wszechobecnych, medialnych środ
ków rozpowszechniania informacji naukowej, stwarzają niezastąpioną możliwość 
osobistych spotkań przedstawicieli całego środowiska. Spotkania te są okazją do 
zaprezentowania aktualnego stanu badań naukowych, prowadzonych we wszyst
kich ośrodkach akademickich Polski, stanowiąc także forum dla dyskusji z przed
stawicielami innych dziedzin i dyscyplin naukowych. XX Naukowy Zjazd Polskie
go Towarzystwa Farmaceutycznego będzie sposobnością nie tylko do wymiany 
wiedzy o postępach nauk farmaceutycznych, ale i omawiania koncepcji realizowa
nia szeroko pojętej opieki farmaceutycznej, czy też dyskusji o dostosowywaniu do 
unijnych standardów, metod i programu kształcenia przyszłych farmaceutów.

Czerpiąc inspirację z minionych Zjazdów Polskiego Towarzystwa Farmaceutycz
nego, zawsze udanych i wysoko ocenianych przez ich uczestników, organizatorzy 
XX Naukowego Zjazdu, szczególnie zaszczyceni honorem organizowania tego 
przedsięwzięcia jako Zjazdu Jubileuszowego, gorąco zapraszają do udziału w tym 
Zjeździe wszystkich, którym bliskie są zadania i problematyka polskiej farmacji. 
Wyrażam głęboką nadzieję, iż XX Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farma
ceutycznego będzie nie tylko owocnym spotkaniem naukowym, ale i sposobnoś
cią do podniesienia kwalifikacji zawodowych, sposobnością do miłego, wspólnego 
spędzenia czasu, oraz okazją do rozwoju przyjacielskiej współpracy farmaceutów 
naszego kraju.

Przewodnicząca Komitetu Organizacyjnego
Prof. dr hab. Krystyna Olczyk
Dziekan Wydziału Farmaceutycznego
Śląskiej Akademii Medycznej

Więcej informacji na temat Zjazdu można uzyskać pod adresem: 
h ttp ://w w w .p tfa rm z ja zd .p l/
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Szanowni Państwo,

Dzięki dotacjom Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, Instytutu Biologii Doświad
czalnej im. Marcelego Nenckiego oraz II Wydziału PAN Polska bierze udział w pro
gramie ESF (European Science Foundation) Genomika Funkcjonalna. W związku 
z tym młodzi naukowcy przed lub tuż po doktoracie mogą ubiegać się o krótko i 
długoterminowe (6 miesięcy) stypendia. Szczegółowe informacje o projekcie oraz 
sposobie ubiegania się o pieniądze można znaleźć pod adresem: www.function- 
algenomics.org.uk. Pod tym adresem zamieszczane są również bieżące informacje 
o konferencjach i seminariach organizowanych w ramach projektu Functional Ge- 
nomics.

Prof. dr hab. Joanna Rytka 
Zakład Genetyki IBB PAN 
ul. Pawińskiego 5A Warszawa 
teł.: (022) 59212 21 
e-mail: rytka@psd.ibb.waw.pl

formie współpracy. Wiceministro
wie już teraz nawiązują bezpośred
nie kontakty z dużym i przedsiębior
stwami i zachęcają je do finansowania 
badań naukowych. Planuje się też 
powołanie regionalnych konsorcjów 
naukowo-badawczych. Ten typ part
nerstwa między nauką a gospodarką 
pow inien przybrać formę sformalizo
waną, np. spółki albo fundacji, ewen
tualnie innego trwałego związku 
partnerów  z pola nauki i gospodarki. 
Ministerstwo będzie wspierać takie 
przedsięwzięcia, które dają gwarancję 
wdrażania wyników badań. Zasadni
czym problemem w zacieśnianiu tej 
współpracy jest niedobór potencjal
nych partnerów  ze strony gospodarki, 
gdyż zwłaszcza w  sektorze pryw at
nym  dominują małe lub bardzo małe 
przedsiębiorstwa. Innym problemem, 
dla którego nie tylko Ministerstwo, 
ale i Rząd szukają rozwiązania, jest 
niska atrakcyjność pracy naukowej. 
W MNiSW rozpoczęto już w drażanie 
program ów, których celem jest niwe
lowanie różnic płacowych w sektorze 
nauki między Polską a zagranicą. W 
planach są także inne program y Mi
nistra w  tym zakresie. Źródłem więk
szych środków jest aktywny udział 
jednostek i zespołów badawczych w 
projektach badawczych. W dalszej 
przyszłości rozważana jest możliwość 
uwolnienia siatki płac na uczelniach, 
przy ustawowo zagwarantowanej 
płacy minimalnej. Minister podkre
ślił także, że w najbliższych latach 
finansowanie nauki znacząco wzroś
nie, także dzięki środkom  z funduszy 
unijnych. Minister wierzy w sukces 
jednostek polskich w 7 Programie Ra
m ow ym  Unii Europejskiej. Aby ten 
sukces zwiększyć zachęca duże insty
tuty i uczelnie do tworzenia własnych 
jednostek do obsługi program ów  ba
dawczych. Zadaniem tych jednostek 
byłoby świadczenie pomocy uczo
nym  i zespołom badawczym  w  poko
nyw aniu barier administracyjnych. W 
podsum ow aniu Minister Seweryński 
dodał, że projektowane obecnie zm ia
ny struktury nauki mogą zacząć obo
wiązywać najwcześniej jesienią 2007 
roku. Zależy to przede wszystkim od 
tem pa prac w  Sejmie. Modyfikacja 
systemu w oczywisty sposób w pły
nie na zmianę finansowania nauki. 
Prace nad nowelizacją ustawy o za
sadach finansowania nauki są bardzo 
zaawamsowane. Minister podkreślił

jednak, że nie wyobraża sobie funk
cjonowania nowej struktury nauki 
bez organu eksperckiego, jakim jest 
Rada Nauki, przy czym nie w yklu 
cza modyfikacji jej roli. N atom iast z 
całą pewnością zmieni się rola Mini
sterstwa, ponieważ część jego zadań 
zostanie przeniesiona do agencji. W 
nowej roli Ministerstwo będzie zaj
mować się trzema kwestiami: kształ
tow aniem  polityki badań naukowych, 
przygotow aniem  regulacji praw nych i 
nadzorow aniem  wykonania prac oraz 
ew entualnym  dokonywaniem  w nich 
korekt.

Mój talent dla Polski. W dniu  18 
grudnia ub. roku Prezydent RP Lech 
Kaczyński, spotkał się w  Pałacu Pre
zydenckim z wybitnymi, m łodym i 
ludźm i, którzy mają na swoim koncie 
znaczące osiągnięcia w  różnych dzie
dzinach. W grupie tej byli uczniowie 
liceów -  uczestnicy przedm iotowych 
światowych olimpiad, młodzież
uzdolniona artystycznie (muzyka, 
plastyka, film), sportowo, w tym  me
daliści paraolimpiad, których zm aga
nia konkursowe w Polsce i poza nią 
uwieńczyły różne laury. W spotkaniu 
uczestniczyła, obok uczniów, m ło
dzież akademicka, w  tym: dr Daniel 
Gackowski, adiunkt Katedry i Zakła
du  Biochemii Klinicznej Collegium 
M edium  im. Ludwiga Rydygiera w  
Bydgoszczy, stypendysta Szpitala 
Królewskiego w Kopenhadze oraz 
Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej; dr 
Jarogniew Jacek Łuszczki, adiunkt 
w  Katedrze i Zakładzie Patofizjologii 
AM w  Lublinie, stypendysta Fundacji 
na Rzecz Nauki Polskiej, wielokrotny

laureat nagrody Ministra Zdrowia; 
dr Paweł Surowiak, adiunkt K atedry 
Histologii i Embriologii AM w e Wroc
ławiu, stypendysta U niwersytetu 
Humbolta, laureat licznych nagród  i 
wyróżnień; Tomasz Wdowik, student 
I roku na Wydziale Chemii Politechni
ki Warszawskiej, zdobywca I nagrody 
w  Konkursie Prac Młodych N aukow 
ców Unii Europejskiej, Sztokholm 
2006 -  za opracowanie metody synte
zy związku chemicznego, który m óg
łby być nieznanym dotychczas lekiem 
na choroby serca, z grupy tzw. beta- 
blokerów; Michał Marcinkowski, 
laureat II nagrody w Konkursie Prac 
Młodych Naukowców UE, Sztokholm 
2006 -  zyskał uznanie jurorów sw o
ją pracą na temat geometrii trójkąta; 
Piotr Mikulski, laureat I nagrody w 
Konkursie Informatycznym Imagine 
C up 2006 w  Indiach; Eryk Kopczyń
ski, słuchacz II roku studiów dokto
ranckich z informatyki na W ydziale 
Matematyki, Informatyki i Mechaniki 
Uniwersytetu Warszawskiego -  w y 
grał prestiżowy konkurs algorytmicz
ny Top Coder Open 2005 Algorithm  
Competition; Marcin Michalski, Pa
w eł Parys, Arkadiusz Pawlik, Bar
tłomiej Romański, Bartosz Walczak 
-  laureaci nagród w VII Konkursie 
Informatycznym The 2005 ACM Cen
tral European Programming Contest 
Budapeszt 2005 i na 30-tych A kade
mickich Mistrzostwach Świata w  Pro
gram ow aniu Zespołowym w San A n
tonio 2006; Maciej Kulesza, doktorant 
W ydziału Elektroniki, Telekomunika
cji i Informatyki Politechniki G dań 
skiej i Paweł Żwan, laureaci dw óch 
pierwszych miejsc w konkursie na
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najlepszy projekt studencki z dziedzi
ny cyfrowego przetwarzania sygna
łu, podczas zakończonego niedawno 
121-ego M iędzynarodowego Kongre
su A udio Engineering Society w  San 
Francisco; Agata Karska, studentka 
II roku astronomii na Uniwersytecie 
Mikołaja Kopernika w Toruniu, zdo 
bywczyni nagrody specjalnej XVII 
K onkursu Prac Młodych N aukowców 
Unii Europejskiej, Moskwa 2005. Pre
zydent RP, gratulując utalentowanej 
i pracowitej młodzieży, powiedział 
"nam  rzeczywiście niezwykłe zależy 
na tym, żeby nasz kraj odnosił sukce
sy w  sferze, która jest związana z w ie
dzą, sztuką, także sportem. Dlaczego? 
Dlatego, że to przyspiesza rozwój, to 
podnosi prestiż państwa, to podnosi 
prestiż kraju".

Tuż przed 14 listopada 2006 r.,
kiedy obchodzony jest Światowy 
Dzień Wałki z Cukrzycą, w  mediach 
krajowych ukazała się informacja pt. 
Polski sukces w leczeniu „cukrzycy

noworodków". Klinicyści z Krako
wa, w raz z m iędzynarodow ą grupą 
uczonych, ustalili jako pierwsi na 
świecie, że podając osobom chorym  
na genetycznie uw arunkow aną „cuk
rzycę now orodków " doustne leki, 
popularne w leczeniu innego typu 
cukrzycy, można wyeliminować ko
nieczność podaw ania insuliny w  in
iekcjach. W edług informacji udzielo
nych przekazanych PAP przez doc. 
Macieja Małeckiego z Katedry i Kli
niki Chorób Metabolicznych CM UJ, 
„cukrzyca noworodków" pojawia się 
przed upływ em  szóstego miesiąca 
życia, ale trwa całe życie. „Cukrzy
ca now orodków " to choroba rzadka, 
dotyka jedno dziecko na milion. Cho
roba ta jest inną odm ianą cukrzycy 
niż cukrzyca typu 1 lub 2. Należy do 
grupy cukrzyc monogenowych czy
li uw arunkow anych jedną mutacją 
w konkretnym  genie. W przypadku 
„cukrzycy noworodków", mutacja w 
jednym  z genów powoduje pow ażne 
zaburzenia w funkcjonowaniu białek,

które występują w  kom órkach w y
dzielających insulinę. Cukrzyca typu 
1 wywołana jest zniszczeniem komó
rek beta trzustki, odpowiedzialnych 
za produkcję insuliny, która obniża 
poziom cukru we krwi. W cukrzycy 
typu 2, która rozpoczyna się w  wieku 
średnim lub późnym, pow odem  pod
wyższonego poziomu cukru nie jest 
całkowity brak insuliny, lecz jej nie
prawidłowe działanie w  organizmie. 
Bardzo często cukrzycy typu 2 towa
rzyszy otyłość i nadciśnienie. Badacze 
z UJ przypuszczają, że w  Polsce jest 
około 100 osób z „cukrzycą now orod
ków". Polscy naukowcy przebadali 
jedną z największych na świecie grup 
chorych na tę odm ianę cukrzycy. N a
ukowcy zidentyfikowali i opisali już 
40 przypadków, co w edług doc. Ma
łeckiego, prowadzącego badania, jest 
jednym z najwyższych wskaźników 
na świecie. W grupie tej znalazły się 
zarówno dzieci, jak i dorośli. Znale
zienie metody łatwiejszego leczenia 
tej odmiany cukrzycy jest dla pacjen
tów bardzo istotne. Leki doustne, któ
re według badań krakowskiej grupy, 
można podawać osobom chorym na 
„cukrzycę now orodków ", należą do 
grupy pochodnych sulfonylomoczni- 
ka i są stosowane w formie tabletek od 
wielu lat wyłącznie w  leczeniu cuk
rzycy typu 2. Naukowcy prow adzą 
już z powodzeniem  leczenie „cukrzy
cy noworodków" pochodnym i sulfo- 
nylomoczników u 15 osób. Powolne 
uwalnianie zawartej w  tabletce, przy
jętej raz dziennie, substancji chemicz
nej może wystarczyć dla wyrównania 
poziomu glukozy we krwi. W takiej 
sytuacji chory nie będzie musiał brać 
zastrzyków z insuliny. Zastąpienie 
tabletką zastrzyków robionych kilka 
razy dziennie zrewolucjonizuje życie 
chorych. Osiągnięcia w  badaniach na 
ten temat, prow adzonych przez g ru 
pę naukowców, w której skład weszli 
Polacy, opisano niedaw no w  prestiżo
wym  piśmie m edycznym, New Eng
land Journal of Medicine. Najnowszy, 
już wyłącznie polski artykuł na temat 
tych badań ma się ukazać na prze
łomie grudnia i stycznia w znanym  
m iędzynarodowym  piśmie poświęco
nym  cukrzycy -  Diabetes Care. G rupa 
badawcza doc. Małeckiego z Katedry 
i Kliniki Chorób Metabolicznych CM 
UJ, kierowanej przez prof. Jacka Sie
radzkiego, rozpoczęła badania nad 
nowymi metodami leczenia „cukrzy-

O G Ł O S Z Ę E

II EDYCJA KONKURSU NA NAJLEPSZĄ PRACĘ 
DOKTORSKĄ Z BIOCHEMII W 2006 ROKU

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z o.o. ogłasza drugą edycję 
konkursu na najlepszą pracę doktorską z biochemii wykonaną w polskiej instytucji 
naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest przyznanie w 2006 roku autorowi pracy 
tytułu doktora przez właściwą radę naukową lub radę wydziału. Nagroda obej
muje premię pieniężną dla autora w wysokości 4 000 zł, ufundowaną przez firmę 
Merck, oraz opublikowanie w 2007 roku tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika 
„Postępy Biochemii". Nagrodę przyznaje Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego w porozumieniu w firmą Merck.

Zgłoszenia kandydatów do Nagrody mogą dokonywać pracownicy naukowi ze 
stopniem doktora habilitowanego lub tytułem profesora.

Zgłoszenia w formie listu przewodniego z dołączonym jednym egzemplarzem pra
cy doktorskiej należy przesyłać pocztą w nieprzekraczalnym terminie do 31 maja 
2007 roku z dopiskiem „Doktoraty 2006", na adres:

Prof. Sławomir Pikuła
Sekretarz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
Instytut Biologii Doświadczalnej PAN 
im. Marcelego Nenckiego 
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Jednocześnie prosimy przesłać list przewodni wraz pracą doktorską w formacie pdf 
drogą elektroniczną na adres: s.pikula@nencki.gov.pl.

Rozstrzygnięcie konkursu nastąpi d o  31 sierp n ia  2007  roku, a uroczyste wręczenie 
Nagrody odbędzie się na dorocznym Zjeździe Polskiego Towarzystwa Biochemicz
nego w Szczecinie, we wrześniu 2007 roku.

Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika „Postępy Bio
chemii". Pytania dotyczące konkursu można uzyskać kierując je pod następujący 
adres poczty elektronicznej: s.pikula@nencki.gov.pl.
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cy noworodków" przed dw om a laty. 
Właśnie w tedy prof. A ndrew Hatter- 
sley z Uniwersytetu Exeter (Wielka 
Brytania) odkrył, że za rozwój cuk
rzycy u niektórych dzieci poniżej szó
stego miesiąca życia odpowiedzialna 
jest mutacja w  genie Kir6.2. Krakow
scy naukowcy dołączyli wówczas do 
zespołu badawczego, kierowanego 
przez Hattersleya. Badania prow adzi
li wspólnie między innymi z Brytyj
czykami, Francuzami i Słowakami (na 
podstawie informacji PAP -  N auka w 
Polsce, 26 listopada 2006 r.).

Stwardnienie boczne zanikowe
(SLA, ang. sclerosis lateralis amyotrophi- 
ca) jest najczęstszym schorzeniem pa- 
ralitycznym rozpoznaw anym  u osób 
dorosłych. SLA jest rzadkim  schorze
niem. Co roku chorobę diagnozuje się 
u 4-5 osób na 100 tysięcy łudzi, zwykle 
w  5-6 dekadzie życia. W Polsce rozpo
znaje się ją u  2-3 tys. osób rocznie. Sta
tystycznie jest przyczyną co osiemset
nego zgonu. Już w 1869 roku francu
ski lekarz, Jean Martin Charcot, opisał 
charakterystyczną dla SLA postępują
cą dysfunkcję neuronów ruchowych, 
unerwiających mięśnie, dzięki którym  
poruszam y się. Stwardnienie bocz
ne zanikowe prow adzi do paraliżu, 
zarówno mięśni kończyn, jak i tych 
odpowiedzialnych za najbardziej 
podstawowe funkcje życiowe -  je
dzenie (mięśnie gardła) i oddychanie 
(przepona, mięśnie międzyżebrowe). 
Dostępne (bardzo drogie) leki jedynie 
łagodzą objawy choroby i nieznacz
nie wydłużają okres przeżycia cho
rych. Osoby, które zachorują na SLA 
w przyszłości mają jednak szanse na 
wyleczenie, ale pod warunkiem, że do 
tego czasu uda  się chorobę zrozumieć 
i opracować skuteczną terapię. Prof. 
Hubert Kwieciński, kierownik Klini
ki Neurologii AM w  Warszawie jest 
koordynatorem polsko-niemieckich  
badań "Genetyka molekularna i tera
pia eksperymentalna chorób neuro- 
degeneracyjnych: stwardnienia bocz
nego zanikowego (SLA), zaniku wie- 
loukładowego (MSA) i postępującego 
porażenia nadjądrowego (PSP)". Na 
podstawie wyników badań epidem io
logicznych (obserwacji rodzin) przyj
muje się, że około 10% przypadków  
choroby może mieć charakter dzie
dziczny. Poza nielicznymi wyjątkami 
nie wiadomo jednak, jakie mutacje ge
netyczne są przyczyną choroby. U kil
ku procent chorych wykryto mutację

w  genie dysm utazy ponad tlenkowej, 
„zmiatającej" nadm iar reaktywnych 
form tlenu. Zespół badawczy poszu
kuje innych m arkerów genetycznych 
związanych z SLA i ma nadzieję, że 
znajdując kolejne mutacje naukow 
cy zrozumieją ogólny mechanizm 
pow staw ania choroby, choć pewnie 
nie wyjaśnią przyczyn wszystkich 
przypadków  SLA. W śród „spraw 
ców" choroby mogą być geny odpo
wiedzialne za detoksykację komórek 
(np. dysm utaza ponadtlenkowa), za 
usuw anie zbędnych białek z komór
ki i ich odkładanie się w tkankach w 
postaci toksycznych złogów oraz za 
transport w ew nątrzkom órkow y w 
komórkach nerwowych. Rozważany 
jest także udział czynników zapal
nych, infekcyjnych, a także innych 
środowiskowych (tytoń, pestycydy) w 
etiologii choroby. Przyczyn choroby, 
a zatem i mechanizmów degeneracji 
komórek nerwowych, może być bar
dzo dużo. We współpracy z zespołem 
prof. Alberta Ludolpha z Kliniki N eu
rologii Uniwersytetu w  Ulm badano, 
jaki związek ze stw ardnieniem  mają 
aberracje genetyczne dwóch białek 
-  tau i dynaktyny -  zaangażowanych 
w  transport wewnątrzkom órkowy. 
Nie stw ierdzono pozytyw nych kore
lacji pom iędzy częstością w ystępow a
nia mutacji białka tau a zapadalnością 
na SLA, ale nie oznacza to jednak, że 
ich nie ma. W przypadku dynaktyny 
potwierdzono, iż niektóre mutacje ko
dującego białko genu, u osób chorych 
występują częściej niż u zdrowych. 
Nie jest to równoznaczne z ustale
niem przyczyny choroby. Poszukiwa
nie przyczyn choroby to nie jedyne 
zainteresowanie polsko-niemieckiego 
konsorcjum badawczego. N aukow 
cy z Ulm prow adzą badania nad 
tzw. mezenchymalnymi komórkami 
macierzystymi, różnicującymi się w 
komórki nerwowe. Prof. Kwieciński 
nawiązał współpracę z prof. Krystyną 
Domańską-Janik z Instytutu M edycy
ny Doświadczalnej i Klinicznej PAN w 
W arszawie, której Zespół od lat bada 
podobne komórki macierzyste, ale po
zyskiwane z ludzkiej krwi pępow ino
wej. W spółpraca ma doprow adzić do 
porów nania potencjału terapeutycz
nego obu rodzajów komórek w  ewen
tualnej terapii stwardnienia bocznego 
zanikowego. Mają je dostać zwierzę
ta ze schorzeniem spow odow anym  
laboratoryjnie, podobnym  do SLA.

Samo podanie zawiesiny kom órek 
nie jest łatwe technicznie. W SLA de
generują się neurony we wszystkich 
odcinkach rdzenia kręgowego oraz w 
niektórych strukturach mózgu. Chcąc 
zastąpić je komórkami macierzysty
mi, podać je należy prawie wszędzie, 
a nie tylko w chore miejsce, jak to 
czynili naukowcy w Korei i Chinach, 
wykorzystując zawiesinę kom órek 
macierzystych do regeneracji uszko
dzonych struktur centralnego układu 
nerwowego. Naukowcy z W arszawy 
zdecydowali się zawiesinę kom órek 
podać do tzw. zbiornika wielkiego 
mózgu, skąd w raz z płynem m ózgo
wo-rdzeniowym  migrowałyby po ca
łym centralnym układzie nerw ow ym . 
W ynik doświadczenia, zdaniem  prof. 
Kwiecińskiego, jest bardzo dobry, bo 
po 24 godzinach komórki były p rak 
tycznie wszędzie, i wydaje się, że ten 
sposób wprowadzenia do ustroju 
komórek macierzystych jest najwłaś
ciwszy dla chorych z SLA. Pozostaje 
nadal otwartym pytanie, czy komórki 
w prow adzone do ustroju przekształ
cą się w neurony i zastąpią te zdege- 
nerowane. Wydaje się raczej, że po 
daw anie zawiesiny komórek macie
rzystych chorym z SLA będzie zapo 
biegać postępowi choroby. Bez badań 
i wielu lat pracy nie osiągnie się bar
dziej precyzyjnego i optymistycznego 
wnioskowania. Według określenia 
prof. Kwiecińskiego SLA jest typow ą 
„chorobę sierocą". Jest na tyle rzadka 
i tak szybko prowadzi do tragicznego 
końca, że nie ma szans, by powstało 
silne lobby dbające o postęp w  bada
niach nad tym schorzeniem. Pewien 
postęp oczywiście jest, ale stanowczo 
zbyt powolny (wg PAP -  N auka w 
Polsce).

Pięć młodych kobiet-naukowców,
które prow adzą badania dotyczące 
raka płuc i krwi, udaru  mózgu, cho
roby Alzheimera i wirusowego za
palenie wątroby typu C otrzymało 
stypendia naukowe L'Oreal Polska 
dla Kobiet i Nauki (Fot. 2). Uroczy
stość rozstrzygnięcia Konkursu odby
ła się 4 grudnia 2006 r. w Warszawie. 
Konkurs, organizowany przez firmę 
L'Oreal przy wsparciu Polskiego 
Komitetu ds. UNESCO, ma na celu 
promocję młodych utalentowanych 
Polek i wspieranie ich w pracy na 
ukowej. Jak powiedział podczas cere
monii prof. Jerzy Kłoczkowski, p rze
wodniczący Polskiego Komitetu ds.

Postępy Biochemii 53 (1) 2007 5
http://rcin.org.pl



UNESCO, „wszystkie laureatki pro
w adzą w  wyspecjalizowanych insty
tutach i zespołach badawczych prace 
nad  tematami ważnymi, o wielkiej 
użyteczności społecznej, w zakresie 
ludzkiego zdrowia i postępu współ
czesnej medycyny". Stypendia habi
litacyjne otrzymały dwie badaczki. W 
dziedzinie neurologii i genetyki wy-

chłoniaka grudkowego limfocytów 
B". W dziedzinie biologii molekular
nej wyróżniono mgr Katarzynę Sipę, 
doktorantkę z Zakładu Chemii Bioor-

Fot. 2. S typend ia  n auk ow e L’Oreal Polska dla Ko
b iet i N auk i. O d  lewej: dr A gnieszka Słow ik, prof. 
E w a Ł ojkow ska (przew odnicząca jury), dr A nna M. 
B ogu szew sk a-C hachu lsk a, m gr Joanna Skom m er, 
m gr K atarzyna Sipa

różniono dr Agnieszkę Słowik (Fot. 
3) z Kliniki Neurologii Collegium Me- 
dicum  Uniwersytetu Jagiellońskiego 
w  Krakowie, a w dziedzinie bioche
mii dr Annę Marię Boguszewską-

Fot. 3. Dr A gnieszk a  S łow ik

Chachulską (Fot. 4) z Instytutu Bio
chemii i Biofizyki PAN w Warszawie. 
Dr Agnieszka Słowik prowadzi ba
dania dotyczące genetycznych czyn
ników  ryzyka udaru  mózgu o różnej 
etiologii. Dr Anna Maria Boguszew
ska-Chachulska została nagrodzona 
za pracę z dziedziny biochemii, pt. 
„Helikazy RNA jako potencjalny cel 
terapii antywirusowej". Doktorant
kę Joannę Skommer z University of 
Kuopio w  Finlandii nagrodzono za 
pracę z dziedziny biotechnologii pt. 
„Analiza farmakologiczna i moleku
larna nowych induktorów apoptozy 
w  ludzkich liniach komórkowych

Fot. 4. Dr A nna M. Boguszew ska-C hachulska

ganicznej, Centrum  Badań M oleku
larnych i Makromolekularnych PAN 
w  Lodzi. Prowadzi ona badania do
tyczące modulacji zdolności krótkich 
interferujących RNA do wyciszania 
ekspresji genów. W dziedzinie im m u
nologii stypendium  otrzymała mgr 
Kamila Wojas-Krawczyk (Fot. 5) z 
Katedry i Zakładu Immunologii Kli
nicznej Akademii Medycznej im. prof. 
F. Skubiszewskiego w Lublinie. Bada 
ona w pływ wybranych czynników 
uwalnianych przez komórki now o
tworowe na proces różnicowania, doj
rzewania i funkcję autologicznych ko
mórek dendrytycznych. Na konkurs 
wpłynęło 70 prac. Oceniało je jury, w  
którym pracowali wybitni przedsta
wiciele świata nauki. Trzy doktorant
ki otrzymają roczne stypendia w w y
sokości 18 tys. zł, a dwie habilitantki 
roczne stypendia w  wysokości 22 tys.

Fot. 5. M gr Kamila Wojas- 
Krawczyk

zł, wypłacane w miesięcznych ratach. 
Jak informuje Maria Majdrowicz z 
L'Oreal Polska, o stypendia ubiegać 
się mogą kobiety prowadzące bada
nia naukowe w zakresie medycyny 
i nauk biologicznych, których prace 
mają charakter aplikacyjny, tzn. mogą 
być zastosowane w praktyce. Ich prace 
muszą być już w końcowym etapie re
alizacji. Doktorantki przystępujące do

konkursu nie mogą mieć więcej niż 35 
lat, a habilitantki nie więcej niż 45. Na 
liście stypendystek L'Oreal Polska/ 
UNESCO znajduje się 30 badaczek z 
różnych ośrodków naukowych z całej 
Polski. Źródłem inspiracji dla kon
kursu była m iędzynarodow a um o
wa, zawarta w  Paryżu między Grupą 
L'Oreal i UNESCO „For W om en In 
Science". W jej ramach każdego roku 
w paryskiej siedzibie UNESCO w ybit
ne przedstawicielki świata nauki oraz 
młode doktorantki z pięciu kontynen
tów otrzymują stypendia i nagrody 
pieniężne (wg informacji uzyskanej 
od Marii Majdrowicz). Po lekturze, 
zresztą szalenie ciekawie, barwnie, 
niejednokrotnie z hum orem  napisa
nych życiorysów naukowych, Sty
pendystki jawią się czytelnikowi jako 
nie tylko bardzo młode, co zrozum ia
łe, ale cieszące się aktywnym  życiem 
kobiety, entuzjastki i uczestniczki 
dalekich podróży, w ypraw  w ysoko
górskich, żeglowania, także o zacięciu 
społecznikowskim. Zakładają rodzi
ny, związki partnerskie, mają, bądź 
oczekują dziecka. Optymistyczne.

Trzej Polacy, dr Andrzej Dziem 
bowski z Instytutu Genetyki i Biotech
nologii Uniwersytetu W arszawskiego 
(UW), dr Krzysztof Ginalski z Zakła
du Biofizyki UW i dr Marcin N ow ot
ny z M iędzynarodowego Instytutu 
Biologii Molekularnej i Komórkowej 
w  W arszawie otrzymali prestiżowe 
granty Europejskiej Organizacji Bio
logii Molekularnej (EMBO). EMBO to 
m iędzynarodow a instytucja nauko 
wa. W śród jej członków znajduje się 
43-ech laureatów nagrody Nobla oraz 
zdobywcy innych ważnych w yróż
nień. EMBO zrzesza około 1200 osób 
z Europy (w tym pięciu Polaków), 
oraz 70-ciu przedstawicieli innych 
części świata. W skład organizacji 
w chodzą kraje europejskie: Austria, 
Belgia, Chorwacja, Czechy, Dania, 
Estonia, Finlandia, Francja, N iem 
cy, Grecja, Węgry, Islandia, Irlandia, 
Izrael, Włochy, Holandia, Norwegia, 
Polska, Portugalia, Słowenia, H iszpa
nia, Szwecja, Turcja i Wielka Brytania. 
Celem grantów jest umocnienie po 
ziomu badań naukowych w  C horw a
cji, Czechach, Estonii, Portugalii, Tur
cji i w  Polsce. G łównym  założeniem 
twórców program u przyznaw ania 
grantów jest przeniesienie w ybitnych 
talentów naukowych z państw  bar
dziej rozwiniętych do tych, w  których
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nauka stoi na nieco niższym poziomie 
(głównie ze względów finansowych). 
Takie działanie przyczynić się ma do 
ujednolicenia nauki we wszystkich 
europejskich krajach. Granty będą w 
całości finansowane przez kraje człon
kowskie EMBO. Każdy wyróżniony 
otrzyma 50 tys. euro rocznie przez 
okres trzech do pięciu lat. Środki te 
mają umożliwić zwycięzcom stw orze
nie własnych zespołów badawczych i 
umocnienie ich pozycji w  naukowej 
społeczności europejskiej. Granty 
ułatwiają stworzenie własnego do 
brze wyposażonego laboratorium  i 
realizację projektu badawczego. Dr 
Nowotny w ramach grantu będzie 
badał białka zaangażowane w n ap ra 
wę DNA. Dr Andrzej Dziembowski, 
ostatnio pracujący w National Cen
ter for Scientific Research (CNRS) we 
Francji, w  ram ach grantu poprow adzi 
w Instytucie Genetyki i Biotechnologii 
Uniwersytetu W arszawskiego prace 
dotyczące białek biorących udział w  
procesach obróbki RNA. Dr Krzysztof 
Ginalski, przebywający dotychczas na 
University of Texas w  USA, w  swoim 
macierzystym Zakładzie Biofizyki 
Uniwersytetu W arszawskiego zaj
mie się procedurami obliczeniowymi 
wykorzystywanymi do klasyfikacji 
białek. Naukowcy, którym przyznano 
granty, stają się członkami prestiżo
wej sieci Young Investigator (progra
mu EMBO dla młodych naukowców). 
Umożliwia to podjęcie współpracy ze 
znakomitymi naukowcami z Europy i 
USA oraz udział w  różnych w arszta
tach. EMBO utworzono w 1964 roku 
w Szwajcarii. Zadaniem  Organizacji 
jest określenie kierunku rozwoju oraz 
podniesienie poziomu europejskich 
badań naukowych w zakresie biologii 
molekularnej. Od 1970 r. działa przy 
niej Europejska Konferencja Biologii 
Molekularnej (EMBC), która w spie
ra i finansuje działalność EMBO. W 
ramach swojej działalności organi
zacja prow adzi dwuletnie stypendia 
doktoranckie, stypendia krótkoter
minowe, wspiera kursy praktyczne i 
warsztaty, organizuje wykłady w no
wych krajach członkowskich. Konfe
rencja EMBC wydaje też czasopismo 
„EMBO Journal", prow adzi badania 
nad wpływem  biologii molekularnej 
na społeczeństwo, wspom aga proces 
oceny poszczególnych instytutów ba
dawczych w  krajach członkowskich i 
organizuje stypendia dla naukowców

z krajów Europy Wschodniej (wg PAP 
-  Nauka w Polsce).

Prof. Halina Abramczyk z Poli
techniki Łódzkiej objęła od 1 stycznia 
prestiżowe stanowisko kierownika 
Katedry Marii Curie Unii Europejskiej 
w  Berlinie. Będzie pierwszym polskim 
naukowcem  kierującym tą katedrą. W 
oparciu o Katedrę prof. Abramczyk 
stworzy Europejski Uniwersytet Wir
tualny, który zajmie się laserami oraz 
będzie budować europejską sieć naro
dowych laboratoriów i centrów uni
wersyteckich. W Polsce, Prof. Abram
czyk kieruje Laboratorium Laserowej 
Spektroskopii Molekularnej w Mię
dzyresortowym  Instytucie Techniki 
Radiacyjnej Politechniki Łódzkiej. Jest 
to pierwsza Katedra Unii Europejskiej 
dla polskiego uczonego w  kilkunasto
letniej historii tego programu. Kate
dra została stworzona w Max Born In
stitute for Nonlinear Optics and Short 
Pulse Spectroscopy (MBI) w  Berlinie, 
który jest wiodącym centrum lasero
w ym  w Europie. Unia Europejska po
wierzyła tem u Instytutowi koordyno
wanie prac konsorcjum laserowego, 
LASERLAB EUROPA, składającego 
się z 17 europejskich centrów lasero
wych z 9 krajów. Jednym z najważniej
szych celów Katedry Marie Curie jest 
stworzenie Europejskiego Uniwersy
tetu W irtualnego -  European Virtual 
University on Lasers. Katedra Marie 
Curie będzie budować infrastrukturę 
techniczną, administracyjną i meryto
ryczną platformy internetowej Euro
pejskiego Uniwersytetu Wirtualnego 
oraz będzie organizować sieć inte
grującą narodow e centra laserowe w 
Europie i uniwersyteckie laboratoria 
laserowe. Katedra zorganizuje kilka 
konferencji m iędzynarodowych na 
tem at technologii laserowych i teleko
munikacji światłowodowej.

Nagrody „Kryształowej Bruk
selki" 2006 dla najlepszych i najbar
dziej aktywnych uczestników 6-ego 
Program u Ramowego (2002-2006) 
zostały ogłoszone i wręczone w W ar
szawie, w  listopadzie 2006 r. Laurea
tów wyłoniła Kapituła „Kryształowej 
Brukselki", powołana przez Ministra 
Nauki i Szkolnictwa Wyższego. W 
kategorii Szkoły Wyższe nagrodę 
otrzymał Uniwersytet Jagielloński, 
a w  kategorii N agroda Indyw idual
na nagrodę otrzymał dr Tomasz Go
lec. UJ jest zaangażow any w  44 mię

dzynarodowe projekty z dziedziny 
nauk biomedycznych, chemicznych 
i humanistycznych. Łączna kwota 
projektów realizowanych w  ram ach 
6-ego PR wyniosła prawie dziewięć 
milionów euro. Dr Tomasz Golec z 
Zakładu Procesów Cieplnych Insty
tu tu  Energetyki w  Warszawie, w raz 
ze swoim zespołem prow adzi prace 
badawcze w zakresie procesów spa
lania w urządzeniach takich jak kot
ły i palniki pyłowe. Cztery pozostałe 
nagrody trafiły: w kategorii Polska 
Akademia N auk do Instytutu Fizyki 
Jądrowej im. H. Niewodniczańskiego 
z Krakowa (w ramach 6-ego PR zre
alizował 17 projektów), w  kategorii 
Jednostki Badawczo-Rozwojowe do 
Instytutu Medycyny Pracy im. J. No- 
fera z Łodzi (zrealizował kilkadziesiąt 
projektów sfinansowanych przez UE 
na kwotę 14 min euro). W kategorii 
„Duże Przedsiębiorstwa" nagrodę 
uzyskał ComArch S.A. (za udział w 
projektach telekomunikacyjnych i 
wspieranie mobilności osób starszych 
i niepełnosprawnych), w kategorii 
Małe i Średnie Przedsiębiorstwa na 
grodzony został Instytut Technik Tele
komunikacyjnych i Informatycznych 
Sp. z o.o. (za prowadzenie badań  z 
zakresu aplikacji mobilnych, e-bizne- 
su i społeczeństwa informacyjnego). 
W poszczególnych kategoriach nom i
nowane były również, m.in. Politech
nika Warszawska, Politechnika W roc
ławska, Uniwersytet W arszawski, 
Instytut Chemii Bioorganicznej, In
stytut Oceanologii, M iędzynarodowy 
Instytut Biologii Molekularnej i Ko
mórkowej, Instytut Ekologii Terenów 
Uprzemysłowionych, BioinfoBank 
Institute, Innowacja Polska Sp. z o.o., 
a w  kategorii Nagroda Indyw idualna 
-  Aldona Dembińska-Kieć z UJ.

Marek Pawłowski i Jacek Roży- 
nek, naukowcy z Instytutu Proble
mów Jądrowych, reprezentowali 
Polskę na I Europejskim Festiwalu 
Nauki WONDERS w Helsinkach. 
Jury festiwalowe przyznało im p ierw 
sze wyróżnienie za najlepszy pokaz 
popularnonaukowy. Laureaci prezen
towali własny pokaz „Fizyczna Pia
skownica" (Fot. 6), demonstrując kil
kadziesiąt zjawisk fizycznych, p rzy 
gotowanych w sposób nie wym agają
cy żadnych specjalnych przyrządów , 
a tylko tego, co każdy ma w kuchen
nej szufladzie lub w kredensie. A dre
satem pokazu są dzieci. W ubiegłym
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roku pokaz dzisiejszych laureatów  był 
nom inow any w kategorii najlepsza 
prezentacja festiwalowa w  konkursie 
„Popularyzator Nauki", organizow a
nym przez Polską Agencję Prasową i 
ówczesne M inisterstwo N auki i Infor
matyzacji. W yróżnienie festiwalowej 
publiczności odebrał Michał Surma, 
naukowiec z U niw ersytetu W rocław
skiego, za pokaz izolowania DNA 
m etodą dom ową (Home m ade DNA).

Fot. 6. „Fizyczna piaskow nica"

Pokaz prezentow any podczas Dol
nośląskiego Festiwalu N auki realizo
wali członkowie Studenckiego Koła 
N aukowego Biotechnologów „Przy
bysz" z W ydziału Biotechnologii Uni
wersytetu Wrocławskiego. Europejski 
Festiwal Nauki odbyw a się w  ramach 
unijnego program u WONDERS, rea
lizowanego przy w spółpracy trzech 
Europejskich stow arzyszeń EUSCEA 
(stowarzyszenie Festiwali Nauki), 
ECSITE (stowarzyszenie Centrów  N a
uki) i EUSJA (stowarzyszenie nauko
wych dziennikarzy). W jego pierwszej 
edycji wzięło udział 21 zespołów po
pularyzujących naukę, które repre
zentowały 19 europejskich krajów. II 
Europejski Festiwal N auki odbędzie 
się w  2007 roku. W ezm ą w  nim udział 
także organizacje z Rosji i Turcji (wg 
PAP -  N auka w Polsce).

W drugiej edycji konkursu „Po
pularyzator nauki", zorganizow a
nego wspólnie w  m inionym  roku 
przez serwis N auka w  Polsce, PAP 
oraz M inisterstwo N auki i Szkolni
ctwa Wyższego -  laureatami zostali: 
dr Jerzy Jarosz -  fizyk, w  kategorii 
Naukowiec lub Instytucja Naukowa; 
red. Wiktor Niedzicki -  dziennikarz 
TVP oraz Szkoła Festiwalu Nauki 
w W arszawie w  kategorii: Dzienni
karz, Redakcja lub Instytucja Niena
ukowa; W yróżnienie za najbardziej 
efektowne i przystępne prezentacje 
podczas tegorocznego warszawskie

go Festiwalu Nauki otrzymał zespół 
naukowców z Instytutu Biochemii 
i Biofizyki PAN w  Warszawie. Jury 
doceniło zorganizowany przez nich, 
w  ramach festiwalowej „Nocy Bada
czy", happening naukow y poświę
cony drożdżom. Przyznano też trzy 
wyróżnienia Serwisu Nauka w Pol
sce PAP dla: prof. Ireny Celej owej 
z Warszawskiej Szkoły Zdrowia, dla 
British Council oraz portalu inter
netowego Astronomia.pl. Prof. Cele- 
jową, która prow adzi WSZ od 19 lat, 
wyróżniono „za całokształt długolet
niej działalności popularyzatorskiej". 
British Council otrzymało wyróżnie
nie „za szerokie wykraczanie pod 
względem popularyzacji nauki poza 
standard obowiązujący wśród po
dobnych instytucji", zaś portal Astro
nomia.pl „za propagowanie trudnej 
dziedziny wśród młodzieży szkolnej 
i umożliwienie młodzieży dostępu do 
najnowocześniejszych instrum entów 
badawczych". Szkoła Festiwalu Na
uki to inicjatywa naukowców -  po
pularyzatorów i pasjonatów biologii. 
Jej celem jest przybliżenie współczes
nej wiedzy biologicznej uczniom, na
uczycielom i innym osobom zaintere
sowanym tą dziedziną nauki. Z oferty 
edukacyjnej i dydaktycznej Szkoły 
Festiwalu Nauki skorzystało od 2002 
roku ponad 3 tys. uczniów gim na
zjów i liceów oraz 1000 nauczycieli z 
całej Polski. Inicjatorami powołania 
Szkoły byli młodzi absolwenci biolo
gii, których wsparło następnie kilka 
instytutów naukowych, tj. M iędzy
narodow y Instytut Biologii M oleku
larnej i Komórkowej UNESCO/PAN, 
Instytut Biologii Doświadczalnej im. 
M. Nenckiego PAN oraz Instytut 
Biochemii i Biofizyki PAN, a także 
warszawski Festiwal Nauki, Szkoła 
Główna Gospodarstwa Wiejskiego i 
Fundacja BioEdukacji. Decyzję jury 
ogłoszono w siedzibie PAP w W ar
szawie, w dniu 15 grudnia 2006 r. 
Aktywność serwisu Nauka w  Polsce 
PAP jest w kładem  PAP w  proces po
pularyzowania wiedzy w kraju. Wice
minister nauki i szkolnictwa wyższe
go, Krzysztof Jan Kurzydłowski, po
wiedział, że konkurs „Popularyzator 
nauki" pozwolił uhonorować osoby, 
które na co dzień wykonują jedno z 
najważniejszych zadań świata nauki. 
Dr Jerzy Jarosz (Fot. 7), fizyk z Uni
wersytetu Śląskiego w Katowicach, 
kieruje Pracownią Dydaktyki Fizyki.

Laureat prow adzi zajęcia z m etody
ki nauczania fizyki i przyrody oraz 
technologii informacyjnej, a od po
nad 20 lat popularyzuje fizykę wśród

Fot. 7. Dr Jerzy Jarosz (z prawej)

uczniów, studentów  i osób starszych. 
Prowadzi cotygodniowy program  
„Cogito" w  TVP3 i współpracuje z 
Radiem Katowice. Redaktor Wiktor 
Niedzicki (Fot. 8), dziennikarz TVP i 
wykładowca akademicki, ma za sobą 
trzydziestoletnią działalność popula
ryzującą osiągnięcia polskiej nauki. 
Jest autorem  ponad 700 program ów 
popularnonaukowych. Stworzył mię
dzy innymi nadaw any od 1985 roku 
przez TVP cykl program ów  „Labora
torium", a ostatnio nowy program  pt. 
„Dzień nauki", prezentujący osiąg
nięcia nauki polskiej od poszukiwań 
życia w  kosmosie, poprzez w ykorzy
stanie odpadów, po biotechnologię. 
Na konkurs zgłoszono ponad 60 kan
dydatur. W kategorii Naukowiec lub 
Instytucja Naukowa, oprócz Jarosza,

Fot. 8. Redaktor W iktor N ied zick i
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nominacje do nagrody uzyskali: dr
Stanisław Bajtlik z Centrum  Astrono
micznego PAN w W arszawie razem z 
dr hab. inż. A rkadiuszem  Orłowskim 
z Instytutu Fizyki PAN i SGGW, prof. 
Jerzy J. Langer z UAM w Poznaniu, 
dr Ryszard Kowalski z Akademii 
Podlaskiej w  Siedlcach, prof. dr hab. 
Tomasz Twardowski -  Instytut Che
mii Bioorganicznej PAN oraz Instytut 
Problemów Jądrowych w  Świerku. 
W śród nom inowanych w kategorii 
Dziennikarz, Redakcja lub Instytucja 
Nienaukowa, oprócz Niedzickiego i 
Szkoły Festiwalu Nauki, znaleźli się: 
Anna M ioduszewska -  dziennikarka 
i politolog z Olsztyna, M arian Nowy 
-  redaktor „Dziennika Polskiego", 
Polska Fundacja Upowszechniania 
Nauki oraz Dział Nauki „Rzeczpo
spolitej". W kategorii Prezentacja pod 
czas Festiwalu Nauki, oprócz zespołu 
naukowców z Instytutu Biochemii i 
Biofizyki PAN, nom inowani byli: dr 
Stanisław Bajtlik z Centrum  Astrono
micznego PAN w W arszawie razem 
z prof. Józefem Kaźmierczakiem z 
Instytutu Paleobiologii PAN, prof. 
Krzysztof Dołowy ze Szkoły Głównej

Gospodarstwa Wiejskiego w W arsza
wie oraz Takao Ishikawa -  doktorant 
W ydziału Biologii Uniwersytetu (wg 
PAP, N auka w Polsce).

Medale Creativity Award przy
znawane są przez światową Organi
zację Własności intelektualnej (WIPO) 
instytucjom zasłużonym dla prom o
wania idei własności intelektualnej. W 
Polsce wręczono je po raz pierwszy, a 
otrzymały je cztery uczelnie, na któ
rych w latach 2003-2005 powstało naj
więcej nagrodzonych przez Urząd Pa
tentowy prac. Uroczystość odbyła się 
18 grudnia 2006 r. w  siedzibie Urzędu 
Patentowego RP w Warszawie. Lau
reatami medali Creativity Award są: 
Uniwersytet Warszawski, Katolicki 
Uniwersytet Lubelski, Uniwersytet 
im. Adam a Mickiewicza w Pozna
niu oraz Akademia Sztuk Pięknych 
w Warszawie. Podczas uroczystości 
przedstawiciel WIPO Michał Svan- 
tner wyraził zadowolenie, że Polska, 
kraj poszerzonej Unii Europejskiej, 
aktywnie zaangażowała się w ochro
nę własności intelektualnej. Zachęcał 
też do aktywnej współpracy z WIPO

w dziedzinie ochrony własności inte
lektualnej.

N agrody dla najlepszych prac na
ukow ych i plakatów  z zakresu ochro
ny własności przemysłowej przyznał 
też prezes U rzędu Patentowego RP. 
Konkurs odbył się w  trzech katego
riach: studenckiej, uczniowskiej i ot
wartej. W śród laureatów  znajdują się 
m iędzy innymi: studenci Politechniki 
Warszawskiej, Politechniki Radom
skiej, Akadem ii Sztuk Pięknych w 
W arszawie, G dańsku, Wrocławiu, 
Krakowie i Poznaniu oraz uczniowie 
Zespołu Szkół Plastycznych w  Gdyni, 
Gorzowie Wlkp. i Łodzi. Światowa 
Organizacja Własności Intelektualnej 
(WIPO) została u tw orzona w  Sztok
holmie w  1967 roku, a siedzibą WIPO 
jest Genewa. Jej celem jest pogłębianie 
w iedzy na tem at ochrony praw  włas
ności intelektualnej na arenie m iędzy
narodowej, zapew nianie współpracy 
administracyjnej w  zakresie egzekwo
w ania praw  autorskich, czuwanie nad 
przestrzeganiem  um ów  m iędzynaro
dow ych (na podstaw ie PAP -  Nauka 
w Polsce).

ZM ARŁA PROFESOR PAULINA WŁODAWER, W LATACH SZEŚĆDZIESIĄTYCH  
KIEROWNIK PRACOW NI BIOCHEMII LIPIDÓW W  INSTYTUCIE BIOLOGII 

DOŚW IADCZALANEJ IM. M. NENCKIEGO PAN W W ARSZAW IE

Paulina Włodawer ukończyła studia biologiczne na Uniwersytecie Warszaw
skim w 1939 roku. Pracę magisterską wykonywała pod kierunkiem prof. Włodzi
mierza Niemierki, częściowo w przedwojennym Instytucie im. M. Nenckiego.
Początek wojny 1939 r. zastał Ją na wschodzie Polski, na terenach okupowanych 
przez armię radziecką. Stamtąd w 1940 r. została wywieziona w głąb ZSRR, skąd 
powróciła do Polski dopiero w 1946 r. Pod koniec 1948 r. rozpoczęła pracę w 
Instytucie im. Marcelego Nenckiego, który wznowił swą działalność w Łodzi.
Była najbliższą współpracownicą prof. W. Niemierki, zajmując się wraz z nim, a 
później samodzielnie, metabolizmem lipidów. W krótkim czasie uzyskała stopień 
doktora, a następnie (w 1960 r.) -  docenta. W 1966 r. została profesorem. W 1963 
w Zakładzie Biochemii Instytutu Nenckiego utworzyła Pracownię Biochemii Li
pidów, którą kierowała aż do wyjazdu z Polski w 1969 r. Pracownia ta zajmowała 
się metabolizmem lipidów, głównie w aspekcie porównawczym, najpierw u owa
dów, a w późniejszym okresie także u kręgowców. Prof. Włodawer wykształciła 
grono współpracowników, z których w Instytucie pracuje jeszcze Jej pierwsza 
doktorantka, prof. Jolanta Barańska. Współpracowała także z Pracownią Bioenergetyki, kierowaną przez prof. Lecha Wojtczaka. Wy
darzenia 1968 roku skłoniły prof. Włodawer i Jej rodzinę do wyjazdu z Polski. Osiadła w Sztokholmie, gdzie wkrótce rozpoczęła pracę 
w Karolińska Institutet w pracowni kierowanej przez prof. B. I. Samuelssona. Pracownia ta znana była już wówczas z osiągnięć w dzie
dzinie prostaglandyn. Za badania te, w których uczestniczyła również prof. Włodawer, Samuelsson otrzymał w 1982 r. nagrodę Nobla.

Profesor Włodawer zmarła w  Sztokholmie 26 grudnia 2006 r. w  wieku 92 lat.

prof. Lech Wojtczak 
Instytut Biologii Doświadczalnej PAN

Fotografia. Paulina W ło d aw er w raz z  profesorem  W łod zim ie 
rzem  N iem ierko w  dniu  Jej prom ocji doktorskiej, 1951 rok.

Postępy Biochemii 53 (1) 2007 9
http://rcin.org.pl



Rola i znaczenie surwiwiny w  przebiegu mitozy

Kamila Wolanin 

Katarzyna Piwocka

Pracownia Molekularnych Podstaw Starzenia, 
Zakład Biochemii, Instytut Biologii Doświad
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Artykuł otrzymano 6 listopada 2006 
Artykuł zaakceptowano 20 grudnia 2006

Słowa kluczowe: surwiwina, mitoza, mito- 
tyczny punkt kontroli cyklu komórkowego, 
apoptoza, cykl komórkowy

W ykaz skrótów: APC/C (ang. Anaphase Pro
moting Complex/Cyclosorne) -  kompleks o ak
tywności ligazy ubikwitynowej regulujący 
przejście komórek z metafazy do anafazy; BIR 
(ang. Baculoviral Inhibitor of apoptosis Repeat)
-  domena białkowa charakterystyczna dla 
białek z rodziny IAP; CPC (ang. Chromosomal 
Passenger Complex) -  kompleks wędrujący po 
chromosomach w  czasie mitozy; HBXIP (ang. 
hepatitis B X-interacting protein) -  białko od
działujące z białkiem X wirusa Hepatitis B; IAP 
(ang. Inhibitors of Apoptosis) -  rodzina białek o 
właściwościach antyapoptotycznych; INCENP 
(ang. Inner Centromere Protein) -  jedno z białek 
kompleksu CPC; MCAK (ang. mitotic centrome
re-associated kinesiń) -  białko depolimeryzujące 
mikrotubule w  czasie procesu umocowywania 
chromosomów do wrzeciona podziałowego; 
MSAC (ang. mitotic spindle assembly checkpoint)
-  punkt kontroli poprawności złożenia wrze
ciona mitotycznego

Podziękowanie: Autorki dziękują Pani Profe
sor Ewie Sikorze za dyskusje i cenne uwagi w  
czasie pisania tej pracy

ST R E SZ C Z E N IE

S urwiwina należy do rodziny antyapoptotycznych białek IAP (ang. Inhibitors of Apoptosis). 
Wysoką ekspresję tego białka wykazano w w ielu typach nowotworów i jest ona związa

na ze wzrostem oporności na chemioterapię, zaostrzeniem się objawów i progresją choroby. 
Surwiwina, oprócz udziału w  hamowaniu procesu śmierci komórek na drodze apoptozy, jest 
zaangażowana w regulację przebiegu podziału komórki. Białko to jest składnikiem kom
pleksu CPC (ang. Chromosomal Passenger Complex), odpowiedzialnego za prawidłowy prze
bieg segregacji chromatyd potomnych w  czasie mitozy. Surwiwina reguluje również funk
cjonowanie mechanizmu kontrolnego na etapie przejścia z metafazy do anafazy, zwanego  
mitotycznym punktem kontroli cyklu komórkowego (ang. mitotic spindle assembly checkpoint). 
W połączeniu z innymi białkami, uczestniczy w  regulacji przebiegu cytokinezy.
Niniejsza praca jest z jednej strony próbą podsumowania roli surwiwiny w komórkach pra
widłowych i nowotworowych, ze szczególnym naciskiem na jej udział w  mitozie, z drugiej 
zaś wstępem do dyskusji o terapii skierowanej przeciw surwiwinie w  walce z nowotwora
mi.

W P R O W A D Z E N IE

Surwiwina komórek człowieka jest niewielkim białkiem (ok. 16.5 kDa), na
leżącym do rodziny IAP (ang. Inhibitors of Apoptosis). O dkryta stosunkowo nie
daw no [1], stanowi obecnie przedm iot badań wielu zespołów na całym świecie. 
Zainteresowanie tym białkiem związane jest z jego niezwykłą, „podwójną" rolą 
w życiu komórki: jako inhibitora apoptozy z jednej strony, a regulatora prze
biegu podziału komórki z drugiej. Badania dotyczące roli surwiwiny w  życiu 
komórki zyskują dodatkow e znaczenie, gdyż wykazano, że jej nadekspresja jest 
cechą wielu typów  now otw orów  [1].

Pierwsze badania dotyczące funkcji tego białka w komórce, związane były 
z jego rolą w  regulacji procesu apoptozy, co miało ścisły związek z dość szyb
ko ustaloną przynależnością surwiwiny do rodziny antyapoptotycznych białek 
IAP [1], Warto zaznaczyć, iż surwiwina, pod względem  strukturalnym  nie jest 
typowym  przedstawicielem tej grupy. Podstawowym  elementem struktury w y
różniającym białka należące do tej rodziny jest występowanie w cząsteczce 2 lub 
3 ok. 70-aminkowasowych, tzw. dom en BIR (ang. Baculoviral Inhibitor of apoptosis 
Repeat), których obecność jest związana z antyapototycznymi właściwościami 
tych białek [2]; surwiwina, w  odróżnieniu od typowych przedstawicieli tej ro
dziny u ssaków, posiada tylko jedną domenę BIR [3] (Rye. 1). Następną cechą, 
wyróżniającą surwiwinę (i liwinę ML-IAP) spośród pozostałych białek człowieka 
należących do rodziny IAP, są duże różnice w jej ekspresji w komórkach praw id 
łowych, w porów naniu z nowotworowym i [3]. Z unikalnych właściwości surw i
winy, warto wspomnieć jeszcze o jej zdolności do tworzenia homodimerów, ob
serwowanych również in vivo; jednakże żadne z dotychczas przeprow adzonych 
badań nie wyjaśniają fizjologicznej roli dimerów [4]. Ostatnie lata wskazały na 
niezwykle istotną rolę surw iw iny w regulacji mitozy, otwierając tym sam ym  
nowy rozdział w  badaniach dotyczących jej funkcji. Co więcej, w  świetle naj
nowszych odkryć w y
daje się, że regulacja 
mitozy może być 
wręcz nadrzędną, w 
stosunku do regula
cji apoptozy, funkcją 
surwiwiny.

R O L A  SU R W IW IN Y  

W  A P O PT O Z IE

W ykazaną wkrótce 
po jej odkryciu, jed- R yCina i .  struktura d om en o w a  surw iw iny.
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nakże dziś podw ażaną przez część badaczy właściwością 
surwiwiny jest zdolność do ham ow ania apoptozy na dro 
dze wiązania i blokowania kaspaz efektorowych 3 i 7 [5]. 
Przebieg apoptozy nie jest zasadniczym  tematem tej pracy, 
pracę przeglądową dotyczącą m echanizm ów i regulacji 
programowanej śmierci komórek m ożna znaleźć w  jednym 
z poprzednich num eru „Postępów biochemii" [6], Mecha
nizmom ham owania aktywności kaspaz przez surwiwinę 
poświęcono wiele uwagi, aczkolwiek wyniki otrzym ywane 
przez niezależne zespoły badawcze, często wykluczają się 
wzajemnie i w dalszym  ciągu budzą gorące dyskusje. W ąt
pliwości dotyczą samej możliwości wiązania kaspaz przez 
surwiwinę, w nawiązaniu do jej struktury, porównywanej 
z innymi antyapoptotycznym i białkami z rodziny IAP. 
Surwiwina nie posiada bowiem obecnej w wielu białkach 
IAP i uważanej za niezbędną do związania kaspaz dom e
ny CARD (ang. caspase recruitment domaiń) [3]. Obecność 
pojedynczej domeny BIR wyklucza również mechanizm, w  
którym blokowane są kaspazy w  przypadku XIAP, najlepiej 
poznanego ludzkiego białka z rodziny IAP; gdzie zasadni
cze znaczenie w ham ow aniu aktywnej kaspazy 3 i 7 odgry
wa region łączący domeny BIR1 i BIR2 [7], W ykazano nato
miast, że surw iw ina w kompleksie ze swoim kofaktorem, 
białkiem HBXIP (ang. hepatitis B X-interacting protein) wiąże 
się z prokaspazą 9, hamując w ew nętrzny szlak apoptotycz- 
ny, zależny od mitochondriów [8]. Część badaczy sugeruje, 
iż hamowanie apoptozy z udziałem  surw iw iny jest skut
kiem jej oddziaływ ań z proapoptotycznym  białkiem Sm ac/ 
DIABLO. Białko to, uw alniane z m itochondriów pod w pły 
wem  sygnałów proapoptotycznych, wiąże się z typowym i 
przedstawicielami rodziny IAP. Uniemożliwia w ten sposób 
ich oddziaływanie z kaspazami, co prow adzi do aktywacji 
tych enzymów, a w konsekwencji do apoptozy zależnej od 
kaspaz. Wiązanie Smac/DIABLO przez surw iw inę obniża 
jego poziom w cytoplazmie, a tym  samym ogranicza dostęp 
tego białka do pozostałych przedstawicieli rodziny IAP, 
które bez zakłóceń mogą pełnić funkcje antyapoptotyczne 
[9]. Spór wokół antyapoptotycznych właściwości surw iw i
ny i dywagacje dotyczące ich charakteru trwają nadal. W 
jego tle prow adzone są doświadczenia, które mimo tego, że 
nie wskazują na dokładny mechanizm tego procesu, bez
spornie wskazują na zdolność surw iw iny do ham owania 
programowanej śmierci komórki. W ykazano, że obecność 
zmutowanej formy surwiwiny, np. surw iw inyC84A ekspry- 
mowanej w komórkach linii HeLa, powoduje wzrost aktyw 
ności kaspazy 3 [10], a wygaszenie jej ekspresji w  kom ór
kach raka płuc za pomocą antysensownych oligonukleoty- 
dów, ich podw yższoną śmiertelność oraz wzrost wrażliwo-

Rycina 2. Schem at id eo w y  b u d o w y  k om plek su  CPC.

R ycina 3. Lokalizacja k om pleksu  CPC w  czasie m itozy  na p rzyk ładzie su r w iw i
ny. R ysunek przedrukow ano z W heatley SP, M cN eish  A  (2005) Survivin: a pro
tein w ith  dual roles in m itosis and apoptosis. Int Rev Cytol 247: 35-88, za  zg o d ą  
autorów  i w y d aw n ictw a  Elsevier.

ści na chemioterapię [11]. Ponadto, doświadczenia z siRNA 
skierowanym przeciw mRNA surwiwiny, wykazały spadek 
przeżywalności komórek ludzkich mięsaków [12], w zrost 
wrażliwości na apoptozę indukow aną poprzez aktywację 
receptora TRAIL w komórkach czerniaka złośliwego [13] i 
spontaniczną apoptozę w komórkach linii HeLa [14]. Reasu
mując, nadekspresja surwiwiny spotykana w wielu typach 
nowotworów koreluje z podwyższoną opornością komórek 
na szereg bodźców proapoptotycznych, podczas gdy zabu
rzenia ekspresji lub funkcji tego białka, skutkują w zrostem  
podatności na apoptozę [15].

R O L A  SU R W IW IN Y  W  M ITO ZIE

Wykazanie zależności pomiędzy ekspresją surw iw iny 
a fazą cyklu komórkowego (nie dotyczy to żadnego inne
go białka należącego do rodziny IAP) [16] doprowadziło 
do konkluzji, iż ekspresja tego białka w  fazie G 2/M  może 
być powiązana z przebiegiem podziału komórki, co z ko
lei mogłoby wskazywać na inną, niż dotychczas znana, rolę 
surwiwiny. Do podobnych przypuszczeń doprowadziły 
badaczy spostrzeżenia, że wysoka ekspresja surwiwiny ma 
miejsce w wielu liniach nowotworowych, wykazujących 
wysoce podwyższoną aktywność proliferacyjną; a białka 
tego praktycznie nie spotyka się w komórkach nie ulegają
cych podziałom, tj. terminalnie zróżnicowanych i starych. 
Dane te zapoczątkowały nowy etap badań związanych z 
rolą surwiwiny w  mitozie.

SURWIWINA JAKO ELEMENT KOMPLEKSU 
WĘDRUJĄCEGO PO CHROMOSOMACH

Badania immunofluorescencyjne jednoznacznie w yka
zały, że surwiwina jest elementem kompleksu CPC (ang. 
Chromosomal Passenger Complex) -  kompleksu wędrującego 
po chromosomach [17]. Kompleks ten odgrywa zasadniczą 
rolę w segregacji chromatyd siostrzanych w czasie mitozy,
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regulacji funkcjonowania punktu  kontroli poprawności zło
żenia wrzeciona mitotycznego i cytokinezie. W jego skład 
w chodzą ponadto białka: INCENP (ang. Inner Centromere 
Protein), Aurora B, posiadająca aktywność kinazy seryno- 
wo-treoninowej, borealina oraz białko TD-60 [18] (Ryc. 2). 
Wymienione białka w  literaturze anglojęzycznej określane 
są terminem „chromosomal passengers", przez wzgląd na ich 
charakterystyczną lokalizację w czasie mitozy (Ryc. 3). W 
późnej fazie G2 i w  profazie zlokalizowane są w  postaci 
wielu rozproszonych punktów  na chromosomach; w czasie 
prometafazy i metafazy przemieszczają się do w ew nętrz
nego regionu centromerowego chromosomów. Podczas 
gdy w  anafazie chromatydy siostrzane przemieszczają się 
w kierunku przeciwległych biegunów wrzeciona podzia
łowego, białka wchodzące w skład kompleksu CPC zostają 
w obszarze środkowym  między biegunami wrzeciona po
działowego, by ostatecznie w czasie telofazy i cytokinezy 
znaleźć się w budowanych przez mikrotubule strukturach 
o zasadniczym znaczeniu dla przebiegu cytokinezy, okre
ślanych w piśmiennictwie anglojęzycznymi terminami: 
m idbody i midzone [18]. Wygaszenie ekspresji któregokol
wiek ze składników kompleksu CPC powoduje zaburzenia 
lokalizacji i funkcjonowania pozostałych jego elementów, 
co dodatkow o potwierdza fakt istnienia wzajemnych od
działyw ań i powiązań pomiędzy poszczególnymi białkami 
wędrującymi po chromosomach w czasie mitozy [18,19]. 
Wykazano, że w dzielących się komórkach, pozbawionych 
któregoś z białek budujących kompleks CPC lub posiada
jących zm utow ane formy tych białek, występują liczne za
burzenia w przebiegu mitozy [18]. Wygaszenie lub obniże
nie ekspresji surwiwiny wywołuje zaburzenia w  segregacji 
chromosomów, tworzenie nieprawidłowych jedno i wielo- 
biegunowych wrzecion podziałowych (ang. odpowiednio: 
monopolar i multipolar spindles), mikronukleację, n iepraw id
łowości w przebiegu cytokinezy oraz poliploidyzację w ko
mórkach przewlekłej białaczki szpikowej [19], komórkach 
limfoidalnej linii HCW-2 [20] oraz HeLa [21].

Jednym z lepiej poznanych i opisanych w literaturze ele
mentów  kompleksu CPC jest białko Aurora B. Duże zain
teresowanie tym białkiem wynika m.in. z mnogości funk
cji, jakie Aurora B pełni w czasie podziału komórki. Jako 
jedyny spośród składników kompleksu CPC wykazuje ak
tywność enzymatyczną, przez co część badaczy podkreśla 
jej szczególną rolę w  funkcjonowaniu kompleksu CPC. We 
wczesnych etapach mitozy Aurora B fosforyluje histon H3 
na serynie 10. Uważa się, że ta modyfikacja jest niezbędna 
do prawidłowego przebiegu kondensacji chromatyny, po
przedzającej podział komórki [22].

A urora B kontroluje również proces wiązania mikrotu- 
bul do kinetochorów. Właściwa segregacja chromatyd sio
strzanych w anafazie możliwa jest wówczas, gdy do kine
tochorów każdej z nich zostaną dołączone mikrotubule po
chodzące z przeciwległych biegunów wrzeciona podziało
wego (konfiguracja amfiteliczna), co określane jest mianem 
bioorientacji [23], Błędy w tym procesie mogą skutkować 
konfiguracją meroteliczną (mikrotubule pochodzące z obu 
biegunów  wrzeciona zostają przyłączone do kinetochoru 
jednej chromatydy siostrzanej), synteliczną (kinetochory 
obu chrom atyd zostają połączone z mikrotubulami biegną
cymi od tego samego bieguna wrzeciona) czy monoteliczną

(tylko jeden z kinetochorów chromatyd siostrzanych uzy
skuje połączenie z mikrotubulami biegnącymi od jednego 
z biegunów wrzeciona) [23]. Niesymetryczne rozejście się 
chrom atyd siostrzanych do jąder potomnych w anafazie, 
wywołane niewłaściwą bioorientacją mikrotubul na kineto- 
chorach, może prowadzić do powstania niestabilnych gene
tycznie kom órek aneuploidalnych [22], Udział Aurory B w 
kontrolowaniu procesu wiązania mikrotubul do kinetocho
rów ma charakter pośredni i polega na regulacji aktywności 
białka MCAK (ang. mitotic centromere-associated kinesin) [24], 
Białko to, w  formie nieufosforylowanej ma zdolność depoli- 
m eryzowania mikrotubul. Natomiast ufosforylowane przez 
Aurorę B białko MCAK traci tę aktywność i jest kierowa
ne w obszar kinetochorów, gdzie ponownie aktywowane 
przez fosfatazy, odpow iada za depolimeryzację mikrotubul 
w niepraw idłow y sposób przyłączonych do kinetochorów. 
W komórkach pozbawionych Aurory B, białko MCAK nie 
jest obecne w  obrębie kinetochorów, a ich niewłaściwe połą
czenia z m ikrotubulam i nie są usuw ane [24],

Kompleks CPC pełni również funkcje regulacyjne na eta
pie cytokinezy. Aurora B, enzymatyczny rdzeń kompleksu, 
fosforyluje m. in. wimentynę i białko MgcRacGAP. Białka 
te w  formie ufosforylowanej są niezbędne do prawidłowe
go przebiegu tego procesu. W przypadku braku regulacji 
aktywności tych białek przez Aurorę B, obserwuje się za
burzenia przebiegu cytokinezy, łącznie z niedokończeniem 
tego procesu, mogące prowadzić do śmierci komórki [22].

Należy wyraźnie zaznaczyć, iż surwiwina jest niezbędna 
w procesie powstawania kompleksu. Badania, w tym rów 
nież prow adzone przez nasz zespół na liniach komórkowych 
przewlekłej białaczki szpikowej wykazały, że w komórkach 
pozbawionych surwiwiny metodą siRNA, kompleks CPC 
nie zostaje w  ogóle utworzony, a pozostałe białka w chodzą
ce w  jego skład, w tym Aurora B, wykazują „rozproszoną" 
lokalizację w komórce [19] (Ryc. 4). Tego typu obserwacje 
wskazują na rolę surwiwiny zarówno w formowaniu kom
pleksu wędrującego po chromosomach, jak i kierowaniu go 
do miejsca jego działania w  czasie mitozy -  kinetochorów. 
Należy jednak zaznaczyć, że inaktywacja któregokolwiek 
ze składników kompleksu CPC prowadzi do zaburzeń loka
lizacji pozostałych białek budujących ten kompleks, a tym 
samym do problemów z tworzeniem kompleksu CPC.

Oprócz funkcji strukturalnych, surwiwina pełni rów 
nież funkcje regulatorowe; jej obecność w kompleksie CPC 
istotnie w pływ a na aktywność Aurory B. Stwierdzono, że 
w  drodze bezpośrednich oddziaływań między tymi dw o
ma białkami dochodzi do stymulacji aktywności kinazowej 
Aurory B. W badaniach in vivo wykazano, że nadekspresja 
genu kodującego surwiwinę znacząco wzmaga tę aktyw 
ność, podczas gdy obniżeniu ekspresji genu surwiwiny, 
poprzez zastosowanie antysensownych oligonukleotydów, 
towarzyszy silne obniżenie tej aktywności [25].

O zasadniczej roli surwiwiny w regulacji prawidłowego 
podziału i życia komórki świadczy również fakt, że myszy 
z uszkodzonym  genem surwiwiny umierają we wczesnych 
stadiach rozwoju [26]. Należy wspomnieć, iż ostatnio suge
ruje się istnienie więcej niż jednego typu kompleksu w ędru 
jącego po chromosomach: prócz „klasycznego" holokom-
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R ycina 4. Z aburzenia lokalizacji A urory B w  kom órkach p ozb aw ion ych  surw i-  

w in y  m etodą siR N A  (w yniki w łasne). M orfologia jądra kom órki praw idłow ej 

barwionej D A PI (A) oraz kom órki, w  której w y g a sz o n o  ekspresję su rw iw in y  (a). 
Lokalizacja A urory B w  czasie  m itozy  w  kom órce p raw id łow ej (B) i pozbaw ionej  
su rw iw in y  m etod ą  s iR N A  (b).

pleksu budow anego przez INCENP, surwiwinę, Aurorę B, 
borealinę i TD-60, postuluje się istnienie mniejszych typu 
Aurora B / INCENP, przeprowadzającego wyłącznie fosfo- 
rylację seryny 10 na histonie H3 [18].

UDZIAŁ SURWIWINY W REGULACJI FUNKCJONOWANIA 
PUNKTU KONTROLI POPRAWNOŚCI 
ZŁOŻENIA WRZECIONA MITOTYCZNEGO

Punkt kontroli poprawności złożenia wrzeciona mito- 
tycznego (ang. mitotic spindle assembly checkpoint; MSAC), 
zwany również mitotycznym punktem  kontroli cyklu ko
mórkowego, punktem  kontrolnym pow staw ania wrzeciona 
czy po prostu punktem  kontrolnym wrzeciona jest kluczo
w ym  mechanizmem kontrolującym proces segregacji chro
mosom ów w komórkach eukariotycznych. Aktywowany w 
czasie prometafazy, opóźnia zajście anafazy do momentu, 
aż wszystkie chrom atydy potomne, poprzez połączenia z 
m ikrotubulam i, zostaną właściwie zorientowane względem 
biegunów wrzeciona podziałowego w tzw. płytce metafa- 
zalnej [27], W funkcjonowanie tego mechanizmu zaangażo
w ane są białka: Bub (Bubl-3), Mad (M adl, Mad2, BubRl), 
CENP-E, kinaza MPS1 i oddziałujące z dyneiną białka ZwlO 
i Rod [28]. W sytuacji, gdy nie wszystkie chromatydy, m a
jące ulec rozdzieleniu do komórek potomnych, posiadają 
właściwe połączenie z mikrotubulami (ang. attachment) lub 
też układ tych połączeń jest niestabilny i jest źródłem nie
praw idłow ych napięć (ang. tensions), wymienione wyżej 
białka generują sygnał hamujący rozpoczęcie anafazy i se
gregację chrom atyd siostrzanych [29]. „Sercem" układu są 
białka Mad2 i BubRl wiążące i hamujące aktywność białka 
regulatorowego Cdc20. Białko to pełni funkcje aktywatora 
kom pleksu A P C /C  (ang. Anaphase Promoting Complex/  Cyc- 
losome), który wykazuje aktywność ligazy ubikwitylowej

[30] (Ryc. 5). Zachodząca przy udziale tego kompleksu ubi- 
kwitylacja cykliny B i sekuryny, a w  konsekwencji degrada 
cja tych białek, prowadzi do uwolnienia i aktywacji zw iąza
nej z sekuryną separazy. Separaza jest enzymem proteoli
tycznym, który niszczy białkowe połączenia między chro- 
matydami siostrzanymi, przez co inicjuje ich segregację do 
przeciwległych biegunów wrzeciona podziałowego [31].

Na pierwszy rzut oka wydawać by się mogło, że procesy, 
przebiegające z udziałem kompleksu CPC oraz białek zaan 
gażowanych w funkcjonowanie mitotycznego punktu  kon
troli cyklu komórkowego, przebiegają niezależnie od siebie. 
Do niedawna uważano, że ewentualna aktywacja m echa
nizmu kontroli MSAC jest zależna od efektów działania 
kompleksu CPC, nie zaś od udziału w tym procesie samych 
białek wędrujących po chromosomach. Wykazano jednak, 
że prawidłowe funkcjonowanie MSAC wymaga udziału 3 
znanych już nam białek: surwiwiny, Aurory B i INCENP 
[32,33]. Można więc powiedzieć, że stanowią one swoisty 
„łącznik" spajający oba mechanizmy regulacji przebiegu 
mitozy w funkcjonalną całość, we wspólny system regulacji 
organizacji i rozdziału materiału genetycznego w dzielącej 
się komórce.

Problem sygnału generowanego przez zaktywowany mi- 
totyczny punkt kontroli cyklu komórkowego jest p rzedm io
tem licznych sporów wśród badaczy. Część z nich uważa, 
że białka sensorowe BubRl i Mad2 działają niezależnie i

R ycina 5. U proszczon y schem at funkcjonow ania m itotyczn ego punktu kontroli 
(MSAC). Aktyw acja MSAC i u ruchom ien ie sygnału  p row adzącego d o za h am o 
w ania  anafazy w  sytuacji braku połączenia kinetochoru z  m ikrotubulam i (A); ak
tywacja A P C /C  i przejście z  m etafazy do anafazy w  kom órkach z  chrom osom am i 
w  konfiguracji am fitelicznej (B).
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generują sygnały płynące odpow iednio  od: niewłaściwych 
napięć w układzie m ikrotubul i braku połączenia z mikro- 
tubulam i [34]. Druga część zaś uw aża, że dw ie „gałęzie 
sygnałowe" nie istnieją, a oba białka ze sobą współdziałają, 
wysyłając wspólny sygnał do zatrzym ania wejścia w  anafa- 
zę [35], Badacze opowiadający się za słusznością pierwszej 
tezy, wskazują na doświadczenia z nokodazolem  i taksolem 
-  związkami zaburzającymi praw id łow ą dynam ikę m ikro
tubul w  komórce. W ykazano, że kom pleks tw orzony przez 
surwiwinę, białko INCENP i A urorę B jest niezbędny do 
uruchom ienia odpowiedzi, wynikającej z braku odpow ied 
nich napięć m iedzy m ikrotubulam i a kinetochorem, genero
wanej z udziałem  białka BubRl. Okazało się, że surwiwina, 
A urora B oraz białko INCENP uczestniczą w procesie loka
lizacji białka BubRl na kinetochorach, jak również w pływ a
ją na jego stabilność i czas pozostaw ania na kinetochorach w 
sytuacji przedłużonej aktywacji MSAC. M echanizmy tych 
procesów pozostają niewyjaśnione. Z kolei, odpow iedź ko
mórki na brak przyłączenia m ikrotubul do kinetochorów, 
w której pośredniczy białko sensorow e Mad2, odbyw a się 
bez udziału surwiwiny i jej partnerów  [32,33], Udział surwi- 
winy, Aurory B i białka INCENP w  odpow iedzi komórki 
na wystąpienie niepraw idłow ych napięć na kinetochorach, 
w ynika najprawdopodobniej z w pływ u surw iw iny na mi- 
krotubule. W badaniach in vivo w ykazano, że surw iw ina 
stabilizując układ m ikrotubul oraz wpływając na proces 
nukleacji, reguluje dynam ikę tych s truk tur w  komórce [36, 
37],

E K SPRESJA S U R W IW IN Y  W  K O M Ó R K A C H  

N O W O T W O R O W Y C H

POZIOM EKSPRESJI SURWIWINY

Ekspresję surwiwiny w ykazano w kom órkach em brio
nalnych, płodowych, silnie dzielących się oraz w  wielu ty
pach nowotworów, w odróżnieniu od kom órek terminalnie 
zróżnicowanych, starych czy też kom órek w fazie GO cyklu 
komórkowego, w których nie stw ierdzono ekspresji tego 
białka. Nadekspresja surw iw iny jest cechą wielu typów  no
wotworów, może też dotyczyć kom órek z faz agresywnych, 
związanych z progresją choroby i zaostrzeniem  objawów 
u pacjentów. Podwyższony poziom  tego białka stw ierdzo
no m.in. w zmienionych now otw orow o kom órkach ukła
du  krwiotwórczego oraz w  now otw orach płuc, okrężnicy, 
trzustki, wątroby [1], żołądka, przełyku, macicy, prosta
ty, piersi, jajników, now otw orach m ózgu i innych [38]. W 
przypadku niektórych typów  now otw orów  jak nerwiak 
(zarodkowy współczulny), now otw ory złośliwe jelita gru 
bego, płuc i pęcherza moczowego, rak okrężnicy i odbytni
cy czy niedrobnokom órkow y rak płuc, w ykazano korelację 
pom iędzy wzrostem ekspresji surw iw iny a niekorzystnym i 
rokowaniam i w przebiegu choroby. Stąd też, poziom  tego 
białka proponuje się jako swoisty m arker prognostyczny w 
przebiegu niektórych typów  now otw orów  [38],

FUKNCJE POSZCZEGÓLNYCH IZOFORM SURWIWINY

W komórkach ludzkich, oprócz formy dzikiej (142 amin- 
kwasy) stwierdzono jak do tąd  obecność czterech innych izo- 
form tego białka: tzw. surw iw iny-2p (165 aminokwasów), 
surwiwiny-AEx3 (137 am inokw asów ) [39], surwiwiny-3p

(120 aminokwasów) [40] i surw iw iny-2a (74 aminokwasy)
[41] (Ryc. 6). Wykazano, że wszystkie spotykane formy tego 
białka powstają w  drodze różnicowego cięcia i składania 
(ang. splicing) pre-mRNA genu, zlokalizowanego na chro
mosomie 17 (17q25). Przypuszcza się, że ekspresja poszcze
gólnych izoform surw iw iny zależy od stanu, w  jakim w da 
nym momencie znajduje się komórka, jak również rodzaju 
tkanki, w  której się ten proces odbywa, a tym samym, od 
dostępności czynników edycyjnych (ang. splicing factors), re
gulujących pow staw anie alternatywnych form surwiwiny, 
czy różnic w stabilności poszczególnych rodzajów mRNA
[42]. Dokładne zależności między typem  tkanki, w którym 
ma miejsce ekspresja a izoformą, są obecnie przedmiotem 
licznych badań. Obecność formy dzikiej, surwiwiny-2p i 
surwiwiny-AEx3 wykazano m.in. w  ludzkich now otw o
rach pochodzenia nabłonkowego oraz w liniach komórko
wych HeLa, U20S, MCF7. Jednakże we wszystkich bada
nych przypadkach, w  ogólnej puli dominuje dzika forma 
surwiwiny [39]. Wykazano, że surwiwina-AEx3 posiada 
właściwości antyapoptotyczne, podczas gdy w przypad 
ku formy 2p są one mocno zredukowane. Sugeruje się, iż 
surwiwina 2p może pełnić rolę naturalnego, endogennego 
antagonisty form o właściwościach antyapoptotycznych, tj. 
dzikiej i surwiwiny-AEx3 i w  sposób kompetycyjny wiązać 
ich partnerów  białkowych [42], Ostatnio odkryta i jeszcze 
dość słabo scharakteryzowana na tle innych surwiwina-2a, 
również oddziałuje z dziką formą surwiwiny, osłabiając jej 
antyapoptotyczne właściwości [41]. Wydaje się, że mamy tu 
do czynienia ze zjawiskiem znanym  już wcześniej w kon
tekście innych białek regulujących proces apoptozy: Bcl- 
X, czy Bcl-Xs, czyli funkcjonalnym antagonizmem między 
antyapoptotycznymi a pozbawionym i takich właściwości 
izoformami [42]. Stwierdzono kolokalizację formy dzikiej 
i surwiwiny 2p w cytoplazmie, podczas gdy surwiwina- 
AEx3 obecna jest w jądrze komórkowym. W przypadku 
izoform AEx3 i 2p nie wykazano tak charakterystycznej dla 
formy dzikiej lokalizacji na centromerach i oddziaływ ań z 
mikrotubulami w czasie mitozy. Jednakże nagrom adzenie 
surwiwiny-AEx3 w jądrze w późnej fazie G l, S, G2, może 
dodatkowo wskazywać na jej nieznaną dotąd rolę w regula
cji cyklu komórkowego [42].

R ycina 6. Porów nanie struktury p oszczegó ln y ch  izoform  su rw iw iny . R ysunek  

zm od yfik ow a n y  na p od sta w ie  [41].
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REGULACJA EKSPRESJI SURWIWINY

Jak już wspomniano, obecność surw iw iny uznaw ana jest 
za swoisty marker komórek embrionalnych, płodowych i 
wielu typów  komórek nowotworowych. Poziom tego białka 
w  prawidłowych, dzielących się komórkach somatycznych 
jest nieporównywalnie niższy (często na granicy detekcji), 
zaś w komórkach terminalnie zróżnicowanych i starych 
nie stw ierdza się obecności surwiwiny. Próby wyjaśnienia 
mechanizmów odpowiedzialnych za tak istotne różnice w 
poziomie ekspresji tego białka m iędzy różnym i komórkami, 
w połączeniu z regulacją na poziomie cyklu komórkowego, 
podejm owane są od lat.

Jedno z pierwszych pytań jakie postawiono, dotyczyło 
mechanizmów odpowiadających za przywrócenie pozio
mu ekspresji surwiwiny typowego dla komórek embrio
nalnych/ płodowych w komórkach now otw orow ych lub, 
patrząc na zagadnienie od drugiej strony, jakie mechani
zmy odpowiadają za zaham owanie ekspresji surwiwiny 
w prawidłowych komórkach somatycznych. Mimo inten
sywnych badań, wiedza na ten tem at jest wciąż niewystar
czająca. Wydaje się, że tak jak w  przypadku wielu innych 
genów, których wzorzec ekspresji zmienia się w  komórkach 
nowotworowych, istotną rolę mogą tu odgrywać związane 
z aktywnością demetylaz różnice w poziomie i wzorze me- 
tylacji w  obrębie prom otora genu surw iw iny w komórkach 
praw idłow ych i nowotworowych [16,43],

Uważa się, że regulację transkrypcji genu surwiwiny, 
która wykazuje znaczne zróżnicowanie w różnych typach 
tkanek czy stadiach nowotworów, zaangażow ane muszą 
być sygnały płynące z różnych szlaków sygnałowych w 
komórce. Wykazano, że w  regulacji ekspresji surwiwiny w 
ludzkich komórkach raka okrężnicy uczestniczą białka szla
ku sygnałowego TCF/(3-katenina i czynnik transkrypcyjny 
CBP (ang. Creb-binding protein) [44]. Farmakologiczne zaha
mowanie białka Stat3 lub obecność jego zmutowanej formy 
w komórkach now otworowych linii PEL, w  których szlak 
z udziałem  tego białka jest ciągle aktywny, prow adzi do 
zaham ow ania ekspresji surw iw iny na etapie transkrypcji 
i indukcji apoptozy [45]. W ykazano również, że ekspresja 
surw iw iny może być regulowana m.in. poprzez czynniki 
w zrostow e/cytokiny horm ony czy inhibitory kinaz [38].

Równie ciekawym zagadnieniem  jest regulacja ekspresji 
surw iw iny w  cyklu komórkowym. Silna ekspresja tego biał
ka w fazie G 2/M  cyklu komórkowego (40-krotny wzrost 
ilości mRNA w porów naniu z fazą G l) [16], a jej brak w fa
zie G1 i S, jest w ypadkow ą kilku procesów zachodzących 
na etapie transkrypcji, modyfikacji potranslacyjnych, jak i 
proteasomalnej degradacji.

Analiza sekwencji w  obrębie prom otora genu surwiwiny 
wykazała obecność charakterystycznych sekwencji spoty
kanych w  obrębie prom otorów innych genów eksprymo- 
wanych w fazie G 2/M  cyklu komórkowego, tj.: trzech sek
wencji CDE (ang. cycle dependent elementś) i jednej sekwencji 
CHR (ang. celi cycle homology region) [16]. Obecność sekwen
cji CDE koreluje z nasileniem transkrypcji w fazie G 2/M , 
a sekwencji CHR z ham owaniem  ekspresji w  fazie G l cy
klu komórkowego [46], W obrębie prom otora znajdują się

również miejsca w iązania czynnika transkrypcyjnego S pl, a 
mutacje w nich p row adzą do obniżenia ekspresji surw iw iny
0 60-80% [47], Czynniki transkrypcyjne z rodziny S p l nale
żą do kluczowych m odulatorów  ekspresji wielu genów za
angażowanych w regulację cyklu kom órkowego w  drodze 
rekrutacji do prom otora RNA polimerazy II, generow ania 
lokalnych zm ian s truk tury /organizacji chrom atyny i u trzy 
mania regionów bogatych w  reszty CpG w stanie hypom e- 
tylacji [47],

W obrębie prom otora genu surw iw iny w ykazano rów 
nież obecność miejsca w iązania białka p53, które częściowo 
zachodzi na miejsce w iązania czynników transkrypcyjnych 
z rodziny E2F. U dow odniono, że związanie dzikiej formy 
białka p53 do prom otora, ham uje transkrypcję genu surw i
winy, a efekt ten tłum aczy się współistnieniem kilku zja
wisk. Pierwsze z nich to fakt, że związanie p53 do prom o
tora upośledza przyłączanie białek z rodziny E2F, znanych 
transaktyw atorów  genu surw iw iny. Drugie ma nieco bar
dziej złożony charakter i dotyczy przyłączania do zw iązane
go już z prom otorem  białka p53, represorowego białka Sin3
1 dalszej rekrutacji do tworzącego się kompleksu deacetylaz 
histonów (HDACs) [48]. Deacetylacja reszt lizynowych na 
N-końcowych ogonach histonów  rdzeniowych, zachodząca 
przy udziale w spom nianych deacetylaz, zmienia strukturę 
chromatyny w  obrębie prom otora genu, przez co, staje się 
ona mniej dostępna dla innych białek niezbędnych do zaj
ścia procesu transkrypcji [49].

Regulację poziom u ekspresji surw iw iny na poziomie biał
ka należy rozpatryw ać rów nież w  kategoriach jej stabilności 
i procesów degradacji. W ykazano, że surwiwina wiąże się z 
białkiem opiekuńczym  Hsp90, co w pływ a na jej stabilność 
w komórce. Zniszczenie oddziaływ ań między tymi białka
mi powoduje proteasom alną degradację surw iw iny oraz za 
burzenia w  przebiegu mitozy lub apoptozę [50]. Rola tego 
typu oddziaływ ań z udziałem  białek opiekuńczych nabiera 
dodatkow ego znaczenia w  kontekście nadekspresji białek z 
rodziny H sp w wielu typach now otw orów  [51].

Degradacja z udziałem  proteasom u jest niezwykle istot
nym m echanizm em  regulującym  poziom  białek w  komórce; 
znaczenie tego procesu jest szczególnie istotne w  odniesie
niu do białek zaangażow anych w przebieg cyklu kom órko
wego. W drodze ubikwitylacji regulow ane są m.in. cykliny 
A, B, D, E, inhibitory cyklinozależnych kinaz, tj białka p21, 
p27 i p57 [52] oraz szereg czynników transkrypcyjnych. W y
kazano, że rów nież surw iw ina jest ubikwitylowana w  obrę
bie kilku reszt lizynowych i ulega proteasomalnej degrada
cji w  w arunkach in vivo. Aktywność proteasomu w  tym  kie
runku zmienia się w  czasie cyklu komórkowego, osiągając 
m aksim um  w fazie G l, w  czasie której poziom surw iw iny 
w  komórce drastycznie spada [52], Ta sama grupa badaw 
cza, analizując zm utow ane w  obrębie domeny BIR lub C- 
końcowej sekwencji formy surw iw iny ustaliła, że zarów no 
zlokalizowana na N -końcu dom ena BIR, jak i fragm ent C- 
końcowy istotnie wpływ ają na stabilność surwiwiny w  fazie 
G 2/M  cyklu kom órkow ego [52].
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U W A G I K O Ń C O W E

Surwiwina jest białkiem łączącym w sobie niesłychanie 
istotne funkcje hamowania apoptozy i regulacji przebie
gu podziału komórki. Podwyższona oporność na śmierć i 
„usprawnienie" podziałów komórkowych promują prze
życie i ekspansję komórek, w  których wykazano podw yż
szoną ekspresję surwiwiny, w  tym komórek wielu typów 
now otw orów  [53].

Wyjątkowe zainteresowanie tym białkiem wynika rów 
nież z faktu, że wydaje się ono być swoistym „molekular
nym  ogniwem" łączącym ze sobą procesy życia i śmierci w 
komórce. Antyapoptotyczne właściwości surwiwiny ujaw
niają się w przebiegu samej mitozy. Wykazano bowiem, że 
białko to chroni komórki dzielące się przed śmiercią w  cza
sie podziału. Pewna część puli surwiwiny zlokalizowanej w 
obrębie aparatu mitotycznego w czasie podziału komórki 
jest fosforylowana na treoninie 34 przez kompleks p34cdc2- 
cyklina B i w  takiej formie wiąże się z kaspazą 9. Mutacja 
tego miejsca w genie surwiwiny, wyrażająca się zamianą 
treoniny na alaninę i wynikający z niej brak fosforylacji, po
woduje utratę powinowactwa do kaspazy 9 i zależną od niej 
apoptozę w  komórkach dzielących się [54].

Ze względu na silną ekspresję surwiwiny w wielu typach 
now otw orów , stosunkowo szybko uznano ją za potencjalny 
cel w  terapii przeciwnowotworowej. Terapie z zastosowa
niem  antysensownych oligonukleotydów, skierowanych 
przeciw surwiwinie, obecnie znajdują się w fazie badań 
klinicznych. Ich wprowadzenie do lecznictwa wydaje się 
być kwestią niedalekiej przyszłości. W kontekście tego typu 
przedsięwzięć warto jednak mieć na uwadze, że ingerencja 
w ekspresję białek na poziomie komórkowym jest procesem 
niezwykle skomplikowanym, a jego konsekwencje nie za
wsze dają się przewidzieć. W szeregu badań (w tym również 
prow adzonych przez nasz zespół) wykazano, że wygaszenie 
ekspresji surwiwiny, może prowadzić do powstania komó
rek poliploidalnych i aneuploidalnych [19,21,55]. Zjawisko 
to, mimo tego, że dotyczy zwykle niewielkiej części komó
rek, może mieć ogromne znaczenie w dalszym przebiegu 
choroby. W świetle najnowszych teorii dotyczących genezy 
now otw orów , niestabilne genetycznie komórki poliploidal- 
ne i aneuploidalne mogą stać się źródłem nowych klonów, 
inicjując odnowę nowotworu. Powstałe w ten sposób klony 
stanowią „nową jakość" pod względem genetycznym. Zni
kom a w iedza w zakresie tej problematyki nie pozwala na 
udzielenie odpowiedzi na pytanie o to, czy przypadkiem  te 
now e klony nie okażą się dla pacjenta groźniejsze i bardziej 
oporne na leczenie niż komórki, z których się wywodzą.

W bieżącym roku minie 10 lat od odkrycia surwiwiny 
i 10 lat intensywnych badań nad jej właściwościami i rolą 
w  komórce. Mimo tego, że badania te dostarczyły szeregu 
fascynujących wyników, pozwoliły na zrozumienie pew 
nych zagadnień, wiele pytań czeka jeszcze na odpowiedź. 
Na przykład, ciągle nie ma pewności czy surwiwina jest 
właściwym  celem terapeutycznym w leczeniu now otw o
rów. Poza wątpliwościami opisanymi powyżej (poliploidia, 
aneuploidia, niestabilność genetyczna), istnieje obawa w y
stąpienia efektów ubocznych związanych z zaham owaniem  
proliferacji limfocytów. Wykazano bowiem, że surwiwina

jest eksprym owana w komórkach progenitorowych ukła
du krwiotwórczego [56] i prawidłowych limfocytach [57], 
Wiadomo, że ich proliferacja jest niezbędna do praw idło
wej odpowiedzi układu odpornościowego na patogen. Tak 
więc, czy wygaszenie ekspresji surwiwiny nie spowoduje 
efektów ubocznych w postaci osłabienia układu odpornoś
ciowego, tak typowego przy radio- i chemioterapii? Nie bez 
znaczenia pozostaje również fakt, że surw iw ina jest ekspry
m owana w komórkach macierzystych [58]. Czy zaham o
wanie jej ekspresji w tych komórkach, jako skutek uboczny 
terapii antysurwiwinowej nie okaże się brzemienne w  skut
kach dla całego organizmu? Jak widać, pom im o ciągle ros
nącej ilości danych na temat mechanizmów związanych z 
ham ow aniem  proliferacji i indukcją apoptozy komórek no
wotworowych, w których znaczący udział ma surwiwina, 
ciągle jesteśmy dalecy od udzielenia odpow iedzi na zasad
nicze pytanie, dotyczące strategii terapeutycznych w  w al
ce z nowotworami, mianowicie czy broń, po którą chcemy 
sięgnąć w  „walce z surwiwiną" (terapie antysurwiwinowe) 
nie okaże się bronią obosieczną.
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Role of survivin in mitosis 
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ABSTRACT
Human survivin is a member of the IAP (Inhibitor of Apoptosis) family. It was reported that survivin expression is associated with drug resi
stance, cancer progression and low patient survival rate in many cancers. Survivin is implicated in both: inhibition of apoptosis and regulation 
of cell division. As a member of Chromosomal Passenger Complex (CPC) it is involved in sister chromatids segregation during mitosis. On the 
other hand, survivin plays an important role in the surveillance mechanism called mitotic spindle assembly checkpoint (MSAC) w hich regu
lates metaphase to anaphase transition during mitosis. Additionally, survivin is necessary for cytokinesis progression. The present review is 
a summary of survivin's functions, focused on its role in cell division in normal and cancer cells, as w ell as introduction to discussion about 
anticancer therapies based on survivin depletion.

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

SKŁADKI CZŁONKOWSKIE I PRENUMERATA „POSTĘPÓW BIOCHEMII" W 2007 ROKU
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którym przyznano prawo do ulgowej składki, płacą składkę w wysokości 40 zł rocznie. Małżeństwa opłacają składki w wysokości 
80 + 40 zł. Członkowie, którzy opłacą składkę członkowską do 31 marca 2007 roku, mają zapewnioną bezpłatną prenumeratę 
kwartalnika „Postępy Biochemii". Członkowie, którzy opłacą składkę po tym terminie, będą otrzymywać kwartalnik do czasu 
wyczerpania zapasów magazynowych. Członkowie honorowi zwolnieni są z opłacania składek członkowskich. Członkowie ho
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92 225, faks: 022 822 53 42, e-mail: adygas@nencki.gov.pl.
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Małe białka szoku termicznego -  rola w  apoptozie, kancerogenezie 
i chorobach związanych z agregacją białek

ST R E SZ C Z E N IE

M ałe b iałka szoku term icznego (sH sps, ang. small heat shock proteins) należą do b iałek  
opiekuńczych, k tóre chronią kom órk i prokario tyczne i eukario tyczne przed szkodli

w ym i sku tkam i stresu. sH sps zapobiegają  in d u kow anej przez stres, n ieodw racalnej agrega
cji uszkodzonych b iałek  i um ożliw iają  renaturację  zw iązanych substratów , w spółpracując 
z innym i b iałkam i opiekuńczym i. W  nin ie jszej pracy podsum ow ano ostatn ie badania do 
tyczące g łów nie  u dz ia łu  sH sps w  chorobach zw iązanych  z agregacją białek . sH sps są często 
sk ładn ik iem  agregatów  białkow ych, które pow stają  w  trakcie rozw oju  chorób neurodegene- 
racyjnych. Z identyfikow ano szereg m utacji w  genach sH sps, k tóre są odpow iedzia lne  za roz
wój zaćmy, desm inopatii i neu ropatii. sH sps chron ią  kom órk i przed  stresem  oksydacyjnym , 
k tóry jest w ynik iem  n ied o k rw ie n i^ rep e rfu z ji w yw ołanej udarem  serca lub  m ózgu. Liczne 
badan ia  w skazują, że sH sps uczestniczą w  regulacji apoptozy  i są zaangażow ane w proces 
kancerogenezy. Poznanie roli sH sps w  procesach chorobotw órczych um ożliw ia opracow y
w anie now ych strategii terapeutycznych.

W P R O W A D Z E N IE  -  S T R U K T U R A  I F U N K C JA  

S H S P S  JA K O  BIAŁEK O P IE K U Ń C Z Y C H

Małe białka szoku termicznego (sHsps) należą do grupy białek opiekuńczych 
(ang. molecular chaperones) występujących w większości zbadanych do tej pory 
organizmów prokariotycznych i eukariotycznych. Rolą sHsps jest zapobieganie 
nieodwracalnej denaturacji i agregacji białek uszkodzonych w warunkach stre
sowych. Kompleksy sHsp z substratam i są stabilne. Szereg doświadczeń in vitro 
wykazało, że związane polipeptydy mogą być uwolnione i reaktywowane przez 
zależny od ATP system białek opiekuńczych H sp70 /H sp l00  (Rye. 1A) [1-4], W 
komórkach E. coli wydajność renaturacji substratów przez białka opiekuńcze 
Hsp70-Hspl00 (D naK /D naJ/G rpE  -  ClpB) znacznie spada przy braku sHsps 
(IbpA i IbpB), zarówno in vitro, jak i in vivo [4,5].

Ilość produkow anych sHsps jest różna w  zależności od organizmu: w komór
kach E. coli i Saccharomyces cerevisiae zidentyfikowano dw a sHsps, u Drosophila 
melanogaster cztery [2]. Najliczniejszą grupę, zawierającą ponad 30 różnych bia

łek, stanowią ro
ślinne sHsp obec
ne w cytosolu, ją
drze i organellach 
k o m ó r k o w y c h .  
sHsps charaktery
zują się niską masą 
od 15 do 40 kDa 
(stąd nazwa tej 
grupy białek), oli- 
gomeryczną struk
turą i obecnością 
domeny a-krysta- 
liny zawierającą 
około 90 reszt ami- 
nokwasowych w 
części karboksylo
wej sHsps. a-kry- 
staliny są jednymi 
z głównych białek 
soczewki oka ssa
ków, ich rola w  za
pobieganiu agrega
cji białek soczewki 
zostanie opisana

R ycina 1. Rola sH sps w  kom órce. (A) sH sp s zapobiegają nieodw racalnej agrega
cji u szk od zon ych  białek. Z d en aturow an e w  w arunkach  s tresow ych  p o lip ep ty d y  

są w iązan e p rzez sH sps, a n astępnie renaturow ane z  u d z ia łem  za leżn y ch  od ATP  
białek op iek u ń czych  H sp l0 0 -H sp 7 0 /H sp 4 0 . Brak sH sp s  w  kom órce utrudnia  

u su w a n ie  agregatów  i m o że  prow adzić d o  rozw oju  chorób agregacyjnych. (B) 
sH sps stabilizują strukturę cytoszk ie letu , (C) ham ują proces ap op to zy  i ob niża 
ją p oziom  reaktyw nych  form  tlenu oraz (D) ham ują agregację p ły tek  krw i. (E) 
sH sp s m ogą  być składnikiem  agregatów  tow arzyszących  ch orob om  n eu rod ege-  
neracyjnym .
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w dalszej części tej pracy. Obecność dom eny a-krystaliny 
jest głównym  kryterium przynależności do sHsps, dlatego 
zaproponow ano drugą nazwę dla tej grupy białek -  a-H sps 
[6]. W przypadku wielu sHsps struktura oligomerów jest 
dynamiczna. sHsps tworzą homo- i heterooligomery, któ
rych podjednostki mogą ulegać ciągłej wymianie. Wielkość 
oligomerów może być zmienna, przy czym podwyższenie 
tem peratury powoduje tworzenie większych struktur (np. 
Hsp25 u myszy) lub rozpad oligomerów na mniejsze kom 
pleksy lub dimery, które wiążą rozwinięte łańcuchy poli- 
peptydow e substratów (Hsp26 z drożdży) [2,6]. Z zastoso
waniem  metody krystalografii lub mikroskopii elektronowej 
poznano, do tej pory, strukturę jedynie kilku oligomerów 
sHsps, które posiadają stałą ilość podjednostek: H spl6,5 z 
archea Methanococcus janashii, Hspl6,9 z pszenicy T. aesti- 
vum, Hsp26 z drożdży Saccharomyces cerevisiae i H spl6,3 z 
Mycobacterium tuberculosis [2,7,8], Wszystkie wymienione 
sHsps mają kształt sferyczny. W Hspl6,5 dwadzieścia cztery 
podjednostki tworzą strukturę sferyczną o oktagonalnej sy
metrii, z czternastoma otworami. W Hspl6,5 i innych sHsps 
o znanej konformacji domena a-krystaliny jest zwinięta w  
dw a równoległe arkusze [3 (Ryc. 2). Dzięki oddziaływ aniom  
dom en a-krystaliny powstają dimery, które są podstaw o
wym i elementami strukturalnym i oligomerów. Za tw orze
nie większych kompleksów odpowiedzialne są końce kar
boksylowe i /  lub aminowe otaczające dom enę a-krystaliny 
sHsps. Fragmenty poza domeną a-krystaliny mogą rów nież 
wiązać substraty [2].

W genomie człowieka znajduje się 10 genów kodujących 
sHsps [9], Krótką charakterystykę ich funkcji przedstaw io
no w tabeli 1. Większość sHsps człowieka jest produkow ana 
konstytutyw nie w tkance mięśniowej i jako białka op iekuń 
cze zapobiegją agregacji modelowych substratów w reak
cjach in vitro. Najlepiej poznane pod względem funkcji i 
struktury  są a-krystaliny, Hsp27 i Hsp22. W ciągu ostatnich 
kilku lat zidentyfikowano szereg mutacji w  genach sHsps, 
które odpowiedzialne są za rozwój zaćmy, desm inopatii i 
neuropatii. Wiele badań wskazuje na to, że sHsps działa
ją nie tylko jako typowe białka opiekuńcze, ale są rów nież 
odpowiedzialne za równowagę w ew nątrzkom órkow ego 
potencjału redoks, regulację złożonych procesów apoptozy

Rycina 2. Struktura monomeru Hspl6.5 M. jannaschii (1SHS, baza danych PDB). Zacho
wana w ewolucji domena a-krystaliny tworzy dwa arkusze p.

i transformacji nowotworowej oraz stabilizację cytoszkie- 
letu (Ryc. 1). Wykazano, że Hsp27, Hsp20 i a-krystaliny 
człowieka stabilizują mikrofilamenty aktyny w w arunkach 
stresu termicznego i oksydacyjnego [11]. W odpowiedzi na 
stres dochodzi do dezorganizacji cytoszkieletu i do fosfo
rylacji sHsps, które oddziałują pośrednio lub bezpośrednio 
z filamentami aktyny ułatwiając ich reorganizację. HspB2 i 
HspB3 uczestniczą w stabilizacji miofibryli w komórkach 
mięśniowych [11], natomiast HspBlO wchodzi w skład 
gęstych włókien zewnętrznych (ang. outer dense fibers) ota
czających aksonemy w witkach plemników [12]. Ostatnie 
badania wskazują, że sHsps mogą również działać poza 
komórką. Kozawa i wsp. stwierdzili, że w  wyniku stresu 
mechanicznego aB-krystalina i Hsp20 są uwalniane z mięś
ni gładkich naczyń krwionośnych i zapobiegają agregacji 
płytek krwi [13]. Prezentowana praca przedstawia najnow
sze informacje dotyczące udziału sHsps, m. in. w regulacji 
apoptozy, kancerogenezy i rozwoju chorób związanych z 
agregacją białek.

R O L A  sH sp s  W  REG ULACJI A P O P T O Z Y  

I K A N C E R O G E N E Z Y

Istnieje wiele danych wskazujących, że sHsps uczestni
czą w procesach różnicowania i proliferacji komórek. Hsp27 
chroni komórki przed czynnikami, które wywołują apopto- 
zę (program owaną śmierć komórki): cy to kinami, lekami cy- 
totoksycznymi, stresem oksydacyjnym i promieniowaniem 
jonizującym [14]. Apoptoza może być regulowana dw om a 
szlakami, w  których jedną z kluczowych ról odgrywają 
kaspazy -  proteazy cysteinowe syntetyzowane w formie 
nieaktywnych zymogenów. Na tzw. drodze zewnętrznej 
następuje wiązanie liganda do receptora (ang. death recep
tor) znajdującego się na powierzchni komórki i aktywacji 
prokaspazy 8, a następnie prokaspazy 3. Droga w ew nętrz
na jest inicjowana przez uwolnienie cytochromu c z mito- 
chondriów. Cytochrom c wraz z czynnikiem aktywującym 
proteazy Apaf-1 (ang. apoptosis protease activating factor) i 
prokaspazą 9 tworzy apoptosom, który aktywuje kolejne 
prokaspazy. Proteoliza białek docelowych kaspaz w yw o
łuje apoptozę [14]. Szereg badań sugeruje, że Hsp27 może 
hamować proces apoptozy na kilku etapach. Wykazano, 
że Hsp27 praw dopodobnie wiąże cytochrom c, uniem oż
liwiając tworzenie lub prawidłowe działanie apoptosom u. 
Ponadto, Hsp27 może bezpośrednio oddziaływać z proka
spazą 3 i zapobiegać jej aktywacji przez kaspazę 9. Inne do 
świadczenia wykazały, że Hsp27 hamuje zewnętrzny szlak 
apoptozy, oddziałując z białkiem Daxx i zapobiegając jego 
w iązaniu z receptorem Fas. Należy dodać, że apoptoza jest 
ham ow ana również przez inne białka opiekuńcze Hsp70 i 
Hsp90 [14]. Wiele czynników toksycznych powoduje w zrost 
poziomu reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen 
species), które w  zależności od stężenia mogą wywoływać 
apoptozę lub nekrozę komórki. Stwierdzono, że Hsp27 i 
aB-krystalina chronią komórki przed reaktywnymi form a
mi tlenu indukow anym i TNFa (ang. tumor necrosis factor, 
czynnik martwicy nowotworu) nadtlenkiem w odoru lub 
menadionem. Przypuszcza się, że sHsps utrzymują wysoki 
poziom zredukow anego glutationu, umożliwiający detok- 
syfikację reaktywnych form tlenu. Do redukcji utlenionego 
glutationu wykorzystywany jest NADPH, który powstaje 
w  reakcji katalizowanej przez dehydrogenazę glukozo-6
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fosforanu [15]. Autorzy sugerują, że sHsps mogą chronić 
dehydrogenazę przed inaktywacją. Interesującym przykła
dem  działania Hsp27 jest ochrona komórek podstaw nych 
nabłonka oskrzeli u chorych na astmę. Towarzyszący ast
mie stan zapalny wywołuje stres oksydacyjny w nabłonku 
oskrzeli, prowadząc do selektywnej apoptozy komórek na
błonka walcowatego, które pozbawione są Hsp27. Komórki 
podstawne, dzięki którym następuje odbudow a uszkodzo
nego nabłonka są chronione przed apoptozą dzięki pod 
wyższonem u poziomowi Hsp27 [16].

Towarzyszący udarow i serca lub m ózgu proces niedo
krwienia (ischemii)/reperfuzji również wywołuje stres 
oksydacyjny. W wyniku ischem ii/reperfuzji następuje 
uszkodzenie tkanek na drodze apoptozy lub nekrozy: wie
le białek jest denaturowanych, cytoszkielet i m itochondria 
ulegają uszkodzeniu, a lipidy błon utlenieniu [17]. N adpro 
dukcja sHsps u zwierząt transgenicznych lub w hodowlach 
kardiomiocytów chroni komórki serca przed skutkami nie

T ab ela  1. Lokalizacja i funkcja sH sp s cz łow iek a.

dokrw ienia/reperfuzji, prawdopodobnie przez oddziały
w ania z miofibrylami. W komórkach serca i mięśni szkie
letowych niedokrwienie powoduje przemieszczenie pięciu 
sHsps: aB-krystaliny, HspB2, Hsp27, Hsp20 i HspB7 z cy- 
tosolu do miofibryli [18]. Morrison i wsp. stwierdzili, że w 
w arunkach fizjologicznych u myszy pozbawionych aB-kry- 
staliny i HspB2 morfologia i praca serca były prawidłowe. 
N atom iast po indukcji niedokrwienia obserwowano nie
praw id łow ą kurczliwość serca, objawy apoptozy i nekrozy 
oraz znaczne obniżenie poziomu glutationu w kardiomio- 
cytach [19].

Zaburzenia regulacji apoptozy, w której uczestniczą 
sHsps m ogą wywołać transformację nowotworową. W 
wielu tkankach nowotworowych stwierdzono podw yższo
ny poziom  Hsp27 i innych białek opiekuńczych (Hsp70, 
Hsp90, Hsp60) [20], W yraźny wzrost ilości Hsp27 obserw o
w ano, m.in. w  raku piersi, jajnika, przełyku, w ątrobowo- 
kom órkow ym , płuc (drobno- i niedrobnokomórkowym),

FUNKCJE Choroby w y 

N A Z W A * LO K A LIZA C JA

o c h ro n a  cytoszk ieletu inne
obecność w  

płytkach star
czych 152 j

w ołan e przez  

m utacje w  

gen ie  sH sp s

H sp B l/H sp 2 7 mięśnie, serce [18]

stabilizuje m ikrofilam enty 
aktyny [10] i neurofilam enty 
[44], w iąże się do pasm a 
I m iofibryli [18]

ham uje pow staw anie 
am yloidu Ap in vitro [50], 
śm ierć kom órek indukow aną 
poliQ  [57] i apoptozę [14,15]

+

CMT i
dziedziczna
neuropatia
ruchow a
[44,47,48]

HspB2/M KBP
(ang. myotonic 

dystrophy kinase 
binding protein)

mięśnie, serce [11]
chroni strukturę 
miofibryli [11,18]

w iąże i aktyw uje kinazę 
białek (ang. myotonic 
dystrophy kinase; brak 
aktyw nej kinazy wywołuje 
dystrofię m iotoniczną) [66]

+

HspB3 mięśnie, serce [11]
chroni strukturę 
miofibryli [11]

H spB 4/ aA-krystalina soczewka [21]
zapobieganie agregacji 
białek w  soczewce oka [21]

zaćma [17,30]

H spB 5/aB -krysta lina
soczewka, mięśnie, 
serce, śledziona [27]

stabilizuje m ikrofilam enty 
aktyny [10], w iąże się 
do pasm a I miofibryli 
[18] stabilizuje filam enty 
pośrednie desm iny [40,41]

ham uje apoptozę i agregację 
p łytek krw i [13], opóźnia 
pow staw anie  agregatów  
Ap [17], w iąże P rP  [60]

+
zaćma [31,32] 
desm inopatia 
[37,39]

H spB 6/H sp20 mięśnie, serce [11]
stabilizuje m ikrofilam enty 
aktyny [10], w iąże się do 
pasm a I m iofibryli [18]

ham uje agregację 
pły tek  krw i [13]

+

H spB 7/cvH sp
serce, m ięśnie 
szkieletowe, tkanka 
tłuszczow a [67]

w iąże a-filam inę (białko 
inicjujące polimeryzację 
aktyny) [67] oraz pasm o 
I m iofibryli [18]

HspB8 /  H I  1 /  Hsp22
mięśnie, 
serce, łożysko, 
śledziona [68]

rozpuszcza fragm ent 
hunting tyny  Htt43Q 
[55], ham uje agregację i 
toksyczność Ap E22Q [53]

+

CMT [46] i 
dziedziczna 
neuropatia  
ruchow a [45]

H sPB9 plem niki [69]
oddziałuje z łańcuchem  
lekkim  dyneiny [69]

H spB lO /O D FP
(ang. outer dense 

fibers protein)
plem niki [12]

składn ik  gęstych włókien 
zew nętrznych otaczających 
aksonem y w witce 
p lem nika [12], w iąże lekki 
łańcuch kinezyny [70]

* Pogrubioną czcionką zaznaczon o  n a zw y  sH sp s  u ży w a n e  w  tekście

Postępy Biochemii 53 (1) 2007 21
http://rcin.org.pl



podstawnokom órkowym  skóry i niektórych nowotworach 
ośrodkowego układu nerwowego (glejaku wielopostacio- 
wym, gwiaździaku, nerwiaku zarodkowym). Podwyższe
nie poziomu aB-krystaliny jest charakterystyczne dla raka 
jasnokomórkowego nerki i ośrodkowego układu nerw ow e
go (szyszyniaka, nerwiaka osłonkowego, struniaka) [20], W 
przypadku ostrej białaczki szpikowej i raka piersi, Hsp27 
może być przyczyną oporności na chemioterapię [20]. Nie
które leki stosowane w terapii nowotworów, np. doksoru- 
bicyna i lowastatyna, indukują syntezę Hsp27, powodując 
w ten sposób dodatkowe obniżenie wrażliwości na leki [14]. 
Hsp27 (i inne Hsps) mogą chronić komórki nowotworowe, 
hamując apoptozę lub, jako białka opiekuńcze, renaturując 
polipeptydy uszkodzone czynnikami cytotoksycznymi sto
sowanymi w terapii. Obecność Hsp27 wykryto w kom ór
kach śródbłonka, co sugeruje, że Hsp27 może również chro
nić łożysko naczyniowe guza nowotworowego. Wyniki te 
wskazują, że w  niektórych przypadkach terapia antynowo- 
tworowa powinna być uzupełniona czynnikami obniżający
mi poziom Hsp27. Takim czynnikiem w leczeniu raka pła- 
skokomórkowego jamy ustnej może być interferon y, który 
hamując syntezę Hsp27 powodował wzrost wrażliwości ko
mórek now otworowych na lek [17]. Inną strategią m oże być 
zastosowanie oligonukleotydów antysens. W ykazano, że 
użycie oligonukleotydu blokującego syntezę Hsp27 indu 
kowało apoptozę komórek raka gruczołu krokowego [20],

a-K R Y S T A L IN Y  -  BIA Ł K A  O PIE K U Ń C Z E  

W  SO C Z E W C E  O K A  S S A K Ó W

W soczewce oka ssaków obecne są dw a rodzaje sHsps: 
aA-krystaliny i aB-krystaliny, które wykazują 57% podo
bieństwo sekwencji aminokwasowej i stanowią aż 35% 
wszystkich białek w soczewce [21]. aA-kryStalina w ystępu 
je prawie wyłącznie w soczewce, natomiast aB-krystalina 
również w mięśniach szkieletowych, sercu i śledzionie. In 
vitro aA-krystaliny i aB-krystaliny mogą tworzyć zarówno 
homo- jak i heterooligomery, które różnią się właściwościa
mi, np. wiązaniem do błony plazmatycznej [22], aktyw noś
cią opiekuńczą zależną od tem peratury [23,24], Masa oligo
merów a-krystalin jest zmienna (300-1000 kDa, przy masie 
m onom eru 20 kDa) i zależy od wielu czynników: stężenia 
białka, temperatury, pH  i siły jonowej. Stopień oligomery- 
zacji i aktywność a-krystalin zmienia się wraz z wiekiem, 
co może mieć związek z licznymi modyfikacjami potransla- 
cyjnymi tych białek: fosforylacją, utlenianiem, usuw aniem  
grup amidowych, glikacją (nieenzymatyczną glikozylacją) 
i skracaniem łańcucha polipeptydowego [19,25]. Pojawia
jące się w raz z wiekiem modyfikacje potranslacyjne mogą 
hamować aktywność a-krystalin, co prow adzi do agregacji 
białek strukturalnych soczewki (3- i y-krystalin, mętnienia 
soczewki i rozwoju zaćmy. Z drugiej strony wykazano, że 
a-krystaliny, które uległy glikacji wykazywały in vitro pod 
wyższoną aktywność opiekuńczą w porów naniu z sHsps 
niemodyfikowanymi [17]. Być może, przynajmniej niektó
re z modyfikacji potranslacyjnych mają na celu u trzym a
nie aktywności opiekuńczej a-krystalin w późnym  wieku. 
Soczewka jest przezroczysta dzięki regularnem u ułożeniu, 
włóknistych, w  przekroju heksagonalnych komórek, które 
są pozbawione jąder i organelli komórkowych. Stężenie 
białka (450 m g /m l, ok. 30% całkowitej masy soczewki) jest 
dw ukrotnie wyższe niż w  innych tkankach. Białka struktu 

ralne, głównie (3- i y-krystaliny, tworzą ściśle upakow ane 
oligomery, co dodatkowo zmniejsza rozpraszanie światła 
[26]. Dojrzałe komórki soczewki są metabolicznie prawie 
nieaktywne, procesy degradacji i resyntezy białek (ang. pro
tein turnover), a także wym iany białek pomiędzy kom órka
mi nie zachodzą. W tych szczególnych w arunkach działa
nie aA-krystaliny jako białka opiekuńczego jest niezwykle 
istotne dla utrzym ania przezroczystości soczewki. Szereg 
doświadczeń in vivo i in vitro wykazało, że a-kry staliny za
pobiegają agregacji białek strukturalnych soczewki [27,28], 
U myszy pozbawionych genu CRY AA, kodującego aA-kry- 
stalinę, stwierdzono rozwój zaćmy, w soczewce obserwo
wano obecność ciał inkluzyjnych zawierających głównie 
aB- i y-krystalinę [29]. W 1998 roku zidentyfikowano pierw
szą mutację typu missens w  genie CRY A A  człowieka, kodu
jącym aA-krystalinę, wywołującą dziedziczną zaćmę. Efek
tem mutacji była zamiana reszt aminokwasowych R116G 
w domenie aA-krystaliny białka [30], W doświadczeniach 
in vitro wykazano, że mutacja R116G czterokrotnie obniża 
aktywność opiekuńczą a-krystaliny, powoduje w zrost poli- 
dyspersji oligomerów i hamuje wym ianę podjednostek po
między oligomerami aA-krystaliny niezmutowanej i R116G 
[22]. W ciągu następnych kilku lat wykryto kolejne mutacje 
w  genie a-krystaliny, które są przyczyną dziedzicznej za
ćmy: mutację typu nonsens W9X [21] i mutację missens R49C 
znajdującą się wyjątkowo poza dom eną a-krystaliny zacho
w aną w  ewolucji w białkach sHsps [17]. Stwierdzono, że w 
hodowli komórek nabłonka soczewki aA-krystalina R49C 
jest niepraw idłow o zlokalizowana w jądrze i w przeciwień
stwie do niezm utowanego białka nie chroni komórek przed 
apoptozą indukow aną staurosporyną [17]. Zaćmę wywołują 
również mutacje w  genie CRY AB, kodującym aB-krystalinę 
-  jedna z nich powoduje przesunięcie ramki odczytu i pro 
dukcję białka z nieprawidłowym , 35 am inokwasowym  koń
cem karboksylowym [31]. Wynikiem innej mutacji D140N, 
wywołującej zaćmę jest zmiana trzeciorzędowej konformacji 
białka, co sprzyja tworzeniu większych oligomerów i pow o
duje utratę aktywności opiekuńczej aB-krystaliny [32], In
formacje dotyczące roli i mechanizmu działania a-krystalin 
w zapobieganiu agregacji białek umożliwiają opracow yw a
nie leków zapobiegających zaćmie. Obiecujące wyniki uzy
skano stosując pochodną pantotenianu -  disiarczan pante- 
teiny [disiarczan D-bis-(N-pantotenylo-p-aminoetylu), ang. 
pantethine]. Wykazano, że disiarczan panteteiny stymuluje 
in vitro aktywność a-krystalin [33] oraz hamuje indukow a
ne selenianem mętnienie soczewek u szczurów. Niestety, 
badania kliniczne mające na celu sprawdzenie działania 
pochodnej pantotenianu u ludzi zostały przerw ane w 2001 
roku z pow odu efektów ubocznych stosowania leku [34]. 
Inne doświadczenia wskazują, że leki przeciwbólowe: aspi
ryna, paracetamol i ibuprofen mogą zapobiegać zaćmie 
hamując modyfikacje potranslacyjne obniżające aktywność 
a-krystalin [35]. In vitro aspirina i ibuprofen zapobiegają 
karbamylacji i w iązaniu cukrów do a-krystaliny. Ibuprofen 
również hamuje glikację a-krystaliny, dodatkowo produkty 
jego rozpadu praw dopodobnie wiążą się z resztą lizyny a- 
krystaliny co uniemożliwia dalsze modyfikacje białka. Ace- 
tylacja krystalin z udziałem acetylo-L-karnityny również 
może zapobiegać glikacji i inaktywacji białek [35].

aB-krystalina występuje w  wielu innych narządach 
poza soczewką, jej inaktywacja wywołuje więc dodatkowe,
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oprócz zaćmy, skutki. Zaskakujące, że po usunięcie genu 
CRYAB, kodującego aB-krystalinę u myszy nie stwierdzo
no rozwoju zaćmy, natomiast zwierzęta, prawidłowo roz
wijające się tylko do ok. 40 tygodnia życia, traciły wagę i 
umierały [36]. W 1998 roku wykryto mutację R120G w genie 
CRYAB człowieka odpowiedzialną za zaćmę i rozwój des- 
minopatii (DRM, ang. desmin related myopathy) [37], Desmi- 
na należy do charakterystycznych dla mięśni filamentów 
pośrednich. W mięśniach prążkowanych filamenty desmi- 
ny tworzą połączenia pomiędzy miofibrylami, sarkolemmą 
i jądrem kom órkow ym  [38]. Zarówno mutacje w genie des- 
miny, które są główną przyczyna DRM, jak i mutacja R120G 
w aB-krystalinie powodują agregację filamentów desminy. 
W agregatach oprócz desminy i aB-krystaliny stwierdzono 
obecność innych filamentów pośrednich (nestyny i wimen- 
tyny) oraz ubikwityny i białka prekursorowego (3-amyloidu 
(bAPP). Skutkiem agregacji desminy jest uszkodzenie sieci 
filamentów pośrednich i miofibryli. W przypadku wym ie
nionych mutacji zmiany chorobowe ograniczone są naj
częściej do mięśnia sercowego. Dwie kolejne mutacje, które 
wykryto powodują syntezę skróconych form aB-krystaliny 
AC13 i AC25 i wywołują desminopatię obejmującą mięśnie 
prążkow ane [39], Znaczenie mutacji R120G w rozwoju de- 
sminopatii potwierdziły doświadczenia in vitro. W ykaza
no, że aB-kryStalina R120G tworzy nieregularne oligomery 
znacznie większe w porównaniu z niezm utowanym  sHsps 
i wykazuje obniżoną aktywność opiekuńczą w reakcjach 
z modelowymi substratami [40], Stwierdzono również, 
że aB-krystalina R120G wiąże in vitro kwaśne białko włó- 
kienkowe gleju GFAP (ang. glial fibrillary acidic protein) i 
powoduje agregację filamentów GFAP [41], Zastanawiają
ce jest, dlaczego efekt mutacji R120G nie jest widoczny we 
wszystkich tkankach, w  których obecna jest aB-krystalina, 
a objawy desminopatii lub zaćmy pojawiają się dopiero w 
wieku dorosłym. Wytłumaczeniem może być częściowo za
chowana aktywność aB-krystalina R120G, obecność oprócz 
aB-krystaliny R116G niezmutowanego białka u heterozy- 
got oraz aktywność opiekuńcza innych sHsps obecnych w 
mięśniach [41], Potwierdzają to, m. in. wyniki Ito i wsp. [42], 
którzy wykazali, że występujące w dużej ilości w mięśniach 
Hsp27, hamowało powstawanie ciał inkluzyjnych w komór
kach HeLa, produkujących aB-krystalinę R120G. W ykazano 
również, że Hsp22 zapobiegało agregacji i umożliwiało za
chowanie prawidłowej struktury oligomerów aB-krystaliny 
R120G [43].

R O L A  s H sp s  W  C H O R O B A C H  

N E U R O D E G E N E R A C Y JN Y C H

W ciągu ostatnich dwóch lat zidentyfikowano kilka m u
tacji w  genach Hsp27 i Hsp22, które odpowiadają za rozwój 
dziedzicznej neuropatii ruchowej lub jednej z najczęstszych 
dziedzicznych neuropatii ruchowo-czuciowych -  choroby 
Charcota-Marie-Tootha (CMT) [44-48]. Większość mutacji 
znajduje się w  domenie a-krystaliny i praw dopodobnie za
pobiega praw idłow ym  oddziaływaniom sHsps z filamenta- 
mi pośrednimi, co prow adzi do uszkodzenia cytoszkieletu 
neuronów  [47],

Zm iana konformacji i agregacja białek, jest związana z 
wieloma chorobami neurodegeneracyjnymi [49], W agre
gatach zewnątrz- i wenątrzkomórkowych często pojawia

ją się sHsps. W przypadku choroby Alzheimera w mózgu 
powstają zew nątrzkom órkowe płytki starcze zawierające 
amyloid p (Ap), którego prekursorem  jest bAPP (ang. amylo
id ¡3 precursor protein). W ewnątrz neuronów  tworzą się splo
ty neurofibrylarne, głównie z hiperfosforylowanego białka 
tau. Praw dopodobnie w odpowiedzi na ich pojawienie się 
w komórce wzrasta poziom aB-krystaliny i Hsp27 [17]. Biał
ka te obecne są również w agregatach amyloidu p, co może 
sugerować, że sHsps zapobiegają powstawaniu płytek star
czych. Potwierdzają to doświadczenia in vitro, które w yka
zały, że Hsp27 hamuje agregację amyloidu p [50], Stege i 
wsp. stwierdzili, że aB-krystaliny również opóźnia pow sta
wanie włókien amyloidu p i jednocześnie powoduje wzrost 
neurotoksyczności [51]. Z danych tych wynika, że toksycz
ną formą są kompleksy sHsps-amyloid p, które nie tworzą 
włókien, a nadprodukcja sHsps nie zawsze może być ko
rzystna dla komórki. Wilhelmus i wsp. wykazali obecność 
dodatkow ych sHsps w płytkach starczych: Hsp20, HspB2 
i Hsp22 [52], Stwierdzono ponadto, że Hsp22 zapobiega 
śmierci komórek wywołanej obecnością zmutowanej formy 
amyloidu P(E22Q), występującej u pacjentów z dziedzicz
nym krwotokiem m ózgowym  z amyloidozą (odmiana ho
lenderska, ang. hereditary cerebral hemorrhage with amyloido- 
sis-Dutch type -  HCHWA-D) [52,53], Autorzy przypuszczają, 
że Hsp22 zapobiega tworzeniu arkuszy p w amyloidzie p 
(E22Q) ułatwiających agregację amyloidu. Hsp22 nie w yka
zuje podobnej aktywności w stosunku do amyloidu p.

W ewnątrzkom órkowe agregaty białek powstają w przy
padku chorób poliglutaminowych, m. in. choroby H un 
tingtona. Przyczyną tych schorzeń jest zwielokrotnienie 
liczby powtórzeń kodonu CAG, kodującego glutaminę w 
genach odpowiednich białek [49], Liczne badania przepro
wadzone, m in. na modelowych organizmach: drożdżach i 
Caenorhabditis elegans wykazały, że zależne od ATP systemy 
białek opiekuńczych H sp70/ Hsp40 i HsplOO zapobiega
ją agregacji nadprodukow anych peptydów  poliQ [54,55], 
Spośród badanych do tej pory sHsps człowieka, podobną 
funkcję pełni tylko Hsp22. W hodowlach komórek człowie
ka Hsp22 hamuje powstawanie agregatów Htt43Q -  N-koń- 
cowej części huntingtyny z sekwencją 43 reszt glutaminy 
oraz AR65Q receptora androgennego z 65 resztami gluta
miny [56]. Autorzy sugerują, że Hsp22 utrzymuje Htt43Q 
w formie rozpuszczalnej, umożliwiającej szybką degradację 
peptydu przez proteasom. W yttenbach i wsp. wykazali, że 
Hsp27 nie zapobiega agregacji poliQ, ale hamuje śmierć ko
mórek indukow aną poliQ [57], Wiadomo, że huntingtyna 
ze zwiększona ilością reszt glutaminy powoduje podw yż
szenie reaktywnych form tlenu, które są przyczyną śmierci 
neuronów  [58], Ochronne działanie Hsp27 polegałoby na 
obniżaniu poziomu reaktywnych form tlenu i ham owaniu 
apoptozy. sHsps mogą działać podobnie w  przypadku in
nych chorób neurodegeneracyjnych. Coraz więcej danych 
wskazuje, że za ich rozwój odpowiedzialny jest stres ok
sydacyjny i wzrost poziomu reaktywnych form tlenu. W 
istocie czarnej chorych na chorobę Parkinsona stwierdzono 
obniżenie poziomu zredukow anego glutationu, obecność 
produktów  peroksydacji lipidów i 8-hydroksyguanozynę, 
która powstaje w wyniku oksydacyjnego uszkodzenia DNA 
[58]. W korze mózgowej u pacjentów z chorobą Parkinsona 
nadprodukow ane są Hsp27 i aB-krystalina [59], Wykazano, 
że aB-krystalina może zapobiegać agregacji białek, głów
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nie a-synukleiny, tworzących ciała Lewy'ego towarzyszące 
chorobie Parkinsona. Braak i wsp. wykazali, że w większo
ści neuronów  kresomózgowia, w których wykryto aB-kry- 
stalinę nie powstawały ciała Lewy'ego [60]. Natomiast w 
neuronach zawierających ciała Lewy'ego nie stwierdzono 
obecności aB-krystaliny.

Danych na temat potencjalnej roli sHsps w chorobach 
prionowych jest niewiele. Podwyższony poziom aB-kry
staliny stwierdzono w neuronach u pacjentów z chorobą 
Creutzfeldta-Jakoba [17]. Sun i wsp. wykazali in vivo i in 
vitro oddziaływania aB-krystaliny z komórkową izoformą 
białka prionu u krów PrPc (ang. cellular). Autorzy sugeru
ją, że sHsps mogą chronić PrPc przed zmianą konforma
cji, która prowadzi do powstania patologicznej izoformy 
PrPd (ang. disease), łatwo ulegającej agregacji i wywołują
cej pasażowalną encefalopatię gąbczastą [61]. Hsp27 i aB- 
krystalina pojawiają się również we włóknach Rosenthala 
-  agregatach zawierających kwaśne białko włókienkowe 
gleju (GFAP). Włókna Rosenthala powstają w  astrocytach 
uszkodzonej istoty białej mózgu u pacjentów z chorobą 
Alexandra. Przypuszcza się, że fizjologiczną funkcją sHsps 
w astrocytach jest kontrola organizacji filamentów pośred
nich zbudow anych z kwaśnego białka włókienkowego gle
ju (GFAP) [62] oraz ochrona komórek w warunkach stre
sowych. Unieruchomione sHsps we włóknach Rosenthala 
hamowałoby antyapoptotyczną aktywność tych białek. Po
dobny efekt może powodować wiązanie Hsp27 i Hsp70 do 
zmutowanej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1). Mutacje 
w genie kodującym dysmutazę ponadtlenkową są przyczy
ną niektórych przypadków  rodzinnej formy stwardnienia 
zanikowego bocznego, związanego ze zwyrodnieniem neu 
ronów ruchowych [63]. aB-KryStalina również rozpoznaje 
i wiąże zm utow aną dysmutazę ponadtlenkową [64]. Pod
wyższony poziom tego białka stwierdzono w astrocytach 
i oligodendrocytach u chorych na stwardnienie rozsiane, 
które jest chorobą o podłożu autoimmunologicznym [17]. 
aB-krystalina jest głównym autoantygenem osłonki mieli- 
nowej. Stwierdzono również, że miejsce promotorowe genu 
CRY AB charakteryzuje się polimorfizmem, a rodzaj allelu 
decyduje o przebiegu choroby [65].

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich kilku lat dostarczają coraz więcej infor
macji o strukturze i złożonej roli sHsps w ochronie organi
zmów przed stresem. sHsps wiążą uszkodzone polipepty- 
dy, zapobiegając ich nieodwracalnej denaturacji. Uwolnie
nie związanych substratów jest możliwe dzięki aktywności 
zależnych od ATP białek opiekuńczych. Jeżeli system białek 
opiekuńczych nie działa wydajnie uszkodzone polipeptydy 
ulegają nieodwracalnej agregacji. Tworzenie agregatów biał
kowych zawierających sHsps jest wspólną cechą wielu cho
rób neurodegeneracyjnych. Zaburzenie funkcji sHsps przez 
modyfikacje potranslacyjne lub mutacje może prowadzić 
do rozwoju zaćmy, miopatii lub neuropatii. Z jednej strony 
sHsps chronią komórkę przed niedokrwieniem, skutkami 
szoku oksydacyjnego i apoptozą. Z drugiej strony, nieko
rzystnym skutkiem indukowanej przez stres nadprodukcji 
sHsps jest hamowanie apoptozy, ułatwiające transformację 
nowotworową. Mimo, że procesy te nie są jeszcze w pełni 
poznane, możliwe jest opracowywanie metod diagnostycz
nych i strategii terapeutycznych, których celem są sHsps.
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Small heat shock proteins -  role in apoptosis, cancerogenesis 
and diseases associated w ith protein aggregation
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ABSTRACT
Small heat shock proteins (sHsps) belong to molecular chaperones, w hich protect prokaryotic and eukaryotic cells against deleterious effects 
of stress. sHsps prevent stress induced, irreversible aggregation of damaged proteins and facilitate renaturation of bound substrates coop
erating w ith other molecular chaperones. This review summarizes recent studies focused mainly on the involvem ent of sHsps in diseases 
related to protein aggregation. sHsps are often a component of protein aggregates forming during progress of neurodegenerative disorders. 
Mutation in sHsps genes have been identified, which are responsible for development of cataract, desmin related myopathy and neuropathies. 
sHsps protect cells against oxidative stress resulting from ischemia/reperfusion during heart or brain stroke. Several studies indicate that 
sHsp participate in regulation of apoptosis and are involved in cancerogenesis. Uncovering the sHsps role in diseases enable to develop new  
therapeutic strategies.
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Charakterystyka białek z rodziny HtrA

STRESZCZENIE

B iałka  H trA  tw orzą rodzinę zachow anych w ew olucji proteaz serynow ych, będących ho- 
m ologam i b iałka  H trA  z m odelow ej bakterii Escherichia coli. Są szeroko rozpow szech

n ione zarów no w śród organizm ów  prokario tycznych jak i eukariotycznych. S tanow ią lin ię 
obrony kom órek bakteryjnych przed sku tkam i stresów  pow odujących uszkodzen ia  stru k 
tu ry  b iałek , np. stresu  term icznego i oksydacyjnego. Dotychczas z identyfikow ano cztery 
hom ologi H trA  człow ieka, k tóre uczestniczą nie ty lko  w odpow iedzi na stres, ale też w  regu
lacji w zrostu  i różnicow ania kom órek oraz indukcji apoptozy, a zaburzen ia  w  ich p raw id ło 
w ym  d z ia łan iu  m ogą prow adzić do rozw oju  procesu now otw orow ego i chorób artretycznych 
oraz neurodegeneracyjnych. N iniejszy  artykuł przeglądow y podsum ow uje  dotychczasow ą 
w iedzę na tem at b iałek  z rodziny HtrA, ich struk tury , regulacji i funkcji, ze szczególnym  
uw zg lędn ien iem  b iałek  człow ieka. P rzedstaw ia rów nież praktyczne zastosow anie badań  
nad b iałkam i z rodziny H trA  oraz perspek tyw y ich w ykorzystania w  przyszłości.

WPROWADZENIE

Na poziomie molekularnym odpow iedź komórki na stres wiąże się z induk
cją syntezy białek należących do rodziny białek szoku termicznego (hsp, ang. 
heat shock proteins). Do białek hsp zalicza się białka opiekuńcze oraz proteazy. 
Pierwsze z nich uczestniczą w praw idłow ym  zwijaniu białek nowosyntetyzowa- 
nych i refałdowaniu białek nieprawidłowo zwiniętych, drugie degradują białka 
nieodwracalnie uszkodzone, zapobiegając tworzeniu w komórce toksycznych 
agregatów i dostarczając aminokwasów dla syntezy białek de novo.

Białko HtrA, zidentyfikowane po raz pierwszy u gramujemnej bakterii Escheri
chia coli, należy do grupy proteaz szoku termicznego. HtrA E. coli jest proteazą 
serynową, zlokalizowaną w przestrzeni periplazmatycznej, gdzie uczestniczy 
w degradacji nieodwracalnie uszkodzonych białek pojawiających się na skutek 
działania czynników stresowych, takich jak tem peratura podw yższona ponad 
wartość fizjologiczną, zmiana pH, obecność czynników utleniających czy redu 
kujących. Istnieją prace sugerujące, iż obok aktywności proteolitycznej HtrA 
wykazuje właściwości opiekuńcze. Zaproponowano hipotezę, że w niskich tem
peraturach aktywność proteolityczna HtrA zostaje zastąpiona przez aktywność 
opiekuńczą wobec białek nieprawidłowo zwiniętych [1].

Do tej pory zidentyfikowano około 180 homologów białka HtrA E. coli, za
rów no wśród organizmów prokariotycznych jak i eukariotycznych, począwszy 
od proteobakterii, poprzez cyjanobakterie, drożdże, rośliny, aż po ssaki. Białka 
H trA  tworzą rodzinę zachowanych w ewolucji białek będących, poza nieliczny
mi wyjątkami, endoproteazami serynowymi o aktywności niezależnej od ATP. 
Należą do subklanu proteaz PA(S) i stanowią część rodziny SI. Charakterystycz
ną cechą struktury białek HtrA jest obecność zachowanej w ewolucji domeny 
proteazowej z triadą katalityczną reszt aminokwasowych His-Asp-Ser i przy 
najmniej jednej dom eny PDZ na końcu karboksylowym (Ryc. 1). Komórkowa 
lokalizacja białek HtrA związana jest z przedziałami pozacytoplazmatycznymi, 
takimi jak periplazma bakterii gramujemnych czy błona komórkowa bakterii 
gram dodatnich. W komórkach eukariotycznych homologiczne białka H trA zlo
kalizowane są w siateczce śródplazmatycznej, mitochondriach i chloroplastach, 
bądź podlegają wydzielaniu [2],

Bakterie pozbawione funkcjonalnego białka HtrA charakteryzują się termo- 
wrażliwością oraz obniżoną odpornością na stres, między innymi termiczny i 
oksydacyjny. W przypadku bakterii patogennych obserwuje się obniżoną zdol
ność szczepów htrA do przeżywania w makrofagach i tkankach zwierzęcych. 
Powyższe fakty skłoniły do wykorzystania atenuowanych szczepów bakterii 
pozbawionych genu htrA w konstrukcji szczepionek [1,3].
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Dotychczas zidentyfikowano u człowieka cztery homolo- 
gi białka H trA E. coli, które pełnią istotne funkcje nie tylko 
w odpowiedzi na stres, ale również w regulacji wzrostu i 
różnicowania komórek, w procesach związanych z indukcją 
apoptozy, a zaburzenia ich funkcji wydają się przyczyniać 
do rozwoju chorób nowotworowych, artretycznych i neuro- 
degeneracyjnych [1].

CHARAKTERYSTYKA BIAŁKA HtrA 
BAKTERII ESCHERICHIA COLI

Gen htrA (ang. high temperature requirement A) gramu- 
jemnej bakterii Escherichia coli został zidentyfikowany jako 
niezbędny dla wzrostu w tem peraturze powyżej 42°C [4], 
Równolegle gen ten został zidentyfikowany jako zaangażo
wany w  degradację białek periplazmatycznych i nazwany 
degP (ang. degradation of extracellular proteins) [5].

Gen htrA jest zlokalizowany w ok. 3.7 minucie chrom o
somu Escherichia coli. Bezpośrednim produktem  genu jest 
białko prekursorowe o masie cząsteczkowej 51 kDa, ulega
jące modyfikacji potranslacyjnej, polegającej na usunięciu 
peptydu sygnałowego obejmującego 26 reszt aminokwa- 
sowych z końca aminowego. Dojrzałe białko HtrA, zbudo
wane z 448 reszt aminokwasowych, zlokalizowane jest w 
przestrzeni periplazmatycznej i jest białkiem peryferyjnym 
błony wewnętrznej. Składa się z domeny proteolitycznej z 
triadą katalityczną His105, A sp |3S i Ser21Q/ charakterystyczną 
dla proteaz serynowych, oraz dwóch dom en PDZ na koń
cu karboksylowym, które uczestniczą w oddziaływaniach

białko-białko [6,7,8].

CHARAKTERYSTYKA AKTYWNOŚCI 
PROTEOLITYCZNEJ PROTEAZY HtrA

Białko HtrA wykazuje aktywność endopeptydazy sery- 
nowej, której aktywność nie zależy od obecności ATP oraz 
jonów dw u wartościowych (Mg2+, M n2+, Zn2+) [9],

Wśród substratów HtrA znajdują się białka zdenaturo- 
wane termicznie, takie jak syntaza cytrynianowa, dehy
drogenaza malonianowa; białka periplazmatyczne błędnie 
zwinięte, takie jak MBP, PhoA i MalS; białka hybrydowe i 
zrekombinowane o nieprawidłowej lokalizacji komórkowej, 
między innymi TreF i OmpF [1], Co więcej, HtrA nie de
graduje białek MalS, BSA i insuliny będących w natywnej 
konformacji [1],

Dotychczas poznano jedynie dw a białka, które w for
mie natywnej stanowią fizjologiczne substraty dla proteazy 
HtrA E. coli. Pierwszym białkiem jest acylowany prekursor 
białka lizy kolicyny A (pCalm), lipoproteiny, która uczestni
czy w  w ydzielaniu kolicyny A przez komórki E. coli niosące 
plazmid ColA [10]. Drugim jest białko CpxP, będące elemen
tem systemu regulującego transkrypcję genów związanych 
z odpowiedzią na stres w obrębie otoczki komórkowej [11].

Główną fizjologiczną funkcją HtrA jest degradacja nie
prawidłowych białek pojawiających się w  obrębie otoczki 
komórkowej w  odpowiedzi na różne w arunki stresowe. 
Wykazano, że proteaza HtrA jest odpowiedzialna za usu 
wanie termicznie zdenaturow anych białek komórkowych 
[12]. Ponadto, w badaniach in vitro stwierdzono, że w raz ze 
wzrostem tem peratury aktywność proteolityczna HtrA roś
nie i osiąga maksymalną wartość w przedziale 50-55°C, co 
koreluje z częściowym rozluźnieniem struktury przestrzen
nej proteazy [8],

IGF
SS TM BP KI

Domena
proteazy PDZ

HtrA (DegP) E. coli

HhoA (DegQ) E. coli

HhoB (DegS) E. coli

HtrA S. typhimurium

YkdA B. subWIs

DegP1 A. tha liana

Nma111p S. caraviaiae

Q9VFJ3 D. małanogastar

HtrA1 (PRS311) H. aaplans

HtrA2 (Omi) H. aaplans

HtrA3 H. aaplans

HtrA4 H. aaplans

R ycina 1. D o m en y  strukturalne białek z rodziny HtrA. SS -  sekw encja sygnałow a; TM -  d om ena transbłonow a; IGF BP -  dom en a  w iążąca in su lin ow e czynniki w zrostu; 

KI -  d om en a  inhibitorow a typu Kazał; PDZ -  dom en a  u czestn icząca w  od dzia ływ an iach  białko-białko.
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Domeny PDZ
R ycina 2. M odel b u d ow y  przestrzennej białka HtrA Escherichia coli na p od staw ie  struktury krystalicznej [17], D om en y proteolityczne trim erów  tw orzą p od staw y  w e 
wnętrznej kom ory, w  której z lokalizow an e są miejsca ak tyw n e proteazy. W asocjacji trim erów  uczestn iczą  pętle LA tw orzące filary w o k ó ł kom ory. D om en y PDZ są w y 
ek sp on ow a n e na zew nątrz struktury i stanow ią jej ruchom e elem enty. R ysunek p rzedstaw ia  strukturę h eksam eryczną HtrA w  konform acji „otwartej", w  której d om en y  

PDZ n ie  blokują d ostępu  d o w ew nętrznej kom ory. P oszczegó ln e m on om ery ozn aczono  od m ien n ym i koloram i. R ysunek zosta ł w y k on a n y  w  oparciu o dane zaw arte w  
pliku p dblK 9Y  d ostęp n ym  w  bazie danych NCBI (w w w .n cb i.n ih .gov ) z  w ykorzystan iem  program u RasTop.

HtrA uczestniczy także w ochronie komórki przed skut
kami stresu oksydacyjnego indukowanego jonami Fe(II). W 
obecności jonów Fe(II) komórki pozbawione funkcjonalne
go białka H trA wykazują zahamowany wzrost, a poziom 
utlenienia białek błonowych w komórkach htrA  jest w yż
szy w  porównaniu ze szczepem dzikim [13], co wskazuje 
na udział H trA w degradacji oksydacyjnie uszkodzonych 
białek otoczki komórkowej.

AKTYWNOŚĆ OPIEKUŃCZA BIAŁKA HtrA

Uważa się, że białko HtrA E. coli obok aktywności pro
teolitycznej wykazuje aktywność opiekuńczą wobec białek 
błędnie zwiniętych. Po raz pierwszy funkcja opiekuńcza 
HtrA została wykazana dla periplazmatycznego białka 
MalS, będącego elementem regulonu maltozowego E. coli. 
Stwierdzono, że HtrA uczestniczy w procesie prawidłowe
go fałdowania MalS w temperaturach poniżej 28°C, podczas 
gdy w  podwyższonej temperaturze aktywne proteolitycznie 
białko H trA degraduje błędnie zwinięte MalS [14]. W ykaza
no również, że aktywność proteolityczna HtrA nie wpływa 
na właściwości opiekuńcze tego białka. Nieaktywne prote
olitycznie HtrA (HtrAS210) wykazuje aktywność opiekuńczą 
wobec błędnie zwiniętego MalS [14] oraz białka błony ze
wnętrznej Om pC [15]. Ponadto nadprodukcja HtrAS210 znosi 
termowrażliwy fenotyp m utantów  pozbawionych peripla
zmatycznego białka opiekuńczego Sur A [16]. Na podstawie 
powyższych faktów wysunięto hipotezę o istnieniu mecha
nizmu, który w zależności od tem peratury umożliwia prze
łączanie aktywności proteolitycznej na opiekuńczą [14-17],

STRUKTURA PRZESTRZENNA HtrA 
A REGULACJA AKTYWNOŚCI BIAŁKA

Poznanie struktury krystalicznej HtrA E. coli przyczyni
ło się do pełniejszego zrozumienia m echanizmu działania 
proteazy. HtrA może tworzyć w komórce w warunkach

fizjologicznych struktury oligomeryczne, od trimerów po 
dodekam ery [18]. Podstawową funkcjonalną strukturą oli- 
gomeryczną HtrA jest heksamer, utworzony przez asocja
cję dwóch trimerów [17] (Ryc. 2). Struktura trimeryczna o 
kształcie przypominającym lejek (ang. 'funnel-like shape') jest 
stabilizowana przez oddziaływania reszt aminokwasowych 
dom en proteolitycznych m onomerów, natomiast domeny 
PDZ stanowią jej elementy ruchome, wyeksponowane na 
zewnątrz struktury. Dwa trimery są połączone głównie 
dzięki pętlom LA, zlokalizowanym w częściach aminowych 
polipeptydów HtrA. Pętle LA przeciwległych trimerycz- 
nych pierścieni są owinięte wokół siebie tworząc filary w o
kół wewnętrznej komory, w której zlokalizowane są centra 
aktywne. Dodatkowo struktura heksameryczna stabilizo
wana jest dzięki oddziaływaniu dom en PDZ należących do 
naprzeciwległych m onomerów (Ryc. 2). Ze względu na fakt, 
iż HtrA nie wykorzystuje ATP podczas wiązania i uw alnia
nia substratów uw aża się, że rola dom en PDZ jest w tym 
procesie kluczowa. W zaproponow anym  modelu działania 
HtrA domeny PDZ rozpoznają substraty, a dzięki swej ru 
chliwości wyłapują je i translokują do centrów aktywnych 
[17].

Poznanie struktury krystalicznej HtrA zaowocowało za
proponowaniem  modelu, w  którym w zależności od tempe
ratury aktywność proteolityczna może ulegać przełączeniu 
na opiekuńczą. Każda z pętli LA trimerycznego pierścienia 
zwrócona jest w kierunku miejsca aktywnego monomeru 
należącego do naprzeciwległego pierścienia. Co więcej, od
działuje z pętlami LI i L2 tego monomeru. Utworzona w 
ten sposób triada L1-L2-LA* ((*) oznacza pętlę należącą do 
m onom eru naprzeciwległego pierścienia) całkowicie bloku
je dostęp do centrum  aktywnego. Uważa się, że w  niskich 
temperaturach, gdy HtrA wykazuje aktywność opiekuńczą, 
dom ena proteazowa przybiera konformację nieaktywną, 
która wyklucza możliwość wiązania substratu i katalizę.
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Podwyższenie temperatury powoduje zmiany konforma- 
cyjne prowadzące do rozpadu triady L1-L2-LA* i włączenia 
aktywności proteolitycznej [1,17].

REGULACJA EKSPRESJI GENU htrA Escherichia coli

Podwyższony poziom syntezy białka H trA  obserw u
je się w  warunkach stresu termicznego [6], oksydacyjnego 
indukowanego jonami Fe(II) [13], w obecności czynników 
redukujących [19], po podwyższeniu pH ponad wartość 
fizjologiczną, w efekcie zaburzeń w składzie fosfolipidów 
błonowych [20], oraz w komórkach zawierających m uta 
cje w  genach dsbA, dsbC, trxB (geny te zaangażowane są w  
tworzenie mostków disiarczkowych, a więc w formowanie 
struktury trzeciorzędowej białek) [21]. Sygnałem do induk 
cji ekspresji genu htrA jest także nadprodukcja białek błony 
zewnętrznej OmpC, OmpF, OmpT i OmpX [22], lipoprote- 
iny błony zewnętrznej, NlpE oraz lipoproteiny błony w e
wnętrznej, YafY [23].

Podsumowując, wzmożona ekspresja genu htrA jest efek
tem pojawienia się w obrębie przestrzeni periplazmatycznej 
i błon otoczki komórkowej białek o nieprawidłowej konfor
macji, a więc zdenaturowanych termicznie, uszkodzonych 
oksydacyjnie, nieprawidłowo zwiniętych. Regulacja pozio
mu HtrA odbywa się na poziomie transkrypcji i zachodzi z 
udziałem czynnika transkrypcyjnego a 24. Regulacja ta zosta
ła opisana szczegółowo w pracach przeglądowych [24,25] i 
z tego względu nie będzie tu przedstawiana.

H O M O L O G I BIA ŁKA H trA  E S C H E R IC H IA  C O L I

Homologi białka HtrA E. coli zostały zidentyfikowane w  
komórkach wielu gatunków organizmów, zarów no proka- 
riotycznych jak i eukariotycznych, począwszy od proteo- 
bakterii, poprzez cyjanobakterie, aż po drożdże i człowieka. 
Wyróżnia się dw a rodzaje homologów H trA /h trA  w zależ
ności od ich gatunkowej przynależności oraz pochodzenia: 
(1) paralogi - homologi zlokalizowane w obrębie tego sam e
go genomu, powstałe w wyniku duplikacji genu, np. htrA 
(degP), degQ (hhoA), degS (hhoB) w genomie E. coli; (2) ortolo- 
gi - homologi w komórkach różnych gatunków, pochodzące 
od wspólnego ich przodka, np. geny htrA w  komórkach E. 
coli i Salmonella typhimurium [3].

PR O K A R IO T Y C Z N E  B IA ŁK A H trA

KOMÓRKOWE PARALOGI HTRA ESCHERICHIA COLI

Homologi htrA w  komórce E. coli, degQ (hhoA) i degS 
(hhoB) sąsiadujące ze sobą w genomie, leżą w  znacznej od 
ległości od genu htrA i znajdują się pod kontrolą osobnych 
promotorów. Transkrypcja ich nie jest indukow ana termicz
nie i nie jest zależna od podjednostki a 24 [26]. DegQ i DegS 
są serynowymi endoproteazami działającymi w przestrzeni 
periplazmatycznej. Wyniki badań in vitro pokazały, iż H trA  
oraz DegQ mają bardzo podobną specyficzność substrato
wą i degradują białka częściowo lub całkowicie zdenaturo- 
wane [18]. Nadprodukcja DegQ łagodzi skutki mutacji w  
genie htrA, natomiast nadprodukcja DegS nie daje supresji 
mutacji w genie htrA [26], Delecyjne m utanty degQS nie w y 
kazują termowrażliwego fenotypu charakterystycznego dla 
m utantów htrA. Białko DegS w w arunkach stresu pozacyto-

plazmatycznego inaktywuje proteolitycznie białko RseA, co 
w  konsekwencji powoduje indukcję ekspresji genów regu- 
lonu a 24, w  tym genu htrA. W podsum ow aniu, funkcje HtrA 
i DegQ częściowo się nakładają, podczas gdy funkcje HtrA 
i DegS są różne.

PROKARIOTYCZNE ORTOLOGI HtrA

Do tej pory ortologi HtrA E. coli zidentyfikowano u 
wszystkich analizowanych organizmów prokariotycznych. 
Analiza porównawcza sekwencji aminokwasowych pozw a
la przypuszczać, iż białka te pełnią funkcje proteolityczne. 
U większości białek tej grupy zidentyfikowano reszty ami- 
nokwasowe mogące tworzyć triadę katalityczną charaktery
styczną dla centrum  aktywnego proteaz serynowych. Wy
jątki stanowią homologi HtrA z komórek Rickettsia tsutsu- 
gamusi, Rhizobium melitori, Azotobacter vinelandii, które mogą 
pełnić inne, nieznane dotąd funkcje [3]. Mutacje w  genach 
htrA tworzą grupę nakładających się fenotypów. Należą do 
nich: termowrażliwość oraz obniżona odporność na szok 
oksydacyjny i osmotyczny. M utanty h trA  wykazują obni
żoną zdolność do przeżywania w makrofagach i komórkach 
organizmów zwierząt laboratoryjnych.

Wśród bakterii gramujemnych najlepiej dotychczas po
znanym  ortologiem HtrA E. coli jest białko HtrA bakterii 
Salmonella typhimurium. H trA S. typhimurium jest w  88,7% 
identyczne z białkiem E. coli i wykazuje aktywność proteazy 
serynowej. Promotor genu htrA z S. typhimurium jest podob
ny do promotora htrA z E. coli odczytywanego przez Ecr4, 
ale m utanty pozbawione funkcjonalnego HtrA nie są w raż
liwe na szok termiczny. Są natomiast wrażliwe na czynniki 
utleniające, co czyni je podatnym i na zabijanie oksydatyw- 
ne z udziałem  makrofagów i neutrofili. Ekspresja genu htrA 
wyraźnie wzrasta po wniknięciu S. typhimurium do kom ó
rek eukariotycznych, z makrofagami włącznie [27],

Produkty genów htrA z Brucella abortus i Klebsiella pneu- 
noniae są także proteazami serynowymi. Ekspresja hom olo
ga htrA u B. abortus jest, podobnie jak u E. coli, zależna od 
szoku temperaturowego. Promotor tego genu jest podobny 
do prom otorów rozpoznawanych przez a 24. Skutkiem bra
ku HtrA w komórkach omawianych gatunków  bakterii jest 
zwiększona wrażliwość na czynniki utleniające (H ,0,) oraz 
obniżona wirulencja [28,29], Przypuszcza się, że pierwszo- 
rzędow ym  mechanizmem eliminacji w ew nątrzkom órko
wej Brucella przez fagocyty gospodarza jest zabijanie oksy- 
datywne. Biorąc pod uw agę fakt, że H trA  jest elementem 
obrony przed skutkami stresu oksydacyjnego, uw aża się, że 
może odgrywać istotną rolę w  przetrw aniu komórek Bru
cella w  fagosomach gospodarza. W przypadku bakterii K. 
pneumoniae wykazano, że komórki pozbawione białka H trA 
wiążą więcej składnika C3 dopełniacza i są znacznie bar
dziej wrażliwe na zabijanie z udziałem białek dopełniacza 
i fagocytozę [30],

Geny kodujące homologi HtrA E. coli zidentyfikowano 
również u bakterii gramdodatnich. Mutacje w  genach htrA 
większości bakterii gram dodatnich powodują wzrost w raż 
liwości na podw yższoną tem peraturę oraz czynniki utlenia
jące, a w  niektórych przypadkach także na stres osmotyczny 
i purom ycynę (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
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Lactococcus lactis). Mutacja w genie htrA obniża wirulencję 
bakterii patogennych między innymi z rodzajów Strepto- 
coccus, Staphylococcus, Enterococcus, a w  przypadku bakterii 
gatunku L. monocytogenes oraz niektórych szczepów S. pneu- 
moniae całkowicie ją znosi. Stosując mysi model zapalenia 
płuc i bakteremii stwierdzono, iż m utanty S. pneumoniae 
htrA" są niezdolne do przeżycia w  tkankach płuc i krwi, i nie 
wywołują zapalenia płuc i bakteremii u myszy, również w 
mniejszym stopniu indukują odpow iedź zapalną mierzoną 
poziomem IL-6 i TNFa niż bakterie HtrA+. Białko HtrA uw a
ża się za kluczowy czynnik wirulencji S. pneumoniae [31].

Proteaza H trA  uczestniczy także w biogenezie białek 
pozacytoplazmatycznych i pow staw aniu biofilmu. H trA ,, 
Lactococcus lactis uczestniczy w dojrzewaniu białek sekre- 
cyjnych oraz w  degradacji białek nieprawidłowych otoczki 
komórkowej [32]. Inaktywacja genu htrA L. monocytogenes 
redukuje powstawanie biofilmu [33], natomiast inaktywacja 
genu htrA Streptococcus mutans w pływ a na poziom szeregu 
białek pozakomórkowych i powierzchniowych enzymów 
glikolitycznych oraz zmienia morfologię biofilmu [34]. U 
bakterii z gatunku Streptococcus pyogenes HtrA jest białkiem 
błonowym i stanowi część unikalnej mikrodomeny ExPor- 
tal, będącej elementem błony komórkowej. ExPotral odpo
w iada za biogenezę białek sekrecyjnych i koordynuje od
działywania pom iędzy niezwiniętymi polipeptydami bia
łek sekrecyjnych, a białkami opiekuńczymi związanymi z 
błoną kom órkową [35]. Mutacje w  homologicznych genach 
htrAp htrA , Staphylococcus aureus zaburzają ekspresję genów 
kodujących czynniki wirulencji. Co więcej, białka HtrA S. 
aureus będące powierzchniowymi proteazami serynowymi 
wpływają na sekrecję szeregu białek, w tym należących do 
czynników wirulencji hemolizyn [36].

W komórkach gramdodatniej eubakterii Bacillus subtilis 
zidentyfikowano aż trzy potencjalne homologi htrA E. coli: 
ykdA, yvtA, yycK, z których ykdA, yvtA  ulegają podw yższo
nej ekspresji w  warunkach stresu termicznego oraz stresu 
indukow anego nadprodukcją białek sekrecyjnych oraz ich 
akumulacją w  obrębie otoczki komórkowej. Inaktywacja 
jednego z genów rekom pensowana jest przez zwiększenie 
poziom u ekspresji drugiego, jednak dopiero inaktywacja 
obu genów prow adzi do termowrażliwego fenotypu. Bak
terie B. subtilis htrA' wykazują też obniżoną tolerancję na 
H 20 2 [37],

HOMOLOGICZNE BIAŁKA HtrA 
ORGANIZMÓW EUKARIOTYCZNYCH

Aż czternaście genów, kodujących białka spokrewnione z 
białkiem HtrA  E. coli oraz jego paralogami, zostało zidenty
fikowanych w genomie gatunku Arabidopsis tlmliana. Białka 
z tej rodziny zlokalizowano głównie w chloroplastach. Za
wierają w  swej sekwencji katalityczną triadę złożoną z reszt 
am inokwasowych His-Asp-Ser, a część z nich także jedną 
lub dw ie dom eny PDZ na końcu karboksylowym [38], jed
nak rola większości z nich nie została dotąd poznana. Pod
w yższony poziom białka DegP2 w  komórkach A. thaliana 
obserwuje się w  warunkach odwodnienia, zasolenia oraz 
stresu świetlnego. DegP2 degraduje w  sposób zależny od 
GTP uszkodzone białko Dl, będące centralnym elementem 
fotosystemu II, niezbędnym dla prawidłowego transportu 
elektronów [39].

Homologi HtrA E. coli zidentyfikowano w komórkach 
drożdży z gatunku Saccharomyces cereoisiae oraz Candi- 
da albicans. Homolog drożdżow y N m a l l lp  (ang. Nuclear 
mediator of apoptosis) S. cerevisiae jest białkiem jądrowym  o 
właściwościach proapoptotycznych. W warunkach stresu 
termicznego lub oksydacyjnego ( H A )  białko N m a l l lp  
ulega agregacji, co prow adzi do kondensacji i fragmentacji 
chromatyny i w konsekwencji powoduje śmierć komórki na 
drodze apoptozy [40].

Dotychczas zidentyfikowano cztery homologi białka 
H trA Escherichia coli występujące w organizmie człowieka 
humHtrAl(L56, ORF480), hum H trA 2 (Orni), humHtrA3, 
hum HtrA4 [1], będące protezami serynowymi (Rys. 1). Biał
ka H trA l i HtrA2 biorą udział w  odpowiedzi na stres ter
miczny, oksydacyjny, w regulacji w zrostu i różnicowania 
komórek, apoptozie, a zaburzenia w  ich funkcjonowaniu 
mogą przyczyniać się do rozwoju szeregu chorób, o czym 
będzie m owa w dalszej części prezentowanej pracy. Rola 
hum HtrA3 i hum HtrA4 jak dotąd pozostaje najmniej pozna
na. Ze względu na podobny w zór ekspresji genów HtrAl i 
HtrA3 w tkankach oraz podobieństwo strukturalne białek 
H trA l i HtrA3 sugeruje się, iż mogą pełnić podobne i w za
jemnie uzupełniające się funkcje. Podobnie jak H trA l, biał
ko HtrA3 wykazuje aktywność proteolityczną wobec białek 
z rodziny Tgf[3 (ang. Transforming growth factor), będących 
czynnikami regulującymi wzrost i różnicowanie komórek. 
Podwyższony poziom ekspresji genu HtrA3 i białka HtrA3, 
jaki obserwuje się w  tkankach embrionalnych i łożysku w 
pierwszym trymestrze ciąży, pozwala przypuszczać, że 
białko to pełni istotną rolę w rozwoju płodu i powstawaniu 
łożyska [41,42],

BIAŁKO HtrAl CZŁOWIEKA (L56, ORF480, PRSS11)

Po raz pierwszy gen HtrA człowieka opisano w efek
cie poszukiw ań genów biorących udział w odpowiedzi na 
transformację komórek wirusami onkogennymi. Stwierdzo
no wówczas, iż jeden z genów o obniżonej ekspresji w fibro- 
blastach człowieka transformowanych SV40 koduje białko 
w 36% identyczne z HtrA Escherichia coli. Zidentyfikowany 
gen nazw ano genem HtrA człowieka [43].

Gen H trA l  człowieka (hum H trA l) zlokalizowany jest na 
długim ramieniu chromosomu 10 (10q26.2) [44] i koduje 
polipeptyd złożony z 480 reszt aminokwasowych o masie 
cząsteczkowej 50 kDa. W śród analizowanych gatunków 
ssaków struktura białka H trA l jest zachowana w ewolu
cji. Na poziomie sekwencji reszt aminokwasowych stopień 
identyczności białek H trA l człowieka, krowy, świnki m or
skiej, królika sięga niemal 98% [45].

U D Z IA Ł  B IA Ł K A  H tr A l  W  R O Z W O JU  

C H O R Ó B  N O W O T W O R O W Y C H

Obecnie H trA l uw aża się za białko supresorowe w roz
woju now otw orów  i potencjalny indykator progresji no
wotworów. Obniżony poziom ekspresji genu humHtrAl 
obserwuje się w  komórkach guzów węzłów chłonnych, 
będących ogniskami przerzutow ym i czerniaka, w stosunku 
do pierwotnych komórek ogniska skórnego tego now otw o
ru. Stabilna ekspresja genu H trA l i nadprodukcja białka w
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komórkach transfekowanych wektorem niosącym praw id 
łowy gen H trA l hamuje rozwój guza u myszy [46]. Obni
żenie poziomu ekspresji humHtrAl stwierdzono również w 
komórkach nowotworu jajnika, co jest skorelowane z utratą 
heterozygotyczności oraz hipermetylacją genu [47],

Białko H trA l jest białkiem sekrecyjnym. Obok peptydu 
sygnałowego na końcu aminowym posiada dom enę ho
mologiczną do białka Mac25, należącego do rodziny białek 
wiążących insulinowy czynnik wzrostu (IGF, ang. Insulin 
Growth Factor) i związanego z rozwojem szeregu now otw o
rów, między innymi raka piersi. W obrębie sekwencji H trA l 
znajduje się także motyw inhibitora typu Kazał, który spo
tyka się w białkach regulujących aktywność kom órkowych 
czynników wzrostu. Oka i wsp. wykazali, iż H trA l wiąże 
i przeprow adza proteolizę białek z rodziny Tgf|3 (Bmp4, 
Tgfpi, Tgf|32, akty winę, Gdf5), które biorą udział w regu
lacji wzrostu i różnicowania komórek oraz produkcji białek 
macierzy międzykomórkowej [48]. Co więcej, odgrywają 
istotną rolę na różnych etapach kancerogenezy. Z jednej 
strony pełnią rolę białek supresorowych na wczesnych eta
pach rozwoju procesu nowotworowego a z drugiej strony, 
stymulują rozwój nowotworu w stadium  zaaw ansow anym
[49], H trA l dzięki aktywności proteolitycznej pełni rolę in
hibitora wobec białek z rodziny Tgfp [48], M ożna więc p rzy 
puszczać, iż H trA l poprzez udział w  regulacji aktywności 
czynników wzrostu może wywierać w pływ na funkcjono
wanie białek związanych z regulacją cyklu komórkowego, 
czynników transkrypcyjnych, białek supresorowych, i tym 
samym może uczestniczyć w rozwoju procesów związa
nych z transformacją nowotworową.

ROLA HtrAl W  ROZWOJU CHORÓB ARTRETYCZNYCH

Dzięki ham owaniu sygnalizacji komórkowej z udziałem  
białek Tgfp oraz poprzez degradację elementów macierzy 
międzykomórkowej, tkanki chrzęstnej, glikoprotein oraz 
proteoglikanów (między innymi kolagenu typu  II, fibromo- 
duliny, fibronektyny), H trA l bierze udział w różnicowaniu 
chondrocytów oraz prawidłowych procesach kostnienia
[50]. Z drugiej strony, podwyższony poziom mRNA humH
trAl oraz białka hum H trA l [45] w  tkance chrzęstnej u cho
rych na osteoartretyzm pozwala przypuszczać, że białko 
hum H trA l może uczestniczyć w degradacji chrząstki sta
wowej i tym samym w powstawaniu zmian patologicznych 
w obrębie stawów [50].

ZWIĄZEK HtrAl Z ROZWOJEM CHOROBY ALZHEIMERA

Dotychczasowe wyniki badań pokazały związek białka 
H trA l z rozwojem choroby Alzheimera, w przebiegu której 
dochodzi do powstawania i akumulacji w m ózgu pozako- 
mórkowych złogów białkowych o właściwościach neuro- 
toksycznych. Złogi powstają w  wyniku agregacji p-amylo- 
idu, który jest generowany w efekcie hydrolizy wielkoczą
steczkowego białka prekursorowego APP (ang. amyloid beta 
A4 precursor protein) z udziałem sekretaz. Szlak amyloido- 
twórczy zależny od sekretaz P i y generuje peptydy  Ap40 i 
Ap42, które wykazują tendencję do tworzenia agregatów i 
są głównym składnikiem złogów [51]. W ykorzystując linie 
komórkowe astrocytów wykazano, iż białko H trA l uczest
niczy w metabolizmie P-amyloidu. Aktywne astrocyty pro

dukują duże ilości APP i wydzielają [3-amyloid, wykazują 
też wysoki poziom syntezy H trA l. Stwierdzono, że peptydy 
Ap40, Ap42 oraz peptyd C99, będący produktem  hydrolizy 
APP, stanowią substraty dla proteazy H trA l. Zaham ow anie 
aktywności proteolitycznej H trA l pow oduje akumulację 
pozakomórkowego p40. Przypuszcza się, że proteaza H trA l 
może pełnić kluczową rolę w kontroli poziom u P-amyloidu. 
Proteoliza zapobiega akumulacji toksycznych agregatów  i 
tym samym przyczynia się do ham owaniu rozwoju choroby 
Alzheimera [52].

BIAŁKO HtrA2 CZŁOWIEKA (OMI)

Drugim znanym  homologiem białka bakteryjnego jest 
hum H trA 2 (Orni). Gen HtrA2 człowieka (humHtrA2) zloka
lizowany jest na krótkim ramieniu chrom osom u 2 (2pl3.1). 
W obrębie genu znajduje się osiem eksonów, które kodują 
polipeptyd, złożony z 458 reszt aminokwasowych, o masie 
cząsteczkowej około 50 kDa. Należy jednak dodać, że w 
procesie różnicowego cięcia i składania m RNA mogą po 
wstać aż cztery warianty, których ekspresja jest specyficzna 
tkankowo [2].

Podwyższony poziom HtrA2 obserwuje się w  w arun 
kach stresu termicznego, a także po traktow aniu komórek 
tunikamycyną, która u ssaków indukuje stres w yw ołany 
niepraw idłow ą glikozylacją białek [53]. W w arunkach nie
dotlenienia i reperfuzji, przy niezmienionym poziomie biał
ka obserwuje się wzrost aktywności proteolitycznej HtrA2 
w  nerce, co sugeruje udział tego białka w odpow iedzi na 
stres oksydacyjny [54],

FUNKCJA BIAŁKA HtrA2 W  MECHANIZMACH 
INDUKCJI APOPTOZY

Białko HtrA2 pełni niezwykle istotną rolę w  indukow a
niu apoptozy. Dojrzałe białko zlokalizowane jest w  p rze
strzeni mitochondrialnej. W warunkach indukowanej apo 
ptozy (pod wpływem  promieniowana UV, staurosporyny, 
niedotlenienia i reperfuzji) HtrA2 ulega autoproteolizie, co 
powoduje odsłonięcie na końcu aminowym białka m otywu 
AVPS (Ala-Val-Pro-Ser). Motyw ten jest charakterystyczny 
dla białek o właściwościach proapoptotycznych (Grim, Hid, 
Reaper, Smac/DIABLO) i umożliwia oddziaływ anie z biał
kami inhibitorami apoptozy (IAP, ang. inhibitor of apoptosis 
proteins). Białko HtrA2 z odsłoniętym m otyw em  AVPS ule
ga translokacji do cytosolu, gdzie wiąże białka IAP i p rze
prow adza ich proteolizę, co z kolei prow adzi do aktywacji 
kaspaz. Wykazano, że następujące białka z rodziny IAP sta
nowią substraty dla proteazy HtrA2: CIAP1, CIAP2, XIAP, 
liwiny a  i [3 oraz DIAP [55,56].

Obok białek IAP substratem proteazy HtrA2 jest cyto- 
solowe białko o właściwościach antyapoptotycznych p e d /  
peal5. Rola białka p e d /p e a l5  polega na blokow aniu syg
nału apoptozy inicjowanego z udziałem receptorów błono
wych (Fas-R, TNF-R1) przez uniemożliwienie w ytw orzenia 
kompleksu białek inicjującego aktywację kaskady kaspaz. 
W w arunkach indukowanej apoptozy HtrA2 wiąże białko 
p e d /p e a l5  i przeprow adza jego proteolizę. N adprodukcja 
białka p e d /p e a l5  zapobiega wiązaniu HtrA2 z XIAP i ak
tywacji kaspazy 3. Sugeruje się, że zdolność HtrA2 do w ią
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zania białek z rodziny IAP może zależeć od relatywnego 
poziomu HtrA2 i białka p e d /p e a l5  [57],

Białko HtrA2 ma zdolność do indukowania apoptozy nie 
tylko na drodze zależnej od kaspaz, lecz również w opar
ciu o aktywność proteazy serynowej. Wykazano, że mutacja 
polegająca na zamianie reszty alaniny na glicynę w obrębie 
m otywu AVPS uniemożliwia oddziaływanie białka HtrA2 
z XIAP, ale nie znosi całkowicie jego proapoptotycznych 
właściwości. Dopiero białko HtrA2 pozbawione alaniny 
w obrębie w spom nianego m otywu AVPS oraz właściwo
ści proteolitycznych traci zdolność indukow ania apoptozy 
[58,59,60],

Proteaza HtrA2 posiada również zdolność wiązania i 
proteolizy m itochondrialnego białka HAX-1 (ang. HSl-asso- 
ciated protein-1). Białko HAX-1 wykazuje homologię do bia
łek z rodziny Bcl-2 i posiada właściwości antyapoptotycz- 
ne. Przypuszcza się, że bierze udział w  regulacji potencjału 
błonowego m itochondrium  i tym samym w pływa na prze
puszczalność błony dla białek ulegających translokacji do 
cytosolu podczas apoptozy. Do degradacji HAX-1 dochodzi 
we wczesnych etapach apoptozy, gdy HtrA2 znajduje się 
jeszcze w m itochondrium  [61]. Co więcej, na przykładzie 
neutrofilów człowieka traktowanych TNFa wykazano, że 
HtrA2 może indukować apoptozę nie ulegając przemiesz
czeniu do cytosolu [62], Białko HtrA2 może zatem uczest
niczyć w regulacji apoptozy zarówno na jej wczesnych eta
pach, kiedy białko znajduje się jeszcze w mitochondrium, 
jak i po przemieszczeniu do cytosolu, gdzie hamuje aktyw
ność białek antyapoptotycznych.

Obok wspom nianych powyżej mechanizmów regulu
jących proces indukcji apoptozy, w których uczestniczy 
HtrA2, w ykazano istnienie związku tej proteazy ze szla
kiem indukcji śmierci komórki zależnym od białka p53. 
Okazało się, że ekspresja genu humHtrA2 pozostaje pod 
kontrolą p53. W w arunkach apoptozy indukowanej etopo- 
zydem  (przebiegającej z udziałem p53) w  komórkach HeLa 
i tymocytach człowieka poziom ekspresji genu humHtrA2 
wzrasta. W ykazano, że HtrA2 wiąże i przeprow adza pro- 
teolizę białka CIAP1, głównego inhibitora apoptozy w ko
mórkach ssaków. Zablokowanie aktywności proteolitycznej 
hum H trA 2 inhibitorem specyficznym dla proteaz seryno- 
wych uniemożliwia proteolizę CIAP1 i tym  samym blokuje 
apoptozę zależną od p53 [63],

ZWIĄZEK BIAŁKA HtrA2 Z ROZWOJEM 
CHOROBY ALZHEIMERA

W ykazano również związek białka HtrA2 z rozwojem 
choroby Alzheimera. HtrA2 wchodzi w  oddziaływanie z 
preseniliną-1 (PS-1) -  jednym  z białek biorących udział w 
pow staw aniu [3-amyloidu. PS-1 jest enzymem, który jest 
elementem kom pleksu y-sekretazy i przeprow adza hydro
lizę prekursorow ego białka APP, w efekcie czego zostaje 
uwolniony [3-amyloid. Mutacje w genie kodującym PS-1, 
odpow iedzialne za powstawanie ponad połowy dziedzicz
nych p rzypadków  choroby Alzheimera, powodują zwięk
szenie apoptozy neuronów. Przypuszcza się, że w procesie 
śmierci neuronów  kluczową rolę odgryw a proteaza HtrA2. 
Akumulacja [3-amyloidu może inicjować apoptozę, a to z 
kolei pow oduje translokację HtrA2 do cytosolu. Wykazano,

że karboksylowy fragment PS-1 wiąże domeny PDZ doj
rzałego białka HtrA2, co powoduje zwiększenie aktyw no
ści proteolitycznej HtrA2 wobec białek IAP (XIAP, CIAP1, 
CIAP2) i w  konsekwencji aktywuje kaspazy [64]. Białko 
HtrA2 wiąże również [3-amyloid lecz nie odpow iada bez
pośrednio za jego degradację. Należy jednak zauważyć, 
że poziom [3-amyloidu spada o jedną trzecią w komórkach 
nadprodukujących białko HtrA2 [65],

PR A K T Y C Z N E  Z A S T O S O W A N IE  B A D A Ń  N A D  

BIA Ł K A M I Z R O D Z IN Y  H trA O R A Z  PERSPEKTYW Y  

IC H  W Y K O R Z Y S T A N IA  W  PR Z Y SZ Ł O ŚC I

Intensywne badania prow adzone nad rolą prokario- 
tycznych białek HtrA budzą szczególne zainteresowanie w 
kontekście wykorzystania atenuowanych szczepów bakte
rii htrA do konstrukcji szczepionek. Obiecujące efekty przy
niosły badania nad szczepionkami na bazie atenuowanych 
szczepów z gatunków Salmonella i Shigella pozbawionych 
genu htrA. Drugą fazę testów klinicznych pomyślnie prze
szła żywa szczepionka CVD 908-htrA (aroC aroD htrA) na 
bazie szczepu Salmonella enterica serowariant Thypi prze
ciwko durow i brzusznemu. Tak skonstruowana szczepion
ka jest bezpieczna i wysoce im munogenna. W przeciwień
stwie do obecnie stosowanej szczepionki CVD 908 (aroC 
aroD), indukuje odporność u ludzi już po jednorazowym 
szczepieniu [66], Ten sam szczep S. enterica htrA~ używany 
jest jako wektor do przenoszenia plazmidów ekspresyjnych 
niosących geny heterologicznych antygenów, między inny
mi gen kodujący fragment powierzchniowego białka SSP-2 
Plasmodium falcipalum [67], gen ureAB ureazy Helicobacter 
pylori [68], gen hemaglutyniny wirusa odry [69], Wstępne 
testy kliniczne przeszła pomyślnie szczepionka przeciwko 
tężcowi skonstruowana w oparciu o w spom niany szczep 
S. enterica h trA , w którym ekspresji ulega gen kodujący 
fragment toksyny tężca (TetC) [70], W ykorzystana strategia 
daje możliwość opracowywania szczepionek biwalentnych 
indukujących odpow iedź immunologiczną przeciwko hete- 
rologicznym antygenom.

Atenuowane szczepy Salmonella h trA  używa się do prze
noszenia eukariotycznych plazm idów ekspresyjnych kodu
jących cytokiny w celu m odulowania odpowiedzi im m u
nologicznej. Badania prow adzone na modelu zwierzęcym 
pokazały, iż terapia indukuje efekt przeciwnowotworowy 
w czerniaku oraz może być stosowana także w infekcjach 
pasożytniczych [71].

Do ekspresji heterologicznych antygenów wykorzystuje 
się także silny prom otor genu htrA. Ekspresja genu htrA w y
raźnie wzrasta po wniknięciu bakterii z rodzaju Salmonella 
do komórek eukariotycznych. Właściwość tę wykorzystano 
wprowadzając gen kodujący C-końcowy fragment toksyny 
jadu kiełbasianego bezpośrednio pod kontrolę promotora 
htrA. W ten sposób uzyskano silną odpowiedź im m uno
logiczną przeciwko toksynie jadu kiełbasianego u myszy 
[72].

HtrA wykorzystuje się jako indykator chorób pow odo
wanych przez riketsje, mikroorganizmy będące przyczyną 
szeregu chorób przenoszonych przez owady, pchły i klesz
cze, takich jak gorączka plamista (ang. spotted fever). Ampli-
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fikacja genu htrA z zastosowaniem techniki PCR umożliwia 
identyfikację patogenu i rozpoznanie gatunku [73]. Gen 
htrA wykorzystuje się w identyfikacji metodą PCR pato
gennej bakterii Bartonella henselae w  zmienionych węzłach 
chłonnych w chorobie kociego pazura (ang. Cat Scratch 
Disease) [74].

Mutacje w genie htrA powodują stabilizację wielu niesta
bilnych białek otoczki komórkowej oraz fuzyjnych, stąd uży
wa się m utantów  h trA  w roli gospodarzy do ekspresji zre- 
kombinowanych genów. W ten sposób uzyskano wydajną 
ekspresję szeregu zrekombinowanych białek w komórkach 
pozbawionych prawidłowego białka HtrA, np. pochodnej 
toksyny błonicy i zrekombinowanej podjednostki SI toksy
ny krztuśca. Skonstruowano także podwójne m utanty rpoH 
htrA, które jeszcze bardziej udoskonaliły możliwość ekspre
sji heterologicznych sekrecyjnych białek [3].

Ogromny wzrost zainteresowania eukariotycznymi biał
kami HtrA zaowocował ukazaniem się szeregu niezwykle 
interesujących prac dotyczących roli wspom nianych bia
łek w rozwoju chorób, w tym nowotworowych, neurode- 
generacyjnych oraz artretycznych. Sugeruje się, iż ocena 
ekspresji genu H trAl może być w przyszłości przydatna w 
diagnostyce onkologicznej, a aktywność genu HtrAl może 
być markerem progresji nowotworów. Należy również za
uważyć, że upośledzenie procesów związanych z indukcją 
apoptozy może prowadzić do niekontrolowanego namna- 
żania komórek i indukcji procesu nowotworowego, stąd 
HtrA2 jako białko proapoptotyczne może być zaangażow a
ne w kancerogenezę poprzez udział w apoptozie. Istnieje 
również możliwość wykorzystania wiedzy na temat białek 
HtrA w leczeniu chorób artretycznych i neurodegeneracyj- 
nych.

UWAGI KOŃCOWE

Powszechność występowania białek HtrA oraz ich za
chowana w ewolucji aktywność proteolityczna wskazuje 
na niezwykle istotną rolę omawianej rodziny białek w pra 
widłowym funkcjonowaniu komórek i to zarówno proka- 
riotycznych jak i eukariotycznych. Proteazy HtrA są zaan
gażowane w degradację nieprawidłowych i potencjalnie 
toksycznych dla komórki białek oraz regulację aktywności 
szeregu białek kluczowych dla właściwego przebiegu pro 
cesów związanych ze wzrostem i różnicowaniem kom ór
ki, a w  szczególnych okolicznościach kierowaniem jej na 
drogę autodestrukcji. Dotychczasowe badania nad funkcją 
prokariotycznych białek HtrA zaowocowały wykorzysta
niem zdobytej wiedzy przede wszystkim w konstrukcji 
szczepionek na bazie atenuowanych szczepów htrA. Dal
sze prace nad rolą eukariotycznych białek HtrA mogą dać 
odpowiedź na pytania z zakresu transformacji now otw o
rowej i procesów związanych z rozwojem chorób, w tym 
neurodegeneracyjnych i artretycznych, a dokładne pozna
nie mechanizmów działania białek HtrA dałoby możliwość 
wykorzystania zdobytej wiedzy w diagnostyce i leczeniu 
tych schorzeń.
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ABSTRACT
The HtrA family of proteins consists of evolutionary conserved serine proteases, which are homologues of the HtrA protein from a model 
bacterium Escherichia coli. They are w idely distributed among organisms, prokaryotic as well as eukaryotic including humans. HtrA proteins 
participate in defense against stresses causing aberrations in protein structure, for example heat or oxidative stress. At least four human ho
m ologues have been identified. They are involved in cell growth and differentiation, apoptosis, and disturbances in their function may induce 
carcinogenesis, arthritic and neurodegenerative disorders. This article summarizes recent studies regarding the HtrA family of proteins, their 
structure, regulation and function. It also presents practical applications of this knowledge and perspective of its use in the future.
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Kolagenazy typu IV (MMP-2 i MMP-9) i ich substraty -  białka macierzy 
zewnątrzkomórkowej, hormony, cytokiny, chem okiny i ich receptory

STRESZCZENIE

M etaloproteinazy m acierzy (MMP) są endopeptydazam i zależnym i od cynku, w ym aga
jącym i obecności jonów  w apnia  w środow isku, zdolnym i do traw ien ia  b iałkow ych 

sk ładn ików  m acierzy zew nątrzkom órkow ej takich jak  kolageny, lam ininy, pro teoglikany, 
fibronektyna. D egradując b iałka  m acierzy, w  tym  rów nież błony podstaw ne, um ożliw iają  
m igrację kom órek. Jednakże m acierz n ie stanow i pasyw nego rusztow ania. Jej sk ład n ik i są 
m iędzy innym i rezerw uarem  czynników  w zrostu, k tóre m ogą być uw oln ione przez m etalo
p roteinazy i m odulow ać reakcje kom órek. Ponadto, do substra tów  m etalopro teinaz macie
rzy należy także w iele  innych b iałek, takich jak  horm ony, cytokiny, chem okiny i czynniki 
w zrostu, k tóre w  w yn iku  proteolizy  m ogą być aktyw ow ane, inaktyw ow ane bądź p rzekszta ł
cane w  p roduk ty  o now ej aktyw ności biologicznej. M etaloproteinazy m acierzy odgryw ają 
rów nież isto tną rolę w  uk ładz ie  im m unologicznym . W ynika z tego, że funkcja  tych enzy
m ów  jest n iezw ykle  złożona i nie sprow adza się do prostej destrukcji. W  w arunkach  fizjo
logicznych m etalopro teinazy  są n iezbędne  podczas em briogenezy i p rzebudow y tkanek , ale 
zw iększona ekspresja  tych enzym ów  tow arzyszy w ie lu  stanom  patologicznym , tak im  jak 
choroby now otw orow e, choroby sercowo-naczyniow e, oraz autoim m unologiczne.

WPROWADZENIE

M etaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej (MMP, ang. matrix metallo- 
proteinase), zwane inaczej matryksynami, stanowią rodzinę endopeptydaz mają
cych dwie ważne wspólne cechy: zachowany ewolucyjnie m otyw sekwencyjny 
obejmujący trzy reszty histydylowe wiążące jon cynku w centrum  katalitycznym 
oraz zachowawczą resztę metionylową zlokalizowaną poniżej miejsca wiązania 
tego jonu. U większości MMP można wyróżnić trzy główne domeny: N-końco- 
wy propeptyd (prodomenę), domenę katalityczną i domenę hem opeksynową 
na karboksylowym końcu cząsteczki, ale u wielu reprezentantów tej rodziny 
występują także dodatkowe domeny, decydujące o odmiennych właściwościach 
poszczególnych enzymów. Dlatego też, zarówno swoistość substratowa, jak i 
budow a chemiczna stanowiły podstawowe kryteria podziału metaloproteinaz 
macierzy na kilka głównych grup (kolagenazy, żelatynazy, stromelizyny, meta
loproteinazy błonowe) [1].

MMP uczestniczą w wielu procesach fizjologicznych; przede wszystkim w 
implantacji trofoblastu, embriogenezie, rozwoju kości i szkliwa zębów, angio- 
genezie, gojeniu ran oraz w odnowie tkanki łącznej [2-5], Ekspresję ich genów 
obserwuje się głównie w fibroblastach i innych rodzajach komórek tkanki łącz
nej, takich jak granulocyty obojętnochłonne, monocyty, makrofagi, a także w 
komórkach śródbłonka.

W wielu stanach patologicznych dochodzi do wzrostu aktywności MMP. 
Można tu wymienić rozrost nowotworowy, choroby zapalne, choroby sercowo- 
naczyniowe oraz autoimmunologiczne. Zwiększona aktywność tych enzymów 
towarzyszy wszystkim stanom patologicznym, z którymi związany jest w zm o
żony proces tworzenia nowych naczyń krwionośnych, a więc przede w szyst
kim w spom nianym  już chorobom nowotworowym , ale także powikłaniom 
cukrzycowym (retinopatia proliferacyjna), degeneracji plamki żółtej związanej 
z wiekiem oraz reum atoidalnem u zapaleniu stawów [2,6-8], Aktywność MMP 
regulowana jest na wielu poziomach, obejmujących zdarzenia zachodzące we
w nątrz komórki jak i poza nią. Zależy przede wszystkim od ekspresji genów 
regulowanych przez liczne cytokiny i czynniki wzrostu, ale końcowy efekt jest 
również w ypadkow ą stabilizacji bądź destabilizacji ich mRNA, modyfikacji po- 
translacyjnych (glikozylacji), szybkości sekrecji z komórki, aktywacji latentnych 
form enzym ów i ham owania ich aktywności przez cząsteczki tkankowych inhi
bitorów metaloproteinaz macierzy (TIMP, ang. tissue inhibitors of matrix metallo- 
proteinases), a także szybkości katabolizmu [1].

Do najlepiej poznanych przedstawicieli rodziny MMP należą kolagenazy typu 
IV (żelatynazy), reprezentowane przez MMP-2 i MMP-9 lub inaczej żelatynazę
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BIAŁKA ECM

R ycina 1. P rzyk łady p roteolizy z  u dzia łem  M M P-2 i MM P-9. M M P m o g ą  k oncen trow ać się w  p obliżu  b łony kom órkowej. N ajw ażniejszym  b łon ow ym  „receptorem "  
MM P-2 jest cząsteczka MT1-MMP; MM P-2 m oże rów n ież w iązać  się z  p ow ierzch n ią  kom órki za  p ośred nictw em  integryny a .P v a M M P-9 za p ośred nictw em  p o w ierzch 
n iow ego  receptora CD44. MM P m ogą degradow ać w ie le  b iałek ECM (b rązow e linie) oraz n ie będących  składnikam i ECM. Degradacja dekoryny p row adzi d o u w oln ien ia  
TGF-p. D egradacja IGF-BP u w alnia  IGF. MM P-9 rozszczep ia  receptor a  IL-2 z lo k a lizow a n y  na p ow ierzch ni lim focytów  T, obniżając ich o d p o w ie d ź  proliferacyjną na 

stym ulację IL-2. M M P-2 rozcina zw iązan y  z błoną k om órkow ą receptor 1 FGF, uw alniając jego ek tod om en ę zd o ln ą  d o w iązania  FGF.

A i żelatynazę B i właśnie na te dwa enzymy pragniem y 
zwrócić uw agę Czytelników.

D E G R A D A C J A  BIAŁEK M ACIERZY  

Z E W N Ą T R Z K O M Ó R K O W E J PRZEZ M M P

MMP mogą degradować wiele białek macierzy ze- 
wnątrzkomórkowej (ECM, ang. extracellular matrix) i błon 
podstawnych, które są wyspecjalizowaną formą ECM. Do 
ich substratów należą między innymi kolageny, lamininy, 
fibronektyna, elastyna, entaktyna, agrekany i tenascyna [2]. 
Degradując białka macierzy MMP mogą likwidować struk 
turalne bariery, umożliwiając tym samym inwazję kom ó
rek, tak w w arunkach fizjologicznych, jak i patologicznych. 
Jednak białka macierzy nie stanowią pasywnego rusztow a
nia; są dynamiczną strukturą modulującą reakcje komórek, 
między innymi poprzez sekwestrację makromolekuł syg
nalnych, takich jak czynniki wzrostu [9]. Składniki ECM 
są ponadto ligandami dla komórkowych receptorów adhe- 
zyjnych -  integryn, za których pośrednictwem przenoszą 
sygnały do w nętrza komórki [10]. Białka macierzy regulują 
wiele ważnych procesów; przekazują sygnały stymulujące 
proliferację komórek, ich różnicowanie, migrację, adhezję 
oraz apoptozę. Stąd prosty wniosek, że MMP, w tym także 
kolagenazy typu IV, dzięki zdolności do zmiany składu i 
strukturalnej organizacji ECM uczestniczą we wszystkich 
tych procesach.

Przyjmuje się powszechnie, że jedną z ważniejszych 
funkcji pełnionych przez MMP-2 i MMP-9 jest degradacja 
kolagenu typu IV, głównego składnika błon podstawnych, 
w  tym także naczyniowej błony podstawnej. Dzięki nisz
czeniu tej bariery możliwa jest migracja komórek podczas 
morfogenezy oraz w ędrów ka leukocytów do ognisk zapal
nych. Zdolność do degradacji białek ECM pozwala im rów 
nież regulować leukocytozę oraz aktywnie uczestniczyć w 
procesie miejscowego wzrostu nowotworu, angiogenezie i 
pow staw aniu przerzutów, a także niszczeniu bariery krew- 
mózg [11-16],

Już na wstępie zwróciliśmy uwagę, że proteoliza składni
ków ECM przez MMP nie sprow adza się wyłącznie do nisz
czenia fizycznych barier. Rozcinając białka macierzy MMP 
biorą udział w przekazywaniu sygnałów z ECM do kom ór
ki. Może się to odbywać przynajmniej na kilka sposobów:

(1) białka macierzy są rezerw uarem  czynników wzrostu, 
które mogą być uwolnione po degradacji związanych z nimi 
specyficznych makromolekuł. Przykładem może być trans
formujący czynnik wzrostu-p (TGF-p, ang. transforming gro- 
wthfactor-f), wykazujący silne powinowactwo do dekoryny. 
Dekoryna, składnik ECM, jest niewielkim proteoglikanem 
utrzymującym integralność tkanek poprzez oddziaływanie 
z fibronektyną i trombospondyną. Pełni też rolę rezerw uaru 
TGF-p w środowisku ECM. Sekwestrując cząsteczki TGF-P
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z ich błonowych receptorów, reguluje szlak transmisji syg
nału z udziałem  tego czynnika wzrostu. W degradacji deko- 
ryny, prowadzącej do uwolnienia TGF-p, może brać udział 
kilku reprezentantów MMP: MMP-2, MMP-3 i MMP-7 [17]. 
Biologiczne działanie TGF-p jest bardzo szerokie, a jedną 
z funkcji jest regulacja ekspresji genu kodującego MMP. 
W ten sposób, uwolniony TGF-p stymuluje transkrypcję 
MMP-9, ale hamuje transkrypcję genów większości induk-

T abela  1. Substraty k o lagenaz typu IV nienależące do białek ECM.

Substraty k o lag en az  

typu IV n ien a leżące  
d o  b ia łek  ECM

S k u tek  dzia łan ia  m m p

pro TGF-p aktywacja

proIL l-p aktywacja

TNF-a
konwersja zw iązanego z błoną 
kom órkow ą proTNF-a (26 kDa) do 
aktywnej, wolnej cytokiny (17 kDa),

Receptor 1 FGF
uw olnienie ektodom eny receptora 
FGF -  regulacja mitogennej i 
angiogennej aktywności FGF

IL-2Ra
rozszczepienie receptora IL- 
2a- obniżenie odpow iedzi 
proliferacyjnej na stymulację IL-2

IGF-BP degradacja IF-BP - uwolnienie IGF

IL-8

odcięcie sześciu N-końcowych reszt 
am inokw asow ych prow adzi do 
pow stania IL-8 (7-77) -  o 10-krotnie 
wyższej aktywności niż IL-8

CTAP-III 9 B B inaktywacja

PF-4 inaktywacja

ENA-78 inaktywacja

SDF-1

odcięcie czterech N-końcowych 
am inokw asów  prow adzi do 
u traty  zdolności w iązania ze 
sw oistym  receptorem  (CXCR-4)

SCF uczestniczą w  pow staw aniu sSCF

MCP-3 inaktywacja

Prolaktyna
jeden z produktów  degradacji - N- 
końcowy fragm ent (16 kDa) ma 
w łaściwości antyangiogenne

Plazm inogen
angiostatyna (38 kDa fragm ent 
plazm inogenu)- odgryw a rolę 
inhibitora angiogenezy

PEDF inaktywacja

uPA inaktywacja

a-PI inaktywacja

a l  -anty chy m otrypsyna inaktywacja

PAI-2 inaktywacja

Insulina

degradacja prow adzi do pow staw ania 
im m unodom inujących epitopów  
- skutkiem  jest zaostrzenie 
przebiegu cukrzycy

MBP niszczenie osłonek m ielinowych

IFN-p inaktywacja

AM
inaktywacja oraz generowanie AM 
(11-22) - czynnika zwężającego 
naczynia krw ionośne

Big-ETl aktywacja

cyjnych MMP; taki mechanizm zapobiega niekontrolowa
nem u uwalnianiu tego czynnika wzrostu.

(2) rozcinanie niektórych białek ECM może odsłaniać niedo
stępne regiony cząsteczki (ang. criptic sites), zdolne do prze
kazywania sygnałów lub prowadzić do powstania p roduk
tów o zupełnie nowej aktywności biologicznej; na przykład, 
jedna z metaloproteinaz typu błonowego (MT1-MMP, ang. 
membrane type matrix metalloproteinase) i MMP-2 indukują 
migrację komórek nabłonkowych przez rozcinanie specy
ficznych sekwencji składnika błon podstawnych -  lamini- 
ny-5 [18,19]. Komórki nabłonkowe mają zdolność adhezji do 
lamininy-5 dzięki obecności receptora integrynowego a 3Pr  
Jednak dopiero proteolityczne rozcięcie łańcucha y2 lami- 
niny przez MMP, eksponujące ukryte regiony cząsteczki, 
nadaje komórkom zdolność do migracji.

(3) rozległa degradacja białek ECM przez MMP pow odu
je zniszczenie adhezyjnych połączeń pomiędzy komórką a 
macierzą, uniemożliwiając komórce odbiór sygnałów z oto
czenia i w  konsekwencji w prow adza ją w  apoptozę. Przy
kładem  takiego procesu może być sterowana hormonalnie 
inwolucja organów reprodukcyjnych czy gruczołów mlecz
nych. Redukcja masy tkanek spow odow ana jest degradacją 
ECM i utratą komórek na skutek apoptozy [20].

W IELE S U B S T R A T Ó W  M M P  NIE  

N A LEŻY D O  BIAŁEK ECM

MMP znane są przede wszystkim ze zdolności do de
gradowania składników ECM, ale do grona ich substratów 
należy również wiele innych peptydów  i białek (Tabela 1, 
Ryc. 1).

Ze względu na lokalizację (na powierzchni komórki), 
MMP mogą degradować powierzchniowe receptory, w 
tym też adhezyjne, lub uwalniać z błony komórkowej bio
logicznie aktywne cząsteczki. Mając zdolność do aktywacji 
lub inaktywacji niektórych cytokin, chemokin i czynników 
wzrostu regulują również sygnały parakrynne. Na szcze
gólną uwagę zasługują kolagenazy typu IV, dla których 
rozpoznano najwięcej substratów spoza ECM.

W komunikacji międzykomórkowej, a także w kom u
nikacji m iędzy komórką a ECM, kluczowe znaczenie mają 
zdarzenia zachodzące bezpośrednio na powierzchni kom ór
ki lub w jej najbliższym otoczeniu. W prawdzie tylko nie
które spośród MMP (MT-MMP) mają charakter enzymów 
błonowych, ale dzięki możliwości zakotwiczenia wolnych 
MMP w błonie komórkowej, może dochodzić do okołoko- 
mórkowej proteolizy również z ich udziałem. Najważniej
szym  błonowym „receptorem" MMP-2 jest cząsteczka MT1- 
MMP, uczestnicząca także (we współpracy z TIMP-2) w 
aktywacji tego enzymu [1,21,22],

Inny sposób zakotwiczenia MMP-2 w błonie komórko
wej wym aga udziału integryn. Na przykład, za pośredni
ctwem integryny a v(33 cząsteczka MMP-2 może się wiązać z 
powierzchnią komórek śródbłonka i komórek nowotworo
wych [23], W oddziaływ aniu z integryną uczestniczy dom e
na hem opeksynowa MMP-2, a zatem takie oddziaływanie 
nie blokuje centrum  katalitycznego enzymu. Z kolei aktyw
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na MMP-9 może wiązać się z komórką za pośrednictwem  
powierzchniowego receptora CD44 [23,24]. Inne MMP tak
że mogą oddziaływać z receptorami błonowymi i grom a
dzić się na powierzchni komórki. Zdolność do koncentracji 
w  pobliżu błony komórkowej stwarza dogodne warunki 
do trawienia niektórych substratów. Dzięki takiej strategii 
MMP mogą wydajnie rozcinać różne białka błonowe lub 
związane z błoną komórkową. Uczestniczą w ten sposób 
w uw alnianiu lub degradacji biologicznie aktywnych czą
steczek, które nie są składnikami ECM. Poprzez degradację 
białek adhezyjnych MMP mogą bezpośrednio modulować 
oddziaływania adhezyjne i migrację komórek. Przykła
dowo, podjednostka (34 integryny może być degradow ana 
przez MMP-7, a E-kadheryna przez MMP-3 i MMP-7. De
gradacja E-kadheryny prowadzi ponadto do uwolnienia 
fragm entu o masie cząsteczkowej 80 kDa, który w sposób 
parakrynny stymuluje inwazję komórek [25].

MMP MOGĄ AKTYWOWAĆ LUB UDOSTĘPNIAĆ 
CYTOKINY I CZYNNIKI WZROSTU

Zlokalizowane na powierzchni komórki MMP uczestni
czą także w  uwalnianiu biologicznie aktywnych cząsteczek. 
Wykazano, że zarówno MMP-2 jak i MMP-9 mogą aktyw o
wać proTGF-(3 [24,26]. TGF-(3 ma szerokie działanie biolo
giczne; jest w ażnym  czynnikiem immunosupresyjnym, blo
kującym oba typy odpowiedzi immunologicznej: kom órko
wą i hum oralną. Pobudza też syntezę białek ECM i hamuje 
proliferację wielu rodzajów komórek, w  tym praw idłow ych 
komórek nabłonkowych, ale stymuluje proliferację i zwięk
sza potencjał inwazyjny komórek nowotworowych. Udział 
MMP-2 i MMP-9 w rozwoju nowotworów jest bardzo dobrze 
udokum entow any [27], warto więc w tym miejscu zwrócić 
uwagę, że TGF-p, w  którego aktywacji mogą uczestniczyć 
obie kolagenazy typu IV ma z kolei zdolność do stym ulo
wania ich produkcji poprzez aktywację szlaku transmisji 
sygnału z udziałem  kinazy białek aktywowanej mitogenem 
(p38 MAPK, ang. mitogen activated protein kinase) [28].

MMP mogą także aktywować prekursor interleukiny-l(3 
(IL-ip, ang. interleukin-lf) [29]. IL-1(3 wytw arzana jest jako 
prekursor o masie 33 kDa, który w wyniku proteolityczne
go rozszczepienia łańcucha polipeptydowego pom iędzy 
Asp116 i Ala117 zostaje przekształcony do aktywnej cytokiny 
(18 kDa). W aktywacji uczestniczy kaspaza-1, znana też jako 
konwertaza IL-1|3 (ICE, ang. IL-lf-converting enzyme) [30], 
Zaproponow ano również zupełnie inny sposób aktywacji 
tej cytokiny, z udziałem MMP [29], W chorobach o podło 
żu zapalnym, takich jak miażdżyca tętnic czy reum atoidal
ne zapalenie stawów, dochodzi do jednoczesnego wzrostu 
ekspresji IL - l f  i metaloproteinaz macierzy, w  tym MMP- 
9. Wydaje się, że w takich warunkach, proIL-l(3 może być 
aktyw ow ana przez MMP. In vitro obie kolagenazy typu 
IV (szczególnie MMP-9) bardzo efektywnie rozcinają pre 
kursor IL-1(3, prowadząc do powstania produktu  o pełnej 
aktywności biologicznej. Mniej skuteczna jest MMP-3 (stro- 
melizyna-1), ale zaktywowana pod jej działaniem cytokina 
jest dalej degradow ana i w konsekwencji traci właściwości 
biologiczne. Schónbeck i wsp. [29] postulowali, że w  og
niskach zapalnych mógłby to być mechanizm regulujący 
dostępność aktywnej cytokiny. Jest to istotne choćby z tego 
pow odu, że aktywna IL-1(3 stymuluje ekspresję i aktywację

wielu metaloproteinaz, a zatem wzajemne oddziaływania 
pomiędzy MMP i IL-1(3, o charakterze dodatniego sprzęże
nia zwrotnego (cytokina stymuluje ekspresję genu kodują
cego enzym uczestniczący w  jej aktywacji), będą prowadzić 
do zaostrzenia stanu zapalnego.

Czynnik martwicy now otw orów -a (TNF-a, ang. tumor 
necrosis factor) jest cytokiną o kluczowym znaczeniu w ukła
dzie immunologicznym i plejotropowym działaniu. Między 
innymi stymuluje proliferację limfocytów T i B, zwiększa 
cytotoksyczność komórek NK (ang. natural killer), pobudza 
sekrecję niektórych cytokin oraz stymuluje ekspresję wielu 
MMP. TNF-a w ytw arzany jest głównie przez m onocyty/ 
makrofagi (w odpowiedzi na bodźce aktywujące receptor 
TLR, ang. tool-like receptor) jako białko błonowe o masie 
cząsteczkowej 26 kDa. Wiele MMP (w tym obie kolagena
zy typu IV) może przeprow adzać konwersję związanego z 
błoną kom órkową TNF-a do aktywnej, wolnej cytokiny (17 
kDa), aczkolwiek główną rolę w tym procesie pełni blisko 
spokrewniony z MMP enzym  -  konwertaza TNF-a (TACE, 
ang. tumor necrosis factor-a converting enzyme) [31,32].

W przypadku insulinopodobnego czynnika wzrostu 
(IGF, ang. insulin-like growth factor) wykorzystana jest jesz
cze inna strategia. IGF-1 i IGF-2 uczestniczą w procesie pro
liferacji i różnicowania komórek oraz regulują wiele funkcji 
metabolicznych. W przeciwieństwie do podobnej struktu
ralnie insuliny, prawie cały IGF osocza skompleksowany 
jest z białkami, tak zwanym i białkami wiążącymi insulino- 
podobny czynnik w zrostu (IGF-BP, ang. insulin-like growth 
factor-binding protein). Jak dotąd, opisano sześć rodzajów 
takich białek. Sekwestrując IGF, IGF-BP zazwyczaj hamują 
działanie tego czynnika wzrostu, uniemożliwiając jego in
terakcję z receptorem. Chociaż opisano kilka strategii pro
wadzących do uwolnienia IGF z kompleksu, wiele danych 
wskazuje, że proteolityczna degradacja IGF-BP przez MMP 
może odgrywać szczególną rolę [36,37]. Przynajmniej kilka 
enzymów z tej rodziny (w tym także kolagenazy typu IV) 
ma zdolność do rozcinania IGF-BP, a tym samym może re
gulować dostępność IGF, tak w w arunkach fizjologicznych 
jak i patologicznych [38],

MMP MOGĄ DEGRADOWAĆ RECEPTORY BŁONOWE 
LUB ODCINAĆ ICH DOMENY ZEWNĄTRZKOMÓRKOWE

Poza aktywacją i uwalnianiem  cytokin i czynników 
wzrostu, MMP mogą degradować receptory błonowe lub 
odcinać ich domeny zewnątrzkom órkowe (ektodomeny). 
MMP-2 rozcina związany z błoną kom órkową receptor 1 
czynnika w zrostu fibroblastów (FGF, ang. fibroblast growth 
factor), uwalniając jego ektodomenę zdolną do wiązania 
FGF [33], Wydaje się, że uwolnione ektodom eny receptora 
FGF, łącząc się z cząsteczką czynnika wzrostu, mogą z kolei 
regulować jego dostępność. Z drugiej strony, odcinanie ze- 
wnątrzkom órkowych dom en redukuje ilość miejsc w iążą
cych FGF, co w efekcie może wywoływać taki sam skutek. 
Mogłaby to być jedna ze strategii regulowania mitogennej 
i angiogennej aktywności tego czynnika wzrostu. Z kolei 
MMP-9, rozszczepiając receptor a  IL-2 (IL-2Ra, ang. interleu- 
kin-2 receptor a), zlokalizowany na powierzchni limfocytów 
T, wyraźnie obniża ich odpow iedź proliferacyjną na stym u
lację IL-2 [34], Może to przyspieszyć rozwój nowotworu, 
bowiem zdolność do ucieczki spod nadzoru immunologicz
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nego sprzyja jego szybkiej progresji. Należy w tym miejscu 
wspomnieć, że komórki now otw orow e stymulują produk
cję i aktywację obu kolagenaz typu IV i nawet jeśli same 
nie syntetyzują tych enzymów to potrafią skłonić do tego 
komórki podścieliska guza [1,35]. Aktywowane limfocyty T 
także syntetyzują MMP-9, umożliwiającą im migrację przez 
naczyniowe błony podstawne. W yraźny wzrost ekspresji 
genu kodującego ten enzym w ognisku nowotworowym  i 
jego zdolność do degradacji IL-2Ra może zatem hamować 
proliferację limfocytów infiltrujących guz, sprzyjając w ten 
sposób rozwojowi now otw oru [34],

SUBSTRATAMI MMP JEST WIELE CHEMOKIN

Do substratów MMP należy również wiele chemokin. 
MMP-9 odcina niewielki fragment z N-końca cząsteczki IL- 
8, głównego chemoatraktanta i aktywatora granulocytów 
obojętnochłonnych. Skrócona IL-8 (7-77) wykazuje aż 10-20 
-  krotnie wyższą aktywność od cząsteczki o pełnej długości. 
Może to oczywiście w  istotny sposób przyspieszać napływ 
granulocytów do miejsca infekcji [39]. Warto w tym miejscu 
zwrócić uwagę, że aktywacja IL-8 przez MMP-9 jest przy
kładem dodatniego sprzężenia zwrotnego, bowiem IL-8 po
woduje degranulację neutrofili i bardzo szybkie uwolnienie 
MMP-9 zgromadzonej w  ziarnistościach żelatynazowych. 
Aktywna MMP-9 może pośrednio wpływać również na 
stężenie IL-8, ponieważ w w arunkach zapalenia aktywuje 
proIL-lp, silny induktor ekspresji genu kodującego IL-8. 
Także inne chemokiny z rodziny CXC (chemokiny, w któ
rych dwie pierwsze z czterech zachowawczych reszt cyste
rnowych przedzielone są pojedynczym aminokwasem), w 
tym peptyd aktywujący tkankę łączną-III (CTAP-III, ang. 
connective tissue activating peptide), czynnik płytkowy-4 (PF- 
4, ang. platelet factor-4) i pochodzący z komórek śródbłonka 
peptyd aktywujący granulocyty obojętnochłonne (ENA-78, 
ang. epithelial cell derived neutrophil activating peptide-78) są 
rozpoznawane przez MMP-9, a w  kontakcie z tym enzymem 
mogą być przecięte w kilku miejscach i tracą aktywność 
biologiczną [3,40], Chemokiny z m otywem  sekwencyjnym 
ELR (Glu-Leu-Arg), poprzedzającym sekwencję CXC, do 
których należą między innymi IL-8, ENA-78 i CTAP-III, kie
rują granulocyty obojętnochłonne do miejsc infekcji, a także 
promują angiogenezę [40], Związanie chemokiny CXC ze 
swoistym receptorem (CXCR-1, CXCR-2, ang. CXC chemo- 
kine receptor-1, -2) zapoczątkowuje proces przekazywania 
sygnału, prowadzący do wzrostu w ew nątrzkom órkowego 
stężenia Ca2+. Wynikiem tego procesu jest między innymi 
degranulacja neutrofili i ich migracja w  kierunku w zrasta
jącego stężenia bodźca chemotaktycznego. Degranulacja 
powoduje uwolnienie nieaktywnej MMP-8 i MMP-9. Po ich 
aktywacji (np. z udziałem reaktywnych form tlenu, p rodu 
kowanych przez pobudzone granulocyty) następuje degra
dacja białek ECM, umożliwiająca migrację granulocytów. 
Zważywszy, że wiele chemokin ma charakter substratów 
MMP-9, można przyjąć, że enzym  spełnia w  tym układzie 
podwójną rolę: degradując białka ECM pozwala na m igra
cję komórek, ale degradując chemokiny, także pełni funkcję 
regulatorową [40],

Innym reprezentantem  chemokin CXC jest czynnik po
chodzący z komórek zrębu szpiku kostnego (SDF-1, ang. 
stromal cell-derived factor-1), odgrywający kluczową rolę w

rekrutacji hematopoetycznych komórek prekursorowych 
(CD34+). SDF-1 jest również silnym chemoatraktantem 
dla innych typów komórek, głównie spoczynkowych lim
focytów i monocytów. Odcięcie przez MMP czterech reszt 
aminokwasowych z N-końowego rejonu cząsteczki SDF-1 
prow adzi do utraty zdolności wiązania ze swoistym recep
torem (CXCR-4). Przynajmniej sześć enzymów z tej rodziny, 
w tym  MMP-2, rozszczepia wiązanie peptydow e pomiędzy 
czwartym  a piątym aminokwasem cząsteczki SDF-1 [41].

Od daw na wiadomo, że CXCR-4 pełni rolę koreceptora 
podczas fuzji w irusa HIV-1 (ang. human immunodeficiency 
virus) i jest niezbędny do zakażania nim  komórek CD4+, a 
fizjologiczny ligand tego receptora (SDF-1), blokując w ią
zanie HIV do CXCR-4, hamuje infekcję. Zatem degradacja 
SDF-1 przez MMP-2 będzie ułatwiać zakażenie w irusem 
HIV. W tym kontekście warto odnotować, że z kolei wirus 
HIV ma zdolność indukow ania ekspresji genów kodujących 
obie kolagenazy typu IV [42]. Z przewlekłym zakażeniem 
tym  wirusem  bezpośrednio związany jest zespół otępien- 
ny o cechach podostrego zapalenia mózgu. Okazało się, że 
MMP-2 może być bezpośrednio zaangażowana w  proces 
neurodegeneracji, bowiem skrócona przez nią cząsteczka 
SDF-1 (5-67) jest wysoce neurotoksyczna [43].

Nie sposób w  tym miejscu pominąć faktu, że MMP-9 
zajmuje wyjątkową pozycję w  procesie mobilizacji hem a
topoetycznych komórek macierzystych ze szpiku kostnego 
do krwi obwodowej. Bodźce stresowe, takie jak zapalenie, 
uszkodzenia tkanek czy chemioterapia indukują sekrecję 
wspom nianego już wcześniej SDF-1, stymulującego ekspre
sję MMP-9. Działanie tego enzym u w procesie mobilizacji 
hematopoetycznych komórek macierzystych jest złożone i 
obejmuje zarówno uwalnianie cytokin i czynników wzrostu 
związanych z ECM, niszczenie adhezyjnych połączeń po
między komórkami macierzystymi a środowiskiem szpiku, 
jak i degradację białek ECM, umożliwiającą migrację komó
rek. Ale to jeszcze nie wszystko. W rekrutacji hem atopoe
tycznych komórek prekursorowych i innych komórek m a
cierzystych uczestniczy również czynnik wzrostu komórek 
macierzystych (SCF, ang. stem cell factor), będący ligandem 
dla receptora c-kit -  białka o aktywności kinazy tyrozynowej 
[44,45]. SCF występuje w  dwóch formach, powstających w 
w yniku alternatywnej obróbki potranskrypcyjnej. Elimina
cja eksonu 6 prow adzi do powstania białka transbłonowe- 
go, podczas gdy cząsteczka o pełnej długości zawiera miej
sce cięcia rozpoznaw ane przez MMP-9. Przy udziale tego 
enzym u powstaje forma wolna (rozpuszczalna) SCF (sSCF). 
W prawdzie obie formy SCF (błonowa i rozpuszczalna) są 
aktywne biologicznie i wydaje się, że sSCF nie jest konieczna 
do prawidłowego przebiegu konstytutywnej hematopoezy, 
ale ma kluczowe znaczenie podczas szybkiej, indukowanej 
stresem mobilizacji hem atopoetycznych komórek macierzy
stych [44],

Substratami MMP mogą być też chemokiny z rodziny CC 
czyli takie, w których dwie pierwsze zachowane w ewolucji 
reszty cysteinowe następują bezpośrednio po sobie. Przy
kładowo, MCP-3 (ang. monocyte chemoattractant protein) jest 
substratem MMP-2. Odłączenie czterech aminokwasów z 
N-końcowego rejonu cząsteczki prow adzi nie tylko do jej 
inaktywacji, ale przekształca ją w  silnego antagonistę recep
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torów CCR-1, CCR-2 i CCR-3 (ang. CC chemokine receptor- 
1, -2, -3). Metaloproteinazy, których synteza ma miejsce w 
granulocytach obojętnochłonnych (MMP-8, MMP-9) nie są 
zdolne do proteolitycznej degradacji MCP-3 [46], Inne MCP 
(MCP-1, -2, -4) także są substratami MMP i w  kontakcie z 
tymi enzymami tracą swą aktywność agonistów stanu za 
palnego.

MMP MOGĄ GENEROWAĆ 
REGULATORY ANGIOGENEZY

Poza regulowaniem aktywności, czy też dostępności 
cytokin, chemokin i czynników wzrostu, MMP rozcinają 
również inne białka, znosząc tym samym ich funkcje bio
logiczne, ale często powstające produkty degradacji mają 
zupełnie nowe właściwości. I tak, obie kolagenazy typu  
IV oraz kilka innych MMP (zwłaszcza MMP-8 i MMP-13) 
mogą rozcinać prolaktynę, a jednym  z produktów  degrada
cji jest N-końcowy fragment (16 kDa) [47]. Prolaktyna jest 
hormonem laktotropowym o masie cząsteczkowej 23 kDa, 
wydzielanym przez przysadkę, a jej N-końcowy fragment 
(16 kDa), obecny w krwioobiegu i w wielu narządach, jest 
znany z bardzo silnych właściwości antyangiogennych; ma 
zdolność do hamowania proliferacji komórek śródbłonka 
stymulowanej zasadowym  czynnikiem wzrostu fibrobla- 
stów (bFGF, ang. basic fibroblast growth factor) i czynnikiem 
wzrostu śródbłonka naczyń (VEGF, ang. vascular endothelial 
growth factor). Z  kolei degradacja plazminogenu przez kola
genazy typu IV oraz MMP-7 prowadzi do powstania innego 
inhibitora angiogenezy -  angiostatyny, stanowiącej 38 kDa 
fragment tego białka (cztery pierwsze pętle) [21].

Można odnaleźć jeszcze więcej przykładów, w skazują
cych na antyangiogenne działanie MMP, aczkolwiek chodzi 
tu o produkty powstające w wyniku degradacji białek ECM. 
Do takich inhibitorów należy endostatyna -  20 kDa prote
olityczny fragment kolagenu typu XVIII i restyna -  frag
ment kolagenu typu XVI [1]. Negatywnymi regulatorami 
angiogenezy są także fragmenty kolagenu IV: aresten (ang. 
arresten), kanstatyna (ang. canstatin) i tum statyna (ang. tum- 
statin), pochodzące odpowiednio z łańcucha a l ,  a2 i a3 tego 
białka. Jednak MMP są przede wszystkim bardzo skuteczne 
w prom owaniu angiogenezy. Inwazja proliferujących ko
mórek śródbłonka na otaczające tkanki wym aga degradacji 
ECM i w tych procesach uczestniczą obie kolagenazy typu 
IV [11]. MMP mogą również stymulować angiogenezę w 
jeszcze inny sposób, degradując czynniki antyangiogenne. 
Wykazano ostatnio, że czynnik pochodzący z nabłonka bar
wnikowego siatkówki (PEDF, ang. pigment epithelium-deri
ved factor), silny inhibitor angiogenezy, może być niszczony 
przez MMP-2 i MMP-9 [6]. W ten sposób oba enzymy w łą
czone są w patogenezę niezwykle poważnego powikłania 
cukrzycowego, jakim jest retinopatia proliferacyjna. W arto 
jednak zaznaczyć, że działanie PEDF nie ogranicza się do 
obszaru oka; omawiane białko jest obecne w krwioobiegu w 
wystarczająco wysokim stężeniu by hamować unaczynianie 
wtórnych ognisk nowotworowych [48],

MMP REGULUJĄ AKTYWNOŚĆ WIELU PROTEIN AZ

MMP zdolne są do inaktywacji aktywatora plazm inoge
nu typu urokinazowego (uPA, ang. urokinase-type plasmino-

gen activator), jak i wielu inhibitorów proteianz serynowych, 
w  tym inhibitora c^-proteinaz serynowych (c^-PI, ang. a:- 
proteinase inhibitor), c^-antychymotrypsyny i inhibitora-2 
aktywatora plazm inogenu (PAI-2, ang. plasminogen activa
tor inhibitor) [49], Wreszcie, w charakterze substratów  MMP 
mogą występować inne latentne enzymy z tej rodziny, a od 
cięcie prodom eny prow adzi do ich aktywacji. Przykładem 
może być wspom niana już wcześniej MT-1MMP, uczestni
cząca w aktywacji MMP-2 [1].

M M P  W Ł Ą C Z O N E  S Ą  W  P A T O G E N E Z Ę  W IE L U  C H O R Ó B

Ponieważ MMP-2 i MMP-9 rozpoznają tak wiele różno
rodnych substratów (zarówno składników ECM, jak i spoza 
ECM), zachwianie równowagi pom iędzy tym i enzymami 
a ich naturalnym i inhibitorami (TIMP) może prowadzić 
do rozwoju stanów patologicznych. Kolagenazy typu IV 
włączone są w patogenezę wielu chorób. N iewątpliw ie naj
więcej w iadom o o ich udziale w  rozwoju i progresji now o
tworów (ten temat był już podnoszony na łamach Postępów 
Biochemii [2]) oraz w chorobach sercowo naczyniowych
[50], Ostatnio dużo mówi się o roli tych enzym ów  w  rozw o
ju chorób o podłożu autoimmunologicznym, takich jak cuk
rzyca typu I oraz stwardnienie rozsiane. W ynika to z faktu, 
że podczas stanu zapalnego trzustki zaktyw ow ana MMP-9 
może rozcinać insulinę na mniejsze fragm enty, a tym sa
m ym  brać udział w  generowaniu imm unodom inujących 
epitopów [51]. Prowadzi to do zaostrzenia przebiegu cho
roby. Z kolei zdolność MMP, w tym obu kolagenaz typu IV, 
do degradowania zasadowego białka mieliny (MBP, ang. 
myelin basic protein), jednego ze składników osłonek mieli- 
nowych, prow adzi do jej zniszczenia, a odsłanianie immu- 
nogennych epitopów wzm aga odpow iedź immunologiczną, 
napędzając w  ten sposób proces destrukcji w  stw ardnieniu 
rozsianym [52]. Nie bez znaczenia jest też fakt, że MMP-9 
może również degradować interferon p (IFN-[3), zarówno 
endogenny, jak i podaw any w ramach kuracji, jako środek 
immunomodulujący [52,53], Oczywiście szczegółowe om ó
wienie roli MMP we wszystkich w spom nianych wcześniej 
stanach patologicznych przekracza ram y niniejszego arty 
kułu. Postanowiliśmy zatem zwrócić uw agę Czytelników 
na udział tych enzymów w rozwoju nadciśnienia.

UDZIAŁ MMP W PATOGENEZIE 
CHOROBY NADCIŚNIENIOWEJ

Nadciśnienie tętnicze, niezwykle w ażny czynnik ryzy
ka rozwoju chorób sercowo-naczyniowych, związane jest 
z procesem przebudow y układu sercowo-naczyniowego, 
prowadzącym  do postępującego włóknienia mięśnia serco
wego. MMP odgrywają istotną rolę w  patogenezie chorób 
sercowo-naczyniowych; uczestniczą w przebudow ie ECM, 
prowadzącej do włóknienia miokardium , pogrubienia bło
ny wewnętrznej tętnic, a także przyczyniają się do destabili
zacji blaszek miażdżycowych [54,55].

Ostatnie badania wskazują, iż rola MMP w patogenezie 
nadciśnienia nie sprow adza się wyłącznie do przebudow y 
białek ECM. Ciśnienie krwi jest regulow ane dzięki współ
działaniu współczulnego układu nerw ow ego i grupy naczy- 
nioaktywnych peptydów  takich jak adrenom edulina (AM, 
ang. adrenomedullin), peptyd pochodny genu kalcytoniny 
(CGRP, ang. calcitonin-gene-related peptide), przedsionkowy
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peptyd natriuretyczny (ANP, ang. atrial natriuretic peptide), 
amylina oraz aktyw na endotelina-1 (ET-1, ang. endothelin-1) 
[56,57],

Adrenomedulina, peptyd zbudow any z 52 reszt amino- 
kwasowych, spokrewniony z kalcytoniną, CGRP i amyliną 
[58-60], jest silnym czynnikiem rozszerzającym naczynia, 
którego synteza zachodzi głównie w komórkach śródbłon- 
ka i mięśniach gładkich naczyń. Martinez i wsp. [57] w yka
zali, że adrenom edulina może być rozcinana przez MMP- 
2 w kilku miejscach, co prow adzi do powstania sześciu 
różnych peptydów . Odcięcie siedmiu lub dziesięciu reszt 
aminokwasowych z rejonu N-końcowego cząsteczki adre- 
nomeduliny nie powoduje utraty zdolności do wiązania z 
receptorem, ani utraty aktywności biologicznej. AM (8-52) 
i AM (11-52) ma w  pełni zachowaną zdolność rozszerza
nia naczyń krwionośnych. Jednak dalsza degradacja tych 
peptydów  przez MMP-2 prow adzi do utraty tej funkcji, i 
co ciekawe, jeden z produktów  degradacji, AM (11-22) jest 
czynnikiem obkurczającym naczynia, działającym za po
średnictwem niezidentyfikowanego jak dotąd receptora. 
Obecne w  krwioobiegu białko wiążące adrenomedulinę, 
tzw. czynnik H, zapobiega degradacji tego hormonu przez 
MMP-2 [57],

In vitro MMP mogą degradować wiele białek nie będą
cych składnikami ECM, ale nie do końca rozpoznano czy 
działają w  ten sposób także in vivo. W przypadku adreno- 
m eduliny jest to bardzo praw dopodobne, ponieważ takie 
same peptydy jakie powstawały w  wyniku trawienia tego 
horm onu MMP-2 in vitro, udało się wyizolować z moczu 
[57], MMP-2 może więc w znaczący sposób przyczyniać 
się do rozwoju nadciśnienia, zważywszy, że nie tylko ob
niża poziom adrenom eduliny (rozszerzającej naczynia), ale 
także generuje peptyd o działaniu antagonistycznym. Ten 
sam enzym może również pośredniczyć w aktywacji pre
kursorów horm onów  regulujących ciśnienie krwi. Duża 
endotelina-1 (ET-1, ang. big endothelin-1) (1-38) powstaje 
między innymi w  komórkach śródbłonka, komórkach mięś
ni gładkich naczyń krwionośnych i kardiomiocytach. Jest 
czynnikiem inotropowym , bardzo silnie obkurcza naczynia 
krwionośne, ale także działa jako mitogen [61]. Na terenie 
śródbłonka naczyń przekształcenie dużej ET-1 do aktywne
go horm onu zachodzi głównie przy udziale enzymów kon
wertujących endoteliny (ECEs, ang. endothelin-converting 
enzymes). Aktywność tych enzym ów w komórkach śród
błonka jest bardzo wysoka, a proteolityczne rozszczepienie 
dużej ET-1 za ich pośrednictwem prowadzi do powstania 
aktywnego pep tydu  ET-1 (1-21) [62], W wielu chorobach 
sercowo-naczyniowych obserwowano podniesiony poziom 
ET-1 w osoczu [63-65].

Fernandez-Patron i wsp. [66] wykazali, że duża endoteli- 
na-1 może być także przekształcana do aktywnego horm onu 
przy udziale MMP-2. Pod wpływ em  działania tego enzymu, 
w  w yniku rozszczepienia wiązania pomiędzy Gly32 a Leu33, 
powstaje peptyd ET-1 (1-32), wykazujący silniejsze działanie 
skurczowe niż ET-1(1-21). W przeciwieństwie do komórek 
śródbłonka, w  komórkach mięśni gładkich naczyń, aktyw 
ność ECE jest niska, ale zachodzi w  nich ekspresja MMP-2. 
Wydaje się zatem  prawdopodobne, że w tych komórkach 
MMP-2 mogłaby pośredniczyć w alternatywnej drodze ak

tywacji ET-1 [66]. Za istnieniem takiego mechanizmu prze
mawia też fakt, że w wielu stanach patologicznych, takich 
jak nadciśnienie, miażdżyca i restenoza obserwuje się jed
noczesny wzrost syntezy dużej ET-1 i MMP-2.

Odkrycie nowej drogi aktywacji ET-1, w  której pośredni
czy MMP-2, może mieć istotne znaczenie farmakologiczne. 
W wielu laboratoriach prow adzone są prace zmierzające do 
skonstruowania syntetycznych, selektywnych inhibitorów 
metaloproteinaz. Selektywne hamowanie MMP-2 mogłoby 
stanowić nową farmakologiczną strategię leczenia chorób 
naczyń, w  których obserwowana jest nadekspresja genów 
zarówno dla MMP-2, jak i dla ET-1.

U W A G I K O Ń C O W E

Przytoczone powyżej fakty wskazują, że obie kolagenazy 
typu IV mają niezwykle szerokie możliwości m odulowania 
środowiska, w którym przebywa komórka. O ile ich zdol
ność do degradowania strukturalnych białek ECM (prze
de wszystkim kolagenu typu IV) była znana od dawna, to 
ostatnio pojawia się coraz więcej informacji wskazujących, 
że mogą także degradować wiele biologicznie aktywnych 
molekuł, takich jak cytokiny, hormony, chemokiny, czynni
ki wzrostu, receptory błonowe i wiele innych białek spoza 
ECM. Tym samym, kolagenazy typu IV zyskały nowe ob
licze. Można powiedzieć, że awansowały do roli ważnych 
enzym ów regulujących podstaw ow e funkcje komórki. Bez 
wątpienia, na szczególną uw agę zasługuje MMP-9, która 
jest nie tylko efektorem, ale też regulatorem wielu funkcji 
komórek obronnych. Nie jest więc niczym zaskakującym, 
że MMP włączone są w patogenezę wielu chorób, między 
innymi nowotworowych, układu krążenia, nadciśnienia, 
ostrych i przewlekłych chorób układu oddechowego oraz 
chorób przyzębia. Z tego pow odu zaczęto poszukiwać spo
sobu zaham owania ich aktywności. Skonstruowano wiele 
syntetycznych inhibitorów tych enzymów. Batimastat a na
stępnie marimastat przeszły próby kliniczne już w drugiej 
połowie lat 90. Pierwsze inhibitory MMP w prow adzone do 
badań klinicznych miały bardzo małą selektywność (hamo
wały aktywność wielu enzymów z tej rodziny), a ponadto ich 
stosowanie związane było z uciążliwymi efektami uboczny
mi, między innymi w postaci bólów mięśni i stawów. Inhi
bitory nowej generacji są znacznie bardziej selektywne, ale 
pomimo tego, stosowanie takich leków nie doprowadziło 
do spektakularnych sukcesów w terapii przeciwnowotwo- 
rowej. Może to wynikać z faktu, że rola tych enzym ów w 
procesie now otw orow ym  nie jest tak jednoznaczna jak pier
wotnie sądzono; MMP, a zwłaszcza kolagenazy typu IV nie
wątpliwie sprzyjają unaczynieniu guza ale z ich udziałem 
mogą przecież także powstawać inhibitory angiogenezy.
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ABSTRACT
Matrix metalloproteinases (MMPs) are zinc-dependent endopeptidases that cleave protein components of extracellular matrix such as colla- 
gens, laminin, fibronectin, proteoglycans and contribute to cell migration by eliminating the surrounding extracellular matrix and basement 
membrane barriers. However, the extracellular matrix is not simply an extracellular scaffold because, for example, it contains sites that can 
bind growth factors; therefore, degradation of the extracellular matrix components by MMPs can alter cellular behavior. MMPs also cleave 
a variety of non-ECM proteins, including cytokines, chemokines, and growth factors, activating or inactivating them, or generating other 
products that have biological consequences. The immune system is also influenced by MMPs. For that reason, the function of MMPs is much 
more complex and subtle than sim ple demolition. MMPs are essential for embryonic development and morphogenesis, however, exuberant 
expression of these enzymes has been associated with a variety of destructive diseases, including tumor progression, cardiovascular diseases 
and autoimmune diseases.
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STRESZCZENIE

L aminy są białkami należącymi do rodziny filamentów pośrednich typu V. Wiadomo już, 
że są one nie tylko białkami strukturalnymi jądra komórki, ale też wpływają na struk

turę chromatyny, regulują ekspresję genów, warunkują rozmieszczenie i prawdopodobnie  
stabilność innych białek. Tak jak laminy pełnią w iele różnych funkcji w  komórce, tak też 
mutacje genów kodujących te białka mogą w różny sposób wpływać na komórkę i w  rezul
tacie mieć różne skutki. Mutacje genu LM NA  są przyczyną licznych chorób zwanych lamino- 
patiami. Wśród laminopatii znajdują się choroby dotyczące tkanki mięśniowej, tłuszczowej, 
aksonów, a także progerie, czyli choroby objawiające się przedwczesnym starzeniem, m.in. 
progeria Hutchinson-Gilford (HGPS). Wydaje się, że te same mechanizmy molekularne, któ
re są odpowiedzialne za przedwczesne starzenie komórek pacjentów z HGPS, przyczyniają 
się do starzenia komórek prawidłowych.

WPROWADZENIE

Jedną z cech odróżniających komórkę eukariotyczną od prokariotycznej jest 
obecność jądra komórkowego, organellum wydzielonego z cytoplazmy otoczką 
jądrową. W skład otoczki jądrowej wchodzi podwójna błona jądrowa, kom plek
sy białek porów  jądrowych oraz lamina jądrowa (ang. nuclear lamina), zw ana 
także blaszką jądrową. Błonę jądrową tworzą dwie błony: zew nętrzna (ONM, 
ang. outer nuclear membrane) i w ewnętrzna (INM, ang. inner nuclear membrane), 
łączące się w  miejscach, gdzie znajdują się pory jądrowe -  kompleksy białek re
gulujących transport pomiędzy jądrem a cytoplazmą. Zewnętrzna błona jądro
wa przechodzi w  siateczkę śródplazmatyczną i posiada podobne biochemiczne 
i funkcjonalne właściwości, natomiast cechą charakterystyczną dla wewnętrznej 
błony jądrowej jest obecność białek błonowych zwanych transbłonowymi biał
kami otoczki jądrowej, kotwiczonych w błonie podczas interfazy [1].

Tuż pod w ew nętrzną błoną jądrową znajduje się blaszka jądrową będąca 
siecią białkową oddziałującą z różnymi białkami i chromatyną, zapewniająca 
strukturalną integralność otoczce jądrowej [2], Głównym składnikiem blaszki 
jądrowej są laminy (ang. lamins) -  białka należące do rodziny filamentów po
średnich (Ryc. 1).

Zainteresowanie otoczką jądrową znacznie wzrosło od kiedy odkryto, że m u 
tacje w  genach zarówno białek błony jądrowej, jak i lamin czy białek kom plek
sów porów  jądrowych są przyczyną licznych chorób dziedzicznych określanych 
wspólną nazw ą laminopatii (ang. laminopathies) jeśli mutacja dotyczy genów la
min lub otoczkopatii 
(ang. envelop athies), 
jeśli mutacje zaszły 
w obrębie genów 
białek INM lub po
rów jądrow ych [1],
Ponadto zm iany w 
ekspresji lam in co
raz częściej łączy się 
z rozwojem now o
tw orów  [1,3,4].

LAMINY 
-  PIERWSZA 
ODSŁONA

Laminy są to
białka należace do ^yc’na I’ R ozm ieszczen ie lam in w  jądrze. Z aznaczono g łó w n e  e lem en ty  bu- 

 ̂ d o w y  jądra: podw ójną b łonę jądrow ą, por oraz lam iny tw orzące b laszkę ją-
rodziny filamentów drow ą.
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pośrednich typu V. Podobnie jak wszystkie filamenty po
średnie również laminy składają się z trzech części: krótkiej 
N-końcowej domeny (ang. head domain), centralnej a-heli- 
kalnej domeny (ang. rod domain) oraz C-końcowej domeny 
globularnej (ang. taił domain). Ze względu na strukturę biał
kową i wzór ekspresji laminy podzielono na laminy typu A 
i B [5],

U zwierząt kręgowych syntetyzowane są liczne laminy, 
zarówno w formie specyficznej dla komórek linii rozrod
czej, embrionów i komórek somatycznych. W komórkach 
człowieka występują trzy różne geny lamin (LM NA, LMNB1 
i LMNB2), kodujące w sumie siedem różnych białek (cztery 
laminy typu-A oraz trzy laminy typu-B). Wszystkie cztery 
laminy typu-A (A, AA10, C, C2) są produktam i różnicowe
go cięcia i składania mRNA (ang. splicing) genu LMNA. W 
większości zróżnicowanych komórek głównymi produkta
mi genu LMNA  są laminy A i C. Lamina AA10 pozbawiona 
jest egzonu 10, wykryto ją w komórkach nowotworowych, 
ale też w  licznych typach komórek prawidłowych, nato
miast lamina C2 jest produktem  genu LM NA  specyficznym 
dla komórek linii rozrodczej [1,6]. Jak dotąd opisano trzy la
miny typu-B. Lamina BI wydaje się unikalnym  produktem  
genu LMNB1, zaś w  wyniku różnicowego cięcia i składania 
mRNA genu LMNB2 powstaje lamina B2 występująca w 
większości komórek oraz lamina B3, która ulega ekspresji 
jedynie w  spermatocytach [1],

Laminy stanowią substrat kinazy cyklinozależnej 1 
(CDK1) oraz kinaz mitotycznych. Podczas interfazy i mi
tozy laminy ulegają fosforylacji, blaszka jądrowa rozpada 
się, zaś tworzące ją laminy typu-A (A i C) rozpraszają się

 C U D — c o o h

Lamina A

R ycina 2. O d pre-lam iny d o lam iny. N a schem acie p rzed staw ion o  m odyfikacje 

potranslacyjne jakim u lega  pre-lam ina A n im  stanie się  lam iną A.

w postaci rozpuszczalnych dimerów, podczas gdy laminy 
typu-B (BI i B2) pozostają w  kontakcie z błonami [1], Lami
ny typu-A i B różnią się nie tylko zachowaniem podczas m i
tozy, ale także odm iennym  w zorem  ekspresji w  komórkach. 
Laminy typu-B zapewniają integralność jądra kom órkowe
go, są niezbędne do przeżycia komórki, jak też praw idłow e
go rozwoju [1,7]. Laminy BI i B2 występują w większości 
komórek, zarówno w życiu płodowym, jak i w komórkach 
organizmu dorosłego. W przeciwieństwie do lamin typu-B, 
które uw aża się za podstaw ow e elementy budujące laminę 
jądrową, laminy typu-A wydają się pełnić bardziej w yspe
cjalizowane funkcje, a ich ekspresja zazwyczaj skorelowana 
jest z różnicowaniem komórki [1], Świadczy o tym fakt, że 
zarodki ludzkie pozbawione lamin typu-A umierają jesz
cze w czasie życia płodowego lub wkrótce po urodzeniu, 
podczas gdy komórki bez lamin A i C w hodowli dzielą się 
prawidłowo [1,7].

Karioszkielet tworzony przez laminy pomaga w organi
zacji kompleksów białkowych w obrębie jądra, ich interakcji 
z chromatyną, jak również zapewnia strukturalną podporę 
jądra [8], Laminy uczestniczą w regulacji ekspresji genów i 
replikacji DNA, niemniej mechanizm tego procesu nie jest 
do końca poznany.

O D  PR E L A M IN Y  D O  L A M IN Y

Wszystkie laminy z wyjątkiem laminy C powstają jako 
pre-laminy, posiadające na C-końcu m otyw CaaX (cysteina, 
dwa aminokwasy alifatyczne, dowolny aminokwas), zwany 
również Caax-box [5]. Motyw ten podlega sekwencji zda
rzeń prowadzących do farnezylacji i metylacji zawartej w 
nim reszty cysteiny. Przyłączenie grupy farnezylowej do 
reszty cysteiny zachodzi w nukleoplazmie i jest sygnałem 
do proteolitycznego odcięcia grupy aaX, a następnie mety
lacji tejże cysteiny [1,9,10], (Ryc. 2). Zarówno farnezylacja, 
jak i metylacja, są procesami niezbędnymi by lamina A i la
miny typu-B mogły zostać zakotwiczone w INM. Jednakże 
z chwilą przemieszczenia do INM drogi laminy A i lamin 
typu-B rozchodzą się. Podczas gdy laminy typu-B pozosta
ją farnezylowane przez cały okres trwania, lamina A ulega 
cięciu przez metaloproteinazę zależną od cynku ZMPSTE24 
(FACE-1) w obrębie sekwencji zlokalizowanej piętnaście 
reszt aminokwasowych powyżej farnezylowanej reszty cy
steiny. W ten sposób powstaje ostateczna forma laminy A. 
Utracie grupy farnezylowej lamina A zawdzięcza właściwo
ści rozpuszczalne podczas mitozy, gdyż w tej formie białko 
to nie jest w stanie pozostać związane z błoną z chwilą gdy 
dochodzi do rozpadu blaszki jądrowej.

Badania in vitro wykazały, że metaloproteinaza ZMP- 
STE24 jest niezbędna do przeprow adzenia tylko drugiej 
endoproteolizy w procesie obróbki laminy A, natomiast 
pierwsza (odcięcie grupy aaX) może zostać przeprow adzo
na przez ZMPSTE24 lub Reel (ang. prenyl protein protease 1) 
[8],

D R A ST Y C Z N E  SK U T K I D R O B N E J  

Z M IA N Y  -  M UTAC JE G E N U  L M N A

Jak dotąd nie są znane choroby dziedziczne związane z 
mutacjami w genach LMNB1 i LMNB2, przypuszczalnie mu-
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MODEL STRUKTURALNY
Zmiana struktury lamin A powoduje zaburzenia 

budowy blaszki jądrowej i jej odtwarzania po mitozie 
oraz zaburzenia oddziaływań z białkami 

strukturalnymi

MODEL EKSPRESJI GENÓW

Zaburzenia oddziaływań z chromatyną 
i czynnikami transkrypcyjnymi

Obniżenie stabilności lamin

Kruchość jąder

Zaburzenia położenia 
i migracji jądra

Zaburzenia metaboliczne

Utrata lub nieprawidłowa
lokalizacja heterochromatyny

Zmiany w kontroli transkrypcji

Zaburzenia równowagi między 
proliferacją a różnicowaniem

MODEL RETIKULARNY

Osłabienie oddziaływań lamin z białkami błony 
jądrowej, przemieszczanie się białek INM do ER

MODEL CYKLU KOMÓRKOWEGO

Zaburzenia funkcji białka Rb

R ycina 3. H ipote tyczn e m od ele próbujące w yjaśnić m olekularne p o d sta w y  lam inopatii. P rzed staw iono p rop on ow an e p rzyczyn y  (tuż p od  n azw ą m od elu ) oraz skutki na 

p odstaw ie  [11],

tacje takie są letalne [5]. Natomiast wykryto już ponad 150 
mutacji w genie LMNA  odpowiadających za różne choroby 
dziedziczne zwane laminopatiami (aktualny w ykaz dostęp 
ny jest na stronie internetowej „Leiden m uscular dystrophy 
pages" pod adresem h ttp ://w w w .d m d .n l/lm n a_ h o m e . 
html).

Wśród chorób wynikających z mutacji genu kodującego 
laminy typu-A są m.in. choroby dotyczące układu mięśnio
wego (dystrofia Emery-Dreifuss), tkanki tłuszczowej (syn
drom  Seip) oraz aksonów (choroba Charcot-Marie-Tooth 
typu 2) [1,5,6]. Niedawno wykazano również związek m u 
tacji w genie LMNA  z chorobami objawiającymi się p rzed 
wczesnym starzeniem, m.in. progerią Hutchinson-Gilford 
(HGPS) czy nietypowym syndrom em  W ernera [5,6].

Pytanie jak to się dzieje, że mutacje jednego genu pow o
dują tak liczne i różnorodne choroby nadal pozostaje o tw ar
te. Zaproponowano cztery modele próbujące na nie odpo 
wiedzieć (Ryc. 3).

Pierwszy, zwany strukturalnym, opiera się na założeniu, 
że podstaw ow ą funkcją lamin jest ochrona strukturalnej in
tegralności jądra komórki. Zgodnie z tym założeniem m uta 
cje lamin A osłabiają strukturę blaszki jądrowej i zmieniają 
jej właściwości mechaniczne czyniąc ją bardziej podatną 
na czynniki stresowe. Ponadto, mutacje mogą pow odow ać 
zmiany budow y cząsteczek lamin, co może w pływ ać na łą
czenie się tych białek podczas odtwarzania blaszki jądrowej

po podziale mitotycznym, czy też podczas wzrostu jądra w 
interfazie. Osłabienie struktury blaszki jądrowej może tak
że destabilizować wiązanie lamin z cytoszkieletem aktyno
wym, co może powodować nieprawidłowe kotwiczenie i 
lokalizowanie jądra komórkowego [5,11].

Laminy A zmienione na skutek mutacji nie są w stanie 
zapewnić prawidłowego rozmieszczenia białek błony ją
drowej, co także może być przyczyną choroby. Na takim za
łożeniu opiera się model retikularny [11], Jeżeli powstałe ze 
zm utowanego genu laminy nie oddziałują z białkami błony 
jądrowej w  sposób prawidłowy, to białka te mogą zacząć 
się przemieszczać w obrębie dw uw arstw y lipidowej, jak też 
poprzez pory jądrow e i w ten sposób znaleźć się w  siatecz
ce śródplazmatycznej. Niewykluczone, że białka jądrowe 
obecne w siateczce śródplazmatycznej oddziałują w  sposób 
niefizjologiczny z białkami tego przedziału komórkowego, 
co może mieć w pływ  na funkcje metaboliczne, np. m etabo
lizm kwasów tłuszczowych w adipocytach czy homeostazę 
w apniow ą w komórkach mięśniowych [11].

Inny model zakłada, że laminy typu-A oraz białka z nimi 
związane mogą być zaangażowane w regulację ekspresji 
genów, również tych specyficznych tkankowo [5,12]. Dla
tego też mutacje genu LMNA  mogą mieć różny skutek w 
różnych komórkach. Laminy A powstałe ze zm utow anego 
genu mogą powodować zaburzenia ekspresji genów za
równo bezpośrednio, poprzez oddziaływanie z czynnikami 
transkrypcyjnymi, jak i na poziomie epigenetycznym w pły 
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wając na tworzenie heterochromatyny. W grupie regulato
rów transkrypcyjnych podejrzewanych o oddziaływanie z 
laminami lu b / i  białkami LAP (ang. lamin associated proteins) 
są m.in. białka takie jak OCT-1 (ang. octamer-binding trans- 
cryption factor 1), GCL (ang. germ cell-less), SREBP-1 (ang. 
steroid response element binding protein-1), BAF (ang. barrier 
to autointegration factor) oraz białko Rb (ang. retinoblastoma 
protein), niemniej mechanizm molekularny leżący u pod 
staw regulacji funkcji tych białek przez laminy nie jest jasny 
[5,11,13],

N iedawno zaproponow ano również czwarty model, mo
del cyklu komórkowego, podkreślający rolę lamin typu-A 
w proliferacji komórek [11]. Zgodnie z tą hipotezą mutacje 
LMNA  przyczyniają się do zaburzeń kontroli proliferacji ko
mórek, zwłaszcza ponownego wejścia w  cykl komórkowy 
komórek organizm u dorosłego. M olekularny mechanizm 
tego procesu nie jest jeszcze znany. Przypuszczalnie laminy 
uczestniczą w  zależnym od białka Rb mechanizmie kontroli 
równowagi między proliferacją a różnicowaniem komórek. 
Badania przeprow adzone na mioblastach ze zm utowaną, 
powodującą dystrofię formą laminy A wykazały, że kom ór
ki te nie są w  stanie różnicować in vitro, zaś w komórkach 
myszy LMNA-null poziom białka Rb jest znacznie obniżo
ny. W komórkach tych myszy białko Rb jest gwałtownie 
degradow ane przez proteasom, zatem najprawdopodobniej 
kompleksy lamin A /C  chronią je przed proteasomalną de
gradacją [14]. Ponadto wykazano, że in vivo hypofosforylo- 
wane białko Rb (w tej formie białko Rb działa jako represor 
transkrypcji) i laminy A /C  kolokalizują na obrzeżu jądra 
zaś in vitro Rb wiąże laminy A /C . Oznacza to, że aktywność 
tego białka jako represora transkrypcji koreluje z wiązaniem 
przez nie lamin [12]. Białko Rb odgrywa bardzo ważną rolę 
w procesie starzenia replikacyjnego (opisano w dalszej czę
ści tego artykułu oraz Ryc. 5), zatem fakt, iż laminy w pły 
wają na funkcje tego białka może tłumaczyć obserwowane 
w przypadku niektórych mutacji genu LM NA  symptomy 
przedwczesnego starzenia.

Zaproponow ane modele nie wykluczają się wzajemnie, 
a wręcz przeciwnie, wydaje się, że najprawdopodobniej to 
właśnie kombinacja wszystkich tych mechanizmów -  przy
czyniających się w różnym  stopniu -  odpow iada za różno
rodność patologicznych fenotypów obserwowanych u pa 
cjentów z laminopatiami.

PROGERIA HUTCH INSO N-GILFORD  
CHOROBĄ „DOJRZEW ANIA LAMINY"

Progeria Hutchinson-Gilford (HGPS), rzadka choroba 
w arunkow ana genetycznie (autosomalna dominująca), 
charakteryzująca się w zm ożonym  i przedwczesnym  sta
rzeniem, została opisana ponad sto lat tem u [15,16]. Szacuje 
się, że jedna osoba na osiem milionów zapada na tą chorobę 
[2], Osoby dotknięte HGPS wydają się zdrow e w momencie 
urodzenia, jednakże zazwyczaj już w przeciągu pierwszych 
dwóch lat życia pojawiają się pierwsze oznaki choroby ta
kie jak spowolniony wzrost, utrata włosów, rzęs, brwi oraz 
lipodystrofia (w szczególności znaczna utrata podskórnej 
tkanki tłuszczowej), a w  późniejszych latach problemy ze 
stawami, co prowadzi do upośledzenia zdolności rucho
wych [2,17], Średnia długość życia chorych na HGPS to 13,4

roku, a najczęstszą przyczyną śmierci jest zawał serca lub 
zastoinowa niewydolność serca [17,18],

Cechą charakterystyczną jąder fibroblastów pacjentów z 
HGPS jest zmieniony kształt (często wielopłatowość, wpu- 
klenia czy przepuklina jądrowa), wzrost uszkodzeń DNA 
oraz spadek ekspresji licznych białek jądrowych m.in. HP1 
(ang. heterochromatin protein 1) oraz białek związanych z la
m inam i A -LAP2 (ang. lamin associated protein 2) [19]. Ponad
to zaobserwowano, że w komórkach osób z HGPS zmianie 
ulega w zór modyfikacji histonów, ze spadkiem specyficz
nej dla heterochrom atyny metylacji reszty lizyny dziewią
tej histonu H3 (Tri-Me-K9H3) [19,20]. Również aktywność 
transkrypcyjna tych komórek jest nieznacznie niższa mimo 
masowej dekondensacji chromatyny [21].

U podłoża progerii Hutchinson-Gilford leży mutacja 
genu LM NA  kodującego laminę A. Najczęstszą mutacją w 
HGPS jest heterozygotyczna Gly608 —► Gly608 z zamianą cy- 
tozyny na tyminę, powodująca zaburzenia różnicowego 
cięcia i składania mRNA, a w konsekwencji powstawanie 
skróconej o 50 aminokwasów, dominującej pod względem 
funkcji wersji laminy A, laminy AA50, zwanej też progeryną 
[2,5,19], Przew idyw ana sekwencja aminokwasowa progery- 
ny posiada miejsce farnezylacji, natomiast jest pozbawiona 
m otyw u RSYJLLG niezbędnego by metaloproteinaza ZMP- 
STE24 mogła dokonać endoproteolizy, co blokuje ostatni 
etap dojrzewania laminy A oraz potencjalnego miejsca fo
sforylacji na serynie 625 [2,21] (Ryc.4). W przeciwieństwie 
do prelam iny A z niefarnezylowaną cysteiną CaaX, proge- 
ryna grom adzi się w postaci nukleoplazmatycznych agre
gatów nie zw iązanych z błonami [8].

Inną chorobą objawiającą się przedwczesnym starzeniem, 
w której w ykryto mutacje genu LMNA, jest nietypowy syn
drom  W ernera. Klasyczny syndrom Wernera (WS) został 
opisany jako autosomalna recesywna choroba dziedziczna, 
będąca skutkiem  mutacji genu W RN  kodującego helikazę 
DNA. Syndrom  Wernera jest chorobą częstszą niż HGPS, 
dotyka 1:100000 osób. Wiele objawów klinicznych w ystępu
je zarów no w HGPS, jak i w syndromie Wernera, natomiast 
objawy te u pacjentów z HGPS pojawiają się zazwyczaj w 
pierwszych latach życia, podczas gdy u chorych z syndro
mem W ernera znacznie później (w dorosłym życiu). Wśród

Ser625 potencjalne miejsce fosforylacji

Miejsce cięcia w przypadku mutacji

R ycina 4. K rytyczne m iejsce alternatyw nego cięcia i składania produktu genu  

LM N A. N a  sch em acie zaznaczon o  miejsca cięcia produktu p raw id łow ego  genu  

LM N A  oraz a llelu  LM N A  pow stającego w  w yn ik u  punktowej mutacji w y stęp u 
jącej w  HGPS. W  w y n ik u  mutacji pow staje m R N A , którego produkt b iałkow y  

p o zb a w io n y  jest d ru g ieg o  miejsca cięcia (ozn aczonego na schem acie jako miej
sce en d op ro teo lity czn ego  cięcia) n iezbędn ego  w  procesie dojrzewania lam iny A 

(patrz Ryc. 2) oraz m iejsca fosforylacji na reszcie Ser 625 na p odstaw ie  [21].
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pacjentów z syndrom em  W ernera, w  przeciwieństwie do 
pacjentów z HGPS, zanotow ano w ysoki odsetek zachoro
wań na nowotwory, aczkolwiek średnia długość życia osób 
z syndromem W ernera jest d łuższa (średnio 47 lat) niż w 
przypadku osób z HGPS (13,4 lat) [2,18].

U 15% osób, u których na podstaw ie kryteriów  klinicz
nych rozpoznano syndrom  W ernera, nie znaleziono mutacji 
genu WRN, natom iast w ykryto mutację genu LMNA. Takie 
przypadki nazw ano nietypow ym  syndrom em  W ernera [6].

POTENCJALNE STRATEGIE TERAPEUTYCZNE

W komórkach pacjentów z HGPS obecności zmutowanej 
formy laminy A tow arzyszy spadek poziom u prawidłowej 
formy tego białka, zatem  obserw ow ane zm iany w kom ór
kach mogą być spow odow ane zarów no spadkiem  poziomu 
funkcjonalnej, prawidłowej form y lam iny A, jak też dom inu 
jącym negatyw nym  efektem laminy AA50 [22]. Przeprow a
dzono serię dośw iadczeń polegających na w prow adzeniu  
dzikiej formy laminy A do kom órek pobranych od pacjen
tów z HGPS i zaobserw ow ano, że podw yższenie poziomu 
prawidłowej formy lam iny A nie jest w  stanie przyw ró
cić prawidłowej morfologii komórki, a ponadto  obecność 
zmutowanej formy laminy w pływ a na właściwości dzikiej 
formy. Zmiana właściwości lam iny A w  obecności laminy 
AA50 sugeruje, iż ta d ruga w yw iera negatyw ny dominujący 
wpływ w komórkach osób z HGPS. Ponadto w prow adzenie 
laminy AA50 do zdrow ych fibroblastów indukuje zmiany 
morfologii jąder kom órkow ych przypom inające te obser
wowane w kom órkach HGPS [22], Zatem, aby przywrócić 
prawidłową morfologię kom órkom  chorych na HGPS nale
ży usunąć z tych kom órek laminę AA50.

Fong i wsp. [23] w yhodow ali m yszy ze zm utow anym  al- 
lelem genu LmnaLCO/LCO, posiadające jedynie laminę C, nie 
produkujące transkryptu  pre-lam iny A. Zarów no zdolność 
wzrostu, długość życia, s truk tura  kości i mięśni tych m y
szy nie odróżnia ich od m yszy dzikich. Podobnie analiza 
histopatologiczna nie wykazała żadnych nieprawidłowości 
w tkankach pobranych od tych zwierząt. N atom iast zwie
rzęta z mutacją Lmna pozbaw ione zarów no laminy A jak 
i C przejawiają sym ptom y dystrofii mięśniowej i żyją krócej
[24], Wydaje się zatem, że sam a lam ina C w  zupełności w y
starczy by zapewnić m yszom  dobrą kondycję zdrowotną, 
zaś lamina A nie pełni istotnej funkcji, przynajmniej w  w a
runkach przeprow adzonego doświadczenia. Świadczy to 
również o tym, że nie tyle brak laminy A jest spraw cą zmian 
morfologicznych obserw ow anych w kom órkach pochodzą
cych od pacjentów z lam inopatiam i, co grom adzenie się lub 
dominujący negatyw ny efekt zm utow anej formy tego biał
ka.

Fong przeprow adził doświadczenie, w  którym  użył m y
szy Zmpste24-/~. Komórki tych m yszy pozbaw ione są meta- 
loproteinazy ZMPSTE24, zatem  nie zachodzi w  nich endo- 
proteoliza pre-laminy A, co prow adzi do grom adzenia się 
farnezylowanej pre-lam iny A. Zwierzęta Z m pste24-/- prze
jawiały liczne sym ptom y przedw czesnego starzenia przy
pominające zm iany obserw ow ane u pacjentów z HGPS. 
Natomiast myszy Zmpste24~/~/ LmnahCO/LCO były zdrowe, 
mimo braku laminy A, p raw dopodobnie  dzięki obniżeniu 
poziomu patogennie działającej pre-lam iny A [24], Badania

Fonga ponadto wykazały, że niejako lamina C jest w stanie 
funkcjonalnie zastąpić laminę A. Potencjalną strategią tera
peutyczną mogłoby być zatem wyeliminowanie pre-laminy 
A przy pomocy np. antysensownych oligonukleotydow lub 
RNAi.

Inny sposób usunięcia laminy AA50 z komórki zapro 
ponowali Scaffidi i Misteli [19,22]. Jako że za powstawanie 
laminy AA50 odpowiedzialna jest mutacja prowadząca do 
powstania kryptycznego miejsca cięcia i składania mRNA, 
zatem zaprojektowali oni oligonukleotyd (morfolino 
exo ll), który komplementarnie blokuje region w egzonie 
11, zawierający mutację uniemożliwiając maszynerii róż
nicowego cięcia i składania mRNA dostęp do niego [22]. 
Badania z użyciem morfolino ex o ll  wykazały, iż przy jego 
zastosowaniu możliwe jest przywrócenie prawidłowego 
różnicowego cięcia i składania mRNA minigenu laminy A 
w komórkach HeLa [22]. Aby sprawdzić, czy przy pomocy 
ex o ll  możliwe jest przywrócenie praw idłow ego różnicowe
go cięcia i składania mRNA endogennego transkryptu genu 
LMNA, w prow adzono ex o ll  do fibroblastów HGPS. W yka
zano, że po czterech dniach od w prow adzenia ex o ll udało 
się wyeliminować nawet do 90% błędnie ciętego i składa
nego mRNA laminy A. Podobny efekt uzyskano również 
w pięciu innych liniach kom órkowych wyprow adzonych 
z komórek pobranych od pacjentów HGPS (trzech liniach 
fibroblastów skóry i limfocytach B). Przywrócenie praw id
łowego cięcia i składania produktu  genu LM NA  dopro 
wadziło do wyeliminowania laminy AA50, przywrócenia 
prawidłowej morfologii jąder oraz prawidłowego poziomu 
metylacji reszty lizyny dziewiątej histonu H3 (Tri-Me-K9), a 
także regulacji licznych genów, których deregulacja charak
teryzuje komórki HGPS [22].

Krótko po odkryciu, że laminy ulegają farnezylacji w y
kazano, iż podobnie modyfikowane jest również białko Ras
[8], Liczne badania na drożdżach wykazały, że modyfikacja 
potranslacyjna białka Ras wym agana jest by białko to mogło 
pełnić funkcje sygnałowe, zaś farnezylacja jest niezbędna by 
mogła zajść transformacja now otw orow a w onkogennych 
m utantach Ras [8], Obserwacja ta zwróciła uwagę badaczy 
na możliwość zastosowania inhibitorów transferazy farne- 
zylowej (FTI, ang. farnesyl transferaze inhibitor) w leczeniu 
nowotworów. Liczne FTI zostały zsyntezowane [25], a ba
dania z ich zastosowaniem objęły także HGPS.

Patologiczny fenotyp obserwowany w HGPS jest pow o
dowany obecnością farnezylowanej pre-laminy A, zatem 
przypuszczano, że zaham owanie farnezylacji mogłoby od 
wrócić ten fenotyp. Zachęcające wyniki uzyskano traktując 
FTI fibroblasty pobrane od pacjentów z HGPS. Okazało się, 
że liczne wypuklenia błony jądrowej tych komórek pod 
w pływ em  działania FTI zanikają [8,26], jednakże trzeba za
znaczyć, że nie wykazano wprost, że farnezylacja została 
zahamowana. Ponadto, z roku na rok odkryw ane są kolejne 
białka, na których funkcję wpływ a proces farnezylacji, za
tem specyficzne zahamowanie tego procesu w przypadku 
tylko jednego z nich wydaje się trudne, zaś globalne może 
mieć nieprzewidywalne skutki.

LAMINY W  PROCESIE STARZENIA FIZJOLOGICZNEGO

Ponad 40 lat temu Hayflick i Moorhead [27] zauważyli, że 
fibroblasty hodowane in vitro dzielą się tylko określoną licz-
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uszkodzenia DNA

nieprawidłowa struktura otoczki jądrowej ?

1
l

1
Replikacja DNA

R ycina 5. Regulacja cyk lu  kom órk ow ego . N a  u p roszczon ym  schem acie p rzedsta
w io n o  m echanizm  regulacji cyk lu  k om ó rk ow ego , z  u w z g lęd n ien ie m  białek istot
n ych  w  procesie starzenia. W  kom órkach u legających  p rocesow i starzenia obser
w uje się  w zrost p oziom u  białka p l4 ,  które w iążą c lig azę  u b ik w ity low ą M D M 2  
p ow od u je  w zrost p oz io m u  białka p53, a to z  kolei jest ak tyw atorem  transkryp- 

cyjnym  gen u  p21. Białka p21 oraz p ló  są inhibitoram i k inaz cyk linozależnych,  
przez co ograniczają fosforylację białka Rb, które w  form ie hypofosforylow anej  

pozostaje w  k om pleksie z  czynn ik iem  transkrypcyjnym  E2F, uniem ożliw iając  
aktywację podleg łych  m u  gen ów . W  rezultacie cyk l k om órk ow y zostaje zatrzy
m any. Szlak za leżn y  od  białka p53 zostaje ak ty w o w a n y  także p op rzez  u szk o d ze 
nia D N A , a p raw dop od ob nie rów n ież  przez n iep ra w id łow o śc i struktury otoczki 
jądrowej ob serw ow an e w  lam inopatiach.

bę razy. Obecnie zjawisko to zw ane jest limitem Hayflicka, 
zaś szereg zmian, które zachodzą w komórce prowadząc do 
nieodwracalnego zatrzymania jej podziałów określane są 
jako starzenie replikacyjne (ang. replicative senescence). Ko
mórki, które uległy starzeniu replikacyjnemu są nieodw ra
calnie zatrzymane w fazie G l cyklu komórkowego, co nastę
puje na skutek skracania z każdą rundą replikacji końców 
chromosomów -  tzw. telomerów [28]. Ostatnio wykazano, 
że nie tyle samo skracanie telomerów, co uszkodzenia DNA 
generowane w nich, wywołują odpow iedź komórki prow a
dzącą do wzrostu poziomu i aktywności białka p53 [29], Z 
kolei białko p53 aktywuje transkrypcję genu p21, którego 
produkt białkowy jest inhibitorem kinaz cyklinozależnych 
CDK4/CDK6. W komórkach starzejących się replikacyjnie 
obserwuje się również wzrost ekspresji innego inhibitora 
CDK4/ CDK6, białka p ló  oraz białka p l4 , które w pływ a na 
degradację białka p53 wiążąc ligazę ubikwitylową MDM2. 
Zarówno pló , jak i p21 przyczyniają się do hypofosforylacji 
białka Rb, które w  tej postaci pozostaje związane z czynni
kiem transkrypcyjnym E2F. Białko E2F w kompleksie z Rb 
nie aktywuje ekspresji genów niezbędnych do przeprow a
dzenia replikacji DNA, zatem podziały komórki zostają za
trzym ane (Ryc. 5).

W 2006 roku ukazała się praca wskazująca na obecność 
uszkodzeń DNA telomerowego w  komórkach starych małp 
[30]. W iadomo również, że w  skórze osób w  podeszłym 
wieku obserwuje się obecność innego m arkera starzenia, 
tzn. SA-fi-galaktozydazy (ang. senescence associated fi-galacto- 
sidase) [31]. Wydaje się zatem, że proces starzenia komórko
wego m a wpływ na starzenie całego organizmu.

Niedaw no Scaffidi i Misteli [19] opublikowali wyniki 
wskazujące na rolę laminy A w  procesie starzenia fizjolo
gicznego. Wykazali oni obecność progeryny w fibroblastach 
pobranych od ludzi w  wieku 81-96 lat. Komórki te miały

zmienioną morfologię w  sposób przypominający zmiany 
obserw ow ane w kom órkach pacjentów z HGPS. Zaobser
wowano, że w  hodow li kom órek zarów no pobranych od 
młodych (3-11 lat), jak i starszych osób (81-96 lat) przyby
wa kom órek o zmienionej morfologii jąder w raz z każdym  
kolejnym pasażem. W hodow li kom órek pobranych od 
osób starszych akum ulacja kom órek ze zdeform owanym i 
jądrami zachodzi gwałtowniej niż w  przypadku komórek 
pobranych od m łodszych osób, jednakże nie zaobserwowa
no grom adzenia się progeryny w raz z wiekiem, zatem nie 
tyle w zrost zawartości zm utow anej formy laminy A w ko
mórce, co czas obecności tej formy w  jądrze wydaje się być 
odpow iedzialny za jej patogenny efekt. Praw dopodobnie te 
same m echanizm y m olekularne, które są odpowiedzialne 
za przedw czesne starzenie kom órek HGPS przyczyniają się 
do starzenia kom órek praw idłow ych. Różnica polegałaby 
zatem na tem pie zachodzenia w spom nianych procesów. 
Niewykluczone również, że nieprawidłowości struktury 
blaszki jądrowej, poprzez m echanizm  zależny od białka 
p53, aktywują program  starzenia [19] (Ryc. 5).

U W A G I K O Ń C O W E

Chociaż minęło już ponad  100 lat od czasu gdy H utchin
son i Gilford opisali chorobę nazw aną później ich nazwiska
mi -  progerię Hutchinson-Gilford (HGPS) [15,16], przyczy
na tego schorzenia pozostaw ała tajemnicą aż do roku 2003, 
kiedy to dwie grupy  badaw cze opublikowały niezależnie 
wyniki wskazujące, że to mutacja genu LM NA  kodujące
go laminy typu-A  leży u podstaw  HGPS [21,32], Mimo, iż 
HGPS jest chorobą niezm iernie rzadką (1 przypadek na 8 
milionów urodzeń, od 1889 roku opisano na świecie około 
100 przypadków ), w zbudza  bardzo duże zainteresowanie 
badaczy. Z aproponow ano szereg strategii terapeutycznych, 
ich zastosowanie in vitro w  p rzypadku  kom órek pobranych 
od pacjentów oraz in vivo w  przypadku  m yszy dało bardzo 
dobre rezultaty [8,22,23,24]. Jednakże możliwość zastoso
wania którejkolwiek z nich w  przypadku ludzi wydaje się 
mało realna, przynajmniej w  świetle dotychczas posiada
nych informacji o lam inach i ich funkcji oraz braku wiedzy, 
np.: co do skali zjawiska farnezylacji w komórce. Lamina A 
pełni wiele istotnych funkcji, zatem  strategia proponująca 
usunięcie jej z komórki, naw et jeśli w  krótkoterminowych 
badaniach in vitro daw ała obiecujące rezultaty, uderzałaby 
w zbyt wiele procesów komórkowych, czego skutki w przy
padku całego organizm u trudno  przewidzieć. Podobnie 
zastosowanie inhibitorów transferazy farnezylowej w  m o
mencie, gdy jeszcze nie w iadom o tak napraw dę ile i jakich 
białek podlega procesowi farnezylacji wydaje się ryzykow
ne. Ponadto, za HGPS odpow iada  autosom alna mutacja 
dominującą, a objawy choroby pojawiają się w  przeciągu 
pierwszych dw óch lat życia, zatem  powstaje pytanie kiedy 
rozpocząć ew entualną terapię i w  jaki sposób. Niemniej, ba
dania HGPS są bardzo w ażne rów nież z punk tu  widzenia 
poznawczego. Są one źródłem  informacji na temat roli la
min w komórkach, jak też w  pew nym  stopniu przyczyniają 
się do poznania procesu starzenia fizjologicznego.
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The role of lamins and mutations of LMNA  gene  
in physiological and premature aging
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ABSTRACT:

Lamins belong to type V intermediate filaments superfamily. They are the main structural constituencies of the nuclear lamina but they also 
influence on chromatin structure, regulation of gene expression, localization and probably protein degradation. Because lamins play many 
different roles within the cell, mutations in their genes can results in variety of pathological phenotypes. Mutations in LM NA  gene are the 
cause of many different diseases, called laminopathies. Among laminopathies are muscle tissue diseases, adipose tissue diseases and also 
progerias, the premature aging syndromes. One of the progerias, which results from mutation in LM NA  gene, is Hutchinson-Gilford progeria 
syndrome (HGPS). It seems that the same molecular mechanisms which are responsible for premature aging of cells of HGPS patients, are 
involved in physiological aging.
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Rola transbłonowych GTPaz w  morfologii i aktywności mitochondriów

STRESZCZENIE

M itochondria  pełn ią  w  kom órkach podstaw ow ą rolę w  m etabolizm ie energetycznym , 
term ogenezie, u trzym aniu  hom eostazy w apniow ej oraz apoptozie. N astępujące na 

przem ian fuzja  i fragm entacja m itochondriów  zapew niają  praw idłow e funkcjonow anie  m i
tochondriów , szczególnie w  kom órkach tkanek  z dużym  zapotrzebow aniem  na energię, np. 
w  m ięśn iach  szkieletow ych, sercu czy uk ładzie  nerw ow ym . Fuzja m itochondriów  odgryw a 
isto tną rolę w  rozw oju  p łodu  i u trzym aniu  pu li m tD N A  w  form ie n ienaruszonej pom im o 
ciągłego zagrożenia  stresem  oksydacyjnym . M itochondria w  form ie rozbudow anej sieci ob 
serw uje się  w kom órkach szczególnie niew rażliw ych na działanie czynników  apoptogen- 
nych. Z ko le i z jaw isko odw rotne do fuz ji -  fragm entacja m itochondriów  poprzedza progra
m ow aną śm ierć kom órki. Z godnie z obecnym  stanem  w iedzy m echanizm  tw orzenia sieci 
m itochondriów  lub  ich dzielenia się jest następstw em  zintegrow anego w spó łdz iałan ia  k ilk u  
b iałek , z k tó rych  D rp l, M fn l, M fn2 i O p a l pe łn ią  najisto tn ie jsze  funkcje. Zgodnie z najnow 
szym i doniesien iam i b iałka odpow iedzialne  za procesy fuzji i fragm entacji m itochondriów  
p ełn ią  dodatkow o zadania  inne niż te zw iązane z dynam iką przekształceń  błon. N iejedno 
kro tn ie  w łaśn ie  dodatkow a rola, jaką  odgryw ają, jest niezw ykle isto tna  dla praw idłow ego 
funkcjonow an ia  kom órki. W  nin ie jszej pracy opisano najnow szą w iedzę na tem at zm ian 
s truk turalnych  m itochondriów  ze szczególnym  uw zględn ien iem  transb łonow ych  GTPaz i 
ich roli w  m etabolizm ie kom órki.

W PROW ADZENIE -  W  JAKI SPOSÓB M ITO C H O ND R IA  ULEGAJĄ FUZJI?

Formowanie się sieci mitochondriów zaobserwowano po raz pierwszy w ko
mórkach drożdży (Saccharomyces cerevisiae) i muszki owocowej (Drosophila me- 
lanogaster). Z tych organizmów wyizolowano również po raz pierwszy białka 
odpowiedzialne za fuzję i fragmentację mitochondriów. W komórkach drożdży 
zidentyfikowano białko D nm lp  zlokalizowane po cytoplazmatycznej stronie ze
wnętrznej błony mitochondrialnej, białko F zolp  zakotwiczone w zewnętrznej 
błonie mitochondrium, a na wewnętrznej błonie zlokalizowano białko M gm lp. 
D nm lp  i F zolp  to GTPazy, które prow adzą do przeciwstawnych w skutkach 
procesów. Białko D nm lp  powoduje fragmentację mitochondriów, natomiast 
fuzja zewnętrznych błon mitochondrialnych podlega regulacji przez Fzolp  [1]. 
M gm lp  odpow iada prawdopodobnie za fuzję wewnętrznych błon mitochon
drialnych, choć jego funkcja nie jest jeszcze dokładnie poznana. Zasugerowa
no w stępnie model fuzji m itochondriów w komórkach drożdży, zachodzący z 
udziałem  wymienionych białek, który to model jest dotychczas powszechnie 
uznawany, choć w świetle nowszych doniesień wymaga pewnych modyfikacji. 
Kluczową rolę w tym procesie odgrywa białko Fzolp, które współdziała z biał
kiem pom ostow ym  U golp  zlokalizowanym podobnie jak Fzolp  w zewnętrznej 
błonie mitochondrialnej. Kompleks F zolp-U golp  wiąże się z białkiem M gm lp, 
zakotwiczonym w wewnętrznej błonie mitochondrialnej [2], Dzięki oddziaływa
niom pom iędzy białkami kompleksu proces fuzji może podlegać koordynacji w 
obrębie czterech błon białkowo-lipidowych należących do sąsiadujących ze sobą 
mitochondriów. Homologi wszystkich wymienionych białek, oprócz U golp, zi
dentyfikowano w komórkach ssaków (Ryc. 1). Białku D nm lp  odpowiada białko 
D rp l [1], Istnieją dw a różne homologi białka Fzolp: M fnl (ang. mitofusin 1) i 
Mfn2 (ang. mitofusin 2), oraz odpowiadające M gm lp  białko O pal zakotwiczone 
w wewnętrznej błonie mitochondrialnej (Ryc. 1). Dodatkowo zidentyfikowano 
czynnik Fisi, za pośrednictwem  którego D rp l ulega translokacji do zewnętrznej 
błony mitochondrialnej.

M ECH AN IZM  FRAGMENTACJI M ITO C H O ND R IÓ W

Na zewnętrznej błonie mitochondrialnej zlokalizowano ostatnio GTPazy 
odpowiedzialne za fuzję i fragmentację mitochondriów. Okazało się, że białka 
uczestniczące w dwóch przeciwstawnych procesach zakotwiczone są w  błonie 
w  bliskim sąsiedztwie, tworząc tzw. loci. Wykazano m. in. współwystępowa- 
nie białek D rp l i Mfn2 [3]. Odkrycia te dowodzą, że fuzja (na drodze zależnej
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R ycin a  1. Schem at um iejscow ienia w  błonach m itochondrium  białek o d p o w ie 
d zia ln y ch  za  procesy  fuzji lub fragmentacji m itochon d riów  w  kom órkach ssaków  

i d rożd ży . Oznaczenia: OM  -  zew nętrzna błona m itochondrialna; IMS -  m ito-  
chondria lna przestrzeń  m iędzybłonow a; IM -  w ew nętrzn a  b łona m itochondrial
na; MX -  m acierz m itochondrialna; TM -  dom en a  transbłonow a; HR -  ang. heptad 

repeat.

od Mfn2), jak i fragmentacja mitochondriów (dzięki białku 
D rp l) zachodzą w  obrębie zewnętrznej błony w tych sa
m ych miejscach. Mechanizm dzielenia się mitochondriów 
jest w  porów naniu z fuzją słabiej poznany. Obecnie istnieją 
trzy różne wytłumaczenia przyczyn fragmentacji mitochon
driów. Zgodnie z pierwszym z nich mitochondria ulegają 
cyklicznym dynamicznym zmianom strukturalnym, co 
pozw ala na prawidłowy rozwój i funkcjonowanie komór
ki i jest zjawiskiem, które występuje stale, ale z różnym 
nasileniem. Druga z możliwych przyczyn, to fragmentacja 
m itochondriów towarzysząca stanom stresu w  komórkach 
(np. zwiększonej produkcji reaktywnych form tlenu, RFT), 
która praw dopodobnie stanowi istotny etap w indukcji pro 
gramowanej śmierci komórki. Skoordynowane podziały 
m itochondriów według niektórych autorów stanowią me
chanizm  adaptacyjny, dzięki któremu w  stanach zagrożenia 
stresem oksydacyjnym komórka „eliminuje" mitochondria 
produkujące nadmierne ilości reaktywnych form tlenu. 
Wreszcie, trzecia praw dopodobna przyczyna to ostatnio 
opisane zjawisko mitoptozy (programowanej śmierci mito
chondriów), które polega na selektywnym „zanikaniu" nie
praw idłow o funkcjonujących organelli. Usunięcie z komórki 
m itochondriów na drodze „samobójczej" śmierci jest często 
poprzedzone ich fragmentacją i stanowić może mechanizm 
chroniący komórki przed czynnikami apoptogennym i [4].

Jednym  z głównych i do tej pory najlepiej poznanym  
białkiem zaangażowanym  w proces dzielenia się mitochon
driów  jest D rp l (ang. dynamin-related protein 1). D rp l jest 
hom ologiem  D nm lp , białka zidentyfikowanego u drożdży. 
Sekwencja am inokwasów D rp l w  odróżnieniu od dynam in 
nie zawiera C-końcowej domeny PH (ang. pleckstrin homolo- 
gy), posiada natomiast dodatkowo bogatą w prolinę dom e
nę SH3, która prawdopodobnie pełni funkcję regulatorową
[5]. Białko D rp l zlokalizowane jest w  cytoplazmie, a w  od 
pow iedzi na czynniki pobudzające fragmentację mitochon
driów  ulega przemieszczeniu do zewnętrznej błony mito- 
chondrialnej. Przemieszczanie się D rp l w  kierunku błony 
odbyw a się za pośrednictwem białka Fisi, ponieważ sek

wencja aminokwasowa D rp l nie zawiera pep tydu  sygnało
wego, rozpoznawanego przez klasyczne białka opiekuńcze 
transportujące produkty translacji do m itochondrium  [6], 
W dalszych etapach fragmentacji m itochondriów Fisi peł
ni rolę białka adaptorowego, stabilizującego polipeptydo- 
w y kompleks „wykonawczy". Ostatnie badania dow odzą 
również, że jest czynnikiem limitującym w ystąpienie p ro 
cesów fragmentacji, a nadekspresja genu kodującego biał
ko Fisi wydaje się wystarczająca do zainicjowania podzia 
łów mitochondriów [7], Badania prow adzone na m odelu 
Saccharomyces cereoisiae dostarczyły dow odów  na istnienie 
kolejnego składnika kompleksu białek zaangażow anych w 
podział m itochondriów -  białka M dvlp. Czynnik ten ulega 
translokacji do zewnętrznej błony mitochondrialnej razem  z 
wcześniej w spom nianym  D nm lp. Badania M ozdego i wsp.
[6] dowodzą, że kolokalizacja białek D n m lp  i M d v lp  jest 
w arunkiem  koniecznym zainicjowania fragmentacji m ito
chondriów. Do tej pory w komórkach ssaków nie rozpozna
no białka, które odpowiadałoby charakterystycznem u dla 
drożdży czynnikowi M dvlp.

Na obecnym etapie badań brak wystarczających danych 
na temat mechanizmów molekularnych regulujących i ini
cjujących procesy fragmentacji mitochondriów. Postuluje 
się udział Ca2+ jako wtórnego przekaźnika sygnału regu 
lującego podziały mitochondriów [8]. Przekonujących do 
w odów  na poparcie tej hipotezy dostarczyły badania, w 
których stwierdzono, że w  odpowiedzi na uwolnienie Ca2+ 
z siateczki śródplazmatycznej (ER) indukow ane jest p rze
mieszczanie D rp l do zewnętrznej błony mitochondrialnej. 
Z kolei zablokowanie w ypływ u jonów w apnia z siateczki 
śródplazmatycznej hamuje fragmentację mitochondriów

[9].

U D Z IA Ł  BIAŁEK M F N 1/2  W  FUZJI M IT O C H O N D R IÓ W

O bydw a zidentyfikowane homologi Fzo u kręgowców: 
białka M fnl i Mfn2 biorą udział w  regulacji fuzji m itochon
driów, a ich aktywność jest niezbędna do praw idłow ego 
rozwoju płodu ssaka. Mutacje jądrowego DNA kodującego 
białka Mfn są letalne. Okazało się, że dla p raw idłow ego roz
woju płodu niezbędna jest produkcja obu hom ologów Fzo, 
a ich działanie jest niezależne i skutki braku jednego z białek 
nie mogą być wyrów nane zwiększeniem poziom u drugie
go. Pomimo że zarówno płody myszy z nokautem  m fnl jak 
i ze znokautow anym  genem mfn2 umierały około 11 d.p.c. 
(łac. dies post coitum = dni po kopulacji), to różne były p rzy 
czyny śmierci każdego z nich. Płody ze znokautow anym  
genem dla M fnl miały w  chwili śmierci wyraźnie mniejszą 
masę ciała w  porów naniu do płodów praw idłow ych WT 
(ang. wild type). Dodatkowo, rozpoznano u nich pow ażne 
zaburzenia rozwojowe. Z kolei u płodów z nokautem  genu 
mfn2, który również spowodował zmniejszenie masy ciała, 
nie stwierdzono deformacji, które wskazywałyby na obec
ność zaburzeń rozwojowych [10]. Skutki zablokowania 
ekspresji mfnl i mfn2 sumowały się, a obumarcie płodów  
następowało wcześniej. Ponadto, w  kulturach pierwotnych 
fibroblastów wyprow adzonych z płodów  stwierdzono 
zmianę kształtu i zmniejszenie rozm iarów m itochondriów. 
Prawidłowy wygląd organelli przywróciła transfekcja ko
mórek białkami M fnl lub Mfn2 [10], Bliższe przyjrzenie się 
mechanizmom regulującym aktywność genów mfnl i mfn2
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przeprow adzone przez Santela i wsp. [11] wykazało, że u 
ludzi ekspresja genów kodujących Mfnl i Mfn2 na poziomie 
transkrypcji jest różna w poszczególnych tkankach organi
zmu. W ysoki poziom mRNA dla M fnl i Mfn2 utrzymywał 
się w m ięśniu sercowym. Natomiast w  mięśniach szkiele
towych wyższa była ekspresja mfn2. W trzustce i wątrobie, 
w  przeciwieństwie do mięśni szkieletowych, stwierdzono 
podw yższony poziom mRNA dla M fn l. Wysoką ekspresję 
mfnl zaobserw ow ano również w wielu liniach komórek no
w otw orow ych [11], W porównaniu z ekspresją na poziomie 
mRNA, najwyższy poziom białka Mfn2 zaobserwowano w 
tkankach z dużym  zapotrzebowaniem na energię, takich jak 
serce czy mięśnie szkieletowe. W ystępowanie względnie 
dużej zawartości Mfn2 w pewnych tkankach może wska
zywać na szczególną rolę tego białka w  regulacji fuzji i ak
tywności m itochondriów charakterystycznej dla komórek 
wymagających większej podaży energii.

Sekwencja reszt aminokwasowych w  białkach M fnl i 
Mfn2 jest identyczna w 60%. Oba białka są dużymi, trans- 
błonowymi GTPazami, zlokalizowanymi w zewnętrznej 
błonie mitochondrialnej. Domeny C-końcowa i N-końcowa 
tych białek zwrócone są w stronę cytoplazmy. Za zakotwi
czenie Mfn2 w  zewnętrznej błonie mitochondrialnej odpo
wiada dom ena transbłonowa i domena C-końcowa (Ryc. 2). 
Białko pozbawione tych dom en pozostaje w  cytoplazmie i 
jest niezdolne do współwystępowania z białkami błon mi- 
tochondrium  [12]. Obydwa homologi Fzo posiadają dom e
nę GTPazową zlokalizowana przy końcu NH, oraz dwie 
zachowane w  ewolucji, hydrofobowe domeny HR1 i HR2 
(ang. heptad repeats domain). Najważniejszych do tej pory in
formacji na temat sposobu łączenia się za pośrednictwem 
białek Mfn błon zewnętrznych sąsiadujących ze sobą m i
tochondriów  dostarczyły badania przeprow adzone przez 
Koshibę i wsp. [13]. Badacze ci udowodnili, że początko
wym  etapem  fuzji jest oddziaływanie leżących naprzeciw
ko siebie dom en HR2 białek Mfn należących do sąsiadują
cych m itochondriów (Ryc. 2). Po ustawieniu przeciwległe 
dwóch dom en HR2 mitochondria pozostają przez pewien 
czas w  bliskim kontakcie, jednak nie ulegają fuzji. Dome
ny HR2 m ogą tworzyć kompleksy homotypowe, w których 
skład m ogą wchodzić dw a białka M fnl lub dw a Mfn2, albo 
heterotypowe, składające się z Mfnl i Mfn2. Jednocześnie 
w ykazano, że warunkiem  koniecznym dalszych etapów 
fuzji m itochondriów jest aktywność GTPazowa białek Mfn
[13,14], Kolejnym istotnym rejonem decydującym o fuzji jest 
krótka, złożona z 2-3 reszt aminokwasowych, o zachowanej 
w  ewolucji sekwencji, pętla wewnątrzbłonowa, zawierająca 
resztę tryptofanu [15]. Rejon ten uważany jest za niezbęd
ny do praw idłow ego połączenia zewnętrznej i wewnętrznej 
błony mitochondrialnej podczas fuzji, a punktow a mutacja 
eliminująca tryptofan zarówno w M fnl jak i Mfn2 uniemoż
liwia tw orzenie sieci połączonych mitochondriów. Pomimo 
dużego podobieństwa w budowie wymienionych białek 
homologicznych dla Fzo, w edług ostatnich doniesień to 
M fnl poprzez oddziaływanie z O pal wydaje się odgrywać 
istotniejszą rolę niż Mfn2 w bezpośrednim  łączeniu błon 
mitochondrialnych, jak również w regulacji fuzji błony we
wnętrznej z zewnętrzną. W prowadzenie anty sensownego 
RNA w celu zaham owania transkrypcji genu kodującego 
O p a l zwiększa fragmentację mitochondriów i dowodzi, 
że białko to pełni ważną funkcję w procesie fuzji błon mi-

tochondrialnych. Siatkówka oka człowieka odznacza się 
bardzo wysoką ekspresją białka O pal, a mutacje w  genie 
tego białka odpowiadają za rozwój choroby zwanej atrofią 
wzrokową typu 1 (ang. optic atrophy type 1, OPA1) [16]. W y
niki badań dotyczących zależności pomiędzy aktywnością 
O pal, a stopniem fuzji mitochondriów są niejednoznaczne. 
W ostatnich latach Cipolat i wsp. [2] wykazali, że do p ra 
widłowej fuzji m itochondriów niezbędne jest w spółdziała
nie białek O pal i M fnl. Nadekspresja genu kodującego biał
ko O p a l prow adzi do wykształcenia mitochondriów o w y 
dłużonym  kształcie jedynie w  przypadku, gdy tow arzyszy 
jej wysoka ekspresja genu kodującego białko M fnl. Jedno
czesna nadekspresja genów kodujących białka O p a l i Mfn2 
nie sprzyja fuzji mitochondriów. Zależność funkcjonalna 
pom iędzy O pal i M fnl została potw ierdzona w dośw iad 
czeniach z nadekspresją genu kodującego M fnl przy rów 
noczesnym zaham owaniu ekspresji genu kodującego białko 
O pal. W komórkach nie dochodziło wówczas do w ykształ
cenia zintegrowanej sieci mitochondriów [2], W pływ pob u 
dzający O pal na fuzję mitochondriów uzależniony jest, jak 
się wydaje, od funkcjonalnej dom eny GTPazy i prawidłowej 
dom eny C-końcowej CC (ang. coiled-coil), jak rów nież od 
dostępności M fnl. Stwierdzono, że w  przeciwieństwie do 
M fnl, Mfn2 nie oddziałuje z białkiem O p a l [2], A zaham o
wanie jego produkcji przy u trzym anym  wysokim poziomie 
M fnl nie w pływ a istotnie na fuzję m itochondriów [17]. W 
świetle przytoczonych doniesień wydaje się, iż białko M fnl 
pełni nadrzędną w stosunku do Mfn2 rolę regulatora fuzji 
mitochondriów. Dodatkowych dowodów, przem aw iają
cych za takim scenariuszem zdarzeń dostarczają badania, w  
których wykazano, że GTPazę M fnl charakteryzuje około 
ośmiokrotnie większa aktywność katalityczna w porów 
naniu z Mfn2 [3], Ponadto największą trwałość w iązania 
i skuteczność działania w procesie fuzji m itochondriów 
stw ierdza się w przypadku hom odim eru M fn l/M fn l [17]. 
Zdaniem niektórych badaczy główną rolą, jaką pełni Mfn2 
w procesie fuzji, może być działanie sprzyjające agregacji 
mitochondriów, natomiast dalsze etapy w arunkow ane są

R ycina 2. A. Schem at p o łożen ia  d o m en  białka M fn2 m yszy , w g  H o n d y  i w sp . 
[14]. Cyfry określają p o łożen ie  reszt a m in o k w a sow y ch  liczonych  od  p oczątk u  d o  

końca danej dom en y. Oznaczenia: GTPaza -  d om en a  enzym atyczna, H R  -  d o m e 
n y tzw . heptad repeat. B. P ierw szy  eteap fuzji zew n ętrznych  błon m itochon d ria l
n ych  za p ośred nictw em  białek M f ń l /2 ,  w g . K oshiby i w sp . [13].

Postępy Biochemii 53 (1) 2007 55
http://rcin.org.pl



aktywnością M fnl [18]. Niezależnie jednak od przytoczo
nych obserwacji, przynajmniej w  kom órkach miogennych 
ze zm utow anym  genem mfn2 obserwuje się małe i podzie
lone mitochondria, niezdolne do fuzji. D odatkow o w yka
zano, że główną przyczyną choroby neurodegeneracyjnej 
Charcot-Marie-Tooth typu 2, odznaczającej się stopniow ym  
zanikiem  aksonów nerw ów  obw odow ych są mutacje w 
sekwencji kodującej dom enę GTPazową białka Mfn2 [19]. 
O bserw ow any związek pom iędzy dynam iką struk tury  mi- 
tochondriów  a metabolizmem kom órek oraz różne w  zależ
ności od typu komórki i jej stanu fizjologicznego interakcje 
białek uczestniczących w fuzji sprawiły, że transbłonowe 
GTPazy stały się przedm iotem  badań  w aspekcie innym  niż 
wyłącznie zmiany morfologiczne m itochondriów.

M fn2 JAKO REGULATOR AK TYW N O ŚC I  
M IT O C H O N D R IÓ W  I M EDIATO R  SYG NA ŁU  
W EW NĄTRZKO M ÓRKO W EG O

Badania Brocarda i wsp. [1] sugerują, że białka odpo 
w iedzialne za procesy fuzji i fragmentacji m itochondriów 
biorą udział w  regulacji potencjału elektrycznego błon mito- 
chondrialnych, który z kolei w pływ a na natężenie procesów 
energotwórczych w mitochondriach. Obniżenie potencjału 
błonowego prowadziło do nasilonej fragmentacji m itochon
driów  zależnej od D rpl [1], Do określenia zależności pom ię
dzy aktywnością białek Mfn a zm ianam i potencjału błono
wego m itochondriów posłużyły badania z w ykorzystaniem  
kultur pierwotnych fibroblastów mysich otrzym anych z 
płodów , u których zablokowano transkrypcję genów dla 
M fnl i / lu b  Mfn2 [10]. Jak wcześniej w spom niano, ekspresja 
genów dla obydw u tych białek jest w arunkiem  koniecznym 
do praw idłow ego rozwoju embrionalnego; dlatego też dal
sze badania przeprow adzano na kulturach kom órek pier
wotnych. W fibroblastach pochodzących z mysich płodów 
z zablokowaną ekspresją Mfn2 stw ierdzono obniżenie mi- 
tochondrialnego potencjału błonowego. Podobne zjawisko 
zaobserw ow ano po wyciszeniu genu dla Mfn2 w kulturach 
kom órek miogennych [15].

Obecnie wiele uwagi zwraca się na Mfn2 jako białko re
gulatorowe, dzięki którem u m ożna łączyć zm iany w m or
fologii mitochondriów ze stanem  energetycznym  i typem 
m etabolizm u komórki (aerobowy-anaerobowy). Mimo 
pew nych przesłanek, nie w ykazano istnienia zależności

R ycin a  3. Schem at w ew n ątrzk o m órk o w ego  dzia łan ia  b iałka M fn2 (opracow ano  
w g  Santela [33]).

przyczynowo-skutkowej pomiędzy obniżeniem całkowite
go poziomu ATP lub ham owaniem  oddychania mitochon
drialnego a stopniem fuzji mitochondriów. Zaham owanie 
aktywności mitochondrialnego łańcucha oddechowego, jak 
również zablokowanie z użyciem cykloheksymidu transla
cji białek kodowanych przez DNA jądrowe, pozostawało 
bez w pływ u na fuzję mitochondriów w komórkach HeLa
[18]. Obserwacje własne potwierdzają te doniesienia. W 
komórkach miogennych linii C2C12 poddanych działaniu 
insuliny, w  których dodatkowo zaham ow ano aktywność 
kompleksu I mitochondrialnego łańcucha oddechowego lub 
syntazy ATP obserwowano rozbudow aną sieć m itochon
driów (dane niepublikowane). Przytoczone wyniki pozw a
lają więc uznać, że fuzja m itochondriów nie jest wym uszana 
przez prawidłowo funkcjonujący łańcuch oddechowy, ale 
jest w  dużym  stopniu zależna od zmian potencjału błono
wego mitochondriów.

W jednej z prac Bacha i wsp. [20] opisano obniżone utle
nianie glukozy i zmniejszenie oddychania m itochondrialne
go w komórkach miogennych L6E9 z zaham ow aną ekspre
sją Mfn2. W tkankach mięśni szkieletowych pobranych od 
otyłych ludzi i szczurów autorzy pracy stwierdzili obniżoną 
ekspresję genu dla białka Mfn2. Uzyskane wyniki św iad
czą o istotnej roli Mfn2 w regulacji przem ian pośrednich z 
udziałem mitochondriów (Ryc. 3). Obniżenie ekspresji genu 
dla Mfn2 towarzyszące otyłości może częściowo tłumaczyć 
genezę miopatii mitochondrialnych (np. zanik m itochon
driów na obwodzie włókien mięśniowych [21-24] w  przy
padku cukrzycy lub oporności na insulinę występującej w 
zespole metabolicznym [20,25]). Mięśnie szkieletowe osob
ników otyłych charakteryzuje obniżone utlenianie glukozy 
i kwasów tłuszczowych z towarzyszącym zaham owaniem  
aktywności oksydazy cytochromowej. Podobne anomalie 
mitochondriów obserwowano w komórkach w przypadku 
zablokowania ekspresji genu dla białka Mfn2 w w arunkach 
in vitro [20]. Sugerowano wcześniej, że różnice w poziomie 
wspom nianych białek Mfn uczestniczących w fuzji mito
chondriów mogą sprzyjać wystąpieniu określonych chorób, 
w  szczególności związanych z opornością na insulinę lub 
zmianami zwyrodnieniowym i w narządach miąższowych. 
Przypuszczenia te znajdują coraz więcej świadectw w pra 
cach klinicznych opublikowanych w ostatnim  czasie. Obni
żoną ekspresję mRNA i produkcję białka Mfn2 niezależnie 
od płci chorego stwierdzono w mięśniach szkieletowych 
ludzi z otyłością oraz u chorych na cukrzycę typu 2 [25]. Po
ziom ekspresji Mfn2 był pozytywnie skorelowany z w raż
liwością mięśni na insulinę [25]. Istnieje coraz więcej p rze
słanek, by sądzić, że istnieje związek pom iędzy obniżoną 
ekspresją genu dla białka Mfn2 a stanami niewrażliwości na 
insulinę w  cukrzycy i w otyłości z towarzyszącą upośledzo
ną aktywnością metaboliczną m itochondriów [20,26]. Rów
nolegle ze zmianami w poziomie białka Mfn2 obserwowa
no zmiany w ekspresji poszczególnych podjednostek mito
chondrialnego łańcucha oddechowego [19]. Zablokowanie 
ekspresji mfn2 hamuje utlenianie pirogronianu, [3-oksydację 
kwasów tłuszczowych, cykl kwasów trójkarboksylowych 
(cykl Krebsa) i fosforylację oksydacyjną [25], Podsum ow u
jąc zebrane doniesienia wydaje się, że deficyt Mfn2 w ko
mórkach w stanach oporności na insulinę może stanowić 
jeden z głównych czynników sprzyjających wystąpieniu 
niepożądanych zmian w działaniu mitochondriów. Poziom
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Mfn2 w  przypadku otyłości może zostać przywrócony do 
stanu prawidłowego przez zredukow anie masy ciała do 
zakresu fizjologicznego. Podobnie, nasilona aktywność m e
taboliczna mitochondriów będąca wynikiem  zwiększonej 
aktywności fizycznej prow adzi do w zrostu ekspresji genu 
dla Mfn2 [27],

Obecnie prow adzone są również intensywne prace nad 
rolą Mfn2 w w ew nątrzkom órkow ym  systemie przekaźni- 
ctwa sygnału zależnego od insuliny na m odelu mięśni szkie
letowych in vitro. Zgodnie z doniesieniami opublikowanymi 
przez Bacha i wsp. [25] w  proliferujących komórkach L6E9 
po 2, 4 i 48 godzinach traktowania, insulina nie powoduje 
zmian w produkcji Mfn2. Przeciwnie, długotrw ałe działanie 
insuliny (od 2 do 10 dni) nasila ekspresję genu dla bada
nego białka w różnicujących się komórkach mięśniowych 
[28]. Otrzym ane wyniki wskazują ponadto, że wzrost eks
presji genu dla Mfn2 pod w pływ em  insuliny uzależniony 
jest od aktywności 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3-K), 
kluczowej dla procesów transportu glukozy i różnicowania 
się komórek (Ryc. 3). Zebrane wyniki stanowią podstawę 
do dalszych badań nad udziałem  białek odpowiedzialnych 
za zm iany strukturalne mitochondriów w rozwoju chorób 
zw iązanych z niewrażliwością na insulinę.

Badania nad transbłonowymi białkami mitochondrialny- 
mi prow adzone są również w kierunku określenia ich roli 
w w ew nątrzkom órkow ym  przekaźnictwie sygnału. Istnieją 
doniesienia, że białko Mfn2 może pełnić funkcję pośrednie
go elem entu sygnałowego. Badania in vitro i in vivo w yka
zały na przykład, że nadekspresja genu dla Mfn2 hamuje 
proliferację komórek mięśni gładkich naczyń krwionoś
nych. M echanizm zaham owania podziałów komórkowych 
był zależny od MAPK (E R K I/2) [29]. Zdaniem  autorów 
białko Mfn2 łączy się z nadrzędnym  regulatorem  ścieżki 
MAP kinaz -  małą GTPazą Ras blokując sygnał mitogenny 
(Ryc. 3) i indukując tym samym zatrzym anie cyklu kom ór
kowego, co uniemożliwia zapoczątkowanie fazy G1 [29], 
Podobny mechanizm molekularny działania Mfn2 zaobser
wow ano w  komórkach mięśni szkieletowych, w  których za
inicjowano proces terminalnego różnicowania [28], Wyniki 
doświadczeń in vitro z  nadekspresją genu dla białka Mfn2 
sugerują ponadto, że białko Mfn2 hamuje podziały kom ó
rek now otw orow ych poprzez opisany powyżej szlak ham o
w ania białka Ras [29], Obecnie przypisuje się białku Mfn2 
rolę regulatora aktywności oddechowej m itochondriów w 
odpow iedzi na wysokie zapotrzebowania energetyczne 
komórek. Dodatkowo zaburzenie funkcji Mfn2 praw dopo
dobnie odgryw a istotną rolę w  patogenezie cukrzycy typu 
2 [25] oraz może być przyczyną zaburzeń regulacji cyklu 
kom órkowego [29],

Z M IA NY  STRUKTURALNE  
M IT O C H O N D R IÓ W  A APOPTOZA

Ze w zględu na podstaw ow ą rolę, jaką odgryw a mito
chondrium  w genezie programowanej śmierci komórki 
(ang. programmed cell death), od daw na poszukiwano odpo
wiedzi na pytanie, czy fragm entacja/fuzja mitochondriów 
w pływ a na apoptozę, lub czy jest odwrotnie. Uważa się 
obecnie, że może istnieć zależność przyczynowo-skutko
wa pom iędzy zmianami morfologicznymi mitochondriów

a apoptozą. W ystępujące cyklicznie fuzja i fragmentacja 
stabilizują strukturę m itochondriów  i są niezbędne do ich 
praw idłow ego funkcjonowania [26], Zaburzenie tej ró w 
nowagi w  kierunku przew agi fragmentacji nad fuzją p rzy 
czynia się do podw yższenia wrażliwości komórek na dzia 
łanie czynników apoptogennych. W ykazano na przykład, 
że w kom órkach COS7 i HeLa apoptoza wywołana przez 
staurosporynę (swoisty inhibitor kinaz białkowych typu  
C) poprzedzona jest fragmentacją mitochondriów. Podział 
m itochondriów i apoptozę udało się powstrzymać przez 
zaham ow anie transkrypcji genu kodującego białko D rp l, 
wskazując tym  sam ym  na znaczenie tego białka dla p raw id 
łowego przebiegu apoptozy indukowanej staurosporyną 
[1]. Ostatnio zasugerow ano rów nież udział Mfn2 w regula
cji apoptozy, w  której rolę pośrednika pełni proapoptotycz- 
ne białko Bax [30], N adekspresja genu białka Mfn2 hamuje 
aktywność proapoptotyczną Bax i w ypływ  cytochromu c z 
m itochondrium  [15]. Bax w  odpow iedzi na czynniki apopto- 
genne tw orzy m egakanały w  zewnętrznej błonie mitochon- 
drialnej umożliwiając dalsze etapy programowanej śmierci 
komórki, w  tym  uform ow anie się apoptosom u i następczą 
aktywację kaspaz wykonawczej fazy programowanej śm ier
ci komórki. W ostatnich latach zwrócono również uw agę na 
fakt, że agregacji Bax z zew nętrzną błoną m itochondrialną 
towarzyszy proces fragmentacji mitochondriów. Co więcej, 
podczas indukcji apoptozy w ytw orzony za pośrednictwem  
Bax kanał lipidowy w  zewnętrznej błonie mitochondrial- 
nej budow ą przypom ina kanały powstające w  pierwszych 
etapach fragmentacji m itochondriów . Karbowski i wsp. 
[30] wykazali, że Bax w spółw ystępuje z białkami D rp l i 
Mfn2 w  zewnętrznej błonie m itochondrium , co dodatkow o 
wskazuje na udział tego białka w  procesach fragmentacji 
mitochondriów. Zwiększona oporność komórek na działa
nie czynników apoptogennych, będąca wynikiem fuzji m i
tochondriów, nie jest jedynym  mechanizm em  chroniącym 
komórki przed szkodliw ym i w pływ am i środowiska. W 
komórkach mięśni szkieletowych, intensywne przem iany 
oksydacyjne, w  tym  podw yższone w ytw arzanie anionorod- 
nika ponadtlenkow ego, sprzyjają pow staw aniu mutacji w 
mtDNA. W ykazano, że Mfn2 chroni mitochondria przed 
zwiększeniem przepuszczalności błon m itochondrialnych 
(ang. permeability transition pore, PTP) wyw ołanym  przez re 
aktyw ne formy tlenu [15], O statnio zwrócono również u w a 
gę na udział innego białka transbłonow ego -  O pal w  u trzy 
m aniu prawidłowej struk tury  grzebieni m itochondrialnych, 
aktywności syntazy ATP i zaham ow aniu  wypływ u cyto
chrom u c z m itochondrium  [3], co m oże stanowić podstaw ę 
m echanizm u oporności na działanie niektórych czynników 
apoptogennych. Fuzja m itochondriów  wydaje się zatem  sta
nowić jeden z podstaw ow ych m echanizm ów chroniących 
m itochondria przed szkodliw ym  działaniem reaktywnych 
form tlenu, a w  konsekwencji p rzed pow staw aniem  i k u m u 
lowaniem  się mutacji w  m tD N A  [31], Utrzymanie rów no 
wagi pom iędzy rozm iaram i fuzji i fragmentacji m itochon
driów odgryw a rów nież istotną rolę w  procesie starzenia 
się organizm u, kiedy w iadom o, że obrona antyoksydacyjna 
ulega upośledzeniu  [32], W badaniach na modelu Drosophila 
stwierdzono, że mutacja genu fzo l,  w  wyniku którego ha 
m ow ana jest aktyw ność Fzol, przyspiesza kum ulow anie 
się uszkodzeń w  m ateriale genetycznym  m itochondrium  i 
zmniejsza natężenie oddychania kom órkowego [31],
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PERSPEKTYWY

Różnice pomiędzy mitochondriami dotyczące rozm ia
rów i kształtu obserwowane są nie tylko w zależności od 
typu komórki i stadium  jej rozwoju, ale również w  obrę
bie tej samej komórki pod w pływ em  działających na nią 
czynników środowiska zewnętrznego. Obecnie uw aża się, 
że fuzja i fragmentacja, decydując o kształcie i aktywności 
mitochondriów, w arunkują biologiczne funkcje, jakie or
ganelle te mają do wypełnienia w  komórce, chociaż brak 
jeszcze pełnego rozeznania co do znaczenia każdego z w y
mienionych procesów. Zebrane dotychczas obserwacje, w 
szczególności dotyczące działania transbłonowych GTPaz 
mitochondrialnych, wskazują na pilną potrzebę podjęcia 
badań ukierunkowanych na poznanie mechanizm ów pa 
togenezy i przeciwdziałanie rozwojowi niektórych chorób 
degeneracyjnych, u podłoża których leżą zaburzenia czyn
ności mitochondriów. Obniżona ekspresja białka Mfn2 ob
serwowana u chorych na cukrzycę i osób otyłych wskazuje, 
że zaburzenia aktywności tego białka mogą stanowić jedną 
z przyczyn insulinooporności. Zależności pom iędzy eks
presją genów dla poszczególnych białek uczestniczących w 
integracji błon mitochondrialnych a stanami chorobowymi 
oraz dane dotyczące mechanizmów fuzji i dzielenia się mi
tochondriów są niezwykle cenne, jednakże nadal bez odpo 
wiedzi pozostają pytania, w jaki sposób i za pośrednictwem  
jakich sygnałów wewnątrzkom órkowych indukow ane są 
zmiany strukturalne mitochondriów. Do tej pory naukowcy 
nie potrafią również wykazać związku przyczynowo skut
kowego pomiędzy dynamiką przekształceń strukturalnych 
mitochondriów a aktywnością metaboliczną komórki.
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ABSTACT

Mitochondria play crucial role in the energetic metabolism, thermogenesis, maintenance of calcium homeostasis and apoptosis. Cyclic chan
ges in fusion and fission of mitochondria are required for properly functioning organelles, especially in tissues with high dependence on 
energy supply such as skeletal muscles, heart, or neurons. The key role of mitochondrial fusion is observed in embryonic development and 
maintaining unchanged m tDNA pool under conditions of oxidative stress. There is a large number of data indicating that mitochondrial 
networks often accompany the resistance to apoptotic stimuli. In contrast to fusion -  the mitochondrial fission precedes apoptosis. According 
to the newest knowledge precise interactions between a few  proteins are required for mitochondrial fusion and division. Among them Drpl, 
M fnl, Mfn2 and O pal are considered the most important. Recent reports shed some light on the physiological importance of proteins parti
cipating in mitochondrial membrane dynamics in energy production, apoptosis and cellular signaling. In this review the authors report on 
the recent knowledge concerning structural changes of mitochondria with a particular interest to transmembrane GTPases and their role in 
cellular physiology.
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STRESZCZENIE

T uftsyna, zbudowana z czterech reszt aminokwasowych (TKPR), jest najmniejszym en
dogennym  immunomodulatorem występującym w  naturze we krwi człowieka i innych 

ssaków. Została wyizolowana w  1970 roku na Uniwersytecie Tufts w  Bostonie (USA) przez 
Najjara i Nishioka [1]. Tuftsyna jest związkiem  o bardzo szerokim spektrum aktywności 
biologicznej, aktywuje w iele elem entów układu immunologicznego, powodując wzrost cy- 
totoksyczności makrofagów oraz granulocytów. Wykazuje ona działanie nie tylko immuno- 
stymulujące, ale również przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe oraz 
przeciwgrzybicze. W artykule opisano nowe właściwości i analogi tuftsyny.

W PRO W ADZENIE

Tuftsyna jest tetrapeptydem  (Ryc. 1) zlokalizowanym w łańcuchu ciężkim Fc 
im m unoglobuliny G (IgG) i uwalniana jest w  wyniku działania dwóch specy
ficznych enzymów: endokarboksypeptydazy tuftsynowej śledziony, rozszcze
piającej wiązanie peptydow e pom iędzy R292 i E293 oraz leukokininazy, znajdu
jącej się w  błonach komórek fagocytujących, hydrolizującej wiązanie między 
K288 i T289 [1,2]. Najważniejszą aktywnością biologiczną tuftsyny jest aktywacja 
fagocytozy granulocytów i makrofagów. Indukuje ona również pinocytozę czy 
w ybuch tlenowy fagocytów, co w efekcie prow adzi do zwiększonej aktywności 
bakteriobójczej tych komórek, a także niszczenia komórek transformowanych 
now otw orow o [3], Wykazano, że poprzez aktywację procesów immunologicz
nych, a w  szczególności fagocytozy, tuftsyna może w sposób pośredni w pły 
wać na układ nerwowy. Zatem z powodzeniem  można nazwać ten tetrapeptyd 
łącznikiem pomiędzy obydwom a układami: odpornościowym i nerwowym  
[4,5]. Opisano również, że istnieje bezpośrednia zależność między praw idło
w ym  funkcjonowaniem śledziony a aktywnością tuftsyny. Badania prow adzone 
na organizm ach żywych pokazały, że u osobników, którym usunięto śledzionę 
występuje niekorzystny dla organizm u nabyty deficyt tuftsyny powodując jego 
osłabienie i podatność na wiele infekcji [6]. Ze względu na swoje właściwości 
tuftsyna jest wciąż bardzo interesującym tematem badań w wielu ośrodkach na 
świecie. W tej publikacji omówimy interesujące naszym zdaniem  prace opubli
kow ane po 1999 roku.

W ŁAŚCIW OŚCI TUFTSYNY

Pom im o wielu, 
bo ponad  30-tu lat 
badań nad aktyw 
nością tuftsyny, 
okazało się, że nie 
wszystkie jej właś
ciwości zostały po
znane. Pavlov i Sa- 
m onina [7] w swo
jej pracy zwrócili 
uw agę na całkowi
cie nową, dotych
czas nie eksplo
row aną zdolność 
tego tetrapeptydu 
do zmniejszania 
owrzodzeń. Wyka
zano, że profilak
tyczne i terapeu
tyczne podawanie 
tuftsyny powoduje R ycina L  Tuftsyna (TKPR).
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ograniczenie miejsca owrzodzenia oraz szybsze wygojenie 
chorej tkanki.

Wroński i wsp. [8] odkryli, że tuftsyna wiąże się selek
tywnie z neuropiliną-1 blokując wiązanie VEGF (naczynio
wego, endotelialnego czynnika wzrostu). Sugerują oni, że 
obecność receptorów dla tuftsyny na komórkach śródbłonka 
odzwierciedla zdolność tych komórek do udziału w reakcji 
zapalnej. Zatem stosowanie odpow iednich sond mogłoby 
okazać się użyteczne w uwidacznianiu zapaleń naczyń in 
vivo. Trevisani i wsp. [9] stwierdzili, że aktywność i stężenie 
tuftsyny jest niższe w  przypadku marskości wątroby czy 
uszkodzenia funkcji śledziony i przyczynia się do osłabie
nia aktywności fagocytarnej granulocytów. Potwierdzili oni 
niedobór tego tetrapeptydu w przypadku wycięcia wątroby 
(splenektomia), przewlekłej białaczki szpikowej, zwłóknie
nia szpiku, plamicy małopłytkowej, niedokrwistości sierpo- 
watej oraz AIDS. W ostatnich latach ukazało się kilka prac 
podejmujących kwestię w pływ u transplantacji śledziony i 
wątroby na aktywność układu immunologicznego i zdol
ność do obrony przed infekcjami. Foschi i wsp. [10] w yka
zali, że ortotropowe przeszczepienie wątroby prow adzi do 
odbudow y naturalnych sił obronnych organizmu poprzez 
podwyższenie aktywności tuftsyny skutkujące zwiększoną 
aktywnością fagocytarną neutrofili. Efekt przywrócenia pra
widłowego poziomu tuftsyny i IgM w surowicy pacjentów 
po częściowej autotransplantacji śledziony, zaobserwowali 
również Zhang i wsp. [11], Z kolei Brandt i wsp. [12] prze
badali grupę dzieci z uszkodzoną śledzioną. Wykazali, że 
wprowadzenie autologicznej tkanki śledziony prow adzi do 
znacznego zwiększenia odpowiedzi immunologicznej na 
szczepionkę przeciw pneum okokom , jak również do pod 
niesienia poziomu tuftsyny w surowicy.

Siemion i wsp. [3] opisali w pływ  nie tylko tuftsyny, ale 
również innych im m unopeptydów , np. tymuliny, tymo- 
poetyny, tymozyny i czynnika hum oralnego grasicy (jeden 
z czynników grasicy wpływający na proces dojrzewania 
limfocytów T) na centralny system nerw ow y (CNS). Pod
kreślili oni w swojej pracy, badaną od lat 80-tych XX w., 
zdolność tuftsyny do znoszenia czucia bólu. Za tę aktyw 
ność, jak też osłabienie efektu odstawienia morfiny obser
w owanego u uzależnionych od tego leku szczurów, odpo
w iada dipeptyd o sekwencji prolilo-arginina. Kozlovskaya i 
wsp. [13] testowali tuftsynę i niektóre jej analogi podaw ane 
dootrzew now o (i.p) szczurom i myszom na działanie an- 
tystresowe. Natomiast radiofarmaceutyczny związek Tc- 
99m-RP128 [14], zbudow any z Tc i tripeptydu N,N-dime- 
tylo-GSC(Acm) połączony poprzez resztę glicyny z penta- 
peptydem  TKPPR, który wiąże się in vivo ze specyficznym 
błonowym  receptorem dla tuftsyny [15,16], zastosowano do 
w ykryw ania i oznaczania miejsc zapalnych w centralnym 
systemie nerw ow ym  [17]. Związek ten przeszedł do I fazy 
badań klinicznych [18]. Okazało się, że jest on bezpiecznym 
i skutecznym środkiem znajdującym zastosowanie w  uw i
dacznianiu zmienionych chorobowo miejsc u pacjentów z 
długotrw ałym  reum atoidalnym  zapaleniem stawów [18]. 
W ang i wsp. [19] stwierdzili, że fragm ent 1-3 tuftsyny (TKP) 
działa jako inhibitor m akrofagów /m ikrogleju odgrywający 
w ażną rolę ochronną zapobiegającą krwotokowi śródmóz- 
gowem u w badaniach na m odelu zwierzęcym. Tripeptyd 
(TKP) obniża również produkcję wolnych rodników oraz

ilość neuronów  ulegających degradacji, czego efektem jest 
zmniejszenie obszaru uszkodzenia, a także poprawia dzia
łanie układu nerw ow ego [19]. Raibon i wsp. [20] udow od
nili, że inhibitor 1-3 tuftsyny podany do ciałka szklistego 
oka pow oduje zwiększoną regenerację aksonów warstwy 
zwojowej siatkówki oraz zmniejszenie ilości fagocytów w 
siatkówce.

TUFTSYNA W  L IPO SO M AC H

Agrawal i G upta [21] oraz G upta i Flaq [22] wykazali, że 
umieszczenie tuftsyny w liposomach lub na powierzchni 
liposomów niosących antybiotyki, np. amfoterycynę B czy 
nystatynę, zwiększa specyficzne wiązanie tych nośników 
z kom órkam i uk ładu  fagocytów jednojądrzastych oraz ak
tywność cytotoksyczną tych komórek, a także efekt tera
peutyczny leku. Temat nośników podjęli również Ahsan 
i wsp. [23] skupiając się bardziej na rodzajach nośników i 
ich oddziaływ aniu  z makrofagami. Owais i wsp. [24] bada
li w pływ  liposom ów zbudow anych z dietylokarbamazyny 
(DEC) zawierających tuftsynę przeciw infekcji Brugia malayi 
(nitkowiec) u myszy. Tuftsyna kapsułkowana w liposo
mach zwiększała skuteczność zwalczania nawet dorosłych 
pasożytów. Zespół Khana [25-27] badał wpływ tuftsyny 
w liposomach zawierających nystatynę (Tuft-Lip-Nystat) 
w zwalczaniu eksperymentalnej kandydozy wywoływa
nej przez Candida albicans, wykazującej oporność in vivo na 
amfoterycynę B (AmpB). W ykazali oni również, że podanie 
polienowego antybiotyku, jakim jest nystatyna lub amfote- 
rycyna B razem  z tuftsyną myszom Balb/c z neutropenią 
zakażonych kandydozą, aktywuje układ immunologicz
ny i p row adzi do całkowitego wyleczenia. W ażną rolę w 
aktyw ow aniu m akrofagów  odegrała tutaj profilaktyka z 
użyciem tuftsyny kapsułkowanej w liposomach. Wydaje 
się, że liposomy niosące tuftsynę mogą być dobrymi noś
nikami dla leków w leczeniu infekcji, podczas których od
pow iedź układu im m unologicznego bazuje na aktywacji 
makrofagów. Do pow yższych prac nawiązało w ostatnich 
latach wiele zespołów naukow ych [24-32], Wykorzystali oni 
w  swoich badaniach liposomy jako nośniki leków. Dodat
kowo zwiększyli specyficzność oddziaływania liposomów 
z m akrofagam i poprzez inkorporację tuftsyny do wnętrza 
nośników lub na ich powierzchnię. Wykazali również, że 
profilaktyczne podaw anie zwierzętom liposomów z samą 
tuftsyną zwiększa odporność na malarię [22], leiszmaniozę 
[32] i infekcje grzybicze [24-30]. Natomiast obecność odpo
wiedniego antybiotyku w takich liposomach podnosi efekt 
terapeutyczny leku [22,24,32].

A N A LO G I TUFTSYNY I ICH  
A KTYW NOŚĆ BIO LO G IC ZNA

Tuftsyna jest zw iązkiem  bardzo podatnym  na biodegra
dację i to było jednym  z głównych powodów do poszuki
wania jej analogów o dłuższym  czasie działania, wyższej 
aktywności biologicznej, bardziej trwałych i potencjalnie 
przydatnych w  terapii. Zsyntetyzowano wiele analogów 
tuftsyny, m iędzy innymi: różniących się składem i sekwen
cją am inokw asów  w łańcuchu [2,6,33,34], o przedłużonym  
łańcuchu pep tydow ym  [2,6,35,36], analogi zawierające 
pochodne kw asu 1-aminocyklobutano-l-karboksylowego 
[2,6,37], tioanalogi [38], analogi posiadające wiązanie izo-
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peptydowe [2,6,39], cykliczne analogi, 
np. cykliczny peptyd c-[T-K-P-R-G] o 
aktywności porównywalnej do tuftsy- 
ny w stężeniu 50-ciokrotnie niższym
[40], analogi retro-inverso zawierające 
nie tylko białkowe, ale i niebiałkowe 
aminokwasy [2,6,41,42] oraz analogi 
modyfikowane cukrami, między inny
mi dicukrową pochodną muramylodi- 
peptydu (GMDP) [43], Ostatnio opisa
no syntezę cyklicznych azo peptydów  
w tym także analogów tuftsyny (Ryc.
2a i 2b) [44],

Podjęto również próby modyfikacji 
tuftsyny przez przyłączenie do niej na
turalnych peptydów, np. THFy2 [45].
Opierając się na danych dotyczących 
tych analogów w ostatnim czasie zsyn- 
tetyzowano koniugaty tuftsyny z bio
logicznie czynnymi związkami, takimi 
jak: m uram ylodipeptyd (MDP, związek 3a na Ryc. 3), nor- 
m uram ylodipeptyd (nor-MDP, związek 3b na Ryc. 3) [46,47] 
czy azydotym idyna (AZT, związek 4 na Ryc. 3) [48],

Dzierzbicka i wsp. [46,47] przy projektowaniu koniu- 
gatów tuftsyny z m uram ylodipeptydem  i nor-m uram ylo- 
dipeptydem  (związek 3a i 3b na Ryc. 3) w ychodzili z za
łożenia, że połączone cząsteczki o zbliżonej aktywności 
biologicznej mogą okazać się w  swoim działaniu bardziej 
przydatne farmakologicznie niż obie składowe, tzn. m ura- 
mylopeptyd i tuftsyna osobno, a ich łączny efekt działania 
może mieć charakter nie tylko addytyw ny, ale wręcz syner- 
giczny. Działanie m uram ylodipeptydu obejmuje aktywacje 
monocytów i makrofagów. M uram ylodipeptyd jako analog 
fragmentów ściany bakterii działa na receptory dla lipopo- 
lisacharydu (LPS) typu CD14 oraz rodzinę receptorów TLR. 
Jak wiadomo, pobudzenie tych receptorów wywołuje sze
reg aktywności komórek. Działanie tuftsyny skierowane 
jest głównie na aktywację nieswoistych elem entów  układu

Rycina 3. K oniugaty tuftsyny (3a) i retro-tuftsyny (3b) z m u ra m y lod ip ep tyd em  

(MDP) lub n or-m uram ylod ipeptydem  (nor-MDP) [46,47] oraz z  A ZT (4) [48].

immunologicznego, przede wszystkim na pobudzenie syn
tezy wolnych rodników przez granulocyty i w  mniejszym 
stopniu przez makrofagi oraz syntezy monokin przez mo- 
nocyty. Koniugaty tuftsyny z m uram ylodipeptydem  i nor- 
m uram ylodipeptydem  poddano badaniom, których celem 
była: ocena w pływ u tych związków na żywotność m ononu- 
klearnych komórek krwi obwodowej (PBMC), limfocytów 
krwi obwodowej (PBL) i monocytów, ocena sekrecji czyn
nika martwicy now otw oru (TNFa) i interleukiny 6 (IL-6) w 
hodowlach komórek stymulowanych badanym i zw iązka
mi. Zbadanie w pływ u na cytotoksyczność naturalnych ko
mórek zabójczych (NK) oraz ocena wybuchu tlenowego w 
subpopulacjach krwi obwodowej pod w pływ em  badanych 
związków. Zaletą badanych koniugatów było ich szybsze 
działanie i większa skuteczność w porów naniu do tuftsy
ny. Planowane testy in vivo na modelu zwierzęcym będą 
mogły potwierdzić potencjalną użyteczność tych połączeń. 
Do syntezy koniugatów tuftsyny z m uram ylodipeptydem  
i nor-m uram ylodipeptydem  zastosowano m etodę miesza
nych bezwodników z wykorzystaniem chloromrówczanu 
izobutylu i N-metylomorfoliny [46,47].

W 2002 roku Zhang i wsp. [49] zsyntetyzowali analogi 
tuftsyny (związki 5a-j na Ryc. 4), między innymi z m uram y
lodipeptydem, wykorzystując syntezę na nośniku stałym o 
nazwie „Meshed-Bag Gathered-Bunch" (MBGB).

Zsyntetyzowany przez Fridkina i wsp. [48] koniugat AZT, 
leku stosowanego w terapii AIDS, z tuftsyną (AZT-tuftsyna) 
(związek 4 na Ryc. 3) również wykazywał właściwości obu 
komponentów. Podobnie jak AZT hamował on aktywność 
odwrotnej transkryptazy i ekspresję antygenu HIV i podob
nie do tuftsyny pobudzał uwalnianie IL-1 przez mysie m a
krofagi. Badania wykazały, że koniugat AZT-tuftsyna nie 
jest cytotoksyczny w  stosunku do komórek T (limfocytów 
T) i może mieć potencjalne zastosowanie w terapii AIDS. 
Często w końcowej fazie choroby AIDS obejmującej infek
cje spow odow ane przez drobnoustroje oportunistyczne 
(Toxoplasma gondii, Candida albicans, cytomegalowirus) czy 
nowotwory (mięsak Kaposiego, chłoniak w ywodzący się z 
limfocytów B czy rak szyjki macicy) pojawia się u pacjentów
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5a. Mur/VAc-Ala-D-izoGln-Thr-Arg-Pro-Lys-OH 
5b. Mur/VAc-Ala-D-izoGln-Lys-Thr-Arg-Pro-Lys-OH 
5c. Ala-D-izoGln-Thr-Arg-Pro-Lys-OH 
5d. Ala-D-izoGln-Lys-Thr-Arg-Pro-Lys-OH 
5e. MurA/Ac-Thr-Arg-Pro-Lys-OH 
5f. MurA/Ac-Lys-Thr-Arg-Pro-Lys-OH 
5g. Mur/VAc-Thr-D-izoGln-Thr-Arg-Pro-Lys-OH 
5h. MurA/Ac-Thr-D-izoGln-Lys-Thr-Arg-Pro-Lys-OH 
5i. MurA/Ac-Ala-D-Glu(OBzl)-Thr-Arg-Pro-Lys-OH 
5j. Mur/VAc-Ala-D-Glu(OBzl)-Lys-Thr-Arg-Pro-Lys-OH

R ycina 4. A n a lo g i tu ftsyn y zsyn te tyzow an e  na n ośn iku  sta łym  (MBGB) [49],

leukopenia (zmniejszenie liczby krwinek białych we krwi), 
pow oduje to, że terapia AZT (pierwszy lek hamujący swo
iście replikację wirusa) nie może być stosowana. Tuftsyna 
wpływająca na leukocytozę prow adzi do podwyższenia 
liczby WBC, dlatego też podaw anie jej np. z AZT lub inny
mi lekami może wpływać korzystnie na rezultaty leczenia.

Gokulan i wsp. [50] zsyntetyzowali polituftsynę (TKPR)4(| 
jako nośnik dla syntetycznych peptydów  wywodzących 
się z białek gp41 i gpl20 w irusa HIV. Stwierdzono, że za
stosowanie polituftsynowego nośnika może zwiększyć od
pow iedź immunologiczną przeciw słabo im m unogennym  
syntetycznym  peptydom, które są determ inantam i anty
genowym i naturalnych fragmentów mikroorganizmów 
chorobotwórczych. Zainteresowanie polituftsyną jest duże, 
poniew aż wykazuje ona taką samą aktywność biologiczną 
jak tuftsyna, zwiększa produkcję IL-2 i IFN-y, a przy tym 
posiada dłuższy czas półtrwania w  organizmie.

Mezo i wsp. [51] opisali syntezę i immunoaktywność no
wych nośnikowych cząsteczek opartych na sekwencji tuft- 
syno-podobnej. Oligopeptydy bazujące na pentapeptydzie 
(TKPKG)n (n=2,4,6,8), pochodnej tuftsyny o różnej długości 
łańcucha, zostały zsyntetyzowane na nośniku stałym. Te 
dobrze rozpuszczalne oligomery były nietoksyczne w sto
sunku do mysich komórek śledziony, nie były immuno- 
genne, a ich im m unostym ulatorowe efekty powodowały 
w zrost odpow iedzi przeciwciał na antygen (SRBC) u m y
szy. O trzym ane dane sugerują, że nowe oligotuftsynowe 
pochodne mogą być obiecującymi nośnikami dla syntetycz
nych szczepionek.

Jednym  ze sposobów leczenia i zapobiegania choro
bie Alzheim era jest immunoterapia. Uważa się, że główną 
przyczyną choroby Alzheimera są płytki starcze, utworzone 
z białka zwanego ß-amyloidem powstającego z białka pre- 
kursorowego, APP, występującego we wszystkich kom ór
kach organizm u. W ażnym celem badań nad lekami przeciw 
tw orzeniu złogów ß-amyloidu jest enzym  sekretaza. Poszu
kuje się związków zarówno aktywujących a-sekretazę pro 
mującą tworzenie nieszkodliwego APP, jak i inhibitory ß- i 
y-sekretazy. Szuka się również leków utrudniających tw o
rzenie lub rozbijanie złogów ß-amyloidu, a także próbuje 
się otrzym ać szczepionki przeciw ß-amyloidowi. Manea i 
wsp. [52,53] zsyntetyzowali na nośniku stałym koniugaty 
zawierające peptydow e determ inanty antygenowe B-komó- 
rek ß-am yloidu Aß(4-10) (FRHDSGY) połączone wiązaniem 
am idow ym  poprzez resztę pentaglicyny czy a-, ß-alaniny

z pochodną tetratuftsyny (Ac-[TKPKG]4-N H 2) lub z pepty- 
dow ym  nośnikiem  w ydłużonym  przez przyłączenie anty
genu kom órek T-pomocniczych (Ac-FFLLTRILTIPQSLD- 
[TKPKG]4-N H 2) zapalenia wątroby typu B (Ryc. 5). Okaza
ło się, że modyfikacja peptydowego epitopu (3-amyloidu 
przez przyłączenie do nośnika lub poprzez wprowadzenie 
dim eru zbudow anego z alaniny, prow adzi do otrzym ywa
nia syntetycznych antygenów rozpoznawanych przez prze
ciwciała. Badania te odgrywają ważną rolę w projektowaniu 
syntetycznych szczepionek o potencjalnym zastosowaniu w 
leczeniu choroby Alzheimera.

P O D SU M O W A N IE

Tuftsyna jest naturalnym  tetrapeptydem  aktywującym 
monocyty, makrofagi i polimorfonuklearne leukocyty 
wzmacniając ich naturalną zabójczą aktywność przeciw 
licznym patogenom  i nowotworom. Antymikrobiologicz- 
na aktywność tego peptydu wzrasta przez przyłączenie do 
jego C-końca fragm entu etylenodiaminy z resztą acylową 
kw asu tłuszczowego, np. palmitynowego i włączenie tak 
zmodyfikowanej tuftsyny (palmitoilo-tuftsyny, TKPR-NH- 
(CH2)2-NH-CO-C15H 31) w  liposomy [22], Tuftsyna w lipo- 
som ach nie tylko podnosi odporność gospodarza przeciw 
chorobom  zakaźnym , takim jak np. gruźlica czy leiszmanio- 
za, ale także pozw ala na efektywne dotarcie leku do miejsca 
infekcji. Tuftsyna jako lek nie znalazła do tej pory większe
go zastosowania, głównie z uwagi na jej szybką biodegrada
cję w  organizm ie (okres półtrwania wynosi około 16 minut). 
Powstające w  w yniku biodegradacji enzymatycznej tripep- 
tydy TKP i KPR wykazują działanie hamujące aktywność 
tuftsyny. Dlatego też w dalszym ciągu poszukuje się aktyw
niejszych i trwalszych jej analogów, np. poprzez otrzym y
w anie koniugatów  z biologicznie czynnymi związkami czy 
szukanie odpow iednich nośników.

A

Ac-[T K P K G]4-NH2

h -x 2f r h d s g y x 2 - I

X = Q(T20-Ap(4-10)4)
X = Ala(T20(Ap4-10-Ala)4)
X = p-Ala(T20(A34-10-Ala)4)

B

Ac-FFLLTRILTIPQSLD-[T K P K G]4-NH2 

H-X2FRHDSGYX2 J

X = Q(T20-T-komórki-AP(4-10)4)
X = Ala(T20-T-komórki(Ap4-10-Ala)4)
X = p-Ala(T20-T-komórki(Ap4-10-Ala)4)

Rycina 5. Struktura koniugatów zawierających AP(4-10)-tetratuftsyno-pochodne (A) 
oraz modyfikowane antygenem komórek T-pomocniczych (B) [53].
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A BSTRACT

Tuftsin, a natural tetrapeptide of sequence TKPR, occuring in the blood of humans and other mammals, capable of stimulating certain 
w hite blood cells (monocytes, macrophages, and neutrophils), was isolated at Tufts University in 1970 by Najjar and Nishioka [1]. Tuftsin is 
a com pound with a wide spectrum of biological activities, notable enhances phagocytosis, immune response, bactericidal, tumoricidal and 
antifungal activities. This article concerns new analogues and properties of tuftsin.
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Regulacja biosyntezy etylenu u roślin

K am il Frankow ski 

Jacek K ęsy  

Jan K opcew icz

Zakład Fizjologii i Biologii M olekularnej Ro
ślin, Insty tu t Biologii Ogólnej i M olekularnej, 
U niw ersytet Mikołaja Kopernika, Toruń

Zakład Fizjologii i Biologii M olekularnej Ro
ślin, Instytut Biologii Ogólnej i M olekularnej, 
Uniw ersytet Mikołaja Kopernika, ul. G agarina 
9, 87-100 Toruń; e-mail: Kamil.Frankowski@ 
uni.torun.pl, tel.: (056) 611 44 46, faks: (056) 611 
47 72

A rtykuł otrzym ano 19 maja 2006 r.
A rtykuł zaakceptow ano 11 września 2006 r.

Słowa kluczowe: etylen, biosynteza etylenu, 
syntaza ACC, oksydaza ACC

Wykaz skrótów: ACC -  kwas 1-aminocyklo- 
propano-l-karboksylow y; ACO -  oksydaza 
ACC; ACS -  syntaza ACC; CDPK (ang. cal- 
cium-dependent protein kinase) -  k inaza białkow a 
zależna od wapnia; MACC -  malonylo-ACC; 
MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) 
-  kinaza MAP; MTA -  m etylotioadenozyna; 
PLP -  5 '-fosforan pirydoksalu, SAM -  S-adeno- 
zylom etionina

Podziękowania: Praca pow stała w  trakcie re
alizacji g ran tu  badaw czego UMK nr 305-B. 
A utorzy dziękują prof. d r hab. Stanisławow i 
Kowalczykowi za cenne uw agi dotyczące ni
niejszej pracy na etapie jej pow staw ania

STRESZCZENIE

E ty len  jest horm onem  roślinnym  uczestniczącym  w  kontro li w ie lu  procesów  w zrostu  i 
rozw oju  roślin . R eguluje on także reakcje rośliny  na w iele  czynników  środow iskow ych. 

Z rozum ienie m echanizm ów  tej regulacji p rzyniósł dokonany  w osta tn im  czasie postęp  ba 
dań  nad  biosyntezą i szlakam i sygnalizacyjnym i tego horm onu. Isto tne znaczenie w tej regu 
lacji ma w ielorako kontro low ana, zróżnicow ana czasowo i p rzestrzenn ie  ekspresja  rodziny  
genów  kodujących enzym y uczestniczące w  jego b iosyntezie. Bardzo w ażna jest rów nież  
specyficzna potranslacyjna regulacja sam ych b iałek  enzym atycznych. Istn ien ie  w ie lu  m e
chanizm ów  regulujących poziom  e ty lenu  um ożliw ia tem u horm onow i tak  szeroki udz ia ł w 
kontro low an iu  funkcjonow ania  rośliny.

W PROW ADZENIE

Pomimo swojej prostej dwuwęglowej struktury, etylen jest efektywnym m o
dulatorem  w zrostu i rozwoju roślin [1], Niemal każda tkanka roślinna jest w 
stanie produkować etylen, jednak w większości przypadków  jego produkcja 
utrzymuje się na stosunkowo niskim poziomie, a wzrasta jedynie w  pewnych 
okresach rozwoju (kiełkowanie nasion, starzenie i odcinanie kwiatów i liści, 
dojrzewanie owoców). W pływ na produkcję etylenu mają zarówno biotyczne 
(patogeny), jak i abiotyczne (zranienia, susza, niedotlenienie, 0 3 i S 0 2) czynniki 
zewnętrzne oraz horm ony roślinne. Produkcja etylenu jest kontrolowana przez 
światło i ulega rytmicznym zm ianom  w cyklu dobow ym  [2].

Poznanie szlaku biosyntezy etylenu stało się możliwe dzięki odkryciu pre
kursorów tego hormonu: S-adenozylometioniny (SAM) i kwasu 1-aminocyklo- 
propano-1-karboksylowego (ACC) [3] oraz wyizolowaniu i opisaniu enzymów 
biorących udział w  jego biosyntezie -  syntazy i oksydazy ACC (ACS, ACO). 
Po zsekwencjonowaniu genów kodujących syntazę i oksydazę ACC u różnych 
roślin [4-6] okazało się, że tworzą one wielogenowe rodziny, których ekspre
sja podlega zróżnicowanej regulacji. Szybki rozwój badań dotyczących regula
cji biosyntezy etylenu spowodował brak aktualnych danych w tej dziedzinie w 
polskiej literaturze. Wcześniejsze prace przeglądowe na ten temat zostały opub
likowane przez Jakubowicz [7,8].

SZLAK BIOSYNTEZY ETYLENU

Prekursorem etylenu u roślin jest metionina, występująca w 80% w postaci 
S -a d e n o z y lo m e -  
tioniny [9], która 
w  wielu reakcjach 
w komórkach peł
ni funkcję donora 
grup metylowych 
(Ryc. 1). Pierw
szym etapem bio
syntezy etylenu 
z S-adenozylo- 
metioniny jest jej 
przekształcenie do 
kwasu 1-amino- 
c y k lo p ro p a n o -1 -  
k a rb o k sy lo w eg o .
Ten etap biosynte
zy, katalizowany 
przez syntazę ACC 
(S -a d e n o z y lo -L -  
metionino mety-

etylen

R ycina 1. Szlak b iosyntezy  etylenu. S zcz eg ó ło w y  op is w  tekście (w g  [16] zm o 
dyfikow ane).
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lotioadenozyno-liazę), jest jednocześnie istotnym punktem  
regulacji tempa biosyntezy etylenu [3,10], Aktywność tego 
enzym u może być regulowana zarówno przez kinazy, jak i 
fosfatazy białkowe (PPazy). Powstająca jako produkt ubocz
ny reakcji 5'-metyltioadenozyna (MTA) ulega wtórnem u 
przekształceniu do metioniny [11], co pozwala zachować 
grupę metylową oraz siarkową do następnego cyklu pro 
dukcji etylenu bez konieczności zwiększania puli metioni
ny. Końcowy etap biosyntezy etylenu, stanowiący zarazem 
drugie miejsce regulacji, katalizuje oksydaza ACC. Powsta
jący w reakcji HCN jest przekształcany przez syntazę P-cy- 
janoalaninową do p-cyjanoalaniny. Kwas 1-aminocyklopro- 
pano-1-karboksylowy może być także przekształcony do 
malonylo-ACC (MACC). Reakcja ta pozwala na regulację 
puli wolnego kwasu 1-aminocyklopropano-l-karboksylo
wego.

W zależności od gatunku i w arunków  środowiska, kon
trola produkcji etylenu może odbywać się zarówno na po
ziomie ekspresji genów, jak i aktywności enzymów syntazy 
i oksydazy ACC [12-15], Kluczowym etapem tej regulacji 
wydaje się być jednak katalizowana przez syntazę ACC 
konwersja S-adenozylometioniny do kwasu 1-aminocyklo- 
propano-l-karboksylowego [10].

GENY ENZYM ÓW  FUNKCJONUJĄCYCH  
W  BIOSYNTEZIE ETYLENU

SYNTAZY ACC

Pierwszą sklonowaną syntazą ACC była syntaza cukini 
[4]. Zidentyfikowano i zsekwencjonowano również geny 
ACS  z pomidora, goździka, jabłka, Arabidopsis thaliana i wie
lu innych gatunków, co zostało szeroko opisane w pracach 
przeglądowych [17,18], Spośród badanych gatunków roślin 
najlepiej poznano rodzinę 12 genów oznaczonych jako ACS 
u A. thaliana [19-22]. Wykazano, że geny ACS u tej rośliny 
rozmieszczone są na pięciu chromosomach (Ryc. 2A) [19] 
oraz, że tworzą 3 gałęzie drzewa filogenetycznego (Ryc. 2B) 
[23], Szczegółowe badania wykazały jednak, że nie wszyst
kie z tych genów kodują funkcjonalne białka. Produkt genu 
ACS2 jest nieaktywny [23], a ACS3 to pseudogen stanowią
cy częściowo zdeletowaną [24] lub, w edług innych, zdupli- 
kow aną [23,25] formę ACS1. Geny oznaczone jako ACS10 i 
ACS12 wykazują natomiast silne podobieństwo do amino- 
transferaz [23]. W pełni aktywne białka kodowane są przez 
8 genów (.ACS2, ACS4-ACS9, ACS11) [20-24],

B - /A C S 6

ACS1 
ACS2 

ACS7

ACS 11 

ACS4

ACS8 

ACS5 

ACS9 

ACS 10 

ACS 12

AT alaninowa 
AT asparaginowa

R ycin a  2. Schem at rozm ieszczen ia  gen ów  ACS  na chrom osom ach  A. thaliana (A) 

oraz d rze w o  filogenetyczne, obrazujące poch odzen ie syntaz ACC i am inotransfe- 

raz (AT) (B) (w g  [23] zm od yfik ow ane).

T abela  1. W p ływ  różnych  czynn ik ów  na ekspresję gen ó w  z  rodziny syntaz ACC  

u  Arabidopsis thaliana.

C zy n n ik i  w p ływ ające  

na ek spresję  g e n ó w  
ACS

W p ły w  na ekspresję P iśm ien n ic tw o

A uksyny
indukcja ekspresji 
ACS2, ACS4-ACS12

[20, 22, 23, 
29-34]

Cykloheksim id
(CHX)

w zm ożona akum ulacja 
mRNA wszystkich genów 
ACS za w yjątkiem  ACS1

[23]

Etylen

stymulacja ekspresji: ACS6 
ACS2 (traktowanie 
etylenem  powyżej 
2h zw rotnie ham uje 
ekspresję ACS2) 
negatyw na 
regulacja: ACS8

[31]
[21, 35] 
[2]

Zranienia
indukcja ekspresji 
ACS2, ACS4, ACS6

[20,21, 30, 
31, 35]

Czynniki 
środow iskow e 
(cyjanek, 0 3, bodźce 
mechaniczne)

indukcja ekspresji ACS6 [22, 31-33]

Światło
indukcja ekspresji ACS2, 
ACS5, ACS8, ACS9 [2]

Zegar okołodobowy indukcja ekspresji ACS8 [2]

Wykazano, że ekspresja genów kodujących poszczegól
ne izoformy syntaz ACC regulowana jest w  sposób zróżni
cowany [26-28], zarówno przez czynniki wewnętrzne, jak i 
zewnętrzne (Tab. 1). Ekspresja poszczególnych genów ACS 
jest także zróżnicowana tkankowo. W korzeniach siewek A. 
thaliana rosnących na świetle wykazano ekspresję genów 
ACS2, ACS4-ACS12, podczas gdy w liściach ekspresji ulega
ją ACS2, ACS2, ACS4-ACS8, A C SU  iACS12  [23,29]. Ekspre
sja ACS2 i ACS5 zachodzi w  hypokotylach. W kwiatach na
tomiast ekspresji ulegały ACS1, ACS2, ACS4-ACS9 i ACS11, 
w  łuszczynach ACS1, ACS2, ACS5, ACS8-ACS12.

OKSYDAZY ACC

Oksydazy ACC należą do rodziny dioksygenaz. U A. tha
liana obejmuje ona 17 genów, z których tylko dw a zostały 
scharakteryzowane funkcjonalnie [36,37], Ekspresja genów 
ACO jest również zróżnicowana tkankowo. Pokazano, że 
odgryw a ona istotną rolę w tworzeniu haczykowatego za
gięcia pędu. Akumulacja transkryptu A tA C 02  u rzodkiew- 
nika ma miejsce w  komórkach znajdujących się po jego ze
wnętrznej stronie, co koreluje z wcześniejszymi doniesienia
mi Schwark'a i Bopp'a dotyczącymi ilościowego rozkładu 
kwasu 1-aminocyklopropano-l-karboksylowego w  pędach 
siewek fasoli [37,38], Mimo że u grochu akumulacja mRNA 
PsACOl występuje po wewnętrznej stronie haczykowatego 
zagięcia pędu [27], to jednak różnice te mogą być wynikiem 
odmiennego mechanizmu tworzenia się tej struktury u obu 
gatunków [37]. U grochu zagięcie tworzy się powyżej liście- 
ni (roślina epigeiczna), a u A. thaliana poniżej liścieni (rośli
na hypogeiczna).
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W genomie pomidora zidentyfikowano cztery geny ko
dujące oksydazy ACC: LeAC01-LeAC04 [39-42]. W dojrze
wających owocach i starzejących się liściach tej rośliny zaob
serwowano wzm ożoną akumulację transkryptów LeACOl 
i LeAC03, a zranienia stymulują ekspresję LeACOl [39]. 
W pylnikach po zapyleniu obserwowano wzrost poziom u 
mRNA LeAC02, natomiast w znamieniu słupka, słupku i 
w płatkach korony LeAC03. Postępujący proces starzenia 
organów kwiatowych pom idora koreluje ze wzrostem  aku 
mulacji mRNA LeACOl [43]. Spośród trzech zidentyfikowa
nych genów ACO  u melona, ekspresja CMeACOl zachodzi 
w dojrzałych owocach oraz w liściach, natomiast w etiolo- 
wanych hypokotylach obserwowano podw yższoną akum u
lację mRNA CMeAC02, a w kwiatach CMeAC03  [44],

BU D O W A  I W ŁAŚCIWOŚCI ENZYM ÓW  
BIOSYNTEZY ETYLENU

SYNTAZY ACC

Syntazy ACC należą do rodziny białek, których struktura 
przypom ina podgrupę aminotransferaz zależnych od 5'-fo- 
sforanu pirydoksalu (PLP) [45]. PLP jest kofaktorem w ią
żącym się do miejsca aktywnego syntaz przed związaniem 
liganda. Syntazy ACC są enzymami cytosolowymi, o krót
kim czasie półtrwania [3,11,46], regulowanymi zarówno na 
poziomie transkrypcyjnym [11,16,47], jak i potranslacyjnym, 
m. in. w  szlaku degradacji zależnym od ubikwitylacji [47,48], 
Masy cząsteczkowe polipeptydów kodowanych przez geny 
A CS u A. thaliana, podobnie jak syntazy innych gatunków  
roślin, mieszczą się w granicach 50 -  61 kDa [10,23,49]. Sto
pień identyczności ich sekwencji aminokwasowych w yno 
si 32 -  91%, co wskazuje na dużą różnorodność tych bia
łek [23]. W badaniach ekspresji poszczególnych form A CS 
w komórkach E. coli stwierdzono, że za wyjątkiem ACS1, 
ACS10 i ACS12, wszystkie inne syntazy wykazują aktyw 
ność enzymatyczną [23]. Brak aktywności ACS1 tłumaczy 
się brakiem specyficznej trójki aminokwasów Thr-Asn-Pro 
(TNP), bądź Pro-Ser-Asn (PSN) w ewolucyjnie zachow yw a
nym  regionie IV polipeptydów (Ryc. 3), który jest częścią 
wypętlenia znajdującego się bardzo blisko reszty Asn209, 
wchodzącej w  skład centrum aktywnego [50,51], Usunięcie 
tego tripeptydu z ACS2 powoduje utratę aktywności enzy
matycznej [24]. Wydaje się, że TNP odgrywa istotną rolę w  
pozycjonowaniu Lys278 (region V) w ew nątrz centrum  ak
tywnego, gdyż wprowadzenie TNP do ACS1 przywraca jej 
aktywność [24,50,51].

ACS10 i ACS12, podobnie jak ACS1, były początkowo 
uważane za pseudogeny. Analiza filogenetyczna oraz ana
liza komplementacji z użyciem m utanta ATazy DL39 E. 
coli wykazały jednak, że funkcjonalnie ACS10 i ACS12 są 
aminotransferazami o wysokiej specyficzności względem  
asparaginianu i aminokwasów aromatycznych (funkcjonal
ne izoformy syntazy ACC nie wykazują aktywności am ino
transferaz) [23]. W związku z tym, rodzina genów ACS u A. 
thaliana obejmuje 8 genów funkcjonalnych i 1 gen niefunk
cjonalny.

Na podstawie struktury krystalograficznej oraz w  opar
ciu o SDS-PAGE, filtrację żelową i analizę komplementacji 
mutacji ustalono, że aktywne syntazy ACC tworzą homo- i

heterodimery, a ich centrum aktywne tw orzone jest w sku
tek oddziaływ ań poszczególnych monom erów [23,25,50,52- 
54], Reszta Tyr92 (region II) oddziałuje ze znajdującą się w 
centrum  aktyw nym  Lys278, która z kolei tworzy kowalencyj
ną zasadę Shiffa  z PLP pochodzącym z drugiej podjednost
ki [50], U A. thaliana heterodimery mogą powstawać jedy
nie między polipeptydam i należącymi do tej samej gałęzi 
filogenetycznej (Ryc. 2B) [25], Wskazuje to na fakt istnienia 
strukturalnego podobieństwa centrów aktywnych zarówno 
homo-, jak i heterodimerów. Wyjątkiem jest ACS7, która 
może tworzyć funkcjonalne heterodimery z syntazami obu 
gałęzi filogenetycznych, np. z ACS6, ACS4, ACS8, ACS9 
[25]. N aw et nieaktywna enzymatycznie ACS1 tworzy ak
tywne enzymatycznie heterodimery z ACS2 i ACS6, jednak 
w  tym  w ypadku donorem  reszty Lys278 nie może być ACS1 
[25], Ostatecznie wykazano, że polipeptydy syntazy ACC 
mogą utworzyć 45 homo- i heterodimerów, z czego jedynie 
8 homo- i 17 heterodim erów jest aktywnych enzymatycznie, 
pozostałe zaś są nieaktywne [25].

Wszystkie izozymy syntazy ACC zawierają 7 zachowa
nych w  ewolucji regionów oraz 11 zachowanych w ewolucji 
reszt am inokwasowych charakterystycznych dla syntaz i 
aminotransferaz (Ryc. 3) [49,55-58]. W ACS10 Tyr92 została 
zastąpiona przez resztę Ser, a w  ACS12 przez Phe. Więk
szość zachowanych w  ewolucji reszt aminokwasowych 
zgrupow ana jest na powierzchni dimerów, blisko centrum 
aktywnego [50], O dpowiedzialna za specyficzność substra
tową reszta Glx (region I) jest obecna we wszystkich syn- 
tazach ACC z wyjątkiem ACS10, gdzie została zastąpiona 
przez Głn [59]. Wydaje się, że reszta Glx nie jest jedynym 
czynnikiem nadającym specyficzność substratową, gdyż 
posiadająca ją ACS12 nie wykazuje aktywności syntazy. 
Ze względu na silnie skrócony C-końcowy fragm ent ACS7, 
ACS10 i ACS12 nie posiadają, mającej istotne znaczenie dla 
regulacji aktywności, konserwatywnej reszty Ser [60].

OKSYDAZY ACC

Z pow odu trudności z izolacją aktywnego enzym u ok
sydazę ACC nazyw ano początkowo enzym em  tworzącym 
etylen (ang. ethylene-forming enzyme) i przyjmowano, że jest 
on związany z frakcją błonową [3,61]. Pierwszą aktywną 
oksydazę ACC wyizolowano z melona i stwierdzono, że 
należy ona do rodziny oksygenaz [62], Oksydazy ACC do 
swojej aktywności wymagają Fe2+ jako kofaktora, O, i askor- 
binianu jako kosubstratów oraz CO, jako aktywatora, który 
praw dopodobnie chroni centrum  aktywne enzym u przez 
tworzenie kompleksu z Fe(II) [63,64]. Obecnie wydaje się, że 
oksydazy ACC są białkami cytosolowymi, chociaż enzym 
ten lokalizowano także w apoplaście owoców pom idora i 
jabłka [65,66], W tkankach produkujących etylen oksydazy 
występują w wyższych stężeniach niż syntazy ACC, jednak 
ich okres półtrwania wydaje się być stosunkowo krótki [67], 
Endogennemu wzrostowi poziom u etylenu w  owocach 
brzoskwini po aplikacji tego horm onu, towarzyszył wzrost 
zarówno aktywności samego enzymu, jak również poziomu 
mRNA PPACOl [68], U brokułu natomiast, w zrost p roduk
cji etylenu w starzejących się pąkach kwiatowych związany 
był tylko ze w zrostem  aktywności samego enzym u [69], Wy
daje się, że podobnie jak w  przypadku syntaz ACC, poziom 
ekspresji, jak i aktywności oksydaz ACC jest zależny od or
ganu oraz w arunków  rozwojowych i środowiskowych.
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V V V W  V
ACS1 I QMGLAENQL FQDYHGL FCLADP GDAFLv ........PTPYY... ... s N - - - P  L G T
ACS2 I QMGLAENQL FQDYHGL FCLADPGDVFLi ........Ps PYY... ... T N P S N P L G T
ACS4 I QMGLAENQL FQDYHGL FCLADP GDAF LI ........PTPYY... ... T N P S N P L G T
ACS5 I QMGLAENQL FQDYHGm FCLAe PGDAFL1 ........PTPYY... ... T N P S N P L G T
ACS6 I QMGLAENQL FQDYHGL FCLAn PGDg FLv ........PTPYY... ... T N P S N P L G T
ACS7 I QMGLAENQv FQDYHGL F ILADPNDALLv ........PTPYY... ... T N PS N P L G  A
ACS8 I QMGLAENQL FQDYHGL FCLADP GDAFL1 ........PTPYY... ... T N P S N P L G T
ACS9 I QMGLAENQL FQDYHGL FCLAe P GDAF LI ........PTPYY... ... T N P S N P L G T
ACS10 I Q 1 GLAqNn K ye PSDGL FCLADS Gn AFLv ........PTPCS ... ... s NP S NP mGs
ACS11 v QMGLAENQL FQDYHGL FCLAn PGDAFLi ........PAPYY... . . .T N P S N P L G T
ACS12 I Q 1 GLAESTL y K P f  EGL FCLADHGn AFLi ........PTPYY... ... s N P S N P v G N

Region I Region II Region III Region IV

V V

ACS1 ...DEIY.
ACS2 ...DEIY.
ACS4 ...DEIY.
ACS5 ...DEIY.
ACS6 ...DEIY.
ACS7 ...DEIY.
ACS8 ...DEIY.
ACS9 ...DEIY.
ACS10 ...n El f.
ACS11 ...DEIY.
ACS12 ...DEI f.

V V

Region V Region VI Region VII

R ycina 3. Z estaw ien ie  fragm entów  sekw encji am in ok w asow ych  syntaz ACC z A. thaliana z  zaznaczen iem  7 ew olu cyjn ie zach ow y w an ych  reg ion ów  (Region I -  VII), 
11 ew olu cyjn ie za c h o w yw an ych  reszt am in ok w asow ych  (n iew yp ełn ion e trójkąty), reszty Glx (w ypełn ion y  trójkąt) nadającej specyficzn ość substratow ą oraz reszty Ser 
(gw iazdka), będącej m iejscem  fosforylacji. S zczeg ó ło w y  op is w  tekście (w g  [23] zm odyfikow ane).

REGULACJA BIOSYNTEZY ETYLENU

Obserwowane zmiany produkcji etylenu wywołane 
czynnikami w ewnętrznym i i środowiskowymi spow odo
w ane są skom plikowaną regulacją na poziomie ekspresji 
genów, jak i regulacją potranslacyjną. Istotne znaczenie w 
regulacji biosyntezy etylenu mają auksyny, cytokininy oraz 
zegar okołodobowy. Kontrola biosyntezy etylenu odbywa 
się także na zasadzie sprzężenia zwrotnego poprzez auto- 
katalityczny lub autoinhibicyjny wpływ na ekspresję genów 
zaangażow anych w jego biosyntezę, jednakże molekularne 
m echanizmy tych interakcji są słabo poznane.

REGULACJA PRZEZ AUKSYNĘ

Auksyny stymulują produkcję etylenu poprzez aktywa
cję genów syntaz ACC. U rzodkiewnika ekspresja ACS4 w 
odpowiedzi na egzogenne podanie IAA następuje już po 25 
minutach i jest niewrażliwa na inhibitory biosyntezy białek, 
co sugeruje, że jest to pierwotna odpowiedź na auksyny [30], 
Promotor ACS4  zawiera cztery motywy charakterystyczne 
dla grupy czynników pierwotnej odpowiedzi na auksyny
[30]. Postulowany model działania auksyny zakłada, że 
wiąże się ona bezpośrednio do jednego z białek komplek
su ligazy E3 typu SCF, przez co aktywuje proteolizę białek 
A U X /IAA, blokujących działanie czynników transkrypcyj- 
nych ARF (ang. auxin response factor) [70-72], Jedno z takich 
białek, ARF19, po uwolnieniu z kompleksu ARF-AUX/IAA, 
wiąże się z sekwencją prom otorową ACS4, aktywując jego

ekspresję [73]. Interakcja auksyn z etylenem ma jednak bar
dziej złożony charakter. Zauważono, że aktywacja białka 
ARF19 następuje również pod w pływ em  etylenu oraz, że 
etylen powoduje stymulację biosyntezy IAA [73], Mecha
nizm tej interakcji polega na aktywacji przez etylen genów 
syntazy antranilowej, odpowiedzialnej za syntezę IAA. 
Wzrost poziom u IAA prow adzi z kolei do wzrostu pozio
mu etylenu. Efekt ten może być podstaw ą wspomnianego 
wyżej m echanizmu pozytywnego sprzężenia zwrotnego w 
biosyntezie etylenu.

REGULACJA EKSPRESJI AC SIAC O  PRZEZ 
ŚWIATŁO I ZEGAR OKOŁODOBOWY

Zegar okołodobowy odpowiedzialny jest za regulację 24 
godzinnych rytmów takich zjawisk, jak np. ruchy liści czy 
elongacja hypokotyla [48,49]. Cyklicznym zmianom ulega 
również produkcja etylenu [14,50]. Wykazano, że fluktua
cjom tym towarzyszą zmiany aktywności zarówno syntazy, 
jak i oksydazy ACC [13,52], Rolę zegara w  regulacji p roduk
cji etylenu u roślin potwierdziły badania prow adzone na 
m utantach A. thaliana tocl-1 i ccal-ox [2]. Cykliczne uwalnia
nie etylenu u rzodkiewnika jest skorelowane z fluktuacja
mi poziom u transkryptów ACS2, ACS5, ACS8, ACS9, przy 
czym ACS8 zachowuje rytmiczność ekspresji zarówno po 
przeniesieniu roślin na ciągłe światło, jak i na ciągłą ciem
ność, podczas gdy ACS5 i ACS9 jedynie po przeniesieniu na 
ciągłe światło [2], Ekspresja genu ACS2 charakteryzuje się 
natomiast 12 godzinnym  przesunięciem w fazie w  stosunku
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do ACS8. Analiza promotora genu ACS8 ujawniła obecność 
w nim charakterystycznego regionu CAANNNNATC od 
powiedzialnego za dobową regulację ekspresji genów LHC/ 
CAB -  kodujących białka związane z fotosyntezą [2,56,57]. 
Uważa się zatem, że dobowe zmiany produkcji etylenu u A. 
thaliana są związane z cykliczną ekspresją genu ACS8.

Choć w większości przypadków  to syntazy ACC są od 
powiedzialne za generowanie rytm ów produkcji etylenu w 
cyklu dobowym, to jednak można przypuszczać, że u pew 
nych gatunków, czy też na pewnych etapach rozwoju, bio
synteza etylenu może być również regulowana na poziomie 
oksydaz ACC. Towarzyszący przeniesieniu siewek A. tha
liana do ciemności spadek uwalniania etylenu skorelowany 
jest ze spadkiem  poziomu transkryptów ACO [2], Po prze
niesieniu siewek na światło ciągłe następuje wzrost akum u
lacji mRNA ACO. Fizjologiczne znaczenie rytmicznej p ro 
dukcji etylenu u roślin pozostaje niejasne, choć przypuszcza 
się, że etylen odgrywa istotną rolę w  regulacji w ydłużania 
się pędu [50,58,59].

REGULACJA POTRANSLACYJNA

Na istnienie potranslacyjnego mechanizmu regulujące
go aktywność syntazy ACC wskazują badania, w których 
obserwowano wzrost aktywności tych enzymów po jedno
czesnym podaniu elicitora i inhibitorów transkrypcji [74,75]. 
Szczegóły tego zjawiska zostały poznane dzięki badaniom  
m utantów  szlaku biosyntezy etylenu cin (ang. cytokinin-in- 
sensitivé) [76,77] oraz eto (ang. ethylene-overproducer), u któ
rych obserwowano anomalie w  biosyntezie tego horm onu 
[77,78]. M utanty cin charakteryzują się brakiem produkcji 
etylenu w odpowiedzi na aplikację cytokinin, podczas gdy 
m utanty eto mają podwyższony poziom 
biosyntezy etylenu i wykazują wzmożoną 
odpowiedź na etylen.

Zidentyfikowano trzy m utanty eto: etol 
-  recesywny [78], eto2 i eto3 -  dominujące 
[79]. Ustalono, że mutacja eto2, polegająca 
na insercji pojedynczej pary zasad na koń
cu 3' ACS5, prowadzi do zmiany dw una
stu C-końcowych aminokwasów białka 
[76]. Zmiana ta w konsekwencji powoduje 
stabilizację enzymu, nie wpływając przy 
tym na poziom jego mRNA [47]. Mutacja 
eto3, natomiast, polega na zamianie Val457 
na Asp w C-końcowej części ACS9 [47],
Zamiana ta również prowadzi do wzrostu 
stabilności enzymu, nie wpływając na po
ziom transkryptu.

Po zsekwencjonowaniu ETOl [80] oka
zało się, że koduje on białko zawierające 
domenę BTB (ang. broad-complex, tramtrack, 
bric-a-brac) i należy do rodziny białek two
rzących kompleksy ligaz E3 ubikwityny 
typu BTB (Ryc. 4) [81,82]. Wykazano, że 
ETOl bezpośrednio oddziałuje zarówno 
z ACS5 jak i CUL3 [80]. Wydaje się więc, 
że pełni ono rolę substratowo specyficzne
go białka adaptorowego wyznaczającego

ACS5 (być może też inne izoformy syntazy ACC) do de
gradacji z udziałem  proteasom u 26S. Za interakcje z ETOl 
odpow iada praw dopodobnie C-końcowy fragment ACS5, 
gdyż mutacja eto2 zaburza oddziaływanie tych dwóch bia
łek. Doświadczenia in vitro, wykazujące hamujący wpływ 
ETOl na aktywność ACS5 [80] sugerują, że ETOl nie tylko 
uczestniczy w  degradacji ACS5, ale również obniża jego ak
tywność enzymatyczną. Tak więc, większa stabilność ACS5 
i ACS9 u m utantów  eto2 i eto3 wydaje się być wynikiem bra
ku możliwości interakcji m iędzy tymi białkami a składni
kiem kompleksu ligazy E3, ETOl.

Po poznaniu sekwencji genu CIN5 okazało się, że jest on, 
podobnie jak ET02, zm utow anym  allelem ACS5 [76]. Poda
nie cytokininy etiolowanym siewkom A. thaliana prowadzi 
do wzrostu czasu półtrwania ACS5 [47], co sugeruje, że hor
m on ten w pływ a na biosyntezę etylenu przez zwiększenie 
stabilności białka ACS5. Na podstaw ie analiz m utantów  eto 
można przypuszczać, że indukcja biosyntezy etylenu przez 
cytokininy polega na blokowaniu interakcji ACS5 z ETOl 
poprzez modyfikację C-końcowej dom eny tego enzymu. 
Okazuje się jednak, że cytokininy dodatkowo zwiększa
ją stabilność ACS5 również u m utantów  eto2 i eto3 [47,80]. 
Wskazuje to na istnienie dodatkowego mechanizmu, za po
mocą którego cytokininy zwiększają produkcję etylenu u A. 
thaliana (Ryc. 4).

Istotnym elementem mechanizmu proteolitycznej degra
dacji białek z udziałem  proteasom u 26S w komórkach jest 
rubinylacja, polegająca na koniugacji białek RUB (ang. re
lated to ubiquitin) do kompleksu ligazy ubikwityny E3 [83], 
Zauważono, że m utanty A. thaliana z niefunkcjonalnymi 
białkami RUB1 i RUB2 charakteryzują się zwiększoną pro 
dukcją etylenu [84], Aczkolwiek u m utanta reel (ang. rub

\  Destabilizacja

Rycina 4. M odel regulacji b iosyntezy  etylenu. Ze w zg lę d u  na różnice C -koń cow ych  d o m en  d w u  klas syntaz 
ACC, regulacja ich ak tyw n ości p rzebiega w  o d m ien n y  sposób  (kolor czerw on y  i jasnoniebieski). R eszty Ser 

zlo k a lizow a n e na końcach  C tych en zy m ó w , stanow ią miejsca d oce lo w e  dla kinaz b ia łk ow ych  za leżn ych  od  

w ap n ia  (CDPK) lub k inaz M A P (MAPK). Fosforylacja m o że ham ow ać zachod zącą  z u d z ia łem  proteasom u 26S 

p roteolityczną degradację syntaz ACC, blokując od dz ia ływ an ia  kom plek su  ligazy  u b ik w ityn y  E3 typ u  BTB 
(ET01-C UL3) z ACS. N ie  w iad o m o  czy  ACS2 i ACS6 są rów n ież  d egrad ow ane przez  p roteasom  26S (strzałki 
ze zn ak iem  zapytania). K om pleks ET01-C U L3 katalizuje kow alencyjne przyłączen ie u b ik w ityn y  (Ub) d o ACS. 
A ktyw n ość  E T 01-C U L 3 jest m od yfik ow an a  przez przyłączen ie białek RUB d o  kom plek su , co  katalizuje en zym  

koniugujący RCE1. Z m ien ione w  w y n ik u  mutacji C -końcow e fragm enty ACS5 i ACS9 u niem ożliw iają  proteoli-  

zę tych białek (kolor zielon y). S zczeg ó ło w y  op is w  tekście (w g  [93] zm od yfik ow ane).
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conjugating enzymé), wykazującego defekt w  przyłączeniu 
RUB do kompleksu ligazy E3, wzrost produkcji etylenu 
korelował ze zwiększoną aktywnością oksydazy ACC [85]. 
Może to wynikać z faktu, że sam etylen stymuluje aktyw
ność oksydaz ACC [36,86], Wydaje się zatem, że podniesio
ny poziom biosyntezy etylenu u rcel jest rezultatem w zro
stu stabilności syntaz ACC, spowodowanej defektem ligazy 
ubikwityny E3.

Innym mechanizmem regulującym tempo degradacji 
białek z udziałem  ubikwityny jest proteoliza składników 
samego kom pleksu ubikwitylującego poprzez mechanizm 
autoubikwitylacji [87,88], Potraktowanie cytokininami 
transgenicznych roślin A. thaliana z nadekspresją ETOl nie 
prowadzi do stabilizacji syntaz ACC, co sugeruje, że do
stępność ETOl odgrywa także istotną rolę w  regulacji de
gradacji syntazy ACC [80].

Istotne znaczenie dla stabilności enzymów biorących 
udział w biosyntezie etylenu mają również procesy fosfo
rylacji i defosforylacji białek. Inhibitory kinaz Ser/T hr obni
żają produkcję etylenu, podczas gdy aplikacja inhibitora fo
sfataz białkowych powoduje wzrost jego produkcji [89,90], 
W ykazano również, że katalizowana przez CDPK fosfory
lacja reszty Ser460 w LeACS2 z pomidora stanowi istotny 
etap regulacji jej aktywności [60]. Na podstawie porów na
nia sekwencji aminokwasowych syntaz ACC z różnych ga
tunków  roślin ustalono, że w  regionie końca C większości 
enzymów zachowywany jest charakterystyczny tripeptyd 
A rg/L ys-L eu/ Val-Ser [60], Ufosforylowana reszta Ser460 w 
LeACS2 jest odpowiednikiem  reszty Ser461 ACS5 z A. tha
liana, zmutowanej u eto2 [60], Można zatem przypuszczać, 
że regulacja aktywności syntaz ACC, mających ewolucyjnie 
zachowywaną sekwencję końca C (u A. thaliana są to ACS4, 
ACS5, ACS8, ACS9), odbywa się w  podobny sposób. Sub- 
stratami dla CDPK mogą być także izozymy syntazy ACC 
nie posiadające konserwatywnego C-końcowego fragmen
tu, a mające resztę Ser [91].

W genetycznych i biochemicznych badaniach odpow ie
dzi na czynniki stresowe wykazano, że również kinazy 
MAP regulują stabilność syntaz ACC [92], Aktywacja szla
ku kinaz MAP prow adzi do stabilizacji ACS6, a fosforylacja 
trzech reszt seryny w ACS2 i ACS6 przez MPK6 z tytoniu 
(ortolog indukowanej stresem kinazy SIPK z A. thaliana) 
blokuje ich degradację (Ryc. 4). Docelowe miejsca fosforyla
cji dla kinaz MAP występują na C-końcowych fragmentach 
ACS1, ACS2 i ACS6, co wskazuje na specyficzną regulację 
aktywności tych enzymów.

PO D SU M O W A N IE

Przedstawiona w niniejszej pracy wielopoziomowa re
gulacja biosyntezy etylenu wynika z udziału tego horm onu 
w kontroli szerokiego spektrum  procesów fizjologicznych: 
od kiełkowania nasion, przez całą ontogenezę, po reakcje 
roślin na bodźce środowiskowe. Wielogenowa rodzina syn
taz ACC, w której poszczególne geny podlegają zróżnico
wanej ekspresji, a ich produkty cechują się zróżnicowanymi 
właściwościami biochemicznymi, mogąc tworzyć homo- i 
heterodimery, pozwala roślinom reagować na zmieniające 
się w arunki w  sposób czasowo i przestrzennie specyficzny.

W etylenową regulację wpisuje się dodatkowo sam szlak 
sygnalizacyjny tego hormonu, jak i jego oddziaływania z 
innymi szlakami sygnalizacyjnymi. Z pewnością na tym nie 
kończy się złożoność tej regulacji. Należy się spodziewać, że 
w niedalekiej przyszłości poznam y więcej szczegółów tych 
skomplikowanych współzależności.
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ABSTRACT

Ethylene is one of the plant hormones that controls growth and development. There are many responses regulated via ethylene in response to 
exogenous stimuli. Research on ethylene biosynthesis and the signalling pathway enabled us to understand the mechanism of the regulation 
of these responses. Different temporal and spatial expression of genes encoding enzymes involved in ethylene biosynthesis is of great impor
tance for the regulation of ethylene responses. Also, post-translational regulation of the enzymes seems to be a key regulatory mechanism for 
the control of their activity. Because of versatile regulation of its production, ethylene can control plant development at many levels.

Postępy Biochemii 53 (1) 2007 73
http://rcin.org.pl

mailto:Kamil.Frankowski@uni.torun.pl


N owe spojrzenie na proces degradacji ziaren skrobi 
w  chloroplastach Arabidopsis thaliana L.

Dorota Sam ojedny  

Sław om ir O rzechow ski

Katedra Biochemii Wydział Rolnictwa i Biolo
gii, Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego, 
Warszawa

Katedra Biochemii Wydział Rolnictwa i Biolo
gii, Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego, 
ul. Nowoursynowska 159, Budynek 37, 02-776 
Warszawa; e-mail: slawomir_orzechowski@  
sggw.pl, tel.: (022) 593 25 78, faks: (022) 593 25 
63

Artykuł otrzymano 18 lipca 2006 r.
Artykuł zaakceptowano 14 września 2006 r.

Słowa kluczow e: amylaza, Arabidopsis, chloro
plast, maltoza, rozkład skrobi

Stosow ane skróty: AMY -  a-amylaza, EC 
3.2.1.1; BAM/BMY -  (3-amylaza, EC 3.2.1.2; 
DPE -  D-enzym, enzym dysproporcjonowania 
EC 2.4.1.25; GWD -  dikinaza: glukan, woda, 
EC 2.7.9.4; ISA -  izoamylaza, EC 3.2.1.68; LDA 
-  pullulanaza, EC 3.2.1.142; MEX1 -  transpor
ter maltozy; PHS -  fosforylaza skrobiowa, EC 
2.4.1.1; PWD -  dikinaza: fosfoglukan, woda, 
EC 2.7.9.5

STRESZCZENIE

S krobia asymilacyjna jest gromadzona w  ciągu dnia i stanowi główne źródło energii dla 
metabolizmu komórki podczas nocy. Obserwowany cykliczny rozkład skrobi stał się 

modelem  doświadczalnym chętnie wykorzystywanym przez uczonych, a wnioski wysunięte 
na podstawie wyników badań znajdują wykorzystanie w  analizie mechanizmów degrada
cji zarówno skrobi tranzytorycznej, jak i zapasowej. Rozkład skrobi można podzielić na 2 
etapy: zapoczątkowanie degradacji oraz hydroliza i fosforoliza ziaren skrobi do oligosacha- 
rydów i ich pochodnych. Kluczowe znaczenie w  tym procesie przypisuje się p-amylazie, 
produkt jej aktywności p-maltoza transportowana jest do cytosolu i tam podlega dalszym  
przemianom. Degradacja skrobi podlega złożonej i nie do końca jeszcze wyjaśnionej re
gulacji. Najważniejszymi elementami wpływającymi na szybkość rozkładu skrobi są: cykl 
dobowy, fosforylacja skrobi oraz regulacja aktywności enzymów. Odbywa się ona poprzez 
zmianę potencjału redoks, zmianę pH i stężenia substratów jak również fosforylację białek 
zaangażowanych w rozkład skrobi przez specyficzne fosfatazy. Prezentowana praca ma na 
celu usystematyzowanie aktualnej w iedzy na temat degradacji skrobi w  liściach Arabidopsis 
thaliana L.. Wyniki badań ostatnich lat rzucają now e światło na proces rozkładu skrobi, a 
także na jego kontrolę.

W PROW ADZENIE

Skrobia jest najczęściej występującym materiałem zapasowym  u roślin. Jest 
to polimer zbudow any z reszt sześciowęglowego, redukującego cukru a-D-glu- 
kozy. Cząsteczki glukozy połączone są ze sobą wiązaniami a - l ,4 i a - l ,6 gliko- 
zydowymi. Wiązania a-glikozydowe umożliwiają polimerom glukozy tworze
nie struktury heliakalnej. W skutek polimeryzacji glukozy w cząsteczce skrobi 
dochodzi do wytworzenia dwóch frakcji: amylozy i amylopektyny. Amyloza 
zbudow ana jest głównie z nierozgałęzionych łańcuchów (struktura linearna) 
połączonych wiązaniami a - l ,4 glikozydowymi, podczas gdy cząsteczki amylo
pektyny są rozgałęzione, a rozgałęzienia u tw orzone są przez wiązania a-l,6 gli- 
kozydowe. Skrobia występuje w  komórce roślinnej w postaci nierozpuszczalnych 
ziaren wytwarzanych w plastydach. W zależności od rodzaju plastydu można 
wyróżnić skrobię tranzytoryczną lub zapasową, która powstaje odpowiednio w 
chloroplastach i amyloplastach. Podziału tego m ożna dokonać także w oparciu 
o pew ne cechy charakteryzujące ziarna skrobi, takie jak: wielkość, kształt czy 
budow a wewnętrzna. Ziarna skrobi asymilacyjnej A. thaliana składają się w  oko
ło 90 % z łańcuchów amylopektyny [1], które tworzą półkrystaliczną strukturę 
granul [2,3]. Podstawą struktury granul jest upakow anie polimerów amylopek
tyny w  zorganizowane szeregi. Ziarna skrobi zbudow ane są z promieniście uło
żonych łańcuchów, których końce nieredukujące skierowane są do powierzchni. 
Polimery tworzą na przem ian występujące blaszki półkrystaliczne i amorficzne 
o szerokości 9 nm, które zwane są strefami półkrystalicznymi. Strefy te są uło
żone na przem ian ze strefami amorficznymi. Tak powstałe obie strefy nazywa 
się pierścieniem przyrostu. Budowa ziaren skrobi jest dość dobrze udokum en
towana [3-8],

Większość roślin syntetyzuje i degraduje skrobię w  zależności od wielu czynni
ków wewnętrznych i zewnętrznych, a także m.in. od stadium rozwoju. Ma to zna
czenie w  przypadku organów spichrzowych takich jak bulwy czy korzenie. Bio
synteza skrobi była przedmiotem wielu badań, których wyniki prezentowano w 
licznych pracach zarówno oryginalnych, jak i przeglądowych [9-14]. Substratem w 
syntezie skrobi jest aktywna forma glukozy, w  tym  przypadku ADP-glukoza po
wstała w  reakcji katalizowanej przez pirofosforylazę ADP-glukozy (ADPGPazę) 
z glukozo-1-fosforanu i ATP [9]. ADP- glukoza zostaje następnie przyłączona 
do nieredukującego końca powstającego łańcucha amylozy lub amylopektyny
[11,15], Tworzenie cząsteczek amylopektyny i strukturalne jej upakowanie jest 
ze sobą ściśle powiązane i podlega precyzyjnej regulacji. Proces ten wymaga 
uczestnictwa wielu enzymów, m.in. syntazy skrobi (SS) i enzymów rozgałęzia
jących (SBE). Amyloza powstaje w ew nątrz ziarna jako przenikająca go pojedyn-
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cza helisa i wymaga zaangażowania głównie syntazy skrobi 
związanej z ziarnem (GBSS) [4,14].

DEGRADACJA SKROBI

Proces degradacji skrobi jest słabiej poznany niż jej bio
synteza i wiele danych wskazuje na to, że nie jest taki sam 
we wszystkich organach danej rośliny, a także różni się po
między tymi samymi organami u różnych gatunków roślin 
[16]. Degradacja skrobi w  chloroplastach ma na celu uw ol
nienie zmagazynowanej w  czasie dnia energii. Podczas nocy 
rozkład skrobi dostarcza substratów do syntezy cukrów za
pewniając tym samym ciągły ich eksport do organów niefo- 
tosyntetyzujących, dostarcza także szkieletów węglowych 
i energii niezbędnej do procesów zachodzących w ewnątrz 
komórki. Zaangażowane są w tym procesie enzymy z klasy 
hydrolaz i transferaz (Ryc. 1).

Dzięki poznaniu pełnej sekwencji genów Arabidopsis [17], 
naukowcy są w  stanie łatwiej uzyskiwać rośliny zmodyfi
kowane genetycznie. Uzyskuje się m utanty z wyciszonymi 
genami kodującymi poszczególne enzymy związane z prze

mianami skrobi. Badanie zmian metabolicznych poszcze
gólnych m utantów  oraz postęp w  technikach analitycznych 
umożliwiły zweryfikowanie teoretycznych modeli degra
dacji skrobi w chloroplastach A. thaliana. Dziś wiadomo, że 
rozkład skrobi asymilacyjnej w  A. thaliana odbiega od do
brze poznanego m odelu rozkładu skrobi zapasowej w  ziar
niakach zbóż [18-20].

Proces rozkładu skrobi asymilacyjnej (Ryc. 2) można 
najogólniej podzielić na 2 etapy: zapoczątkowanie degra
dacji oraz rozkład ziaren skrobi do oligosacharydów i ich 
pochodnych. Uzyskane w  wyniku rozkładu skrobi cukry są 
następnie włączane do szlaków metabolicznych zarówno w 
chloroplastach, jak i w  cytoplazmie.

ZAPOCZĄTKOW ANIE ROZKŁADU  
ZIAREN SKROBI ASYMILACYJNEJ

ROLA a-AMYLAZ

Ziarna skrobi wyizolowane z chloroplastów w  warunkach 
natywnych nie są dobrym  substratem  dla enzym ów amylo- 
litycznych [8]. Enzym katalizujący pierwszy etap procesu

R ycin a  1. Schem at przedstaw iający d ziałanie e n zy m ó w  biorących u dzia ł w  degradacji skrobi w  chloroplastach. ISA3- izoam ylaza  3; PH S1- ch loroplastow a izoform a fosfo- 
rylazy skrobiowej; DPE1- ch loroplastow a izoform a en zy m u  dysproporcjonow ania.
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Rycina 2. Przyp uszcza ln y  p rzebieg procesu degradacji skrobi w  chloroplastach A. thaliana. O pis w  tekście. G W D  -  dik inaza glukan, w oda; PW D  -  dik inaza fosfoglukan, 
w oda; ISA3 -  izoam ylaza 3; PHS1 -  ch loroplastow a izoform a fosforylazy  skrobiowej; DPE1 -  ch loroplastow a izoform a en zym u  d ysproporcjonow ania.

degradacji skrobi musi posiadać zdolność do uwalniania 
łańcuchów glukozy znajdujących się na powierzchni ziarna. 
Wykazano, że w warunkach in vitro kilka różnych enzymów 
jest zdolnych do katalizowania takiej reakcji [21,22], ale je
dynymi praw dopodobnym i enzymami zdolnymi do tego 
typu reakcji in vivo w roślinach są endoamylazy- a-amylazy 
(Ryc. 1). W bielmie kiełkujących ziarniaków zbóż a-am ylazy 
hydrolizują wiązania a -l,4 glikozydowe wew nątrz polime
rów znajdujących się na powierzchni ziaren lub w kanałach 
wew nątrz granul, uwalniając łańcuchy poliglukanów, które 
służą jako substraty w dalszych etapach degradacji. W ge
nomie A. thaliana są kodowane trzy białka o sekwencji ami- 
nokwasowej homologicznej do innych a-am ylaz, a jedna z 
nich AMY3 posiada lokalizację chloroplastową. Sądzono, 
że to właśnie AMY3 rozpoczyna degradację powierzchni 
ziaren podczas nocy. Jednak na podstawie wyników badań 
nad m utantam i okazało się, że żadna z wytypowanych na 
podstawie sekwencji izoform a-am ylazy nie jest w ym a
gana do rozkładu skrobi. Wykorzystując insercję T-DNA 
blokowano aktywność poszczególnych genów kodujących 
a-am ylazy, a uzyskane m utanty wykazywały prawidłowe 
tempo degradacji skrobi w liściach w ciągu nocy. Podobne 
wyniki uzyskano podczas wygaszenia aktywności jedno
cześnie wszystkich trzech genów [23]. Przedstawione w yni
ki badań wskazują, że rozpoczęcie degradacji powierzchni 
ziaren skrobi A. thaliana nie odbywa się przy udziale a -a m y 
laz, lub też genom Arabidopsis zawiera nową endoamylazę z 
niezidentyfikowaną do tej pory sekwencją aminokwasową 
(Ryc. 2). Rola AMY3 pozostaje jednak niewyjaśniona. Zdaje 
się, że enzym  ten mógłby być zaangażowany w mobiliza

cję skrobi, ale rezultaty dotychczasowych eksperymentów 
pokazują, że jego brak może być rekom pensowany przez 
aktywność innych enzymów.

ZNACZENIE ENZYMÓW FOSFORYLUJĄCYCH SKROBIĘ

Podczas, gdy mechanizm uwalniania rozpuszczalnych 
łańcuchów glukanów z ziaren skrobi nie jest wyjaśniony, 
wiadomo, że w  ten proces zaangażow any jest stosunkowo 
niedawno odkryty enzym, zw any dikinazą: glukan, woda 
(GWD). W genomie rzodkiewnika zidentyfikowano 3 geny 
odpowiedzialne za kodowanie homologów GWD, 2 posia
dają sekwencję kierującą je do chloroplastów: GWD1 i PWD 
(GWD3) [24-26]. Identyfikacja białka GWD pochodzącego 
z ziemniaka wykazała, że katalizuje on odwracalną reakcję 
przenoszenia reszty p-fosforanowej z ATP na 6 węgiel w 
reszcie glukozy w ew nątrz am ylopektyny [27], Reszta y-fo- 
sforanowa przenoszona jest na cząsteczkę w ody, co ma na 
celu wytworzenie stechiometrycznej ilości wolnego fosfora
nu i AMP [28]. Fosforylacja łańcuchów amylopektyny przy 
udziale GWD ma miejsce zarówno podczas syntezy, jak i 
degradacji skrobi in vivo [28], Analiza substratów dla GWD 
wykazała, że enzym ten preferuje cząsteczki amylopektyny 
bardziej niż cząsteczki amylozy w  stosunku 30% dla amyło
zy i 70% dla amylopektyny. Aktywny enzym  w ym aga więc 
obecności wiązań a-l ,6 glikozydowych, a jego aktywność 
zwiększa się wraz ze wzrostem  polimeryzacji cząsteczek 
glukozy [26]. Pomimo dość niskiej częstotliwości, z jaką 
reszty glukozowe są fosforylowane, w  liściach Arabidopsis 
jest to około 0,1%, co oznacza, że 1 na 1000 reszt posiada
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grupę fosforanową [29], to obecność aktywnej GWD wydaje 
się być niezbędna do prawidłowego przebiegu procesu.

Białko GWD składa się z dwóch domen: jednej o aktyw
ności dikinazy i drugiej, N-terminalnej domeny o nie w 
pełni poznanej funkcji. Sugerowana funkcja N-terminalnej 
domeny GWD, to udział w prom owaniu aktywności innych 
enzymów degradujących skrobię poprzez interakcję z łań
cuchami poliglukanu na powierzchni ziaren lub z samymi 
enzymami [28], jak również decydowanie o specyficzności 
substratowej GWD [30].

Homolog GWD -  PWD, dikinaza: fosfoglukan, woda 
też zaangażowana jest w  metabolizm skrobi [24,25], M u
tacje wyciszające gen PWD powodują, że rośliny nie są w 
stanie praw idłow o degradować skrobi. U nich jednak w 
przeciwieństwie do m utantów sexl (starch excess 1, czyli o 
zwiększonej zawartości skrobi), u których gen GWD jest 
nieaktywny, nie ulega redukcji ilość fosforu związanego ze 
skrobią. W cząsteczce PWD C-końcowa domena w ykazu
je zbliżoną budow ę do C-końcowej domeny GWD i innych 
dikinaz, natomiast N-końcowa domena PWD znacznie się 
różni od N-końcowej domeny GWD. Analiza aktywności 
PWD uzyskanej w  wyniku nadekspresji w komórkach £. 
coli dowiodła, że PWD może tylko fosforylować łańcuchy 
amylopektyny, które zawierają już grupy fosforanowe i w 
odróżnieniu od GWD nie stwierdzono aktywności trans- 
ferazowej bez uprzedniego ufosforylowania łańcuchów 
a-g lukanów . Transfer ortofosforanu katalizowany przez 
ten enzym odbywa się na węgiel w  pozycji C3 w cząsteczce 
glukozy w łańcuchu amylopektyny [27], Wskazuje to na od 
mienną specyficzność substratową obu enzymów (GWD1 
i PWD), co mogłoby być skutkiem różnej budowy domen 
N-końcowych odpowiedzialnych za wiązanie łańcucha po
liglukanu i decydujących praw dopodobnie o specyficzności 
substratowej enzymów [30].

HYDROLIZA I FOSFOROLIZA SKROBI DO  
OLIG OSACH ARYDÓW  I ICH PO C HO DNYCH

Pierwszy etap degradacji skrobi prowadzi do uwolnienia 
linearnego glukanu rozpuszczonego w stromie chloroplastu 
(Ryc. 2). Enzymy obecne w chloroplastach mogą potencjalnie 
katalizować dwie alternatywne ścieżki jego dalszej degra
dacji. Pierwsza angażuje enzym chloroplastową fosforylazę 
skrobiową -  PHS1 [31,32], która uwalnia glukozo-l-fosfora- 
ny (Ryc. 1). Druga ścieżka wym aga obecności p~amylazy, 
która katalizuje reakcję odłączania od nieredukującego koń
ca linearnego glukanu cząsteczek maltozy (Ryc. 1). Cztery z 
dziewięciu p-am ylaz kodowanych w genomie Arabidopsis 
posiadają peptyd sygnałowy kierujący je do chloroplastów. 
Wyniki ostatnich badań wskazują na to, że degradacja line
arnego glukanu zachodzi zwykle przy udziale (3-amylazy, 
a nie na drodze fosforolizy glukanu. Tezę tą oparto na na
stępujących spostrzeżeniach: po pierwsze, m utanty z w y
ciszonym genem fosforylazy glukanu wykazują normalny 
poziom degradacji skrobi [2], Po drugie, m utanty z nieak
tyw nym  genem (3-amylazy mają zredukow aną zdolność 
degradacji skrobi [21]. Po trzecie, rośliny nie posiadające en
zym ów biorących udział w metabolizmie maltozy grom a
dzą duże jej ilości proporcjonalne do produkcji maltozy ze

skrobi, a ponadto wykazują zredukow ane tempo degradacji 
skrobi [33].

ENZYMY USUWAJĄCE ROZGAŁĘZIENIA

Genom Arabidopsis koduje cztery białka mogące brać 
udział w  hydrolizie wiązań a - l ,6 glikozydowych w  łańcu
chu glukanu (Ryc. 1). Jedno z nich należy do klasy dekstry- 
naz granicznych (LDA -  pullulanaza), a pozostałe trzy są 
izoamylazami (ISA). LDA jest wysoce aktywna w  bielmie 
kiełkujących ziarniaków zbóż i wiele wskazuje na to, że 
jest ona zaangażowana w hydrolizę w iązań a - l ,6 glikozy
dowych w tych organach. Natomiast rośliny Arabidopsis z 
nieaktywnym genem dla tego enzym u wykazują normalny 
poziom degradacji skrobi w  liściach podczas nocy [34], Po
zwala to sądzić, że jedna lub więcej izoamylaz, a nie pullu 
lanaza mogą być zaangażowane w ten proces.

Udział ISA zarówno w procesie biosyntezy, jak i de
gradacji przysparza trudności w  zidentyfikowaniu, która 
izoforma odpow iada za hydrolizę wiązań a -l,6 glikozy
dowych podczas rozkładu skrobi. W liściach A. thaliana, 
bielmie zbóż, bulwach ziemniaka, redukcja lub eliminacja 
aktywności wszystkich trzech izoform izoamylaz prowadzi 
do zaburzeń w syntezie skrobi. Wzrasta liczba ziaren, a co 
najmniej część łańcuchów skrobi jest zastępowana przez 
rozpuszczalny glukan, zwany fitoglikogenem [35]. Sposób 
działania izoamylazy na ziarna skrobi i mechanizm pow sta
wania łańcuchów fitoglikogenu w normalnych warunkach 
nie są jeszcze dobrze poznane. U ziemniaka produkty ge
nów StISAl i StISA2 tworzą wspólnie heterotetramery, któ
re są odpowiedzialne za wym ierną działalność izoamylazy 
w bulwach [36,37], Podobne współdziałanie różnych form 
izoamylaz mogłoby mieć miejsce także w liściach Arabido
psis.

Chociaż zarówno ISA1, jak i ISA2 są niezbędne podczas 
normalnej syntezy skrobi w liściach Arabidopsis, to przepro
wadzone badania wskazują na to, że nie są one zaangażo
wane w hydrolizę wiązań a - l ,6 glikozydowych w czasie 
nocnej degradacji skrobi. U m utantów  isal i isa2 zarówno 
skrobia, jak i fitoglikogen są całkowicie degradow ane w 
ciągu nocy [34,35]. Biorąc pod uwagę, że fitoglikogen ma 
wyższy stosunek wiązań glikozydowych a -l,6 do a -l,4 w 
porównaniu do amylopektyny, proces hydrolizy wiązań a- 
1,6 w  fitoglikogenie musi przebiegać szybciej niż w liściach 
typu dzikiego [38].

Wyniki badań podważające zaangażowanie LDA, ISA1 
czy ISA2 w  degradację skrobi asymilacyjnej mogłyby suge
rować, że znaczącą rolę w procesie rozpadu skrobi odgry
wa ISA3. W stępna analiza m utantów  z wyciszonym genem 
ISA3 pokazuje, że zawartość skrobi jest u nich wyższa niż 
w liściach typu dzikiego, co potw ierdza udział ISA3 w hy
drolizie nocą wiązań a - l ,6 glikozydowych. Możliwe jest, że 
istnieje inny, niezidentyfikowany do tej pory enzym, który 
bierze udział w tym etapie rozkładu skrobi, jednak do tej 
pory nie ma żadnych dow odów  potwierdzających to przy
puszczenie.

Ostatnio przeprow adzone badania, a głównie popraw ie
nie czułości detekcji p-maltozy, pozwalają przypuszczać, że
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(3-amylaza może działać na powierzchni granul uwalniając 
cząsteczki maltozy [34], Po tym odkryciu zaczęto się zasta
nawiać, czy może ona współdziałać z enzymem usuwającym 
rozgałęzienia. W tedy degradacja powierzchni ziaren skrobi 
przez p-am ylazę mogłaby postępować bez ograniczeń w y 
nikających z występowania wiązań a - l ,6 glikozydowych. 
Analizowano do tego celu m utanty isa3, Ida i podwójne m u 
tanty isa3/lda z  wyciszonymi genami zarówno isoamylazy 
3, jak i pullulanazy. Potwierdzono zaangażowanie ISA3 
w degradację powierzchni ziaren skrobi. M utanty miały 
zredukow ane tempo degradacji skrobi. Zaproponowano 
nowy, bardzo uproszczony model jej degradacji polegający 
na tym, że na powierzchnię ziaren miałyby działać wspól
nie (3-amylaza i ISA3 [34]. Produktem  ich działania byłyby 
maltoza i liniowe glukany (Ryc. 2). Zaobserwowano także 
wzrost ilości a-am ylazy w m utantach isa3 i podwójnych 
m utantach isa3/lda, co może sugerować próbę rekompensa- 
cji braku ISA3 przez działanie a-am ylazy, jednak wyjaśnie
nie tego zjawiska wymaga wnikliwszych badań [34].

DEGRADACJA SKROBI JAKO ODPOW IEDŹ  
N A  STRESY ŚRODOW ISKOW E

Wyniki badań prowadzonych nad rolą fosforylazy skro
biowej wskazują, że wyciszenie aktywności genu kodujące
go ten enzym  nie powoduje znaczących zmian w akumulacji 
skrobi w  ciągu dnia i jej degradacji w nocy. Zaobserwowano 
jednak, że m utanty z nieaktywnym genem plastydowej fo
sforylazy skrobiowej (phsl) są wrażliwsze na stres w odny i 
zasolenia. Wskazuje to na to, że fosforylaza skrobiowa, po 
wodując fosforolityczny rozkład skrobi i dostarczając sub
stratów do metabolizmu chloroplastu, mogłaby odgrywać 
ważną rolę w  tolerancji stresów abiotycznych [2]. Wyniki 
ostatnio prowadzonych badań wskazują również na znacz
ną rolę fosforolitycznego rozkładu skrobi w  w arunkach 
sprzyjających fotooddychaniu, jako uzupełnienie normalnie 
przebiegającej hydrolizy skrobi z udziałem p-amylazy [39]. 
M utanty phsl wystawione na działanie stresu prezentowały 
zmiany fenotypowe liści oraz akumulację skrobi. Sugerowa
no, że niezdolność m utantów do degradacji skrobi przez fo- 
sforylazę skrobiową w określonych warunkach środowiska 
skutkuje tworzeniem się uszkodzeń na blaszkach liściowych 
i w  konsekwencji śmiercią komórek. Zaobserwowano także, 
że zmiany te pojawiają się tylko na dojrzałych liściach, a li
ście dojrzewające już podczas działania czynników streso
wych nie wykazują już tak daleko posuniętych modyfikacji, 
co wskazuje na to, że chloroplastowa fosforylaza skrobi bie
rze udział w  szybkiej odpowiedzi na nagłe środowiskowe 
zmiany, a także w procesie aklimatyzacji do zmieniających 
się w arunków  środowiskowych [2].

P-am ylaza poza kluczową rolą w degradacji skrobi pod 
czas nocy bierze także praw dopodobnie udział w  odpow ie
dzi na szok temperaturowy. Wykazano, że w  przypadku 
stresu spowodowanego niską tem peraturą indukow ana jest 
ekspresja jednego z izoenzymów p-am ylazy -  BMY8, a w  
przypadku stresu spowodowanego wysoką tem peratura 
wzrasta poziom białka kodowanego przez BMY7. Indukcja 
ekspresji p-am ylazy związana jest praw dopodobnie z rolą, 
jaką pełnią jej produkty hydrolizy, czyli cząsteczki m alto
zy. Przypuszczalnym  zadaniem zakumulowanej w  stromie 
chloroplastu podczas stresu temperaturowego maltozy jest

ochrona białek stromy i błon tylakoidów biorących udział w 
fotosyntetycznym łańcuchu transportu elektronów [40].

M ALTOZA JAKO GŁÓW NY PRO DU K T DEGRADACJI 
SKROBI OPUSZCZAJĄCY CHLOROPLASTY

Maltoza uw alniana przez p-am ylazę i transportow ana z 
chloroplastów podczas nocy występuje w formie anom eru 
p. Ponadto, obserwowany jest gradient stężenia p-m altozy 
pom iędzy chloroplastem i cytosolem [41], Ostatnio pojawiły 
się dow ody na to, że maltoza produkow ana podczas degra
dacji skrobi nie jest metabolizowana w ew nątrz chloropla
stów, ale jest transportow ana do cytosolu przez specyficzny 
przenośnik maltozy (MEX1) [33]. Wyciszenie genu kodują
cego ten przenośnik powoduje, że w zrost roślin jest silnie 
ograniczony, a liście wykazują zmniejszoną zawartość chlo
rofilu. Mutacje w  genie MEX1 prow adzą do akumulacji m al
tozy w liściach Arabidopsis, a jej poziom wzrasta 40-krotnie 
w porów naniu z liśćmi typu dzikiego. Ilość maltozy spada 
podczas dnia, a w zrasta w  ciągu nocy, co jest spow odow ane 
niemożnością eksportu maltozy, produkowanej podczas p~ 
amylolitycznego rozpadu skrobi w  nocy. U m utantów  mexl 
obserwuje się podwyższony poziom  skrobi asymilacyjnej, a 
tempo jej degradacji, jak i syntezy jest ograniczone [33],

P-amylolityczna degradacja glukanów powoduje po
wstawanie niewielkiej ilości maltotrioz ze w zględu na m oż
liwość działania p-am ylazy tylko na łańcuchy składające 
się z więcej niż trzech reszt glukozy [42], Jedynym znanym  
enzym em  kodow anym  w genomie Arabidopsis zdolnym  
do metabolizmu maltotrioz jest enzym  dysproporcjono- 
wania, a - l,4 glukanotransferaza (D-enzym, DPE1). Enzym 
ten może wykorzystać dwie cząsteczki maltotriozy w celu 
w ytworzenia maltopentozy i uwolnienia jednej cząsteczki 
glukozy (Ryc. 1).

Dowód potwierdzający zaangażowanie tego enzymu w 
metabolizm maltotrioz podczas degradacji skrobi otrzym a
no na podstawie wyników badań nad m utantam i z wyci
szonym genem DPE1. W ykazują one zredukow any poziom 
degradacji skrobi i zwiększoną akumulację maltotrioz w 
nocy w ilościach dużo wyższych niż w  liścich typu dzikiego 
[43], Sugeruje się, że w liściach typu dzikiego maltopentoza, 
która powstaje w  w yniku działania DPE1 podlega hydro 
lizie przez p-amylazę. Z kolei glukoza, drugi p rodukt tej 
reakcji, eksportowana jest do cytosolu przez specyficzny 
przenośnik glukozy zlokalizowany w wewnętrznej błonie 
chloroplastu [44].

W przypadku braku białka MEX1, czyli transportera 
głównego produktu  degradacji -  maltozy, jej eksport z chlo
roplastu jest niemożliwy, ale eksport glukozy powstałej w 
w yniku działalności DPE1 nadal się odbywa. U podwójnych 
m utantów  dpel/mexl ani maltoza, ani glukoza nie może 
opuścić chloroplastu ze w zględu na zablokowanie eksportu 
i braku metabolizmu maltotrioz. Oba produkty  działalności 
P-amylazy są więc akum ulow ane w chloroplastach. M utan
ty wykazują silnie zredukow ane tempo w zrostu i obniżoną 
zawartość chlorofilu w  liściach, co może być spow odow ane 
między innymi brakiem syntezy sacharozy podczas nocy 
czy też akumulacją maltozy, która może wpływać pośred
nio na funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego poprzez
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wywoływanie stresu chemicznego lub osmotycznego we
wnątrz chloroplastu. Alternatywnie, maltoza może działać 
jako molekuła sygnalna, która może tłumić ekspresję pod 
stawowych genów biorących udział w fotosyntetycznej asy
milacji węgla. Jeśli to jest praw dziw a rola maltozy, to dzien
ne zmiany jej stężenia mogą być ważne w procesie sygna
lizacyjnym, powodującym asymilację dwutlenku węgla w 
ciągu dnia, a degradację skrobi podczas nocy [45].

METABOLIZM MALTOZY W  CYTOSOLU

Zdawało by się, że maltoza w cytosolu podlega hydro
lizie przez a-glukozydazę, a następnie jest przemieniana 
w glukozo-6-fosforan przez heksokinazę. Wszystko jednak 
wskazuje na to, że nie jest to przemiana odbywająca się w 
liściach Arabidopsis (Ryc. 3). Maltoza jest metabolizowana w 
reakcji transglukozylacji, a dowody na to pochodzą z badań 
nad m utantam i z wyciszonym genem transglukozydazy 
(DPE2). D-enzym jest strukturalnie podobny do amylomal- 
tazy [46], która jest zaangażowana w metabolizm maltozy 
u bakterii. Liście m utantów  ze zniesioną aktywnością DPE2 
nie mają możliwości, jak liście typu dzikiego przenoszenia 
jednej reszty glukozy z maltozy na rozgałęziony, cytosolo- 
wy heteroglukan i uwalnianie drugiej [47], M utanty te mają 
fenotyp zbliżony do m utantów  mexl. Poziom maltozy jest u

nich kilkakrotnie wyższy w porów naniu do roślin typu dzi
kiego, obserwowane jest również zahamowanie degradacji 
skrobi [47,48], Pozwala to przypuszczać, że udział DPE2 w 
metabolizmie maltozy jest główną ścieżką działającą na eks
portowane do cytosolu cząsteczki maltozy. Praw dopodob
ne jest, że cząsteczka glukozy uwolniona z maltozy przez 
DPE2 do cytoplazmy jest przemieniana do heksozofosfo- 
ranu przez heksokinazę. Losy drugiej cząsteczki glukozy 
zostały niedaw no wyjaśnione [49]. Jest ona przenoszona na 
cytosolowy, złożony z różnych monosacharydów węglowo
dan (w jego skłąd wchodzą głównie: arabinoza, galaktoza i 
glukoza, połączone wiązaniami glikozydowymi). Cytosolo
wy heteroglukan jest substratem dla wielu enzymów, które 
uwalniają z niego cząsteczki monosacharydów, disacha- 
rydów, bądź ich pochodne. Dobrze udokum entow ana jest 
rola cytosolowej izoformy fosforylazy skrobiowej (PHS2) 
w rozkładzie tego polisacharydu, która posiada podobnie 
jak DPE2 zdolność wykorzystywania heteroglukanu jako 
substratu do dwukierunkowej reakcji przenoszenia reszt 
glukozowych [49], Powstałe w  wyniku degradacji skrobi 
cząsteczki glukozo-l-fosforanu w chodzą w cykl przemian 
komórkowych. Przemiany mogą prowadzić do wytw orze
nia cząsteczek UDP-glukozy, a następnie zsyntetyzowania z 
nich sacharozy, która jest dostarczana do tkanek i organów

R ycina 3. Schem at przedstaw iający przem iany m altozy  w  cytop lazm ie. O pis w  tekście. Gic -  glukoza; Glc-6-P -  g lu k ozo-6  fosforan; Glc-1-P -  glukozo-l-fosforan; U D P -  
urydynodifosforan; Frc-6-P- fruktozo-6 fosforan; Sue- sacharoza; HXK -  heksokinaza; PGI2 -  cy tozo low a  izoform a izom erazy  fosfoglukozy; PGM2 -  cy toso low a izoform a  

fosfoglu kom u tazy; U D PG ase -  p irofosforylaza U D P-glukozy; SPS -  syntaza sacharozo-6-fosforanu; SPP -  fosfataza sacharozo-6-fosforanu; DPE2 -  cy toso low a izoform a  

en zy m u  dysproporcjonow ania; PH S2 -  cy toso low a izoform a fosforylazy skrobiowej, Scu-6-P -  sacharozo-6- fosforan.
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niefotosyntetyzujących. Z sacharozy, która jak niedawno 
stwierdzono, również na drodze endocytozy może dostać 
się do komórek heterotroficznych [50] w szeregu reakcji en
zymatycznych mogą powstawać ziarna skrobi zapasowej 
[51]. Produkty rozkładu skrobi mogą także, wchodząc w 
szlak innych przemian, dostarczyć pirogronianu będącego 
głównym substratem oddychania wewnątrzkomórkowego, 
zachodzącego w mitochondrium [52].

REGULACJA DEGRADACJI SKROBI 
ASYMILACYJNEJ W  LIŚCIACH A. THALIANA

CYKL DOBOWY

W standardow ych warunkach, kiedy skrobia jest synte
tyzowana w ciągu dnia nie zachodzi jej degradacja, bądź 
zachodzi w  niewielkim stopniu. Po rozpoczęciu nocy po
ziom degradacji skrobi wzrasta w ciągu dwóch pierwszych 
godzin i następnie pozostaje na relatywnie stałym poziomie 
do jej zakończenia [52]. W efekcie nocnego rozkładu skrobi 
asymilacyjnej prawie cały jej zapas zostaje zużyty. A zatem 
tempo degradacji skrobi jest uzależnione od ilości zaku
mulowanej w ciągu dnia skrobi i ma na celu nieprzerwane 
dostarczanie, na relatywnie stałym poziomie, fosforanów 
heksoz potrzebnych komórce. Wyjątek stanowi fotoperiod 
dłuższy niż 16 godzin, kiedy to zmiany długości oświetlenia 
skutkują zmianami w tempie biosyntezy i degradacji skrobi 
[53].

FOSFORYLACJA SKROBI

Mutacje, które eliminują białko GWD lub jej domenę 
odpowiedzialną za aktywność, prow adzą do wysokiej re
dukcji zarów no ilości fosforu związanego z amylopektyną, 
jak i samego tempa degradacji skrobi. Liście m utantów  sexl 
akumulują skrobię w ilościach siedmiokrotnie przewyższa
jących zawartość skrobi w liściach roślin typu dzikiego [29]. 
Tłumacząc znaczenie GWD i jej zaangażowanie w proces 
degradacji skrobi, wskazuje się na rolę grup fosforanowych 
lub samych cząsteczek białka GWD, które to mogą w pły
wać na aktywność innych, nie poznanych jeszcze enzymów, 
atakujących powierzchnię ziaren skrobi. G rupy fosforano
we mogą wpływać na upakowanie polimerów glukozy we
wnątrz amylopektyny, zwiększając powierzchnię pomiędzy 
łańcuchami i zmniejszając ich hydrofobowość. Przypuszcza 
się, że zarów no GWD, jak i PWD poprzez współdziałanie, 
tworząc ufosforylowaną amylopektynę w pozycjach odpo
wiednio C6 i C3 reszt glukozy, udostępniają powierzchnię 
granul dla innych enzymów i przez to regulują tempo de
gradacji skrobi [24,27], Poznanie dokładnego mechanizmu 
działania GWD i PWD wymaga jednak wielu wnikliwych 
badań nad budową i funkcją tych enzymów, a także nad 
produktam i ich działania.

REGULACJA EKSPRESJI I AKTYWNOŚCI ENZYMÓW 
UCZESTNICZĄCYCH W ROZKŁADZIE SKROBI

Sposoby, a raczej kompleksowe mechanizmy, dzięki któ
rym roślina włącza i kontroluje ścieżkę degradacji skrobi nie 
są do końca poznane, ale dzięki postępującym badaniom 
regulacja tego procesu jest stopniowo wyjaśniana. O dkry
cie, że transkrypty kilku enzymów potencjalnie biorących 
udział w  degradacji skrobi pojawiają się w  ścisłych dzien

nych cyklach i pod okołodobową kontrolą, pozwala sądzić, 
że kontrola procesu odbywa się na poziomie transkrypcyj- 
nym. Transkrypty niektórych genów, kodujących enzymy 
biorące udział w degradacji skrobi, zaczynają zwiększać 
swój poziom już przed końcem dnia. Poziom tych tran- 
skryptów spada powoli podczas nocy, utrzymuje niski po
ziom w pierwszych godzinach światła, a osiąga szczyt mię
dzy 4 a 8 godziną dnia [38,54], O bserwowany jest jednak 
brak korelacji pom iędzy poziomem tych transkryptów, a 
ilością kodowanych przez nie enzym ów zaangażowanych 
w rozkład skrobi. Dotychczas nie ma żadnego dow odu na 
to, że ilość jakiegokolwiek enzym u obecnego w liściach Ara
bidopsis i niezbędnego podczas degradacji skrobi zmienia 
się w cyklu dziennym, i że jest to skorelowane z jego rolą w 
kontroli tego procesu. Dla kilku kluczowych enzymów ze 
ścisłymi dziennymi zmianami transkryptów, bardzo mało 
jest zmian w ilości białka enzymu, co sugeruje, że kontrola 
degradacji skrobi odbywa się w głównej mierze na pozio
mie potranslacyjnej modyfikacji aktywności enzymów lub 
przy udziale białek regulatorowych [54].

Fosforylacja białek. Stosunkowo nowo poznanym  mecha
nizmem, biorącym udział w kontroli aktywności enzymów 
uczestniczących w rozkładzie skrobi, jest odwracalna fosfo
rylacja białek. W ostatnim czasie, badania dostarczają coraz 
więcej dow odów  wskazujących na faktyczne zaangażow a
nie tego mechanizm u w regulację procesu. W wyizolowa
nych z endosperm u pszenicy amyloplastach zidentyfikowa
no pew ną liczbę fosfoprotein, a w śród nich także te uczest
niczące w metabolizmie skrobi, głównie biosyntezie am y
lopektyny, co może wskazywać, że pew ne jej etapy mogą 
być kontrolowane poprzez fosforylację białek [55], Ostatnie 
wyniki badań nad m utantam i sex4 wskazują na to, że kon
trola procesu degradacji jest również spraw ow ana przez fo
sforylację białek. Odkryto, że mutacje w sex4 spow odow ane 
są przez gen kodujący białkową fosfatazę [56], M utanty sex4 
w standardow ych warunkach wzrostu akum ulują trzykrot
nie więcej skrobi w porównaniu do roślin typu dzikiego, ze 
w zględu na niskie tempo degradacji skrobi w ciągu nocy 
[32,52]. Ilość chloroplastowej a-am ylazy  -  AMY3 jest u tych 
m utantów  zredukow ana [52]. Jednak AMY3 nie jest kodo
w ana w locus sex4, a m utanty z brakiem AMY3 posiadają 
normalne tempo degradacji skrobi. W związku z tym, jest 
mało praw dopodobne, że spadek degradacji skrobi u m u 
tantów sex4 jest skutkiem zredukowanej ilości AMY3 [23]. 
Chloroplastowa lokalizacja białka SEX4, powinowactwo 
do glukanu oraz fenotyp o zwiększonej ilość skrobi w po
równaniu do roślin typu dzikiego, u m utantów  z wyciszo
nym  genem sex4 wskazują na to, że białko SEX4 wiąże się 
ze skrobią w w arunkach in vivo i jest potrzebne do jej p ra 
widłowego metabolizmu. SEX4 wykazuje dużą homologię 
z ssaczym białkiem laforyną, które jest konieczne do p ra 
w idłowego metabolizmu glikogenu. Laforyna defosforyluje 
i aktywuje kinazę 3 syntazy glikogenu, która z kolei fosfory- 
luje i inaktywuje syntazę glikogenu [56], W przypadku w y
stąpienia mutacji genu laforyny obserwuje się zaburzenia 
chorobowe, polegające między innymi na grom adzeniu się 
w cytoplazmie nierozpuszczalnego polisacharydu [57], O d 
kryto, że genom Arabidopsis koduje 10 homologów kinazy 
3 syntazy glikogenu, z czego przynajmniej jedna jest zloka
lizowana w chloroplastach i to ona mogłaby być celem dla 
białka SEX4, ale potwierdzenie tej hipotezy w ym aga jeszcze
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wielu badań [56], Laforyna posiada na N-końcu unikalną 
dla enzymów wyizolowanych ze zwierząt domenę wią
żącą w ęglowodany (CBM ang. carbohydrate-binding modu
le). Ostatnio stwierdzono, że enzym ten oprócz glikogenu 
może wykorzystywać jako substart w reakcji defosforylacji 
inne polisacharydy, np.: amylopektynę [57], W związku z 
powyższym  SEX4 mogłoby kontrolować degradację skrobi 
na dw a sposoby. Pierwsza możliwość polegać może na u su 
waniu reszt ortofosforanowych z amylopektyny (powsta
łych na skutek działalności GWD i PWD). Efektem defosfo
rylacji amylopektyny jest zm iana jej stopnia upakowania i 
hydrofilności, co ma znaczenie dla możliwości przyłączenia 
się i aktywności enzymów amylolitycznych. Z kolei innym 
sposobem kontroli degradacji skrobi przez białko SEX4, mo
głoby być wpływanie poprzez defosforylację na aktywność 
enzymu lub enzymów bezpośrednio lub pośrednio związa
nych z tym procesem. Taki model regulacji jest dobrze po
znany w przypadku metabolizmu glikogenu, natomiast dla 
przem ian skrobi w roślinach teoria ta wymaga weryfikacji i 
dalszych badań w przyszłości.

Podobną rolę jak białku SEX4 przypisuje się roślinnej po
dwójnie specyficznej fosfatazie DSP, która wiąże się z ziar
nami skrobi, a zlokalizowana została w chloroplastach. Po
ziom transkryptu DSP silnie skorelowany jest z poziomem 
transkryptów enzymów zw iązanych z degradacją skrobi. 
Sugeruje się, że białko to może regulować tempo degradacji 
skrobi poprzez odwracalną fosforylację. Także to białko, ze 
względu na domenę wiążącą węglowodany, wykazuje po
dobieństwo do ludzkiego białka laforyny [58],

Potencjał redoks. Potencjał redoks zdaje się pełnić znaczą
cą rolę w regulacji rozkładu skrobi. Można by podejrzewać, 
że kontrola procesu degradacji odbywa się także poprzez 
utlenianie lub redukcję kluczowych dla procesu enzymów. 
Redukcja grup sulfhydrylowych odbywa się z udziałem 
tioredoksyny, która uprzednio zostaje zredukow ana przez 
elektrony wybite z fotosystemu I, a przeniesione przez fer- 
rodoksynę. Tioredoksyna jest ważnym  regulatorem zawie
rającym sąsiadujące ze sobą reszty cysteiny, których grupy 
hydrosulfidowe mogą ulegać odwracalnie utlenieniu. Zre
dukow ana forma tioredoksyny dominuje w świetle i może 
stymulować aktywność wielu enzym ów w wyniku redukcji 
ich mostków dwusiarczkowych. Sugeruje się, że niektóre 
enzymy degradujące skrobię mogą być aktywowane przez 
utlenianie. W dzień redukcja grup  sulfhydrylowych mogła
by zapobiegać degradacji syntetyzowanej skrobi [16].

Wiele enzymów współdziałających z tioredoksyną zosta
ło niedawno odkrytych, włączając p-amylazę i pullulanazę 
z liści szpinaku [13]. Prow adzone badania nad GWD suge
rują, że aktywność tego enzym u jest także kontrolowana 
poprzez zmianę potencjału redoks [16,59]. Utlenienie GWD 
wywołuje inaktywację enzym u i formowanie się mostków 
dwusiarczkowych, które mogą być następnie redukowane 
przez tioredoksynę, co przyw raca aktywność białka [59], 
Najnowsze wyniki badań prezentują p-am ylazę (BMY7/ 
TR-BAMY) obecną w piasty dach Arabidopsis, której ak
tywność jest ściśle regulowana przez potencjał redoks [60], 
Indukcję ekspresji i pojawienie się aktywnego enzym u ob
serwuje się w warunkach stresu abiotycznego, co sugeruje, 
że TR-BAMY mogłoby brać udział w regulowanej potencja

łem redoks ścieżce degradacji skrobi zachodzącej podczas 
oświetlenia [60].

Wpływ pH i stężenia maltooligosacharydów. Stężenie jonów 
wodorow ych może odgrywać rolę w  regulacji procesu po
przez oddziaływanie na aktywność enzymów degradują
cych skrobię, np. poprzez ich przekształcenia konformacyj- 
ne. Odczyn pH podlega zmianom w chloroplastach podczas 
przejścia ze światła do ciemności. Stroma chloroplastów 
zmienia pH  ze słabo alkalicznego do obojętnego, co może 
prom ować aktywność niektórych enzymów degradujących, 
ale mało praw dopodobne jest, aby zmiany pH  mogły bez
pośrednio inicjować degradację, czy też kontrolować prze
bieg tego procesu [16].

Poziom maltooligosacharydów hamuje tempo degrada
cji skrobi poprzez współzawodniczącą inhibicję enzymów 
wykorzystujących skrobię jako substrat [42,61] lub poprzez 
występowanie w  bliskości ziaren uniemożliwiać przez to 
ich degradację. Pozwala to na dostosowanie tempa degra
dacji skrobi do aktualnego zapotrzebowania rośliny na jej 
produkty.

PO D SU M O W A N IE

W pełnym zrozum ieniu procesu degradacji ziaren skrobi 
prowadzącego od skrobi do fosforanów heksoz pozosta
je jeszcze wiele znaków zapytania. W pierwszej kolejności 
należy wziąć pod uwagę fakt, że najlepiej poznany do tej 
pory model rozkładu skrobi w chloroplastach A. thaliana 
może różnić się od procesów zachodzących w liściach, czy 
też w organach gromadzących skrobię zapasową innych ga
tunków roślin. Różnice te mogą wynikać głównie z różne
go składu izoenzymatycznego zaangażowanych w rozkład 
skrobi enzym ów oraz z charakteru organu, w którym ten 
proces się odbywa. Głównym enzymem odpowiedzialnym 
za proces rozkładu skrobi w chloroplastach A. thaliana jest 
P-amylaza, a produkt jej działania, p-maltoza, transporto
wana jest do cytoplazmy gdzie ulega dalszym przemianom. 
Słabo poznany jest, jak do tej pory, sposób regulacji procesu 
mobilizacji skrobi asymilacyjnej. W ostatnim czasie zespoły 
badaczy z całego świata donoszą o odkryciach, które wska
zują na ogromną złożoność i precyzję kontrolujących ten 
proces mechanizmów. Wiele wskazuje na to, że kluczową 
rolę w  procesie inicjacji degradacji skrobi odgrywają enzy
my fosforylujące skrobię, czy to przez zmianę właściwości 
struktury ziaren skrobi, czy też przez stworzenie możliwo
ści do powstania wielobiałkowego kompleksu, który roz
poczyna hydrolizę ziarna skrobi. Szybkość samego procesu 
degradacji wydaje się być z kolei regulowana poprzez m o
dyfikacje potranslacyjne poszczególnych enzymów amylo
litycznych. Odbywa się to głównie poprzez fosforylację bia
łek oraz dzięki zmianie potencjału redoks, zachodzących w 
cyklu dobowym  lub pod w pływ em  abiotycznych stresów.
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ABSTRACT

Transitory starch is accumulated during the day and is the main source of energy for the cell metabolism during the night. The observed pe
riodical starch degradation has become a model often used by scientist in their experiments. Starch granule degradation could be divided into 
2 periods: initiation of degradation and digestion of amylopectin and amylose into maltooligosaccharide and their derivative. Key meaning 
is attributed in this process to p-amylaze, product of its activity p-maltose is transported to the cytosole and there it subjects farthest conver
sions. It has been demonstrated that a number of enzymes take part in the starch degradation process. However, the way of regulating their 
activity is still not fully explained. There is most important elements effecting rate of starch decomposition: day cycle, starch phosphorylation 
and regulation of enzyme activity. It proceeds through redox potential, pH changes and phosphorylation of protein involved in starch degra
dation due specific phosphatases. The purpose of the current work is to systematize the knowledge of the Arabidopsis thaliana L. leaf starch 
degradation. The results of the recent research cast a new light on the starch degradation process as w ell as on its control.
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Słowa kluczow e: transport wody, kanał błono
wy, akw aporyny, stres abiotyczny

W ykaz skrótów : AB A -  kwas abscysynowy; 
ADH (ang. antidiuretic hormone) -  w azopre- 
syna, horm on antydiuretyczny; AQP (ang. 
aquaporin) -  akwaporyna; cAMP -  cykliczny 
adenozyno-5'-trifosforan; CDPK (ang. calcium- 
dependent protein kinase) -  kinaza zależna od 
jonów wapnia; M1P (ang. membrane integral 
protein) -  integralne białko błonowe; NIP (ang. 
nodulin26-like intrinsic proteins) -  akw aporyna 
hom ologiczna do białka Nodulin26; PIP (ang. 
plasma membrane intrinsic protein) -  akw apory
na błony komórkowej; PK (ang. protein kinases)
-  kinazy białek; PM (ang. plasma membrane)
-  błona płazm atyczna; PPase (ang. protein pho
sphatases) -  fosfatazy białek; NPA (ang. aspara- 
gine-proline-alanine) -  zachowany w  ewolucji 
m otyw reszt aminokwasowych: asparagina- 
prolina-alanina; ROS (ang. reactive oxygen spe
cies) -  reaktyw ne formy tlenu; RT-PCR (ang. 
reverse transcription -  polymerase chain reaction)
-  reakcja ampłifikacji na m atrycy cDNA; SIP 
(ang. small basic intrinsic protein) -  akw aporyna 
o niskiej hom ologii do AQP1; TIP (ang. tono- 
plast intrinsic protein) -  akw aporyna tonoplastu; 
TM (ang. tonoplast membrane) -  błona w akuoli 
kom órek roślinnych, tonoplast

STRESZCZENIE

I ntegralne białka błonowe (MIP) są zróżnicowaną klasą białek błonowych, które pośredni
czą w przepływie wody (akwaporyny), małocząsteczkowych roztworów, takich jak glice

rol oraz gazów poprzez błony komórkowe. W ostatnich latach badania dostarczyły istotnych 
informacji pozwalających na pełniejsze scharakteryzowanie u roślin tej dużej klasy białek, 
kanałów wodnych. Białka MIP zidentyfikowano w wielu organizmach zarówno jedno- jak 
i w ielokom órkowych. Akwaporyny pełnią istotna rolę w  rozwoju roślin i ich adaptacji do 
zmieniającego się środowiska zewnętrznego. W pływ na ekspresję genów kodujących akwa
poryny, wywierają takie czynniki jak: hormony, susza, wysokie stężenia soli i światło. Ak
tywność kanałów wodnych jest regulowana poprzez fosforylację i protony wewnątrzkomór
kowe. Przypuszcza się, że istnieją też inne mechanizmy regulacji tych białek poprzez działa
nie gradientu ciśnienia osmotycznego i hydrostatycznego, kontrolę reaktywnych form tlenu 
czy tworzenie heterotetramerów.

W PROW ADZENIE

Życie powstało w  środowisku w odnym  -  w oda jest absolutnie niezbędna 
do utrzym ania procesów metabolicznych w  organizmach żywych. Zawartość 
w ody w tkankach może sięgać 95% -  protoplazma zawiera od 50% (w organel
lach bogatych w lipidy) do 90% wody. Soczyste owoce, miękkie liście i korzenie 
zawierają aż 70 -  95% wody. Natomiast w pozornie suchych nasionach i zarod
nikach w oda stanowi od 10 do 15%.

W yróżnia się trzy możliwe drogi przepływ u wody w tkankach roślinnych: 
apoplastyczną, symplastyczną oraz transkom órkową [1]. Przenikanie w ody 
przez półprzepuszczalne błony biologiczne -  możliwe jest dzięki obecności bło
nowych białek, akw aporyn [2], Obecność akw aporyn w błonie plazmatycznej 
zwiększa od 10 do 100 razy przepuszczalność cząsteczek wody. Pojedynczy 
kanał transportuje ok. 2 - 3  miliardy cząsteczek w ody w ciągu sekundy. Bada
nia z w ykorzystaniem  związków rtęci (inhibitorów akwaporyn) pozwalają na 
przypuszczenia, że akw aporyny zaangażowane są w pobieranie do 80% w ody 
wchłanianej przez korzeń [3,4],

A kw aporyny należą do bardzo starej filogenetycznie rodziny kanałów biał
kowych MIP (ang. Membrane Integral Proteins) [5]. Kanały wodne zidentyfiko
wano dotychczas prawie we wszystkich typach żywych organizmów: u ssaków, 
kręgowców, bezkręgowców, roślin oraz bakterii i archebakterii [3], Specyficz
ne akw aporyny mogą transportować także obok w ody inne małocząsteczkowe 
związki: glicerol (np. glicerol facilitator GlpF E. coli, AQP3, AQP7 człowieka czy 
AtNIP6;l rzodkiewnika) [6-8], mocznik (AQP1 człowieka) [9], amoniak i jony 
amonowe (AtTIP2;l i AtTIP2;3 Arabidopsis thaliana) [10], kwas borowy (AfNIP5;l 
A. thaliana) [11], nadtlenek w odoru (akwaporyna Chara corallina) [12] czy m ało
cząsteczkowe alkohole [13], Zdolność do przepuszczania określonych związków 
zależna jest od budow y kanału w  miejscu filtru wielkości. Zastąpienie argininy 
195 i histydyny 180 am inokwasam i hydrofobowymi (alaniną i waliną) w  AQP1 
umożliwiło przepływ  mocznika przez kanał i jednocześnie nie wpływało na 
przepuszczalność cząsteczek wody. Zamiana fenyloalaniny 56 i histydyny 180 
przez reszty alaniny zwiększa średnicę kanału i umożliwia przepływ  glicerolu
[9], A kw aporyny uczestniczą także w  transporcie C 0 2 [14]

Rośliny posiadają wiele sekwencji kodujących kanały wodne, co wskazuje na 
ich dużą różnorodność. Projekt sekwencjonowania genomu Arabidopsis thaliana 
zaowocował identyfikacją 38 genów kodujących akwaporyny. Trzy z nich skla
syfikowano jako pseudogeny (A1TIP2, A1NIP2.1 i AfNIP3.1) [15], w  przypadku 
23 zaobserwowano ekspresję specyficzną dla tkanki i w arunków  środowisko
wych [16], U ryżu zidentyfikowano 33 białka z rodziny akw aporyn [17], a k u 
kurydza posiada co najmniej 31 genów kodujących kanały wodne, z czego kilka
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ulega ekspresji na wysokim poziomie [18]. Dla porównania 
w genomie człowieka zidentyfikowano dotychczas jedynie 
13 białek rodziny MIP. Zlokalizowano je w różnego typu 
nabłonkach, śródbłonkach i wielu innych tkankach. Pełnią 
one znaczącą rolę w wielu procesach fizjologicznych i pa
tologicznych: m.in. w formowaniu moczu, sekrecji płynów, 
tworzeniu i usuwaniu obrzęku mózgu, regulacji ciśnienia, 
nawilżaniu skóry, metabolizmie tłuszczy, angiogenezie gu
zów now otw orow ych i migracji komórek [19].

Podział kanałów wodnych zależnie od rodzaju transpor
towanych związków wym aga szczegółowych analiz, a sam 
mechanizm transportu wielofunkcyjnego nie jest do końca 
poznany. Dlatego akwaporyny roślinne podzielone zostały 
na podstaw ie subkomórkowej lokalizacji kanałów i homo- 
logii na cztery rodziny (Ryc. 1) [20]:

-  akw aporyny błony komórkowej PIPs (ang. Plasma memb
rane Intrinsic Proteins) tworzą dwie podrodziny: PIP1 (z 
w ydłużonym  N-końcem białka) oraz PIP2 (z wydłużonym  
C-końcem);
-  akw aporyny tonoplastu TIPs (ang. Tonoplast Intrinsic Pro
teins) podzielono na trzy podrodziny: aTIPs, [3TIPs, yTIPs, z 
wyjątkiem NfTIPa, która tworzy oddzielną grupę;
-  NLMs (ang. NOD26-like MIPs) lub NIPs (ang. Nodulin26- 
like Intrinsic Proteins) -  homologii białka NOD26 (akwa
poryny błony peribakteroidu Glicynę max biorącej udział 
w wym ianie metabolitów pomiędzy gospodarzem  a sym- 
biontem), o nieustalonej sublokalizacji w innych roślinach, 
przew odzące cząsteczki w ody oraz niepolarne związki ma- 
łocząsteczkowe [4];

PIP2a A. thaliana
RD28 A. thaliana
MipC M. crystallinum y  PIP2
PM28a S. olerácea
PIP3 A. thaliana
PM28b S. olerácea

/  PIPPr/AQP1 P. nil
MipA M. crystallinum
MipB M. crystallinum ►  PIP1
PIP1 b A. thaliana
PIP1a A. thaliana
PIP1C A. thaliana )
AQP0 H. sapiens
AQP2 H. sapiens >- ssacze AQP
AQP1 H. sapiens
At-yTIP A. thaliana

-yT IP  'ZmTIPI Z. mays
At-a TIP A. thaliana

- aTIPPv-a TIP P. vulgaris M IP
So-öTIP S. olerácea

-5T IPAÍ-5TIP A. thaliana
A/M l Pa N. tabacum j

GlpF
AQP3

E. coli 
H. sapiens

kanały
glicerolowe

FPS1 S. cerevisiae
NOD26 G. max

- NIPNLM1 A. thaliana
ZmSIP1;2 Z. mays

~SIPAfSIP1;1 A. thaliana

R ycina 1. A n a liza  filogenetyczna białek rodziny MIP m etodą prostej parsym onii 
przy u ży c iu  p rogram u pakietu  PHILIP. Białka GlpF £. coli oraz FPS1 d rożd ży  

transportują glicerol, białko AQP3 ssak ów  transportuje zarów no glicerol jak i 
w od ę . Białka p o d ro d z in y  N LM  (N O D 26 G. max i jego  h om ologi) oraz Nf-TIPa 
transportują także m ałe n iepolarne cząsteczki. Pozostałe ak w ap oryn y transportu
ją w y łą czn ie  cząsteczk i w o d y , a ich klasyfikacja za leży  od  miejsca rozm ieszczen ia  

w  kom órce i h o m o lo g ii sekwencji.

-  SIPs (ang. Small basic Intrinsic Proteins) -  białka o niskiej 
homologii z AQP1 człowieka (około 15%), zlokalizowane 
w całej roślinie (podrodzina SIP1) lub tylko w korzeniach 
(podrodzina SIP2), alanina motywu NPA pętli B podstaw io
na jest treoniną (AfSIPl;l), cysteiną (AfSIPl;2) bądź leucyną 
(A/SIP2) [21], występują w  błonach siateczki śródplazma- 
tycznej [22], różnice w budow ie aminokwasów tworzących 
wnętrze kanału w porów naniu z innymi akwaporynam i 
mogą świadczyć o innej specyficzności substratowej kanału 
[23].

NOWE USTALENIA DOTYCZĄCE  
STRUKTURY K A NAŁÓW  W O D N YC H

Struktura pierwszorzędowa białka AQP1 składa się z 
sześciu dom en (HI -  H6). Zarówno koniec N jak i C białka 
zlokalizowane są wewnątrz-komórkowo. Trzy pętle ozna
czone jako LA, LC i LE położone pomiędzy helisami znaj
dują się na zewnątrz komórki, dwie inne LB i LD zlokali
zowane są wewnątrz-komórkowo. Porównanie sekwencji 
AQP1 z innymi białkami rodziny MIP wykazało istnienie 22 
zachowanych w ewolucji reszt aminokwasowych, między 
innymi m otywu asparagina-prolina-alanina (NPA) znajdu
jącego się w pętli pomiędzy drugą a trzecią helisą transbło- 
nową w każdym  powtórzeniu tandemowym. Powtórzenia 
tandem owe mają przeciwną orientację w błonie biologicz
nej. Motyw NPA w pierwszej części białka znajduje się w 
pętli cytoplazmatycznej, w  drugiej -  w  pętli zewnątrzko- 
mórkowej, co daje symetrię kanału względem powierzchni 
błony [5],

Miejsce odpowiedzialne za ham owanie transportu wody 
w obecności jonów rtęci zlokalizowano w  pozycji resz
ty aminokwasowej Cys-189, poprzedzającej m otyw NPA 
w obrębie pętli E. M utanty białka AQP1 z aminokwasami 
flankującymi motyw NPA zamienionymi na aminokwasy 
o większej masie traciły zdolność przewodzenia wody [24], 
Gdy resztę alaniny 73 -  aminokwas w  pętli B korespondują
cy z resztą cysteiny 189 w pętli E -  zastąpiono resztą cystei
ny, a resztę cysteiny 189 resztą seryny, zmienione białko tra
ciło swą aktywność w obecności jonów H g2+. Podobne zja
wisko obserwowano przy zamianie reszt aminokwasowych 
otaczających m otyw NPA pętli B na reszty aminokwasowe 
o większej masie cząsteczkowej (Ryc. 2). Badania te dopro
wadziły do powstania m odelu klepsydry struktury kanału 
wodnego opisanego w pracy przeglądowej z 2004 roku [3].

Z przepływem  w ody w roztworze wiąże się jednoczesny 
przepływ protonów połączonych z cząsteczkami w ody wią
zaniami wodorowymi. Z badań wynikało, że kanał wodny 
transportuje cząsteczki w ody nie przepuszczając jednak jo
nów hydroniowych H 30 +. Struktura klepsydry akwaporyny 
składa się z dwóch stożkowatych przedsionków, cytopla- 
zmatycznego i zewnątrzkomórkowego, połączonych w ą
skim kanałem o długości 20 A. Miejsce odpychania elektro
statycznego cząsteczek obdarzonych ładunkiem  oraz filtr 
wielkości znajdują się około 8 A powyżej środka kanału. W 
tym miejscu średnica kanału wynosi około 2,8 A, tyle samo, 
co średnica van der Waalsa cząsteczki wody. Większość reszt 
aminokwasowych wyściełających ściany kanału pochodzi 
z dom en transbłonowych i ma charakter hydrofobowy -  w 
miejscu filtru wielkości znajduje się fenyloalanina 56 dome-
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R ycina 2. M odel przestrzennej b u d o w y  białka AQP1. H elisy  transbłonow e za 
zn aczono jako H I -  H6, p ętle  jako LA -  LE. Pętle LB i LE zawierają zachow ane  

w  ew olucji m o ty w y  N P A . Miejsce h am ow ania  jonam i H g2+ (Cys-189) oznaczono  

jako SH.

ny H3. Obok znajdują się dwie zachowane w ewolucji resz
ty aminokwasowe: arginina 195 i histydyna 180, obdarzone 
w pH  neutralnym  dodatnim  ładunkiem elektrostatycznym. 
Reszty am inokwasowe Arg-195 i His-180 tworzą filtr wiel
kości i dodatkow o odpychają protony i inne kationy, unie
możliwiając im przepływ  przez kanał wodny (Ryc. 3) [25].

Dodatkowo powyżej miejsca filtru wielkości, obecny jest 
szereg reszt aminokwasowych zawierających atomy tlenu 
w  grupach karbonylowych (Gly-188, Cys-189, Gly-190 i Ile- 
191), które są korzystnie energetycznymi substytutami do 
wiązania protonów. Reszta cysteiny 198 ma zorientowaną 
do w nętrza poru grupę sulfhydrylową -  związanie jonu rtęci 
fizycznie blokuje kanał i uniemożliwia transport cząsteczek 
wody przez błonę. W miejscu nałożonych na siebie m oty
wów NPA następuje reorientacja cząsteczki wody. Poniżej 
znajduje się drugi szereg tlenów karbonylowych pochodzą
cych z reszt Leu-75, His-74, Ala-73 i Gly-72 [26]. Orientacja 
cząsteczki w ody zmienia się w trakcie jej przepływ u przez 
kanał. G dy cząsteczka wody wpływa do przew odu z prze
strzeni zewnątrzkomórkowej tlen skierowany jest w  dół. W 
miejscu m otyw ów  NPA następuje jej obrót i dalszy prze
pływ tlenem skierowanym ku górze (Ryc. 3) [26].

WPŁYW C ZYNNIK ÓW  ABIOTYCZNYCH N A  
EKSPRESJĘ G E N Ó W  AKW APORYN

Kontrola w arunków  wodnych ma decydujące znacze
nie dla u trzym ania homeostazy organizmu. Kanały wodne 
wykazują złożony system regulacji ekspresji na poziomie 
transkrypcji. Badania z wykorzystaniem technik biologii 
molekularnej (hybrydyzacje in situ, typu northern, RT-PCR, 
doświadczenia immunocytochemiczne) wykazały różni
ce w ekspresji genów akwaporyn. Niektóre białka rodzi
ny MIP ulegają ekspresji konstytutywnej i stanowią około 
20% wszystkich białek błonowych komórki. Inne podlegają 
regulacji czynnikami zewnętrznymi (odpowiedź na stres, 
zmianę w arunków  świetlnych) lub ulegają ekspresji zależ
nej od poziom u fitohormonów [1].

Najwyższą ekspresję genów akwaporyn obserwuje się w 
tkankach o dużym  przepływie strumienia wody lub m eta
bolitów oraz w  tkankach przewodzących. Ponadto akwa- 
poryny tonoplastowe występują licznie w  tkankach mery- 
stematycznych (w miejscach biogenezy wakuolarnej) [27]. 
Obecność akw aporyn została powiązana z licznymi proce-

sami fizjologicznymi: m. in. z otwieraniem i zamykaniem 
aparatów szparkowych [28], w zrostem  w ydłużeniow ym  
komórek [29] czy ruchami organów  [30,31].

Z 38 akw aporyn A. thaliana większość ulega ekspresji 
albo w korzeniach albo w kwiatach. Brak jest kanałów w od 
nych specyficznych wyłącznie dla liści. Geny należące do 
podrodzin PIP i TIP są aktywne transkrypcyjnie, w prze
ciwieństwie do białek NIP, których ekspresja jest znacznie 
niższa. W odpowiedzi rośliny na stres abiotyczny, np. su 
szę, ekspresja wielu genów akw aporyn jest obniżana, choć 
są też takie geny, których ekspresja w zm aga się (AfPIPl;4 i 
AfPIP2;5) lub nie ulega zmianie (AfPIP2;6 i AfSIPl;l) [32], 
Poziom ekspresji AfPIP2;5 wzrastał po umieszczeniu rośliny 
w niskiej temperaturze, podczas gdy ekspresja pozostałych 
genów podrodziny PIP ulegała zaham owaniu. W w arun 
kach stresu solnego nie zaobserwowano istotnych zmian w 
ekspresji genów PIP [33],

Stymulację ekspresji genów akw aporyn suszą zaobser
wowano u tytoniu (geny NcMip2 i NcMip3) [34] oraz Crate- 
rostigma plantagineum (CpPIPa2 i CpPIPa6) [35]. Z kolei eks
presja genów MipA i MipC M. crystallinum w  warunkach 
suszy gwałtownie spada by powrócić następnie do stanu 
pierwotnego [36].

Stwierdzono różnice we w pływie fitohormonu -  ABA 
-  na ekspresję poszczególnych akw aporyn A. thaliana, co 
sugeruje, że część z nich jest regulowana zależnie od kwasu 
abscysynowego, a pozostałe na drodze niezależnej od tego 
związku. Wiadomo, że ABA w pływ a na ekspresję niektó
rych genów PIP w korzeniach i liściach rzodkiewnika [33] i 
kukurydzy [37], U Phaseolus vulgaris zaobserwowano także 
zwiększenie ilości białka PIP1 w  liściach po dolistnym poda
niu kwasu abscysynowego [38]. Zidentyfikowano także gen

środowisko
zewnętrzne

/  ̂ ^ 1 9 6

®  odpychanie 
i elektostatyczne

cytoplazma

R ycina 3. Schem at przedstaw iający p rzep ły w  cząsteczek  w o d y  przez  kanał w o d 
ny. P rzep ływ  H 3Oł jest h am ow an y p rzez  filtr w ie lkości i od pychan ie  elektrosta
tyczne reszty argininy 195 (R195) i reszty h istyd yn y  180 (H180) (zm od yfik ow ano  

w g  [26]).
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kodujący białko Af-TIP, którego ekspresja znacząco wzrasta 
po stymulacji kwasem giberelinowym [39],

Analiza ekspresji akw aporyn Oryza sativa oraz Zea mays 
wykazała, że istnieje zależność pomiędzy poziomem tran- 
skryptu genów kodujących białka PIP i TIP a w arunkam i 
świetlnymi. Najwyższy poziom ekspresji genów akw a
poryn OsPIPl;2, OsPIPl;3, OsPIP2;3, OsPIP2;4, OsPIP2;5, 
OsTIPl;2 i OsTIP2;l zaobserwowano w korzeniach roślin 
w  czasie dnia, najniższy w czasie nocy [17]. Badania nad 
w pływ em  światła i ciemności na ekspresję genów PIP Zea 
mays (ZmPIPl;l, ZmPIPl;5, ZmPIP2;l i ZmPIP2;5) w rytmie 
16 godzin światła i 8 godzin ciemności wykazały, że mak
symalny poziom transkryptów występuje w  okresie od 
2 do 4 godziny okresu światła, następnie ekspresja spada 
gwałtownie, utrzymuje się na niskim poziomie przez drugą 
połową okresu światła i przez początek okresu ciemności, 
by wzrosnąć i osiągnąć m aksim um  między drugą a czwartą 
godziną dnia. Przedłużenie okresu ciemności z 8 do 52 go
dzin doprowadziło do uzyskania w pierwszej dobie ciem
ności profilu ekspresji charakterystycznego dla poprzed
nich w arunków  świetlnych, a następnie trwałego spadku 
ekspresji genów Zm PIPl;l ZwPIP2;l i ZmPIP2;5 w drugiej 
dobie ciemności [40],

REGULACJA AKTYW NOŚCI AKW APORYN

PROCES FOSFORYLACJI

Oprócz specyficznej regulacji ekspresji genów akw apo
ryn, aktywność kanałów w odnych regulowana jest także na 
poziomie potranslacyjnym. Stwierdzono, że przepuszczal
ność w ody przez membrany jest regulowana przez fosfo- 
rylację reszt seryny w domenach cytoplazmatycznych N- i 
C-końca akwaporyn. Doświadczenia z wykorzystaniem 
heterologicznej transkrypcji genów akw aporyn w oocytach 
Xenopus laevis w  obecności cAMP (aktywator szlaku kinazy 
A) oraz kwasu okadaikowego (inhibitora fosfataz) dowiodły 
istnienia fosforylowanych reszt seryny w białkach: PuTIP3;l 
Phaseolus vulgaris (Ser-7), SoPIP2;l Spinacia olerácea (Ser-274 i 
Ser-277) oraz GmNodulin26 Glicynę max (Ser-262) [41].

Poza udokum entow anym i miejscami fosforylacji zlo
kalizowanymi w obszarach terminalnych polipeptydów, 
wszystkie akwaporyny błony komórkowej oraz niektóre 
akwaporyny tonoplastowe posiadają zachowaną w ewolu
cji resztę seryny położoną w cytoplazmatycznej pętli obok 
pierwszego m otyw u NPA. Reszta seryny ta otoczona jest 
przez aminokwasy tworzące m otyw  R/X-K-X-S-X-X-R roz
poznaw any przez wiele kinaz, m.in. kinazę zależną od jo
nów w apnia (ang. Calcium-Dependent Protein Kinase, CDPK) 
[41]. Podobny m otyw występuje u akw aporyn tonoplasto- 
wych, gdzie reszta seryny podstaw iona jest przez resztę 
treoniny [1], Wysoki stopień zachowania w  ewolucji moty
w u sugeruje ważne znaczenie strukturalne i funkcjonalne. 
Fosforylacja akw aporyn może być związana ze stadium  
rozwojowym rośliny bądź z czynnikami zewnętrznymi. 
GmNodulin26 jest fosforylowana w  symbiosomach podczas 
dojrzewania brodaw ek oraz bierze udział w  osmoregulacji 
komórki podczas stresu solnego lub wodnego. PvTIP3;1 jest 
aktyw ow ana w  rozwijających się nasionach. Mechanizm re
gulacyjny powoduje defosforylację PvTIP3;1 w trakcie imbi- 
bicji nasion. Ograniczenie utraty w ody w  w arunkach stresu

wodnego u szpinaku w arunkuje defosforylacja SoPIP2;l w 
komórkach liści [41].

Dowiedziono, że akwaporyna PM28A szpinaku fosfo
rylowana jest w  pozycji reszty Ser-274 (motyw S-X-R ki
nazy C kręgowców) w obecności wolnych jonów Ca2+ [42]. 
W procesie regulacji aktywności akw aporyn sugeruje się 
udział związanej z błoną komórkową kinazy zależnej od 
jonów wapnia. Gdy potencjał w odny w apoplaście jest w y
soki, jony Ca2+ napływają do wnętrza komórki, a wysokie 
stężenie cytopłazmatycznego wapnia aktywuje CDPK, któ
ra fosforyluje reszty serynowe akwaporyn. Kanały wodne 
błony plazmatycznej pozostają otwarte. Aby zminimalizo
wać straty w ody przy niskim potencjale w ody apoplastu, 
(sygnalizowanym niskim stężeniem w apnia w  cytosolu) 
akwaporyny ulegają defosforylacji i przepuszczalność bło
ny komórkowej spada. Jednocześnie pozostają otwarte biał
ka podrodziny TIP, co pozwala na napływ  w ody z wakuoli 
i zrekompensowanie jej strat w  cytoplazmie [3]. Azad i wsp.
[31] wykazał, że akw aporyna obecna w płatkach kwiatu tu 
lipana jest fosforylowana poprzez kinazę zależną od jonów 
Ca2+, a proces defosforylacji przeprow adza fosfataza typu 
2A. Fosforylacja akw aporyn była ściśle skorelowana z zależ
nym  od tem peratury otwieraniem i zam ykaniem  płatków, 
co sugeruje zaangażowanie akw aporyn w  transport wody 
towarzyszący tym procesom [31]. Wyniki te pokazują, że 
podczas rozwoju i w  odpowiedzi roślin na bodźce środo
wiskowe, proces fosforylacji może stanowić istotny mecha
nizm  regulacji aktywności akw aporyn u roślin (Ryc. 4).

TWORZENIE HETEROTETRAMERÓW

W błonie komórkowej lub w  tonoplaście akw aporyny 
występują przeważnie w  postaci oligomerów złożonych z 
czterech identycznych polipeptydów. W ykazały to badania 
z użyciem kriokrystalografii elektronowej u fasoli i szpinaku 
[1]. Jednak w tonoplaście soczewicy zaobserwowano obec
ność kanałów wodnych złożonych z dwóch polipeptydów  o 
masach 25 i 26 kDa [43], Badania przeprow adzone u kuku 
rydzy dowiodły, że jednym  z m echanizm ów regulacyjnych 
aktywność akw aporyn może być tworzenie kompleksów 
przez te białka (Rys. 4). Koekspresja ZmPIPl;2 i ZwPIP2 w 
oocytach X. laevis zwiększała przepuszczalność w ody przez 
błonę w porównaniu do ekspresji pojedynczych genów PIP. 
Kompleksy białek mogą usprawnić transport akw aporyn 
podrodziny PIP1 do błony plazmatycznej, które w  postaci 
hom otetram erów często nie zwiększają lub jedynie w  nie
wielkim stopniu zwiększają przepuszczalność błon oraz 
wpłynąć na fałdowanie się i zmianę konformacji fragm en
tu białka na granicy pętli E i szóstej dom eny transbłonowej
[41].

ZMIANY pH I STĘŻENIA Ca2+

Badania nad ekspresją genów AfPIP2;l, AfPIP2;2 oraz 
A fPIP2;3 w oocytach X. laevis dowiodły istnienia mechanizmu 
regulacyjnego przepływ u w ody przez błonę komórkową, 
związanego z odczynem pH  wew nątrz komórki. Spadkowi 
pH  cytoplazmy z 7 do 6 jednostek towarzyszył spadek 
przepuszczalności błony. Wykazano, że w  pH  kwaśnym, 
reszta His-197 położona w pętli wewnątrzkomórkowej 
AtIPlP2;2 ulega protonacji, co prow adzi do zmiany w
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strukturze i niedrożności kanału przez część pętli D białka 
[44], Podobny wpływ na strukturę kanału mogą mieć 
wewnątrzkom órkowe jony wapnia, które łącząc się z C- 
końcem akwaporyny poprzez kalmodulinę uniemożliwiają 
przepływ w ody przez kanał [41]. Zaobserwowano, że 
jony Ca2+ zmniejszają aktywność kanałów w odnych w 
oczyszczonych pęcherzykach błonowych. M echanizm tego 
hamowania, bezpośredniego czy pośredniego, aktywności 
akw aporyn wciąż jest nieznany, obserwowany jest gdy 
stężenie jonów wapnia w  cytoplazmie waha się w  zakresie 
od 10 -100  pM. Obserwacje fizjologiczne przeprow adzone u 
kukurydzy i melona wykazały, że jony wapnia neutralizują 
negatywne działanie chlorku sodu na przepuszczalność 
wody w  korzeniu. Wyniki te są wyraźnie różne od 
tych obserwowanych w wyizolowanych pęcherzykach 
błonowych, co może świadczyć o istnieniu innego, nie 
odkrytego mechanizmu, obejmującego rolę w apnia w 
przekazywaniu sygnału podczas stresu solnego [1],

DZIAŁANIE REAKTYWNYCH FORM TLENU

Wykazano, że niska tem peratura zmniejsza przew od 
nictwo hydrauliczne w korzeniach pom idora [45] i kuku 
rydzy [46]. Uważa się, że efekt ten wywołany jest poprzez 
nadtlenek w odoru uwalniany w momencie w ystawienia 
korzeni na działanie chłodu [47], Reaktywne formy tlenu 
zmniejszają także aktywność kanałów w odnych w kom ór
kach Chara corallina [48], Okazało się, że reaktywne formy 
tlenu zmniejszają przewodnictwo hydrauliczne aż do 90%, 
są więc bardziej wydajne niż sole rtęci, które powszechnie 
znane są jako inhibitory kanałów wodnych. Hentzler i wsp. 
[48] zaproponował, że reaktywne formy tlenu wpływają na 
przepuszczalność akwaporyn bezpośrednio poprzez oksy
dację tych białek lub pośrednio poprzez oksydację lipidów 
błonowych i tworzenie wolnych rodników. Ze w zględu na 
to, że reaktywne formy tlenu uznaw ane są za cząsteczki 
sygnałowe w komórkach, również w przypadku akw apo
ryn mogą rozpoczynać kaskadę reakcji wpływających na 
regulację ich aktywności (Ryc. 4) [1],

CIŚNIENIE OSMOTYCZNE I HYDROSTATYCZNE

Ye i wsp. [49] wykazali, że wysokie stężenie eterów gli
kolowych (powyżej 800 mM) zmniejsza przepuszczalność 
wody w akwaporynach. Prawdopodobnie wysokie ciśnie
nie podczas przepływ u cząsteczek doprow adza do napięć 
w ew nątrz kanału oraz deformacji białka, uniemożliwiającej 
transport w ody [2,49],

Innym parametrem, który może regulować otwieranie 
kanałów w odnych jest komórkowe ciśnienie hydrostatycz
ne czyli turgor. Zmiany ciśnienia wywoływały przew odze
nie hydrauliczne w komórkach korowych korzenia. Zakres

inhibicji przepływu wody przez kanał był uzależniony 
od ruchów wody spowodowanych zmianami ciśnienia. 
Sugeruje to, że wysoki zakres przepływ u w ody w kanale 
w odnym  może wymuszać wysokie ciśnienie powstające 
w momencie zmniejszania się średnicy kanału. Stwierdzo
no, że kwas abscysynowy może neutralizować hamowanie
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Rycina 4. P ropon ow ane m echanizm y regulacji ak tyw n ości k anałów  w o d n y c h  u  roślin. (A). Kontrola p oziom u  transkrypcji i ilości białka. Susza, stres so lny oraz inne 

b odźce śro d o w isk o w e znane są jako czynnik i w pływ ające na transkrypcję g e n ó w  ak w ap oryn  i p raw dop od ob nie  na ich translację oraz degradację, określając w  ten sposób  
ilość kanałów  w o d n y ch  w  błonach komórki. Tw orzenie przez białka PIP h etero m erów  u roślin  jest h ipotetyczne, gd y ż  do tej pory zjaw isko to zaob serw ow ano w  oocytach  

Xenopus. W ydaje się, że  m echanizm  ten preferuje transport h o m o lo g ó w  PIP1 d o  b łon y  plazm atycznej (PM). (B). W ew nątrzkom órkow a zm iana lokalizacji. P rzem ieszczanie  
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lacja akw ap oryn  przeprow adzana od p ow ied n io  przez kinazy (PK) i fosfa tazy  (PPase) reguluje otw ieranie i zam ykanie kanałów  w o d n y ch  w  TM i PM. R eaktyw ne form y  

tlenu, w y so k ie  stężen ia  roztw orów  i k om órk ow e ciśn ienie h ydrostatyczne w p ływ ają  na ak tyw n ość akw aporyn , choć efekty b ezp ośred n iego  czy  pośred niego  ich działania  

pozostają c iągle niew yjaśnione. Schem at pokazuje także d ziałanie k inazy bia łek  oraz w p ły w  niskiej tem peratury, n iedotlenien ia  oraz stresu o sm otyczn ego  na grom adzenie  

się, od p ow ied n io , reaktyw nych form  tlenu i p rotonów  (zm od yfik ow ane w g  [1]).
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kanałów wodnych spowodowane wysokim ciśnieniem [1], 
Oba typy regulacji mogą brać udział w  kształtowaniu się 
turgoru komórki zależnie od w arunków  wodnych i osmo- 
tycznych (Rys. 4) [2].

D YN AM IK A  SUBKOMÓRKOWEJ 
LOKALIZACJI AKW APORYN

Obecnie wiadomo, że fosforylacja akw aporyn w pływa na 
przepuszczalność błon, jednak sam mechanizm regulacji nie 
jest poznany. Podejrzewa się, że otwarcie kanału wodnego 
następuje, gdy dochodzi do bezpośredniego oddziaływania 
ujemnie naładowanej reszty fosforanowej z przestrzenną 
strukturą białka. Niewykluczone jest jednak, że fosforylacja 
reszt serynowych ma znaczenie w wewnątrzkom órkowym  
transporcie akwaporyn z przybłonowych pęcherzyków do 
błony plazmatycznej, jak ma to miejsce w przypadku akwa- 
poryny 2 (AQP2) człowieka w  komórkach kanalików zbior
czych nerki [41]. W głównych komórkach kanalika zbior
czego nerki białko AQP2 zlokalizowane jest w  obrębie w e
wnątrzkom órkowych pęcherzyków położonych przy błonie 
komórkowej. Związanie w azopresyny (ADH, ang. antidiure- 
tic hormone) przez receptor V2 następuje w obecności cAMP, 
który aktywuje podjednostkę katalityczną kinazy A. Kinaza 
A fosforyluje białko AQP2 w  pozycji Ser-256, co powoduje 
przemieszczenie się i fuzję pęcherzyków ze szczytową częś
cią błony komórkowej oraz wzrost przepuszczalności wody 
przez błonę. Przy braku wazopresyny we krwi akwaporyna 
2 przemieszczana jest do w nętrza komórki i przepuszczal
ność błony komórkowej spada do poziomu podstawowego 
[50].

Badania nad białkami MipA, MipB, MipC i MipF u Me- 
sembryanthemum crystallinum (ang. common ice plant) wska
zują na skomplikowany proces dystrybucji akwaporyn 
do organelli komórkowych. Nie każde białko należące do 
podrodziny PIP trafia do błony komórkowej, a każdy TIP 
do tonoplastu. Doświadczenia z wykorzystaniem immuno- 
lokalizacji akwaporyn in situ wskazują na krążenie białek 
pom iędzy błonami w komórce, m.in. za pośrednictwem 
plazmalemmosomów [51].

Roślinne akwaporyny są transportow ane do docelowych 
błon plazmatycznych szlakiem sekrecyjnym z siateczki 
śródplazmatycznej poprzez aparat Golgiego oraz liczne 
typy pęcherzyków. Rozmieszczenie akw aporyn jest jednak 
bardziej skomplikowane niż prosty model transportu białka 
do błony plazmatycznej czy tonoplastu. AfPIPl rzodkiew - 
nika, ZmPIPl;2 i ZmPIP2;5 kukurydzy zostały zlokalizowa
ne głównie w  błonie komórkowej, ale także w plasmalem- 
mosomach i innych wewnętrznych błonach komórki [41]. 
Obecność białka McPIPl;4 ujawniono w tonoplaście, a w 
błonie plazmatycznej zlokalizowano tylko niewielką część 
McPIP2;l obecnego w komórce. Stwierdzono także zmianę 
lokalizacji akwaporyn w odpow iedzi na czynnik stresowy. 
Stres osmotyczny wyw ołany mannitolem spowodował 
wzrost ilości białka McTIPl;2 (McMipF) w błonie wakuo- 
li i zmianę jego dystrybucji do innych m em bran wewnątrz 
komórki. Takie zmiany McTIPl;2 nie były obserwowane w 
obecności inhibitorów transportu pęcherzykowego: brefel- 
dyny A, w ortm anniny i cytochalazyny D. McTIPl;2 wystę
powało w  postaci glikozylowanej, co wskazuje na duże zna

czenie modyfikacji potranslacyjnych w dystrybucji akw apo
ryn w  obrębie błony plazmatycznej w  komórce [52],

P O D S U M O W A N IE

Kanały w odne w  komórkach roślinnych wykazują różni
ce w sposobach transportu selektywnego, w lokalizacji w e
wnątrzkomórkowej i mechanizmach regulacji. W związku z 
tym, że komórki roślinne wykazują duży stopień przedzia- 
łowości muszą więc nieustannie koordynować transport 
w ody i innych roztworów, a także gazów zarówno poprzez 
błonę plazmatyczną, jak i inne błony wewnątrzkomórkowe. 
Rośliny zmuszone są dokonywać ciągłej kontroli przepły
w u w ody podczas swojego rozwoju w ew nątrz wszystkich 
tkanek, w odpowiedzi na zmieniające się w arunki środo
wiska ich życia. Istnieje wiele mechanizmów, które mogą 
wpływać na regulację kanałów wodnych u roślin zarówno 
na poziomie tkankowym, komórkowym, wew nątrzkom ór
kowym czy molekularnym.
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ABSTRACT

Membrane intrinsic proteins (MIPs) are a diverse class of integral membrane proteins that mediate the bi-directional flux of water (aquapo
rins), uncharged small solutes such as glycerol and/or gases across cellular membranes. The past year has brought significant advances in 
the characterization in plants of a large class this of water channel. MIPs have been identified in many single- and multi- cellular organisms. 
Aquaporins play important role in plant development and their adaptation to even changing environment. At the transcriptional level aqua
porins have been up- or down-regulated in response to hormones, drought, salnity and light. Recent data indicate that plant aquaporin activity 
might be regulated by phosphorylation and intracellular protons. Novel mechanisms of regulation by hetero-tetramer formation or through 
control by reactive oxygen species and osmotic or hydrostatic pressure gradients is also discussed.
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Fulereny w biologii

STRESZCZENIE

Fu lereny  to cząsteczki, w których atom y w ęgla tw orzą regularne, ku lis te  struk tu ry , przy
pom inające  p iłkę  fu tbolow ą. N ajtrw alszą z n ich jest cząsteczka zbudow ana z 60 atom ów  

węgla. Ze w zględu na obecność 60 zdelokalizow anych elektronów , cząsteczka ta m oże przy
łączać i oddaw ać elektrony, w ykazując tym  sam ym  właściw ości antyoksydacyjne lu b  prook- 
sydacyjne. Te w łaściw ości fu lerenów  zwróciły uw agę na m ożliwość zastosow ania fu lerenów  
i ich pochodnych w terapii. W yniki dotychczasow ych badań  w skazują, że dzia łan ie  fu lere 
nów znacząco zależy od rodzaju, ilości i geom etrii podstaw ników  przyłączonych do „w ęglo
wej p iłeczki". Istotne jest odkrycie antyw irusow ego dzia łan ia  fu lerenów , w tym  przeciw ko 
w irusow i HIV. Fulereny m ogą być cytotoksyczne poprzez generow anie  reaktyw nych form  
tlenu  pod  w ływ em  św iatła  w idzialnego  i ham ow anie aktyw ności enzym atycznej. Zdolność 
tw orzen ia  reaktyw nych form  tlenu  może zostać w ykorzystana w  terapii fo todynam icznej.

W PROW ADZENIE -  ODKRYCIE FULERENÓW

W roku 2006 mija 21 rocznica odkrycia i 10 rocznica przyznania N agrody 
Nobla dla trójki naukowców H. Kroto, R. Smalley'a i R. Curl'a za odkrycie i 
badania nad nową formą alotropową węgla, którą nazwano buckminsterfulere- 
nami lub krócej fulerenami. N azwą tą objęto cząsteczki, w których atomy węgla 
tworzą regularne struktury przypominające swoim wyglądem piłkę futbolową. 
Najtrwalszą z nich jest Cw) składająca się z 20 pierścieni 6-członowych i 12 5-czło- 
nowych, jednak stwierdzono istnienie struktur C70, C_ czy nawet C% (Ryc. 1). 
Trwałość struktury C60 wiąże się z geometrią cząsteczki będącej prawie idealną 
kulą i istnieniem 60 zdelokalizowanych elektronów. Ten fakt zwrócił również 
uwagę na możliwość przyłączania elektronów pochodzących od innych cząstek, 
co wiązało się z potencjalnymi właściwościami antyoksydacyjnymi i zmiatający
mi wolne rodniki. Jednocześnie równie łatwo fulereny mogą oddawać elektro
ny, co wskazuje na ich ewentualne działanie prooksydacyjne i możliwość gene
rowania reaktywnych form tlenu [1,2]. W ten sposób cząsteczka, której odkrycie 
wiązało się z badaniami z zakresu astrofizyki i chemii trafiła do nauk biologicz
nych. Po opracowaniu m etody syntezy większych ilości węglowej „piłeczki" 
C60 rozpoczęły się badania nad możliwościami praktycznego jej zastosowania

„Buckm insterfulleren -  half of it in  water" b y Proftessor Tam as E. G unda from  D epartm ent of Pharm aceutical 
Chem istry, U niversity  of Debrecen, H ungary (h ttp :/ /d r a g o n .k lte .h u /~ g u n d a t/p o v r a y a .h tm ), w ith  perm is
sion . Created w ith  the program s M ol2M ol 5.5 and POV-Ray 3.6.
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R ycina 1. Struktura fulerenu Cw.

w układach biologicznych. Niektóre z właściwości C60 np. 
brak rozpuszczalności w rozpuszczalnikach polarnych spo
wodowały, że zsyntezowano pochodne zawierające grupy 
hydrofiłowe rozszerzając możliwości wykorzystania fulere- 
nów. Niektóre z pochodnych fulerenów mają już swoje na
zwy grupow e związane z obecnością określonych podstaw 
ników, np. C60(OH)n to fulerole, C6t)H n -  fulerany. Poniżej 
omówiono główne nurty badań i możliwości wykorzysta
nia fulerenów i ich pochodnych w biologii.

TO K SYCZNOŚĆ FULERENÓW

Cząsteczki C60 w kontakcie z wodą, tworzą trwałe agre
gaty nanom etrowych wymiarów (25-500 nm) nazywane 
nano-C60. Ich wielkość, barwa, własności powierzchniowe 
oraz reaktywność różnią się w zależności od w arunków  w 
jakich powstały. Zawiesiny C60 pozostają trwałe w  przecią
gu miesięcy w roztworach o niskiej sile jonowej (I < 0,05). 
Istnieją doniesienia, że zawiesiny te są toksyczne dla komó
rek i wywołują uszkodzenia poprzez oddziaływanie elek
trostatyczne ze strukturami komórkowymi [3,4] i poprzez 
reaktywne formy tlenu [5,6].

Fortner i wsp. [3] zaobserwowali, że nano-C60 w stęże
niach powyżej 0,4 ppm  powoduje zaham owanie w zro
stu bakterii E. Coli DH5a i B. Subtilis CB315 w hodowlach 
prow adzonych w różnych pożywkach oraz w  w arunkach 
tlenowych i beztlenowych. Oddychanie bakterii było ham o
w ane przez zawiesiny nano-Ch0, natomiast inkubacja komó
rek z fulerolem (C60(OH)22 24) nie wywoływała zmian w  in
tensywności oddychania. Autorzy sugerują, że toksyczność 
nano-CW) jest związana z oddziaływaniem cząsteczek C6Q/ 
posiadających ujemny ładunek na powierzchni, z błonami 
kom órkowym i bakterii.

Podobne wyniki uzyskali Lyon i wsp. [4] analizując ana
logiczne układy badawcze.

Nano-C(() wykazuje także silną toksyczność w stosunku 
do fibroblastów skóry, komórek raka wątroby (HepG2) i 
astrocytów [6], Analizowano przeżywalność komórek, ak
tywność mitochondrialną komórek (z MTT), uwalnianie 
dehydrogenazy mleczanowej, syntezę glutationu (GSH) i 
peroksydację lipidów. Zaobserwowano znaczny spadek 
przeżywalności komórek ze wzrostem  stężenia nano-C60 po 
łączony ze znaczną peroksydacją lipidów. Nano-C60 nie w y
kazywało w pływ u na aktywność mitochondrialną komórek 
(w czasie trwania doświadczenia czyli do 48 godz.) ani na 
uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej z komórek. W zra
stało natomiast stężenie GSH, co świadczyło o wzmożonej 
syntezie tego antyoksydanta. Dodanie do hodowli kom ór
kowej kwasu L-askorbinowego (0,06ml Im M  do 4ml) cał
kowicie znosiło toksyczne działanie nano-C60. Toksyczności 
wobec badanych komórek nie wykazywała rozpuszczalna 
w  wodzie pochodna z 24 grupam i -O H  C60(OH)24 (Ryc. 2).

Badania spektrofotometryczne z użyciem jodofenolu w y 
kazały, że w  układzie nie zawierającym komórek, nano-C60 
jest odpowiedzialny za powstawanie anionorodnika ponad- 
tlenkowego [5]. Anionorodnik ponadtlenkowy (Oy ) należy 
do RFT i jest produktem  jednoelektronowej redukcji tlenu. 
Natomiast fulerol C60(OH)24 nie indukow ał powstawania 
anionorodnika ponadtlenkowego. Można na podstawie po 
wyższych informacji wnioskować, że toksyczność nano-C60 
wynika z generowania w układzie zawierającym komórki 
anionorodnika ponadtlenkowego, który jest bezpośrednią 
przyczyną zaobserwowanych uszkodzeń.

W ŁAŚCIW OŚCI ANTYBAKTERYJNE I 
ANTYW IRUSOWE, TERAPIA FO TO D YN A M ICZN A

DZIAŁANIE ANTYBAKTERYJNE

Badania nad toksycznością fulerenów prow adzone 
na komórkach bakteryjnych zwróciły uw agę na 
możliwość wykorzystania tych związków jako czynników 
bakteriobójczych. Fulereny i ich pochodne wykazywały 
działanie bakteriobójcze zarówno przeciwko bakteriom 
G ram -dodatnim  jak i Gram-ujemnym. Tsao i wsp. [7]

R ycina 2. Struktura hydroksyfu lerenu  (fulerolu) CM(OH )2(.
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badali 20 szczepów bakteryjnych, w tym Staphylococcus 
spp., Enterococcus faecalis, E. Coli, Salmonella typhi i Klebsiella 
pneumoniae w  kierunku wrażliwości na karboksyfuleren, 
addukt C60 i trzech cząsteczek kwasu malonowego (C3) 
(Ryc. 3). Pochodna ta działała bakteriobójczo na wszystkie 
szczepy bakterii Gram-dodatnich w stężeniach poniżej 50 
m g /l. Natomiast bakterie Gram-ujemne nie były wrażliwe 
nawet na stężenie 500 m g/l. Autorzy stwierdzili, że 
następowało włączenie pochodnej fulerenu do ściany 
komórkowej Staphylococci i Streptococci oraz destrukcja błony 
plazmatycznej w  bakteriach Gram-dodatnich. W badaniach 
in vivo na myszach zakażonych Streptococcus pyogenes, 
karboksyfuleren podany dootrzewnowo zmniejszał 
śmiertelność myszy o 33% [8].

Prowadzone są też prace nad antybakteryjnym działa
niem kationowych fulerenów poprzez blokowanie oddy
chania bakterii [9,10]. Mashino i wsp. [10] zaobserwowali 
dwufazowe działanie dwóch izomerów położenia jodku 
C60-bis(N,N-dimetylopirolidyniowego) na w ewnętrzne bło
ny bakterii E. coli. Obydwa izomery w stężeniach poniżej 5 
pM  powodowały obniżenie szybkości absorpcji tlenu, nato
miast dla stężeń powyżej 10 pM absorpcja tlenu wzrastała. 
Aktywność analizowanych izomerów zależała od ich stęże
nia oraz od w arunków  doświadczenia, tj. obecności lub bra
ku światła. Pomiary woltamperometryczne potwierdziły, 
że dla wyższych stężeń jodku C60-bis(N,N-dimetylopiroli- 
dyniowego) w  układzie powstaje H 20 2 w reakcji zreduko
wanej formy pochodnej fulerenu z tlenem cząsteczkowym. 
Dalsze prace [11] wykazały, że pochodne C podstawione 
długimi łańcuchami węglowodorowymi nie wykazują ak
tywności przeciwko badanym  bakteriom.

TERAPIA FOTODYNAMICZNA

Fulereny z grupam i hydrofilowymi, w tym kationowymi, 
są też obiecującymi kandydatami do stosowania w  terapii 
fotodynamicznej. Wykazują większą wydajność i selektyw
ność w zabijaniu bakterii gram-dodatnich, gram-ujemnych 
i grzybów niż stosowane obecnie antybiotyki [12]. Jedną z 
ostatnio zsyntezowanych pochodnych o wspomnianych 
wyżej właściwościach jest pochodna podstawiona (3-cyklo- 
dekstryną [13]. Posiada zdolność do rozszczepiania DNA 
po naprom ieniowaniu światłem widzialnym w tem peratu
rze pokojowej.

Odpowiedzialne za fototoksyczność fulerenów są reak
tywne formy tlenu generowane w  wyniku transferu energii 
lub elektronu z cząsteczki fulerenu na tlen [14]. Yamakoshi 
i wsp. [15] wykazali, że tlen singletowy ’O, powstaje pod 
czas naświetlania światłem widzialnym roztworów C60 w 
niepolarnych rozpuszczalnikach. W rozpuszczalnikach po
larnych, w  tym w wodzie, produktam i naświetlania C60 były 
anionorodnik ponadtlenkowy (Oy ) i rodnik hydroksylowy 
( OH). Wydajność tworzenia tych reaktywnych form tlenu 
była większa, gdy w roztworze znajdowały się fizjologicz
ne stężenia związków redukujących np. NADH. Ham ano 
i wsp. [16], badając rozpuszczalne w  wodzie pochodne C60 
obserwowali generowanie tlenu singletowego także w roz
tworach wodnych.

Fulereny mogą znaleźć także zastosowanie w terapii 
fotodynamicznej nowotworów. Ze względu na wielkość 
cząsteczki są transportowane do komórki poprzez recepto- 
roniezależną endocytozę lub pinocytozę. Tworząc pochod
ne C60, które wydajnie będą generować reaktywne formy 
tlenu, można, operując podstawnikam i, tworzyć związki o 
określonej selektywności. Wielkość cząsteczki i sposób jej 
transportu do komórki ogranicza także maksymalne stęże
nie pochodnej fulerenu w komórce. Badano dwie pochodne 
C60 z pirofeoforbidem a i ich toksyczność dla komórek ostrej 
białaczki limfatycznej (Jurkat) [17]. Pirofeoforbid a (PI) jest 
fotouczułaczem, który dobrze wnika do komórek. Zsynte- 
tyzowano mono- (FP1) i heksapochodną (FHP1) C60 z PI o 
wzorach jak na Ryc. 4. Zaobserwowano, że w pochodnej 
FP1 następuje fotoindukowany transfer elektronu z reszty 
pirofeoforbidowej do Ch() i obniżenie fototoksyczności tego 
związku w porów naniu z pochodną FHP1 i PI. W pochod
nej FHP1 obecność pięciu grup malonianu dietylu pow odu-

R ycina 4. M on op och odn a C60 z p irofeoforb idem  a (FP1) i h ek sapochodna C60 z 
pirofeoforb idem  a i m alon ian em  d iety lu  (FHP1).
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je zablokowanie transferu elektronu w ew nątrz cząsteczki i 
generowanie w  układzie tlenu singletowego.

Obiecujące w terapii fotodynamicznej wydają się być po
chodne C60 z przyłączonymi dwiema do czterech cząstecz
kami kwasu malonowego [18,19], Po naprom ieniowaniu 
światłem widzialnym hamowały wzrost komórek HeLa. 
Toksyczność pochodnej fulerenu była zależna od ilości pod 
stawników, stężenia związku i czasu napromieniowania. 
Dla dipodstawionej pochodnej uzyskano 63% obniżenie 
wzrostu komórek przy stężeniu karboksyfulerenu 40 pM
[19]. Pochodne te powodowały także blokadę cyklu ko
mórkowego HeLa, obniżając liczbę komórek w fazie G1 i 
podwyższając liczbę komórek w fazie G2+M cyklu kom ór
kowego.

Wynika stąd, że nie tylko RFT są odpowiedzialne za foto- 
toksyczność pochodnych fulerenów, ale możliwy jest udział 
innych mechanizmów hamowania wzrostu czy zabijania 
komórek. Bardzo istotna jest także wielkość i geometria po
chodnej fulerenu oraz możliwość kontaktu fragm entu C60 z 
obszarem mającym ulec uszkodzeniu [14,18]. Porównując 
fototoksyczność dendro[C60] fulerenu z pochodną podsta
wioną kwasem malonowym należałoby oczekiwać większej 
toksyczności po dendro[Cw)]fulerenie, ze w zględu na więk
szą wydajność kwantową tworzenia tlenu singletowego w 
układzie. Jednak efekty w  układzie komórkowym (Jurkat) 
są odwrotne. Można sugerować, że fragment C60, który jest 
bezpośrednio odpowiedzialny za transfer energii i genero
wanie RFT oraz obecność zbyt dużych podstaw ników  (jak 
w dendro[C60]fulerenie) może obniżać efekt cytotoksyczny z 
pow odu zbyt dużej odległości od celu w komórce [18]. Jed
nak nie należy zapominać, że fulereny mają także zdolność 
zmiatania RFT i wg. Bensasson i wsp. [20] dendro[C60]fuleren 
reaguje z ’0 2 3,5-krotnie szybciej niż pochodna z kwasem 
malonowym, z szybkościami reakcji rzędu 107 s'1.

WŁAŚCIWOŚCI ANTY-HIV

Wudl i wsp. [21,22] wykazali, że proteaza HIV (HIV-P) 
może być skompleksowana i zaham owana przez C60, który 
idealnie pasuje do miejsca wiążącego tego enzymu. Jednak 
brak rozpuszczalności C60 w rozpuszczalnikach polarnych, 
a co za tym idzie w płynach biologicznych ograniczało far
makologiczne zastosowania fulerenu. W związku z tym  ba
dano pochodne C60 z podstawnikami polarnymi i w ykaza
no, że dendrofulereny [23] wykazują działanie anty-HIV w 
limfocytach człowieka z EC_0 = 0,22 pM [24], Dalsze badania 
wykazały, że inne dw upodstaw ione pochodne C60 również 
cechują się aktywnością antywirusową. Rajagopalan i wsp.
[25] wykazali, że pochodna bis-sukcynoimido p,p'-bis-(2- 
amino-etylo)-difenylo-Ch0 wykazuje działanie przeciwko 
w irusom  HIV-1 i HIV-2 w badaniach in vitro. Ponadto, zwią
zek ten jest dobrze tolerowany przez myszy po podaniu 
dootrzewnowym. Jednak istotne są: wzajemne położenie 
podstawników, obecność dodatniego ładunku w pobliżu 
„węglowej piłki" oraz wielkość podstawników. Długie, po
larne łańcuchy podstawione do fulerenu powodują znaczną 
cytotoksyczność związku i obniżenie zdolności niszczenia 
w irusa HIV. Marchesan i wsp. [26] zaproponowali kilka 
dw upodstaw ionych pirolidynofulerenów różniących się 
geometrią cząsteczki i na podstawie aktywności antyw iru 

sowej w  zainfekowanych wirusami HIV-l(IIIB) lub HIV- 
2(ROD) limfocytach człowieka ocenili, że sole amoniowe 
izomerów trans wykazują silne działanie antywirusowe w 
nanomolarnych stężeniach. Natomiast izomer cis i forma 
z wiązaniami ekwatorialnymi były odpow iednio mało ak
tywne lub całkowicie nieaktywne w  kierunku HIV.

W ŁAŚCIW OŚCI ANTYOKSYDACYJNE

Reaktywne formy tlenu, między innymi: nadtlenki, anio- 
norodnik ponadtlenkowy (Oy ) i rodnik hydroksylowy 
( OH) są odpowiedzialne za uszkodzenia struktur komór
kowych prowadzące w efekcie do śmierci komórki. Istnieje 
wiele czynników generujących w  komórkach stres oksyda
cyjny, którego wynikiem jest podw yższony poziom reak
tywnych formy tlenu w komórkach i tkankach. Należą do 
nich: promieniowanie UV, promieniowanie jonizujące, kse- 
nobiotyki, zwiększony wysiłek fizyczny. W etiologii wielu 
chorób, np. neurodegeneracyjnych, jak choroba Alzheime
ra, choroba Parkinsona, wskazuje się na udział RFT. Rod
niki tlenowe odpowiedzialne są również za procesy starze
nia. Znalezienie skutecznych zmiataczy RFT w warunkach 
in vivo może pomóc zmniejszyć lub wyeliminować skutki 
podwyższonego stężenia reaktywnych form tlenu [27].

Pochodne fulerenów rozpuszczalne w wodzie, np. fule- 
role (polihydroksyfulereny) [Ch0(OH)J, karboksyfulereny, 
PEG-fulereny (fuleren modyfikowany glikolem polietyle
nowym) lub PVP-fulereny (cząsteczki CH) opłaszczone poli- 
winylopirolidonem) są skutecznymi zmiataczami wolnych 
rodników generowanych w w arunkach stresu oksydacyjne
go w komórkach. Na tyle skutecznymi, że nazw ano je „gąb
kami rodnikowym i" (radical sponge) [28,29]. N azwę „Ra
dical Sponge®" zastrzeżono nawet dla pochodnej powstałej 
przez opłaszczenie CM) przez poliwinylopirolidon o masie 
cząsteczkowej 60-80 kDa w stosunku molowym 0,42-0,67:1. 
Powstaje w  ten sposób rozpuszczalny w  w odzie związek ze 
średnim przekrojem cząsteczki około 688 nm  [29],

PVP-, gamma-cyklodekstryno- i hydroksy- fulereny w y
kazywały silne działanie antyoksydacyjne w keratynocy- 
tach skóry człowieka (HaCaT) poddanych działaniu UVB 
[30]. Oceny dokonano metodą fluorescencyjną na podsta
wie testu z dioctanem karboksydichlorofluoresceiny, który 
ocenia ogólny poziom stresu oksydacyjnego w  układzie. 
Zaobserwowano także ochronne właściwości pochodnych 
fulerenów, gdy stres oksydacyjny inicjowano za pomocą t- 
BuOOH. Zaobserwowanie tych właściwości sugeruje m oż
liwość dyfuzji rozpuszczalnych w  wodzie pochodnych fu
lerenów w poprzek błon komórkowych. Ponadto, zaobser
wowano ochronne działanie pochodnych C60 w  inicjowanej 
przez t-BuOOH podobnej do apoptozy śmierci keratynocy- 
tów skóry człowieka.

W układzie chemicznym, gdy rodniki hydroksylowe 
generowano w reakcji Fentona, a anionorodniki ponad- 
tlenkowe enzymatycznie przez układ ksantyna-oksydaza 
ksantynowa, badania prow adzone m etodą EPR wykazały 
skuteczność PEG-, hydroksy-, izostearyniano-fulerenów 
większą lub porównywalną z kw asem  askorbinowym  lub 
jego 2-O-fosforylowaną pochodną [29,30].
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Fulerole (C60(OH)n n=18-22) okazały się także skuteczny
mi zmiataczami rodników generowanych radiacyjnie [31]. 
Dodanie fulerolu do komórek Stylonychia mytilus chroniło 
je przed promieniowaniem gamma z 60Co aż do dawki 1500 
Gy. Poziom ochrony był zależny od stężenia fulerolu w za
wiesinie komórek i maksymalny osiągnięto dla 0,10 m g/m l. 
Jednak podniesienie stężenia do 0,25 m g /m l powodowało 
zmniejszenie przeżywalności komórek w  stosunku do kon
troli napromieniowanej daw ką 500 Gy.

Fulereny mogą chronić nie tylko przed reaktywnymi 
formami tlenu. Wykazano, że fulerole bezpośrednio reagują 
z tlenkiem azotu NO [32], Fulerol C60(OH)24 chronił bezją- 
drzaste komórki śródmiąższowe jądra dorosłych szczurów 
przed reaktywnymi formami azotu. Hamował wyw oływ a
ne przez NO obniżenie aktywności katalazy, transferazy 
glutationowej i peroksydazy glutationowej.

Czy „pochłanianie" rodników jak gąbka to jedyny me
chanizm  działania fulerenów jako zmiataczy wolnych rod
ników? Istnieją wyniki, które potwierdzają, że niektóre po
chodne fulerenów mogą naśladować enzymy. Pochodna C60 
z trzema cząsteczkami kwasu malonowego (C3) wykazuje 
aktywność manganowej dysm utazy ponadtlenkowej (Mn- 
SOD) w w arunkach in vitro i in vivo [33]. Reakcja pomiędzy 
Oy a C3 nie zachodzi bezpośrednio [20], ale poprzez kata
lityczną dysmutację anionorodnika ponadtlenkowego. Po
danie C3 myszom SOD2'/_, z niedoborem mitochondrialnej 
MnSOD, powodowało 3-krotne wydłużenie długości ich 
życia. Badania immunocytochemiczne potwierdziły, że C3 
lokuje się w mitochondriach. Można więc przypuszczać, że 
efektywne naśladowanie działania SOD jest kolejną cechą 
tego wielofunkcyjnego związku.

Gharbi i wsp. [34] donoszą, że nie tylko rozpuszczalne w 
w odzie pochodne, ale w odna zawiesina Ch(| (cząstki o śred
nicach od 60 do 1650 nm) podaw ana dootrzewnowo szczu
rom  chroniła ich wątroby przed w olnorodnikowym  uszko
dzeniem indukowanym  czterochlorkiem węgla (tetrachlo- 
rometanem). Autorzy ci sugerują, że wcześniejsze doniesie
nia o toksyczności w odnych zawiesin C60 na komórki [5,6] 
wiążą się ze sposobem przygotowania zawiesin i możli
wością adsorpcji rozpuszczalników organicznych użytych 
do wstępnego przygotowania nano-C60 na powierzchni 
„węglowej piłki". Brak toksyczności C6Q zawartego w sadzy 
fulerenowej zawierającej do 15% C60 zaobserwowali także 
polscy naukowcy Huczko i wsp. [35], którzy badali wpływ 
wodnej zawiesiny sadzy fulerenowej na skórę człowieka w 
kierunku wywoływania reakcji alergicznych.

P O D S U M O W A N IE

Fulereny wydają się być bardzo obiecującą klasą związ
ków mogących spełniać wiele funkcji biologicznych w za
leżności od jakości i ilości podstawników, wielkości czą
steczki, sposobu przygotowania zawiesin lub roztworów, 
zastosowanego stężenia związku. Jednak mnogość tych 
funkcji zmusza także do brania pod uwagę, czasami prze
ciwstawnego ich działania, szczególnie w  warunkach in 
vivo. Wymaga to dalszych badań i prac uwzględniających 
różne warunki prowadzenia reakcji.
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Fullerenes in biology  
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D epartm ent of Molecular Biophysics, University of Lodz, 12/16 Banacha Str., 90-237 Lodz, Poland 
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Key words: fullerenes, antioxidants, toxicity, antiviral properties, photosensitizers 

ABSTRACT

Fullerenes are chemical structures made of carbon atoms. The stable form is molecule composed of 60 carbon atoms arranged in a soccer 
ball-shaped structure. With respect to its electron donor and acceptor capability and photochemical behavior fullerenes can be effective anti
oxidants and radical scavengers or prooxidants and photosensitizers. These properties of fullerenes have paid attention on their possible bio
logical applications. Results of previous studies point to the great dépendance of fullerenes activity upon quality, quantity and geometry of 
substituents in fullerene derivatives. Some of fullerene derivatives show antiviral and antimicrobial activity, including anti-HIV properties.

and its derivatives are able to exhibit cytotoxic and enzyme-inhibiting abilities as w ell as radical-quenching and antioxidative abilities. 
Generation of reactive oxygen species under influence of visible light is another ability of fullerene derivetives desired in photodynamic 
therapy.
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W S K A Z Ó W K I  D L A  A U T O R Ó W

Prace przeznaczone do publikacji w  „Postępach Biochemii" mogą 
mieć charakter artykułów  m onograficznych, krótkich not o najnow
szych osiągnięciach i poglądach oraz listów do Redakcji. Redakcja nie 
ogranicza objętości m anuskryptów , jakkolwiek w  każdym  przypadku 
zalecana jest zwięzłość stylu, bez utraty jasności przekazu.

A utorzy odpow iadają za praw idłow ość i ścisłość podaw anych infor
macji oraz popraw ność cytow anego piśm iennictwa. Ujęcie prac w inno 
być syntetyczne, a przedstaw ione zagadnienia zilustrow ane za pomocą 
tabel i rycin (wykresy, schem aty, reakcje, wzory chemiczne, fotogra
fie), w  uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy 
A utorzy zam ierzają włączyć do swego artykułu ilustracje publikow ane 
przez autorów  cytow anych prac oryginalnych, do czego Redakcja za
chęca, należy uzyskać i przekazać nam  zgodę na przedruk, zarów no od 
autorów , jak i z w ydaw nictw a. Niemniej konstruow anie oryginalnych 
rycin i zbiorczych tabel na  podstaw ie danych z p iśm iennictwa jest rów 
nież mile w idziane. Przekazanie artykułu do redakcji jest rów noznacz
ne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była publikow ana ani nie 
została zgłoszona do publikacji w  innym  czasopiśmie, natom iast jeżeli 
zostanie ogłoszona w „Postępach Biochemii", jej publikacja w  całości 
lub w e fragm entach w innym  czasopiśm ie wym agać będzie uprzedniej 
zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub R edaktor Prow adzący pracę podejm uje de
cyzję o przyjęciu lub odrzuceniu  m anuskryptu  na podstaw ie własnej 
opinii i opinii dwóch niezależnych recenzentów, w  ciągu 6 tygodni od 
m om entu otrzym ania artykułu. W przypadku, kiedy praca w ym aga 
popraw ek odautorskich, A utorzy otrzym ują drogą elektroniczną opi
nie recenzentów  i proszeni są o przygotow anie poprawionej wersji 
m anuskryptu  i odesłanie go do Redakcji w  ciągu 8 tygodni. Ostatecz
ną decyzję o przyjęciu pracy podejm uje Redaktor Naczelny w ciągu 2 
tygodni od otrzym ania popraw ionej wersji m anuskryptu.

A utorzy są zobowiązani do w ykonania korekty autorskiej i poinfor
m ow ania Redakcji o koniecznych zmianach, pocztą elektroniczną lub 
faksem, w  ciągu 3 dni od chwili otrzym ania.

Każdy z Autorów  otrzym uje jeden egzem plarz num eru „Postępów 
Biochemii", w  którym  ukazał się jego artykuł.

WSKAZÓWKI SZCZEGÓŁOWE:
Przed przystąpieniem  do napisania artykułu A utorzy są prosze

ni o zapoznanie się z najnow szym  num erem  „Postępów Biochemii", 
aby przygotow ać pracę pod  w zględem  edytorskim , językowym  oraz 
jakości m ateriału ilustracyjnego, które będą odpow iadały aktualnym  
w ym ogom  Redakcji. A rtykuły pow inny być pisane językiem  nauko
wym , lecz zrozum iałym  dla niespecjalistów. Poprawność logiczna i 
stylistyczna tekstu w arunkuje jego jednoznaczność i czytelność. A uto
rzy w inni unikać składni obcojęzycznej, gw ary laboratoryjnej, a także 
ograniczać stosowanie skrótów  nawet, jeśli bywają używ ane w  pra 
cach specjalistycznych. Każda z prac nadesłanych do Redakcji podlega 
ocenie specjalistów i opracow aniu redakcyjnem u. Redakcja zastrzega 
sobie praw o dokonania skrócenia tekstu i w prow adzenia koniecznych 
zmian, rów nież w m ateriale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:
Prosim y o nadsyłanie prac pocztą elektroniczną. W wyjątkowych 

przypadkach dopuszcza się przysyłanie prac na dyskietce lub płycie 
CD. Tekst w inien być zapisany jako *.doc w  formacie IBM PC, a pliki 
zawierające ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst pow inien być 
napisany z zachowaniem  podw ójnego odstępu m iędzy wierszam i, z 
użyciem  czcionki Times N ew  Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna
ki specjalne prosim y w staw iać kom endą „insert". W tekście prosim y 
wskazać miejsce um ieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:
W skazany jest podział a rtykułu  na nienum erow ane rozdziały i pod 

rozdziały.
Strona 1 (tytułowa) zaw iera tytuł artykułu, im iona i nazw iska A u

torów  (ze w skazaniem  autora  korespondującego), tytuł naukow y każ
dego z A utorów  i ich miejsce pracy z adresem  pocztowym , num erem  
telefonu i adresem  poczty elektronicznej, słowa kluczowe (do 6), wykaz

stosow anych skrótów  (do 10) w porządku alfabetycznym  (ograniczony 
do niezbędnego m inim um ) oraz skrócony ty tu ł pracy (do 25 znaków).

Kolejno numerowane strony obejmują streszczenie (do 150 w yra
zów), tekst pracy i piśm iennictwo. N a kolejnych stronach w inny być 
um ieszczone tabele oraz tytuły i objaśnienia rycin. Ostatnia strona w in
na zaw ierać następujące informacje w  języku angielskim: tytuł artyku
łu, im iona i nazw iska A utorów  oraz miejsca pracy, słowa kluczowe (do 
6) i krótkie streszczenie artykułu (do 150 wyrazów).

Piśmiennictwo: Należy unikać nadm iernej liczby cytow ań orygi
nalnych prac, odsyłając czytelników w m iarę m ożliwości do artykułów  
przeglądow ych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyżej 70 publika
cji, w  większości pochodzących z ostatnich 10 lat. W ykaz piśm ienni
ctwa obejmuje prace w kolejności ich cytowania. W tekście, zaznacza 
się je liczbami porządkow ym i ujętym i w  naw iasy kw adratow e, np. 
[3,7,9-26], Sposób cytow ania prac oryginalnych (1) i przeglądow ych 
(2), książek (3), rozdziałów  z książek jednotom ow ych (4), rozdziałów  
z tom ów  serii opracow anych przez różnych redaktorów  (5) wskazują 
poniżej podane przykłady:

1. Jiang QX, W ang D N , M acKinnon R (2004) Electron microscopic analysis of Kv AP  
voltage-dependent K+ channels in an open  conformation. Nature 430: 806-810

2. Toyoshim a C, Inesi G (2004) Structural basis of ion p um ping by Ca2+-ATPase of 

the sarcoplasmic reticulum. A nnu Rev Biochem  73: 269-292
3. D ołow y K, Szew czyk  A, Pikuła S (2003) Błony biologiczne, W ydaw nictw o N au

k ow e Śląsk, Katowice, W arszawa
4. Michalak M, N akamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and dynam ics  

of the endoplasm ic reticulum lumenal environm ent, W: Pochet R (red) Calcium: 
the m olecular basis of calcium action in b io logy and m edicine. Kluw er Academ ic  

Publishers, Dordrecht, Boston, London, str. 191-205
5. D arżynkiew icz E, Jankow ska-A nyszka M (2000) Struktura i funkcja końca 5' 

(KAPU) m R N A  i U  snR N A, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) N a  pograniczu  

chem ii i b iologii, t IV. W ydaw nictw o N auk ow e U niwersytetu im. A dam a Mick
iewicza w  Poznaniu, Poznań, str. 143-179

Tabele w inny być opatrzone jednoznacznym  tytułem  i ewentualnie 
także niezbędnym i objaśnieniam i um ieszczonym i pod tabelą. Wielkość 
tabel pow inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) 
lub strony (18 cm).

Ilustracje: ryciny w inny być zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub 
*.eps. Ryciny pow inny być w ykonane w  skali 1:1. W ielkość ryciny po
w inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) lub stro
ny (18 cm). Na rycinach nie należy umieszczać opisów słownych, lecz 
posługiwać się skrótami. Opisy na rysunkach pow inny być w ykonane 
czcionką Arial 8. Ilustracje i tabele prosim y przesyłać w  osobnych pli
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) pow inny mieć m inim alną rozdzielczość 
300 dpi dla obrazów kolorowych i skali szarości (zdjęcia czarno białe) 
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-białych (schematy, wzory struk tural
ne zawierające tylko czerń i biel).

Prace w  formie elektronicznej prosim y przesyłać na adres: 

postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem  odpow iedniego opro 
gram ow ania, prosim y o przysłanie pracy na dyskietce lub płycie CD; 
zabezpieczonej przed uszkodzeniem  w czasie transportu , na adres:

Sławomir Pikuła
redaktor naczelny kwartalnika „Postępy Biochemii"
Instytut Biologii Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN 
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Opłata za druk: Zgodnie z decyzją Z arządu Głównego Polskiego 
Tow arzystw a Biochemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo 
pobiera od A utorów  opłatę pokrywającą częściowo koszt druku 
artykułu. Opłata za w ydrukow anie jednej strony artykułu  wynosi 150 
zł. Szczegółowe informacje zam ieściliśmy pod adresem  
w w w .postepybiochem ii.p l/oplaty .h tm .
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