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nieniom: szlakom przekazywania sygnałów w komórce i diagnostyce molekularnej. Jeśli tematyka pierwszej z wym ienionych grup artyku­
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poświęcone zarówno metodom diagnostyki, strategiom terapeutycznym, jak i molekularnym mechanizmom powstawania określonych pato­
logii. Przewiduję, że tematyka ta na stałe zagości na łamach naszego kwartalnika. Pozostałą część zeszytu zajmują dwa bardzo interesujące 
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nadzieję, że lektura tej części żywo Państwa zainteresuje.
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Członkom Redakcji życzę zdrowych i spokojnych Świąt, a w  Nowym  Roku wielu sukcesów w życiu zawodowym  i osobistym.
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K O N K U R S

Rozstrzygnięcie konkursu Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego i firmy MERCK sp. z o.o. 
na najlepszą pracę doktorską z biochem ii w  2005 roku

Zarząd Główny Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego, na podsta­
wie opinii komisji w  składzie: prof. 
Tadeusz Chojnacki, prof. Mieczy­
sław Chorąży, prof.
Andrzej Dżugaj, prof.
Teresa Jakubowicz, 
prof. Piotr Laidler i 
prof. Sławomir Piku- 
ła (przewodniczący), 
ogłasza, że wśród 
zgłoszonych na kon­
kurs prac doktorskich 
nagrodę w wysoko­
ści 4 000 zł otrzymuje 
Pani dr Małgorzata 
Rzychoń za pracę 
doktorską pt.: „Stafo- 
statyna B: nowy typ 
inhibitora proteinaz 
cysternowych" w y­
konaną w Zakładzie 
Biochemii Analitycznej W ydziału Bio­
technologii Uniwersytetu Jagielloń­
skiego pod kierunkiem prof. dr hab. 
Adama Dubina oraz w Laboratorium 
Biologii Strukturalnej M iędzynarodo­
wego Instytutu Biologii Molekularnej 
i Komórkowej w  Warszawie pod kie­
runkiem  dr Matthiasa Bochtlera.

Prof. Lech Wojtczak
Prezes Polskiego T ow arzystw a
Biochem icznego
Prof. Sław om ir Pikuła
Sekretarz Polskiego T ow arzystw a
Biochemicznego
Białystok, 12.09.2006 r.

Wręczenie nagrody odbyło się 26 
października 2006 roku w Instytucie 
Biologii Doświadczalnej PAN im. 
Marcelego Nenckiego w Warszawie.

SYLWETKA MAŁGORZATY 
RZYCHOŃ

M ałgorzata Rzychoń ukończyła 
Studia Matematyczno-Przyrodnicze 
na Uniwersytecie Jagiellońskim uzy­
skując stopień magistra chemii (spe­

cjalność: chemia biologiczna) za pracę 
pt. „Biochemiczna charakterystyka 
proteinazy cysteinowej Staphylococcus 
epidermidis", w ykonaną w Instytucie 

Biologii Molekularnej 
UJ pod kierunkiem prof. 
dr hab. Adam a Dubina. 
W 2001 roku została 
przyjęta na Studia Dok­
toranckie Biochemii i 
Biofizyki na W ydzia­
le Biotechnologii UJ. 
Odbyła dw a staże na ­
ukowe: trzymiesięczny 
na W ydziale Chemii 
Klinicznej Uniwersy­
tetu w Lund w  Szwecji 
w  ram ach program u 
TEMPUS oraz roczny w 
Laboratorium Biologii 
Strukturalnej M iędzy­
narodowego Instytutu 

Biologii Molekularnej i Komórkowej 
w  Warszawie. W latach 2004-2005 
była stypendystką Fundacji na rzecz 
Nauki Polskiej. Pracę doktorską pt.: 
„Stafostatyna B: nowy typ inhibitora 
proteinaz cysternowych" wykonała 
w  Zakładzie Biochemii Analitycznej 
W ydziału Biotechnologii Uniwersy­
tetu Jagiellońskiego pod kierunkiem 
prof. dr hab. Adam a Dubina oraz w 
Laboratorium Biologii Strukturalnej 
M iędzynarodowego Instytutu Bio­
logii Molekularnej i Komórkowej w 
W arszawie pod kierunkiem dr M at­
thiasa Bochtlera. Obrona rozprawy 
doktorskiej odbyła się 11.10.2005 r. 
Praca doktorska Małgorzaty Rzychoń 
została wyróżniona przez Radę Wy­
działu Biotechnologii Uniwersytetu 
Jagiellońskiego oraz uzyskała nagro­
dę indyw idualną Ministra Nauki i 
Szkolnictwa Wyższego. Małgorzata 
Rzychoń jest w spółautorką siedmiu 
prac w  czasopismach m iędzynarodo­
wych, m.in. w  Biological Chemistry, 
Molecular Microbiology, Journal of 
Biological Chemistry i Protein Scien­
ce, z których praca w  Biol Chem 2001, 
382: 1575-1582 została wyróżniona 
nagrodą firmy Merck Sp. z o.o. Obec­

nie Pani doktor Małgorzata Rzychoń 
jest asystentem w Zakładzie Genetyki 
Molekularnej W ydziału Biochemii, 
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersy­
tetu Jagiellońskiego w zespole dr hab. 
Alicji Ziemienowicz. Bierze udział w 
projekcie badawczym dotyczącym 
transformacji genetycznej komórek 
ssaków za pomocą T-DNA Agrobac- 
terium tumefaciens, badaniach porów ­
nawczych wektorów wirusowych 
i plazmidowego DNA. Małgorzata 
Rzychoń zajmuje się również pracą 
dydaktyczną. Prowadzi ćwiczenia 
i seminaria z inżynierii genetycznej 
oraz genetyki molekularnej dla stu­
dentów II i III roku biologii i biotech­
nologii.

Stafostatyna B: 
now y typ inhibitora 
proteinaz cysteinowych  
— streszczenie pracy
Małgorzata Rzychoń

Zakład Genetyki Molekularnej, W ydział 
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uni­
w ersytet Jagielloński, ul. Gronostajowa 7, BO­
SS? Kraków; e-mail: mrzychon@mol.uj.edu.pl, 
malgosiarz@poczta.onet.pl, tel.: (012) 664 63 76

Kontrola procesów proteolitycz­
nych, niezbędna do prawidłowego 
funkcjonowania komórek i całych 
organizmów, zachodzi na wielu po­
ziomach, od regulacji ekspresji, w y­
dzielania i aktywacji pro-proteinaz, 
poprzez specyficzne degradowanie 
dojrzałych enzymów, aż do blokowa­
nia ich aktywności na drodze ham o­
wania. Ze względu na możliwość za­
stosowania specyficznych inhibitorów 
proteinaz do celów terapeutycznych, 
szczególnie wiele uwagi poświęca się 
badaniom  mechanizmów leżących u 
podstaw  procesu hamowania.

Praca opisuje badania, które dopro­
wadziły do zidentyfikowania nowej 
grupy inhibitorów proteinaz cyste-
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operon proteinazy serynowej
(ang. staphylococcus serine £rotease - ssp):

¡Si sspA i 1 1
proteinaza serynowa proteinaza cysteinowa inhibitor

(V 8 ) (stafopaina B) stafopainy B
(stafostatyna B)

operon proteinazy cysteinowej
(ang. staphylococcus cysteine jsrotease - sep):

ScpA 1 1
proteinaza cysternowa 

(stafopaina A)

i SspC, ko­
d o w a n y c h  
przez geny 
z n a j d u j ą -  
ce się bez­
p o ś r e d n i o  
za genami 
s t r u k t u r a l ­
nym i stafo- 
pain, odpo ­
wiednio, A 
i B (Ryc. 1). 
Okazało się, 
że obydw a 
białka są 
bardzo spe­
c y f i c z n y m i  
inhibitoram i 
s t a f  o p a i n  
(białkoScpB,

--------------------------------- s tafostatyna
A, hamuje 

aktywność proteolityczną stafopainy 
A i nie hamuje stafopainy B, a białko

inhibitor 
stafopainy A 

(stafostatyna A

Rycina 1. Schemat organizacji operonu  proteinazy serynowej (sspABC) i operonu prote­
inazy cysternowej (scpAB) u S. aureus. G en sspB kodujący stafopainę B stanow i elem ent 
operonu sspABC, w  którym  gen ssp A  koduje proteinazę V8, a gen sspC koduje białko, któ­
rego funkcja nie była znana w  chwili rozpoczęcia opisyw anych tu  badań. Podobnie, gen 
są)A  kodujący stafopainę A zlokalizowany jest w operonie scpAB w spólnie z genem  scpB, 
rów nież kodującym  białko o funkcji nieznanej w  chwili rozpoczęcia opisyw anych tu  badań 
(Rice i wsp. 2001, Karlsson i A rvidson 2002, Shaw i wsp. 2004).

inowych. N azwano je stafostatynami, 
gdyż posiadają zdolność specyficzne­
go ham owania stafopain — enzymów 
papaino-podobnych produkowanych 
zewnątrzkomórkowo przez bakterie z 
rodzaju Staphylococcus, uw ażanych za 
jedne z czynników chorobotwórczo­
ści tych bakterii. Są to pierwsze wiel­
kocząsteczkowe inhibitory proteinaz 
cysteinowych, jakie zostały opisane 
i scharakteryzowane u organizmów 
prokariotycznych.

Pierwszym  etapem  pracy było 
otrzym anie w kom órkach E. coli, 
oczyszczenie i określenie funkcji 
nieznanych wcześniej białek ScpB

Sspc, stafopaina B, jest inhibitorem  
stafopainy B, nie hamując p rzy  tym  
aktywności stafopainy A).

Dalsze badan ia  pozw oliły  na 
po tw ierdzen ie  istnienia o d p o w ied ­
nich kom pleksów  enzym -inhibitor, 
ustalenie ich niekow alencyjnego 
charak teru , określenie s tech iom e­
trii w iązania  białek jako 1:1 oraz 
w ykazanie, że w procesie p rzy łą ­
czania inhibitora  zab lokow ane zo ­
staje miejsce ak tyw ne pro teinazy . 
S tw ierdzono ponadto , że stafosta ty ­
na B jest obecna w yłącznie w e frak ­
cji cytoplazm atycznej kom órek S. 
aureus. S tafostatyny p ra w d o p o d o b ­
nie pełnią funkcję tzw. inh ib ito rów  
progow ych, tw orzących rezerw ow y 
system  ochrony p rzed  procesam i 
proteolitycznym i m ogącym i n as tą ­
pić w  w yniku  niekontro low anej, 
przedw czesnej aktywacji prostafo- 
pain  w e w nętrzu  kom órki.

Rycina 2. Analiza struk tury  przestrzennej stafostatyny 
w stążkow y m odel struk tu ry  przestrzennej stafostatyny 
P stafostatyny B.

(kod PDB: lnyc). A — kryształ stafostatyny B; B — 
; C — topologiczny schem at ułożenia nici w  arkuszu

Rycina 3. Stafostatyna B w iąże się z miejscem aktyw nym  stafopainy B w  sposób przypom inający w iązanie substratu. A — schem at oznaczania reszt am inokw asow ych 
substratu  (P2-P3') oraz kieszeni wiążących substrat (S2-S3') w g  Schechtera i Bergera (1967). Strzałką zaznaczono hydrolizow ane w iązanie peptydow e; B - schem atyczne 
przedstaw ienie sposobu w iązania stafostatyny B z miejscem aktyw nym  stafopainy B; C — stereograficzny schem at struk tu ry  kom pleksu stafostatyny B i stafopainy B (kod 
PDB: lpxv ) przedstaw ionej w  tzw. standardow ej orientacji. Kolorem żółtym  zaznaczono łańcuch głów ny stafostatyny B, kolorem  niebieskim  łańcuch głów ny dom eny R 
stafopainy B, kolorem  ciem noniebieskim  łańcuch główny dom eny L stafopainy B, a kolorem  jasnoniebieskim  N-końcowy odcinek stafopainy B w prow adzony  do  cząstecz­
ki na  skutek  zastosow ania w ektora ekspresyjnego. Każdą co dziesiątą resztę am inokw asow ą zaznaczono kropką. Do sporządzenia rysunku  w ykorzystano łańcuch głów ny 
enzym u oznaczony sym bolem  A i łańcuch głów ny inhibitora o sym bolu C (część rysunku  zaczerpnięto z pracy Filipek i w sp. 2003).
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Przeszukiwanie baz danych ujaw­
niło istnienie kolejnych białek posia­
dających sekwencje homologiczne ze 
stafostatynami A i B, występujących u 
innych gronkowców koagulazo-ujem- 
nych. Jednocześnie okazało się, że sta- 
fostatyny nie wykazują wyraźnej ho- 
mologii z żadnym  z poznanych dotąd 
inhibitorów proteinaz cysteinowych.

W drugim  etapie pracy podjęto 
próbę poznania mechanizmu dzia­
łania stafostatyn. W tym celu skry­
stalizowano i określono strukturę 
przestrzenną stafostatyny B w formie 
niezwiązanej oraz w  kompleksie ze 
stafopainą B. Cząsteczka stafosta­
tyny posiada strukturę zamkniętej, 
ośmioniciowej mieszanej baryłki p i 
budow ą najbardziej przypom ina lipo- 
kaliny (Ryc. 2). Odm ienna topologia 
łańcucha polipeptydowego oraz brak 
zdolności wiązania ligandu sugerują 
jednak, że baryłka p typu stafostatyny 
reprezentuje nową, odrębną rodzinę 
homologiczną.

Niespodziewanie okazało się, że 
stafostatyna B wiąże się z enzymem 
w sposób przypominający wiązanie 
substratu, mimo to nie ulegając pro- 
teolizie (Ryc. 3). Ustalono, że kluczo­
we znaczenie dla procesu ham ow a­
nia ma reszta glicyny zlokalizowana 
w pozycji odpowiadającej miejscu

PI substratu, zachowana w  ewolucji 
we wszystkich znanych sekwencjach 
stafostatyn. Przyjmuje ona nietypo­
wą, bardzo napiętą konformację, któ­
ra byłaby sterycznie zabroniona dla 
każdej innej reszty amino kwasowej. 
Konformacja ta sprawia, że reakcja 
proteolizy zostaje zablokowana na 
początkowym etapie. Wydaje się, że 
sposób oddziaływania stafostatyny B 
ze stafopainą B reprezentuje nieznaną 
wcześniej strategię ham owania papa- 
ino-podobnej proteinazy cysteinowej 
przez inhibitor białkowy.

Stafostatyny stanowią nową, do 
tej pory nie opisaną grupę inhibito­
rów proteinaz cysteinowych, wysoce 
specyficznych względem  stafopain 
— enzym ów produkow anych i w y ­
dzielanych przez bakterie z rodzaju 
Staphylococcus. Z poznaniem  m echa­
nizmów leżących u podstaw  funkcjo­
nowania białkowych inhibitorów p ro ­
teinaz wiąże się nadzieje na postęp w 
leczeniu schorzeń przebiegających z 
udziałem  enzymów proteolitycznych, 
np. w  terapii przeciwdziałającej roz­
wijaniu się gronkowca złocistego.

Podziękowania: Praca doktorska 
była wykonana w Zakładzie Bioche­
mii Analitycznej Wydziału Biotechno­
logii UJ pod kierunkiem prof. dr hab. 
A dam a Dubina i w  Laboratorium 
Biologii Strukturalnej M iędzynarodo­

wego Instytutu Biologii Molekular­
nej i Komórkowej w  Warszawie, pod 
kierunkiem dr hab. Matthiasa Boch- 
tlera. Część pracy związana z bada­
niami strukturalnym i wykonywana 
była wspólnie z dr Renatą Filipek z 
Laboratorium Biologii Strukturalnej 
MIBMiK. Badania były wykonywane 
również we współpracy z dr Arturem 
Sabatem i prof. dr hab. Janem Potem­
pą z Zakładu Mikrobiologii WBt UJ.
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i  II edycja konkursu na najlepszą pracę doktorską  
- g - ' 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 
autorowi pracy tytułu doktora przez właściwą radę naukową lub radę wydziału w 2006 roku. Nagroda obejmuje 
premię pieniężną dla autora w wysokości 4 000 zł, ufundowaną przez firmę Merck, oraz opublikowanie tez 
doktoratu w 4 numerze kwartalnika „Postępy Biochemii" w 2007 roku. Nagrodę przyznaje Zarząd Główny 
Polskiego Towarzystwa BiofcHemicznego w porozumieniu w firmą Merck.
ZgłoszeniąRandydatów do Nagrody mogą dokonywać pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilitowanego 
lub tytułem profesora.
Zgłoszenia wfórmię listu przewodniego z dołączonym jednym egzemplarzem pracy doktorskiej należy przesyłać 
pocztą w nieprzekraczalnym terminie do 31 maja 2006 roku z dopiskiem „Doktoraty 2006", na adres:

profesor SławomirPikuła 
Sekretarz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

Instytut Biologii Doświadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego 
ul. Pasteura 3, Q2=093 Warszawa

Jednocześnie prosimy przesłać list przewodni wraz z pracą doktorską w formacie pdf drogą elektroniczną na 
adresrs.pikula@nencki.gov.pl
Rozstrzygnięcie konkursu nastąpi d o . | |  sierpnia 2006 roku, a uroczyste wręczenie Nagrody odbędzie się na 
dorocznym Zjeździe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Szczecinie we wrześniu 2007 roku.
Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii".
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S P R A W O Z D A N I E  Z X L I  Z J A Z D U  P O L S K I E G O  
T O W A R Z Y S T W A  B I O C H E M I C Z N E G O  

B I A Ł Y S T O K ,  1 2 - 1 6  W R Z E Ś N I A  2 0  0 6  R.
P T B i o c h

XLI ZJAZD

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
B I A Ł Y S T O K  12-1 5 W R Z E Ś N I A  2 0 0 6

W dniach 12-16 września 2006 roku 
odbył się w  Białymstoku XLI Zjazd 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz­
nego. Miejscem obrad i imprez towa­
rzyszących były obiekty Politechniki 
Białostockiej, zlokalizowane przy ul. 
Wiejskiej 45 A. Większość uczestni­
ków była zakwaterowana w Domach 
Studenckich tej Uczelni.

Komitet Honorowy Zjazdu stano­
wili Członkowie Honorowi Polskie­
go Towarzystwa Biochemicznego, 
Profesorowie: Jerzy Chmielowski,
Mieczysław Chorąży, Janina Kwiat- 
kowska-Korczak, Zygm unt Machoy, 
Bronisława Morawiecka, Włodzi­
mierz Ostrowski, Konstancja Raczyń- 
ska-Bojanowska, David Shugar, Lech 
Wojtczak, Zofia Zielińska i Mariusz 
Żydowo.

Komitet Organizacyjny Zjazdu
został powołany spośród członków 
Oddziału Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego w Białymstoku -  za­
trudnianych w miejscowej Akademii 
Medycznej, z udziałem  dwojga osób 
spoza tej organizacji: specjalisty w  za­
kresie finansów oraz eksperta w  dzie­
dzinie informatyki. Oto skład tego 
Komitetu:

Edward Bańkowski — przew od­
niczący, Krzysztof Sobolewski — se­
kretarz, Nina Syrewicz — skarbnik 
oraz członkowie: Marzanna Cechow- 
ska-Pasko, Zofia Galewska, Tomasz 
Gogiel, Andrzej Małkowski, Lech 
Romanowicz, Elżbieta Skrzydlewska 
oraz Małgorzata Wolańska.

Komitet Naukowy Zjazdu tworzy­
li profesorowie - specjaliści z różnych 
dziedzin biochemii - zatrudnieni w 
różnych ośrodkach, w śród nich jeden 
pracujący za granicą. Byli to: Jan Bar- 
ciszewski (Poznań), Grzegorz Bartosz 
(Łódź), Mieczysław Chorąży (Gliwi­
ce), Andrzej Dżugaj (Wrocław), An­
drzej Gindzieński (Białystok), Liliana 
Konarska (Warszawa), Elżbieta Ko- 
styra (Olsztyn), Wiesław Oleszek (Pu­
ławy), Jerzy Pałka (Białystok), Adam 
Szewczyk (Warszawa), Julian Świer- 
czyński (Gdańsk), Tomasz Tw ardow ­
ski (Poznań), Janusz Węgrowski (Re- 
ims, Francja) oraz Krzysztof Zwierz 
(Białystok).

W Zjeździe uczestniczyło około 620 
osób, wśród nich 30 gości z następują­
cych krajów: Australii, Austrii, Biało­
rusi, Grecji, Francji, Hiszpanii, Litwy, 
Niemiec, Stanów Zjednoczonych 
Ameryki, Wielkiej Brytanii i z Włoch.

Uroczyste otwarcie Zjazdu odby­
ło się w auli W ydziału Elektrycznego 
Politechniki Białostockiej. Po pow i­
taniu uczestników przez przew odni­
czącego Komitetu Organizacyjnego 
i Rektora Akademii Medycznej w 
Białymstoku, nastąpiły krótkie w y­
stąpienia: Prezesa Polskiego Towa­
rzystw a Biochemicznego — Prof. Le­
cha Wojtczaka — na tem at bieżących 
problem ów  tej organizacji oraz Pre­
zydenta Federacji Europejskich To­
w arzystw  Biochemicznych — Prof. 
Jolanty Barańskiej — na tem at dzia ­
łalności FEBS. Prof. Dariusz Chlubek 
zaprosił uczestników na XLII Zjazd 
PTB w Szczecinie, a przedstawiciel 
O ddziału  Krakowskiego na VI Kon­
ferencję im. J. K. Parnasa. Wręczono 
nagrody Tow arzystw a oraz firmy 
Sigma-Aldrich, Polska. W ykład inau ­
guracyjny, pt.: Endokrynna i wydziel- 
nicza funkcja tkanki tłuszczowej w ygło­
sił Prof. dr hab. Julian Swierczyński 
z Zakładu Biochemii Akademii Me­
dycznej w G dańsku. Uroczystość 
zakończył koncert Kw artetu Podla­

skiego oraz spotkanie uczestników 
Zjazdu przy lampce wina.

Nagrodę im. Jakuba Karola Parna-
sa, za najlepszą pracę doświadczalną 
wykonaną w Kraju i opublikowaną 
w  roku 2005, otrzymał zespół autor­
ski w  składzie: Karolina Michalska, 
Krzysztof Brzeziński i M ariusz Jaskól­
ski, z Zakładu Krystalografii Uniwer­
sytetu im. A. Mickiewicza w Pozna­
niu. W spomniana praca, pt.: Crystal 
structure of isoaspartyl aminopeptidase 
in complex with L-aspartate, została 
opublikowana w  Journal of Biological 
Chemistry 280: 28484-91, 2005.

Nagrodę im. Bolesława Skarżyń­
skiego, za najlepszy artykuł opu­
blikowany w kwartalniku Postępy 
Biochemii w roku 2005 (tom 51, str. 
171-187), otrzymał zespól autorski w 
składzie: Stanisław Kowalczyk, Emi­
lia H adowska i Anna Piekarska, z 
Zakładu Biochemii U niwersytetu im. 
Mikołaja Kopernika w Toruniu. Tytuł 
artykułu: Roślinne układy ubikwitylacji i 
degradacji białek w proteasomach -  klu­
czowe elementy hormonalnych szlaków 
sygnałowych.

Nagrodę za najlepszą pracę z 
chemii i biochemii kwasów nukle­
inowych - przyznaw aną przez Sekcję 
Kwasów Nukleinowych Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego i firmę 
Sigma-Aldrich, Polska -  otrzymali 
Piotr Śliwa i Ryszard Korona, z In­
stytutu N auk o Środowisku Uniwer­
sytetu Jagiellońskiego w  Krakowie. 
Praca ta, pt.: Loss of dispensable genes is 
not adaptive in yeast ukazała się w  Pro- 
ceedings of the National Academy of 
Sciences of USA 102:17670-4, 2005.

W kolejnych dniach odbyły się ob­
rady 12 sesji monotematycznych oraz 
1 wielotematyczna sesja plakatowa.
Oto ich problematyka: Biochemia kli­
niczna, Biochemia now otw orów , Bio­
chemia żywności a nutrigenom ika, 
Biochemia m acierzy pozakom órko-
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wej, Biochemia lipidów , Biochemia 
w rolnictw ie, Bioenergetyka, Bio­
technologia, G likokoniugaty, Kwasy 
nukleinow e, Struktura i metabolizm 
komórki mięśniowej, W olne rodniki 
w  biologii i m edycynie. O rganiza­
torami sesji byli wyżej w ym ienieni 
Członkowie K om itetu N aukow ego. 
Prof. M ariusz Jaskólski w ygłosił 
w ykład im. J. K. Parnasa, pt.: L-argi- 
anazy, ich krewni i znajomi. Łącznie 
w ygłoszono 102 w ykłady, 89 kom u ­
nikatów  ustnych  oraz p rzedstaw io ­
no 373 doniesienia p lakatow e. Ich 
streszczenia zostały opublikowane w  
języku angielskim, w  Acta Biochemica 
Polonica, jako suplem ent 1 do tom u 53,
2006.

Rozstrzygnięto konkursy o na­
grodę im. Włodzimierza M ozołow- 
skiego oraz o nagrodę im. Janiny 
Opieńskiej-Blauth. Komisjom kon­
kursow ym  przewodniczyła Prof. Ja­
nina Kwiatkowska-Korczak z Zakła­

du Biochemii Lekarskiej Akademii 
Medycznej we Wrocławiu. Laure­
atką pierwszego została M agdale­
na Spiechowicz, z Instytutu Biologii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego w 
W arszawie, za komunikat, pt.: Białko 
Sgtl -  badanie właściwości ko-chape- 
ronowych, a zwycięzcą drugiego An­
drzej Błaut, z Zakładu Biofizyki Mo­
lekularnej Uniwersytetu Łódzkiego, 
za kom unikat pt.: Rola komórkowych 
układów anty oksydacyjnych w oporności 
nabłonka dolnych dróg oddechowych na 
stres oksydacyjny.

W dniu 14 września, w  godzinach 
wieczornych, odbyło się spotkanie 
koleżeńskie uczestników Zjazdu w 
Klubie „Gwint" Politechniki Biało­
stockiej.

Składamy serdeczne podziękow a­
nia Zarządowi Głównemu Polskie­
go Towarzystwa Biochemicznego 
za wsparcie naszych działań orga­

nizacyjnych, Ministerstwu Szkolnic­
twa Wyższego i Nauki za znaczącą 
dotację finansową, Organizatorom 
sesji, W ykładowcom oraz Autorom i 
Prezenterom komunikatów ustnych i 
plakatowych za Ich wkład w sukces 
naukowy Zjazdu. Dziękujemy Redak­
cji Acta Biochimica Polonica za sprawną 
publikację streszczeń wykładów i ko­
m unikatów zjazdowych. Wyrażamy 
wdzięczność Rektorowi i Kanclerzowi 
i Pracownikom Politechniki Białostoc­
kiej za udostępnienie pomieszczeń 
tej Uczelni oraz obsługę techniczną 
Zjazdu. Dziękujemy Sponsorom i 
Wystawcom: książek, aparatury i od­
czynników za wsparcie materialne.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego

dr Krzysztof Sobolew ski
Sekretarz

prof. Edward Bańkowski
Przew odniczący

Sesja „Biotechnologia. Dokąd zmierza polska biotechnologia?'
Sesja „Biotechnologia. Dokąd  

zmierza polska biotechnologia? 
-  Spór o genetycznie zmodyfikowane  
organizmy (GMO)" XLI Zjazd Pol­
skiego Towarzystwa Biochemiczne­
go, Białystok

W ram ach XLI Zjazdu Polskiego 
Tow arzystw a Biochemicznego, w 
Białymstoku, 12-16.09.2006 r. odbyły 
się z inicjatywy przewodniczącego 
Komitetu Organizacyjnego p. prof. 
Edw arda Bańkowskiego obrady se­
sji „Biotechnologia. Dokąd zmie­
rza polska biotechnologia? -  Spór 
o genetycznie zmodyfikowane or­
ganizm y (GMO)"  zorganizow ane i 
koordynow ane przez prof. Tomasza 
Tw ardow skiego. W ram ach tej sesji 
obrady p row adzone były na czterech 
posiedzeniach:

Rezolucja przyjęta w trakcie obrad se­
sji „Biotechnologia. Dokąd zmierza pol­
ska biotechnologia? -  Spór o genetycznie 
zmodyfikowane organizmy (GMO)"

XLI Zjazdu Polskiego Towarzy­
stw a Biochemicznego w  Białymstoku 
13.09.2006 r.

1) „Jaka jest dzisiejsza biotechnolo-

gia /
2) „Kierunki rozwoju biotechnolo­

g i i
3) „Dyskusja okrągłego stołu" i 

uchwalenie „rezolucji" uczestników 
sesji,

4) Prezentacje „młodych naukow ­
ców".

Największe zainteresowanie i oży­
wioną polemikę wywołała dyskusja 
„okrągłego stołu" prowadzona przez 
red. M. Rotkiewicza z „Polityki". 
Kontekstem do obrad były zarówno 
referaty zwolenników biotechnologii 
prezentujące stan polskiej biotechno­
logii (profesorowie Stanisław Bielecki, 
Stefan Malepszy, Janusz Zimny), jak i 
sceptyków (prof. Ludwik Tomiałojć). 
Wybrane kierunki rozwoju biotech­
nologii w  naszym kraju zostały omó-

Rezolucja

Biotechnologia stanowi najbar­
dziej istotną część biogospodarki, po ­
wszechnie uznawanej jako szansa roz­
woju cywilizacyjnego w tym stuleciu. 
Rozwój biotechnologii w  Polsce jest w 
zasadniczym stopniu uw arunkow any 
przez norm y prawne. W odpowiedzi 
na liczne apele polskiego środowiska

wionę w następnym cyklu referatów 
profesorowie Zdzisława Libudzisz, 
Andrzej Mackiewicz, Ryszard Słom­
ski, Ewa Łojkowska, Małgorzata Kor- 
bin]. Nader istotny dla przebiegu dys­
kusji był głos (jakże rzadko słyszany) 
przedstawicieli przemysłu: Roberta 
Gabarkiewicza [Monsanto]; Toma­
sza Sławatyńca [Hoffman-la Roche] 
i Marka Przeździaka [Rada ds. Żyw­
ności przy Ministerstwie Rolnictwa i 
Rozwoju Wsi]. Tłem jak i motywem 
dominującym w dyskusji była kwestia 
opracowywanej legislacji, projektu no­
wej ustawy zwanej „Prawo o GMO".

Z ogromnym zadowoleniem 
wszystkich uczestników „rezolucję" 
przyjęto przez aklamację, co przy m a­
jących miejsce różnicach w poglądach 
pomiędzy np. ekologami a biotechno­
logami, ma istotne znaczenie.

prof. Tom asz Twardowski

biotechnologicznego powstała idea 
nowelizacji ustawy o organizmach 
genetycznie zmodyfikowanych, która 
zmaterializowała się w  postaci przy­
gotowanego w Ministerstwie Środo­
wiska projektu (z 23 sierpnia 2006 r.) 
nowej Ustawy, znanej pod nazwą 
„Prawo o GMO". Celem tej godnej po ­
parcia idei jest adaptacja do polskich
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w arunków  odpowiednich przepisów 
praw nych Unii Europejskiej w  obsza­
rze działań dotyczących organizmów 
genetycznie zmodyfikowanych.

Z uwagi na fakt, że stworzenie 
podstaw  biogospodarki w  naszym 
kraju wym aga właściwych norm 
prawnych, zmiany w projekcie usta­
wy „Prawo o GMO" z 29 maja 2006 r. 
pow inny uwzględnić następujące cele 
główne:

1. Zapewnienie równości wszyst­
kich podm iotów w świetle prawa.

Prace, np. mikrobiologa, rolnika i p ro ­
ducenta biofarmaceutyków są równo- 
cenne dla nauki i gospodarki.

2. Stymulowanie rozwoju kształ­
cenia, nauki i w drożeń w Polsce jest 
spraw ą priorytetową dla gospodarki.

3. Zgodność z praw em  Unii Euro­
pejskiej i konwencjami m iędzynaro­
dowymi.

4. Tworzona legislacja nie może 
stwarzać sytuacji korupcjonogennych, 
praw nie nieprzejrzystych zarówno 
dla naukowców, jak i dla przedstaw i­
cieli gospodarki czy administracji.

Szczegółowa analiza projektu Usta­
wy prow adzi jednak do wniosku, że 
nie spełnia on zasad dobrej techniki 
legislacyjnej, gdyż duch tego projektu 
jest wyraźnie sprzeczny z kom plek­
sowym rozwojem innowacyjnej na ­
uki i technologii oraz rozwojem go­
spodarczym kraju. W związku z tym 
apelujemy o zmianę projektu Ustawy 
uwzględniającą wymienione priory­
tety.

prof. Tom asz Tw ardow ski

W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

KOLOSTRYNINA (ang. Colostry- 
nin) — kompleks białek znajdujący się 
w  siarze ssaków — może być p rodu ­
kowany na skalę przemysłową dzię­
ki badaniom  profesorów Antoniego 
Polanowskiego (Fot. 1) i 
Tadeusza Wilusza (Fot. 2) 
z W ydziału Biotechnologii 
Uniwersytetu Wrocławskiego 
(dotychczas Instytut Bioche­
mii i Biologii Molekularnej 
UW).

Kolostrynina występuje w 
siarze w różnych ilościach, 
zależnie od fazy laktacji. Naj­
wyższy poziom tych pepty- 
dów jest w  siarze wydzielanej 
od kilku do kilkudziesięciu 
pierwszych godzin po poro­
dzie. Potem jej zawartość w  mleku 
matki stopniowo spada. Zapewnia 
ona substancje odpornościowe niewy­
kształconemu jeszcze układowi im­
munologicznemu nowo narodzonego 
ssaka — człowieka, owcy, krowy itd. 
do czasu aż sam zacznie produkować 
własne przeciwciała. Naukowcy nie 
znają jeszcze dokładnego pochodze­
nia kolostryniny, ale wiadomo, że 
część peptydów, jakie występują w 
kompleksie kolostryniny pochodzi z 
innego białka, kazeiny lub aneksyny. 
Dla części peptydów  nie znaleziono 
białka, z którego mogłyby pow sta­
wać, co może wskazywać na to, że są 
one produktam i bezpośredniej synte­
zy w organizmie matki.

Badania porównawcze nad im- 
m unoglobulinami surowicy i siary 
owiec — prow adzone w latach 70. 
w  Instytucie Immunologii i Terapii 
Doświadczalnej (IITD) PAN we W ro­

Fotografia 1. Profesor A n 
toni Polanowski.

cławiu przez prof. Józefa Lisowskie­
go i doc. Marię Janusz — skierowały 
uw agę badaczy na towarzyszące tym 
białkom niskocząsteczkowe immuno- 
regulatory. Były to peptydy związane 

z frakcją immunoglobulin, 
wyróżniające się wysoką 
zawartością aminokwasu 
proliny (ok. 22%). Dlatego 
nazwano je w  skrócie PRP 
(ang. proline rich polipepti- 
des).

Kompleks białkowy 
znany obecnie pod nazwą 
firmową Colostrynin (kolo­
strynina) zawiera ponad 30 
różnych peptydów. Kom­
pleks ten charakteryzuje się 
szczególnymi właściwo­

ściami biologicznym, potencjalnie te­
rapeutycznymi. Wykazano, że posia­
da on interesujące właściwości immu- 
noregulatorowe, wpływając m.in. na 
indukcję cytokin mających kluczowe 
znaczenie w  układzie immunologicz­
nym. Zdol­
ność PRP do 
in d u k o w a n ia  
cytokin, m a­
jących ham u­
jący w pływ  
na pow staw a­
nie w  m ózgu 
t o k s y c z n y c h  
złogów amy- 
1 o i d o w  y c h 
sprawiła, że 
Anna Dubow- 
s k a - I n g l o t ,
Maria Janusz i 
Józef Lisowski
rozpoczęli prace nad zastosowaniem 
PRP z siary owiec do leczenia choro-

Fotografia 2. Profesor Tadeusz W ilusz

by Alzheimera. W badaniach klinicz­
nych, prow adzonych przez dr hab. 
med. Jerzego Leszka, na małej próbie 
pacjentów udało się wykazać leczni­
cze działanie kolostryniny.

Produkcja kolostryniny jest kla­
sycznym przykładem  umiejętnego 
połączenia badań podstaw ow ych z 
aplikacyjnymi. Pierwotny cel badań 
miał charakter czysto poznawczy. 
Wyniki pozwoliły naukowcom  na 
sformułowanie hipotezy roboczej na 
temat właściwości terapeutycznych 
odkrytych peptydów  i zastosowanie 
ich w praktyce medycznej. Kolo­
strynina wyraźnie spowalnia proces 
niszczenia komórek mózgu, do któ­
rego dochodzi w  w yniku choroby Al­
zheimera. W 1998 roku zastosowanie 
kolostryniny do leczenia choroby Al­
zheimera zostało opatentowane przez 
IITD im. Hirszfelda w e Wrocławiu.

W 2000 roku patent ten został 
sprzedany brytyjskiej firmie biotech­

nologicznej ReGen 
Therapeuties Pic, 
która postanowi­
ła przeprowadzić 
szersze badania do ­
tyczące przydatno­
ści preparatu  w  le­
czeniu Alzheimera. 
P r z e p r o w a d z e n i e  
badań wymagało 
jednak dużej ilości 
preparatu, co przy 
złożonej i czaso­
chłonnej metodyce

------------------------  jego oczyszczania
było swego rodza­

ju wyzwaniem. Pierwsze próby pre- 
paracji na większą skalę podjęto w
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jednym z laboratoriów niemieckich. 
Uzyskany tam preparat nie spełniał 
oczekiwanych wymogów. Następne 
zlecenia ReGen skierował do labo­
ratorium brytyjskiego i do polskich 
naukowców — prof. Polanowskie- 
go i prof. Wilusza, zajmujących się 
od lat specjalistycznymi badaniami 
nad białkami. Po dwóch miesiącach 
pierwsze próby polskiego preparatu 
przeszły pomyślnie testy fizykoche­
miczne i biologiczne w Niemczech 
oraz w Anglii i Polacy rozpoczęli 
czteroletnią owocną współpracę z fir­
mą ReGen. Po zaspokojeniu potrzeb 
wynikających z prow adzonych badań 
klinicznych, w  kolejnych miesiącach 
profesorowie Polanowski i Wilusz 
podjęli się w  swoich laboratoriach 
opracowania nowej m etody prepara- 
cji, która pozwalałaby na produkcję 
kolostryniny w  skali przemysłowej. 
Polscy naukowcy opracowali prostą 
metodę pozyskiwania kolostryniny 
na skalę przemysłową z mleka owiec i 
krów. M iędzynarodowy patent przy ­
znano w 2005 roku. Jego twórcami są 
naukowcy polscy, ale właścicielem 
jest brytyjska firma ReGen Therapeu- 
ties Pic.

Przemysłowe otrzym ywanie kolo­
stryniny jest w  zasadzie dwuetapowe. 
W pierwszym  są wytrącane z siary za 
pomocą alkoholi niepotrzebne białka, 
głównie kazeina i im munoglobuliny 
z równoczesną dysocjacją peptydów  
aktywnych od immunoglobulin, z 
którymi występują w kompleksie. W 
drugim  etapie z otrzymanego płynu, 
w  określonym pH, wytrąca się aktyw ­
ne białka prostym  sposobem wysala- 
nia. Osad po pozbyciu się soli stanowi 
czystą kolostryninę.

W Polsce preparat zawierający ko­
lostryninę został przetestowany na 
ponad 150 osobach cierpiących na 
chorobę Alzheimera. Efekty są bar­
dzo obiecujące. U chorych zaobser­
w ow ano m.in. spowalniane efektów 
chorobowych i polepszenie ogólnych 
funkcji behawioralnych, z w yraźnym  
uspraw nieniem  zdolności zapam ię­
tywania. Popraw a była widoczna 
przede wszystkim  u pacjentów cier­
piących na początkowe i średnio za­
aw ansow ane stadium  choroby. U 
pacjentów będących w zaaw ansow a­
nym  stadium  efekty nie były tak jed­
noznaczne. Jest szansa na opóźnienie, 
a być może naw et cofnięcie objawów

choroby. W pływ kolostryniny na po­
lepszenie funkcji pamięciowych po­
tw ierdzono również w  badaniach na 
zwierzętach wykazując, że podaw anie 
starym szczurom preparatu  przyśpie­
sza proces zapamiętywania, popraw ia 
pamięć przestrzenną i incydentalną. 
W USA trwa urucham ianie produkcji 
kolostryniny jako dodatku do żyw no­
ści, bo produkcja takiego preparatu 
nie jest obwarowana tak wielkimi w y­
maganiami, jak produkcja leku. Pro­
dukcją zajmie się firma Sterling Tech­
nology. Aby kolostrynina m ogła trafić 
na rynek farmaceutyczny, konieczne 
jest dokończenie trwających kilka lat 
badań klinicznych. Jest substancją cał­
kowicie naturalną. Nie w ykazano do­
tychczas żadnych efektów ubocznych. 
Kolostrynina pow inna znaleźć zasto­
sowanie nie tylko w leczeniu choroby 
Alzheimera, ale także jako dodatek do 
odżywek dla dzieci, które z różnych 
pow odów  zostały pozbawione możli­
wości karmienia piersią.

Prof. Antoni Polanowski i jego ze­
spół pracują równolegle nad  innym, 
w yodrębnionym  przez siebie z siary 
owiec i krów białkiem -  nonapepty- 
dem  nazw anym  NP-Pol. Białko, które 
może pomóc w leczeniu choroby Par­
kinsona czeka na opatentow anie w 
Londynie (wg w itryny N auka w  Pol­
sce i za zgodą autorów  metody).

PROFESOR KORNEL GIBIŃSKI
(Fot. 3) został patronem Centralnego 
Szpitala Klinicznego Śląskiej A kade­
mii Medycznej w  Katowicach na mocy 
decyzji Senatu Uczel­
ni. Nestor internistów 
polskich, prof. dr hab. 
med., dr h.c.mult.
Kornel Gibiński oso­
biście wziął udział w  
uroczystości. Profesor 
jest w ybitnym  auto­
rytetem  w dziedzinie 
chorób wewnętrznych 
i farmakologii klinicz­
nej, twórcą śląskiego 
ośrodka klinicznego, 
prowadzącego pio­
nierskie badania w  
zakresie wielu zagad­
nień dotyczących cho­
rób wewnętrznych.
Szerokie zainteresowania badawcze 
Profesora Gibińskiego obejmują za­
gadnienia kardiologii i enzymologii 
klinicznej, a zwłaszcza gastroente-

rologii. W latach 60. zajmowała Go 
wartość diagnostyczna aktywności 
g a m m a -g lu tam y lo tran sp ep ty d azy , 
poszukiwał inhibitorów enzymu w 
ustrojowych płynach ciała. Badał i 
wykorzystywał w  diagnostyce inter­
nistycznej fibrynolityczną aktywność 
osocza i proteolityczną aktywność 
leukocytów. Pracował nad wykorzy­
staniem analogów prostaglandyny 
E2 w leczeniu owrzodzeń żołądka i 
dwunastnicy. Z Jego Kliniki wyszły 
pierwsze w Polsce prace poświęcone 
diagnostyce i leczeniu pierwotnego 
aldosteronizmu. Na szczególną uw a­
gę zasługują badania Profesora doty­
czące czynności gruczołów potowych 
w  trudnych warunkach klimatycz­
nych. W początkowym okresie swojej 
pracy zawodowej zajmował się now a­
torską, jak na tamte czasy, poligraficz­
ną oceną struktury i czynności serca. 
W latach późniejszych zajmowały 
Profesora czynniki ryzyka miażdżycy 
i sposoby prewencji. Prace z zakresu 
farmakologii klinicznej przyczyniły 
się do w prow adzenia standardów 
kontrolowanych badań klinicznych, 
a zwłaszcza przestrzegania i stosowa­
nia zasad etycznych. Jako pierwszy w 
Polsce, dostrzegł znaczenie zjawisk 
chronobiologii i ich znaczenie dla far­
makoterapii. Profesor Kornel Gibiń­
ski jest związany ze Śląską Akademią 
Medyczną od 1953 r. kiedy podjął się 
organizacji IIL Kliniki Chorób We­
wnętrznych w Bytomiu. W szpitalu 
w  Ligocie założył pierwszą w kraju 
Klinikę Gastroenterologii. Profesor 

Gibiński jest symbolem 
najwyższych wartości 
moralnych. Cechuje Go 
wrażliwość na proble­
my ludzi chorych i cier­
piących oraz gotowość 
w niesieniu pomocy 
każdem u potrzebujące­
mu. W przekonaniu po­
mysłodawców uroczy­
stości Publiczny Cen­
tralny Szpital Kliniczny 
imienia prof. Kornela 
Gibińskiego będzie 
symbolem tych wszyst­
kich wartości, których 
uosobieniem jest Patron 
szpitala. Profesor zwykł 
mówić „...lekarze widzą 

chore organy, komórki, ale nie widzą 
człowieka. Zaczęliśmy leczyć śmierć, 
a to nonsens, bo śmierci się nie uleczy.
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Ludzie są m ądrzy i wiedzą, że muszą 
umrzeć. Ratować trzeba od choroby" 
i w  innym miejscu dodaje „rozum  i 
serce lekarza to rzeczy, których w me­
dycynie zgubić nie wolno".

Z dniem 1 września wchodzą w 
życie NOWE PRZEPISY OBEJMU­
JĄCE SPRAWY PRACOWNICZE 
NAUCZYCIELI AKADEMICKICH
(Ustawa z dnia 27 lipca 2005 r. Pra­
wo o szkolnictwie wyższym; Dz.U. nr 
164, poz. 1365 oraz z 2006 r. Dz.U. nr 
46, poz.328), a dotyczą one dodatko­
wego zatrudnienia, rozwiązywania 
stosunku pracy i podstawowości za­
trudnienia.

KATEGORIE JEDNOSTEK NA­
UKOWYCH, ustalone wcześniej 
przez komisje Rady Nauki, zgodnie 
z zasadami określonymi w 2005 r. 
zatwierdził podsekretarz stanu prof. 
Krzysztof J. Kurzydłowski w końcu 
sierpnia b.r. Są one podstawą trybu 
przyznawania i rozliczania środków 
finansowych na naukę. Ocena para­
metryczna będzie miała decydujący 
w pływ  na wysokość finansowania da­
nej jednostki naukowej przez MNiSW 
przez najbliższe cztery lata. Minister­
stwo zapewnia, że jednostki, które 
podniosły swoją ocenę otrzymają w y­
równanie z tytułu różnic w wysokości 
finansowania jednostek różnych kate­
gorii i nastąpi to pod koniec czwarte­
go kwartału br.

FUNDACJA na rzecz NAUKI 
POLSKIEJ w piątej edycji konkursu 
przyznała 11 Krajowych Stypendiów  
Wyjazdowych umożliwiających w y­
jazd na staż do innej niż macierzysta 
placówki badawczej. Otrzymali je 
(nauki matematyczno-przyrodnicze): 
dr Ewa Brucka — Jastrzębska z Wy­
działu Nauk Przyrodniczych Uniwer­
sytetu Szczecińskiego na staż na Wy­
dziale Biologii i Ochrony Środowiska 
Uniwersytetu Łódzkiego; dr Artur 
Goławski z W ydziału Rolniczego 
Akademii Podlaskiej w Siedlcach na 
staż w  Zakładzie Ekologii Behawioral­
nej UAM; dr Zbigniew Kasprzykow- 
ski z Wydziału Rolniczego Akademii 
Podlaskiej w  Siedlcach na staż w  Ka­
tedrze Ekologii i Zoologii Kręgowców 
Uniwersytetu Gdańskiego; dr Marcin 
Palusiak z W ydziału Fizyki i Che­
mii Uniwersytetu Łódzkiego na staż 
w  Instytucie Chemii Uniwersytetu 
Warszawskiego; dr Piotr Przybylski

z W ydziału Chemii Uniwersytetu im. 
A. Mickiewicza na staż na Wydziale 
Technologii i Inżynierii Chemicznej 
Politechniki Szczecińskiej; dr Justy­
na Rosicka-Kaczmarek z Wydziału 
Biotechnologii i N auk o Żywności Po­
litechniki Łódzkiej na staż na W ydzia­
le Biochemii i Biologii Molekularnej 
Uniwersytetu Wrocławskiego.

PHIL EPISTEMONI -  nagroda 
ustanowiona w  1986 r. przyznawana 
jest dziennikarzom popularyzującym 
problemy, w  kategorii ogólnopol­
skiej, szkolnictwa wyższego, nauki 
oraz kultury i sztuki, przez Kolegium 
Rektorów Szkół Wyższych Krakowa. 
Tegorocznym laureatem Nagrody, i 
to po raz trzeci, jest p. Marian Nowy, 
redaktor „Dziennika Polskiego". Na­
grodę Phil Epistemoni otrzymali w 
dwudziestoleciu m.in. znani dzien­
nikarze Janina Paradowska, Ignacy 
Rutkiewicz, Zbigniew Święch, Jerzy 
Wunderlich, Lesław Peteres, Jerzy Są­
decki.

L'OREAL POLSKA przy wsparciu 
Polskiego Komitetu do Spraw UNE­
SCO ogłosił w 2001 r. pierw szą edy ­

cję konkursu na roczne stypendia 
dla pięciu MŁODYCH POLEK 
-  NAUKOWCÓW prow adzą­
cych badania w  dziedzinach biolo- 
giczno-medycznych. Celem tej inicja­
tywy była pomoc m łodym  kobietom 
w realizacji ich pracy badawczej. O 
stypendia ubiegać się mogą kobiety 
zajmujące się badaniam i naukow ym i 
w dziedzinach biologiczno-medycz- 
nych, których prace mają charakter 
aplikacyjny: doktorantki, będące w 
ostatnim  roku realizacji swej pracy 
doktorskiej, które nie ukończyły 35 
lat oraz habilitantki, kończące pracę 
habilitacyjną, które nie przekroczyły 
45 roku życia. W yłonione w w yniku 
konkursu trzy laureatki na pozio­
mie doktoratu  przez rok otrzymują 
stypendia w wysokości 1.500 zł mie­
sięcznie, natom iast dwie habilitantki 
nagrodzone zostają rocznym  sty­
pendium  w ynoszącym  1.800 złotych 
miesięcznie. Stypendia ufundow ane 
przez L'Oreal Polska są inicjatywą 
lokalną. Źródłem  inspiracji polskiej 
inicjatywy jest m iędzynarodow a 
um ow a zaw arta w  Paryżu m iędzy 
G rupą L 'Oreal i UNESCO: „For 
W omen in Science". W jej ramach, 
każdego roku, w  paryskiej siedzibie 
UNESCO w ybitne przedstawicielki

świata nauki oraz m łode badaczki z 
pięciu kontynentów  otrzym ują na ­
grody pieniężne.

Aspiracją polskiego program u sty­
pendiów  jest lokalna promocja mło­
dych kobiet — naukowców. Celem 
L'Oreal Polska jest zaangażowanie 
się w  ważną akcję pomocy kobietom i 
działanie w  sposób skuteczny i długo­
trwały. Program stypendiów L'Oreal 
Polska dla Kobiet i Nauki przy w spar­
ciu Polskiego Komitetu do spraw  
UNESCO pragnie zachęcić kobiety do 
większego zaangażowania na w szyst­
kich poziomach życia naukowego. 
W bieżącym roku wnioski konkurso­
we można było składać w  terminie 1 
maja-31 lipca. Warto śledzić na stro­
nie www.lorealdlakobietnauki.pl in ­
formacje dotyczące konkursu w roku
2007.

W bieżącym roku spośród ponad 
80 kandydatek stypendia otrzym a­
ły habilitantki: w  dziedzinie biologii 
ogólnej — dr Maria Anna Cieme- 
rych-Litwinienko z Zakładu Embrio­
logii Instytutu Zoologii Uniwersytetu 
Warszawskiego, temat pracy: „Rola 
cyklin D w rozwoju zarodkow ym  
myszy oraz w now otworzeniu" oraz 
w  dziedzinie dermatologii i wenero- 
logii — dr Joanna Narbutt z Kliniki 
Dermatologii i Wenerologii U niwer­
sytetu Medycznego w  Łodzi, temat 
pracy: „W pływ promieniowania u l­
trafioletowego na wybrane param etry 
układu immunologicznego skóry".

Stypendia doktoranckie otrzym a­
ły: w  dziedzinie biochemii — Beata 
Pepłońska z Instytutu M edycyny Do­
świadczalnej i Klinicznej PAN w W ar­
szawie, temat pracy: „Poszukiwanie 
zmian w genie MAPT w przypadkach 
otępienia czołowo-skroniowego", w 
dziedzinie m odelowania molekular­
nego — Magdalena Ślusarz z Katedry 
Chemii Teoretycznej, Zakładu M ode­
lowania Molekularnego, W ydziału 
Chemii Uniwersytetu Gdańskiego, 
temat pracy: „M odelowanie m oleku­
larne białek GPCR i ich oddziaływ ań 
z bioligandami"; w  dziedzinie bio­
technologii molekularnej i biokatalizy 
— Małgorzata Zakrzewska z Zakładu 
Inżynierii Białka, W ydziału Biotech­
nologii Uniwersytetu W rocławskie­
go, temat pracy: „Analiza mutacyjna 
ludzkiego kwaśnego czynnika w zro­
stu fibroblastów -  FGF-1".
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Celem organizowanego, po raz 
dziewiąty, KONKURSU NA NAJ­
LEPSZĄ PRACĘ DOKTORSKĄ i 
MAGISTERSKĄ przygotowaną z 
zastosowaniem narzędzi statystyki 
i analizy danych zawartych w pro ­
gramach z rodziny Statistica, jest 
promocja autorów  najlepszych prac i 
popularyzacja nowoczesnych metod 
analizy danych. Do Konkursu mogą 
być zgłaszane prace przygotowane w 
polskich wyższych uczelniach i insty­
tutach naukowych, które przed termi­
nem zgłoszenia do Konkursu zostały 
obronione lub uzyskały pozytywne 
recenzje i został wyznaczony termin 
ich obrony. Zgłoszenia prac do Kon­
kursu dokonują autorzy, promotorzy 
lub dziekani wydziałów. Zgłoszenia 
przyjmuje sekretarz Komisji Konkur­
sowej pod adresem: StatSoft Polska, 
30-11- Kraków, ul. Kraszewskiego 36 
do dnia 15 grudnia 2006 r. Konkur­
sowi patronuje Polskie Towarzystwo 
Statystyczne. Więcej informacji na 
stronie www.statsoft.pl.

NAGRODĘ DLA NAJLEPSZEGO 
MŁODEGO POPULARYZATORA na
zakończenie X Festiwalu Nauki w  War­
szawie odebrał Takao Ishikawa, dokto­
rant Wydziału Biologii Uniwersytetu 
Warszawskiego. Ishikawa urodzony w 
Tokio (z matki Polki) studiował na UW 
i czuje się silnie związany z Zakładem 
Biologii Molekularnej UW. Podczas 
zakończonego 24 września b.r. X Festi­
walu Nauki w  Warszawie prezentował 
wykład dotyczący prionów w droż­
dżach. Mówił o stanie obecnej wiedzy 
na temat chorób powodowanych przez 
priony oraz o właściwościach tych bia­
łek, występujących w drożdżach pie­
karniczych. Zdaniem Takao Ishikawa 
Japończycy, organizując imprezy po­
pularnonaukowe, powinni wzorować 
się na Polakach. Młody naukowiec jest 
pełen podziwu dla idei Festiwalu i od­
wagi młodych naukowców dzielenia 
się wiedzą ze słuchaczami — uczest­
nikami dorocznej imprezy popularno­
naukowej. Według prof. Magdaleny 
Fikus, przewodniczącej Rady Progra­
mowej X Festiwalu Nauki, prezentacja 
Ishikawy była wzorem wykładu popu­
larnonaukowego. Profesor z radością 
zauważyła, że rosną nowe pokolenia 
popularyzatorów.

NOWOCZESNE LABORATO­
RIUM ANALIZ FARMACEUTYCZ­

NYCH powstanie w ciągu roku w na 
Wydziale Farmaceutycznym Akade­
mii Medycznej w Białymstoku, dzię­
ki dofinansowaniu z UE (koszt 1,5 
miliona zł) z program u Interreg IIIA. 
Jednostka będzie działać na potrze­
by całego transgranicznego obszaru 
polsko-litewskiego, gdzie do tej pory 
nie ma takiego laboratorium. Partne­
rami w projekcie są litewskie szpitale 
w  Lazdijai, M ariampolu i Kalwarii. 
Laboratorium będzie pomocne leka­
rzom, ale zakresem analiz w  nim w y­
konywanym  są także zainteresowane 
różne instytucje, np. służby graniczne 
i celne, policja i prokuratura. W la­
boratorium  możliwe będzie badanie 
osób zatrutych farmaceutykami nie­
znanego pochodzenia — na przykład 
lekami kupionym i na bazarze czy po ­
chodzącymi z niekontrolowanej w y­
miany przygranicznej oraz analizo­
wanie leków sprzedaw anych na ryn ­
ku, badanie substancji chemicznych 
czy toksycznych w lekach, żywności 
lub próbkach krwi czy moczu. Na te­
renie przeznaczonym dla nowej jed­
nostki trwają prace dostosowawcze i 
równolegle prow adzone jest szkole­
nie kadry. Informacja prof. Elżbiety 
Skrzydlewskiej, kierownika Zakładu 
Chemii Nieorganicznej i Analitycznej 
AMB dla PAP (3.09.2006).

Były minister nauki i informatyza­
cji, prof. MICHAŁ KLEIBER (Fot. 4), 
ZOSTAŁ WYBRANY członkiem 
prestiżowej Europejskiej 
Akademii N auk i Sztuk 
w Salzburgu. Jest to mię­
dzynarodowa, interdy- 
splinarna organizacja, 
zrzeszająca blisko 1,5 
tys. osób. Decyzją władz 
Akademii prof. Kleiber, 
pracujący w Instytucie 
Podstawowych Proble­
m ów Techniki PAN, zo­
stał zaliczony do grona jej 
członków w sekcji Nauk 
Technicznych i Ochrony 
Środowiska. Prof. Kleiber 
jest specjalistą z zakresu 
informatyki stosowanej 
i metod kom puterowych mechaniki, 
laureatem Nagrody Fundacji na rzecz 
Nauki Polskiej, tzw. polskiego Nobla. 
W latach 2001-2005 był ministrem na­
uki i informatyzacji.

TARGI BIOTECHNOLOGII I 
BIOBIZNESU zorganizowano w

Łodzi, w  dniach 19-20 październi­
ka 2006 r. Na targach Bio-Forum od 
sześciu lat spotykają się ludzie nauki 
i biznesu związani z przemysłem 
kosmetycznym i farmaceutycznym. 
Serwis Nauka w Polsce patronuje te­
gorocznej imprezie. Naczelną ideą 
tych spotkań jest prezentacja osią­
gnięć ośrodków badawczo-rozwojo­
wych przedstawicielom polskich firm 
kosmetycznych, farmaceutycznych, 
producentom  żywności funkcjonalnej 
(równocześnie odżywiającej i oddzia­
łującej pozytywnie na zdrowie i od ­
porność człowieka), a także innych, 
w których mogą być wykorzystane 
osiągnięcia biotechnologii. Bio-Forum 
jest szczególną giełdą ofert, służących 
podniesieniu poziomu innowacji w 
sektorze biogospodarki. Do udziału 
w  targach zaproszeni zostali przed­
siębiorcy zagraniczni, głównie z rejo­
nu Europy Środkowej i Wschodniej. 
Wystawcami byli autorzy projektów 
badawczo — wdrożeniowych, w 
których założeniu jest zawarta myśl 
o wykorzystanie ich w działalności 
gospodarczej. Zespoły naukowe mo­
gły dodatkowo zaprezentować ofertę 
usługową laboratoriów, dysponu­
jących drogą i unikatową aparaturą 
naukową, a także nowatorskimi me­
todami badawczymi.

W programie targów zawarto licz­
ne seminaria adresowane zarówno do 
polskich producentów, jak również 

do tych naukowców, któ­
rzy są zainteresowani re­
alizacją biotechnologicz­
nych projektów badaw- 
czo-wdrożeniowych, ale 
nie mają w tym względzie 
wystarczającej wiedzy i 
doświadczenia. Osiągnię­
cia prezentowali naukow ­
cy, realizujący projekty z 
zakresu biotechnologii 
w ochronie zdrowia, 
ochronie środowiska i 
kosmetologii, farmacji 
i nauk biomedycznych, 
nanotechnologii, bioma­
teriałów, diagnostyki 

molekularnej, testów alternatywnych 
oraz żywności funkcjonalnej. Rozwój 
biotechnologii stanowi jeden z prio­
rytetów w strategii rozwoju regionu 
łódzkiego. I dlatego Urząd Miasta 
Łodzi ufundował zatrudnionym  w 
tym  regionie naukowcom specjalne 
stypendia, przeznaczone na pokry­
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Fotografía 4. Profesor Michał 
Kleiber.
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cie kosztów uczestnictwa w Targach 
Bioforum. Prezentacja projektów ba- 
dawczo-wdrożeniowych w ramach 
Targów umożliwi ich konfrontację z 
potrzebami rynku.

POLITECHNIKA SZCZECIŃ­
SKA OBCHODZI 60.LECIE ISTNIE­
NIA (Fot. 5.) 28 września, na uroczy­
stej konferencji naukowej spotkali się 
naukowcy i przedstawiciele instytucji 
odpowiedzialnych za szkolnictwo 
wyższe. Analizę szkolnictwa wyższe­
go na Pomorzu Zachodnim przedsta­
wił prof. Mieczysław Wysiecki (PS). 
O Politechnice w  roku jubileuszu 
opowiadał jej rektor, prof. W łodzi­
mierz Kiernożycki (Fot. 6). Rektor 
Politechniki Gdańskiej, prof. Janusz

Rachoń, omówił wpływ Ustawy o 
Szkolnictwie Wyższym na obecną

sytuację polskich uczelni. Niektóre 
wystąpienia dotyczyły wąskiej tema­
tyki związanej z edukacją techniczną.
0  m inim um  kadrow ym  niezbędnym 
dla prowadzenia kierunków studiów 
mówił prof. Wojciech Mitkowski
(Rada Główna Szkolnie- ________
twa Wyższego). Standar­
dy nauczania na studiach
1 i II stopnia przedstawił 
prorektor ds. kształcenia 
PŁ, prof. Edward Jezierski. 
Przewodniczący Komisji 
Akredytacyjnej Uczelni 
Technicznych prof. Jerzy 
Świątek mówił o celach i 
zadaniach komisji. Rektor 
Politechniki Krakowskiej, 
prof. Józef Gawlik, omó­
wił zalety Centrów Trans­
feru Technologii i Parków 
Technologicznych i po­
dzielił się ze słuchaczami 
własnymi doświadczenia­
mi w  tym zakresie. W tym roku PS 
była gospodarzem  czwartego posie­
dzenia Konferencji Rektorów Polskich 
Uczelni Technicznych.

Od sześciu miesięcy przed Kampu­
sem Nauk Biologicznych Uniwersytetu 
Jagiellońskiego w Pychowicach czas 
odmierza ZEGAR SŁONECZNY. Ini­

Fotografia 6. Profesor W ło­
dzim ierz Kiernożycki.

cjatorem budowy zegara był prof. Alek­
sander Koj, biochemik, światowej rangi 
naukowiec, nie tak dawno rektor UJ. I 
jest to miejsce szczególne dla tego in­
strumentu, bowiem w jego bezpośred­
nim sąsiedztwie uprawiane są nauki 
  biologiczne i nauki o środowi­

sku. Wyjątkowy chronometr 
będzie odmierzał czas polskich 
nowych osiągnięć naukowych. 
Zegar jest dziełem architekta 
Stanisława Deńki, a autorem 
niezbędnych wyliczeń, po­
twierdzonych przez astrono­
ma dr Jana Mietelskiego, był 
January Weiner. Budowa zega­
ra została zrealizowana dzięki 
hojności rodziny Sulimirskich, 
dla której inicjatywa prof. Koja 
była sposobem uczczenia pa­
mięci wybitnego profesora 
archeologii UJ i wieloletniego 
rektora Polskiego Uniwersy­
tetu w  Londynie. Witold Su- 

limirski z Fundacji Kościuszkowskiej 
podziękował władzom Uniwersytetu, 
prof. A. Kojowi i wszystkim osobom 
zaangażowanym przy realizacji pro­
jektu za pozytywny finał budowy (wg 
Alma Mater, lato 2006).

pod redakcją 
Teresy W esołow skiej

GENETYKA MOLEKULARNA pod redakcją naukową Piotra W ęgleńskiego. N ow e w ydanie  podręcznika genetyki m olekularnej obejmuje najważniejsze działy ge­
netyki, w  tym  krótki rozdział poświęconym  genetyce klasycznej. W podręczniku om ów iono podstaw ow e koncepcje genetyczne i m etody analizy genetycznej; budow ę, 
s trukturę  i fizyczną organizację m ateriału genetycznego; kod genetyczny i biosyntezę białek; inżynierię genetyczną; budow ę i działanie genów  prokariotycznych i euka­
riotycznych; genom ikę i proteom ikę, geny a różnicow anie się i rozwój; m olekularne podłoże chorób odpornościow ych; genetyczne podłoże chorób now otw orow ych; geny 
a ewolucja; now y w spaniały św iat biotechnologii. W ydanie 6 zmienione, październ ik  2006 roku.
BIOLOGIA MOLEKULARNA W MEDYCYNIE. Elementy genetyki klinicznej pod redakcją naukową Jerzego Bala. Podręcznik prezentuje szeroki zakres zastosowań biologii 
molekularnej w  medycynie i genetyce człowieka. Przedstawione są najważniejsze działy medycyny, w  których analiza kwasów nukleinowych określa zarówno nowoczesność, jak 
i w yzwania najbliższych dziesięcioleci. Nowe wydanie obejmuje podstaw y genetyki molekularnej; informacje o genomie człowieka i zróżnicowaniu genetycznym populacji ludz­
kiej; zasady dziedziczenia i zmienności genetycznej; metody badań genomu; diagnostykę molekularną chorób genetycznie uwarunkowanych; podłoże m olekularne modelowych 
chorób dziedzicznych i nowotworowych; główne kierunki w  leczeniu chorób genetycznie uwarunkowanych; podstaw y farmakogenetyki i immunogenetyki; zasady poradnictwa 
i profilaktyki chorób genetycznie uwarunkowanych; metodykę analizy DNA w medycynie sądowej; zastosowania biotechnologii w  medycynie; wybrane praw ne aspekty badań 
genetycznych człowieka. W podręczniku uwzględniono najnowocześniejsze osiągnięcia z zakresu cytogenetyki molekularnej. W ydanie 2 zmienione, luty 2006 roku.
BIOLOGIA MOLEKULARNA BAKTERII pod redakcją naukową Jadwigi Baj i Zdzisława Markiewicza. Pierw szy i jedyny na rynku polskim  now oczesny podręcznik 
opisujący w  sposób tak dogłębny i kom pleksowy bakterie od  strony molekularnej. Autorzy, nauczyciele akadem iccy z Insty tu tu  M ikrobiologii U niw ersytetu W arszaw ­
skiego, opierając się na  najnow szych badaniach zapoznają Czytelnika z fascynującym  św iatem  bakterii zasiedlających bardzo różnorodne nisze ekologiczne. Obejmuje 
przegląd aktualnych danych na tem at budow y i ich funkcjonow ania oraz w ybrane zagadnienia w iążące się z ich znaczeniem . Podręcznik zaw iera bogaty m ateriał ilustra­
cyjny oraz w ybrane definicje i skróty, co ułatw ia Czytelnikowi przysw ajanie zawartej w  n im  wiedzy. W ydanie 1, w rzesień 2006 roku.

Fotografia 5. M edale z okazji jubileuszu 60. lecia ist­
nienia Politechniki Szczecińskiej.
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1 0 0 - L E C I E  J O U R N A L  O F  B I O C H E M I C A L  
C H E M I S T R Y

Na półki biblioteki Instytutu Bioche­
mii i Biofizyki PAN trafił w  październi­
ku 2006 roku numer specjalny Journal of 
Biochemical Chemistry (JBC), wydany 
z okazji stulecia czasopisma. Otrzymali­
śmy ten specjalny zeszyt, wydany przez 
Amerykańskie Towarzystwo Biochemii 
i Biologii Molekularnej, z rąk profesora 
Gustava Dallnera, naszego przyjaciela 
i współpracownika z Karolińska Insti­
tuted i Arrhenius Laboratory Uniwer­
sytetu Sztokholmskiego. Jesteśmy pro­
fesorowi Dallnerowi za to wdzięczni 
jako, że ów (gruby) zeszyt nie znajduje 
się w  normalnym obiegu i mimo starań 
nie udało się bibliotece dotąd go zaku­
pić. Przekazując egzemplarze zeszytu 
JBC bibliotekom Instytów Biochemii i 
Biofizyki oraz Biologii Doświadczalnej 
im. Marcelego Nenckiego profesor Dal- 
lner dzieli się z naszym środowiskiem 
swoim prywatnym księgozbiorem, do 
którego wspomniany zeszyt trafił jako 
kopia przekazywana członkom FASEB. 
Dobrze się staje, że ten specjalny zeszyt 
znajdzie się w  obu naszych bibliote­
kach, zawiera on bowiem zestaw arty­
kułów odzwierciedlających znakomicie 
historię rozwoju naszej dziedziny. Hi­
storia magistra vitae — ta prawda do­
tyczy również nauk ścisłych, toteż ten 
wykład historii biochemii przyda się w  
naszych współczesnych laboratoriach, 
jako nie tylko nauka o rozwoju myśli 
badawczej, ale i refleksja nad wyborem 
zagadnień, którym poświęcamy aktual­
nie uwagę.

Om awiany tom  dzieli się na dwie 
części. Pierwsza to „Reflections", w y ­
pełniona artykułami omawiającymi 
dzieje biochemii i przypominającymi, 
że historia biochemii z grubsza dzie­
li się na trzy fazy. Początkowo, gdy 
nazywano ją „chemią fizjologiczną", 
była to dziedzina analityczna, ściśle 
związana z medycyną i otoczona lekką 
pogardą przedstawicieli wielkiej che­
micznej szkoły niemieckiej przełomu 
XIX i XX wieku, którzy ową chemię 
fizjologiczną nazywali „schmerche- 
mie". Ale już od lat trzydziestych XX 
wieku pojawia się w  biochemii kw e­
stia poznania przem ian związków 
biologicznych -  rodzi się „biochemia 
dynamiczna". Rzeczywisty rozwój 
dziedziny następuje jednak po II woj­
nie światowej, gdy jej centralnym te­
matem  staje się problem biosyntez.

Eugene Kennedy w artykule „Hitler's 
gift and era of biosynthesis" przypomi­
na, że w  1945 roku, gdy rozpoczął studia 
doktoranckie na University of Chicago, 
wiedza na temat syntezy głównych 
składników komórki (wielocukrów, li­
pidów, białek, kwasów nukleinowych) 
była po prostu żadna. Sama kwestia po­
znania łańcuchów syntez, prowadzą­
cych do powstania makromolekuł, po­
stawiona została w  istocie przez grupę 
uczonych wygnanych z Europy przez 
nazistowski antysemityzm działający 
w imię zbrodniczych tez rasistowskich. 
Ową grupę wielkich umysłów przytuli­
ły Stany Zjednoczone i Wielka Brytania. 
Ich imigrację Kennedy nazywa „Darem 
Hitlera" dla kultury anglosaskiej. W 
grupie tej były trzy wielkie osobowości, 
z którymi Kennedy bezpośrednio ze­
tknął się w trakcie swojej pracy badaw­
czej. Wśród nich na pierwszym miejscu 
wymienia Fritza Lippmana (ur. w  1899 
roku w Królewcu) ucznia Otto Meyer­
hof a w Kaiser-Wilhelm Institiit w  Ber­
linie, uciekiniera z Niemiec, który w 
swoim laboratorium w Massachusetts 
General Hospital sformułował pojęcie 
„wiązania wysokoenergetycznego" i 
za serię prac prowadzącą do poznania 
struktury i funkcji acetylokoenzymu 
A otrzymał w  1953 roku nagrodę No­
bla. Istotny wkład w nowe myślenie 
o biochemii wniósł też Rudolf Schoen- 
cheimer (ur. w  1898 roku w Berlinie)

współpracujący z G. Hevesy'm nad 
stosowaniem izotopów w biologii, po 
ucieczce do USA, w laboratorium H. 
Urey'a (odkrywcy deuteru i noblisty), 
wdrażający stosowanie stabilnych 
izotopów w badaniu przemian biolo­
gicznych. To jemu zawdzięczamy dziś 
zda się oczywiste, ale wtedy niezna­
ne stwierdzenie, że składniki makro­
molekularne komórki znajdują się w 
ciągłym procesie dynamicznych prze­
mian. Wreszcie do wspomnianej trójki 
zalicza Kennedy Konrada Blocha (ur. w 
1902 roku w Nysie), który w 1934 roku 
ucieka do Szwajcarii, gdzie w  1936 roku 
władze odmawiają mu prawa pobytu; 
przed powrotem do Niemiec i pewną 
śmiercią ratuje go zaproszenie od H. 
Clarke z Yale University. Zaproszenie 
miało postać dwóch listów — pierw­
szy, formalny, pozwolił na uzyskanie 
wizy do Stanów, drugi mniej formalny, 
stwierdził, że Clarke nie ma dla Blocha 
pieniędzy... (skąd my to znamy...). W 
Stanach w 1940 roku Bloch podejmuje 
pracę nad biosyntezą cholesterolu. Ken­
nedy przypomina w tym kontekście, że 
zaledwie 12 lat przedtem, Windaus w 
swoim wykładzie noblowskim stwier­
dził „budowa cholesterolu jest wysoce 
skomplikowana ... jego synteza dla che­
mika będzie niezwykle trudna, więc jej 
nie podejmowałem, jako że szansa na 
sukces jest nikła .... Fizjolodzy uznają, 
że organizm zwierzęcy nie jest zdolny 
do jej przeprowadzenia". Badania Blo­
cha pozwoliły jednak poznać przebieg 
syntezy „aktywnego donora izoprenu" 
i wskazać jak z octanu przez mewalo- 
nian, syntetyzowane są sterydy. Bloch 
wraz z Lynenem otrzymał za te bada­
nia w  1964 roku nagrodę Nobla.

Podobna myśl, o owym „darze 
Hitlera", pojawia się w  artykule Ar­
thura Kornberga „Remembering our 
teachers", poświęconym Carlowi i 
Gerry Cori, absolwentom Wydziału 
Medycznego Uniwersytetu Karola, 
uchodzącym do Stanów w 1922 roku 
przed narastającym antysemityzmem 
w Czechach. W USA ich badania nad 
przemianą glikogenu doprowadza­
ją do poznania roli „estru Corich" 
(glukozo-l-fosforanu) i uwieńczone 
zostają nagrodą Nobla w  1959 roku. 
Przez laboratorium Corich przewinę­
ła się cała seria przyszłych noblistów
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— S. Ochoa, A. Kornberg, L. Leloir, 
E. Sutcherland, E. Krebs, Ch. de Duve. 
Ten ostatni wspomina, że gdy tuż po 
wojnie opublikował prace nad rolą 
insuliny i chciał je kontynuować w la­
boratorium Corich, otrzymał od nich 
suchy list, iż nie zgadzają się z jego hi­
potezami, ale może odbyć u nich staż.

Uwagę przyciąga też artykuł P. D. 
Boy era (noblisty z 1997 roku) poświę­
cony historii badań nad mechanizmem 
fosforylacji oksydatywnej. Autor opi­
suje przebieg poszukiwania pośredni­
ków białkowych, historię zwrócenia 
uwagi na zmiany konformacyjne bia­
łek biorących udział w syntezie ATP 
oraz początkowego odrzucenia teorii 
chemiosmotycznej Mitchella przez 
większość badaczy i wreszcie rozpo­
znania struktury ATPazy mitochon- 
drialnej i mechanizmu jej działania.

Istotną dla samowiedzy o naszym 
środowisku jest refleksja P. Reicharda 
„Osvald T. Avery and Nobel prize in 
medicine". Autor, członek Komitetu 
Noblowskiego wyjaśnia, czemu Ave­
ry, odkrywca roli DNA jako nośnika 
genów, nagrody Nobla nie otrzymał 
mimo, że Komitet dyskutował wielo­
krotnie nad jego kandydaturą. Zasad­
niczym pow odem  było to, że pewni 
członkowie Komitetu z Karolińska 
Institutet zajmujący się kwasami nu ­
kleinowymi sami nie umieli dobrze 
oczyścić DNA od białek i sądzili wo­
bec tego, że oczyszczenie DNA od 
białek jest praktycznie niemożliwe; 
należy dodać, że białka były też roz­
patryw ane jako kandydaci do funkcji 
nośników genów.

Druga część tomu zatytułowana 
„Classics", to wybór z artykułów opu­
blikowanych w ciągu 100 lat w JBC, 
artykułów, które dziś rozpoznajemy 
jako najważniejsze w dorobku pisma. 
Trudno tu omówić wszystkie wybrane 
artykuły, ale rzeczywiście widać, że w 
piśmie znalazł swoje odbicie cały roz­
wój biochemii i biologii molekularnej. 
To w  JBC w 1926 roku J. B. Sumner 
(nagroda Nobla z chemii za 1946 rok) 
publikuje serię prac o krystalizacji ure­
azy, które zostają wówczas ostro skry­
tykowane przez Wilstattera uważają­
cego, że „czyste" enzymy nie zawiera­
ją białka. Badacz ten, sam oczyszczając 
enzymy, białka przede wszystkim 
odrzucał. To w JBC ukazuje się pierw­
sza praca poświęcona krystalografii

TMV (R. Wyckoff, R. Corey, 1936 rok) 
otwierająca badania krystalograficzne 
makromolekuł. W JBC ukazuje się też 
pierwsza reklama spektrofotometru 
Beckmana DV (35 000 egzemplarzy 
tego aparatu znalazło się potem w róż­
nych laboratoriach, a na jego kopiach 
pracowaliśmy swego czasu w Polsce). 
Tu też znalazły swoje miejsce prace E. 
E. Snella (1940 rok) omawiające odkry­
cie, izolację i własności awidyny, A. 
W aksmana (laureata nagrody Nobla z 
1952 roku) i M. Tischlera (1942 rok) po­
święcona strukturze aktynomycyny.

W JBC V. du Vigneaud publikuje 
serię prac poświęconych horm onom  
peptydowym , zwieńczoną N agrodą 
Nobla w  1955 roku, L. Leloir — prace 
nad strukturam i nukleozydów  (No­
bel za 1970 rok), G. Palladę — oczysz­
czaniu i mikroskopii elektronowej 
mitochondriów (Nobel za 1974 rok), 
G. W ald — prace poświęcone barw ni­
kom wzrokowym  i izomerom retino- 
lu (Nobel za 1967 rok).

W JBC A. Kornberg donosi o synte­
zie DNA przez polimerazę DNA (No­
bel za 1959 rok), S. Moore i W. H. Stein 
przedstawiają serię prac o strukturze 
rybonukleazy (Nobel za 1972 rok), R. 
A. Holley opisuje strukturę tRNAAla 
(Nobel za 1968 rok), a S. Bergstrom i B. 
Samuelson omawiają wyniki swoich 
badań nad prostaglandynami (Nobel 
za 1982 rok wraz z J. R. Vane). Przy­
pomniane są także prace E. Char gaf f a, 
podające stosunki molowe między za­
sadami w cząsteczkach różnych DNA. 
Jak wspomina Chargaff, który już 
przedtem był autorem wielu przyjętych 
do druku w JBC prac, te akurat zostały 
przez jednego z recenzentów odrzuco­
ne, bo ten nie wiedział, dlaczego autor 
odnosi te stosunki do zawartości mo­
lowej dezoksyrybozy, której zdaniem 
recenzenta w  DNA nie ma. Chargaff 
wspomina, że napisał wtedy do redak- 
toró JBC rzeczywiście niegrzeczny list. I 
wreszcie warto wspomnieć, że to w  JBC 
ukazała się praca najczęściej cytowana 
w  literaturze światowej. Jest to artykuł 
O. H. Lowry'ego i współpracowników 
(JBC 1951, 193:265-275) poświęcony 
metodzie oznaczania stężenia białek, 
mający do 2004 roku 275 669 cytowań. 
Tyle, że Lowry też pamięta, że praca w 
pierwszej wersji została przez redakcję 
odrzucona i musiał się nieźle natrudzić 
nad jej skróceniem do jednej trzeciej, a i 
tak ledwo przeszła.

Bodźcem do omówienia tego wy­
dania JBC jest również to, że kilkaset 
stronic tej książki pochodzi spod pió­
ra autorów-biochemików, będących 
największymi żyjącymi autorytetami 
naszej dziedziny nauki. Wielu z nich, 
twórców tego tomu, pamiętamy jako 
gości Instytutu Biochemii i Biofizyki, 
gdy wygłaszali seminaria w  sali wykła­
dowej starego budynku przy ul. Rako­
wieckiej, a także z ich bytności w  naszym 
już nowym gmachu na ul. Pawińskiego 
w  Warszawie. A niemal wszystkich 
autorów „Refleksji" wspomina wielu 
pracowników Instytutu Biochemii i 
Biofizyki PAN, którzy odbywali staże 
naukowe w kierowanym przez nich 
laboratoriach i przynosili nam od Nich 
do Kraju nowe idee, kierunki badawcze 
a także materialną pomoc.

Myśląc o zestawie prac zaliczonych 
do „Classics" warto zdać sobie sprawę 
z tego, że to tylko próba czasu określa, 
która z tysięcy publikacji znajdzie kie­
dyś swoje miejsce w  takim wyborze. 
W tym znalazły się oczywiście prace,
0 których dziś wiemy, że legły u źró­
deł wielkich odkryć. Nie tak się miała 
sprawa w chwili przyjmowania owych 
prac do druku, co dowodnie widać we 
wspomnieniach Chargaffa, Lowry'ego
1 innych badaczy. I tu oczywiście na­
tychmiast powstaje pytanie o tzw. 
„naukometrię" czyli ocenę wartości 
działań naukowych opartą o analizy a 
posteriori. Ciekawe, czy autorzy owych 
„Classics", gdy rozpoczynali swoje 
badania nad zupełnie nieeksplorowa- 
nymi uprzednio dziedzinami biosyn­
tezy makrocząsteczek, mieli w  swoim 
dorobku odpowiednio wysoki kum u­
lacyjny współczynnik przebicia (IF), 
pozwalający na uzyskanie stosownych 
wsparć. Chyba nie. Stąd następująca 
refleksja. Ocena nowych myśli odby­
wa się w  istocie a priori i opiera się na 
czymś co, w przypadku wydawcy cza­
sopisma naukowego, obejmuje elemen­
ty takie, jak doświadczenie, znajomość 
dziedziny, ale i otwartość na nowe i 
wreszcie coś zupełnie nieuchwytnego 
— smak naukowy. A w przypadku 
decydenta — laika, ocena taka winna 
być przede wszystkim wsparta o sza­
cunek dla opinii środowiskowej.

prof. W łodzim ierz Zagórski-Ostoja  
prof. Tadeusz Chojnacki

Instytut Biochemii i Biofizyki PA N  
ul. Pawińskiego 5a, 02-106 W arszaw a
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W ędrówki receptorów jonotropowych  
— do synapsy i z powrotem

STRESZCZENIE

Pobudzająca transmisja synaptyczna w mózgu oparta jest na glutaminianie i angażuje 
głównie receptory jonotropowe AMPA i NM DA (nazwy pochodzą od selektywnych  

agonistów receptorów), zazwyczaj współwystępujące w  synapsie. Regulacja liczby i właści­
wości tych receptorów jest ważnym elementem kontroli, zapewniającej właściwe przekazy­
wanie informacji z neuronu do neuronu, ale również przyczynia się do powstawania zmian 
plastycznych, leżących u podstaw dojrzewania układu nerwowego, uczenia się i pamięci. 
Receptory glutaminianu nie są statycznymi elementami synapsy, przeciwnie, są dostarcza­
ne do i usuwane z błon synaptycznych w sposób regulowany przez aktywność neuronalną, 
czyli przez stopień pobudzenia elektrycznego neuronu, lub raczej sieci neuronów, wskutek  
działania specyficznych bodźców. Regulacja przemieszczania się receptorów do synaps jest 
wieloetapowa i obejmuje transport z siateczki śródplazmatycznej, wędrówkę wzdłuż den- 
drytów oraz lokalny transport w  zakończeniu synaptycznym. Proces ten kontrolują liczne 
białka, oddziałujące z receptorami poprzez domeny PDZ oraz same receptory, mogące regu­
lować swoją liczebność w  synapsie.

WPROWADZENIE

Neurony w  układzie nerw ow ym  przekazują między sobą informację dzięki 
wyspecjalizowanym strukturom  -  synapsom. W trakcie pobudzenia neuronu z 
zakończenia presynaptycznego do szczeliny synaptycznej uwalniany jest neu- 
roprzekaźnik, aktywujący specyficzne receptory jonotropowe, w których skład 
wchodzi kanał jonowy, umiejscowione w  błonie postsynaptycznej. Aktywacja 
tych receptorów powoduje otwarcie tych kanałów, napływ jonów do wnętrza 
komórki i uruchomienie kaskady procesów w neuronie postsynaptycznym. Ist­
nieją neuroprzekaźniki pobudzające, których uwolnienie wywołuje depolaryza­
cję neuronu postsynaptycznego i jego pobudzenie, oraz hamujące, wywołujące 
hyperpolaryzację błony i zmniejszenie pobudliwości neuronu. Głównym neu- 
roprzekaźnikiem  pobudzającym w ośrodkowym układzie nerwowym  jest kwas 
glutam inowy (glutaminian), a hamującym kwas y-aminomasłowy (GABA). Nie­
zwykłą cechą synaps jest to, że mają zdolność do modyfikacji swojej efektywno­
ści. Zjawisko to nosi nazwę plastyczności synaptycznej i leży u podstaw  uczenia 
się i zapamiętywania. Plastyczność synaptyczna polega, w dużym  uproszczeniu, 
na zmianie „siły" synapsy, czyli zwiększenia lub zmniejszenia wydajności prze­
w odzenia im pulsów nerwowych, wskutek zmian jej aktywności [1]. Sposób, w 
jaki dochodzi do wzmocnienia synapsy od wielu lat jest przedm iotem  dyskusji. 
Receptory glutam inianu pośredniczące w transmisji synaptycznej, przykuwają 
uw agę badaczy, ponieważ ich liczba i właściwości mają przem ożny wpływ na 
efektywność przekazywania pobudzenia. Tradycyjnie uważano, że wystarczają­
cym wyjaśnieniem funkcjonalnych zmian przekaźnictwa są modyfikacje tkwią­
cych w  błonie postsynaptycznej receptorów, np. fosforylacja, co prow adzi do 
zm iany ich przewodności, czyli przepuszczalności dla jonów czy powinowac­
twa do glutaminianu. Badania ostatniej dekady zburzyły ten statyczny obraz sy­
napsy i ujawniły jej dynamiczną strukturę, w  której receptory stale krążą między 
cytoplazm ą a błoną postsynaptyczną.

Większa część przekaźnictwa z udziałem glutam inianu odbywa się za po­
średnictw em  dwóch klas receptorów: receptorów AMPA (kwas a-amino-3-hy- 
droksy-5-metylo-4-izooksazolopropionowy), przepuszczalnych dla jonów sodu 
i potasu oraz receptorów NMDA (kwas N-metylo-D-asparaginowy), przepusz­
czalnych dodatkow o dla w apnia [2]. Każdy z nich odgrywa nieco inną rolę w 
przekaźnictw ie synaptycznym: receptory AMPA biorą udział w podstawowej 
transmisji synaptycznej, podczas gdy receptory NMDA, przepuszczalne dla jo­
nów  w apnia, aktywowane są przy silnym pobudzeniu komórki i są istotnym 
elem entem  w  indukow aniu zm ian plastycznych. Receptory jonotropowe glu­
tam inianu są praw dopodobnie tetramerami, składającymi się z kilku rodzajów 
podjednostek. Skład podjednostkowy stanowi o właściwościach danego recep­
tora, dlatego też podlega ścisłej regulacji [3], Większość białek receptorów neu-
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roprzekaźników syntetyzowana jest w  ciele neuronu i tam 
też dochodzi do tworzenia kompleksów receptorowych, 
które następnie transportowane są do synapsy [4], Synteza i 
transport receptorów są procesami, na które składa się wiele 
etapów. Wydaje się, że każdy z nich może być regulowany 
w  sposób zależny od aktywności neuronalnej i w  ten sposób 
przyczyniać się do powstawania zjawisk plastycznych.

RECEPTORY AMPA

SYNTEZA I EKSPORT Z SIATECZKI 
ŚRÓDPLAZMATYCZNEJ

Znane są cztery geny kodujące podjednostki receptora 
AMPA: G luRl, GluR2, GluR3 i GluR4. Receptory AMPA 
są heterotetramerami, zbudow anym i praw dopodobnie z 
czterech podjednostek ułożonych w rozmaitych kombina­
cjach. Podjednostki receptora charakteryzują się wysokim 
stopniem homologii i zbliżoną budow ą [2], Posiadają dużą 
domenę N-końcową, zlokalizowaną na zewnątrz komórki, 
cztery domeny wewnątrzbłonowe TM1-TM4 oraz najbar­
dziej zmienną ewolucyjnie domenę C-końcową. Domena 
TM2, współtworząca kanał receptora, nie penetruje przez 
całą szerokość błony, stanowiąc raczej hydrofobową pętlę 
zagłębioną w błonie od strony cytoplazmy (Ryc. 1), przez

Rycina 1. Schemat budow y podjednostki GluR2 receptora AM PA i podjednostki 
NR1 receptora NMDA. N-koniec obu podjednostek położony jest na  zew nątrz 
komórki, natom iast C-koniec skierow any jest do cytoplazm y. W dom enie TM2 
podjednostki GluR2 zaznaczono miejsce edytow ania (Q /R ) odpow iedzialne za 
regulację przepuszczalności receptora dla jonów w apnia oraz za regulację eks­
portu  receptorów  z siateczki śródplazm atycznej. Dom ena C-końcowa GluR2 za­
w iera miejsce w iązania czynnika NSF, regulującego egzo- i endocytozę GluR2, 
oraz sekwencję rozpoznającą białka z rodziny PDZ. W dom enie C-końcowej 
podjednostki NR1 receptora NM DA zaznaczono miejsce różnicowego składania 
eksonów  C 2/C 2'.

co C-końcowa domena białka skierowana jest do w ew nątrz 
i stanowi punkt zaczepienia dla innych białek. Podjednostki 
GluRl i GluR4 mają długie dom eny C-końcowe, natom iast 
podjednostki GluR2 i GluR3 — krótkie [5].

Z badań nad składem podjednostkowym  receptorów z 
hipokam pa m ózgu szczura wynika, że naczęściej spoty­
kane kombinacje to G luR l/G luR 2 oraz GluR2/GluR3 [6]. 
Mechanizm łączenia się m onom erów w określone kom bi­
nacje nie jest dokładnie poznany. Wydaje sie, że istotną rolę 
może tu odgrywać dom ena N-końcowa, bowiem delecja 
najbardziej proksymalnej części tej dom eny znosi zdolność 
oligomeryzacji takiego białka [4], Kompleksy G luR l/G luR 2 
stosunkowo szybko opuszczają siateczkę śródplazmatycz- 
ną i kierowane są do aparatu Golgiego, gdzie ulegają gli- 
kozylacji. Natomiast kompleksy GluR2/GluR3 pozostają 
w  siateczce śródplazmatycznej znacznie dłużej. De facto, 
duża pula GluR2 związana z GluR3 (ok. 60 % całkowitego 
GluR2) zdaje się funkcjonować w siateczce śródplazm atycz­
nej jako stabilna pula niedojrzałych, częściowo tylko gliko- 
zylowanych receptorów (Ryc. 2). Co ciekawe, uwięzienie 
podjednostki GluR2 w siateczce śródplazmatycznej zależy 
w głównej mierze od jednego tylko elementu — obecności 
reszty argininy w tzw. miejscu Q /R  położonym w regionie 
uczestniczącym w formowaniu kanału jonowego [7], Pod­
czas transkrypcji kodon kodujący glutaminę zostaje zamie­
niony na kodon argininy. Zamiana ta ma ogromny w pływ  
na właściwości receptora, powoduje bowiem zablokowanie 
kanału jonowego dla jonów w apnia [8], Pomiary elektrofi- 
zjologiczne wskazują, że synaptyczne receptory AMPA są 
w przeważającej większości nieprzepuszczalne dla wapnia, 
większość z nich musi więc zawierać podjednostkę GluR2 
w formie redagowanej. Być może pula w ew nątrzkom órko­
wa, związana z siateczką śródplazmatyczną, stanowi zapas 
tej kluczowej dla funkcjonowania receptora podjednostki. 
Nie jest jeszcze poznane białko, które przetrzymuje GluR2 
w siateczce śródplazmatycznej. Badania wykonane m etodą 
koimmunoprecypitacji GluR2 z innymi białkami wykazały

Rycina 2. Selektywny m echanizm  eksportu  receptorów  o różnym  składzie po d ­
jednostkowym . Receptory G luR l/G luR 2, po pobudzen iu  neuronu  opuszczają 
bez przeszkód siateczkę śródplazm atyczną (ER) transportow ane przez SAP97. 
N iew ielka liczba receptorów  G luR2/G luR3 opuszcza siateczkę śródplazm atycz­
ną przy  udziale PICK1, większość pozostaje w  błonie siateczki śródplazm atycz­
nej, zatrzym ana przez lokalne białka szaperonow e, w iążące się z GluR2.
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ścisłe współwystępowanie tej podjednostki z białkiem BiP 
(ang. immunoglobulin binding protein) i kalneksyną, białka­
mi opiekuńczymi charakterystycznymi dla siateczki śród­
plazmatycznej, zaangażowanym i w proces kontroli praw i­
dłowego zwijania nowo zsyntetyzowanych białek [9]. Być 
może białka te, oprócz typowej dla białek opiekuńczych 
funkcji, odpowiedzialne są również za przetrzym ywanie 
frakcji niedojrzałych receptorów w błonie siateczki śródpla- 
zmatycznej, służących jako pula zapasowa. Eksport recep­
torów AMPA z siateczki śródplazmatycznej zależy również 
od obecności sekwencji rozpoznających domeny PDZ (ang. 
PSD-95, disc large, zona occludens 1). C-końcowy fragment 
podjednoski GluR2 wiąże się między innymi z domeną 
PDZ białka PICK1 (ang. protein interacting with C-kinase-1). 
Białko to, wykrywane zwykle we frakcji synaptosomalnej, 
wykryto również w siateczce śródplazmatycznej gdzie, jak 
się wydaje, bierze udział w regulacji wczesnych etapów eks­
portu receptorów AMPA [10].

Mimo istnienia mechanizmu aktywnie zatrzymującego 
kompleksy GluR2/GluR3 w siateczce śródplazmatycznej, 
część tych receptorów eksportowana jest do synapsy. Proces 
ten ma charakter konstytutywny, jest w dużym  stopniu nie­
zależny od aktywności neuronu i służy podtrzym aniu pod ­
stawowej transmisji pobudzającej [11], Natomiast transport 
receptorów GluRl /  GluR2 jest regulowany przez aktywność 
neuronalną i zależy od pobudzenia receptora NMDA. Sądzi 
się, że inicjowane przez zwiększoną aktywność neuronu 
w budow yw anie receptorów G luR l/ GluR2 leży u podstaw  
szybkich zmian plastycznych, których najlepiej opisanym 
przykładem  jest długotrwałe wzmocnienie synaptyczne 
(LTP, ang. long term potentiation) [12]. C-koniec podjednostki 
GluRl również zawiera sekwencje wiążące się z domenami 
PDZ. W przypadku tej podjednostki wykazano, że wiąże się 
ona z PDZ białka SAP97 (ang. synapsę associated protein 97)
[13]. Jest to jak dotąd jedyne znane białko wiążące się z C- 
końcową domeną GluRl. Białko SAP97, w ykryte początko­
wo w presynaptycznej części synapsy, jest obecne również 
w  cytoplazmie i współwystępuje z niedojrzałymi, częścio­
wo glikozylowanymi receptorami AMPA w przedziale ER 
-  ds-Golgi [14]. Zm utowanie domeny wiążącej SAP97 w 
podjednostce G luRl znosi indukow ane aktywnością neu ­
ronalną pojawianie się receptorów G luR l/G luR 2 w  błonie 
postsynaptycznej, sugerując udział SAP97 w transporcie re­
ceptorów do synapsy [15].

TRANSPORT RECEPTORÓW WZDŁUŻ DENDRYTÓW 
I W KOLCACH DENDRYTYCZNYCH

Większość mRNA kodującego podjednostki receptorów 
glutam inianu znajduje się w  ciele neuronu. Tam też do­
chodzi do syntezy białka, tworzenia kompleksów recep­
torowych i ich dojrzewania w aparacie Golgiego. Gotowy 
receptor musi być więc przetransportowany, czasem na 
dużą odległość, w zdłuż dendrytów. Pęcherzyki błonowe 
zawierające receptory AMPA są aktywnie transportowane 
w zdłuż dendrytów  przez białka motoryczne z rodziny ki- 
nezyn (Ryc. 3) [16]. Szczegółowy mechanizm tego zjawiska 
nie jest jeszcze opisany. Prawdopodobnie uczestniczy w 
nim  białko GRIP1/ABP (ang. glutamate receptor interacting 
protein 1/AMPA binding protein), należące do większej rodzi­
ny białek zawierających kilka dom en PDZ. W dużej ilości 
występuje w synapsach, ale znajdowane jest również w pę-

Rycina 3. T ransport receptorów  AMPA w zdłuż w łókien cytoszkieletu. Ruch re­
ceptorów  AMPA w zdłuż m ikrotubul w ym aga interakcji pom iędzy C-końcem 
podjednostki GluR2 i dom eną PDZ białka G R IP/ ABP, które z kolei oddziałuje z 
kinezyną KIF1 poprzez białko liprin-a. W kolcach dendrytycznych, które nie za­
w ierają m ikrotubul ruch  receptorów  odbyw a się w zd łuż  filamentów aktynow ych 
za pośrednictw em  białek 4.1N /G .

cherzykach opuszczających aparat Golgiego, gotowych do 
dalszego transportu. GRIP1/ABP rozpoznaje podjednostki 
GluR2, GluR3, oraz GluR4, jak również ma zdolność bezpo­
średniego wiązania kinezyny [17,18]. Takie potrójne kom­
pleksy GluR2, G R IPl/A B P/kinezyna wykrywa się metodą 
koimmunoprecypitacji w lizatach z mózgu. Do kompleksu 
G R IPl/A B P/G luR 2 przyłącza się też białko liprin-a, rozpo­
znające specyficzną neuronalnie kinezynę KIF1A (ang. kine- 
sin family protein 1A) oraz białko GIT1, wiążące się z kolei z 
liprin-a [19-21]. Jego funkcja w  transporcie kompleksu jest 
niejasna, niemniej jednak zaburzenie oddziaływania tego 
białka z liprin-a powoduje znaczący spadek poziomu synap­
tycznych receptorów AMPA [19].

Końcowy etap wędrówki w zdłuż włókien cytoszkieletu 
odbywa się w  kolcach dendrytycznych, na których umiej­
scowiona jest większość synaps pobudzających. Kolce 
dendrytyczne nie zawierają mikrotubul, receptory trans­
portowane są więc w zdłuż włókien aktynowych. Mecha­
nizm tego transportu jest bardzo słabo poznany, wiadomo 
jednak, że depolimeryzacja aktyny powoduje zaburzenia w 
dostarczaniu receptorów do synapsy [22], Praw dopodob­
nym  pośrednikiem między receptorem AMPA a cytoszkie- 
letem aktynowym  są adaptorowe białka 4.1N i 4.IG, kotwi­
czące rozmaite białka do szkieletu aktynowego. Mają one 
zdolność wiązania się z podjednostką GluRl i GluR4 w C- 
końcowej części tych białek [23], Wykazano, że prawidłowe 
funkcjonowanie białka 4.1N jest warunkiem  pojawienia się 
receptorów AMPA na powierzchni błony postsynaptycznej 
[23], jednak molekularne podstaw y tego zjawiska w ym aga­
ją dalszych badań.

WBUDOWYWANIE SIĘ RECEPTORÓW AMPA 
DO BŁONY POSTSYNAPTYCZNEJ

Ostatnim etapem na długiej drodze receptorów do sy­
napsy jest ich wbudow anie w  błonę postsynaptyczną. Jest 
to poces niezwykle dynamiczny. Wydaje się, że przynajm­
niej część receptorów podlega naprzemiennej egzocytozie i 
internalizacji [24], Kierowanie receptorów do błony postsy-
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naptycznej odbywa się na drodze oddziaływania dom eny 
C-końcowej podjednostek receptorowych z wieloma białka­
mi. Jak już wspomniano, receptory G luR l/G luR 2 docierają 
do synapsy w odpowiedzi na pobudzenie komórki dzięki 
oddziaływaniom z białkiem SAP97, natomiast receptory 
G luR2/GluR3 korzystają z innego mechanizmu transpor­
towego, angażującego PICK1-GRIP1/ABP. Jak się wydaje, 
białka te uczestniczą także w końcowym etapie transportu 
receptorów do błony oraz ich stabilizacji [10] (Ryc. 4). Po­
nieważ zawierają one wiele dom en PDZ, mogą służyć jako 
pomosty łączące receptory z wieloma innymi białkami, np. 
białkami rusztowania (ang. scaffolding proteins) lub kinaza­
mi, fosforylującymi receptory i w  ten sposób wpływającymi 
na ich właściwości.

Oprócz wyżej wspomnianych, również inne białka w y­
krywane są w  kompleksach z receptorami AMPA. Należą 
do nich NSF (ang. N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein), 
stargazyna (ang. stargaziń), obecne w  zagęszczeniu postsy- 
naptycznym (PSD, ang. postsynaptic density). NSF, ATPaza 
zaangażowana w procesy fuzji błon plazmatycznych wią­
że się bezpośrednio z podjednostką GluR2 [25]. Z drugiej 
strony posiada też zdolność oddziaływania z kompleksami 
białkowymi SNARE (ang. soluble N-ethylmaleimide-sensitive- 
factor attachment protein receptor), obecnymi w części postsy- 
naptycznej synapsy, do których należy vSNARE na pęche­
rzykach i tSNARE na błonie docelowej. Zniszczenie kom ­
pleksów SNARE, np. przy użyciu botuliny podanej do za­
kończenia postsynaptycznego, wywołuje znaczący spadek 
transmisji synaptycznej zależnej od receptorów AMPA [26], 
a zablokowanie wiązania NSF i podjednostki GluR2 pow o­
duje zmniejszenie powierzchniowej ekspresji receptorów 
AMPA oraz zależnej od nich transmisji [27,28]. Wszystkie te 
obserwacje wskazują na uzależnienie obecności funkcjonal­
nych receptorów AMPA w synapsie od procesów fuzji błon 
plazmatycznych, a więc od egzocytozy.

W dostarczaniu receptorów AMPA do błony postsynap- 
tycznej praw dopodobnie bierze również udział stargazyna 
oraz jej homologi tworzące rodzinę TARP (ang. transmembra- 
ne AM PAR regulatory proteins) [29], Białka te niewybiórczo 
wiążą się ze wszystkimi znanymi podjednostkami receptora 
AMPA oraz z dom eną PDZ białka PSD-95 (ang. post-synap-

Rycina 4. Lokalny transport receptorów  AMPA w  synapsie. Receptory G lu R l/  
GluR2 docierają do synapsy za pośrednictw em  białka SAP97. Receptory G luR 2/ 
GluR3 zw iązane z białkiem G R IP/ ABP są w budow yw ane w  błonę do błon przy 
udziale czynnika NSF. NSF konkuruje o miejsce w iązania z AP2, odpow iedzial­
nym  za internalizację tych receptorów.

tic density-95), niezwykle istotnym składnikiem zagęszcze­
nia postsynaptycznego, tworzącym jego rusztowanie [29], 
Powiązanie receptorów z PSD-95 poprzez stargazynę jest 
niezbędne, aby pojawić się mogły w błonie postsynaptycz- 
nej [30]. Pozbawienie stargazyny ostatnich czterech am i­
nokwasów rozpoznających domenę PDZ w białku PSD-95 
powoduje, że receptory AMPA pojawiają się, co praw da, na 
powierzchni komórki, ale poza obszarem synapsy. Cieka­
we, że stargazyna wykryw ana jest w  towarzystwie recepto­
rów AMPA również na wczesnych etapach ich biosyntezy, 
o czym świadczy jej współwystępowanie z niedojrzałymi, 
częściowo glikozylowanymi podjednostkami [29],

Nie jest jasne jak te dw a mechanizmy, selektywny w 
stosunku do podjednostek receptora oraz nieselektywny, 
współpracują ze sobą w procesie regulacji liczby receptorów 
AMPA w synapsie. Sugeruje się, że mechanizm nieselek­
tywny, zależny od białek TARP miałby nadrzędną funkcję 
zapewniając stały dopływ receptorów gotowych do w budo ­
wania w błonę postsynaptyczną, natomiast m echanizm  se­
lektywny mógłby decydować o konkretnym składzie pod- 
jednostkowym i w  efekcie o właściwościach biofizycznych 
receptorów oraz plastyczności [29],

USUWANIE RECEPTORÓW AMPA Z SYNAPSY

Usuwanie receptorów z błony postsynaptycznej jest tak 
samo istotnym etapem  regulacji siły synapsy i plastycz­
ności synaptycznej jak ich inkorporacja. Stwierdzono, że 
określona pula receptorów ulega ciągłej rotacji. Sądzi się, że 
zarówno konstytutywna jak i stym ulowana internalizacja 
receptorów zachodzi na drodze m echanizmu zależnego od 
klatryny, typowego dla wielu białek błonowych [31]. Kon­
stytutyw ny obrót receptorów jest nieselektywny w stosun­
ku do podjednostek receptora i dotyczy zarówno GluRl i 
G luR2/3 [31]. Ciekawe, że eksperymentalna ingerencja w 
procesy endocytozy nie obniża liczby receptorów AMPA w 
błonie postsynaptycznej, sugerując istnienie mechanizmu 
współkontrolującego endo- i egzocytozę, zabezpieczające­
go obecność stałej liczby receptorów w błonie i tym  samym 
transmisję synaptyczną przed zaburzeniami [32], Regulo­
w ana endocytoza, prowadząca do zmiany poziom u recep­
torów w błonie wydaje się zależeć również od aktywności 
synaptycznej i pobudzenia receptorów AMPA lub NMDA, 
lub też od działania innych czynników. W ykazano np., że 
w  w arunkach doświadczalnych insulina wywołuje endo- 
cytozę receptorów, nie wpływając jednocześnie na proces 
egzocytozy, co skutkuje zmniejszeniem liczby receptorów 
AMPA na powierzchni i osłabieniem transmisji synaptycz­
nej [31]. Taki mechanizm być może leży u podstaw  niektó­
rych procesów plastycznych, takich jak np. długotrwałe 
osłabienie synaptyczne (LTD) [6,11]. Regulowana insuliną 
endocytoza wydaje się być procesem wybiórczym w  sto­
sunku do składu podjednostkowego i dotyczy określonej 
puli receptorów zawierających podjednostkę GluR2. Opie­
ra się na oddziaływaniach białka NSF z jej C-końcem [31]. 
W postaci związanej z GluR2, NSF stabilizuje receptory 
AMPA w błonie postsynaptycznej. W regulacji endocytozy 
uczestniczy również PICK1, którego obecność stymuluje in­
ternalizację kompleksów receptorowych. Białko PICK1 ma 
zdolność wiązania kinazy C. W kompleksie z PICK1 / GluR2 
kinaza C fosforyluje podjednostkę GluR2 i blokuje jej od ­
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działywanie z GRIP/ABP mającym zdolność utrzym ania 
receptorów AMPA w błonie. Oddziaływanie PICKl-GluR2 
jest regulowane przez czynnik NSF. Związanie czynnika z 
podjednostką GluR2 indukuje jego aktywność ATPazową i 
powoduje dysocjację kompleksu PICKl-GluR2, umożliwie­
nie wiązania GRIP/ABP i stabilizację receptorów w błonie 
postsynaptycznej [33]. Odłączenie NSF, oprócz opisanych 
powyżej skutków, praw dopodobnie prow adzi również do 
odblokowania miejsca wiązania kompleksu adaptorowego 
AP2, który inicjuje zależną od klatryny szybką endocytozę 
receptorów [34],

Wydaje się jednak, że procesy endo- i egzocytozy nie 
zachodzą bezpośrednio w obrębie zagęszczenia synaptycz­
nego. Receptory AMPA mają zdolność dyfuzji bocznej w 
błonie plazm a tycznej. Stymulacja neuronów  glutam inia­
nem  zwiększa ich ruchliwość w  błonie i redukuje zlokalizo­
w aną w  synapsie stabilną, mało ruchliwą pulę receptorów 
na korzyść ruchliwych receptorów pozasynaptycznych [35]. 
Również podczas LTD, obserwuje się przyspieszoną dyfuzję 
receptorów z synapsy do okolic przylegających, a następnie 
dopiero ich internalizację na drodze endocytozy. Hipotezę 
tę potwierdza odkrycie „gorących plam" endocytozy zlo­
kalizowanych w pobliżu zagęszczenia postsynaptycznego
[36], To może wskazywać na udział dyfuzji bocznej recepto­
rów w regulacji ich liczby podczas procesów plastycznych. 
Mechanizmy regulujące dyfuzję boczną receptorów nie są 
jeszcze wyjaśnione. Wydaje sie jednak, że istotną rolę może 
tu odgrywać lokalne stężenie wapnia. W iadomo bowiem, 
że wzrost jego stężenia prow adzi do zmniejszenia ruchli­
wości receptorów w błonie cytoplazmatycznej, być może 
poprzez modyfikację oddziaływ ań receptora i białka rusz­
towania, lub poprzez w pływ  na organizację cytoszkieletu 
podbłonowego [35].

Dalsze losy receptorów, które uległy internalizacji zale­
żą od stopnia pobudzenia neuronu. W warunkach podsta­
wowej transmisji synaptycznej (kiedy receptory NMDA są

w dużej mierze nieaktywne) większość internalizowanych 
receptorów ulega ponow nem u w budow aniu do błony sy­
naptycznej. W przypadku silnego pobudzenia synapsy 
aktywacji ulegają zarówno receptory AMPA jak i NMDA. 
W badaniach przeprowadzonych na hodowlach neuro­
nów stwierdzono, że w przypadku pobudzenia receptorów 
AMPA pow rót receptorów do błony jest bardzo powolny 
i nie wszystkie receptory ponownie są w budow yw ane w 
błonę, podczas gdy pobudzenie receptorów NMDA pow o­
duje gwałtowny i niemal całkowity powrót internalizowa­
nych receptorów AMPA do błony (Ryc. 5). Niezależnie od 
tego, przez jaki receptor wywołana została internalizacja 
receptorów, trafiają one do wczesnego endosomu. Stamtąd 
receptory internalizowane wskutek pobudzenia receptora 
AMPA trafiają do późnego endosomu i do kom partm entu 
lizosomalnego, a receptory internalizowane po pobudzeniu 
receptora NMDA ulegają recyklingowi. Procesowi inter­
nalizacji receptora AMPA po pobudzeniu przez receptory 
NMDA towarzyszy szybka defosforylacja podjednostki 
GłuRl, po której następuje jej szybka ponowna fosforylacja, 
skorelowana z kolei z pow tórnym  wbudow aniem  receptora 
w błonę [32]. Sugeruje to prostą regulację wędrówki recep­
tora poprzez jego fosforylację.

RECEPTORY NMDA

Receptory NMDA odgrywają kluczową rolę w  wielu for­
mach plastyczności mózgu. Ich pobudzenie jest niezbędne 
dla powstania długotrwałego wzmocnienia synaptyczne­
go LTP, ale i dla długotrwałego osłabienia synaptycznego 
LTD w większości zbadanych sieci neuronów [1], Receptory 
NMDA zbudow ane są, podobnie jak inne receptory jonotro- 
powe glutaminianu, z czterech podjednostek. Znanych jest 
kilka genów kodujących podjednostki receptora NMDA: 
NR1, NR2A-D, oraz NR3 [2]. Budowa podjednostek recep­
tora NMDA jest zbliżona do opisanej dla receptora AMPA 
(Ryc. 1).

EKSPORT RECEPTORÓW NMDA Z ER

Pierwszy etap regulacji receptorów 
NMDA odbywa się już na etapie trans­
krypcji i zależy od pobudzenia neuronu, a 
polega na alternatywnym włączaniu bądź 
wyłączaniu (ang. alternative splicing) ekso- 
nu 22 z sekwencji mRNA kodującego pod- 
jednostkę NR1. W sytuacji zablokowania 
aktywności neuronalnej ekson 22 jest usu ­
wany z pre-mRNA NR1, co skutkuje synte­
zą podjednostki NR1 zawierającej tzw. do­
menę C2' w C-końcowej części sekwencji 
NR1. Natomiast silne pobudzenie neuronu 
inicjuje włączenie eksonu 22 i zmianę se­
kwencji C-końcowej na taką, która koduje 
domenę C2. Domena C2' zawiera sekwen­
cje ułatwiające uwalnianie NR1 z siatecz­
ki śródplazmatycznej poprzez wiązanie 
kompleku COPII (ang. coat protein complex
II) i kierowanie receptora do miejsc, z któ­
rych uwalniane są pęcherzyki migrujące 
następnie do dalszych przedziałów błono­
wych [37,38]. W sytuacji niskiego pobudze-

Rycina 5. Sortow anie internalizow anych receptorów  AMPA. Po pobudzeniu  receptorów  AMPA glutam i­
n ianem  in ternalizow ane receptory kierow ane są do późnego endosom u i w efekcie do  degradacji. Stym ula­
cja receptora NM DA w yw ołuje internalizację receptorów  AMPA, po której następuje szybkie pow tórne ich 
w budow anie.
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Rycina 6. M odel zależnego od aktywności eksportu  receptorów  NMDA z siateczki śródplazm atycznej (ER). Przy niskiej aktywności 
neuronalnej w  w yniku różnicow ego składania mRNA NR1 pow stają form y NR1-C2', sprzyjające szybkiem u eksportow i podjednostki 
NR1 z siateczki śródplazm atycznej. Stymulacja neuronu  p rzesuw a rów now agę na korzyść form  C2, zatrzym yw anych w siateczce śród ­
plazmatycznej.

nia neuronalnego mamy więc do czynienia ze zwiększonym 
uwalnianiem receptora NMDA z siateczki śróplazmatycz- 
nej. Prawdopodobnie prowadzi to do zwiększenia dostęp­
ności receptora dla inkorporacji w  błony postsynaptyczne 
i tym samym przyczynia się do utrzymania homeostazy. 
Podobnie, mechanizm ten działa w odw rotnym  kierunku 
(Ryc. 6). Sposób, w  jaki aktywność neuronalna w pływa na 
obróbkę mRNA NR1 nie jest poznany. Sugeruje się tu udział 
kinaz białkowych, które regulują zarówno różnicowe skła­
danie jak i liczbę receptorów NMDAw synapsie. Wydaje 
się, że kinaza białkowa A i kinaza białkowa C mają zdol­
ność synergistycznej fosforylacji, stymulującej opuszczenie 
siateczki śródplazmatycznej przez podjednostkę NR1 [37],

TRANSPORT RECEPTORÓW NMDA Z ER DO SYNAPSY

Jak wynika z badań nad receptorami AMPA, w trans­
porcie receptorów glutaminianu z siateczki śródplazm a­
tycznej do synapsy istotną rolę odgrywa cytoplazmatyczna

domena C-końcowa 
podjednostek recepto­
rowych, oddziałująca 
z domenami PDZ bia­
łek wspomagających 
transport. Podjednost- 
ka NR1 posiada ra ­
czej krótki C-koniec, 
w  dodatku najczęściej 
spotykany wariant nie 
zawiera żadnej dom e­
ny PDZ. Natomiast 
podjednostki NR2 
mają długie C-końco- 
we domeny, mające 
zdolność rozpoznaw a­
nia dom en PDZ. Dane 
eksperymentalne po­
twierdziły teoretycz­
ne przewidywania i 
wykazały, że homo- 
meryczne receptory 
NR1 pozostają w ER, 
natomiast podjednost­
ki NR2 przemiesz­
czają się do synaps 
[39]. Co więcej, hete- 
romeryczne receptory 
NR1/N R2 również 
ulegają translokacji, 
co świadczy o zdolno­
ści podjednostek NR2 
do uwalniania NR1 z 
uwięzi. Potwierdziły 
się też przypuszczenia 
o istotnej roli domen 
PDZ podjednostek 
NR2 w tym procesie, 
aczkolwiek po ich 
usunięciu z białka 
niewielka część re­
ceptorów nadal była 
transportowana do 
synaps, co sugeruje 

istnienie dodatkowego mechanizmu transportu, niezależ­
nego od oddziaływ ań z PDZ [39],

Transport receptorów w zdłuż dendrytów  odbywa się za 
pośrednictwem  kinezyny KIF17 wiążącej się z podjednost- 
ką NR2B poprzez białko LIN 10 [40]. W obrębie kolca den- 
drytycznego receptory transportowane są prawdopodobnie 
przez miozyny lub inne białka motoryczne, związane ze 
szkieletem aktynowym  [41].

LOKALNY TRANSPORT RECEPTORÓW NMDA 
W ZAKOŃCZENIU POSTSYNAPTYCZNYM

Receptory NMDA podlegają stałemu cyklowi w budo­
w yw ania i internalizacji do i z błony postsynaptycznej na 
drodze egzo- i endocytozy [42]. Analogicznie jak w przy ­
padku receptorów AMPA, liczba receptorów NMDA jest 
wynikiem ustalonej równowagi między szybkościami z 
jakimi zachodzą te procesy. Co więcej, równowaga ta jest
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wyraźnie zależna od aktywności neuronalnej. Kinaza biał­
kowa C sześciokrotnie zwiększa tempo inkorporacji recep­
torów NMDA w błony na drodze egzocytozy regulowanej 
przez kompleksy SNARE [43]. W błonie postsynaptycznej 
receptory NMDA zakotwiczone są poprzez białka ruszto­
wania zagęszczenia postsynaptycznego. Podjednostki NR2 
mają zdolność wiązania się z dom eną PDZ białka PSD-95 
[44], Poprzez PSD-95 receptory NMDA mają możliwość od ­
działywań z kompleksem sygnałowym, obejmującym m.in. 
syntazę tlenku azotu i synGAP (ogniwo łączące receptor 
NMDA z kaskadą ERK/MAPK) [45-47],

Endocytoza receptorów NMDA również jest regulowana 
przez aktywność synaptyczną. Niskoczęstotliwościowa sty­
mulacja, pobudzenie receptorów metabotropowych gluta­
minianu czy związanie liganda — wszystkie te procesy sty­
mulują związanie receptora z kompleksem AP2 i interna­
lizację receptora [37], Egzocytoza i endocytoza receptorów 
NMDA, podobnie jak AMPA, zachodzi w  wyspecjalizowa­
nych obszarach położonych pozasynaptycznie [36,48]. Re­
ceptory w położeniu pozasynaptycznym  stanowią ruchliwą 
pulę, łatwo dostępną w razie potrzeby.

Nie tylko liczba, ale i skład podjednostkowy receptora 
NMDA jest modyfikowany w  procesie lokalnego transpor­
tu w synapsie. Insercja podjednostek NR2B ma charakter 
konstytutywny i nie w ym aga aktywności synaptycznej, 
podczas gdy podjednostka NR2A pojawia się w  synapsie 
po pobudzeniu neuronu [39], Również internalizacja pod ­
jednostek na drodze endocytozy zachodzi z różną wydaj­
nością, podjednostki NR2A i NR2B mają bowiem różniące 
się między sobą sekwencje rozpoznawane przez kompleks 
AP2, mające różne do niego powinowactwo [42,49], Rze­
czywiście, endocytoza podjednostki NR2B zachodzi szyb­
ciej niż NR2A [42]. Podjednostki NR2B są znacznie częściej 
w ykryw ane w położeniu pozasynaptycznym, co również 
przyczyniać się może do zwiększenia tempa internalizacji. 
Po endocytozie pęcherzyki zawierające podjednostki NR2A 
kierowane są najczęściej do późnego endosom u i przezna­
czone do degradacji, natomiast pęcherzyki niosące podjed- 
nostkę NR2B podlegają recyklingowi [49].

RECEPTORY KAINIANOWE

W przeciwieństwie do receptorów AMPA, które uczest­
niczą w  głównej transmisji synaptycznej, receptory kainia- 
nowe są odpowiedzialne raczej za regulowanie aktywności 
sieci neuronalnych [50], Pełnią rozmaite funkcje w  neuro ­
nach, zależnie od miejsca, w  którym są zlokalizowane. Re­
ceptory kainianowe znajdowane są w synapsach lub perisy- 
naptycznie, występują też presynaptycznie, gdzie działają 
jako autoreceptory regulujące wydzielanie glutaminianu. 
Nie stwierdzono żadnej specyficzności co do pre- lub post­
synaptycznej lokalizacji poszczególnych typów podjed­
nostek. M olekularny mechanizm sortowania receptorów 
kainianowych do aksonów lub dendrytów  ciągle pozostaje 
nieznany. Receptor kainianowy jest tetramerem, w  którego 
skład mogą wchodzić podjednostki GluR5, GluR6, GluR7, 
KAI i KA2 [51]. Dodatkowe urozmaicenie w prow adza róż­
nicowe cięcie i składanie mRNA, stwierdzone w p rzypad ­
ku podjednostek GluR5 -7, oraz edycja mRNA [2], Budowa 
podjednostki receptora kainianowego jest bardzo zbliżona

do podjednostek innych receptorów glutaminianu, z ze- 
wnątrzplazm atyczną częścią N-końcową i C-końcowym 
cytoplazmatycznym ogonem.

Podobnie jak inne receptory glutaminianu, tetramery re­
ceptorów kainianowch składane są już w siateczce śródpla­
zmatycznej [52]. O eksporcie z siateczki śródplazmatycznej, 
a raczej o zatrzym aniu podjednostki receptorowej w  prze­
dziale wewnątrzkom órkowym  decyduje obecność określo­
nej sekwencji białkowej w  C-końcowej domenie receptora. 
W ykryto takie sekwencje w podjednostkach KAI i GluR5c 
(jeden z wariantów różnicowego składania). W komplek­
sach homomerycznych podjednostki te nie opuszczają ER 
[53,54]. Opuszczają one siateczkę śródplazmatyczną dzięki 
podjednostce GluR6a, która zarówno w kompleksach homo- 
jak i heteromerycznych łatwo opuszcza siateczkę śródpla­
zm atyczną [53]. Pojawianie się receptorów w synapsie re­
gulowane jest przez oddziaływania C-końcowych domen 
podjednostek receptora z domenami PDZ innych białek. Co 
ciekawe, zablokowanie oddziaływań C-końca z PDZ nie za­
burza transportu receptorów z siateczki śródplazmatycznej, 
ma natom iast wpływ na ich w budow yw anie się w  błonę 
komórkową. Świadczy to o odrębnych mechanizmach re­
gulujących transport receptorów na wczesnym i końcowym 
etapie. Podjednostka GluR6a, zarówno in vitro jak in vivo ma 
zdolność rozpoznawania takich białek jak PSD-95, SAP97, 
SAP102 (ang. 102kDa synapse associated protein), CASK (ang. 
calmodulin-associated serine/threonine kinase), synteniny oraz 
w spom nianych już GRIP i PICK1 [50]. Również podjednost­
ka GluR5 wiąże GRIP i PICK1 [55], Podjednostka GluR6 
dodatkow o ma zdolność oddziaływania z kompleksami 
adhezyjnymi kadheryna -  katenina, występującymi szcze­
gólnie licznie w  obszarach perisynaptycznych. Być może 
oddziaływ ania GluR6 z tymi białkami odpowiedzialne są 
za kierowanie receptorów kainianowych do tych właśnie 
okolic [56].

Liczba receptorów kainianowych regulowana jest na 
drodze endocytozy. W w arunkach podstawowej transm i­
sji synaptycznej część receptorów podlega internalizacji. 
Zwiększenie aktywności komórki znacznie przyspiesza 
tem po tego procesu. Losy pęcherzyków endocytotycznych 
są uzależnione od sposobu pobudzenia komórki. Jeśli endo­
cytoza receptorów kainianowych zachodzi wskutek pobu­
dzenia receptora NMDA, receptory szybko wracają do bło­
ny. Natom iast aktywacja samych receptorów kainianowych 
(aktywacja ligandem) prowadzi do ich szybkiej degradacji 
w  lizosomach [57],

PODSUMOWANIE

Mimo ogromnego postępu dokonanego w  ciągu ostatniej 
dekady, w iedza na temat mechanizmów regulacji przekaź- 
nictwa synaptycznego i roli receptorów w plastyczności 
układu nerwowego ciągle jest wyrywkowa. Wiele pytań 
pozostaje jeszcze otwartych: jakie inne białka oddziałują 
z receptorami i jaki mają w pływ  na ich funkcję? Czy me­
chanizmy regulacji receptorów są dla wszystkich rodzajów 
neuronów  jednakowe? Jakie znaczenie dla przekaźnictwa 
i plastyczności mają receptory kainianowe? Niezbędne są 
badania opisujące szczegółowo, słabo jak dotąd poznane, 
początkowe etapy transportu, w  odróżnieniu od tych za­
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chodzących w synapsie oraz opisanie maszynerii bezpo­
średnio uczestniczącej w  transporcie receptorów. Z drugiej 
strony, niezbędne są badania przeprow adzone na bardziej 
fizjologicznych modelach. Należy pamiętać, że większość 
danych pochodzi z eksperymentów przeprow adzonych w 
najlepszym w ypadku na hodowlach pierwotnych neuro ­
nów, a głównie z badań nad ekspresją rekombinowanych 
receptorów w komórkach nieneuronalnych. Czy wszystkie 
dane uzyskane z tych badań zostaną potwierdzone in vivo 
— pozostaje nadal nierozstrzygniętą kwestią.
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Ionotropic glutamate receptor trafficking — there and back again 
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ABSTRACT

Glutamate is a major excitatory neurotransmitter in brain. It engages mainly ionotropic glutamate receptors of AMPA and NM DA type. Thus, 
regulation of the number and properties of the receptors is crucial for correct neuronal communication, but also contributes to various forms 
of synaptic plasticity, namely neuronal development, learning and memory. Glutamate receptors are not static components of synapses. On 
the contrary, they are continuously delivered and removed from postsynaptic membranes and this process is regulated by synaptic activity. 
Receptor trafficking to synapses is a multi-step process, involving exit from endoplasmic reticulum, transport along dendrites, incorporation 
to postsynaptic membrane and finally removing them from synapses. The transport is regulated by numerous proteins, especially those be­
aring PDZ domains, or by receptors themselves.
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Słowa kluczowe: TGF-p, Smad, transduk- 
cja sygnału

Wykaz skrótów: BMP — morfogenetycz- 
ne białka kości; MAPK — kinaza białkowa 
aktyw ow ana mitogenem ; PI3K — 3-kinaza 
fosfadytyloinozytoli; TGF-p (ang. trans­
forming growth factor f  ) — transformujący 
czynnik w zrostu p

STRESZCZENIE

Czynniki należące do dużej rodziny transformujących czynników wzrostu p kontrolu­
ją w iele  procesów komórkowych takich jak podziały komórkowe, różnicowanie, czy 

morfogeneza. Uczestniczą w  rozwoju zwłóknienia, inicjują proces apoptozy, towarzysząc 
rozwojowi wielu stanów patologicznych. Przedstawiciele rodziny TGF-P są syntetyzowani 
jako duże cząsteczki prekursorowe, wydzielane na zewnątrz komórki w  formie nieaktyw­
nej. Zapobiega to wiązaniu czynnika wzrostu do jego receptora. Po aktywacji ligandy TGF-P 
wiążą się z receptorem na powierzchni komórki. W ynikiem aktywacji kinazy receptora jest 
ufosforylowanie wewnątrzkomórkowych substratów przez zaktywowaną kinazę receptora 
i w  rezultacie transdukcja sygnału do jądra komórkowego. Najlepiej poznanymi białkami 
efektorowymi sygnalizacji TGF-p są białka Smad. Przedstawiciele rodziny TGF-P uczestni­
czą także w  przekazywaniu sygnałów na drogach niezależnych od białek Smad. Regulacja 
przekazywania sygnałów, rola białek Smad oraz innych efektorów w  szlakach sygnałowych  
rodziny TGF-p wskazuje na złożoność regulacji i oddziaływań, które towarzyszą odpow ie­
dzi komórkowej.

WPROWADZENIE

Cytokiny z rodziny międzykomórkowych czynników sygnalizacyjnych 
TGF-p (ang. transforming growth factor ¡J) wykazują różnorodne funkcje in vitro 
i in vivo. Są one regulatorami proliferacji, różnicowania, rozwoju zarodkow e­
go i morfogenezy, uczestnicząc także w rozwoju zwłókienia oraz wielu stanów 
patologicznych [1-3]. Przedstawiciele rodziny TGF-p odpowiadają również za 
indukcję procesu apoptozy [4]. Badania nad biologiczną rolą czynników w zro­
stu z rodziny TGF-p w rozwoju zarodkow ym  i regeneracji wielu typów tkanek 
rozwinęły się intensywnie w drugiej połowie lat 80. XX wieku, kiedy zidentyfi­
kowano sekwencję cDNA TGF-p człowieka oraz strukturę genu jego prekursora
[5], Wczesne badania nad TGF-p dotyczyły przede wszystkim jego związku z 
procesem nowotworzenia. Początkowo sądzono, że TGF-P jest czynnikiem od ­
powiedzialnym  jedynie za transformację nowotworową komórek. Kiedy stało 
się jasne, że TGF-p skuteczne blokuje cykl komórkowy, a jego działanie ma zw ią­
zek z wieloma schorzeniami, np. artretyzmem [6], osteoporozą [7], czy procesem 
gojenia ran [8,9], badania rozszerzono na wszystkie komórki pochodzenia me- 
zenchymalnego, skupiając się przede wszystkim na tkance łącznej [10] i kostnej 
[11].

RODZINA CZYNNIKÓW TGF-p

W tkankach ssaków opisano prawie 40 przedstawicieli rodziny czynników 
wzrostu TGF-p. Ze w zględu na różnice w  ich budowie oraz w procesach, w  któ­
re są zaangażowane, czynniki wzrostu z rodziny TGF-p zostały podzielone na 
kilka grup, wyróżnionych w  obrębie dwóch podstawowych podrodzin: TGF-p/ 
aktywiny oraz BM P/GDF (ang. bone morphogenetic protein/growth and differentia­
tion factor). Należą do nich trzy izoformy transformującego czynnika wzrostu-p 
(TGF-P): TGF-pi, -p2 i ~p3, będące prototypam i całej rodziny: BMP, aktywiny, 
inhibiny, nodal, miostatyny i innych (Tab. 1). Ich działanie związane jest z róż­
nymi tkankami i typami komórek [3,12,13],

Białka wchodzące w skład podrodziny BMP opisywane są jako czynniki in­
dukujące tworzenie tkanki kostnej i chrząstki. Odgrywają one istotną rolę w  in­
dukcji m ezoderm y brzusznej, różnicowaniu tkanki nerwowej i organogenezie 
[14-16]. Przedstawiciele grupy akty w in pełnią funkcję aktywatorów horm onu 
folikularnego (FSH) wydzielanego przez przysadkę [17], Znana jest również 
ich funkcja promująca proces erytropoezy [18], Natomiast TGF-pi, TGF-P2 oraz 
TGF~p3 regulują formowanie miotub, rozwój m otoneuronów czy utrzym anie 
otoczki mielinowej [13]. Przedstawiciele tej grupy czynników w zrostu uczest­
niczą także w regulacji ekspresji integryn, produkcji białek macierzy zewnątrz- 
komórkowej oraz form owaniu i różnicowaniu tkanki łącznej, indukując także
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Tabela 1. Przedstawiciele rodziny TGF-p [2,23,33,34].

I  Podrodzina G rupa Ligand

TGF-ß/ TGF-p TGF-pl
Aktywiny TGF-P2

TGF-p3
aktyw iny aktyw ina A [pA~pA] 

akty w ina B [(3BpB] 
aktyw ina AB [pApB]

inhibiny inhibina A [inhibina 
a-aktiw ina pA] 
inhibina B [a-pB]

nodal nodal [Ndr]
lefty lefty

leftyl [lefty A/EBAF] 
lefty2 [lefty B]

BM P/GDF BM P2/4 BMP2 [BMP2A] 

BMP4 [BMP2B]

B M P 5/6 /7 BMP5

BMP6 [Vgrl/DVR6] 

BMP7 [OP1 ] 

BMP8A [OP2] 

BMP8B [OP3/PC8]

GDF1 GDF1

GDF3 [Vgr2]

G D F 5 /6 /7 GDF5 [CDMP1]

GDF6 [CDMP2/BMP13] 

GDF7 [BMP12]

BMP9/10 BMP9 [GDF2 ] # 

BMP10

BMP3 BMP3 [osteogenina] 

BMP3b [GDF10/ 
sumitomo-BIP]

GDF9 GDF9

GDF9b [BMP15] 

GDF15 [M IC1/PLAB/ 

PTGFB/PDF]

GDF8 GFD8 [miostatyna] 

GDF11 [BMP11]

MIS MIS [M IF/AM H]

rozwój włóknienia w wielu tkankach in vivo. Podwyższona 
ekspresja czynników należących do TGF-p związana jest 
m.in. z zaburzeniami architektury tkanki, jakie pojawiają się 
podczas rozwoju wielu dystrofii mięśniowych [19],

KONTROLA BIOAKTYWNOŚCI TGF-p

Białka z rodziny TGF-p są syntetyzowane jako duże czą­
steczki prekursorowe, które poddawane są w  aparacie Gol- 
giego działaniu endopeptydaz (np. furyny). Rozcinają one 
cząsteczkę prekursorową na dojrzały TGF-p i resztę N-końco- 
wą nazwaną LAP (ang. latency-associated peptide). LAP pozo­
staje jednak nie kowalencyjnie przyłączona do TGF-p, tworząc 
kompleks, którego stabilność jest znacznie wyższa niż aktyw­
nego TGF-p. Zapobiega to wiązaniu czynnika wzrostu do 
jego receptora. Wewnątrz aparatu Golgiego, LAP dodatkowo 
kowalencyjnie oddziałuje z białkiem LTBP (ang. latent TGF-fi 
binding protein) tworząc duży, nieaktywny kompleks. Dotych­
czas scharakteryzowano cztery homologi LTBP, zwiększające 
stabilność kompleksu TGF-p-LAP i ułatwiające jego wydziela­
nie. Zapewniają one prawidłowe ułożenie i przeniesienie kom­
pleksu nieaktywnego TGF-p do macierzy zewnątrzkomórko-

wej [20,21]. LTBP1, LTBP2, LTBP4 zawierają także sekwencję 
RGD, będącą miejscem wiązania integryn. Wykazano, że duży 
nieaktywny kompleks TGF-p-LAP-LTBP bezpośrednio od­
działuje z integrynami (np. integryną aVpi) na powierzchni 
komórki, co może umożliwiać przedstawicielom rodziny TGF- 
P aktywację sygnalizacji poprzez te białka transbłonowe [22],

Przekształcenie kompleksu TGF-p-LAP-LTBP do for­
my biologicznie aktywnej TGF-p jest kontrolowane przez 
enzym y (np. plazminę), które rozcinają LAP oraz poprzez 
łączenie LAP z receptorem mannozo-6-fosforanowym. Po 
odcięciu fragmentu C-końcowego, uwalniany jest czynnik 
wzrostu, zdolny do aktywacji receptora i szlaków przeka­
zyw ania sygnałów w komórce. Innym mechanizmem, włą­
czonym w aktywację TGF-p jest deglikozylacja LAP. Dodat­
kowo, w ażnym  aktywatorem TGF-p in vivo wydaje się być 
trombospondyna-1, która indukuje zmiany konformacyjne 
LAP i aktywuje TGF-p. Także czynniki hamujące aktywację 
plasm inogenu do plazminy pośrednio negatywnie kontro­
lują aktywację TGF-p [12,21], Po aktywacji, najczęściej spo­
tykanym i formami czynnika w zrostu biorącymi udział w 
ścieżkach przekazywania sygnału, są homodimery takie jak 
TGF-J31, TGF-P2 lub TGF-(33, choć zidentyfikowano także 
heterodimery, np. TGF-pi.2 czy TGF-P2.3 [23].

Wiele białek macierzy zewnątrzkomórkowej posiada 
zdolność wiązania i modyfikowania aktywności TGF-p, 
zmieniając w  różny sposób ich aktywność [21]. Niektóre 
białka związane z powierzchnią komórki (dekoryna, bigli- 
kan oraz białka z rodziny EGF-CFC: zawierające motyw 
EGF-podobny oraz domenę bogatą w  reszty cysteinowe 
— CFC) działają jako koreceptory przedstawicieli rodziny 
TGF~p. Poprzez wiązanie z czynnikami wzrostu, składniki 
macierzy zewnątrzkomórkowej zdolne są do modyfiko­
wania ich bioaktywności. Proteoglikany takie jak dekory­
na ham ują aktywację TGF-p, natomiast związanie przez 
fibronektynę promuje bioaktywność czynników wzrostu, 
umożliwiając uwolnienie aktywnego TGF-p z kompleksu 
TGFp-LAP-LTBP. Za m agazynowanie bioaktywnych form 
TGF-pi, TGF-P2 i TGF-P3 w macierzy zewnątrzkom órko­
wej odpow iada natomiast kolagen IV [24-26],

SZLAK SYGNAŁOWY RODZINY TGF-p

Czynniki z rodziny TGF-p przekazują sygnał przez hete- 
rodim erowy, śródbłonowy kompleks składający się z dwóch 
receptorów typu II i dwóch receptorów typu I o aktywności 
kinazy serynowo-treoninowej. W stanie niewzbudzonym, 
receptory typu  II oraz typu I występują na powierzchni 
komórki w  formie homodimerów. Związanie liganda z 
jednym  z nich nie jest jednak wystarczającym bodźcem do 
zaktywowania szlaku sygnałowego. W odpowiedzi na wią­
zanie liganda, kompleks receptorów składający się z dwóch 
receptorów typu II tworzy stabilny kompleks z dwom a re­
ceptorami typu I, czemu towarzyszy proces fosforylacji czę­
ści cytoplazmatycznej receptora typu I, w  tym domeny GS. 
Proces ten powoduje zmiany konformacyjne, które zapobie­
gają w iązaniu czynników zdolnych do blokowania przeka­
zywania sygnałów poprzez ich oddziaływania z receptorem 
i odsłaniają miejsce wiązania dla aktywowanych receptorem 
efektorów, uczestniczących w przekazywaniu sygnału [21], 
W ynikiem aktywacji kinazy receptora jest ufosforylowanie
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Tabela 2. Receptory sygnalizacji TGF-p [23,24,30,32,35,55].

Receptor Ligand

Receptor typu I grupa A lki
A lki TGF-p, aktyw ina A
Alk2

grupa Alk 3
TGF-p, aktyw ina A, MIS, BM P6/7

Alk3 BM P2/4, BM P6/7
Alk6

grupa Alk 5
BMP2/4, GD F5/6, GDF9b, MIS,BMP6/7

Alk4 aktyw ina A, GDF1, nodal 
(z EGF-CFC), GDF11

Alk5 TGF-p
Alk7 Nodal

Receptor typu II TGF-ß RII TGF-p
BMP RII inhibina A (z TGFRIII), BMP2/ 

4,BM P6/7, GD F5/6, GDF9b
Act RII (ang .activin aktyw ina A, inhibina A /B , GDF1 i
type II receptor) nodal (z EGF-CFC), BMP2, BMP6/7, 

GDF5, GDF9b, GDF8/11
Act RUB aktyw ina A, inhibina A /B , nodal, 

BMP2, BM P6/7, GDF5, GDF8/11
MIS RII (ang. 
mullerian inhibitory

MIS

substance type 
II receptor)

Receptor typu III betaglikan TGF-p
endoglina TGF-p

w ewnątrzkom órkowych substratów i w  rezultacie przeka­
zanie sygnału do jądra komórkowego [2,26-28],

Różnorodność ligandów może sugerować udział wielu 
typów receptorów II/1 oraz wiązanie wielu ligandów przez 
kompleks receptorowy. U ssaków scharakteryzowano 7 ty­
pów receptora I włączonych w przekazywanie sygnałów - 
ALK 1-7 (ang. activin-like kinese 1-7) i pięć typów receptora 
II (Tab. 2). Każdy przedstawiciel rodziny TGF-p zdolny jest 
do wiązania charakterystycznej kombinacji receptora typu I 
i II, która następnie aktywuje specyficzną grupę w ew nątrz­
komórkowych substratów [23-25,29]. Cytokiny z rodziny 
TGF-p można podzielić na dwie podrodziny, w  zależności 
od szlaku przekazywania sygnału, który aktywują. TGF-pi, 
TGF-P2, TGF-(33, nodal oraz aktywiny wiążą się najpierw z 
receptorami typu drugiego, podczas gdy czynniki z rodzi­
ny BMP łączą się początkowo głównie z receptorem typu 
pierwszego [2,16,27,30-32],

Przyjmuje się, że kluczowy szlak sygnalizacyjny rodzi­
ny czynników w zrostu TGF-p, prow adzi od kinazy recep­
tora typu drugiego (typ II), poprzez kinazę receptora typu 
pierwszego (typ I), do białek efektorowych [2,8], które na­
stępnie przemieszczają się do jądra komórkowego, gdzie 
wpływają na transkrypcję genów docelowych [12,13,33]. 
Wyniki badań zespołu Ebnera wskazywały, że w  w yni­
ku związania TGF-p, typ I receptora może pośredniczyć 
w aktywacji genów zaangażow anych w oddziaływ ania 
pom iędzy komórką a macierzą zew nątrzkom órkow ą, bez 
konieczności oddziaływ ania z typem  II receptora. Jednak 
zarówno te doniesienia, jak i aktywacja szlaku sygnało­
wego poprzez receptor typu II bez udziału receptora typu 
I, do tej pory nie zostały potw ierdzone przez inne grupy 
badaczy, choć zaobserwowano także wiązanie ligandu do 
hom odim erów  receptora typu II lub I, które zainicjowało

autofosforylację dom en cytoplazmatycznych. 
Obecnie postuluje się, że oba typy receptorów 
są niezbędnym i kom ponentam i kompleksu 
receptorowego, potrzebnym i do zainicjowa­
nia szlaku przekazyw ania sygnału, w  którym  
receptory typu I odpow iadają za swoistość 
oddziaływ ań w ew nątrzkom órkow ych indu ­
kowanych przez cytokiny z rodziny TGF-p 
[2,25,26,28],

Sygnalizacja TGF-p jest także związana z 
obecnością czynników określanych jako recep­
tory typu III (TpRIII). Należą do nich betagli- 
kan (proteoglikan) lub endoglina (glikopro- 
teina). Ten typ receptora został opisany tylko 
dla przedstawicieli grupy TGF-p i nie został 
zidentyfikowany w przypadku innych grup 
ligandów. W odróżnieniu od receptorów typu 
I i II, typ III receptora odgryw a główną rolę w 
regulacji wiązania ligandu i prezentacji ligan­
du receptorowi typu II [34],

Betaglikan jest transbłonowym białkiem 
o krótkiej domenie cytoplazmatycznej boga­
tej w  reszty seryny, posiadającym w swojej 
domenie zewnątrzkomórkowej kilka miejsc 
wiązania dla TGF-pi, p2 i p3 o wysokim po­
winowactwie. Forma związana z błoną może 

być odcinana na jej powierzchni przez plazminę, dzięki 
czemu betaglikan występuje w dwóch formach: jako pro- 
teolikan związany z błoną oraz w formie rozpuszczalnej. 
Obie formy wykazują odmienny, a zarazem przeciwstaw­
ny wpływ na szlak przekazywania sygnału przedstawicieli 
rodziny TGF-p. Podstawową funkcją pełnioną przez formę 
związaną z błoną jest wiązanie, a następnie prezentowanie 
ligandu receptorowi typu II. Ułatwia to połączenie TGF-p z 
receptorem typu drugiego, co ma szczególne znaczenie w 
przypadku TGF-P2, który charakteryzuje się niskim pow i­
nowactwem do TpRII. Natomiast rozpuszczalna forma be- 
taglikanu, poprzez wiązanie aktywnych form ligandu, dzia­
ła jako inhibitor sygnalizacji TGF-p [17,23,24,26,30], Także 
endoglina zaangażowana jest w  przekazywanie sygnałów 
przez rodzinę czynników TGF-p. Mechanizm jej działania 
pozostaje jednak wciąż niejasny. Wydaje się, że tworząc 
kompleks z receptorem endoglina ułatwia oddziaływanie 
czynników wzrostu z receptorem i modyfikuje odpowiedź 
komórkową [34-36].

Sygnalizacja TGF-p jest także modyfikowana przez cały 
szereg cząsteczek oddziałujących bezpośrednio z receptora­
mi. Należą do nich m.in. FKBP12 (ang. FK506-binding protein
12), BAMBI (ang. BMP and aktioin membrane bound inhibitor), 
czy BRAM1 (ang. BMP receptor associated molecule 1), których 
specyficzne wiązanie z receptorem typu I blokuje przekazy­
wanie sygnałów przez przedstawicieli poszczególnych grup 
rodziny TGF-p. FKBP12 wiążąc TpRI zapobiega fosforylacji 
receptora typu I przez receptor typu II, hamując przekazy­
wanie sygnałów przez TGF-pi, TGF-P2, TGF-P3. BAMBI za­
pobiega formowaniu aktywnego kompleksu receptorowe­
go w sygnalizacji BMP i aktywin, natomiast BRAM1, wiążąc 
receptor BMPRI, hamuje przekazywania sygnału jedynie 
przez BMP [37-39],
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Ligand TGF-/?

o aktywacja
proteolityczna

Receptor 
Typu II 7

Aktywiny 
Nodal 

Miostatyna 
TG F/i

Receptor 
Typu I

/ I U R5.

Nieaktywny
kompleks

TG F/i

■ LTBP

TRIP1 
EIP2o '

0

Czynniki oddziałujące 
z receptorem

FKBP12 
S  BAMBI 

BRAM1 
FTa

Białka ułatwiające 
dostęp Smad 
do receptora

— T "
SARA
Hgs

BMP
AMH

R-Smad 
Smad 2, 3~|

R-Smad 
[Smad 1 5. 8 |

C-Smad 

| Smad 4

R-Smad 
Smad 2, 3 |R-Smad 

~| Smad 2, 3 I

. R-Smad

Smad 1 5, 8 | R-Smad
[Smad 1, 5, 8 |

Kompleks oddziałujący z DNA

Rycina 1. Szlaki sygnałow e rodziny TGF-(3 zależne od białek Smad. Białka z rodziny TGF-p trans­
portow ane są do  macierzy zew nątrzkom órkow ej jako duży nieaktyw ny kom pleks TGF-p-LAP- 
LTBP, zapobiegający w iązaniu  czynnika w zrostu  do  jego receptora. Po odcięciu C-końcowego frag­
m entu LAP, uw alniany jest aktyw ny czynnik w zrostu, zdolny do aktywacji receptora, fosforylacji 
R-Smad (Smad 2, Smad 3 lub Smad 1, Sm ad 5, Smad 8) i zainicjowania szlaku p rzekazyw ania sygna­
łów w  komórce. Szlak inicjowany przez aktyw iny, nodal, m iostatynę czy przedstaw icieli rodziny 
TGF-p zw iązany jest z przyłączeniem  liganda w pierwszej kolejności do  receptora typu II i akty­
wacją szlaku przekazyw ania  sygnałów  przez Sm ad 2 lub Sm ad 3. Sygnalizacja p rzez BMP i AMH 
zw iązana jest z w iązaniem  liganda początkow o z odpow iedn im  dla niego receptorem  typu I oraz 
aktywacją szlaku p rzekazyw ania sygnałów  przez Sm ad 1, Sm ad 5 lub Sm ad 8. Fosoforylacja destabi­
lizująca połącze-nie R-Smad z białkami ułatw iającym i dostęp  R-Smad do receptora, pozw ala na ich 
oddysocjow anie i u tw orzenie hom odim eru, składającego się z dw óch ufosforylowanych R-Smad, 
a następnie  s tw orzenie heterotrim erycznego kom pleks z C-Smad (Smad-4). Kompleks R -Sm ad/ 
C-Smad przem ieszcza się do jądra, gdzie reguluje ekspresję docelowych genów  przy  w spółpracy 
czynników  w iążących DNA oraz ko-aktyw atorów  lub ko-represorów  transkrypcji. Proces p rzeka­
zyw ania  sygnału kontrolow any jest przez I-Smad (Smad 6 lub Sm ad 7), które poprzez tw orzenie 
stabilnego kom pleksu z receptorem  typu I, zapobiegają aktywacji R-Smad. D odatkow o regulacja 
p rzekazyw ania  sygnału p rzez białka Smad jest zw iązana z procesem  ich ubikwitylacji i degradacji w 
proteasom ach p rzy  w ykorzystaniu  białek Smurf. Strzałki i bloki wskazują kierunek przekazyw ania 
sygnału od receptora do  jądra  kom órkow ego lub miejsca ham ow ania sygnalizacji.

hibitorowe (ang. inhibitory Smad) i C-Smad (ang. 
common Smad), odpow iedzialne za wiązanie i 
przemieszczanie kompleksu Smad do jądra ko­
m órkowego, gdzie współpracują z innymi czyn­
nikami aktywując transkrypcje określonych ge­
nów  [2,24,26,40],

W odpowiedzi na przykazywanie sygnału 
przez ligandy z rodziny TGF-p, kinaza recepto­
ra typu I fosforyluje R-Smad. Każdy przedstaw i­
ciel rodziny czynników wzrostu TGF-p wiążąc 
się z różnymi kombinacjami receptorów typu 
I i II stymuluje aktywację różnych białek typu 
R-Smad, które pośredniczą w generowaniu róż­
norodnych odpowiedzi komórkowych. TGF-p 
i aktywiny poprzez receptor typu I aktywują 
Smad 2 i 3, podczas gdy Smad 1,5 i 8 są celami 
aktywacji receptora typu I dla sygnalizacji BMP 
[13,24,41]. Dwa białka: SARA (ang. Smad anchor 
for receptor activation) i Hgs zawierające domeny 
FYVE, odpowiedzialne za wiązanie fosfolipidów 
w błonie komórkowej, oddziałują bezpośrednio 
z R-Smad, ułatwiając im dostęp do aktywnego 
receptora [42,43], W wyniku krótkotrwałego od ­
działywania R-smad z receptorem typu I, na C- 
końcu białka ulega fosforylacji reszta serynowa, 
co powoduje odłączanie się R-smad od receptora. 
Fosoforylacja destabilizująca połączenie R-Smad 
z SARA, pozwala na ich oddysocjowanie i odsło­
nięcie miejsca wiązania. Umożliwia to połączenie 
dwóch ufosforylowanych R-smad zarówno w 
homodimer, jak i stworzenie heterotrimerowego 
kompleksu z kolejnym przedstawicielem rodziny 
Smad: C-Smad [2,25].

Smad 4, będący przedstawicielem C-Smad zo­
stał po raz pierwszy opisany jako DPC4. Podob­
nie jak w przypadku R-Smad, C-Smad również 
wiązane są z błoną komórkową poprzez białka 
kotwiczące. Czynnikiem zaangażowanym  w ten 
proces wydaje się być TRIP1 (ang. TGF-p receptor 
interacting protein 1), białko oddziałujące z recep­
torem typu I. Po aktywacji receptora, TRIP1 jest 
uwalniany, wiążąc C-Smad, co ułatwia oddziały­
wania z aktywowanym  receptorem Smad. TRIP1 
wydaję się ułatwiać przemieszczenie C-Smad do 
R-Smad [32],

BIAŁKA Smad -  ŚCIEŻKI SYGNALIZACJI 
TGF-ß ZALEŻNE OD Smad

Najlepiej poznanym i efektorami sygnalizacji TGF-ß są 
białka Sm ad (Rye. 1) [25,33,34]. Pierwszy z przedstawicieli 
rodziny Smad — MAD został zidentyfikow any u Droso­
phila, a następnie zidentyfikowano homologiczne białka 
sma-2, sma-3 i sma-4 u C. elegans. M AD-podobne białka 
zidentyfikow ano także u kręgowców, określając je jako 
Smad. Obecnie znanych jest 9 przedstawicieli rodziny bia­
łek Sm ad (Tab. 3). Ze w zględu na różnice w  pełnionych 
p rzez nie funkcjach, białka te zostały podzielone na trzy 
kategorie: Sm ad oddziałujące z receptorem  — R-Smad 
(ang. receptor-activated Smad); I-Smad, pełniące funkcje in-

Po utworzeniu kompleksu R-Smad/C-Smad, 
białka kompleksu przemieszczane są do jądra komórko­
wego, gdzie wiążą się z odpowiednim i sekwencjami DNA. 
Oddziałują i współpracują z szeregiem czynników trans- 
krypcyjnych, które wiążą się z sekwencjami regulatorowy­
mi prom otorów wymagając współaktywatorów (np. CBP, 
ang. CREB-binding protein i p300, MSG, ang. monosodium glu­
tamate czy SMIF, ang. Smad4-interacting protein), wzmagając 
transkrypcję lub współrepresorów hamujących ten proces. 
R-Smad (za wyjątkiem Smad 2) wiążą się z sekwencją DNA 
ze 100 razy niższym powinowactwem niż czynniki trans- 
krypcyjne. Jednak połączenie to jest warunkiem  praw idło­
wego przekazywania sygnałów w odpowiedzi na TGF-p 
[28,31,40],
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Tabela  3. Białka Sm ad uczestniczące w  przekazyw aniu  sygnałów  przez rodzinę TGF-P [2,11,25,33,34,40,47].

I Podrodzina Białko Smad O ddziaływ anie

R-Smad
(wiążące się z receptorem)

Sm ad 1 
Smad 2 
Sm ad 3 
Smad 5

BMPs i niektóre GDFs
TGF-p 1, -p2, -p3, aktiwiny, nodal, niektóre GDF 
TGF-p 1, -p2, -p3, aktiwiny, nodal, niektóre GDF 
BMPs i niektóre GDF

Sm ad 8 BMP i niektóre GDF

I-Smad (inhibitorowe)
Sm ad 7 

Sm ad 6

T G Fp/ akty w iny/B M P 

BMP

C-Smad (pośredniczące)
Sm ad 4 

Smad 4B

w iązanie R-Smad 

wiązanie R-Smad

W odróżnieniu od dobrze udokum entow anego współ­
działania Smad z czynnikami trans kry pcyjny mi aktywują­
cymi transkrypcję, mechanizm, który jest podstaw ą repre­
sji, w  której pośredniczą efektory Smad jest słabo poznany. 
Uważa się, że jeden z m echanizmów jest związany z oddzia­
ływaniem Smad 3 z represorami transkrypcji i tym  samym 
ham owaniem  transkrypcji genów docelowych. W proces 
ten zaangażowanych jest wiele różnych korepresorów [44], 
Po aktywacji receptora przez TGF-|3, kompleks białkowy 
zawierający Smad 3, E2F3 i DPI oraz w spółrepresor p l07  
przenoszony jest do jądra i rozpoznawany przez miejsce na 
prom otorze c-myc, powodując zaham owanie transkrypcji. 
Podobnie Smad 3 tworzy kompleks z represorem transkryp­
cji ATF3 na prom otorze Id l i hamuje transkrypcje [29]. W 
obu przypadkach w ym agane jest wiązanie Smad do specy­
ficznej sekwencji DNA w  docelowym prom otorze i p raw do ­
podobnie ono stabilizuje kompleks hamujący transkrypcję. 
Drugi mechanizm powodujący represję szlaku TGF-(3-Smad 
związany jest z blokowaniem wiązania Smad 4 do współak- 
tywatora. Czynniki takie jak SNIP-1 (ang. Smad nuclear inte- 
racting protein 1) poprzez ich zdolność do łączenia z Smad4 
i cbp-p300, uniemożliwiają oddziaływanie Smad 4 z współ- 
aktywatorami transkrypcji. SNIP-1 dodatkowo w pływ a tak­
że na ham owanie jądrowego czynnika kappa B (9NF-kB), 
poprzez wiązanie z domeną CBP-p300 [45].

W regulacji przekazywania sygnałów przez białka efek- 
torowe Smad, w ażną funkcję pełnią Smad inhibitorowe 
[46]. Smad 6 i Smad 7, będące przedstawicielami I-Smad 
działają poprzez tworzenie stabilnego kompleksu z recep­
torem  I, zapobiegając fosforylacji, a tym  samym aktywacji 
R-Smad. Mechanizm ten mógłby powodować niespecyficz­
ną negatywną regulację przekazywania sygnałów przez li- 
gandy należące do TGF-|3. W ykazano jednak, że Smad 7 jest 
silnym inhibitorem przekazywania sygnałów przez TGF-(3, 
podczas gdy Smad 6 hamuje drogi sygnalizacji w ew nątrz­
komórkowej indukow ane BMP [2,34,47].

Regulacja przekazywania sygnału przez Smad jest rów ­
nież związana z procesami ubikwitylacji i degradacji w pro- 
teasomach [2]. Sm urfl i Smurf2 zostały zidentyfikowane 
jako białka homologiczne ligazy E6-AP E3, które oddziałują 
z bogatą w  resztę proliny dom eną Smad, promując ich ubi- 
kwitylację i degradację w  proteosomach. Smurf-1 i Smuf-2 
za pośrednictwem  Smad 7 wiązane są także do receptora 
TGF-|3, naznaczając go do degradacji, hamując tym  samym 
szlak sygnalizacyjny. Także przedstawiciele R-Smad zdolni 
są do indukowania degradacji innych białek poprzez w ią­

zanie Smurf. Smad2 wykazuje zdol­
ność przyłączania Smurf2 do współ- 
represora SnoN, powodując degra­
dację ubikwityno-zależną SnoN w 
proteasomie. Smad3 natomiast w ią­
że APC (kompleks aktywujący ana- 
fazę) do SnoN, co zapewnia alterna­
tywny mechanizm przeznaczenia 
SnoN do degradacji [48,49],

ALTERNATYWNE ŚCIEŻKI 
SYGNALIZACJI TGF-P

Białka Smad nie są jedynymi zna­
nymi efektorami sygnalizacji indukowanej przez członków 
rodziny TGF-p. Przedstawiciele rodziny TGF-P uczestniczą 
także w  przekazyw aniu sygnałów poprzez alternatywne 
szlaki sygnałowe. W nazwanych niezależnymi od Smad 
szlakami przekazywania sygnałów, efektorami w  odpow ie­
dzi na sygnał TGF-P stają się np. Ras, PI3K czy białka RhoA 
(Ryc. 2) [26,41,50],

Mechanizm przekazywania sygnałów od receptorów 
TGF-p poprzez alternatywne szlaki sygnałowe nie jest jesz­
cze dobrze poznany. Mogą one wiązać się i pośredniczyć 
w sygnalizacji Smad-zależnej, bądź stanowić całkowicie od­
rębny szlak sygnałowy w  różnych typach komórek [23].

O ddziaływania zależnych od Smad i niezależnych od 
Smad szlaków przekazywania sygnałów często oparte są 
na ich współpracy. Niektóre z oddziaływań, mogą w yni­
kać z indukow ania docelowych genów szlaku zależnego od 
Smad poprzez szlaki alternatywne. Aktywacja MAPK może 
np. oddziaływać na poziom transkrypcji, w  której uczestni­
czą białka Smad, poprzez bezpośredni w pływ  na czynniki 
transkrypcyjne wiążące się ze Smad, np. c-Jun czy ATF-2. 
Także indukow ana przez białka z rodziny TGF-p aktywacja 
szlaków przekazywania sygnałów przez ERK i JNK może 
powodować fosforylację białek Smad i regulować ich funk­
cjonowanie. TGF-p może blokować przekazywanie sygnału 
poprzez p38 MAPK indukując ekspresję fosfatazy MAPK na 
drodze zależnej od Smad [51]. Chociaż oddziaływania za­
leżnych od Smad i alternatywnych szlaków przekazywania 
sygnałów często związane są ze współpracą obu szlaków, 
mogą one wywoływać odmienne efekty. Smad 6 może być 
wiązany do TAKI, co obniża jego aktywność, podczas gdy 
Smad 7 może w zmagać aktywację JNK [2,12,50].

Niezależne od Smad przekazywanie sygnałów stanowi 
także odrębny szlak w  różnych typach komórek. Sygnaliza­
cja poprzez JNK i p38 MAPK włączona jest poprzez kinazy 
MAPK w  odpowiedzi na różne ligandy. Bezpośrednia re­
gulacja szlaków alternatywnych może wynikać z zależnych 
od typu liganda oddziaływań z kompleksem receptorowym
[23]. Zarówno TGF-p jak i BMP-4 mogą aktywować kinazę 
JNK [2], Opisywano także oddziaływania pomiędzy PI3K i 
receptorem TGF-p, w  których szlak sygnałowy inicjowany 
jest za pośrednictwem białek należących do podrodziny TGF- 
P czy BMP. Można do nich zaliczyć aktywację PI3K przez 
TGF-p czy BMP2 w  różnych typach komórek [52]. Inne efek­
tory również mogą uczestniczyć w  przekazywaniu sygnału 
poprzez szlaki alternatywne. Rodzina białek Rho włączona
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R ycina 2. Szlaki sygnałow e rodzinyTGF-p niezależne od białek Smad. R eceptory czynników  z ro ­
dziny TGF-p um ożliw iają różnorodność odpow iedzi na  sygnalizację, a aktywacja receptorów  m oże 
zapoczątkow ać alternatyw ne szlaki p rzekazyw ania sygnałów . Białka z rodziny  TGFp aktyw ują ka­
skadę sygnałów , w  których pośredniczą MAPK, ERK, JNK, p38 MAPK, PI3K, kinaza białkow a C. 
Przekazyw anie sygnałów  p rzez szlaki niezależne od białek Sm ad oraz ich biologiczne konsekwencje 
są jednak słabo poznane.

jest w  aktywację JNK, aktywację ERK MAPK, czy TAKl-za- 
leżną aktywację p38 MAPK przez TGF-p [53]. Także oddzia­
ływania pomiędzy fosfatazą serynowo-treoninową, PP2A a 
kompleksem receptorowym typu I/II  powoduje gwałtowną 
defosforylację i zahamowanie aktywacji p70 S6K [23].

Aktywacja receptora rodziny TGF-p rozpoczyna także 
polimeryzację aktyny i reorganizację cytoszkieletu w  wielu 
różnych typach komórek [54]. Kinaza LIMK1, która reguluje 
polimeryzację aktyny poprzez związaną z fosforylacją inakty- 
wacją kofiliny, jest związana z sygnalizacją, w  której pośred­
niczy receptor II BMP. Sygnał przekazywany przez, np. BMP 
4 powoduje przemieszczenie LIMK1 do peryferyjnych obsza­
rów komórki, fosforylację kofiliny i przekształcenia cytoszkie­
letu aktynowego. Wskazuje to, że sygnalizacja poprzez BMP 
RII aktywuje szlak sygnałowy, w  którym uczestniczy LIMK1, 
regulując szlak niezależny od sygnalizacji Smad [55].

Regulacja przekazywania sygnałów, rola białek Smad 
oraz innych efektorów w  szlaku sygnałowym rodziny TGF-p 
wskazuje na złożoność regulacji i oddziaływań, które towa­
rzyszą odpowiedzi komórkowej. Poznanie roli poszczegól­
nych czynników uczestniczących w  przekazywaniu sygna­
łów oraz ich wzajemnych oddziaływań może przyczynić się 
do zrozumienia specyficznej i zależnej od typu komórek od­
powiedzi na TGF-p towarzyszącej utrzym aniu homeostazy 
komórkowej jak i rozwojowi wielu stanów patologicznych.
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ABSTRACT

Transforming growth factor p (TGF-P) signaling controls varies of cellular processes, including cell proliferation, differentiation, fibrosis, 
apoptosis and specification of developmental fate during embryogenesis as w ell as in mature tissues. The members of TGF-ps family are 
secreted as inactive (latent) precursors, what prevents uncontrolled activation of the cognate receptors. After activation TGF-P ligand initia­
tes signaling by binding to and bringing together type I and type II receptor serine/threronine kinases on the cell surface. Recent cellular, 
biochemical and structural studies have revealed significant insight into the mechanisms of the activation of TGF-P receptors through ligand 
binding, the activation of Smad proteins through phosphorylation as well as Smad independent pathways.
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Szlaki sygnałowe hormonu wzrostu

STRESZCZENIE

W  ostatnim dziesięcioleciu odnotowano znaczny postęp na drodze poznania skom pliko­
wanego mechanizmu, jakim jest przekazywanie sygnału hormonu wzrostu w  komórce. 

Sygnał zainicjowany przez hormon wzrostu cechuje się uruchomieniem pewnych szlaków, 
włączając w  to szlak kinazy regulowanej przez sygnały zewnątrzkomórkowe (ERK), szlak 
białek Stat i kinazy 3'-fosfatydyloinozytolu (PI3). Artykuł przedstawia obowiązujący mo­
del, gdzie dimeryzacja receptora, obrót podjednostek i aktywacja kinazy tyrozynowej JAK2 
inicjują całą kaskadę zdarzeń. W  dalszych etapach kompleks GH-(GHR)2-(JAK2)2 może ak­
tywować takie m olekuły sygnałowe jak Stat, IRS-1 i IRS-2, a zwłaszcza całą kaskadę białek 
aktywujących kinazę MAP. Te szlaki regulują podstawowe funkcje komórki, włączając w  to 
transkrypcję docelowych genów, aktywność enzymatyczną i transport metabolitów. Dlatego 
hormon wzrostu uważany jest za głów ny regulator postnatalnego wzrostu i metabolizmu, 
prawdopodobnie także wzrostu i rozwoju gruczołu mlecznego.

WPROWADZENIE

Olbrzymi potencjał, jaki przypisuje się horm onow i wzrostu (ang. growth hor- 
mone — GH), czyli somatotropinie, w  doskonaleniu bydła w  kierunku zwięk­
szenia produkcji mleka sprawia, że niezbędne jest dokładne poznanie działania 
horm onu wzrostu zarówno na poziomie molekularnym, jak i komórkowym. 
Analiza molekularna genów osi somatotropowej (GHRH, GH, GHR, IGF-l), jak 
i aktywności szeregu innych w ażnych m ediatorów śródkomórkowych, dostar­
czyła już wystarczającego zestawu „narzędzi" do badań dotyczących przekazy­
w ania sygnału w  komórkach docelowych przez horm on wzrostu. Na ich pod ­
stawie polepszyło się zrozumienie tego niezwykle złożonego i niekiedy tkan­
kowo specyficznego procesu, zwłaszcza w  zakresie początkowych zdarzeń w 
przenoszeniu sygnału przez horm on wzrostu.

HORMON WZROSTU

H orm on wzrostu wydzielany jest przez przedni płat przysadki mózgowej. 
W ydzielanie kontrolowane jest przez dw a neurohorm ony podwzgórza: somato- 
liberynę (pobudzanie wydzielania) i somatostatynę (hamowanie wydzielania). 
H orm on wzrostu działa na tkanki obwodowe zarówno bezpośrednio jak i po­
średnio, a w  dalszym przekazyw aniu jego sygnał pośredniczy insulinopodobny 
czynnik wzrostu I (ang. insulin-like growth factor -  IGF-I) [1], 5 eksonów genu 
GH1 koduje prekursor horm onu w zrostu składający się z 217 aminokwasów, a 
dojrzały horm on liczy sobie 191 reszt aminokwasowych. Taka dojrzała forma, 
o masie 22 kDa, składa się z czterech a-helis i z dwóch mostków dwusiarczko- 
wych [2], Stanowi ona około 85% puli krążącego w osoczu horm onu wzrostu. 
Resztę puli stanowią formy powstałe w  w yniku różnicowego cięcia i składania 
mRNA, głównie (5-10 %) mniejsza forma 20 kDa pozbawiona piętnastu reszt 
aminokwasowych (reszty od 32 do 46 dojrzałego łańcucha horm onu wzrostu) 
[1]. W przypadku horm onu wzrostu człowieka helisy 1, 2, 3 i 4 zlokalizowa­
ne są odpowiednio w  pozycjach 9-34, 72-92, 106-128 oraz 155 — 184 łańcu­
cha aminokwasów. Mostki dwusiarczkowe zlokalizowano pomiędzy resztami 
Cys35-Cysl65 oraz Cysl82-Cysl89. H orm on wzrostu zawiera także hydrofo­
bowy rdzeń, składający się z około 20 reszt aminokwasowych [3]. Trzecią helisę 
uw aża się za najbardziej istotną w  biologicznej aktywności tego horm onu, a w  jej 
obrębie resztę glicyny w pozycji 120 horm onu wzrostu człowieka (u bydła 119). 
Liczne badania wykorzystujące metodę mutacji punktowej wykazały, że zam ia­
na tej reszty aminokwasowej na inną prow adzi do zahamowania, promującej 
wzrost, aktywności horm onu w zrostu [4].

BUDOWA RECEPTORA HORMONU WZROSTU

Specyficzna budow a przestrzenna horm onu wzrostu determinuje jego zależ­
ność od swoistego receptora (ang. grozoth hormone receptor — GHR), zaliczanego
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do klasy IA, grupy receptorów nie posiadających własnej 
kinazy tyrozynowej [5-7], stanowiących nadrodzinę recep­
torów cytokin/hem atopoetyn. Receptory należące do tej 
grupy składają się z dwóch dużych łańcuchów polipepty- 
dowych, połączonych krótkim łańcuchem transbłonowym. 
Domena zew nątrzkom órkowa jest odpowiedzialna za w ią­
zanie horm onu wzrostu, natomiast domena w ew nątrzko­
m órkowa określa właściwości katalityczne receptora. Rejon 
N-końcowy białka receptora znajduje się na zewnątrz ko­
mórki, zaś C-koniec w  cytoplazmie [5], U człowieka pre- 
kursorowy receptor horm onu wzrostu składa się z 638 reszt 
aminokwas owych (u bydła z 634 reszt), przy czym reszty 1- 
18 to peptyd sygnałowy, na domenę zew nątrzkom órkową 
przypadają reszty 19-264 (u bydła 19-260), region transbło- 
nowy to struktura a-helisy składająca się z 24 reszt amino­
kwasów GHR265_2g8 (u  bydła GHR261 _ 2g4), pozostałe 350 reszt 
aminokwas owych buduje domenę wewnątrzkom órkową 
[3,8,9]. Masa cząsteczkowa receptora horm onu w zrostu 
człowieka to około 70 kDa, jakkolwiek obserwowano także 
formy o masie w  zakresie 100 do 130 kDa. Spowodowane to 
może być odmienną potranslacyjną glikozylacją i ubikwity- 
lacją [3],

Klasa IA (podrodzina receptora horm onu wzrostu) obej­
muje, obok receptora hormonu wzrostu, także receptor pro­
laktyny (ang. prolactin receptor — PrlR), erytropoetyny (ang. 
erythropoietin receptor — EpoR) i czynnika pobudzającego ko­
lonie granulocytów (ang. granulocyte colony stimulating factor
— G-CSF). Charakterystyczny dla tej klasy receptorów jest 
region receptora na zewnątrz komórki, zawiera on bowiem 
dwie domeny fibronektyn typu III, a każda z nich posiada 
wyróżniający się motyw. N-końcowa domena fibronektyn 
zawiera siedem zachowanych w ewolucji reszt cysteiny (w 
tym sześć w  parach, połączonych mostkami dwusiarczko- 
wymi) i pojedynczą resztę tryptofanu. Druga domena fibro­
nektyn, wykryta po raz pierwszy u myszy, jest definiowana 
przez tzw. sekwencję WSXWS (W — tryptofan, S — seryna, X
— dowolny aminokwas, W — tryptofan, S — seryna) zazwy­
czaj zlokalizowaną proksymalnie względem błony komórko­
wej [10]. W receptorze horm onu wzrostu ssaków sekwencja 
taka nie występuje. Obecna jest natomiast sekwencja YXXFS 
(Y — tyrozyna, X — to jedna z reszt aminokwasowych: glicy­
na, seryna, lizyna lub kwas glutaminowy, F — fenyloalanina, 
S — seryna) [3]. U człowieka ekwiwalentem takiego m otywu 
jest Y240-G-E-F-S244, zaś u bydła jest to sekwencja Y236-G-K-F- 
S240. Analiza analogicznego m otywu w  doświadczeniach na 
królikach wykazała, że substytucje, bądź delecje, dotyczące 
reszty tyrozyny (pierwsza reszta aminokwasowa motywu) 
i reszty seryny (ostatnia reszta aminokwasowa tego moty­
wu) drastycznie zaburzają przekazywanie sygnału hormo­
nu wzrostu za pośrednictwem jego receptora [11], Wyżej 
wymieniona sytuacja jest m.in. przyczyną zespołu Larona u 
człowieka [12]. Wielu pacjentów z tym zespołem cechuje się 
mutacjami genetycznymi w  eksonach kodujących domenę 
zewnątrzkomórkową.

W domenie wewnątrzkomórkowej rozpoznano rów ­
nież u myszy charakterystyczne m otywy reszt am inokwa­
sowych. Motyw bogaty w  reszty proliny, oznaczony jako 
boxl, usytuow any jest w  pobliżu błony komórkowej. Ma on 
długość 8 reszt aminokwasowych o sekwencji ij/XXXA1PXP 
(ijj -  aminokwas hydrofobowy, X -  dowolny aminokwas,

Al. -  aminokwas alifatyczny, P - prolina) [10]. U człowieka 
ma on postać I297-L-P-P-V-P-V-P-K305 [13], zaś w  przypad ­
ku receptora horm onu wzrostu bydła odpowiadającą m u 
sekwencją jest I293-L-P-P-V-P-V-P301 [8,12]. Inny cytoplazma- 
tyczny m otyw (box2), usytuow any analogicznie jak boxl, 
zaczyna się grupą am inokwasów hydrofobowych ułożo­
nych na przem ian z aminokwasami o charakterze kw aso­
w ym  i kończy się jedną lub dw om a dodatnio naładow a­
nym i resztami aminokwasowymi [10]. Dla człowieka są to 
reszty aminokwasowe 325-338 [8]. Uważa się, że box2 jest 
wym agany do pełnej aktywacji JAK2 przez horm on w zro­
stu. Analiza substytucji lub delecji reszt aminokwasowych 
w obrębie boxl i / lu b  box2 w receptorze horm onu wzrostu, 
receptorze prolaktyny oraz receptorze erytropoetyny suge­
ruje, że regiony te odgrywają decydującą rolę w  przenosze­
niu sygnału przez te receptory [14-16]. Badania Rowland i 
wsp. [16] wykazały, że dystalny odcinek receptora horm o­
nu  w zrostu myszy (począwszy od reszty aminokwasowej 
391) jest niezbędny do postnatalnego wzrostu, fosforylacji 
Stat5 oraz aktywacji IGF-I.

POCZĄTKOWY ETAP PRZEKAZYWANIA SYGNAŁU

Jaka jest więc praw dopodobna kaskada zdarzeń nastę­
pujących po sobie podczas przenoszenia sygnału horm onu 
wzrostu? Początkowo horm on zostaje przechwycony przez 
receptor poprzez oddziaływanie z miejscami o wysokiej 
swoistości przyłączania horm onu do receptora (tzw. „site 
1"). Do tak związanego horm onu asocjuje drugi receptor, 
tym  razem  za pomocą innego miejsca, już o niskiej swoisto­
ści przyłączania do receptora (tzw. „site 2") [17]. Związanie 
horm onu wzrostu indukuje więc homodimeryzację dwóch 
cząsteczek receptora horm onu wzrostu, co zwiększa pow i­
nowactwo każdej molekuły receptora horm onu wzrostu do 
kinazy JAK2 [18] i zbliża jednocześnie dwie molekuły JAK2 
do siebie. Każda z JAK2 następnie transfosforyluje jedną lub 
więcej tyrozyn w  odpowiedniej domenie kinazy w  parze 
JAK2, w  następstwie czego aktywuje sąsiednią JAK2. W tym 
samym czasie fosforylacji ulegają także tyrozyny zlokalizo­
w ane w domenie wewnątrzkomórkowej receptora [10,17], 
H orm on wzrostu, jak i większość cytokin, wym aga dwóch 
cząsteczek kinaz JAK2 do przeniesienia sygnału [5]. Kinaza 
JAK2 jest członkiem cytoplazmatycznych kinaz tyrozyno- 
wych z rodziny Janus, która obejmuje: JAKI, JAK2, JAK3 i 
tyk2 [19,20], Spośród nich jedynie kinaza JAK2 okazała się 
„wrażliwa" na obecność horm onu wzrostu i była w ykryw a­
na na wystarczająco wysokim poziomie we wszystkich ba­
danych typach komórek [18,21]. W ykazano tylko nieznaczną 
stymulację fosforylacji tyrozyn w  JAKI [22], JAK3 [23] i tyk2
[20] w  w arunkach in vitro. We wcześniejszych badaniach 
nie wykryto zależnej od horm onu wzrostu fosforylacji tyk2
[21], chociaż taka aktywacja, występująca na bardzo niskim 
poziomie, mogłaby być przeoczona. Tyk2 uw aża się raczej 
za główną kinazę szlaku sygnałowego IFNa [18]. Badania z 
użyciem skróconych (GHR4 oraz GHR4 454) bądź zm utow a­
nych form receptora horm onu w zrostu pokazały, że bogaty 
w  resztę proliny m otyw boxl w  receptorze jest niezbędny 
dla zależnej od horm onu wzrostu asocjacji GHR-JAK2 i dla 
fosforylacji tyrozyn w  JAK2, przez co boxl jest mało tole­
rancyjny na mutacje. To sugeruje fakt bezpośredniego p rzy ­
łączania JAK2 do m otyw u boxl receptora [15,17,19]. Posta­
wiono więc hipotezę, jakoby aktywacja JAK2, obok dime-
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ryzacji receptora, była inicjującym krokiem w  przenoszeniu 
sygnału horm onu wzrostu przez jego receptor [14]. Brown 
i wsp. [24] oraz Waters i wsp. [25] uważają, że dimeryzacja 
receptora sama w  sobie nie jest wystarczająca do jego peł­
nej aktywacji. Proponują dodatkow y mechanizm aktywacji, 
obejmujący zmiany konformacyjne receptora spow odow ane 
obrotem jednej podjednostki względem  drugiej w  ramach 
ukształtowanego dim era receptora po przyłączeniu horm o­
nu  wzrostu. Podjednostki receptora położone są wówczas 
asymetrycznie względem  siebie, przy czym podjednostka 
druga (połączona z „site 2") jest bardziej zbliżona do bło­
ny komórkowej. Taka konformacja sprawia, że nieaktywna 
transbłonowa a-helisa zmienia swoją orientację w  formę ak­
tywną. To usztywnia krótki łącznik (S288-K-Q-Q-R-I-K-M-L- 
I-L298) m iędzy regionem transbłonowym  a boxl. Wówczas 
boxl ustawiony jest optymalnie dla JAK2, które przyłączają 
się i transfosforylują się wzajemnie, co inicjuje sygnał.

Boxl nie jest jedynym  regionem receptora horm onu 
wzrostu, wchodzącym  w interakcję z JAK2; dla m aksymal­
nej fosforylacji w ym aganych reszt tyrozyny niezbędny jest 
również udział pozostałej, proksymalnej do błony kom ór­
kowej, części receptora (mniej więcej 1 /3  regionu cytopla- 
zmatycznego) [10,14,15]. Dla receptora horm onu w zrostu 
człowieka (hGHR) i szczura (rGHR) jest to odcinek składa­
jący się z 85 reszt aminokwasowych (GHR295 3g0) [14]. Na ba­
zie analogii m ożna przypuszczać, że u bydła jest to odcinek 
GHR290 375, z boxl zlokalizowanym w  regionie GHR293 301. W 
samej cząsteczce JAK2, na którą składa się 1132 reszt am ino­
kwasowych, miejsce, które oddziałuje z receptorem w yda­
je się być zlokalizowane w obszarze N-końcowym (region 
obejmujący około 1 /3  cząsteczki JAK2, reszty aminokwaso- 
we 37-380) (domeny FERM JH4 — 7), charakterystycznym 
dla wszystkich członków rodziny kinaz JAK z potencjal­
nym  miejscem fosforylacji tyrozyn IDGYYRL. Środkową 
część kinazy JAK2 (reszty aminokwasowe 545-809) określa 
się jako domenę pseudokinazy (JH2), zaś właściwą aktyw­
ność kinazy ma dom ena JH1 składająca się z reszt amino­
kwasowych w  pozycji 849-1124 (z potencjalnym m otywem  
ulegającym autofosforylacji EYYKYKE) [19,26], Aktywność 
kinazy JAK2 regulowana jest przez białko SIRPal, mające 
zdolność asocjacji zarówno z kinazą JAK2, jak i z białkiem 
SHP [27], Dzięki aktywności fosfatazy, jaką charakteryzuje 
się białko SHP, następuje defosforylacja reszt tyrozyny w  
cząsteczce JAK2 i wyciszenie jej aktywności.

Fosforylacja reszt tyrozyny, jako w yraz czynnościowej 
modyfikacji białek, często prow adzi do ich późniejszego 
wiązania z dom eną SH2 (domeny homologiczne do pro ­
duktu  onkogenu Src, ang. Src Homology 2), co wyznacza ak­
tywację specyficznych szlaków sygnałowych. Domena SH2, 
która ma około 100 reszt aminokwasowych, wiąże się z fos­
forem reszty tyrozyny w  sposób sekwencyjnie istotny [5,7]. 
Badania prow adzone na różnych gatunkach wykazały, że 
dom ena cytoplazmatyczna receptora horm onu wzrostu po ­
siada kilkanaście zachowanych w  ewolucji reszt tyrozyny: 
y333 y 338 [7 28] Y341 Y346 [16], Y391, Y437 [7] Y487 [15 29] Y498 
[16], Y534, Y566, Y595, Y626 [10,29], mogących ulegać fosforyla­
cji i tym  sam ym  przyłączać się do białek z dom eną SH2, co 
praw dopodobnie odgryw a istotną rolę w  zróżnicowanym 
działaniu receptora. N atom iast kinaza JAK2 zawiera aż 48 
reszt tyrozyny (badania przeprow adzone na gryzoniach),

co umożliwia jej oddziaływanie z wieloma cząsteczkami 
sygnałowymi [18]. Niemniej jednak w przypadku cząstecz­
ki JAK2 nie stwierdzono obecności typowej dom eny SH2, 
która wiązałaby reszty fosfotyrozyny, czy SH3 [19], rozpo­
znającej i wiążącej m otyw PXXP (prolina — dw a dowolne 
aminokwasy — prolina). Rolę taką przypisuje się dom enom  
JH4 i JH3 (reszty aminokwasowe 401-482) w  JAK2 [26]. 
Nie jest jeszcze w iadomym, które reszty tyrozyny (zarów­
no w  receptorze, jak i w  kinazie JAK2) są fosforylowane w 
odpowiedzi na tylko i wyłącznie jeden specyficzny sygnał 
horm onu wzrostu, co wynika z braku jednoznacznych w y­
ników badań [6,7,28]. Sądzi się raczej, że wym agana jest 
kombinacja i współdziałanie wielu ufosforylowanych reszt 
tyrozyny, zarówno w  części absolutnie niezbędnej do od ­
działywania z kinazą JAK2 (4 reszty tyrozyny), jak i w  zróż­
nicowanej gatunkowo, C-końcowej części receptora (6 reszt 
tyrozyny).

AKTYWACJA SZLAKU KINAZ MAP

Oddziaływanie z dom eną SH2 aktywuje głównie szlak 
sygnałowy kinazy białkowej aktywowanej przez mitogeny 
(ang. mitogen-activated protein kinase — MAPK). Kinazy MAP 
są serynowo-treoninowymi kinazami, które wymagają do 
swej aktywacji zarówno fosforylacji reszt tyrozyny, jak i 
reszt treoniny w  obrębie swojej cząsteczki [30]. Spośród po­
nad dw udziestu  izoform kinazy MAP poznano cztery takie 
białka, które są gwałtownie fosforylowane i aktywowane w  
odpowiedzi na horm on wzrostu, mianowicie: ERKI (kinaza 
MAP p44), ERK2 (kinaza MAP p42), jako główne kinazy, 
oraz kinazę p38 i kinazę JNK (ang. c-Jun aminoterminal ki­
nase) [31]. Pierwszym elementem aktywacji kinaz ERK1/2 
jest białko SHC, posiadające domenę SH2, które to asocjuje 
z kinazą JAK2 i jest przez nią fosforylowane [6,7,10]. N a­
stępnie już do ufosforylowanego i związanego białka SHC 
przyłącza się białko adaptorowe Grb2 (o budow ie SH2-SH3- 
SH2). Ten etap także został potwierdzony doświadczalnie
[6]. W przypadku sygnału horm onu wzrostu aktywacja 
pozostałych molekuł w  tej kaskadzie sygnałowej, czyli sos 
(ang. „sons-of~sevenlesswymiennik GDP-GTP dla Ras), Ras 
(jedno z białek G aktywne w  formie Ras-GTP), Raf (kinaza 
treoninowo-serynowa) i MEK („kinazy kinaz"; fosforylują 
reszty tyrozyny i treoniny w  MAPK) [6,30,32] nie została 
jeszcze dobrze poznana, zwłaszcza u bydła. Nie ulega jed­
nak wątpliwości, że obecność aktywnej kinazy JAK2 i zaan­
gażowanie białek SHC i Grb2 są wczesnymi w ydarzenia­
mi w  zależnej od horm onu wzrostu aktywacji kinaz MAP. 
Kinazy MAP znane są z aktywowania wielu innych białek, 
m.in. fosfolipazy A2, białek cytoszkieletu, kinaz białkowych 
(np. p70rsk, p90rsk) oraz czynników transkrypcyjnych (np. 
Elk-1, c-fos, spi 2.1, ATF-2) [6,10,28,30,31]. Ostatnie wyniki 
badań Zhu i wsp. [33] wskazują na inny, całkowicie nieza­
leżny od kinazy JAK2, szlak kinaz MAP. Mianowicie przy ­
łączenie horm onu w zrostu do receptora może aktywować 
kinazę c-Src, która to angażuje w  dalszych etapach tylko 
białka należące do tej samej rodziny co białka Ras (a są to 
białka RalA i RalB). Mają one potencjalną zdolność do kon­
tynuowania wcześniej opisanego szlaku (raf, MEK, MAPK). 
Jest to (obok transportu Ca2+ przez jego kanał; reszty ami­
nokwasowe 465-517 w receptorze horm onu wzrostu [16]) 
drugi przykład wykorzystania przez receptor horm onu 
wzrostu kinaz niezależnych od aktywnie działającej kinazy
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JAK2. Być może i inne kinazy z rodziny kinaz Src (np. c- 
Fyn) są aktywowane niezależnie od kinazy JAK2. Jednak, 
aby nastąpiła pełna aktywacja RalA i RalB przez horm on 
wzrostu, wym agana jest obecność obu aktywnych kinaz (c- 
Src i pośrednio Jak2 aktywująca białko Ras).

Przypuszcza się również, że aktywacja innych enzymów, 
a mianowicie kinaz białkowych C (ang. protein kinase C — 
PKC), może również odbywać się bez udziału kinazy JAK2. 
W zależności od izoformy kinazy, do jej aktywacji niezbęd­
ne są 1,2-diacyloglicerol (DAG) i / lu b  Ca2+ [10].

AKTYWACJA SZLAKU BIAŁEK STAT/IGF-I

Inny w ażny szlak, przez który horm on w zrostu  regu ­
luje transkrypcję genów docelowych, to zaangażow anie w 
przenoszenie sygnału białek Stat (ang. signal transducers 
and actiuators of transcription). Białka Stat są „uśpionym i" 
cytoplazm atycznym i czynnikami transkrypcyjnymi. Dzia­
łają przypuszczalnie przez oddziaływanie swych dom en 
SH2 i SH3 z C-końcem receptora przy udziale kinazy JAK2 
(już aktywnej). Białka te po fosforylacji jednej reszty tyro- 
zynowej ulegają dimeryzacji. W tym stanie przemieszczają 
się do jądra, łączą z DNA i aktywują transkrypcję docelo­
wych genów [34], po uprzednim  rozpoznaniu sekwencji 
zgodnej GAS: TTNCNNNAA (T — tymina, N  — dow olna 
zasada azotowa, C — cytozyna, A — adenina) [5], Dla hor­
m onu w zrostu opisano indukow anie fosforylacji tyrozyny 
w cząsteczkach Statl, Stat3 i Stat5 [10,28,29], Szczególnie 
godny uwagi jest czynnik Stat5, nieodłącznie kojarzony z 
gruczołem mlecznym, który do swojej aktywacji wym aga 
dystalnego odcinka GHR (~ 40 reszt aminokwasowych w 
pozycji 477-516), definiowanego jako box3 [15] oraz przy ­
najmniej jednej z czterech ufosforylowanych reszt tyrozyny 
(Y487, Y534, Y566 lub Y627) w  C-końcowej części receptora [29]. 
W grupie czynników transkrypcyjnych Stat5 wyróżnia się 
Stat5b — najlepiej poznane białko z tej rodziny — oraz Sta-

t5a — w 96% identyczne ze Stat5b. Stwierdzono, że oba 
te czynniki w  znacznym  stopniu pośredniczą w  zależnej 
od som atotropiny aktywacji transkrypcji genu IGF-I w w ą ­
trobie [16,35] poniew aż w  prom otorze IGF-I stw ierdzono 
obecność charakterystycznych sekwencji łączących się z 
białkiem Stat5 [36], U człowieka Stat5 do swej aktywacji 
w ym aga połączenia z Y469 i / l u b  Y516 w  hGHR [13], zaś u 
myszy niezbędna jest tyrozyna Y498 oraz w  mniejszym 
stopniu Y341 i Y346 [16], N atom iast Statl wydaje się nie w y ­
magać box3, poniew aż odnotow uje się jego działanie w 
obecności tylko boxl i aktywnej kinazy JAK2 [29], Stat3 
również wydaje się wym agać tylko aktywnej kinazy JAK2. 
Wiadomo, że kinaza JAK2 zawiera dw a m otywy wiążące 
Stat3 (YXXQ). Jedynie mutacje w  boxl redukow ały  istotnie 
aktywność Stat3 [13], Aktywacja specyficznych Stat przez 
horm on w zrostu może różnić się w zależności od gatunku, 
jak i typu kom órek docelowych [18]. M ożliwe jest także od ­
działywanie z białkami Ras, dlatego uw aża się, że aktyw a­
cja Stat może być zależna, bądź niezależna od tych białek 
[32]. Wyciszanie sygnału GH-GHR-Stat5 odbyw a się przy 
udziale białek SOCS (ang. suppressor of cytokine signalling), 
które mają zdolność kompetycji ze Stat5, a mianowicie łą­
czą się one z resztą tyrozyny w pozycji 498 jak również z 
końcowym odcinkiem  receptora horm onu w zrostu  [16].

AKTYWACJA ELEMENTÓW SZLAKU INSULINY

H orm on w zrostu, poza opisanym i wcześniej w łaściwo­
ściami, znany jest również z insulino-podobnej aktyw no­
ści, włączając w  to podw yższenie transportu  am inokw a­
sów, transportu  glukozy i lipogenezy [10]. Powyższe in­
formacje mogą sugerować, że horm on wzrostu i insulina 
(jak również IGF-I, mający także swój w łasny skom pliko­
w any szlak sygnałowy) aktywują pew ne w spólne szlaki 
sygnałowe. H orm on w zrostu stym uluje fosforylację reszty 
tyrozyny w IRS-1 i IRS-2 (ang. insulin receptor substrates 1 
and 2) [37]. N atura  stym ulow anego horm onem  w zrostu 

oddziaływ ania jego receptora z IRS-1 
jest praw dopodobnie  inna, niż analo­
giczne oddziaływ anie z receptorem  
dla insuliny (IR). Być może w ym a­
gana jest obecność aktywnej kinazy 
JAK2. Fosforylacja reszty tyrozyny w 
IRS-1 i IRS-2 w  odpow iedzi na insu ­
linę lub horm on w zrostu  um ożliw ia 
pow staw anie miejsca w iązania dla 
specyficznych białek, zawierających 
dom eny SH2, włączając w  to SHPTP2 
(ang. SH2 protein-tyrosine phosphatase), 
Grb2 oraz podjednostkę regulatorow ą 
kinazy 3 '-fosfatydyloinozytolu (PI3)
0 masie cząsteczkowej rzędu  85kDa
[37], Kinaza PF bierze udział w  takich 
procesach, jak stym ulow any insuli­
ną transport glukozy, synteza DNA,
1 aktywacja p70rsk [10]. IRS-1 zawiera 
20 reszt tyrozyny, mogących ulegać 
fosforylacji, z których przynajmniej 
osiem jest fosforylowanych po stym u­
lacji insuliną [38], Różnice w  ak tyw a­
cji kinaz przez IRS-1 (w zależności od 
liganda) mogą być rezulta tem  fosfory­Rycina 1. Szlak sygnałow y horm onu w zrostu.
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lacji unikalnych reszt tyrozyny. Taka w szechstronna m oż­
liwość oddziaływ ania IRS-1 i IRS-2 z wieloma molekułami 
sygnałowym i sprawia, że cząsteczki te p raw dopodobnie  
są składowym i elem entam i szlaku sygnałowego horm onu 
wzrostu.

UWAGI KOŃCOWE

Jak zaprezentow ano powyżej, szlak sygnałowy hor­
m onu w zrostu  to skom plikow any proces biochemiczny 
(Ryc.l), którego poszczególne elementy składowe nie zo­
stały jeszcze do końca poznane. Pełne zrozum ienie tego 
m echanizm u mogłoby umożliwić racjonalne w ytłum acze­
nie laktogennego i galaktopoetycznego w pływ u egzogen­
nego horm onu w zrostu, jaki odnotow uje się po jego poda ­
niu krowom. Ponadto pozwoliłoby na zrozum ienie ew en­
tualnego w pływ u mutacji punktow ych, prow adzących do 
substytucji am inokw asów  w poszczególnych cząsteczkach 
białkowych elem entów szlaku osi somatotropowej, na 
ilość produkow anego mleka i jego skład. Specyficzne od ­
działyw anie (m.in. ograniczenie gatunkowe) m iędzy hor­
m onem  w zrostu  a receptorem  sprawia, że pole działania w 
tym  względzie jest niezwykle ograniczone.
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ABSTRACT
The substantial improvement in the studies on a very complicated mechanism — growth hormone signaling in a cell, has been noted in last 
decade. GH-induced signaling is characterized by activation of several pathways, including extracellular signal-regulated kinase (ERK), the 
signal transducer and activator of transcription and phosphatidylinositol-3 kinase (PI3) pathways. This review shows a current model of the 
growth hormone receptor dimerization, rotation of subunits and JAK2 kinase activation as the initial steps in the cascade of events. In the next 
stages of the signaling process, the GH-(GHR)2-(JAK2)2 complex may activate signaling molecules such as Stat, IRS-1 and IRS-2, and particu­
larly all cascade proteins that activate MAP kinase. These pathways regulate basal cellular functions including target gene transcription, en­
zymatic activity and metabolite transport. Therefore growth hormone is considered as a major regulator of postnatal growth and metabolism, 
probably for mammary gland growth and development too.
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Rola kanałów jonowych w  procesie apoptozy

STRESZCZENIE
W błonie plazmatycznej oraz w  mitochondrialnej błonie wewnętrznej i zewnętrznej w y ­
stępuje liczna grupa kanałów jonowych, które są odpowiedzialne nie tylko za prawidłowe  
funkcjonowanie komórek w warunkach fizjologicznych, ale uczestniczą również bezpo­
średnio w  procesie apoptozy. W komórkach apoptotycznych aktywowane kanały potasowe  
i chlorkowe błony plazmatycznej kontrolują objętość komórek oraz pośredniczą w regulacji 
aktywności proteaz i nukleaz. Kanały obecne w  błonie zewnętrznej i wewnętrznej mito- 
chondriów uczestniczą w  transporcie jonów oraz apoptogennych czynników z przestrzeni 
międzybłonowej do cytosolu. Podczas apoptozy bardzo ważną rolę w  uprzepuszczelnieniu  
zewnętrznej błony mitochondrialnej pełnią białka rodziny Bcl-2. W artykule zamieszczono  
najnowsze dane o roli kanałów jonowych w  komórkach apoptotycznych oraz o udziale bia­
łek Bcl-2 w  regulacji apoptozy.

WPROWADZENIE

A poptoza (program owana śmierć komórek) jest najbardziej powszechną for­
mą śmierci komórek zarówno podczas rozwoju i dojrzewania wielokomórko­
wych organizm ów  jak i w  procesach ich prawidłowego funkcjonowania. Roz­
różnienia apoptozy od nekrotycznej śmierci komórek dokonujemy na podstawie 
specyficznych zmian morfologicznych i biochemicznych: zmiany objętości ko­
mórek oraz integralności błony plazmatycznej, asymetrii lipidów, powstawania 
ciałek apoptotycznych, zmiany wewnątrzkom órkowego stężenia wapnia, frag- 
mentacji DNA i degradacji białek komórkowych [1].

Liczne publikacje na tem at indukcji apoptozy przez różnego typu  czynniki 
chem iczne oraz fizyczne są bogatym  źródłem  informacji o subkom órkow ej i 
m olekularnej regulacji tego procesu. Najbardziej intensyw nie prow adzone 
do tej pory  badania  dotyczyły przede w szystkim  poznania  procesów u w al­
niania apop togennych  białek z m itochondriów , pow stania apoptosom u, ak ­
tywacji kaspaz oraz oligonukleosom alnej degradacji DNA [2-4]. N atom iast 
znacznie mniej uw agi pośw ięcono roli i udziałow i białek transportu jących 
jony poprzez  błony kom órkow e podczas apoptotycznej śmierci komórek. 
Badania uczonych różnych ośrodków  naukow ych w skazują, że m ed ia to ra ­
mi apop tozy  są nie tylko proteazy, nukleazy i reak tyw ne form y tlenu, ale 
proces jest rów nież regulow any przez jony kom órkow e. Błona p lazm atyczna 
jak i zew nętrzna  i w ew nętrzna  błona m itochondrialna zaw ierają kanały p o ­
tasowe, chlorkow e, w apniow e oraz kanały anionow e zależne od potencjału 
b łonow ego (VDAC) [5], Kanały te nie tylko kontrolują objętość kom órek, ale 
podczas apop tozy  regulują także aktyw ność kaspaz i nukleaz [6-8], W mi- 
tochondriach  ponad to  w ystępują w ielobiałkow e kom pleksy zw ane m egaka- 
nałam i (MPTP — ang. mitochondrial permeability transition pore), kanały MAC 
(ang. mitochondrial apoptosis-induced channel) oraz kanały u tw orzone przez 
białka rodziny  Bcl-2. W ym ienione kanały aktyw ow ane są zarów no w ze ­
w nętrznym  (receptorow ym ) jak i w ew nętrznym  (m itochondrialnym ) szlaku 
apoptozy . Proces apoptozy  z udziałem  m itochondriów  przebiega pod kon ­
trolą regulatorow ych białek rodziny  Bcl-2 oraz m odulow any jest p rzez białka 
cytoplazm atyczne i lip idy błonow e [9-11].

AKTYWACJA KANAŁÓW JONOWYCH BŁONY PLAZMATYCZNEJ 
W ZEWNĘTRZNYM SZLAKU APOPTOZY

W zew nętrznym  szlaku apoptozy uczestniczą obecne w  błonie plazmatycz­
nej receptory śmierci rodziny TNF. Należy do niej najlepiej poznany receptor 
Fas(apo-l/  CD95) oraz receptory TNF-R1, TRAMP (DR3), TRAIL-R1 (DR4), 
TRAIL-R2 (DR5) i DR6. Receptor Fas po przyłączeniu liganda FasF ulega trime- 
ryzacji. Rozmieszczone w cytoplazmatycznych regionach Fas domeny śmierci w  
oddziaływ aniu z białkiem adaptorow ym  FADD tworzą kompleks sygnalizacyj-
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Rycina 1. U proszczone dw a główne szlaki apoptozy. (A) Szlak receptorow y (zewnętrzny), rozpoczynający 
się w  błonie plazm a tycznej. (B) szlak m itochondrialny (wewnętrzny), regulow any p rzez białka rodziny  Bcl-2 
obecne podczas apoptozy w  zewnętrznej błonie mitochondrialnej.

ny DISC, który aktywuje prokaspazę 8/10 do enzymatycz­
nie aktywnej kaspazy 8/10. Kaspaza 10 jest homologiem ka- 
spazy 8, który występuje tylko w tkankach człowieka. (Ryc.
1A). Dalsze etapy apoptozy stymulowanej przez receptor 
Fas zależą od typu komórek. W komórkach zawierających 
wysoki poziom aktywnej kaspazy 8 dochodzi do bezpo­
średniej aktywacji wykonawczej kaspazy 3 i proteolitycznej 
kaskady reakcji bez udziału mitochondriów. W przypadku

Czynnik indukujący 
apoptozę

Aktywacja kanałów K*

IlK'

Aktywacja kanałów Cl

Aktywacja proapoptotycznych 
sygnałów 
enzymów

APOPTOZA

Rycina 2. Udział kanałów  K+ i C l' w  indukcji apoptozy. C zynniki apoptotyczne 
aktywując kanały jonow e błony plazmatycznej prow adzą do w ycieku jonów  K+, 
Cl" i w ody do środow iska zew nętrznego oraz do apoptotycznej redukcji objętości 
komórek. Zm iany [K+]., [Cl"], jak i objętości kom órek m ogą pośredniczyć w  akty­
wacji kaspaz i endonukleaz.

komórek zawierających małe ilości kaspa­
zy 8, enzym trawi białko proapoptotycz­
ne Bad. Uwolniony aktywny polipeptyd 
znany jako tBid zapoczątkowuje akty­
wację innych białek uczestniczących w 
procesie apoptozy zależnej od mitochon­
driów (Ryc. IB). W nieobecności kaspazy 
8, białko Bid aktywowane jest także przez 
kaspazę 10 [12,13].

Podczas apoptotycznej śmierci ko­
mórek błona plazmatyczna zachow u­
je integralność, pomimo iż zachodzą w 
niej liczne zmiany zarówno właściwości 
strukturalnych jak i funkcjonalnych. W 
błonie plazmatycznej w procesie apop ­
tozy obserwowana jest eksternalizacja 
fosfatydyloseryny (PS) [14]. Translokacja 
PS z monowarstwy wewnętrznej błony 
do zewnętrznej monowarstwy wywołana 
jest wzrostem  aktywności skramblazy ak­
tywowanej przez jony Ca2+ oraz spadkiem 
aktywności translokazy aminofosfolipi- 
dów. Badania Ishii i wsp. [15] opubliko­
wane w 2005 roku sugerują, że fosfatydy- 
loseryna w komórkach apoptotycznych 
obecna jest w tych obszarach błony, w 
których występują również tratw y lipi­

dowe. Zaobserwowano, że kiedy dochodzi do uszkodzenia 
tratw równocześnie maleje liczba komórek apoptotycznych 
zawierających fosfatydyloserynę w warstwie powierzch­
niowej błony plazmatycznej. W komórkach apoptotycznych 
notowana jest także zmiana płynności błony plazmatycznej 
oraz aktywacja kanałów jonowych [7],

AKTYWACJA KANAŁÓW POTASOWYCH

We wczesnych etapach apoptozy komórki kurczą się 
i dochodzi do wycieku jonów K+, Cl' oraz w ody (Ryc. 2). 
Apoptotyczna redukcja objętości komórek (AVD) jest 2-eta- 
powym  procesem. Pierwsza faza zmiany objętości komórek 
obserwowana jest p rzed uwalnianiem cytochromu c z mito­
chondriów i aktywacją kaspaz [16,17]. Druga faza zmniej­
szenia rozm iarów komórki związana jest z fragmentacją 
jąd ra /D N A  [18]. Oznacza to, że w  komórkach apoptotycz­
nych obie fazy AVD indukow ane są na drodze różnych m e­
chanizmów, podczas których w obu przypadkach dochodzi 
do aktywacji kanałów jonowych i transporterów. Krytyczną 
rolę w regulacji objętości komórek jak i w procesie apoptozy 
pełnią kanały potasowe oraz w  mniejszym stopniu kanały 
chlorkowe. W komórkach apoptotycznych jony potasowe 
wyciekają z komórek zarówno poprzez kanały potasowe, 
jak i drogą sym portu razem z jonami chlorkowymi, bądź 
wiązanego antyportu K+/ H +-C 1 '/H C 03'  (Ryc. 3) [19]. Pod­
czas apoptozy stężenie wewnątrzkom órkowego potasu 
[K+], maleje do 50 mM w fibroblastach [20] oraz do 35-50 
mM w apoptotycznych tymocytach i limfocytach [21,22], W 
większości przypadków  komórki tolerują 20-30% spadek 
zawartości całkowitego stężenia jonów K+. Po przekrocze­
niu stężenia [K+]. <50% komórki wkraczają na drogę apop ­
tozy [23], Rycina 4 przedstaw ia w  porządku chronologicz­
nym procesy apoptotyczne w  komórkach regulowane przez
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Rycina 3. R ozm ieszczenie jonów  K+, N a+, Ca2+ i Cl" po obu stronach błony pla- 
zmatycznej oraz  kierunki ich przep ływ u w  kom órkach apoptotycznych. Jony w y­
pływają z cytosolu poprzez kanały jonow e oraz drogą sym portu  i antyportu.

jony K+. Inicjatorami apoptozy stymulowanej przez jony K+ 
mogą być receptory śmierci TNFa i Fas, prowadzące do 
aktywacji kanałów potasowych w błonie plazmatycznej, a 
w kolejnych etapach apoptozy do zmiany przewodnictwa 
kanałów potasowych błony mitochondrialnej. Apoptotycz- 
na redukcja objętości komórek poprzedzona jest szeregiem 
zmian zachodzących w mitochondriach: zwiększoną pro ­
dukcją reaktywnych form tlenu (RFT), spadkiem zawartości 
ATP i zaham ow aniem  aktywności N a+,K+-ATPazy. Kolejne 
etapy apoptozy, zarówno zależne od kaspazy jak i nieza­
leżne, dotyczą aktywacji procesów degradacji DNA i białek 
prowadzących do śmierci komórek.

Jony K+, pełniące funkcję regulatorów różnych enzymów 
w wielu typach komórek w procesie apoptozy wyw iera­
ją również znaczący w pływ  na białka odpowiedzialne za 
śmierć komórek. H ughes i wsp. [18,22] oraz Bortner i Ci- 
dlowski [24] donoszą, że spadek wewnątrzkomórkowego 
stężenia jonów K+ nie tylko powoduje aktywację kaspazy 
3 i endonukleazy, ale również przyspiesza uwalnianie cy- 
tochromu c z limfocytów. Aktywacja kaspazy i nukleazy 
była całkowicie ham ow ana w  środowisku zawierającym fi­
zjologiczne (~140mM) stężenie [K+].. Wysokie stężenia [K+]. 
blokują także tworzenie apoptosom u oraz apoptozę indu ­
kowaną przez receptory śmierci [25,26]. W wielu typach 
komórek skutecznymi inhibitorami apoptozy są związki 
hamujące funkcjonowanie kanałów potasowych: sole tetra- 
metylo-amoniowe (TEA), tetrapentylo-amoniowe (TPeA),
4-am inopirydyna (4-AP), chinina, chinidyna [22,23,27].

W błonach komórek apoptotycznych w procesie uwalnia­
nia jonów K+ uczestniczą przede wszystkim kanały zależne 
od napięcia błony (KJ. Aktywacja kanałów potasowych 
jest jedną z pierwszych odpowiedzi komórek nowotworo­
wych człowieka i gryzoni w  procesie apoptozy indukow a­
nej przez receptory śmierci TNF [28], W proapoptotycznym 
wypływie jonów K+ z komórek pośredniczą również kanały 
aktywowane przez Ca2+ (KCa) oraz kanały wrażliwe na ATP 
(KATp) [23], Inhibitorami aktywacji kanałów potasowych są 
antyapoptotyczne białka Bcl-2 [29]. Mechanizmy interakcji

Bcl-2 z kanałami potasowymi nie są jeszcze poznane. Do­
tychczasowe wyniki badań nad rolą jonów K+ w apoptozie 
nie pozwalają jednoznacznie określić czy spadek [K+], należy 
uznać za czynnik indukujący śmierć komórek czy przyjąć, 
że zaburzenia poziomu jonów K+ są konsekwencją proce­
sów towarzyszących procesowi apoptozy. Yu [23] na pod­
stawie własnych badań oraz innych autorów [21,22] sugeru­
je, że, pomimo iż redukcja wewnątrzkomórkowego stężenia 
jonów K+ jest konieczna i prawdopodobnie powszechna w 
apoptotycznej śmierci komórek, to w  wielu przypadkach 
potrzebne są dodatkowe sygnały aktywujące apoptozę, aby 
wspólnie z obniżonym [K+], mogła być skutecznie realizo­
wana program ow ana śmierć komórek.

AKTYWACJA KANAŁÓW CHLORKOWYCH 
I WAPNIOWYCH

W komórkach apoptotycznych z wypływem  jonów K+ 
jednocześnie obserwowany jest wypływ  jonów CL. Wzrost 
zawartości pozakomórkowych jonów chlorkowych wywie­
ra istotny w pływ  na AVD i praw dopodobnie również na 
kolejne fazy apoptozy. W błonie plazmatycznej w procesie 
apoptozy udział biorą kanały chlorkowe aktywowane przez 
jony Ca2+ (Clt i) i kanały wrażliwe na zmiany objętości ko­
mórek [7,16]. O udziale jonów CL w apoptozie świadczą 
m. in badania przeprow adzone w obecności związków 
blokujących aktywację kanałów. Szabo i wsp. [30] donoszą 
o ham ow aniu przez DIDS i DPC apoptozy indukowanej 
przez receptor CD95 w  limfocytach T. Antagoniści kanałów 
chlorkowych zapobiegają także uwalnianiu cytochromu c, 
aktywacji kaspazy 3 oraz fragmentacji DNA [31,32],

Aktywacja kanałów wapniowych w błonie plazmatycz­
nej powoduje przede wszystkim zwiększony transport tych 
jonów do komórek, co prow adzi do wzrostu ich objętości, a 
w  kolejnych etapach do nekrotycznej śmierci. Dane o udzia­
le jonów Ca2+ w apoptozie są kontrowersyjne. Wynika z 
nich, że um iarkowany wzrost wewnątrzkom órkowego stę­
żenia jonów w apnia [Ca2+]., szczególnie w pierwszym okre­
sie zmian, może pośredniczyć w przekazywaniu sygnałów 
indukujących apoptozę [33]. Natomiast wzrost [Ca2+], w 
ostatniej fazie apoptozy prow adzi do aktywacji proteaz i 
endonukleaz [34-36], Powyższe spostrzeżenia sugerują, że 
jakkolwiek jony Ca2+ wywierają istotny wpływ na funkcjo­
nowanie komórek, zmiana samego tylko stężenia [Ca2+], nie 
jest zdolna do bezpośredniej indukcji apoptozy. Jony Ca2+ 
mogą natomiast aktywnie uczestniczyć w przekazywaniu 
sygnałów apoptotycznych prowadzących do aktywacji ka­
nałów KCa, ClCa oraz transporterów tych jonów obecnych w 
błonie plazmatycznej komórek.

KANAŁY ANIONOWE REGULOWANE PRZEZ 
POTENCJAŁ BŁONOWY (VDAC)

W błonie plazmatycznej kom órek praw idłow ych oraz 
apoptotycznych w ykryto kanał aniono-selektywny re­
gulow any przez zm iany potencjału błonowego (VDAC1) 
będący izoformą 1 kanału VDAC dotychczas znanego w 
zewnętrznej błonie mitochondrialnej [8,37], Izoformy za­
sadniczo zachowują podstaw ow e właściwości VDAC, ale 
w zależności od typu kom órek mogą pełnić różne funk­
cje regulatorowe. Kanałowi VDAC1 błony plazm atycz­
nej przypisyw ano zdolność w iązania plazm inogenu [38],
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Rycina 4. Regulacja apoptozy p rzez jony K+. Aktywacja kanałów  potasow ych przez receptory śmierci in­
dukuje szereg zm ian w błonie plazm atycznej i m itochondrialnej komórek, które prow adzą  do uw alniania 
cytochrom u c z m itochondrium , aktywacji kaspaz oraz degradacji DNA i białek [wg 23].

steroidów [39] oraz właściwości reduktazy NADH:żela- 
zicyjanek [40]. Kolejne badania potwierdziły, że redukta- 
za NADHiżelazicyjanek, o masie cząsteczkowej około 35 
kDa, w yizolowana z błon plazm atycznych jest identyczna 
z VDAC1. Białko może uczestniczyć w transporcie żelaza 
oraz regulując poziom N A D H /N A D + może także m odu ­
lować proces apoptozy [41]. Kanały te są konstytutyw nie 
obecne w błonie plazmatycznej komórek praw idłow ych i 
apoptotycznych, ale w  formie aktywnej występują tylko 
w komórkach, które wkroczyły na drogę apoptozy [42], 
VDAC1 pełni różną funkcję w błonie plazmatycznej obu 
typów komórek. W komórkach praw idłow ych jest odpo ­
wiedzialny za u trzym anie gradientu potencjału błonow e­
go, zaś w  komórkach apoptotycznych uczestniczy w trans­
porcie anionów do środowiska zew nętrznego w pierw ­
szych etapach apoptozy [42],

Elinder i wsp. [42] aktywację kanału VDAC1 obserwowa­
li w błonie plazmatycznej dwóch linii komórek nerwowych, 
HT22 i SK-N-MC podczas apoptozy indukowanej przez 
2,3-dimetoksy-l,4 naftochinon i 7,8-tlenek styrenu. W obu 
przypadkach inhibitory kanału, anty-VDACl przeciwciała, 
hamowały wyciek anionów oraz apoptotyczną śmierć ko­
mórek. Pomimo poczynionych znacznych postępów w ba­
daniach właściwości VDAC1 błon plazmatycznych koniecz­
ne są dalsze prace, które wyjaśnią budowę i rolę kanału w 
komórkach prawidłowych a także funkcję jaką pełni białko 
w apoptozie indukowanej przez różne czynniki chemiczne i 
fizyczne w różnego typu komórkach.

AKTYWACJA KANAŁÓW JONOWYCH W 
WEWNĘTRZNYM SZLAKU APOPTOZY

Kluczową funkcję w  w ew nętrznym  szlaku apoptozy 
pełnią mitochondria (Ryc. IB). Pod w pływem  czynników 
uszkadzających DNA oraz w obecności białka Bid, a w ła­
ściwie jego aktywnej formy tBid, dochodzi do aktywacji 
mitochondriów, podczas której z przestrzeni międzybłono- 
wej uwalniany jest do cytosolu cytochrom c oraz inne białka 
apoptogenne [43,44].

W komórkach apoptotycznych uwolniony 
cytochrom c razem z Apaf-1 i dATP/ ATP tw o­
rzy apoptosom aktywujący prokaspazę 9. W 
kolejnym etapie aktywna kaspaza 9 aktywuje 
kaspazy wykonawcze 3,6,7 odpowiedzialne 
za destrukcję komórek. W komórkach prawi­
dłowych cytochrom c uczestniczy w łańcuchu 
oddechowym mitochondriów, a jego podsta­
wową funkcją jest transport elektronów po­
między kompleksem III (reduktaza ubichinol 
— cytochrom c) a kompleksem IV (oksydaza 
cytochromowa). Dotychczas wiadomo było, 
że cytochrom c w mitochondriach występuje 
w  formie niezwiązanej oraz przyłączony jest 
do zewnętrznej powierzchni wewnętrznej 
błony mitochondrialnej. Ciekawych danych 
o rozmieszczeniu cytochromu c w  mitochon­
drialnej błonie wewnętrznej dostarczyły bada­
nia Brdiczki i wsp. [45]. Na podstawie analizy 
subfrakcji mitochondriów nerek, otrzymanych 
metodą wirowania w  gradiencie sacharozy, 
stwierdzono, że 25% cytochromu c zawierają 

miejsca kontaktowe łączące błonę wewnętrzną z błoną ze­
wnętrzną organelli. Pozostałe 75% białka występuje w kri- 
stach mitochondrialnych.

Przepuszczalność błony zewnętrznej jak i wewnętrznej bło­
ny mitochondrialnej dla jonów i substratów regulowana jest 
przez dwa różne mechanizmy. Przepuszczalność błony we­
wnętrznej kontrolowana jest przez megakanał MPTP, a akty­
wacja kanału przez jony Ca2+ i czynniki indukujące stres oksy­
dacyjny prowadzi do zaburzenia procesów energetycznych i 
nekrotycznej śmierci komórek. Proces uprzepuszczelnienia 
mitochondrialnej błony zewnętrznej regulowany jest przez 
białka rodziny Bcl-2. Białka te kontrolują zarówno uwalnianie 
białek apoptogennych z mitochondriów do cytosolu jak i regu­
lują transport jonów w  procesie apoptozy [46,47],

CHARAKTERYSTYKA BIAŁEK RODZINY Bcl-2

Białka należące do rodziny Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2) 
zbudowane są z 1-4 dom en BH (ang. Bcl-2 homology doma- 
ins), które decydują o właściwościach poszczególnych grup 
białek. W prawidłowych komórkach białka Bcl-2 w ystępu­
ją w  zewnętrznej błonie mitochondrialnej, błonie jądrowej i 
siateczki śródplazmatycznej oraz w cytosolu. W komórkach 
apoptotycznych białka cytoplazmatyczne przemieszczają się 
do zewnętrznej błony mitochondrialnej [48,49]. Ze względu 
na strukturę i pełnione funkcje białka Bcl-2 dzielimy na 3 gru­
py: 1 /  antyapoptotyczne, 2 /  proapoptotyczne wielodome- 
nowe i 3 /  proapoptotyczne zawierające tylko domenę BH3 
(Ryc. 5) [50,51], Białka antyapoptotyczne nazywane są także 
białkami przeżycia. Do najbardziej znanych należą: Bcl-2, 
Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1. Białka te zawierają domeny BH1-BH4, 
ale tylko domena BH4 konieczna jest do pełnienia funkcji an- 
tyapoptotycznych. Antyapoptotyczny mechanizm działania 
białek polega na bezpośrednim oddziaływaniu z białkami 
proapoptotycznymi. Przyłączenie białka Bcl-2 hamuje pro­
ces oligomeryzacji białek proapoptotycznych oraz tworze­
nie porów /kanałów  w zewnętrznej błonie mitochondrialnej 
[52,53]. Białka proapoptotyczne wielodomenowe zawierają
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PROAPOPTOTYCZNE

W ielodomenowe

BAX
BAK
BOK/MTD

Zawierające tylko domenę BH3

BID
BAD
BIK/NBK
BLK
HRK
BIM/BOD
BNIP3
NIX
NOXA

Rycina 5. Struk tu ra  białek rodziny  Bcl-2. Białka pro- i antyapoptotyczne różnią 
się liczbą dom en BH oraz w ystępow aniem  transbłonowej, hydrofobowej dom e­
ny TM. O bszary pom iędzy dom eną BH4 i BH3 pełnią funkcję regulatorow ą. Za 
tw orzenie kanałów  odpow iedzialne są regiony BH1-BH2, a w procesie oligome- 
ryzacji uczestniczą dom eny BH1, BH2 i BH3.

BH1-BH3 domeny. W przeciwieństwie do białek antyapopto- 
tycznych bezpośrednio uczestniczą w programowanej śmier­
ci komórek. Do grupy tej należą białka Bax, Bak oraz Bok, Bcl- 
Xs [43]. Pomimo iż białka te zawierają identyczne, zachowane 
w ewolucji domeny, ich subkomórkowa lokalizacja jest cał­
kowicie różna. Bak jest transbłonowym białkiem zewnętrznej 
błony mitochondrialnej i nie zmienia swojej lokalizacji w ko­
mórkach apoptotycznych. Z kolei Bax występuje głównie w 
cytosolu oraz jako peryferyczne białko mitochondrialne [54]. 
W warunkach fizjologicznych Bax występuje w stanie nie­
aktywnym. W odpowiedzi na apoptotyczne sygnały białko 
zmienia swoją konformację. Podczas aktywacji Bax dochodzi 
do odsłonięcia N-terminalnej domeny oraz modyfikowane 
są C-terminalne regiony białka (Ryc. 6). Aktywne białko Bax 
przenoszone jest do zewnętrznej błony mitochondrialnej, w

miejsca niekontaktowe 
mitochondrialnej 

błony zewnętrznej

oligomeryzacja
Bax/Bak

Bcl-XL

Nieaktywne 
cytoplazmatyczne 
białko Bax

Aktywne 
białko Bax

Zewnętrzna błona 
mitochondrialna

Rycina 6. M odel aktywacji białka Bax. W kom órkach praw idłow ych Bax w ystę­
puje w  cytosolu, a jego C-term inalny region znajduje się w  hydrofobowej kieszeni 
utw orzonej p rzez dom eny BH1, BH2 i BH3. W kom órkach apoptotycznych Bax 
zm ienia konformację po przyłączeniu aktywnej formy proapoptotycznego białka 
Bid (tBid). A ktyw ne białko Bax z odsłoniętym  regionem  N -term inalnym  i zm o­
dyfikow anym  C -term inalnym  przem ieszcza się do zewnętrznej błony m itochon­
drialnej gdzie ulega oligomeryzacji.

której zarówno Bax jak i obecne w niej białko Bak ulegają oli­
gomeryzacji i tworzą pory bądź kanały jonowe. Aktywację 
Bax i Bak stymuluje białko Bid a także białko p53, endofili- 
na BI i białko ASC [54-55]. Inhibitorami procesu aktywacji 
białek są: humanina, Ku70, białka ARC, 14-3-3 oraz białka 
szoku cieplnego HspóO i Hsp70 [54,56]. Do trzeciej grupy na­
leżą białka proapoptotyczne zawierające tylko domenę BH3 
(białka domeny BH3). Białka nazywane są także mediatora­
mi apoptozy, gdyż pośredniczą w przekazywaniu sygnałów 
śmierci do wielodomenowych białek proapoptotycznych Bax 
i Bak [57], Większość białek grupy 3 (Bid, Bim, Bmf, Bad, Bik, 
Puma, Noxa) w odpowiedzi na proapoptotyczne sygnały po 
przekształceniu w aktywne cząsteczki przenoszona jest z cy­
tosolu do mitochondrium [43], Aktywowane transkrypcyjnie 
bądź potranslacyjnie białka domeny BH3 przyłączają się do 
proapoptotycznych i antyapoptotycznych białek, powodując 

odpowiednio ich oligomeryzację bądź 
inaktywację. Ważną rolę w procesie 
uprzepuszczelnienia zewnętrznej bło­
ny mitochondrialnej i wycieku cyto- 
chromu c do cytosolu pełni białko Bid 
[54,58],

Bid(tBid)

miejsca kontaktowe 
mitochondrialnej 

błony zewnętrznej 
[interakcja z kardiolipiną (CL)]

reorganizacja
krist

mitochondrialnych

utlenienie lipidów, CL

antyoksydanty

depolaryzacja

R ycina 7. Aktywacja m itochondriów  przez białka proapoptotyczne Bid. tBid przyłącza się do mitochondrialnej 
błony zew nętrznej do obszarów  bogatych w białka proapoptotyczne B ax/ Bak (A) oraz do miejsc kontaktow ych 
łączących m itochondrialną błonę w ew nętrzną z błoną zewnętrzną. Miejsca kontaktow e zawierają tBid, kardiolipinę 
i cytochrom  c (B). tBid oddziałując z MPTP indukuje uw alnianie cytochrom u c z krist m itochondrialnych po odłą ­
czeniu cytochrom u c od  utlenionej kardiolipiny p rzez reaktyw ne form y tlenu (RFT) (C).

KANAŁY UCZESTNICZĄCE W 
TRANSPORCIE CYTOCHROMU c

Znane są co najmniej dw a różne 
m echanizm y uw alniania cytochromu 
c z m itochondriów  do cytosolu regu ­
lowane przez proapoptotyczne biał­
ko Bid [59]. W zależności od miejsca 
lokalizacji Bid w zewnętrznej błonie 
mitochondrialnej, białko indukuje 
oligomeryzację w ielodom enow ych 
białek proapoptotycznych B ax /Bak 
bądź inicjuje procesy prow adzące do 
reorganizacji krist m itochondrialnych 
(Ryc. 7). Pierwszy m echanizm  uwal-

Postępy Biochemii 52 (4) 2006 377http://rcin.org.pl



niania cytochromu c oparty jest na interakcji białko-białko 
w obszarach zewnętrznej błony mitochondrialnej boga­
tych w białka proapoptotyczne (Rye. 7A). Proces oligome- 
ryzacji białek Bax i Bak oraz kolejne etapy prow adzące do 
uprzepuszczelnienia błony zewnętrznej nie są dokładnie 
poznane. Z badań  wielu autorów  wynika, że proapopto ­
tyczne białka Bax i Bak, aktyw ow ane przez tBid tworzą 
w m odelowych błonach lipidowych po ry /k an a ły  jonowe 
[60-62], Rozmiary porów  utw orzonych przez Bax są w y­
starczająco duże dla cytochromu c ale nie dla większych 
białek uwalnianych z m itochondriów [62], Białko Bax ak­
tywowane przez tBid tylko w obecności lipidów  tworzy 
w liposomach pory przepuszczalne dla 2 MDa dekstranu, 
poprzez które może być także uw alniany cytochrom c jak i 
inne apoptogenne czynniki [63]. Poprzez kanały B ax /Bak 
transportow any jest niezwiązany cytochrom c. Tworzenie 
kanałów oraz wyciek cytochromu c do cytosolu ham ow a­
ne są przez konstytutyw nie obecne w zewnętrznej błonie 
mitochondrialnej antyapoptotyczne białka Bcl-2 [46], Rolę 
białek Bax/ Bak w procesie uw alniania cytochromu c z m i­
tochondriów do cytosolu jak i ich udział w  regulacji apop- 
tozy potw ierdzono na komórkach myszy pozbaw ionych 
obu białek. W komórkach nie zawierających Bax i Bak, w 
odpow iedzi na sygnał śmierci, nie obserwowano uprze ­
puszczelnienia zewnętrznej błony mitochondrialnej [64], W 
przypadku drugiego typu m echanizm u uw alniania cyto­
chrom u c z m itochondriów w procesie apoptozy m am y do 
czynienia z występow aniem  interakcji białko-kardiolipina 
w regionach błony zewnętrznej zawierającej niewielkie ilo­
ści Bax i Bak [59], Mając na uwadze, że tBid występuje tyl­
ko w zewnętrznej błonie mitochondrialnej a kardiolipina 
głównie w błonie wewnętrznej m itochondriów, interakcje 
tBid — kardiolipina w  komórkach apoptotycznych mogą 
zachodzić w  miejscach kontaktowych łączących obie bło­
ny m itochondrialne (Ryc. 7b). Obecność kardiolipiny w 
miejscach kontaktowych potw ierdzono stosując barwnik, 
oranż 10-nonyl-akrydyny, selektywnie łączący się z fosfo- 
lipidem [65]. O w ystępow aniu tBid w miejscach kontakto­

wych donoszą prace Luttera i wsp. [66] wykorzystujące do 
badań  m ikroskop elektronowy. Bezpośredniego dow odu 
na w ystępow anie interakcji pom iędzy t-Bid a kardiolipiną 
w m itochondriach dostarczyły również oznaczenia lipi­
dów  w yekstrahow anych z m itochondriów  traktow anych 
tBid w oparciu o m etodę spektroskopii masowej [65], In­
terakcje zachodzące pom iędzy t-Bid a kardiolip iną mogą 
także prowadzić do zm iany przepuszczalności w ew nętrz ­
nej błony mitochondrialnej, regulowanej p rzez m egakanał 
MPTP (Ryc. 7c). Sprzężone z funkcjonow aniem  megaka- 
nału procesy depolaryzacji m itochondriów  oraz reakcje 
generowania RFT prow adzą w kolejnych etapach do u tle ­
niania lipidów, w  tym  rów nież kardiolipiny i zm ian s truk ­
turalnych krist m itochondrialnych [65,67]. N a tym  etapie 
reaktyw ne formy tlenu nie tylko pow odują utlenianie kar­
diolipiny, ale także przyspieszają dysocjację kom pleksu 
cytochrom c — kardiolipina i uw alnianie cytochrom u z 
miejsc kontaktow ych oraz zm agazynow anego w  kristach 
mitochondrialnych. M echanizm uw alniania cytochrom u c 
oparty  na interakcji tBid — kardiolipina nie jest ham ow a­
ny przez antyapoptotyczne białka Bcl-2, ale w  obecności 
cyklosporyny A, inhibitora m egakanału [59,67],

O statnio zaproponow ano  now y m echanizm  uw aln ia ­
nia cytochrom u c z przestrzen i m iędzybłonow ej do cyto­
solu po odkryciu w  zew nętrznej błonie m itochondrialnej 
kanału MAC (ang. mitochondrial apoptosis-induced channel). 
Kanał ten pow staje w  m itochondriach podczas w czesnych 
etapów  apoptozy  i transportu je  cytochrom  c poprzez  in ­
tegralną zew nętrzną  błonę m itochondrialną [68,69]. Po­
nad to  w iadom o, że średnica kanału MAC w ynosi > 5 nm 
i jest w ystarczająco duża  dla cząsteczek cytochrom u c o 
średnicy ~ 3 nm, uw aln ianych  z m itochondriów . A ktyw ­
ne kanały MAC w ykryto  w m itochondriach  na szlaku 
w ew nętrznym  apoptozy  fibroblastów em brionów  myszy, 
kom órek HeLa oraz w  różnych klonach kom órek hema- 
topoetycznych FL512 [70], Istnieją rów nież  dow ody, że 
kanał MAC jest regulow any przez białka rodziny  Bcl-2 
[68,71].

Rycina 8. M echanizm uprzepuszczelnienia mitochondrialnej błony zewnętrznej. N iezw iązany cytochrom  c w y ­
cieka przez kanały Bax/Bak (A). C ytochrom  c obecny w  kristach m itochondrialnych uw alniany jest do  cytosolu 
przez m egakanał MPTP oraz poprzez kanały VDAC i MAC (B).

W kom órkach apopto tycznych , w 
p rzestrzen i m iędzybłonow ej m itochon­
driów , oprócz cytochrom u c znajdują 
się następujące białka: Sm ac/DIABLO, 
AIF, endonukleaza G, H trA 2 /O m i 
(Ryc. 8). C harak terystyka i funkcja 
białek apoptogennych, uczestn iczą­
cych w procesie apop tozy  szlaku mi- 
tochondrialnego, om ów iona została w 
artykule  Bednarek i Kiliańskiej o p u ­
b likow anym  w Postępach Biochemii 
w  2005 roku [72], N atom iast dok ładny  
m echanizm  uw aln ian ia  tej g rupy  białek 
z m itochondriów  do cytosolu nie jest 
znany. Wielu au torów  sugeruje, że w y ­
m ienione białka apop togenne m ogą być 
uw aln iane z m itochondriów  do cytoso­
lu, podobnie  jak cytochrom  c, poprzez  
kanały u tw orzone przez  p ro ap o p to ­
tyczne w ielodom enow e białka B a x /Bak 
jak rów nież za pośrednic tw em  kanałów  
VDAC [73,74],
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MITOCHONDRIALNY KANAŁ VDAC

W zewnętrznej błonie mitochondrialnej występuje kanał 
anionowy regulowany przez zmiany potencjału błonowego 
(VDAC). Kanał ten często jest utożsamiany z poryną, zacho­
wanym w ewolucji, integralnym białkiem mitochondrialnym. 
Jednak Colombini, ze względu na niejasność pochodzenia 
ewolucyjnego VDAC, uważa, że nazwa „mitochondrialna 
poryna" jest zwodnicza [74]. Mitochondrialny kanał VDAC 
jest przepuszczalny dla cząsteczek o masie cząsteczkowej nie 
przekraczającej 5000 Da: ATP, ADP, fosfokreatyny, anionów, 
1 i 2-wartościowych kationów. Metabolity i jony są przeno­
szone z przestrzeni międzybłonowej do cytosolu jak i w  kie­
runku przeciwnym [75]. VDAC występuje w trzech stanach 
funkcjonalnych. Kanał w  stanie otwartym (o dużym  prze­
wodnictwie) jest przepuszczalny głównie dla anionów. Kanał 
o niskim przewodnictwie, w stanie zamkniętym jest dostępny 
dla kationów [8]. Ostatnio wykryto nowy stan funkcjonalny 
VDAC, o dużym  przewodnictwie, przepuszczalny dla ka­
tionów [76]. Strukturalne modyfikacje, zachodzące podczas 
zmiany stanu przewodnictwa kanału nie są znane.

Istnieją różne hipotezy na temat funkcjonowania VDAC 
w zewnętrznej błonie mitochondrialnej i udziału kanału w 
przenoszeniu apoptogennych białek z mitochondriów do 
cytosolu. V ander H eiden i wsp. [77] sugerują, że proapop- 
totyczne białka z m itochondriów uwalniane są podczas 
stanu zamkniętego VDAC. W tym czasie zablokowana jest 
wymiana ATP i ADP pomiędzy cytosolem a matriks mito- 
chondrialną oraz dochodzi do nagrom adzenia fosfokreaty­
ny w przestrzeni międzybłonowej. Akumulacja fosfokreaty­
ny wskazuje, że to nie mitochondrialna błona wewnętrzna, 
ale błona zew nętrzna stanowi barierę dla przepływających 
cząsteczek. Nie jest wyjaśnione w jaki sposób dochodzi do 
uwolnienia białek apoptogennych poprzez zamknięty kanał 
VDAC. Badania wykonane na modelowych błonach lipido­
wych oraz po w prow adzeniu białek Bcl-X[ i Bid do synapsy

kałamarnicy olbrzymiej, wykazały, że VDAC regulowany 
jest przez rodzinę białek Bcl-2. Badania te sugerują, że an- 
tyapoptotyczne białko Bcl-XL promuje otwarty stan VDAC 
oraz ułatwia przenikanie metabolitów przez zewnętrzną 
błonę mitochondrialną [78]. W przeciwieństwie do Bcl-XL, 
proapoptotyczne białko Bid stymuluje stan zamknięty ka­
nału [79]. Powyższe doniesienia wskazują, że metabolity i 
białka apoptogenne są przenoszone z przestrzeni między­
błonowej do cytosolu podczas różnych stanów funkcjonal­
nych VDAC. Transport metabolitów jak i białek jest ham o­
wany przez NADH, który nie tylko moduluje właściwości 
kanału, ale także w  określonych warunkach indukuje jego 
zamknięcie [74].

Kolejna hipoteza zakłada występowanie bezpośredniego 
oddziaływania pomiędzy proapoptotycznym białkiem Bax 
a VDAC. Badania przeprowadzone na łiposomach oraz na 
płaskich błonach lipidowych sugerowały, że Bax oddziałując 
z VDAC tworzy nowy, duży kanał przepuszczalny dla cyto- 
chromu c [80]. Powstawanie tego typu kanałów kwestionuje 
Rostovtseva i wsp. [79], Ta grupa badaczy uważa, że zarówno 
monomery jak i oligomery Bax nie oddziałują bezpośrednio z 
VDAC wyizolowanym z mitochondriów ssaków. Z kolei Shi 
z liczną grupą współpracowników sugerują, że przynajm­
niej in vitro białka Bcl-XL i Bax, bezpośrednio oddziałując z 
VDAC1, tworzą heterotrimeryczny kompleks VDAC1/Bax/ 
Bcl-XL. Konformacja kanału VDAC1 w tym kompleksie regu­
lowana jest przez stosunek Bax/Bcl-XL [81].

Niektórzy autorzy łączą VDAC z megakanałem MPTP, 
który spaja mitochondrialną błonę w ewnętrzną z błoną ze­
wnętrzną. MPTP jest wielobiałkowym kompleksem, w skład 
którego oprócz VDAC wchodzą: translokaza nukleotydów 
adeninowych (ANT), obecna w błonie wewnętrznej, recep­
tor benzodiazepiny, kinaza kreatynowa, heksokinaza oraz 
cyklofilina D [9,10]. Czynniki indukujące apoptozę, które 
powodują osmotyczne pęcznienie matriks, powodują tak­

że często rozerwanie zewnętrz­
nej błony mitochondrialnej [10], 
W tym przypadku VDAC może 
modulować przepuszczalność 
błony zewnętrznej, ale nie jest ko­
nieczny podczas uwalniania bia­
łek apoptogennych z przestrzeni 
międzybłonowej do cytosolu.

KANAŁY I PRZENOŚNIKI 
JONÓW W WEWNĘTRZNEJ 
BŁONIE MITOCHONDRIALNEJ

W wewnętrznej błonie mito­
chondrialnej na szczególną uw a­
gę zasługują kanały chlorkowe 
(mitoCl) oraz kanały potasowe 
(mitoK) (Ryc. 9). Kanały chlor­
kowe, regulując przemieszczanie 
się komórkowych anionów, de­
cydują o potencjale błonowym, 
wewnątrzkom órkowym  pH  i ob­
jętości komórek [82]. Ekspresja 
genów kanałów chlorkowych jest 
regulowana przez dwa czynniki 
proapoptotyczne, białko p53 i

VDAC

Wewnętrzna 
btona mitochondrialna

Rycina 9. Kanały jonow e zew nętrznej i w ew nętrznej błony m itochondrialnej uczestniczące w regulacji apoptozy. Kanały 
błony zew nętrznej uczestniczą w  transporcie z m itochondrium  do cytosolu zarów no jonów  jak i apoptogennych czynni­
ków, w  tym  rów nież cytochrom u c / zm odyfikow any [wg 19]/.
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TNFa a zmiany przepuszczalności wewnętrznej błony dla 
jonów Cl“ prowadzą do aktywacji kanałów w  zewnętrznej 
błonie mitochondrialnej i do apoptozy [19,83].

W błonie wewnętrznej mitochondriów funkcjonują dwa 
typy kanałów potasowych, aktywowane przez jony Ca2+ 
(mitoKCa) oraz hamowane przez ATP (mitoKATp) [84,85]. 
Poprzez te kanały jony K+ transportowane są do matriks 
mitochondrialnej a ich nadm iar w ydalany jest do prze­
strzeni międzybłonowej na drodze anty portu K+/ H + [86]. 
M itochondrialne KATp wykryto w  neuronach, kardiomiocy- 
tach oraz w wątrobie [87-89]. Kanały mitoKATP, uczestniczą 
także w regulacji objętości mitochondriów oraz odpow ie­
dzialne są za utrzymanie gradientu pH  i transbłonowego 
potencjału. Czynniki apoptotyczne jak etopozyd powodują 
w  komórkach HL-60 aktywację kanałów mitoKATp, zwięk­
szony transport jonów K+, pęcznienie mitochondriów oraz 
uwalnianie cytochromu c [90], Transport jonów K+ do mito­
chondriów  komórek apoptotycznych blokowany jest przez
5-hydroksydekanat, inhibitor kanałów mitoKATp. Białka ro­
dziny Bcl-2 regulują stopień uszkodzenia mitochondriów 
oraz kontrolują poziom mitochondrialnych jonów K+. An- 
tyapoptotyczne białka Bcl-2 stymulują wydalanie jonów K+ 
z m itochondriów. Z kolei proapoptotyczne białko Bid, które 
podczas apoptozy przemieszcza się do zewnętrznej błony 
mitochondrialnej, przyspiesza transport jonów do wnętrza 
organelli oraz uwalnianie cytochromu c do cytosolu [90].

Kanały mitoKCa, podobnie jak mitoKATp transportują jony 
K+ do wnętrza mitochondriów. W procesie apoptozy akty­
w ow ane kanały mitoKt a w neuronach indukują wzrost prze­
puszczalności wewnętrznej błony mitochondrialnej dla jo­
nów i przyspieszają wyciek międzybłonowych białek apop- 
togennych do cytosolu. Specyficzny inhibitor kanału, charyb- 
dotoksyna, opóźnia apoptotyczną śmierć komórek [91].

UWAGI KOŃCOWE

W procesie apoptozy szlaku zewnętrznego w błonie pla- 
zmatycznej aktywowane są kanały potasowe, chlorkowe 
i w apniowe. Kanały te odpowiedzialne są przede wszyst­
kim za zmiany objętości komórek. Zmiany strukturalne i 
funkcjonalne mitochondrialnej błony wewnętrznej i błony 
zewnętrznej podczas apoptozy są znacznie większe niż bło­
ny plazmatycznej. Aktywowane są konstytutywnie obecne 
w wewnętrznej błonie mitochondrialnej kanały potasowe i 
chlorkowe, a w błonie zewnętrznej kanały anionowe regu­
lowane przez zmiany potencjału błonowego. Kanały błon 
mitochondrialnych uczestniczą zarówno w transporcie jo­
nów  jak i apoptogennych białek. W transporcie cytochromu 
c z m itochondriów do cytosolu udział biorą kanały Bax/ 
Bak, VDAC oraz MAC. Wymienione kanały regulowane 
są przez białka rodziny Bcl-2, ale do pełnej ich aktywacji 
konieczne są także lipidy [92,93], W procesie apoptotycz- 
nej śmierci komórek ważną funkcję pełnią oddziaływania 
białek proapoptotycznych i antyapoptotycznych z kardio- 
lipiną. M echanizmy uwalniania innych białek apoptogen­
nych z przestrzeni międzybłonowej do cytosolu są niezna­
ne. Wielu autorów uważało, że istotną funkcję w  procesie 
apoptozy pełni nieselektywny megakanał MPTP, po otw ar­
ciu którego, poprzez uszkodzoną zewnętrzną błonę mito- 
chondrialną uwalniane są międzybłonowe, apoptogenne

czynniki [94,95]. W 2005 roku, dw a różne zespoły naukowe 
opublikowały w Nature prace w  których przedstawiły, że 
megakanały MPTP nie uczestniczą w apoptotycznej śmier­
ci komórek ale indukują nekrozę, która nie jest regulowana 
przez białka rodziny Bcl-2 [96,97]. Autorzy wykryli, że in 
vitro m itochondria myszy nie zawierające cyklofiliny D, jed­
nego ze składników megakanału, są odporne na działanie 
cyklosporyny A, specyficznego inhibitora kanału.
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ABSTRACT
The plasma membrane as well as the mitochondrial outer and inner membranes contain a number of ion channels that are responsible not 
only for existence of cells under physiological conditions but they also participate directly in apoptosis. In the apoptotic cells the activated K+, 
Cl' channels of plasma membrane control the cell volume and mediate the regulation of protease and nuclease activities. The mitochondrial 
channels are involved in the ionic movements and leakage of apoptogenic factors from the intermembrane space to cytosol. During apoptosis, 
an important role in the permeabilization of the outer mitochondrial membrane play Bcl-2 family proteins. In this review the recent findings 
on the function of ion channels in apoptotic cells and the role played by Bcl-2 proteins in the control of apoptosis are discussed.
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Plejotropowy efekt fosforylacji białek  
wiążących RNA bogatych w  serynę i argininy

STRESZCZENIE

B iałka w iążące RNA, tzw. b iałka SR (ang. serine-arginine rich proteins), b iorą udział w  for­
m ow aniu  spliceosom u, dynam icznego kom pleksu  katalizującego w ycinanie in tronów  

z pre-m RN A. W ynik i najnow szych badań  w ykazały, że b ia łka  SR biorą rów nież udzia ł w  
innych procesach m etabolizm u RNA, w  transporcie tran sk ry p tu  do cytoplazm y i w  tran s­
lacji. Z identyfikow ano k ilka  k inaz b iałkow ych fosforylujących b iałka  SR. Fosforylacja jest 
pow szechną m odyfikacją potranslacyjną w ielu  b iałek, jed n ak  w p rzypadku  b iałek  SR ma 
znaczenie szczególne. Reakcja ta, kata lizow ana przez liczne k inazy  b iałkow e, ograniczona 
jest do stosunkow o w ąskiego rejonu dom eny bogatej w  reszty  seryny i arg in iny  (RS). N agro­
m adzenie reszt fosforanow ych na obszarze zaledw ie k ilkudziesięc iu  reszt am inokw asow ych 
w pływ a decydująco na w szystk ie aspek ty  funkcjonow ania  b iałek  SR, począw szy od lokali­
zacji kom órkow ej, po w ybór procesów, w  których b iałka te uczestniczą.

BIAŁKA SR: BUDOWA I FUNKCJA

Białka SR odgrywają istotną rolę w składaniu pierwotnego transkryptu, w 
eksporcie mRNA z jądra komórkowego i w  translacji. Białka z tej grupy wystę­
pują u wszystkich przebadanych do tej pory zwierząt tkankowych i roślin [1-8]. 
U człowieka zidentyfikowano do tej pory 10 białek SR (Ryc. 1). Białka SR cha­
rakteryzują się obecnością jednej lub dwóch domen wiążących RNA (zwanych 
RRM, ang. RNA recognition motifi RBD, ang. RNA binding domain i RNP, ang. 
ribonucleoprotein domain [9]), zlokalizowanych w części N-końcowej oraz C-koń­
cowej dom eny RS, bogatej w reszty seryny i argininy (w białku SF2/ASF reszty 
te stanowią 76% wszystkich reszt domeny). Uważa się, że główną rolą domeny 
RS jest pośredniczenie w  oddziaływaniach z innymi białkami, również posiada­
jącymi dom eny RS [10]. Istnieją jednak odstępstwa od tej reguły [11,12]. Reszty 
seryny w domenie RS podlegają intensywnej fosforylacji przez kilka kinaz biał­
kowych. Modyfikacja ta ma istotne znaczenie dla funkcjonowania białek.

Fizjologiczne znaczenie białek SR potwierdza szereg doświadczeń przepro­
w adzanych in vivo. Wykazano, że białko SF2/ ASF jest niezbędne do przeżycia 
linii komórek kurczaka DT40 [13], a brak tego białka powoduje utratę stabilno­
ści genomu i fragmentację DNA [14]. Dysrupcja genu SRp55/B52 u Drosophila 
melanogaster [15], SRp20, SC35 i SF2/ASF u myszy jest letalna dla embrionów 
[16,17,18], Podobny efekt daje wyciszanie genu białka CeSF2/ASF u Caenorhab- 
ditis elegans [19].

Początkowo funkcjonowanie białek SR ograniczano jedynie do udziału w 
składaniu pierwotnego transkryptu. Najnowsze badania pokazują jednak, że 
białka SR odgrywają też rolę w  eksporcie mRNA z jądra komórkowego do cyto­
plazmy oraz w  translacji. Wszystkie te procesy podlegają regulacji przez nastę­
pujące po sobie reakcje fosforylacji i defosforylacji białek SR.

SRp20 I RRM Irs i

SC35 1 RRM I RS I

SRp45 I RRM I RS I

SRp54 I RRM 1 RS I

SRp30c I RRM IRRM

SF2/ASF I RRM I RRM~lRŚ1

SRp40 I RRM I RRM I RS I

SRp55 I RRM I RRM I RS ~~1

SRp75 1 RRM I RRM I RS I

9G8 I RRM IZI RS I

Rycina 1. Białka SR człowieka [wg 72, zmienione]. 
RRM — dom ena w iążąca RNA; RS — dom ena bogata 
w  reszty argininy i seryny; Z — m otyw  palca cynko­
wego.

KINAZY FOSFORYLUJĄCE 
BIAŁKA SR

Kinazy fosforylujące białka SR 
można podzielić na kilka grup: kinazy 
SRPK, Clk, PRP4, topoizomeraza I i ki­
naza cdc2 (Tab. 1).

Między kinazami z grupy Clk/Sty 
i SRPK istnieją interesujące podobień­
stwa w budowie domeny kinazowej. 
Kinazy Clk/Sty należą do grupy ki­
naz zawierających motyw LAMMER, 
decydujący najprawdopodobniej o
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Tabela 1. Kinazy fosforylujące białka SR.

I N azw a kinazy Lokalizacja Piśm iennictwo 1

Kinazy SRPK: 
SRPK1, SRPK2

cytoplazm a, jądro [23,45,67]

Kinazy Clk (Cdc2-like kinase): 
C lk l/S ty , Clk2, Clk3, Clk4

jądro [20,69-71]

PRP4 jądro [30]

Topoizom eraza I jądro [34]

cdc2 cytoplazm a, jądro [40]

specyficzności substratowej enzymu [20], Porównanie se­
kwencji kinaz Clk/Sty i SRPK1 pokazuje, że wprawdzie w 
sekwencji SRPK1 cały motyw nie jest zachowany, niemniej 
konserwowany jest charakterystyczny układ aminokwasów 
(Ryc. 2). Oprócz tego zachowane są kluczowe aminokwasy 
w pętli katalitycznej (subdomena 6): arginina, która jest w y­
soko konserwowana u większości innych kinaz białkowych, 
zastąpiona jest przez treoninę w Clk/Sty i SRPK1 (Thr286 
w Clk/Sty). Obie kinazy posiadają również konserwowaną 
resztę argininy, odpowiadającą pozycji 345 w sekwencji C lk/ 
Sty. Wymienione konserwowane aminokwasy znajdują się 
w  kieszeni stanowiącej miejsce wiązania substratu. Pomimo 
opisanych wyżej podobieństw w budowie (domeny kinazo- 
we Clk/Sty i SRPK1 zachowują 30% podobieństwo na po­
ziomie sekwencji), specyficzność substratowa kinazy SRPK1 
jest znacznie węższa niż Clk/Sty [22]. Tylko kinaza Clk/Sty 
jest w stanie fosforylować zasadowe białka, takie jak histon 
H I i zasadowe białko mieliny, chociaż w mniejszym stopniu 
niż SF2/ASF. Nie fosforyluje bardziej kwaśnych substratów 
takich jak [1-kazeina, enolaza i N-końcowy rejon c-Jun. Kina­
za Clk/Sty posiada w części N-końcowej domenę bogatą w 
reszty seryny i argininy, za pośrednictwem której oddziałuje 
z białkami SR [20], oddziaływanie to jednak ma najprawdo­
podobniej charakter słaby i przejściowy, w odróżnieniu od 
silnie wiążących się z SF2/ ASF kinaz SRPK [23],

Obie kinazy mają zdolność fosforylacji tego samego biał­
ka SF2/ASF, lecz kinaza SRPK1 jest 150 razy bardziej ak­
tywna wobec tego substratu niż C lk/Sty [22], Każda z kinaz 
fosforyluje inny rejon domeny RS białka SF2/ASF. Kinaza 
Clk/Sty fosforyluje reszty seryny zlokalizowane w rejonie 
między 220 a 248 aminokwasem białka SF2/ ASF [24], Decy­
dującą rolę w  reakcji katalizowanej przez SRPK1 odgrywa 
motyw dokujący zlokalizowany pomiędzy 184 a 197 ami­
nokwasem białka SF2/ ASF (Ryc. 3). Obecność tego motywu 
powoduje ograniczenie fosforylacji przez kinazę SRPK1 do 
rejonu między 197 a 219 aminokwasem domeny RS substra­
tu. Delecja m otyw u powoduje, że fosforylacji przez SRPK1

SRPK1 DEDHIALIIELLGKVPRKLIV 582

SRPK2 DEDHIAHIIELLGSIPRHFAL 602

Clk/Sty SKEHLAMMERILGPLPKHMIQ 404
* ★  ★  ★  ★

I__________________ I

Rycina 2. Porównanie sekwencji kinaz C lk/S ty , SRPK1 i SRPK2 w  rejonie C lk / 
Sty zawierającym  m otyw  LAMMER. A m inokw asy identyczne w e wszystkich 
sekwencjach zaznaczono gw iazdkam i. Poniżej sekwencji kinazy C lk /S ty  zazna­
czono m otyw  LAMMER. Porównanie sekwencji w ykonano za pom ocą program u 
ClustalW  (h ttp :/ /w w w .e b i.a c .u k /c lu s ta lw /) [73]. N um ery dostępu sekwencji 
białek w bazie Entrez/P rotein : C lk/Sty: NP_004062, SRPK1: S45337, SRPK2: 
AAC29140.

ulegają reszty seryny na całej długości domeny RS. O ddzia­
ływanie między m otywem  substratu a rowkiem dokującym 
w strukturze SRPK1 umożliwia procesywny charakter reak­
cji, co oznacza, że enzym pozostaje związany z substratem 
aż do ukończenia fosforylacji wszystkich dostępnych reszt 
seryny [24,25]. Procesywność reakcji katalizowanej przez 
SRPK1 jest cechą wyjątkową w śród kinaz białek SR.

Głównym miejscem działania kinaz SRPK jest cytoplazma, 
chociaż enzymy te lokalizuje się również w nukleoplazmie [27], 
podczas gdy kinazy Clk/Sty funkcjonują wyłącznie w jądrze 
[20]. Różny jest efekt ekspresji nieaktywnych katalitycznie m u­
tantów obu kinaz. Podczas gdy ekspresja nieaktywnej formy 
SRPK2 powoduje gromadzenie się białka SF2/ ASF w  cytopla- 
zmie [23], ekspresja nieaktywnej formy Clk/Sty nie powoduje 
większych zmian w lokalizacji białka SF2/ ASF [24,264],

Kinazę PRP4 zidentyfikowano początkowo jako białko 
biorące udział w składaniu pre-mRNA u drożdży Schizosac- 
charomyces pombe [28], później odkryto jej homologi u myszy 
i człowieka [29,30]. Kinaza PRP4, podobnie jak kinaza C lk/ 
Sty ma zdolność fosforylacji reszt seryny/treoniny oraz ty­
rozyny [31], podlega również autofosforylacji [32]. N-koń­
cowy rejon kinazy PRP4 zawiera domenę RS oraz sygnał 
lokalizacji jądrowej [30],

Funkcja kinazy PRP4 nie została jeszcze dokładnie po ­
znana. Badania ostatnich lat wskazują głównie na rolę 
kinazy PRP4 w  formowaniu spliceosomu z udziałem  bia­
łek nie zawierających dom eny RS [32,33] oraz w regulacji 
struktury chromatyny przez białka tworzące kompleksy z 
receptorami jądrowymi horm onów [32]. W iadomo jednak, 
że kinaza PRP4 lokalizuje się w skupiskach ziarnistości 
wewnątrzchrom atynowych w raz z zawierającym domenę 
RS białkiem SF2/ASF [30]. W odróżnieniu od kinaz SRPK 
i C lk/Sty nadekspresja kinazy PRP4 nie wpływ a na prze­
mieszczanie się białek SR [30]. Z kolei jądrowa lokalizacja 
kinazy PRP4 jest regulowana przez kinazę C lk/Sty, która 
katalizuje fosforylację w obrębie domeny RS kinazy PRP4. 
Efektem fosforylacji jest przemieszczanie się kinazy PRP4 z 
ziarnistości na obszar całego jądra komórkowego [30].

W śród wszystkich kinaz białkowych fosforylujących 
białka SR topoizomeraza I jest enzymem szczególnym. 
Wyróżniają ją dwie cechy: zdolność katalizowania dwóch

M

rA 248
RRM RRM | RS

cdc2 ............... cdc2 ................

: 98Irśp sygrsxsrsr srsrs.rsrsn srsrsyśprr srgspryśpr hsrsrsrtl24 8

: Topo I : 

SRPK
Clk/Sty

PRP4 :

Rycina 3. Rejony białka SF2/ ASF fosforylowane przez różne kinazy białkow e. Ki­
nazy SRPK, C lk /S ty  i topoizom eraza I (Topo I) fosforylują seryny w  d ipep tydach  
SR, kinaza cdc2 fosforyluje seryny w  d ipeptydach SP. M -  położenie m otyw u 
dokującego dla kinazy SRPK1, na podstaw ie [21,22,24,30,35,40],
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rodzajów reakcji (kinazowej i relaksacyjnej) oraz brak kano­
nicznych m otywów wiążących ATP. Pomimo braku takie­
go m otyw u topoizomeraza I wiąże ten nukleotyd ze stałą 
dysocjacji 50 nM, co odpow iada wartości stałych dysocjacji 
innych kinaz białkowych [34]. Topoizomeraza I jako kinaza 
jest bardzo wąsko wyspecjalizowana: jej substratami są w y­
łącznie białka SR. Podobnie jak kinazy z grupy SRPK i C lk/ 
Sty, topoizomeraza I fosforyluje reszty seryny znajdujące 
się w  obrębie d ipeptydów  SR, przy czym sekwencja kon- 
sensusowa musi składać się z co najmniej pięciu powtórzeń 
takich dipeptydów  [35],

Fosforylacja białek SR przez topoizomerazę I ma istotne 
znaczenie fizjologiczne. W hodowli komórek mysich pozba­
wionych topoizomerazy I następuje gromadzenie białek SR 
o niskim poziomie fosforylacji (hipoufosforylowanych). W 
konsekwencji, w komórkach tych następuje upośledzenie 
alternatywnego składania zależnego od sekwencji ESE [36], 
Zaham owanie aktywności topoizomerazy I w  ekstrakcie ko­
mórek HeLa za pomocą specyficznego inhibitora (NB-506) 
powoduje brak fosforylacji białka SF2/ASF oraz zatrzym a­
nie formowania spliceosomu na etapie kompleksu A [37], 
W odróżnieniu od pozostałych kinaz fosforylujących biał­
ka SR, oddziaływanie między topoizomerazą I a SF2/ASF 
ma charakter dwukierunkowy. Jego efektem jest nie tylko 
fosforylacja białka SF2/ASF, ale i przełączanie aktywności 
enzym u z relaksacji DNA na aktywność kinazową [38,39],

Informacje na tem at fosforylacji białek SR przez kinazę 
cdc2 są skąpe i ograniczają się do jednej pracy opublikow a­
nej w  1998 roku przez Okam oto i wsp. [40], W cytowanej 
pracy autorzy wykazali, że kinaza cdc2 fosforyluje białko 
SF2/ASF in vitro, zaś nadekspresja kinazy cdc2 w kom ór­
kach Sf9 pow oduje pojawienie się ufosforylowanych form 
białek SR.

WPŁYW FOSFORYLACJI NA 
FUNKCJONOWANIE BIAŁEK SR

Głównym miejscem fosforylacji są reszty seryny w di- 
peptydach SR, fosforylowane przez kinazy z grupy SRPK, 
C lk/S ty  i topoizomerazę I (Ryc. 3). Fosforylacji podlegają 
też seryny położone w sąsiedztwie proliny (reakcja katali­
zow ana przez kinazy cyklu komórkowego) [40]. W sekwen­
cji aminokwasowej białka SF2/ASF znajdują się też poten­
cjalne miejsca fosforylacji przez kinazy PKC i PKA, jednak 
nie w iadom o czy fosforylacja ta zachodzi in vivo.

Fizjologiczne znaczenie kinaz fosforylujących białka SR 
zostało potwierdzone w licznych eksperymentach in vivo. 
Przykładem  są badania prow adzone nad homologiem kina­
zy C lk /S ty  człowieka u Drosophila melanogaster, kinazą Doa 
[41]. Substratem Doa są białka SR: RBP1, Tra i Tra2. Mutacja 
w genie Doa powoduje zaham owanie składania pre-mRNA 
genu doublesex, natomiast nie ma żadnego w pływ u na skła­
dania pre-mRNA genu fruitless. W składaniu produktów  
obu genów biorą udział białka Tra, Tra2 i RBP1, z tym, że 
w  przypadku genu doublesex regulują w ybór miejsca 3'ss, 
natom iast w  przypadku genu fruitless, wpływają na wybór 
miejsca 5'ss. Obserwacja ta sugeruje, że proces składania z 
udziałem  miejsc 3'ss i 5'ss wym aga innego ufosforylowania 
dom eny RS białek SR.

BIAŁKA SR JAKO CZYNNIKI UCZESTNICZĄCE 
W PROCESIE SKŁADANIA mRNA

W procesie składnia pre-mRNA białka SR funkcjonują jako 
czynniki uczestniczące w regulacji tego procesu oraz biorą 
udział w  formowaniu spliceosomu — dynamicznego kom­
pleksu, katalizującego wycinanie intronów z pre-mRNA. W 
skład spliceosomu wchodzi pięć cząsteczek małych, jądro­
wych RN A (snRNA) i około trzysta białek [42], Cząsteczki 
snRNA tworzą z częścią białek kompleksy, formując tzw. 
małe, jądrowe cząstki rybonukleinowo-białkowe (snRNP): 
U l, U2, U4, U5 i U6 snRNP. Formowanie spliceosomu prze­
biega z utworzeniem  kompleksów przejściowych: E, A, B. 
Aktywny katalitycznie spliceosom (kompleks C) powstaje 
w w yniku oddziaływań RNA-RNA i RNA-białko.

Białka SR biorą udział w  konstytutywnym  i alternatyw­
nym  procesie składania mRNA. W konstytutywnym  skła­
daniu pierwotnego transkryptu białka SR pośredniczą w 
oddziaływaniach elementów spliceosomu przyłączonych 
do miejsc 3'ss (ang. 3' splice site) i 5'ss (ang. 5'splice site). 
Uważa się, że oddziaływania te pozwalają na odróżnienie 
eksonów (które są na ogół krótkimi sekwencjami) od intro­
nów, znacznie od nich dłuższych. W procesie alternatywne­
go składania pre-mRNA białka SR mogą regulować wybór 
miejsc 3'ss i 5'ss. Wiążąc się do specyficznych sekwencji 
ESE (ang. exon splicing enhancer) stymulują wycinanie sąsia­
dujących intronów [43], Najprawdopodobniej dzieje się to 
poprzez rekrutację pozostałych komponentów spliceosomu 
do tzw. „słabych" miejsc składania mRNA (ang. weak spli­
ce site) dzięki oddziaływaniu za pośrednictwem domen RS 
[10]. Określenie miejsca składania jako „słabe" oznacza, że 
trakt polipirymidynowy nie jest do końca zgodny z sekwen­
cją zachowaną w ewolucji.

Podstaw ą funcjonowania białek SR jest ich zdolność 
do oddziaływ ania z innymi białkami oraz z RNA. Fosfo­
rylacja może w różny sposób wpływać na oddziaływ a­
nia SF2/ASF z białkowymi partneram i, powodując ich 
wzmocnienie (tak dzieje się w przypadku oddziaływ ania 
z U1-70K [44,45,46]), bądź osłabienie (oddziaływanie z 
SRp40, hTra2a, SF2/ASF [47], p32 [48], TAP [49]). Fosfo­
rylacja zapobiega również niespecyficznemu wiązaniu się 
białek z RNA [46]. W zmacnianie bądź osłabianie tych od ­
działyw ań przekłada się bezpośrednio na funkcjonowanie 
białek SR w procesach obróbki mRNA. Zarówno nadm ier­
na fosforylacja, jak i zbyt niski jej poziom uniemożliwiają 
funkcjonowanie białek SR w procesie składania [50,51,52]. 
Defosforylacja białek SR człowieka, obserw ow ana pod ­
czas infekcji adenow irusem  komórek HeLa, prow adzi do 
zmniejszenia aktywności białek SR w składaniu p ierw ot­
nego transkryptu  [50], Podczas wczesnego rozwoju em ­
brionów glisty ludzkiej (Ascaris lumbricoides) zaobserw o­
wano niską aktywność białek SR robaka. W ykazano, że na 
tym etapie rozwoju glisty białka SR występują w  wysoko 
ufosforylowanej (hiperufosforylowanej) formie. Dalszym 
etapom  rozwoju glisty towarzyszy częściowa defosforyla­
cja białek, powodująca ich aktywację [52]. W ykazano, że 
tylko ufosforylowana forma SF2/ASF aktywuje składanie 
pre-mRNA tat w irusa HIV [46] oraz wydajnie zastępuje 
białka SR w ekstrakcie kom órek HeLa pozbawionych tych 
białek, aktywując składanie pre-mRNA [53].
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Rycina 4. W pływ fosforylacji na funkcjonowanie białek SR. N ieufosforylow ane białka SR są grom a­
dzone w ziarnistościach IGC, z których uw alniane są dzięki fosforylacji przez kinazę C lk /S ty  (ozna­
czona 1). Ufosforylowane białka biorą udział w procesie składania mRNA. N a tym  etapie zachodzi 
fosforylacja przez topoizom erazę I (oznaczona 2). W czasie obróbki pre-m RNA zachodzi defosfory- 
lacja i białka SR z g rupy „wędrującej" w iążą się z gotow ym i do eksportu  cząstkam i mRNP. Białka 
„niewędrujące" nie ulegają fosforylacji i oddysocjowują z kom pleksów  mRNP. W raz z mRNA białka 
SR opuszczają jądro. W cytoplazm ie w iążą się z rybosom am i i biorą udział w  translacji. Następnie, 
w skutek fosforylacji katalizowanej przez kinazę SRPK1 (oznaczona 3) oddysocjow ują z kom pleksów  
translacyjnych, w iążą się z białkami transportującym i TRN-SR i powracają do jądra.

REGULACJA LOKALIZACJI WEWNĄTRZKOMÓRKOWEJ 
I WEWNĄTRZJĄDROWEJ

Białka SR są głównie zlokalizowane w jądrze kom órko­
wym, jednak pewna ich pula wędruje nieustannie między 
jądrem a cytoplazmą [26], Wykazano, że fosforylacja jest 
wymagana do translokacji białka SF2/ASF z cytoplazmy 
do jądra komórkowego, a także do rekrutacji z jądrowych 
struktur, zwanych IGC (ang. interchromatin granule clu- 
sters, skupiska ziarnistości w ew nątrz chromatyny) (Ryc. 4). 
Struktury te, określane również jako ang. „speckles" (cętki, 
łatki), są swoistymi jądrowymi magazynami cząstek snRNP 
oraz białek uczestniczących w składaniu pierwotnego trans- 
kryptu [54], Transkrypcja nie odbywa się w  IGC, a czynni­
ki uczestniczące w procesie składania są uwalniane z tych 
struktur dzięki fosforylacji dom eny RS [55], Nadekspresja 
aktywnych form kinaz z grupy SRPK i C lk/Sty powoduje 
rozpraszanie białek SR z ziarnistości na obszar nukleopla- 
zmy [20,67-70], Zastąpienie reszt seryny resztami glicyny, 
uniemożliwiające fosforylację, powoduje, że białko SF2/ 
ASF gromadzi się w  ziarnistościach i nie jest stam tąd uw al­
niane po indukcji transkrypcji.

Kinazy z grupy SRPK, zlokalizowane głównie w  cyto­
plazmie i kinaza jądrowa Clk/Sty, odgrywają różną rolę w 
przemieszczaniu się białek SR w komórce. Jak w spom niano 
wyżej, oddziaływanie między białkiem SF2/ASF a kinazą 
SRPK1 determinuje motyw dokujący zlokalizowany między 
domenami RRM a domeną RS substratu [24], Obecność tego 
m otywu powoduje, że kinaza SRPK1 fosforyluje jedynie

reszty seryny na obszarze połowy dom eny RS, 
zlokalizowanej bliżej motywu (Ryc. 3). Zgodnie 
z m odelem zaproponow anym  przez N go i wsp.
[24], znajdujące się w  cytoplazmie białko SF2/ 
ASF podlega częściowej fosforylacji przez kina­
zę SRPK1, po czym oddysocjowuje od enzym u 
i wiąże się z białkiem transportującym, trans- 
portyną SR, a następnie cały kompleks wędruje 
do jądra komórkowego (Ryc. 4). W jądrze trans- 
portyna SR oddysocjowuje od białka SF2/ASF, 
które gromadzi się w strukturach IGC, skąd 
uwalniane jest po ufosforylowaniu pozostałych 
reszt seryny domeny RS przez kinazę C lk/Sty.

Fosforylacja reguluje również przemieszcza­
nie się białka SF2/ ASF między jądrem a cyto­
plazmą. Ekspresja w  komórkach HeLa zm uto­
wanej formy SF2/ASF, w której d ipeptydy RS 
zostały zamienione w KS (co uniemożliwia fos­
forylację), powoduje gromadzenie się białka w 
cytoplazmie, a także w powiększonych struktu ­
rach IGC [44], W ędrówka nieufosforylowanego 
białka SF2/ASF do cytoplazmy ma związek z 
transportem  mRNA. Proces ten szerzej om a­
wiany jest niżej.

UDZIAŁ BIAŁEK SR W EKSPORCIE 
mRNA Z JĄDRA

Synteza i obróbka eukariotycznego mRNA na­
stępuje w jądrze komórkowym, skąd transkrypt 
jest transportow any do cytoplazmy, gdzie pod ­
lega translacji. Podczas transkrypcji mRNA tw o­
rzy kompleksy z tzw. heterogennymi jądrowym i 

rybonukleoproteinami (hnRNP, ang. heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins), tworząc cząstki mRNP [56]. Po zakoń­
czeniu składania pre-mRNA do utworzonych kompleksów 
mRNP dołączają się czynniki eksportujące, umożliwiające 
transport z jądra do cytoplazmy. Najlepiej do tej pory scha­
rakteryzowanym  czynnikiem eksportu mRNA z jądra jest 
białko NXF1/TAP, oddziałujące bezpośrednio z białkami 
tworzącymi kompleks poru jądrowego [57],

Jak w spom niano wyżej, wśród białek SR daje się w yod­
rębnić pew na grupa, wędrująca nieustannie między jądrem  
a cytoplazmą [26]. Badania z wykorzystaniem linii kom ór­
kowej HeLa i oocytów Xenopus wykazały, że białka z gru ­
py „wędrującej" (ang. shuttling), SRp20 i 9G8 biorą udział 
w eksporcie mRNA z jądra komórkowego do cytoplazmy 
[58]. Stwierdzono również, że białka te mogą funkcjono­
wać jako adaptory w jądrow ym  eksporcie złożonego pre- 
mRNA, wiążąc się z białkiem NXF1/TAP [49,59,60]. Część 
spośród wędrujących między jądrem a cytoplazmą białek 
SR oddziałuje bezpośrednio z czynnikiem eksportu jądro­
wego NXF1/TAP poprzez sekwencje zlokalizowane w  ob­
rębie dom en RRM, ale interakcja ta wym aga defosforylacji 
C-końcowej domeny RS.

W 2005 r. Lin i wsp. wykazali, że białka SR z grupy „wę­
drującej" i „niewędrującej" odgrywają inną rolę podczas doj­
rzewania mRNA [61]. Analizując skład różnych jądrowych 
i cytoplazmatycznych frakcji izolowanych z linii unieśm ier­
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telnionych embrionalnych mysich fibroblastów wykazali, 
że białka „wędrujące" (np. SF2/ASF) pozostają związane z 
mRNA i biorą udział w  transporcie transkryptu do cytopla- 
zmy. Białka „niewędrujące" (np. SC35) oddyscojowują od 
gotowego transkryptu i nie biorą udziału w  dalszych eta­
pach dojrzewania mRNA. Do utworzenia kompleksów z 
mRNA konieczna jest fosforylacja domeny RS białek SR. Do 
eksportu kompleksu SR-mRNA wym agana jest defosforyla- 
cja białka SR, co praw dopodobnie umożliwia oddziaływ a­
nie z innymi czynnikami ułatwiającymi transport z jądra. Z 
niewyjaśnionych do tej pory przyczyn defosforylacja białek 
z grupy „niewędrującej" nie jest możliwa. Autorzy pracy 
zaproponowali model, w  którym potencjalnymi czynnika­
mi determinującymi oporność na działanie fosfatazy mogą 
być następujące po fosforylacji zmiany konformacyjne tej 
grupy białek SR, bądź przyłączenie jakiegoś czynnika, któ­
ry blokuje defosforylację. W efekcie „niewędrujące" białka 
SR pozostają ufosforylowane, oddysocjowują od mRNA i 
mogą wziąć udział w następnej rundzie składania.

W cytowanej pracy opisano również zaskakującą obser­
wację: w  komórkach pozbawionych białka SF2/ASF lub 
syntetyzujących białko pozbawione możliwości przemiesz­
czania się między jądrem a cytoplazmą nie stwierdzono 
żadnych zaburzeń w eksporcie mRNA. Autorzy podają 
kilka możliwych przyczyn takiego stanu rzeczy, m.in. za­
stąpienie funkcji SF2/ASF w transporcie mRNA przez inne 
białka „wędrujące", bądź hipotezę, że białka SR stymulują 
eksport mRNA lecz nie są w tym procesie czynnikami nie­
zbędnymi. Obserwacja ta czeka na wyjaśnienie w dalszych 
badaniach.

Po wyeksportow aniu transkryptu do cytoplazmy powrót 
białek SR do jądra odbywa się za pośrednictwem  recepto­
rów im portu TRN-SR1 i TRN-SR2 [62,63,64], Co najmniej w 
przypadku TRN-SR2 oddziaływanie z białkami SR odby­
wa się w  sposób zależny od fosforylacji [63,64], Wykazano, 
że TRN-SR2 wiąże się wyłącznie z ufosforylowaną dom e­
ną RS, a w wyniku tego oddziaływania następuje jądrowa 
akumulacja białek SR. Co więcej, opisywany w cytowanych 
pracach jądrowy im port białek SR jest możliwy wyłącznie 
w obecności ekstraktu cytosolowego i ATP, co wskazuje na 
rolę zlokalizowanych w cytoplazmie kinaz SRPK. Zanim 
białka SR powrócą do jądra komórkowego, biorą udział w 
jeszcze co najmniej jednym  procesie.

BIAŁKA SR I TRANSLACJA mRNA

Udział białek SR w metabolizmie mRNA nie kończy się 
na tow arzyszeniu eksportow i z jądra. W 2004 r. Sanford i 
wsp. wykazali, że dw a białka należące do grupy „w ędrują­
cej", SF2/ASF i SRp20, oddziałują z przeprow adzającym i 
translację rybosom am i oraz stym ulują translację reporte- 
rowego mRNA in vitro i in vivo [65], Rok później ten sam 
zespół badaczy wykazał, że udział białek SR w procesie 
translacji mRNA jest regulow any stopniem  ufosforylowa- 
nia dom eny RS [66]. Białko SF2/ASF wiązało się z m aszy­
nerią translacyjną komórki w  stanie niepełnej fosforylacji 
(hipoufosforylowane). N adekspresja kinaz fosforylujących 
białko SF2/ASF, C lk /S ty  i SRPK2, pow odow ała zmniej­
szenie translacji genu reporterowego. Jednocześnie w y­
kazano, że mutacje w  dom enie RS (zamiana d ipeptydów

RS na RG), naśladujące efekt niepełnej fosforylacji białka 
SF2/ASF pow odow ały wzmocnienie oddziaływ ania biał­
ka z cytopłazm atycznym  mRNA. Autorzy pracy postulują, 
że nieufosforylowana dom ena białka RS może działać jako 
„kotwica jonowa", unieruchamiająca SF2/ ASF na mRNA. 
Co ciekawe, sam a dom ena RS nie bierze bezpośredniego 
udziału  w translacji, poniew aż białko SF2/ASF pozbaw io­
ne dom eny RS stymuluje translację genu reporterowego. Z 
kolei dom ena RRM2, a dokładnie zachowany w ewolucji 
układ am inokw asów  SWQDLKD jest niezbędny do akty­
wacji translacji przez SF2/ASF, ponieważ zam iana trójki 
am inokw asów  WQD na AAA powoduje znaczne zmniej­
szenie aktywacji.

PODSUMOWANIE

Z opisanych powyżej wyników badań nad funkcjonowa­
niem białek SR wynika, że podstawowym czynnikiem, decy­
dującym o tym, w którym rejonie komórki, w  jakim procesie i 
w jaki sposób białka SR biorą udział, jest fosforylacja (Ryc. 4). 
Podczas różnicowego cięcia i składania pre-mRNA w jądrze 
komórkowym fosforylacja domeny RS przez kinazę Clk/Sty 
stymuluje rekrutację białek SR z IGC do miejsc aktywnych 
transkrypcyjnie. Fosforylacja domeny RS powoduje wzmoc­
nienie oddziaływań białko-białko między czynnikami bio­
rącymi udział w składaniu zawierającymi domeny RS oraz 
ułatwia specyficzne wiązanie sekwencji ESE przez domeny 
RRM, prawdopodobnie powodując neutralizację dodatnio 
naładowanych reszt argininy i stąd powodując zmniejsze­
nie niespecyficznych oddziaływań z pre-mRNA. Fosforyla­
cja determinuje też różną rolę białek „wędrujących" i „nie- 
wędrujących" w transporcie gotowego transkryptu z jądra. 
Białka z grupy „niewędrującej", oporne na działanie fosfataz, 
pozostają ufosforylowane i oddysocjowują z kompleksów 
mRNP. Białka z grupy „wędrującej" ulegają defosforylacji i 
wraz z transkryptem migrują z jądra do cytoplazmy, gdzie 
biorą też udział w  translacji. Powrót do jądra komórkowego 
jest możliwy po ponownej fosforylacji domeny RS, tym ra­
zem przez kinazę SRPK1. Dzięki oddziaływaniu z motywem 
dokującym w obrębie substratu, kinaza SRPK1 fosforyluje je­
dynie część seryn domeny RS, pozostawiając pozostałe miej­
sca fosforylacji dostępne dla kinazy Clk/Sty zlokalizowanej 
w jądrze. Częściowo ufosforylowane białka SR w kompleksie 
z receptorami transportu TRN-SR powracają do jądra komór­
kowego, gdzie po oddysocjowaniu transportyny gromadzą 
się w  strukturach IGC, skąd uwalniane są po ufosforylowa- 
niu przez kinazę Clk/Sty.

Wyłaniający się z dotychczasowych badań model regu­
lacji funkcjonowania białek SR przez fosforylację jest nadal 
niepełny. Nie ma na razie odpowiedzi na wiele pytań, np.: 
jak istotny jest udział nieufosforylowanych białek SR w 
transporcie mRNA, skoro brak białka SF2/ASF nie pow o­
duje zaburzeń tego transportu? Czy, analogicznie do kinaz 
białkowych, specyficznych dla białek SR, istnieją też specy­
ficzne fosfatazy? Na wyjaśnienie czeka też dokładna rola 
innych kinaz fosforylujących białka SR: topoizomerazy I i 
hPRP4. Pomimo tych luk już obecna wiedza na temat białek 
SR pozwala dostrzec, w  jak precyzyjny sposób modyfikacja 
potranslacyjna jednego tylko typu zawiaduje funkcjonowa­
niem białek tej grupy w skomplikowanych procesach ob­
róbki mRNA.
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Phosphorylation of serine-arginine rich proteins — pleiotropic effect 
of one type posttranslational modification
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ABSTRACT
SR proteins are components of the spliceosome, a dynamic complex catalysing removal of pre-mRNA introns during splicing reaction. Recent 
studies have shown additional functions for SR proteins in mRNA transport and translation. Several protein kinases have been identified  
that can phosphorylate SR proteins. Phosphorylation is a common posttranslational modification among proteins. However in the case of SR 
proteins it has got a special meaning. Phosphorylation of serine residues clustered in a narrow area of RS domains affects all aspects of SR 
proteins functions. It influences subcellular localization and determines process in which the proteins take part.

Postçpy Biochemii 52 (4) 2006 389http://rcin.org.pl

mailto:pieklo@cmkp.edu.pl


Degradacja mRNA niosących przedwczesny  
kodon stop (NMD) — na straży jakości mRNA

Agnieszka Dzikiewicz 

Zofia Szweykowska- 
Kulińska

Zakład Ekspresji Genów, Instytut Biologii 
Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet 
im. A. Mickiewicza, Poznań

Zakład Ekspresji Genów, Instytut Biologii 
Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet 
im. A. Mickiewicza, ul. M iędzychodzka5,60- 
371 Poznań; e-mail: agnieszkadzikiewicz@
o2.pl, tel. (061) 829 27 34

Artykuł otrzym ano 21 kwietnia 2006 r. 
A rtykuł zaakceptowano 7 sierpnia 2006 r.

Słowa kluczowe: degradacja mRNA nio­
sących przedw czesny kodon stop (NMD), 
przedw czesny kodon stop (PTC), eksono- 
wy kom pleks łącznikowy (EJC), składanie 
RNA

Wykaz skrótów: CBC (ang . cap-binding 
complex) — białka w iążące się z kapem; 
DSE (ang. downstream sequence element)
— sekwencja zlokalizowana poniżej; EJC 
(ang. exon-exon junction complex) — ekso- 
nowy kom pleks łącznikowy; NMD (ang. 
nonsense-mediated mRNA decay) — degrada­
cja mRNA niosących przedw czesny kodon 
stop; PTC (ang. premature termination codon)
— przedw czesny kodon stop; UTR (ang. 
untranslated region) — rejon nie ulegający 
translacji

STRESZCZENIE

D egradacja mRNA niosących przedwczesny kodon stop (NMD, ang. nonsense-mediated  
m RN A decay) jest procesem kontroli jakości mRNA. Dzięki niemu z transkryptów za­

wierających przedwczesny kodon stop (PTC, ang. premature term ination codon) nie powstają 
skrócone białka, które mogłyby być szkodliwe dla komórki. NM D podlegają nie tylko wa­
dliwe mRNA zawierające PTC jako wynik mutacji w  obrębie genu, błędów w  transkrypcji 
czy nieprawidłowego składania RNA, ale również około 10% prawidłowych transkryptów, 
których ekspresja wydaje się być regulowana przez NMD. NM D jest obecny u wszystkich, 
badanych dotąd, organizmów eukariotycznych (ssaki, drożdże, nicienie, owady i rośliny), a 
kluczowe czynniki zaangażowane w ten proces charakteryzują się dużą ewolucyjną zacho­
wawczością. Jednak mechanizm NM D różni się w  szczegółach między gatunkami.

WPROWADZENIE

Degradacja mRNA niosących przedwczesny kodon stop (NMD) jest proce­
sem kontroli jakości mRNA, który w ykryw a i niszczy transkrypty zawierające 
przedwczesny kodon stop (PTC). PTC mogą powstać w w yniku mutacji, błędów 
w transkrypcji czy nieprawidłowego składania mRNA. Translacja takich mRNA 
prowadziłaby do powstania skróconych wersji białek, z których część mogłaby 
nadal pełnić swoje funkcje, ale większość stałaby się niefunkcjonalna. Produkcja 
takich białek byłaby w  najlepszym razie stratą energii, ale częściej — szkodliwa 
dla komórki. Jednak NMD podlegają też pewne naturalne transkrypty, których 
ekspresja jest w ten sposób regulowana. Szczególną rolę odgryw a NMD w re­
gulacji poziomu mRNA będących produktam i różnicowego cięcia i składania 
mRNA.

Choć NMD jest procesem występującym u wszystkich dotąd zbadanych orga­
nizmów eukariotycznych (ssaki, drożdże, nicienie, owady i rośliny), szczegóły 
przebiegu tego procesu różnią się między gatunkami. Różnice dotyczą czynni­
ków zaangażowanych w NMD, mechanizmu rozpoznania PTC, lokalizacji pro ­
cesu w czasie i przestrzeni oraz sposobu degradacji mRNA zawierających PTC.

Czynniki biorące udział w NMD są też zaangażowane w szereg innych pro ­
cesów komórkowych związanych z translacją, cyklem kom órkowym  oraz za­
bezpieczaniem stabilności informacji genetycznej. Różnorodność procesów, w 
jakie zaangażowany jest NMD oraz inne funkcje pełnione przez czynniki biorące 
udział w  NMD sprawia, że badania nad nim  mają dużą wartość poznawczą. 
Natomiast znaczenie NMD w przebiegu pewnych chorób u człowieka nadaje 
badaniom również charakter użytkowy.

Niniejszy artykuł przedstawia obecny stan w iedzy na temat procesu NMD, 
podkreślając podobieństwa i różnice między gatunkami.

mRNA PODLEGAJĄCE PROCESOWI NMD

Proces NMD zapew nia szybką degradację mRNA zawierających p rzed ­
wczesny kodon stop. PTC mogą pow staw ać w w yniku np. mutacji: substy­
tucji w prow adzających kodon stop czy insercji lub delecji zmieniających 
ram kę odczytu. Również błędy w transkrypcji oraz niepraw idłow e składanie 
mRNA mogą spow odow ać pow stanie PTC. Oprócz niszczenia takich w adli­
w ych transkryptów , uw aża się, że NMD bierze udział w  regulacji pew nych 
„norm alnych" mRNA, kodujących funkcjonalne białka. Badania prow adzone 
na liniach kom órkowych ssaków [1], m uszki owocowej [2], na drożdżach [3] 
i nicieniach [4] pozbawionych pew nych kom ponentów  NMD w ykazały istnie­
nie szerokiej gamy transkryptów , których ekspresja jest regulow ana przez ten 
proces. mRNA te m ożna podzielić na kilka klas w  zależności od posiadanej 
cechy, która wywołuje NMD: 1) mRNA zawierające otw arte ramki odczytu
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położone w  rejonie 5' UTR (uORF, ang. upstream ORF); 2) 
mRNA z PTC w prow adzonym i przez alternatyw ne skła­
danie (u człowieka naw et 1 /3  p roduktów  alternatyw nego 
składania może być substratam i dla NMD [5]); 3) mRNA 
zawierające introny w 3' UTR; 4) mRNA selenoprotein, 
w  p rzypadku  których kodon dla selenocysteiny (będący 
kodonem  stop), przy braku selenu odczytyw any jest jako 
PTC; 5) mRNA podlegające nieprecyzyjnem u skanow aniu 
(ang. leaky scanning) podczas inicjacji translacji, w  w yni­
ku czego praw idłow y kodon start jest pomijany, a trans­
lacja zaczyna się od następnego, w  innej ramce odczytu; 6) 
mRNA, które w w yniku nieprawidłowej obróbki zachow u­
ją introny po eksporcie do cytoplazmy; 7) mRNA, których 
translacja zachodzi z przesunięciem  ram ki odczytu o +1 
nukleotyd; 8) policistronowe mRNA; 9) mRNA, w  których 
dochodzi do pominięcia kodonu stop (ang. read-through), 
a zatem  kodon terminacyjny odczytyw any jest jako kodu ­
jący i nie zachodzi terminacja; oraz 10) mRNA kodow ane 
przez transpozony, retrow irusy lub pseudogeny. W tabeli 
1 zestawiono typy naturalnych substratów  NMD zaobser­
wow ane u różnych organizmów.

Oprócz wyżej w ym ienionych cech mRNA w yw ołują­
cych NMD spraw dzano, czy zidentyfikowane mRNA cha­
rakteryzują się innym i właściwościami, odróżniającymi je 
od innych transkryptów . W przypadku  drożdży stw ier­
dzono jedynie, że w kom órkach dzikiego typu występują 
one na dużo niższym  poziomie niż w  kom órkach pozba­
w ionych któregoś z czynników biorących udział w NMD. 
Jest to zrozum iałe, jeżeli podlegają one niszczeniu na d ro ­
dze NMD. Geny tych mRNA wykazyw ały też tendencję do 
nielosowego rozkładu na chromosomach, grom adząc się 
w pobliżu telom erów  [3], Natom iast w badaniach nad Dro­
sophila zauw ażono, że oprócz niskiego poziom u ekspresji 
w  kom órkach typu dzikiego, transkrypty  regulow ane na 
drodze NMD są d łuższe i zawierają więcej intronów  niż 
inne mRNA, a ich geny są nadreprezentow ane na chrom o­
somie IV [2].

mRNA regulowane naturalnie przez NMD są kodowane 
przez szeroką gamę genów związanych z różnymi funkcja­
mi [1-3]. Jednak porównanie takich mRNA o podwyższonej 
ekspresji przy braku aktywnego NMD u ssaków, m uszek 
owocowych i drożdży wykazało istnienie tylko dwóch 
mRNA reprezentowanych we wszystkich organizmach, 
dodatkowo ośmiu wspólnych dla Drosophila i drożdży oraz 
dziesięciu występujących u Drosophila i ssaków [2], W yni­
ka stąd, że choć NMD bierze udział w  regulacji ekspresji

pewnych genów we wszystkich badanych organizmach, 
to spektrum  genów regulowanych przez NMD różni się 
między gatunkami. Mendell i wsp. [1] zauważyli, że wśród 
naturalnych substratów NMD u ssaków wyraźnie nadre­
prezentowane są transkrypty genów zaangażowanych w 
metabolizm aminokwasów i odpowiedź na głód amino- 
kwasowy.

CZYNNIKI BIORĄCE UDZIAŁ W NMD

NMD jest kom pleksow ym  procesem, w  który zaangażo­
w anych jest wiele białek. Czynniki biorące udział w NMD 
zostały po raz pierwszy zidentyfikowane u S. cerevisiae i
C. elegans. Ortologi trzech z nich: U pfl, Upf2 i Upf3 (u C. 
elegans odpowiednio: Smg2, Smg3 i Smg4) występują we 
wszystkich organizmach, u których stw ierdzono NMD i 
są kluczowym i czynnikami w tym  procesie. Upf3 jest biał­
kiem głównie jądrowym , choć kursuje m iędzy jądrem  a cy­
toplazm ą i oddziałuje z Upf2 oraz czynnikiem uwalniają­
cym eRF3. U ludzi występuje w dwóch izoformach: Upf3a 
i Upf3b i łączy się w jądrze z dojrzałym mRNA przez in­
terakcje z eksonow ym  kom pleksem  łącznikowym (EJC, 
ang. exon-exon junction complex). Jest to kompleks białek 
lokalizujący się około 20-24 nukleotydy powyżej miejsca 
łączenia eksonów [6]. Upf2 jest białkiem okołojądrowym, 
które oddziałuje z Upf3 i U pfl oraz eRF3 [6], U pfl to biał­
ko występujące w cytoplazmie, będące helikazą RNA gru ­
py I, posiadające aktywność RNA-zależnej ATPazy i ATP- 
zależnej 5 '—>3' helikazy. Łączy się ono z Upf2 oraz eRFl i 
eRF3, a cykl jego fosforylacji-defosforylacji jest kluczowy 
dla procesu NMD. Dowiedziono, że o ile u drożdży i ni­
cieni brak białka Upfl nie jest letalny, o tyle mysie zarodki 
pozbawione genu dla tego białka nie przeżywają [7]. U ro ­
ślin dotychczas potw ierdzono udział tylko białka Upf3 w 
procesie NMD [8].

Drugą grupę czynników zaangażowanych w NMD two­
rzą białka odpowiedzialne za fosforylację i defosforylację 
Upfl. Są to wykryte u C. elegans białka Sm gl oraz Smg5-7. 
Ich ortologi nie występują u drożdży, są natomiast obecne 
u ssaków oraz D. melanogaster (oprócz Smg7). U roślin ist­
nieją potencjalne ortologi białek Smg, lecz ich funkcja nie 
została jak dotąd zbadana. Kinaza Sm gl występuje zarów­
no w jądrze, jak i w  cytoplazmie, należy do rodziny kinaz 
podobnych do kinazy 3-fosfo-fosfatydyloinozytolu (ang. 
phosphoinositide 3-kinase (PI3-kinase)-related kinase — PIKK). 
Jej rola w NMD polega na fosforylacji U pfl [9,10], Ufosfo- 
rylowane białko U pfl podlega defosforylacji przez białka

Smg5-7. Białka te są podobne 
do siebie, wszystkie zawierają 
domenę podobną do wystę­
pującej w  białkach z rodziny 
14-3-3, które wiążą fosfose- 
rynę. Białka Smg5-7 mogą łą­
czyć się z ufosforylowanym 
Upfl. Smg7 wydaje się być 
tym białkiem, które wiąże 
dw a etapy procesu NMD: 
rozpoznanie transkryptu za­
wierającego PTC i jego degra­
dację [11,12] (patrz podroz­
dział Od rozpoznania PTC do

Tabela 1. C echy naturalnych substratów  dla NMD określone jak dotąd  u różnych organizm ów  eukariotycznych.

I Cecha w yw ołująca NM D S. cerevisiae C. elegans D. melanogaster H. sapiens A. thaliana

uORF + + +

Alternatyw ne składanie + +

Intron w  3' UTR +

Selenoproteiny +

Nieprecyzyjne skanow anie + +

pre-mRNA w  cytoplazm ie +

Przesunięcie ram ki odczytu +1 nt +

Policistronowe mRNA +

Pominięcie kodonu stop +

Transpozony, pseudogeny, retrow irusy + + +
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Tabela 2. Czynniki biorące udział w  NM D u różnych organizm ów  eukariotycznych. + bierze udział, — brak u d z ia łu / 
czynnik nie występujący w  danym  organizm ie, ? brak  wyników .

S. cerevisiae C. elegans D. melanogaster H. sapiens A. thaliana I

Czynniki NMD

U pfl + + + + ?

Upf 2 + + + + ?

Upf3 + + + + +

WÊÊÊÊÊÊÊÊÊÊ - + + + ?

Smg5 - + + + ?

Smg6 - + + + ?

Smg7 - + - + ?

Składniki kom pleksu EJC

eIF4AIII - - - + ?

Magoh - - - + ?

Y14 - - - + ?

RNPS1 - + ?

MLN51 /  Barentsz - - - + ?

PYM - - - + ?

Czynniki degradujące mRNA

D cpl + ? - + ?

Dcp2 + - + ?

Xrnl + + + ?

Ski kom pleks + + + ?

Egzosom + + + ?

PARN - ? ? + ?

degradacji mRNA). Pewna rozbieżność istnieje w  przypadku 
roli Sm gl u m uszek owocowych. Gatfield i wsp. [13] poka­
zali, że wyciszenie każdego z białek Upf lub Sm gl, 5 i 6 po­
wodowało stabilizację transkryptu zawierającego PTC, przy 
czym dla Sm gl efekt był najsłabszy. Natomiast Chen i wsp.
[14] wykazują, że Sm gl jest zbędny dla przebiegu NM D u
D. melanogaster. Być może znaczenie ma tu fakt, iż pierwszy 
eksperyment wykonywany był na liniach komókowych S2, 
a drugi na dorosłych muszkach oraz zastosowanie różnych 
metod badawczych.

Trzecia grupa czynników biorących udział w  NM D to 
białka tworzące kompleks EJC. U drożdży i Drosophila ich 
obecność nie jest konieczna dla przebiegu NMD, natom iast 
u ssaków ich brak hamuje ten proces. Część składników EJC 
ssaków występuje tylko w jądrze, odłącza się od dojrzałe­
go mRNA zanim znajdzie się on w  cytoplazmie i nie bierze 
udziału w NMD. Należą tutaj Aly/REF, SrmlóO i UAP56
[15]. Pozostałe składniki EJC są zaangażowane w proces 
NMD. eIF4AIII łączy się bezpośrednio z mRNA w jądrze i 
sugeruje się, że tworzy platformę, na której zakotwiczają się 
pozostałe komponenty kompleksów EJC [16]. Jednak dyna­
mika powstawania kompleksów EJC nie została jak dotąd 
dokładnie poznana. Do eIF4AIII wiąże się białko M LN51/ 
Barentsz oraz heterodimer Y14-Magoh. Z heterodim erem  
Y14-Magoh oddziałują też białka PYM oraz RNPS1. W szyst­
kie te składniki są niezbędne dla przebiegu NMD u ssaków, 
co pokazały między innymi eksperymenty z wyciszaniem 
ich genów [9,17]. Z heterodimerem Y14-Magoh i białkiem 
RNPS1 wiąże się też Upf3, stanowiąc pomost między biał­
kami EJC a rdzeniem  NMD. U drożdży białkiem, które speł­
nia podobną do EJC rolę znakowania trans krypto w, choć 
nie wykazującym homologii do żadnego składnika EJC, jest 
białko podobne do hnR N P-H rplp . Mutacje w  tym białku

zwiększają stabilność transkryp- 
tów zawierających PTC. H rp lp  
łączy się specyficznie z mRNA 
oraz oddziałuje z U pfl [18],

Białka uczestniczące w ostat­
nim etapie NMD — degradacji 
mRNA — tworzą kolejną grupę 
istotnych czynników. Należą tu 
enzymy usuwające kap (Dcpl i 
Dcp2 u ssaków i drożdży), de- 
adenylazy (PARN u ssaków) 
oraz endo- i egzonukleazy (Xrnl 
oraz egzosom i kompleks Ski u 
ssaków, drożdży i muszek) [6]. 
Zestawienie czynników biorą­
cych udział w  procesie NMD u 
różnych organizmów eukario­
tycznych przedstawia tabela 2.

PRZEBIEG PROCESU NMD

Chociaż NMD w ystępuje po ­
w szechnie u Eucaryota, przebieg 
tego procesu różni się m iędzy 
gatunkam i. Różnice te dotyczą 
zarów no rozpoznania  p rzed ­
wczesnego kodonu stop jak i 
lokalizacji procesu w czasie i 

przestrzeni oraz sposobu degradacji mRNA zawierające­
go PTC.

ROZPOZNANIE PRZEDWCZESNEGO KODONU STOP

O dróżnienie przedw czesnego kodonu stop od norm al­
nego opiera się na kontekście w  jakim kodon terminacyjny 
się znajduje i zależy od pew nych sygnałów działających 
w cis (patrz Ryc. 1). U ssaków zauw ażono, że procesowi 
NMD podlegają tylko mRNA w yw odzące się z genów za ­
wierających introny; transkrypty genów bezintronowych 
nie są degradow ane na tej drodze [19]. W ynika to stąd, że 
sygnałem dla rozpoznania kodonu stop jako przedw cze­
snego jest obecność na mRNA kom pleksu EJC, który w 
czasie składania lokalizuje się nieco powyżej każdego miej­
sca łączenia eksonów. Podczas pierwszej rundy  translacji 
wędrujący po mRNA rybosom  usuw a po kolei kompleksy 
EJC, kiedy znajdzie się około 50-55 nukleotydów  powyżej 
każdego z nich. Kiedy rybosom  napotka kodon term ina­
cyjny, przyłączają się czynniki uwalniające eRFl i eRF3, a 
w raz z nimi białka U pfl i Sm gl. Jeśli poniżej kodonu stop 
nie ma już żadnego kom pleksu EJC, to zachodzi terminacja 
translacji. Jeśli jednak 50-55 lub więcej nukleotydów  po ­
niżej kodonu terminacyjnego znajduje się kompleks EJC, 
U pfl oddziałuje z Upf2 zw iązanym  z EJC i urucham iany 
jest proces NMD. Od tej reguły są wyjątki: transkrypt |3 
receptora kom órek T (TCR- (3) podlega NMD naw et jeśli 
kodon stop znajduje się mniej niż 50-55 nt powyżej EJC. 
Jak dotąd, brak wyjaśnienia tego zjawiska. Z kolei mRNA 
formy jelitowej apolipoproteiny B, który w wyniku reda ­
gowania ma w prow adzony kodon stop mniej więcej w  po ­
łowie transkryptu , nie podlega NMD, mimo że reguła 55 
nukleotydów  jest spełniona. Najpraw dopodobniej białka
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Rycina 1. M echanizm  rozpoznania przedw czesnego kodonu stop zależy od od ­
działyw ania m iędzy rybosom em  zatrzym anym  na kodonie stop a sygnałam i po ­
łożonym i poniżej. A) U ssaków sygnałem  jest białkowy eksonow y kom pleks łącz­
nikowy (EJC), jeżeli znajduje się >50-55 n t poniżej przedw czesnego kodonu stop 
(PTC). B) U drożdży sygnałem  jest białko H rp lp  w iążące się do  sekwencji DSE 
(ang. downstream sequence element) lub nadm ierna długość 3' UTR. C) U ow adów  
i nicieni m echanizm  rozpoznania PTC nie jest znany, ale p rzypuszcza się, że jest 
podobny do tego u drożdży, gdyż kom pleks EJC nie jest konieczny do przebiegu 
NMD u m uszek. D) U roślin m echanizm  także nie jest znany. W iadom o, że NM D 
podlegają transkrypty, w  których PTC znajduje się w  rejonie odpow iadającym  
m aksym alnie 70-80% długości mRNA.

biorące udział w  redagow aniu  mRNA chronią go przed 
rozpoznaniem  jako substrat NMD [20].

W przeciwieństwie do ssaków, u drożdży, nicieni, m u ­
szek i roślin mRNA będące produktam i genów nie posia­
dających intronów podlegają NMD. Inne m uszą być więc 
tutaj sygnały decydujące o rozpoznaniu kodonu stop jako 
przedwczesnego. Jak dotąd, taki sygnał zidentyfikowano 
tylko u drożdży. Jest to specyficzna sekwencja znajdująca 
się poniżej kodonu stop (ang. downstream sequence element 
-  DSE): TGYYGATGYYYYY, gdzie Y=T lub C. Im więcej 
razy ta sekwencja jest powtórzona, tym  efektywniej w yw o­
ływany jest proces NMD [21]. Z sekwencją DSE wiąże się 
białko H rp lp , które jest konieczne dla przebiegu NMD u 
drożdży. Inny model zakłada, że sygnałem dla rozpoznania 
kodonu stop jako przedwczesnego jest nadm iernie długi 3' 
UTR — być może pewne oddziaływania czynników termi- 
nacyjnych z końcem 3' są niezbędne do prawidłowego za­

kończenia translacji [22], U m uszek i nicieni kompleks EJC 
nie jest zaangażowany w proces NMD, więc rozpoznanie 
PTC może przebiegać podobnie jak u drożdży; przypusz­
czenie to wym aga jednak potwierdzenia doświadczalnego.

U roślin procesowi NMD podlegają zarówno produk­
ty genów zawierających introny [8] jak i bezintronowych 
[23,24], W przypadku genów bezintronowych znaczenie 
miało miejsce, w którym wprow adzono przedwczesny 
kodon stop: wstawienie PTC w rejonie odpowiadającym 
m aksymalnie 70-80% długości mRNA powodowało NMD, 
natomiast transkrypty z PTC bliżej 3' końca nie podlegały 
tem u procesowi [23,24]. Z kolei w innym badaniu stwier­
dzono, że dla zajścia NMD konieczne było wycięcie intronu, 
ale znajdującego się nie — jak u ssaków — poniżej PTC, lecz 
powyżej [25], Być może więc, u roślin występują obie drogi 
rozpoznaw ania przedwczesnych kodonów stop: jedna po­
dobna do tej obecnej u drożdży, a druga — do ssaczej.

LOKALIZACJA NMD W CZASIE I PRZESTRZENI

U wszystkich organizmów eukariotycznych proces NMD 
przebiega w czasie translacji i może być ham owany przez an­
tybiotyki będące inhibitorami translacji (np. cykloheksamid, 
puromycyna), inaktywację czynników inicjujących transla­
cję lub przez obecność supresorowych tRNA [20]. Różnice 
dotyczą natomiast czasu, w którym NMD może zajść: czy 
zachodzi tylko w trakcie pierwszej czy także kolejnych rund 
translacji oraz lokalizacji tego procesu w komórce: w jądrze 
czy w cytoplazmie. Szczegóły dotyczące tych kwestii zosta­
ły jak dotąd poznane tylko u ssaków i drożdży.

Model postulowany dla ssaków zakłada, że NMD zacho­
dzi tylko podczas pierwszej (ang. pioneer) rundy translacji. 
Od kolejnych rund translacji pierwsza różni się tym, że za­
chodzi na mRNA, który na końcu 5' ma białka wiążące się z 
kapem  (CBC): CBP20 i CBP80, a na końcu 3' — białko wiążące 
się z ogonem poliA — PABP2. Po pierwszej rundzie transla­
cji białka te zastępowane są odpowiednio przez: eIF4E oraz 
PABP1. Ponieważ u ssaków do przebiegu NMD konieczne 
są białka wchodzące w skład kompleksów EJC, logiczne w y­
daje się, że proces ten może zachodzić tylko podczas pierw ­
szej rundy translacji, gdyż potem EJC nie są już związane z 
mRNA. Pierwszych wskazań, że faktycznie tak się dzieje, 
dostarczyły badania Ishigaki i wsp. [26], w których poka­
zano, że mRNA związane z CBC podlegają translacji, oraz 
że degradacja mRNA zawierających PTC zachodzi, gdy są 
one związane z CBP80. W testach immunoprecypitacyjnych 
mRNA zawierające PTC i związane z CBP80 stanowiły 17% 
mRNA typu dzikiego (czyli nie zawierającego PTC), nato­
miast udział mRNA niosących PTC i związanych z eIF4E 
był zredukow any do 12% poziomu mRNA typu dzikiego. 
Różnica ta mieści się w  granicach błędu ekperymentalnego, 
ale nie m ożna wykluczyć, że część transkryptów podlega 
NM D także wtedy, gdy jest związana z eIF4E. Za tym, że 
NMD zachodzi podczas pierwszej rundy translacji przem a­
wiają kolejne fakty. Inhibitor translacji 4E-BP1, który wiąże 
się z eIF4E, hamuje późniejszą translację, nie ma natomiast 
w pływ u na NMD. Również eIF4AIII, czynnik zaangażowa­
ny w NMD, związany jest tylko z mRNA z przyłączonym 
CBP80 [27], Można więc przyjąć, że NMD u ssaków zacho­
dzi podczas specyficznej, pierwszej rundy translacji, która
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różni się od kolejnych rund translacji. Nie w iadom o jednak, 
czy białka CBC biorą udział w NMD, czy też NMD tylko za­
chodzi na mRNA związanych z tymi białkami, a one same 
w proces ten nie są zaangażowane. Niedawno została opu ­
blikowana praca, która wskazuje, że CBP80 może brać czyn­
ny udział w  NMD [28].

U drożdży NMD również podlegają transkrypty związa­
ne z CBC, jednak pod nieobecność białek CBC proces ten 
nie jest zaham owany i może zachodzić na mRNA z przy­
łączonym eIF4E [29], Nie ma też ograniczenia co do czasu, 
w jakim NMD może zachodzić — nie tylko podczas pierw ­
szej rundy translacji, ale też podczas kolejnych. Świadczy o 
tym fakt, że mRNA zawierające PTC (które akumulują się 
gdy szlak NMD jest wyłączony) są szybko degradow ane po 
przywróceniu aktywności NMD [30].

Lokalizacja procesu NMD w komórce jest jeszcze kwestią 
sporną. Sugeruje się, że u ssaków pewne transkrypty pod ­
legają NMD w cytoplazmie, ale inne — w jądrze. Jądrowa 
lokalizacja translacji budzi kontrowersje [31], ale obserwuje 
się, że niektóre mRNA zawierające przedwczesny kodon 
stop występują we frakcji jądrowej. Może być jednak tak, 
że ich translacja nie zachodzi w jądrze, lecz podczas ich eks­
portu do cytoplazmy, kiedy nadal są z jądrem związane. Jak 
dotąd brak danych, które jednoznacznie stwierdziłyby, czy 
przy całkowicie zablokowanym eksporcie mRNA z jądra 
zachodzi proces NMD. U drożdży natomiast wykazano, że 
proces NMD może mieć miejsce tylko w cytoplazmie, gdyż 
jest on ham owany przez zablokowanie eksportu mRNA 
[32].

OD ROZPOZNANIA PTC DO DEGRADACJI mRNA

Obecnie wiadomo, w  jaki sposób PTC są rozpoznawane u 
różnych organizmów, znane są też drogi degradacji mRNA, 
które zawierają PTC. Natomiast to, jak transkrypt z rozpo­
znanym przedwczesnym kodonem stop jest kierowany do 
degradacji, zostało jak dotąd bliżej — choć jeszcze nie do 
końca — scharakteryzowane tylko u ssaków. Dla zajścia pro­
cesu NMD kluczowy jest cykl fosforylacji-defosforylacji biał­
ka Upfl. Fosforylację przeprowadza kinaza Smgl, natomiast 
defosforylacja zależna jest od białek Smg5, Smg6 i Smg7, któ­
re tworzą kompleks i wiążą fosfatazę białkową PP2A. Jakie 
dokładnie zmiany i rearanżacje w  obrębie kompleksu NMD 
wywołuje fosforylacja/defosforylacja Upfl — nie wiadomo. 
Stwierdzono jednak, że Smg7 może być tym białkiem, które 
wiąże dwa etapy procesu NMD: rozpoznanie PTC z kierowa­
niem mRNA do degradacji [11], Smg7 gromadzi się w  tzw. 
ciałkach P, w  których zachodzi degradacja mRNA, a jego nad- 
ekspresja sprawia, że również Smg5 i Upfl są tam gromadzo­
ne. Białko Smg7 byłoby więc czynnikiem doprowadzającym 
transkrypty z rozpoznanym przedwczesnym kodonem stop 
do miejsc, gdzie mogą one ulec zniszczeniu. Rolę Smg7 w 
kierowaniu mRNA do degradacji potwierdzają eksperymen­
ty, w  których białko Smg7 na stałe związane do mRNA po­
wodowało jego szybki rozkład, nawet jeśli powyżej miejsca 
związania nie było kodonu stop. Sugeruje to, że Smg7 działa 
w późnej fazie NMD, gdy PTC został już rozpoznany i kieru­
je taki transkrypt do degradacji. Do wywołania takiego efek­
tu wystarcza C-końcowa domena Smg7, natomiast koniec N, 
który zawiera domenę podobną do białek z rodziny 14-3-3,

A) Ssaki i drożdże

Rycina 2. Degradacja mRNA zawierających PTC. A) U ssaków i drożdży degra ­
dacja mRNA m oże zachodzić p rzez 1) niezależne od deadenylacji usunięcie kapu 
i degradację przez egzonukleazę XRN1 lub 2) deadenylację i degradację przez 
egzosom  i kom pleks Ski. B) U m uszki owocowej rozkład inicjowany jest przez 
endonukleolityczne cięcie w  pobliżu PTC, a pow stałe fragm enty degradow ane 
są od obu now o utw orzonych końców bez konieczności usuw ania  kapu czy de­
adenylacji.

oddziałuje z Upfl oraz Smg5 [11,12], U C. elegans, który po­
siada ortologi wszystkich białek Smg, proces może zachodzić 
w  podobny sposób. Natomiast u Drosophila obecność białka 
Smg7 nie jest konieczna dla procesu NMD [13]. Tak więc, u 
owadów kierowanie mRNA z rozpoznanym PTC do degra­
dacji może zachodzić na innej drodze niż u ssaków. U droż­
dży nie występują ortologi białek Smg, ale białko Upfl także 
może być fosforylowane [33]. Nie wiadomo jednak, czy ma to 
znaczenie dla przebiegu NMD.

Kiedy transkrypt zawierający rozpoznany PTC zosta­
nie skierowany do degradacji, jego rozkład może przebie­
gać różnymi drogam i (Ryc. 2). U drożdży i ssaków mRNA 
może być degradow any od obu końców. Częściej zachodzi 
degradacja od końca 5', którą zapoczątkowuje niezależne 
od deadenylacji usunięcie kapu przez enzymy Dcpl i Dcp2. 
Dalej następuje degradacja przez egzonukleazę Xrnl. Druga 
możliwość to deadenylacja mRNA przeprow adzana u ssa­
ków przez enzym PARN (poliA rybonukleaza), a u drożdży 
przez inną, jak dotąd nie scharakteryzowaną, deadenylazę. 
Następnie mRNA jest degradow any przez egzosom (kom­
pleks 3 '—>5' egzonukleaz) i kompleks Ski [6]. Inaczej wyglą­
da rozkład mRNA u Drosophila. Degradacja jest inicjowana 
przez endonukleolityczne cięcie w pobliżu PTC, a powstałe 
fragmenty mRNA są degradowane od nowo powstałych 5' 
i 3' końców przez Xrnl w  kierunku 5' —>3' oraz egzosom i 
kompleks Ski w  kierunku 3 '—>5'. Nie ma konieczności usu ­
wania kapu czy deadenylacji mRNA [34].

INNE FUNKCJE CZYNNIKÓW BIORĄCYCH 
UDZIAŁ W PROCESIE NMD

Białka Upf i Smg, pełniące kluczową rolę w  procesie 
NMD, oraz białka wchodzące w skład kompleksu EJC oka­
zują się być zaangażowane także w inne procesy komór-
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Tabela 3. Inne funkcje, w  które zaangażow ane są czynniki biorące udział w 
NMD.

1 Funkcja Białko !

Stymulacja translacji U pfl, Upf2, Upf3, Y14, 
Magoh, RNPS1

Zwiększenie poziom u mRNA RNPS1

Praw idłow a terminacja translacji U pfl, Upf2, Upf3

Regulacja cyklu kom órkowego U pfl, Sm gl

R eplikacja/napraw a DNA U pfl

U trzym anie telom erów Smg6

kowe (Tab. 3). Zauważono, że obecność jednego lub w ię­
cej intronów w genie zwiększa poziom dojrzałego mRNA, 
a także ilość białka [35], Za ten efekt odpowiedzialne są 
właśnie białka zaangażowane w proces NMD. U pfl, Upf2 
i Upf3 oraz heterodimer Y14-Magoh zwiększają wydajność 
translacji, a RNPS1 stymuluje translację i podnosi poziom 
mRNA. Natomiast te białka kompleksu EJC, które nie są 
zaangażowane w proces NMD, nie mają w pływ u na trans­
lację. Białka Upf zwiększają też wierność terminacji trans­
lacji — ich brak powoduje odczytanie kodonu stop jako 
sensownego i powstawanie białek o w ydłużonym  końcu C. 
Prawdopodobnie znaczenie ma tu fakt, że białka Upf mogą 
się wiązać z czynnikami uwalniającymi: U pfl oddziałuje z 
eRFl oraz eRF3, a Upf2 i Upf3 — tylko z eRF3 [36].

Białko U pfl jest też zaangażowane w przebieg cyklu 
komórkowego oraz napraw ę DNA. Komórki pozbawione 
U pfl zatrzymują się w fazie S cyklu komórkowego. Nie ma 
to związku z NMD, ponieważ podobny efekt nie był ob­
serwowany, gdy wyciszono Upf2. Obserwowano, że pod 
w pływ em  promieniowania y wzrasta ilość białka Upfl, 
zwłaszcza we frakcji związanej z chromatyną. Istotna jest tu ­
taj fosforylacja U pfl przez kinazę ATR (należącą do tej samy 
rodziny kinaz PIKK co Smgl) ponieważ w komórkach po­
zbawionych ATR nie obserwowano związania Upfl z chro­
matyną. Nie w iadom o jak dotąd, jakie funkcje pełni białko 
U pfl związane z chromatyną, ale postuluje się, że bierze 
udział w zabezpieczaniu stabilności informacji genetycznej 
przez udział w replikacji i / l ub  napraw ie DNA. Potwierdza 
to fakt, że Upfl oddziałuje z polimerazą DNA 5 [37],

W zabezpieczaniu stabilności informacji genetycznej 
bierze też udział kinaza Sm gl. Jest ona aktywowana pod 
wpływ em  promieniowania jonizującego oraz światła UV i 
charakteryzuje się zdolnością do fosforylowania białka p53, 
ważnego regulatora cyklu komórkowego. Pozbawienie ko­
mórek białka Sm gl powodowało wzrost uszkodzeń DNA, 
zwiększoną wrażliwość na promieniowanie jonizujące oraz 
zatrzym ywało komórki w  fazie [38],

Inne białko Smg, Smg6, jest homologiem drożdżowego 
białka Estl, zaangażowanego w utrzym yw anie telomerów. 
Nie wiadomo, na czym dokładnie polega jego rola w  w y­
dłużaniu telomerów; proponow ane są dw a modele: Estl 
umożliwia związanie telomerazy do 3' końca telomeru lub 
telomeraza jest tam ciągle obecna, a białko Estl ją tylko ak­
tywuje. Testy immunoprecypitacyjne wskazują na w ystępo­
wanie Smg6 w kompleksie z telomerazą, a jego nadekspre- 
sja powoduje takie zmiany w  budowie zakończeń telomero- 
wych chromosomów, które umożliwiają telomerazie dostęp

do tych struktur. Zmiany te najprawdopodobniej obejmują 
obecność/brak pewnych białek związanych z zakończenia­
mi telomerowymi lub zmiany w  strukturze DNA wyższego 
rzędu (np. obecność pętli itp.) [39], Problemy te wymagają 
jeszcze dalszych badań.

W związku z zaangażowaniem  czynników biorących 
udział w NMD w inne procesy komórkowe m ożna posta­
wić pytanie, czy wyewoluowały one jako składniki procesu 
NMD, czy też dla pełnienia innych funkcji, a NMD jest tylko 
korzystnym produktem  ubocznym?

NMD A INTERFERENCJA RNA I MIKRO RNA

Oprócz NMD potranskrypcyjna regulacja ekspresji ge­
nów zachodzi też m. in. na drodze interferencji RNA (RNAi) 
oraz przy udziale endogennych mikro RNA (miRNA). W 
procesie RNAi krótkie interferujące RNA (siRNA), w pełni 
kom plem entarne do docelowych mRNA, przyłączają się do 
nich i powodują ich degradację. Natomiast miRNA działają 
w różny sposób u zwierząt i u roślin. U zwierząt miRNA są 
tylko częściowo komplementarne do 3' UTR swych docelo­
wych transkryptów  i hamują translację. U roślin zaś miR­
NA są niemal całkowicie komplementarne do docelowych 
cząsteczek mRNA i powodują ich degradację, podobnie 
jak podczas interferencji RNA. Aby spełniać swoją funkcję, 
siRNA i miRNA muszą połączyć się z kompleksem wyci­
szającym (RISC), w skład którego wchodzą między innymi 
białka z rodziny Argonautę [41]. Białka te, podobnie jak 
czynniki zaangażowane w NMD (Smg5, Smg7 i Upfl), loka­
lizują się w ciałkach P. Tam też znajdują się białka potrzebne 
do degradacji mRNA w kierunku 5 '—*3': enzymy usuwające 
kap (Dcpl i Dcp2) oraz egzonukleaza Xrnl. Powstaje więc 
pytanie, czy wyciszanie RNA za pomocą siRNA i miRNA 
oraz proces NMD są w jakiś sposób ze sobą powiązane?

Zagadnienie to zostało spraw dzone doświadczalnie u 
nicienia [42] i muszki owocowej [43], O ile u C. elegans w y­
ciszenie U pfl, Smg5 i Smg6 zniosło efekt interferencji RNA, 
o tyle u D. melanogaster nie wykazano zależności między 
procesami NMD, RNAi oraz regulacją ekspresji na drodze 
miRNA. Mimo wspólnej lokalizacji przebiegu końcowych 
etapów tych procesów, zakłócenie jednego z nich nie ha­
muje innych. Kwestia ta wym aga jednak dalszych badań u 
innych organizmów.

ZNACZENIE PROCESU NMD U CZŁOWIEKA

O istotności NMD najlepiej świadczą różnorodne proce­
sy, w jakie jest on zaangażowany. Ponieważ NMD został 
najdokładniej poznany u ssaków, najpełniejszy obraz da 
przedstawienie przykładów znaczenia NMD u człowieka.

NMD jest postrzegane przede wszystkim jako mecha­
nizm  kontroli jakości mRNA, dzięki któremu nie powstają 
białka niepełnej długości. Kontrola jakości mRNA doty­
czy również produktów  alternatywnego składania, które 
umożliwia produkcję zróżnicowanych białek z jednego pre- 
mRNA, jednak nie zawsze prowadzi do powstania funkcjo­
nalnych białek. Uważa się, że około jedna trzecia produk­
tów alternatywnego składania generuje PTC i jest usuw ana 
w  drodze NMD [5]. Szczególnie istotne jest to w przypadku
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Rycina 3. Białko wiążące się z traktem  polipirym idynow ym  (PTB) reguluje po ­
ziom  swojej ekspresji przez alternatyw ne składanie pre-mRNA i NMD. A) Gdy 
PTB jest nieobecne, powstaje pełny mRNA, z którego jest syntetyzow ane białko. 
B) Gdy białka PTB jest dużo, w  składaniu z jego pre-mRNA wycinany jest 11. 
ekson, co pow oduje pojawienie się PTC i w  rezultacie transkrypt jest niszczony w 
drodze NMD, białko nie powstaje.

immunoglobulin oraz receptorów limfocytów T. Ogromna 
różnorodność tych białek wynika z rearanżacji dokonyw a­
nych w obrębie genów, jednak wprowadzają one w części 
produktów  przedwczesny kodon stop i w rezultacie nie po­
wstałyby z nich funkcjonalne białka. Takie transkrypty są 
skutecznie usuw ane na drodze NMD [22],

Inną istotną funkcją NMD jest regulacja ekspresji części 
genów. Przykładem mogą być tu geny selenoprotein, które 
w  obecności selenu są syntetyzowane, a gdy brakuje tego 
pierwiastka, kodon dla selenocysteiny jest odczytywany 
jako przedwczesny kodon terminacji translacji (PTC) i trans­
krypt podlega degradacji [1], Green i wsp. [5] proponują 
model regulacji ekspresji genów przez składanie, nazwany 
przez nich regulowanym, nieproduktyw nym  składaniem

i translacją (RUST, ang. regulated unproductive splicing and 
translation). Regulacja odbywa się na skutek zmian w oto­
czeniu, w jakim zachodzi składanie i obecności czynników 
warunkujących składanie, co decyduje o powstaniu funk­
cjonalnych lub niefunkcjonalnych form mRNA. Ich funkcjo­
nalność jest weryfikowana w trakcie translacji. Przykładem 
może być tutaj autoregulacja poziomu białka wiążącego się 
z traktem polipirym idynowym  (PTB), które jest czynnikiem 
zaangażowanym  w składanie. Wzrost ilości PTB sprawia, 
że z jego pre-mRNA wycinany jest 11. ekson, co z kolei po­
woduje przesunięcie ramki odczytu i powstanie PTC [22] 
(Ryc. 3). Innym przykładem  zaangażowania NMD w regu­
lację ekspresji genów może być regulacja ekspresji genów 
odpowiedzialnych za metabolizm am inokwasów i odpo­
wiedź na głód aminokwasowy. Zauważono, że geny te ule­
gają podwyższonej ekspresji w  komórkach, w  których nie 
zachodzi proces NMD [1]. Badacze wysnuli więc przypusz­
czenie, że w warunkach niedoboru am inokwasów proces 
NMD, który zachodzi podczas translacji, jest ham owany i 
poziom transkryptów białek syntetyzujących aminokwasy 
jest podwyższony. Normalnie zaś, gdy aminokwasów jest 
dość i nie jest potrzebna ich produkcja, ekspresja odpo­
wiednich genów jest ham owana przez NMD. Jednak, jeśli w 
przypadku głodu aminokwasowego NMD jest ham owany z 
pow odu zatrzym ania lub znacznego zwolnienia translacji, 
to tak samo nie może zachodzić produkcja białek syntety­
zujących aminokwasy. Być może jest więc tak, że kompleks 
EJC sam oddysocjowuje od mRNA po jakimś czasie, a gdy 
występuje niedostatek aminokwasów, to translacja trwa 
dłużej i kompleksy EJC zdążą się odłączyć od transkryptu. 
W tedy kodon stop nie może być rozpoznany jako przed­
wczesny i mRNA zamiast być degradow any jest przepisy­
wany na niezbędne białka.

Znaczenie procesu NMD stwierdzono również w przebie­
gu różnych chorób. Otóż, może on łagodzić objawy pewnych 
schorzeń, takich jak ß-talasemia, choroba von Willebranda, 
podatność na zakażenia prątkowe, krótkopalczastość typu 
B czy degeneracja siatkówki. Fenotyp heterozygot zależy 
bowiem od położenia mutacji wprowadzającej kodon stop 
w danym  genie. Mutacje znajdujące się w  ostatnim eksonie 
mają charakter dominujący, ponieważ kodon stop nie jest 
rozpoznawany jako przedwczesny i mRNA ulega transla­
cji. Jednak mutacje we wcześniejszych eksonach powodują, 
że kodon stop zostaje uznany za przedwczesny i skrócone

A) B)
zmutowany allel

PTC

normalny allel zmutowany allel

PTC

normalny allel

translacja translacja

nieprawidłowe białko

^  translacja, NMD 

brak białka

translacja

prawidłowe białko prawidłowe białko

osoba chora osoba zdrowa

Rycina 4. Położenie mutacji wprowadzającej kodon stop m a znaczenie dla fenotypu heterozygot. A) Kodon stop w ostatnim  eksonie nie jest rozpoznaw any jako p rzed ­
wczesny, powstaje n iepraw idłow e białko, które dom inuje nad  form ą praw idłow ą, wywołując chorobę. B) Kodon stop w e wcześniejszych eksonach jest rozpoznaw any 
jako przedwczesny, transkrypt jest niszczony i n iepraw idłow e białko nie powstaje. Z norm alnego allelu produkow ane jest p raw idłow e białko, co wystarcza, by nie było 
objawów choroby.
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białko nie powstaje, a jego prawidłowa forma produkow a­
na z drugiego allelu genu wystarcza, by osoba była zdrowa. 
Mutacja jest w tedy recesywna (Ryc. 4). Podobnie dzieje się 
w przypadku nowotworów. Dzięki NMD nie ulegają eks­
presji zm utow ane białka supresorowe, w których pojawił 
się PTC. Przyczynia się to do opóźnienia rozwoju now otw o­
rów, przynajmniej dopóki drugi allel genu supresorowego 
nie nabędzie mutacji [40].

Jednak NMD jest bronią obosieczną i może zaostrzyć 
przebieg innych chorób genetycznych, takich jak mukowi- 
scydoza, syndrom  Hurlera, syndrom  Frasiera czy dystrofia 
mięśniowa Duchenne'a. W tych przypadkach skrócone biał­
ka nadal spełniałyby swoje funkcje, przynajmniej częścio­
wo, ale ich mRNA są degradow ane na drodze NMD. Pewne 
polepszenie daje stosowanie antybiotyków aminogliko- 
zydowych. Trudno wyobrazić sobie jednak ich rutynowe 
stosowanie, ponieważ wyłączenie NMD nie jest w  tej sytu­
acji selektywne i może prowadzić do poważnych skutków 
ubocznych [40].

WNIOSKI

NMD jest ważnym  i złożonym procesem pełniącym istot­
ne funkcje nie tylko w zabezpieczaniu komórek przed szko­
dliwymi, skróconymi formami białek, ale też i w regulacji 
ekspresji genów . Czynniki biorące udział w  NMD są również 
zaangażow ane w inne istotne procesy komórkowe związa­
ne z translacją, cyklem kom órkowym  oraz zabezpieczaniem 
stabilności informacji genetycznej. Z badań nad ssakami i 
drożdżam i wyłania się coraz bardziej kompleksowy obraz 
procesu NMD, jednak wiele jego aspektów wym aga dal­
szego scharakteryzowania. Istotne jest też bliższe poznanie 
szczegółów tego procesu u innych organizmów, zwłaszcza 
u roślin, u których jest on najsłabiej zbadany. Pogłębienie 
w iedzy na temat NMD może przyczynić się do zrozumienia 
także innych procesów zachodzących w komórkach.
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Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) — on guard of mRNA quality
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ABSTRACT
Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) is a surveillance pathway that protects cells from potentially harmful effects of truncated prote­
ins that would otherwise be translated from mRNAs bearing premature termination codons (PTC). NM D targets not only aberrant mRNAs 
possessing PTCs resulting from mutations, transcription errors or abnormal splicing but is also thought to be involved in regulating the 
expression of several wild-type transcripts (approximately 10% of the transcriptome). N M D is a conserved pathway present in all eukaryotic 
organisms studied so far (yeast, nematoda, flies, mammals and plants). The key players involved in NM D are also conserved among these 
species. However, details of NM D mechanism vary among eukaryotic organisms studied so far.
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Wirus zapalenia wątroby typu C 
— budowa i replikacja a m ożliwości 
terapeutyczne i zjawisko oporności

STRESZCZENIE

Materiał genetyczny wirusa zapalenia wątroby typu C (HCV, ang. hepatitis C virus) to jed- 
noniciowy, lin iow y RNA. Charakterystyczną cechą HCV jest zmienność genetyczna, 

która w  połączeniu z niezwykłym  potencjałem replikacyjnym oraz presją selekcyjną w yw ie ­
raną przez organizm gospodarza staje się główną przyczyną powstawania niewrażliwych na 
działanie układu immunologicznego i opornych na leki mutantów HCV. W ciągu jednego 
zaledwie dnia w  organizmie pacjenta może zostać wytworzonych 1012 cząstek wirusowych, 
z których w iele obdarzonych jest mutacjami. Dzięki ciśnieniu selekcyjnemu wywieranemu  
przez system immunologiczny oraz stosowane leki dochodzi do wyselekcjonowania nowych  
niewrażliwych na terapeutyki wariantów HCV. Celem pracy jest zwrócenie uwagi na pro­
blemy terapeutyczne towarzyszące przewlekłemu zapaleniu wątroby typu C (pzw C) w yni­
kające z budowy i sposobu replikacji wirusa. Prezentowane rozważania nie dotyczą szeroko 
omawianych w literaturze czynników prognostycznych zależnych od pacjenta.

WPROWADZENIE

Kiedy w połowie lat sześćdziesiątych poprzedniego stulecia zidentyfikowano 
wirus zapalenia wątroby typu B [1], stało się jasnym, że obok niego musi istnieć 
jakiś dodatkowy czynnik wywołujący ostre i przewlekłe stany zapalne wątroby, 
bardzo często związane z przetoczeniem krwi (tzw. poprzetoczeniowe zapalenie 
wątroby). Chcąc uzyskać więcej informacji na jego temat pobierano od osób cho­
rych na poprzetoczeniowe zapalenie wątroby surowicę i zakażano nią zwierzęta 
laboratoryjne (głównie szympansy). Następnie analizowano obraz kliniczny cho­
roby oraz parametry biochemiczne, oceniano zmiany patomorfologiczne biopta- 
tów wątroby. W rezultacie zaobserwowano, iż podczas choroby dochodzić może 
do powstawania kompleksów tubularnych złożonych ze zdwojenia błon siateczki 
śródplazmatycznej hepatocytów. Dodatkowo w  zainfekowanych komórkach było 
widoczne uszkodzenie mitochondriów i zwiększenie liczby lizosomów [2].

W 1989 roku po wieloletniej żmudnej pracy zespół badawczy Michaela Ho- 
ughtona (Chiron Corporation, Kalifornia, USA) ogłosił na łamach Science odkry­
cie nowego czynnika infekcyjnego. Zgodnie ze zwyczajem przyporządkow yw a­
nia w irusom  zapalenia wątroby kolejnych liter alfabetu nazwano go wirusem 
zapalenia wątroby typu C (HCV) [3,4], HCV został sklasyfikowany jako jedyny 
przedstawiciel rodzaju Hepacivirus w  obrębie rodziny Flaviviridae.

BUDOWA HCV

W irusowa cząstka HCV ma średnicę około 50 nm  i składa się z otoczki, w e­
w nątrz której ulokowany jest kapsyd zawierający materiał genetyczny wirusa, 
czyli jednoniciowy, liniowy RNA, o długości ok. 9,6 tysięcy zasad i polarności 
mRNA ((+)RNA wirus). Otoczka zbudow ana jest z błony gospodarza, w  której 
osadzone są kodowane przez w irusa glikoproteiny E l i E2 (Tab. 1). W obrębie 
genom u HCV wyróżnić można dwie sekwencje niekodujące ulokowane na koń­
cu 3' i 5' (tzw. 3'UTR i 5'UTR, ang. untranslated regions) oraz centralnie położoną 
sekwencję kodującą. Oba UTR-y wykazują dużą zachowawczość (ponad 90%), 
gdyż pełnią ważne funkcje regulatorowe podczas procesów replikacji i translacji 
[5]. Usytuowana pomiędzy 3'UTR i 5'UTR pojedyncza otwarta ramka odczytu 
(ORF, ang. open reading frame) koduje poliproteinę złożoną z ponad 3000 am ino­
kwasów. Po translacji poliproteina ta ulega rozszczepieniu na białka struktural­
ne (S) i n iestrukturalne (NS).

BIAŁKA STRUKTURALNE (S)

Do białek strukturalnych zalicza się: białko rdzeniowe C (ang. core protein) 
tworzące nukleokapsyd oraz glikoproteiny El i E2 (ang. envelope proteins), które 
są zakotwiczone w zewnętrznej osłonce w irus (Rye. 1).
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Tabela 1. Lokalizacja w genomie i funkcja poszczególnych białek; w  obrębie HCV.

K odow ane białko Lokalizacja sekwencji kodującej Funkcja

5'UTR 1-341 inicjacja translacji, replikacja

C 342-914 tworzące nukleokapsyd białko strukturalne

El 915-1490 białko strukturalne, w iązanie receptorów  i 
rozpoznaw anie w rażliw ych kom órek

E2 1491-2579 białko strukturalne, wiązanie receptorów  i 
rozpoznaw anie w rażliw ych kom órek

E2-p7 1491-2768 nieznana

P 7 2580-2768 praw dopodobnie transblonow y kanał w apniow y

NS2 2769-3419 proteaza

NS3 3420-5312 proteaza, helikaza, NTP-aza

NS4A 5313-5476 kofaktor proteinazy serynowej NS3

N S4B 5477-6257 nieznana-kom ponent kom pleksu replikacyjnego

NS5A 6258-7600 kom ponent kom pleksu replikacyjnego

N S5B 7601-9374 polim eraza RNA zależna od RNA

3'UTR 9375-9621 replikacja, pakow anie genom ow ego RNA do w irionów

Białko rdzeniowe C. Białko C ma ciężar cząsteczkowy od 21 
do 23 kDa. Występuje ono głównie w cytoplazmie, aczkol­
wiek „okrojony" fragment o ciężarze cząsteczkowym od 19 
do 21 kDa został zidentyfikowany w jądrze. In vitro w yka­
zano, iż białko to wchodzi w  interakcje z białkami gospoda­
rza, np. czynnikiem martwicy nowotworów alfa (TNF-alfa) 
czy z jądrow ym  czynnikiem kappa B (NF-kappaB) [6], W 
związku z powyższym  wydaje się być oczywistym, że biał­
ko to może zaburzać funkcje komórkowe, a nawet w ywoły­
wać transformację nowotworową.

Białka otoczki -  glikoproteiny El i E2. Białka te posiadają 
dom enę hydrofobową, dzięki temu mogą wiązać się z bło­
nami komórkowymi. Stwierdzono, że E2 może powstawać 
z dwóch prekursorów: E2-NS2 i E2-p7. Obecność i rola p7 
oraz E2-p7 w zainfekowanych komórkach są przedmiotem 
badań. Niezwykle wysoki stopień zmienności został zaob­
serw ow any we fragmencie białka E2, pomiędzy resztami 
am inokwasów 384 a 410 poliproteiny (tj. pomiędzy resztami 
am inokwasów 1 i 27 E2). Ten genetycznie niestabilny frag­

ment nazw any został re­
gionem hiperzm iennym  
(HVR1). Zaobserwowa­
no, że w  trakcie trwania 
przewlekłego zakażenia 
HCV przeciwciała spe­
cyficzne do epitopów 
HVR1 mogą ulegać istot­
nym zmianom. Pozwala 
to sądzić, że region HVR1 
jest poddaw any silnemu 
ciśnieniu selekcyjnemu, 
co więcej zm iany zacho­
dzące w obrębie tego re­
jonu mogą być odpow ie­
dzialne za pow staw anie 
m utantów  nierozpozna­
walnych przez system 
immunologiczny [7], 
Pod koniec lat dziewięć­

dziesiątych doniesiono, że białko E2 może być efektywnie 
fosforylowane przez kinazę białkową odpowiedzialną za 
aktywację czynnika inicjującego translację (eIF2alfa). E2 
może więc hamować fosforylację eIF2alfa i w ten sposób 
zatrzymywać syntezę białek komórkowych. Ta właściwość 
E2 może leżeć u podstaw  jednego z mechanizmów, poprzez 
który HCV unika odpowiedzi interferonowej [8], E l i E2 
rozpoznają i wiążą się ze specyficznymi receptorami usytu ­
owanymi na wrażliwych komórkach (hepatocyty, komórki 
krwi) [9], W hiperzm iennym  rejonie białka E2 ulokowane 
są epitopy neutralizujące, stąd przeciwciała anty-HVRl-E2 
uniemożliwiają wiązanie E2 do receptorów komórkowych. 
Dzięki zastosowaniu odpowiedniej ilości im m unoglobulin 
skierowanych przeciwko temu rejonowi m ożna zabloko­
wać infekcję w  kulturze tkankowej [10].

BIAŁKA NIESTRUKTURALNE (NS)

Do białek niestrukturalnych zalicza się: NS2, NS3, NS4A, 
NS4B, NS5A, NS5B. Dodatkowo w  zakażonych komórkach

powstaje, w spom nia­
ne wcześniej, białko p7. 
Niedawno doniesiono, iż 
p7 jest białkiem ulegają­
cym integracji z błonami, 
w  których tworzy pory 
funkcjonujące jako kanał 
wapniowy. W obrębie 
białek niestrukturalnych 
znaleziono helikazę, dwie 
proteazy oraz polimerazę 
RNA zależną od RNA.

Białko NS2. Białka HCV 
zostały nazw ane przez 
analogię do białek w irusa 
żółtej gorączki. Ponieważ 
w obrębie HCV nie zna­
leziono białek podobnych 
do NS1 w irusa żółtej go­
rączki, dlatego ich nazew ­
nictwo rozpoczyna się
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Rycina 1. Organizacja genom u HCV i zakodow ane w  nim  białka.
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od NS2. Białko to zostaje wydzielone z poliproteiny przez 
komórkową peptydazę oraz w irusow ą proteazę złożoną z 
NS2 i NS3. Uważa się, że proteaza NS2-3 dokonuje katali­
tycznego cięcia w  obecności jonów cynku. Jest to białko o 
charakterze transbłonowym. Hydrofobowy C-koniec ulo­
kowany jest w  świetle siateczki śródplazamatycznej, a N- 
koniec w cytoplazmie. Sugeruje się, że NS2 może odgrywać 
istotną rolę w akumulacji wirusa, fosforylacji białka NS5A, 
jest także inhibitorem apoptozy i m odulatorem  transkrypcji 
genów.

Białko NS3. NS3 funkcjonuje jako proteaza serynowa, 
NTP-aza i helikaza RNA. Aktywność biologiczna dom eny 
proteazowej została dość dobrze scharakteryzow ana, gdyż 
jest ona konieczna do wycinania białek z poliproteiny w i­
rusowej. Białko NS3 bierze udział w proteolizie w iązania 
pom iędzy białkiem NS2 a NS3 oraz w uw olnieniu pozosta­
łych białek NS [11]. Domena proteazow a obejmuje p ierw ­
szych 181 am inokwasów. Przy porów naniu  sekwencji 
am inokw asów  różnych izolatów HCV okazuje się, że biał­
ko NS3 zawiera trzy zachowane w ewolucji reszty am ino­
kwasów: His-1083, Asp-1107 i Ser-1165, które reprezentują 
katalityczną triadę charakterystyczną dla rodziny proteaz 
serynowych. Białko NS4A funkcjonuje jako kofaktor pro- 
teazy serynowej NS3 i jest niezbędne dla cięcia N S3/4A  
i NS4B/5A oraz przyspiesza cięcie NS4A/4B i NS5A/5B. 
NS3, podobnie jak trypsyna, posiada miejsce wiążące cynk. 
Jak dotąd stosunkow o niewiele w iadom o o roli, jaką w cy­
klu replikacyjnym w irusa spełniają dw ie pozostałe dom e­
ny NS3: helikazowa i NTP-azowa [12]. Obie zlokalizowa­
ne są w C-końcowej części (465 reszt aminokwasowych). 
Przypuszcza się, że helikaza rozwija podw ójną nić RNA 
w czasie replikacji oraz wszelkie drugorzędow e struktury  
RNA utrudniające replikację i translację, NTP-aza dostar­
cza energię potrzebną dla efektywnego funkcjonowania 
helikazy.

Białko NS4. NS4 jest p rekursorem  dla dw óch białek : 
NS4A i NS4B. Funkcja hydrofobow ego białka NS4B jest 
n ieznana, aczkolwiek w iadom o, że razem  z NS4A i NS3 
uczestniczy ono w fosforylacji NS5A. NS4A, jak w spo ­
m niano wcześniej, jest kofaktorem  pro teazy  serynowej 
NS3. W jego skład w chodzą 54 reszty am inokw asow e, 
dom ena N -końcow a jest hydrofobow a, a C-końcowa hy ­
drofitowa. Region NS4A, konieczny do aktywacji NS3, 
znajduje się m iędzy 21 a 34 resztą am inokw asow ą [13]. 
Stabilne w iązanie pom iędzy białkam i NS3 a NS4A może 
więc ulec destabilizacji p rzez mutacje w  NS4A. Stw ier­
dzono  na przykład, iż w  w yniku  mutacji w  pozycji 28 NS4 
nie dochodzi do jego oddzia ływ ań  z NS3 [14]. W ydaje się, 
że białko NS4A nie jest konieczne dla w szystkich funkcji 
pro teazy  serynowej.

Białko NS5. Polipeptyd jest przetw arzany na dw a funkcjo­
nalne białka: NS5A i NS5B. Białko NS5A jest fosfoproteiną, 
pierwotna jego funkcja jest nieznana, choć na podstawie do­
tychczasowych badań wydaje się, że uczestniczy w replika­
cji w irusowego RNA. Liczne badania kliniczne sugerują, że 
NS5A indukuje brak wrażliwości na interferon [15]. Wystę­
pujące na końcu C poliproteiny białko NS5B wydaje się być 
związaną z błonami fosfoproteiną o aktywności polimerazy 
RNA zależnej od RNA.

Ze względu na znaczny polimorfizm genetyczny HCV, 
wyróżniono kilka jego genotypów i podtypów. Podstawą 
dokonanej klasyfikacji były konserwatywne regiony geno­
mu wirusa, głównie kodujące białka C, E l i NS5. Dotych­
czas w yodrębniono 6 podstawowych genotypów HCV 
(oznaczonych kolejnymi cyframi arabskimi) i ponad 50 pod ­
typów (oznaczonych kolejnymi literami alfabetu).

Genotypy l a  i lb  występują powszechnie w  Stanach 
Zjednoczonych i Zachodniej Europie, genotypy 4, 5 i 6 do­
minują w Egipcie, Republice Południowej Afryki, południo­
wo-wschodniej Azji.

REPLIKACJA HCV

Ze względu na brak modelowych systemów ekspery­
mentalnych nasza wiedza na temat rozwoju i przebiegu 
ostrych i przewlekłych zakażeń HCV jest dość ograniczona. 
Z dotychczasowych obserwacji wynika, że w trakcie wire- 
mii, w  ciągu jednej doby tworzy się ok. 1012 nowych wirio- 
nów, których okres półtrwania wynosi 2,7-5 godzin. Mimo, 
że z perspektywy całego organizmu liczba ta wydaje się 
być olbrzymia, to jednak w przeliczeniu na jedną komórkę 
ulega ona istotnej redukcji. Jeśli przyjąć, że ok. 10% hepato- 
cytów jest zakażonych HCV oraz, że wątroba zawiera ok. 
2xl011 komórek, to stężenie nowych wirionów wynosi 50 
sztuk na komórkę. Jeszcze kilka lat temu w ydawało się, że 
HCV wykazuje tropizm jedynie do hepatocytów, później­
sze badania pokazały, że wirusy te można znaleźć w lim­
focytach, komórkach nabłonkowych jelita, szpiku kostnym 
czy w ośrodkowym  układzie nerwowym  [16-19]. Jednak to 
hepatocyt pozostaje głównym miejscem replikacji w irusa i 
oddziaływ ań z gospodarzem (Ryc. 2).

Dotychczas nie udało się opracować odpowiedniego 
systemu komórkowego lub zwierzęcego umożliwiają­
cego efektywną replikację HCV. Obecnie szym pans jest 
głównym modelem badawczym umożliwiającym analizę 
zarówno przebiegu zakażenia jak i rozwoju choroby (po­
dobieństwo pom iędzy genomem człowieka a szym pansa 
wynosi ok. 98,5%). Chociaż przebieg wirusowego zapalenia 
wątroby typu C (wzw C) u szympansów jest łagodniejszy, 
to model ten umożliwia analizę wiremii, odpowiedzi sero­
logicznej, biochemicznej czy zmian patomorfologicznych 
w wątrobie. Przewlekłe zakażenie rozwija się tylko u ok. 
30% do 50% zakażonych szympansów, natomiast dotyka aż 
70%-80% zainfekowanych ludzi. Stworzono również alter­
natyw ne modele umożliwiające badanie replikacji HCV in 
vivo. Jednym z nich są transgeniczne myszy, innym  chiń­
skie ryjówki (Tupaia belangeri chinensis) z prowincji Yunnan. 
Ostatnio udało się uzyskać częściową replikację HCV w  li­
niach komórkowych raka wątroby HuH7. Jednak, podobnie 
jak to miało miejsce w przypadku badań nad przewlekłym 
zapaleniem w ątroby typu C, brak odpowiednich systemów 
doświadczalnych uniemożliwia szczegółowe badania cyklu 
replikacyjnego HCV. Dodatkowych informacji na tem at re­
plikacji HCV dostarczają prow adzone in vitro badania po­
szczególnych białek wirusowych otrzymanych na drodze 
ekspresji w  komórkach bakteryjnych lub owadzich [20], 
Jednak pierwszy znaczący postęp dokonany został dzięki 
zastosowaniu heterologicznych systemów umożliwiających
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Rycina 2. Cykl życiowy HCV.

ekspresję pojedynczych białek wirusowych [21] czy repli- 
konów  [22-23] lub funkcjonalnych pseudocząstek HCV [24- 
25]. Ostatnio wielkim sukcesem było stworzenie infekcyj­
nych cząstek HCV w kulturze komórkowej [26-27]. Uzyska­
no wysoce skuteczny pod względem infekcyjności system 
in vitro zdolny do produkcji 104-105 cząstek w irusow ych 
na ml supernatantu. Opracowano warunki umożliwiające 
rozprzestrzenianie się wirusa w kulturze komórkowej i jego 
pasażowanie. Obecnie zakłada się, że replikacja HCV za­
chodzi analogicznie jak u pokrewnych w irusów  RNA, czyli 
w  cytoplazmie. Najpierw dochodzi do łączenia się w irusa z 
receptoram i umiejscowionymi na powierzchni w rażliwych 
komórek. Jak dotąd, zidentyfikowano trzy receptory HCV. 
Pierwszym  jest cząsteczka CD81, która łączy się z glikopro- 
teiną E2, następnym i receptory LDL (ang. low density lipo­
protein) oraz VLDL (ang. very-low-density lipoprotein). Ostat­
nio doniesiono o kolejnym receptorze HCV, należącym do 
rodziny tzw. resztkowych „zmiataczy" (ang. human scaven­
ger receptor class B type I) [28]. Uważa się, że samo związanie 
się glikoproteiny El i E2 z receptorem umożliwia wejście 
w irusa do komórki, nie ma jednak dow odu na to, że zawsze 
inicjowana jest infekcja. Rola białka El w procesie łączenia 
w irusa z komórką nie jest poznana, wiadom o jedynie, że 
sama glikoproteina E2 nie wystarcza do rozpoznania w raż­
liwych komórek. Po wniknięciu w irusa na drodze endocy­
tozy, następuje pozbycie się osłonki i uwolnienie dodatniej 
nici RNA. Translacja genomowej cząsteczki RNA jest zależ­

na od usytuowanej na końcu 5' sekwencji IRES (ang. inter- 
nal ribosome entry site), która łączy się z podjednostkami 40S 
rybosomów. Kompleks ten uzupełniony o czynnik inicjują­
cy syntezę białek eIF3 (ang. eukaryotic initiation factor) oraz 
inicjatorowy tRNA, łączy się z dużą jednostką rybosomalną 
80S. W rezultacie rozpoczęta zostaje synteza poliproteiny, 
z której uwalniane są funkcjonalne białka wirusowe. Nici 
(-)RNA ponownie przepisywane są przez polimerazę na nić 
(+)RNA, która służy zarówno jako genom w irusow y jak i 
matryca do syntezy białek. Wiriony HCV praw dopodobnie 
formują się w  siateczce śród plazmatycznej. Dojrzałe cząstki 
uwalniane są z komórki przez pączkowanie.

LEKI STOSOWANE W TERAPII PRZEWLEKŁEGO 
ZAPALENIA WĄTROBY TYPU C

Interferony stanowią grupę cytokin wytw arzanych i 
uwalnianych przez komórki w odpowiedzi na zakażenie 
wirusami, pod w pływ em  antygenów czy polinukleotydów, 
odgrywają wiodącą rolę w  odporności przeciwwirusowej. 
Zostały odkryte przez Isaacsa i Lindemanna w 1957 roku. 
W ykazują działanie przeciwwirusowe, antyproliferacyjne i 
immunomodulujące [29],

Komórki człowieka wytwarzają pięć podstaw ow ych 
rodzajów interferonów: a ,  (3, k , od, y. Dawniej dzielono je 
na typ I i II. Interferony typu I ( a ,  (3, k , co) w ytw arzane są
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przede wszystkim przez traktowane wirusem leukocyty 
— interferon a  (IFN a), keratynocyty — interferon k  (IFN 
k ) lub fibroblasty — interferon (3 (IFN P). Natomiast interfe­
rony typu II — interferon y (IFN y), czyli immunologiczne, 
w ytwarzane są przez limfocyty T traktowane antygenami, 
cytokinami lub mitogenami, przez komórki NK, NKT i w 
niewielkich ilościach przez aktywowane makrofagi. O rga­
nizm  człowieka wytw arza ponad dwadzieścia rodzajów 
interferonów a  (określanych dodatkow ą liczbą arabską, np. 
IFN- a l ,  IFN- a2) i po jednym rodzaju interferonów p , k , co, 

y. Naturalny IFN-a jest zatem mieszaniną wielu podtypów  
i może mieć właściwości nieco odmienne od „rekombino- 
wanego" IFN-a, który składa się z identycznych cząsteczek 
należących do jednego podtypu. Interferony nie wykazują 
bezpośredniego działania przeciwwirusowego, ale w ytw o­
rzone pod w pływ em  wirusów, oddziałują na inne komórki 
indukując w nich powstanie czynników przeciwwiruso- 
wych i „stanu gotowości przeciwwirusowej". W arunkiem 
działania interferonów jest połączenie ze swoistymi recep­
torami. IFN-a wiąże się z receptorem zbudow anym  z pod ­
jednostek IFNAR-1 i IFNAR-2. Liczba receptorów jest różna 
dla poszczególnych komórek i w aha się od 2xl02 do 6xl03. 
Działanie interferonów związane jest z aktywacją przez nie 
różnych genów, zwanych genami stym ulowanym i przez in­
terferon (ISG, ang. IFN-stimulated genes), których w zm ożoną 
transktrypcję obserwuje się już po 5-10 minutach od zadzia­
łania interferonu. Po związaniu się interferonu z receptorem 
w błonie komórkowej dochodzi do aktywacji tyrozynowych 
kinaz białkowych — TYK2 i JAKI [30], Kinazy te fosforylu- 
ją różne białka, które następnie łączą się ze sobą, przecho­
dzą do jądra komórkowego i poprzez utworzenie czynnika 
transkrypcyjnego, a następnie połączenie się ze specyficzną 
sekwencją regulatorową, zwaną regionem odpowiedzi sty­
mulowanej przez interferon (ISRE, ang. interferon-stimulated 
response element), aktywują ekspresję genów odpowiedzial­
nych za produkcję białek efektorowych. Wśród białek efek- 
torowych najważniejsza jest kinaza białkowa (PKR, ang. 
protein kinase R), której aktywność pod w pływ em  interfero­
nu  wzrasta 20 razy i 2,5-oligoadenylosyntetaza (2',5'-OAS, 
2',5'-oligoadenylate synthase). Aktywność tej ostatniej, pod 
wpływem  interferonu, wzrasta 50-100 razy i w  obecności 
dwuniciowego RNA indukuje powstanie oligonukleoty- 
dów  adenylanowych aktywujących latentną endorybonu- 
kleazę-RNazę L przyspieszającą degradację mRNA wirusa. 
Kinaza białkowa ulega autofosforylacji i fosforyluje białka 
komórkowe, w śród których wiele bierze udział w  replika­
cji wirusów. W rezultacie zostaje zaham ow ana translacja i 
synteza białek w irusowych [31]. Kolejnym mechanizmem 
przeciwwirusowym  indukow anym  przez IFN-a i IFN-p jest 
aktywacja genu Mx, który jest obecny w komórkach wszyst­
kich ssaków. Produkt tego genu hamuje drastycznie, w  nie­
znany sposób, replikację przede wszystkim wirusa grypy i 
niektórych innych wirusów  RNA. Jednocześnie oba pow yż­
sze interferony działają najefektywniej przeciwwirusowo 
w całej swej grupie. W przypadku niektórych wirusów, 
interferon hamuje ich wiązanie z komórkami, penetrację, a 
także uwalnianie nukleokapsydu z otoczki. Jak widać inter­
feron indukuje w komórce różnorodne mechanizmy prze- 
ciwwirusowe. Wydaje się, że czynniki indukow ane przez 
interferon mogą hamować tempo zakażenia komórki przez 
wirusy, a także interferują z replikacją w irusów  na pozio­

mie transkrypcji i translacji oraz utrudniają formowanie się 
wirionów. Należy pamiętać, że przeciwwirusowe działanie 
interferonu zależy częściowo także od ich w pływu na układ 
odpornościowy. Wzmagają one np. fagocytozę, ekspresję 
niektórych cząsteczek i receptorów powierzchniowych, ak­
tywność komórek cytotoksycznych (komórek K, NK, lim ­
focytów T cytotoksycznych) zdolnych do zabicia własnych 
kom órek zakażonych przez wirusy, a także wzmagają cyto- 
toksyczną i fagocytarną aktywność makrofagów oraz eks­
presję cząsteczek głównego układu zgodności tkankowej, 
indukują ekspresję innych cytokin (np. IL-1, IL-6, TNF itd.). 
Poza tym  interferony hamują proliferację i indukują różni­
cowanie wielu komórek, najefektywniej w  tym względzie 
działa IFN-y. Interferony ze względu na swe działanie an- 
typroliferacyjne są inhibitorami krwiotworzenia, z drugiej 
strony stymulują, głównie IFN-y, różnicowanie kom órek 
szeregu mieloidalnego w kierunku monocytów. Działanie 
przeciwnowotworowe jest wynikiem hamowania replikacji 
w irusów  onkogennych, ale przede wszystkim ham ow ania 
proliferacji i pobudzania różnicowania komórek now otw o­
rowych. Rzadziej interferony bezpośrednio oddziałują cyto- 
toksycznie na komórki nowotworowe. Istotną rolę przeciw- 
now otw orow ą odgrywają poprzez zwiększoną ekspresję 
antygenów  nowotworowych i hamowanie pow staw ania 
naczyń w  obrębie zmiany oraz poprzez modulację proce­
sów dojrzewania i różnicowania komórek im m unokom pe- 
tentnych (głównie aktywacja makrofagów poprzez IFN-y).

Ze w zględu na swe liczne zalety interferon zaczęto sto­
sować w  terapii. Jednak do końca lat 70-tych, jego kliniczne 
zastosowanie było ograniczone, głównie z pow odu małej 
dostępności leku. W latach 60-tych opracowano bardzo 
czasochłonną i kosztowną metodę uzyskiwania interferonu 
poprzez inkubację leukocytów człowieka pochodzących z 
krwi dawców z w irusem Sendai. Uzyskiwany p rodukt był 
mieszaniną różnych interferonów, był oczyszczany tiocyja- 
nianem  potasowym, lecz nadal zawierał inne białka. W y­
twarzaniem  pierwszych interferonów zajmował się fiński 
badacz Kari Cantell. Około 10 lat później opracowano inny 
sposób otrzym ywania interferonu. Naukowcy z Wellcome 
Research Laboratories w  Beckenham uzyskali interferon 
limfoblastoidalny z hodowli komórek z linii N am alw a po 
stymulacji w irusem Sendai. Był on mieszaniną 22 podtypów . 
W 1980 roku zastosowano do produkcji interferonu m etodę 
rekombinacji genetycznej, gdzie komórki Escherichia coli zo ­
stały transform owane plazm idem  niosącym gen kodujący 
interferon. Metoda ta umożliwiła masową produkcję p repa ­
ratu. Interferon jako białko o właściwościach antygenowych 
może indukować powstawanie przeciwciał neutralizują­
cych, zwłaszcza przy długotrwałym  stosowaniu. Trudno 
jednoznacznie odpowiedzieć na pytanie czy pojawianie się 
przeciwciał neutralizujących ma związek z odpow iedzią na 
leczenie przeciwwirusowe [32]. Zauważono, że częstość po ­
jawiania się przeciwciał neutralizujących zależy od rodzaju 
stosowanego IFN-a [33]. Rekombinowany IFN-a2 obejmuje 
trzy podtypy: 2a, 2b i 2c różniące się między sobą sekw en­
cją aminokwasów. Skuteczność IFN-a w leczeniu pzw  C 
ograniczona jest właściwościami cząsteczki białkowej, m.in. 
jej niestabilnością, krótkim okresem półtrwania i im m uno- 
gennością. Okres półtrwania IFN-a wynosi 4-16 godzin, a 
stężenie maksymalne w surowicy krwi po podaniu dom ię­
śniowym  lub podskórnym  osiągane jest po 3-8 godzinach.
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W 24 godziny po podaniu domięśniowym poziom IFN-a w 
surowicy jest bardzo niski lub niewykrywalny. Właściwo­
ści IFN-a pociągają za sobą szereg konsekwencji. Między 
innymi konieczność utrzym ania w surowicy krwi stężenia 
terapeutycznego leku jest związana z częstym podaw a­
niem tego preparatu. W leczeniu przewlekłego zapalenia 
wątroby typu C standardow e podaw anie IFN-a polega 
na trzykrotnych iniekcjach w ciągu tygodnia, ale nawet 
przy zachowaniu tego schematu obserwuje się duże w a­
hania stężenia leku w surowicy po każdym  podaniu. Jed­
nocześnie maksym alnym  stężeniom leku odpow iada duża 
częstość występowania takich działań niepożądanych jak: 
gorączka, dreszcze, bóle głowy, bóle mięśniowe, zawroty 
głowy [34], Z drugiej strony występują okresy jego braku 
w  surowicy, a to oznacza brak supresji wirusa i możliwość 
jego ponownej replikacji. Obecnie w leczeniu zakażeń HCV 
stosuje się: rekombinowane IFN-a (jak wyżej w spom niano 
różnią się składem aminokwasów), consensus IFN (miesza­
nina IFN-a, IFN-(3, IFN-oo), naturalny IFN-a z leukocytów 
człowieka oraz pegylowany IFN-a. Pegylacja była kolejnym 
etapem mającym na celu zwiększenie skuteczności leczenia 
przeciwwirusowego. Glikol polietylenowy (Peg) jest stabil­
nym  polimerem służącym do modyfikacji właściwości czą­
steczek. Zmodyfikowane za jego pomocą białka wykazują 
szereg zalet terapeutycznych: wydłużenie okresu półtrwa- 
nia poprzez obniżenie klirensu nerkowego i komórkowego, 
zwiększoną ochronę przed proteolizą, a także zmniejsze­
nie toksyczności, antygenowości, zwiększenie stabilności 
termicznej i mechanicznej [35], Tak więc, celem pegylacji 
białek jest popraw a właściwości farmakokinetycznych i far- 
makodynamicznych, przy zachowaniu ich aktywności bio­
logicznej. Glikol polietylenowy jest polimerem składającym 
się z powtarzających się podjednostek tlenku etylenu, każda 
jednostka tlenku etylenu jest silnie związana z 2-3 cząstecz­
kami wody. Powoduje to powstanie wokół cząsteczki pegy- 
lowanego białka ochronnej warstwy zabezpieczającej przed 
opsonizacją, fagocytozą i endocytozą oraz przed proteolizą 
(chymotrypsyną i trypsyną).

Początkowo w leczeniu pzw  C stosowano IFN a  -  tzw. 
monoterapię interferonową. Uzyskiwane wówczas efekty 
terapeutyczne, polegające na eliminacji w irusa i norm aliza­
cji aktywności aminotransferaz były niesatysfakcjonujące. 
Mimo różnych modyfikacji leczenia IFN-a, a więc d łuż­
szego stosowania leku, zwiększenia jego dawki przez całą 
terapię lub inicjująco tylko na początku przez kilka pierw ­
szych tygodni, nie uzyskiwano zadowalających efektów. W 
rezultacie zaczęto stosować terapię skojarzoną, dołączono 
do IFN-a rybawirynę.

Rybawiryna jest analogiem nukleozydow ym  — l-p~D- 
ribofuranosyl-l,2,4-triazole-3-carboxamid. Jej struktura nie 
przypom ina żadnego z naturalnych nukleozydów, ale ma 
podobną strukturę do AICAR (5-aminoimidazol-4-caboxa- 
mid-|3-D-ribosid), biosyntetycznego prekursora purynowe- 
go, który jest pośrednikiem w syntezie de novo nukleotydów 
purynowych. Zazwyczaj tego typu składniki są prolekami, 
które muszą być zamienione na metabolity nukleozydowe, 
aby osiągnąć aktywność przeciwwirusową. Większość w i­
rusów nie wytw arza enzymów, które są konieczne do akty­
wacji analogów nukleozydowych. Dlatego do tego procesu 
wykorzystywane są enzymy metaboliczne purynow e lub

Rjibawiryna AICAR

o

Ribos«

Rycina 3. Budowa rybaw iryny i AICAR

pirym idynowe gospodarza i w  efekcie dochodzi do zamia­
ny na nukleotydy hamujące replikację w irusa (Ryc. 3).

Rybawiryna została po raz pierwszy zsyntetyzowana w 
1972 roku. Wykazuje ona przeciwwirusowe działanie w o­
bec różnych rodzin w irusów RNA: Paramyxoviridae, Flavivi- 
ridae, Picomaviridae, Orthomyxoviridae, Arenaviridae, Reoviri- 
dae, Bunyaviridae. Rybawiryna wykazuje również działanie 
w  kulturach komórkowych wobec niektórych wirusów 
DNA. Jest aktualnie stosowana u ludzi do leczenia pzw C 
w  połączeniu z IFN-a, a w monoterapii w  leczeniu gorącz­
ki Fassa i zakażeń spowodowanych wirusem RS (HRSV 
— syncytialny wirus oddechowy człowieka, ang. human 
respiratory syncytial virus). Zainteresowanie w zbudził fakt, 
że jest ona efektywna wobec w irusów niezwiązanych, na­
leżących do trzech odrębnych rodzin. Wkrótce po odkryciu 
rybawiryny zasugerowano, że jej dość obszerne spectrum  
działania przeciwwirusowego polega na zaham owaniu de­
hydrogenazy monofosforanu inozyny (IMPDH, ang. inosine 
monophosphate dehydrogenase). W efekcie dochodzi do spad ­
ku w ew nątrzkom órkowego poziomu GTP, a to pociąga 
za sobą ograniczenie replikacji wirusowych genomów. Z 
jednej strony mechanizm ten wyjaśnia szerokie spectrum 
działania przeciwwirusowego rybawiryny, jednak nie jest 
on najważniejszy i mimo wszystko nie jest wystarczający. 
Pewnym wyjaśnieniem tej zagadki była koncepcja działania 
rybawiryny jako immunomodulatora. Badania prow adzo­
no na myszach i zaobserwowano, że rybawiryna w pływa 
na poziom IF-10 obniżając go. Jednak immunomodulacyj- 
ne działanie rybawiryny jest niewielkie w stosunku do jej 
efektu przeciwwirusowego. „Śmiertelna m utageneza" lub 
inaczej „katastrofa z nadm iaru błędów" okazała się być 
najważniejszym mechanizmem działania rybawiryny [36], 
Udowodniono tę tezę na podstawie badań nad w pływ em  
rybawiryny i jej dawki na pojawianie się mutacji w irusa po ­
lio, gdzie rybawiryna poprzez polimerazę RNA zależną od 
RNA jest w budow yw ana do genomu jako analog GTP lub 
ATP, a w  kolejnych cyklach w jej miejsce zostaje w prow a­
dzony dowolny nukleotyd [37]. Skuteczność rybawiryny 
jako m utagenu wirusowego RNA może być również uza­
leżniona od jej kumulacji w  różnych tkankach, np. w  w ą­
trobie przy podaży doustnej lub w nabłonku oddechow ym  
przy stosowaniu aerozoli. Różnice w skuteczności działa­
nia mogą wynikać z różnego tempa włączenia rybaw iry­
ny przez polimerazy RNA zależne od RNA do genomów 
poszczególnych wirusów, być może istnieją różne mecha­
nizmy działania tego leku na poszczególne w irusy RNA.
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Świadczyć o tym może fakt, że rybawiryna nie znalazła 
zastosowania jako lek stosowany w monoterapii pzw  C. 
Okazało się, że pozytywnie wpłynęła, po 24 tygodniach lub 
12 miesiącach stosowania, na aktywność aminotransferaz 
i zmiany histopatologiczne w wątrobie, lecz pozostała bez 
w pływ u na wiremię HCV. Dobre efekty stosowania rybawi- 
ryny w zakażeniach w irusem  gorączki Lassa oraz RSV być 
może są wynikiem leczenia ostrej a nie chronicznej infekcji. 
Mimo wszystko, jak dotąd, trudno wyjaśnić to zjawisko. 
Istotne jest, że rybawiryna nie powoduje mutacji genomu 
człowieka [36-37]. W połączeniu z IFN-a została rekom en­
dow ana do leczenia pzw  C w wielu krajach. Od 1999 roku 
leczenie IFN-a i rybawiryną jest obowiązującym schematem 
postępowania z chorymi na pzw  typu C w Europie. Naj­
nowsze doniesienia pokazują, że w prow adzenie do leczenia 
pzw C pegylowanego IFN-a podaw anego raz w  tygodniu 
w  skojarzeniu z rybawiryną stosowaną codziennie pozwala 
uzyskać pełne zaham owanie replikacji HCV u 50-59% cho­
rych ludzi [38-40].

OPORNE NA LECZENIE MUTANTY HCV

Głównym źródłem  zmienności genetycznej HCV jest 
nieprecyzyjna replikacja genomowych cząsteczek RNA. W 
efekcie generowane są nowe warianty w irusowe mogące 
wymykać się spod kontroli immunologicznej. W pływ na to 
zjawisko ma m.in. brak mechanizmu korygującego błędy 
polimerazy RNA. W związku z tym krążące we krwi cząst­
ki HCV są mieszaniną różnych pseudotypów  HCV, czyli 
tworzą tzw. quasi-gatunek. Różnica w  składzie nukleotydo- 
wym pomiędzy poszczególnymi wariantami wchodzącymi 
w skład quasi-gatunku dochodzi do 5%. Nowopowstałe 
m utanty są z opóźnieniem rozpoznaw ane przez układ im­
munologiczny i tym samym nieustannie wymykają się spod 
jego kontroli. Istnieje jednak czynnik ograniczający zakres 
możliwych mutacji, jest nim ciśnienie selekcyjne decydu­
jące, które z powstałych w ariantów mogą kumulować się 
w zainfekowanej komórce, zakażać nowe komórki i dalej 
ulegać replikacji. W organizmie chorego trwa zatem ciągła 
selekcja najlepiej dostosowanych w ariantów wirusowych. 
Końcowy rezultat tego procesu zależy od wielu czynników, 
między innymi od sprawności systemu immunologicznego, 
czy stosowanego leku.

W ostatnich latach pojawiły się liczne doniesienia w ska­
zujące na istnienie w ariantów  HCV opornych na stosow a­
ne leki. Pokazano, że pow stanie odpow iednich mutacji w 
niestrukturalnym  białku NS5A może prow adzić do braku 
wrażliwości w irusa na terapię interferonową. Znalezienie 
tych mutacji było możliwe dzięki wcześniejszej identyfi­
kacji rejonu NS5A wpływającego na odpow iedź interfero­
now ą (ISDR, ang. interferon sensitivity determining region; 
reszty am inokw asow e 2209 do 2248) [41-42], Jednak p ro ­
blem istnienia korelacji pom iędzy obecnością określonej 
mutacji w regionie ISDR a opornością na interferon nadal 
budzi wiele kontrowersji. Przytoczone powyżej informacje 
dotyczyły pacjentów pochodzących z Japonii. P rzedsta­
wione w  nich rezultaty nie znalazły potw ierdzenia w kilku 
badaniach prow adzonych w Europie Zachodniej [43-45], 
Pawlotsky i wsp. [46] scharakteryzowali szereg mutacji 
występujących w białku NS5A u pacjentów zakażonych 
genotypem  lb  leczonych interferonem. Uznano, że opor­

ność HCV -lb na interferon jest raczej związana z kinetyką 
wirusowej replikacji, niespecyficznymi złożonymi m u­
tacjami oraz odpow iedzią immunologiczną gospodarza, 
a nie z określonymi zmianami w obrębie NS5A. Wydaje 
się raczej, że białko to poprzez włączenie do kompleksu 
polim erazy odgryw a krytyczną rolę w  regulacji wirusowej 
replikacji [46]. Kolejne lata przyniosły nowe spostrzeżenia 
i hipotezy. Obecnie uw aża się, że oporność na interferon 
niekoniecznie zależeć musi od obecności lub nieobecno­
ści mutacji w  ISDR. Być może inne regiony białka NS5A, 
położone na zew nątrz ISDR mogą być także włączone w 
mechanizm oporności na interferon, na przykład mutacje 
w  obrębie dom eny odpowiedzialnej za wiązanie kinazy 
białkowej (PKR) czy w zmiennej domenie V3 [47], Anali­
za całej sekwencji kodującej NS5A, pozwoliła stwierdzić, 
że bardziej zróżnicowane genetycznie są izolaty uzyskane 
z krwi pacjentów, którzy odpowiedzieli na leczenie [48- 
49]. Ostatnio pojawiły się także doniesienia informujące o 
istotnej roli białka E2 w pow staw aniu  oporności na interfe­
ron, jednak w  kilku innych pracach przedstaw iono wyniki 
podważające ich praw dziw ość [49-50].

Niezwykle ciekawe spostrzeżenia przyniosły ostat­
nie prace, w  których testowano hipotezę, że rybaw iryna 
działa jako m utagen. Zauważono, że obecność rybawiry- 
ny wyraźnie uprzywilejowuje substytucje A do G i U do 
A. Ponadto zauw ażono, że w białku NS5B pojawiają się 
niezwykle często, istotne z klinicznego punktu  widzenia, 
mutacje polegające na zamianie am inokwasu 415 z Phe 
do Tyr (F415Y). W obecności białka NS5B415F dochodziło 
do zmniejszenia wydajności replikacji HCV RNA. Wydaje 
się zatem, że drugi m utan t NS5BF415Y reprezentuje w a­
riant oporny na rybaw irynę [51]. W ostatnim czasie ziden­
tyfikowano w NS5B dwie kolejne mutacje bezpośrednio 
związane z ogrom nym  spadkiem  wiremii podczas terapii 
skojarzonej (interferonem i rybawiryną). Stwierdzono po­
nadto, że mutacje te, tj. substytucja kwasu glutam inowego 
do lizyny w pozycji 124 (E124K) oraz izoleucyny do waliny 
w 85 pozycji (I85V), mogą u pacjentów z genotypem lb  i 
wysoką wirem ią umożliwić prognozow anie skuteczności 
terapii skojarzonej [52],

NOWE KIERUNKI TERAPII PRZEWLEKŁEGO 
ZAPALENIA WĄTROBY TYPU C

Obecnie w  trakcie badań  klinicznych są leki tzw. II 
generacji. N ależą tutaj p repara ty  skierow ane w ybiórczo 
przeciw ko dobrze poznanym  morfologicznie i czynno­
ściowo białkom  niestruk tu ra lnym  HCV, które jednocze­
śnie są enzym am i biorącym i udział w cyklu replikacyj- 
nym  HCV. Przykładem  są p reparaty  blokujące ak tyw ­
ność proteazy kom pleksu N S3/N S4A , inhibitory helika- 
zy w obrębie NS3 czy leki działające na białko NS5B. Idea 
działania leków tzw. III fazy polega z kolei na celow anym  
ataku na struk tu ry  białkow e mało dotąd poznane, np.: 
NS5A, NS4B, p7, NS2 itd. O dm ienną możliwością tera ­
peutyczną jest w pływ  na niektóre enzym y kom órkowe, 
co pośrednio  może u trudn iać  replikację HCV oraz sty ­
mulacja n iektórych genów  kom órkow ych (IRF-3), która 
m oże m odulow ać odpow iedź  an tyw irusow ą [53], Istnieją 
jeszcze inne drogi poszukiw ań do szczepionek te rapeu ­
tycznych włącznie.
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ABSTRACT
Genetic material of HCV consists of single-strained RNA. Generation of HCV mutants insensitive to the immune system activity and resistant 
to used medications seem to be a consequence of HCV genetic variability, unusual replication potential and selection pressure of the host 
organism. During only one day 1012of viral particles may be formed, many of which contain mutations. Selection pressure put by the immune  
system and used medications lead to the selection of new HCV variants insensitive to therapeutics. The aim of the study is to draw attention 
(by means of discussing the structure and replication of HCV) to therapeutical problems of chronic hepatitis C consisting of the biology of the 
virus. Clinical and laboratory factors dependent on the patient (e.g. biochemical, histopathological, genotype) were omitted.
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Słowa kluczowe: geny fuzyjne, m inim alna 
choroba resztkowa, chim eryzm  kom órek 
hem atopoetycznych

Wykaz skrótów: ALL (ang. acute lympho­
blastic leukemia) — ostra białaczka limfo- 
blastyczna; CC (ang. complete chimerism) 
— pełny chimeryzm; FISH (ang. fluorescent 
in situ hybridisation) — fluorescencyjna hy ­
brydyzacja in situ; Ig/TC R  (ang. immunoglo- 
bulin/T-cell receptor genes) — geny kodujące 
receptory im m unoglobu linowe limfocytów 
B i receprtory limfocytów T; MC (ang. mixed 
chimerism) — chim eryzm  m ieszany; MRD 
(ang. minimal residual disease) — m inim alna 
choroba resztkowa; PCR (ang. polymerase 
chain reaction) — reakcja łańcuchowa połi- 
m erazy; RT-RQ-PCR (ang. reverse transcrip­
tase real-time quantitative polymerase chain re­
action) — reakcja odwrotnej transkrypcji w  
połączeniu z ilościową reakcją łańcuchową 
polim erazy w  czasie rzeczywistym ; SNP 
(ang. single nucleotide polymorphism) — po ­
lim orfizm  pojedynczych nukleotydów ; STR 
(ang. short tandem repeats) — krótkie pow tó­
rzenia tandem ow e

Podziękowania: Praca napisana w  ram ach 
realizacji projektu badaw czego zam aw ia­
nego PBZ-KBN-120/  P05/ 2004 koordyno­
w anego przez M iędzynarodow y Instytut 
Biologii M olekularnej i Komórkowej w  
W arszawie oraz w  ram ach projektu badaw ­
czego KBN N r 3P05E 094 25

STRESZCZENIE

Praca stanowi przegląd metod molekularnych stosowanych współcześnie w  hematoon­
kologii dziecięcej do celów szeroko pojętej diagnostyki, obejmującej zarówno analizy 

wykonywane przy rozpoznaniu choroby i ustalaniu rokowania, jak również badania służące 
ocenie skuteczności zastosowanego leczenia. Zaprezentowano najważniejsze kierunki i me­
tody badań molekularnych w  hematoonkologii pediatrycznej na przykładzie identyfikacji 
genów fuzyjnych o znaczeniu prognostycznym oraz monitorowania poziom u minimalnej 
choroby resztkowej w  ostrej białaczce limfoblastycznej, najczęstszej białaczce wieku dzie­
cięcego. Przedstawiono także problematykę badań ilościowych chimeryzmu komórkowego  
po allogenicznej transplantacji komórek krwiotwórczych. Prezentowane metody obejmują 
m.in. fluorescencyjną hybrydyzację in situ , reakcję odwrotnej transkrypcji, standardową i 
ilościową reakcję łańcuchową polimerazy oraz metody genotypowania w  oparciu o analizę 
polimorfizmu markerów mikrosatelitarnych, polimorfizmu pojedynczych nukleotydów oraz 
markerów typu Indel.

WPROWADZENIE

Podstawę diagnostyki hematoonkologicznej stanowi ocena m ikroskopowa 
morfologii komórek krwi i szpiku kostnego, badania cytochemiczne oraz im- 
munofenotypowanie w oparciu o cytofluorymetrię przepływ ow ą. Techniki 
molekularne stanowią natomiast narzędzie bardziej szczegółowej diagnostyki, 
umożliwiając identyfikację genetycznych podtypów  w obrębie zdiagnozowane- 
go typu białaczki i klasyfikację pacjentów do grup ryzyka, w oparciu o kryteria 
molekularne, jak np. występowanie określonych genów fuzyjnych o znaczeniu 
rokowniczym. Uwzględnienie kryteriów molekularnych we współczesnej stra­
tyfikacji leczenia hematoonkologicznego umożliwia znacznie bardziej precy­
zyjne określenie grupy ryzyka, a co za tym idzie bardziej trafny dobór inten­
sywności terapii, w porów naniu ze stratyfikacją opartą wyłącznie o klasyczne 
kryteria prognostyczne, jak np. odpow iedź na prednizon, uzyskanie pełnej re­
misji białaczki w  zaplanow anym  czasie, czy w stępna liczba blastów we krwi 
obwodowej i ich immunofenotyp [1,2]. Intensywnie rozwijająca się molekularna 
diagnostyka hematoonkologiczna obejmuje także metody oceny efektywności 
terapii, czego przykład stanowi monitorowanie poziomu przetrwałych komórek 
now otw orow ych (minimalnej choroby resztkowej) lub m onitorowanie efektyw­
ności transplantacji komórek krwiotwórczych (analiza ilościowa chimeryzmu 
kom órek hematopoetycznych).

W pracy przedstawiono znaczenie i metodykę analiz molekularnych we 
współczesnej hematoonkologii dziecięcej, na przykładzie badań wybranych 
genów fuzyjnych i minimalnej choroby resztkowej w  ostrej białaczce limfobla­
stycznej (ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL), najczęstszej białaczce wieku 
dziecięcego, oraz potransplantacyjnego monitorowania chim eryzm u komórek 
hematopoetycznych.

GENY FUZYJNE W OSTREJ BIAŁACZCE LIMFOBLASTYCZNEJ

W ykrywanie genów fuzyjnych, powstających głównie na skutek translokacji 
wzajemnych chromosomów, stanowi w ażną dziedzinę diagnostyki molekularnej 
białaczek. W efekcie translokacji geny położone na dwóch nie homologicznych 
chromosomach ulegają rearanżacji, prow adząc do powstania genu fuzyjnego i 
do ekspresji białek fuzyjnych o zmienionej, w stosunku do białek natywnych, 
funkcji biologicznej. W komórkach, w  których obecne są geny fuzyjne, docho­
dzi do zaburzeń, które w  zależności od aktywności białka fuzyjnego, pośrednio 
bądź bezpośrednio, odpowiedzialne są za transformację now otw orow ą lub od­
pow iedź na zastosowane leczenie (lepsze/gorsze rokowanie). Najczęściej białka 
fuzyjne zakłócają takie istotne dla komórki procesy, jak regulacja ekspresji ge­
nów, transdukcja sygnału, apoptoza, mechanizmy naprawcze DNA czy adhezja 
komórek. Pierwszą dobrze poznaną aberracją chromosomową powiązaną z wy-
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stępowaniem choroby nowotworowej u człowieka był gen 
fuzyjny BCR/ABL i chromosom Philadelphia, powstające w 
efekcie translokacji t(9;22)(q34;qll) [3], Jest to aberracja w y­
stępująca u około 5-8% dzieci i u 20% dorosłych chorych z 
ostrą białaczką limfoblastyczną (ALL), a także u około 90% 
pacjentów z przewlekłą białaczką szpikową (ang. chronic 
myelogenous leukemia, CML) [4], Obecność genu fuzyjnego 
BCR/ABL jest związana z niepomyślnym rokowaniem w 
ALL, natomiast w CML jest lepszym czynnikiem progno­
stycznym niż brak tego genu. Mechanizm onkogenny biał­
ka fuzyjnego BCR/ ABL jest dość dobrze poznany i polega 
głównie na konstytutywnej aktywności kinazy tyrozynowej 
BCR/ABL, prowadzącej do zaburzenia transdukcji sygnału 
i nadmiernej stymulacji proliferacji komórek [3]. BCR/ABL 
stanowi jednocześnie doskonały przykład wykorzystania 
zdobyczy biologii molekularnej do zaprojektowania strate­
gii terapeutycznej ukierunkowanej na określony defekt mo­
lekularny. Lek o nazwie Glivec (Imatinib, STI571), który jest 
inhibitorem kinazy tyrozynowej BCR/ABL, okazał się sku­
teczny w blokowaniu podstawowego mechanizmu onko- 
gennego w białaczkach Philadelphia-pozytywnych (Ph+), 
a dzięki względnej selektywności działa niemal wyłącznie 
na komórki nowotworowe, charakteryzując się niską tok­
sycznością i wywoływaniem  niewielu objawów ubocznych 
[3,5,6].

Kolejnymi aberracjami chromosomowymi o istotnym 
znaczeniu rokowniczym w ALL są rearanżacje genu MLL 
(locus llq23) z około 50 różnymi genami położonymi na 
wszystkich chromosomach [7], Rearanżacje z udziałem  genu 
MLL są typowe dla ostrych białaczek o złym rokowaniu, 
zarówno dla ostrej białaczki limfoblastycznej (ALL) (około 
10% chorych), ostrej białaczki szpikowej (ang. acute myeloge­
nous leukemia, AML) (około 6% chorych), białaczek wtórnie 
występujących po chemioterapii (około 80% pacjentów), a 
przede wszystkim dla białaczek wieku niemowlęcego (oko­
ło 80% pacjentów poniżej 1 roku życia); w nielicznych przy­
padkach rearanżacja genu MLL wiąże się z korzystnym ro­
kowaniem [4,7]. W pływ genów fuzyjnych z udziałem MLL 
na mechanizm leukemogenezy nie jest dokładnie poznany. 
Wiadomo, że produkt natywnego genu MLL jest istotny dla 
regulacji procesu apoptozy oraz ekspresji genów uczestni­
czących w prawidłowej proliferacji i różnicowaniu komórek 
hematopoetycznych [8], Nie znaleziono natomiast znacznej 
homologii między genami, które ulegają fuzji z genem MLL, 
choć wiadomo, iż geny AF4, AF9 i ENL, najczęściej ulegające 
rearanżacji z genem MLL wskutek translokacji, odpow ied­
nio, t(4;ll), t(9;ll) i t(ll;19), kodują czynniki aktywujące 
transkrypcję [7], W przypadku niektórych genów fuzyjnych 
z udziałem  MLL wykazano działanie antyapoptotyczne, co 
może istotnie przyczyniać się do rozplem u klonu białaczko- 
wego [8]. Choć potencjał onkogenny białek fuzyjnych po­
wstających z udziałem genu MLL nie jest do końca poznany, 
ich znaczenie rokownicze i w pływ  na przebieg terapii sta­
nowią o ważkości tych badań w e współczesnej diagnostyce 
molekularnej białaczek.

Genem fuzyjnym, którego wykrycie w  dziecięcej ALL 
jest dobrym  czynnikiem  prognostycznym  jest gen ETV6/ 
RUNX1, w edług starszej nom enklatury  nazyw any TEL/ 
AML1, powstający na skutek translokacji t(12;21)(pl2;q22). 
Translokacja ta stanowi przykład aberracji kryptycznej, tj.

często niezauważalnej w  klasycznym badaniu cytogene- 
tycznym , wykrywanej zaledwie u około 0,05% pacjentów, 
zaś przy pomocy technik m olekularnych identyfikowanej 
w  około 25% przypadków  ALL [9,10]. P rodukt białkowy 
genu ETV6 jest czynnikiem transkrypcyjnym, istotnym  
dla hematopoetycznej aktywności szpiku kostnego, zaś 
RUNX1  koduje podjednostkę a  czynnika transkrypcyjne- 
go CBF (ang. core binding factor), rozpoznającego m otyw  
nukleotydow y specyficzny dla sekwencji prom otorow ych 
i wzmacniających wielu genów, w  tym genów istotnych 
dla praw idłow ego przebiegu hem atopoezy [9,10]. W efek­
cie translokacji t(12;21) dochodzi do zaburzenia ekspresji 
w ielu genów, norm alnie podlegających regulacji czynni­
ków transkrypcyjnych CBF i ETV6. Ze względu na w yjąt­
kowo dobre rokowanie związane z wykryciem tej aberra ­
cji (89-100% wyleczalności w porów naniu  z około 70-80% 
wyleczalności ogólnie w  ALL) jej identyfikacja jest k luczo­
w a dla właściwej klasyfikacji do grupy niskiego ryzyka i 
odpow iedniego leczenia.

DETEKCJA I IDENTYFIKACJA GENÓW 
FUZYJNYCH -  ODWROTNA TRANSKRYPCJA,
REAKCJA ŁAŃCUCHOWA POLIMERAZY, 
FLUORESCENCYJNA HYBRYDYZACJA IN  SITU

Podstawę diagnostyki aberracji chromosomowych, w  tym 
genów fuzyjnych o ustalonym znaczeniu prognostycznym, 
stanowi klasyczna cytogenetyka. Wynika to przede w szyst­
kim z możliwości całościowej analizy kariotypu i wykrycia 
dodatkow ych nieprawidłowości chromosomowych, które 
również mogą wpływać na rokowanie, oraz ze stosunkowo 
prostej techniki i niskich kosztów badań. Podstawową w adą 
tej techniki jest natomiast konieczność uzyskania prepara ­
tów komórek w stadium  metafazy, co w przypadku kom ó­
rek nowotworowych możliwe jest zaledwie w około 60-70% 
przypadków  [4], Postęp w biologii molekularnej umożliwił 
stworzenie metod alternatywnych i uzupełniających w sto­
sunku do klasycznego kariotypowania, które nie wymagają 
preparatów  komórek w metafazie, charakteryzują się znacz­
ną czułością oraz umożliwiają identyfikację aberracji kryp- 
tycznych. Reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polymerase 
chain reaction, PCR) oraz reakcja odwrotnej transkrypcji w 
połączeniu z PCR (ang. reverse transcriptase polymerase chain 
reaction, RT-PCR) umożliwiają wykrycie genów fuzyjnych 
odpow iednio na poziomie genomowego DNA i na pozio­
mie mRNA, dzięki użyciu starterów kom plem entarnych do 
sekwencji otaczających miejsce złącza genu fuzyjnego po 
stronie 5' i 3'. W przypadku większości genów fuzyjnych 
zastosowanie znajduje RT-PCR, ze w zględu na udział intro- 
nów w  translokacjach i rozległą lokalizację miejsc pęknięć 
genów ulegających fuzji, co uniemożliwia amplifikację se­
kwencji fuzyjnych na matrycy genomowego DNA. Jedno­
czesne zastosowanie kilku par starterów w  wielokrotnej 
(multiplex) reakcji RT-PCR umożliwia szybką i relatywnie 
efektywną, pod względem kosztów, identyfikację najw aż­
niejszych prognostycznie genów fuzyjnych [4]. Ponadto, 
połączenie reakcji odwrotnej transkrypcji z ilościową reak­
cją PCR (ang. reverse transcriptase real-time quantitative poly­
merase chain reaction, RT-RQ-PCR) znajduje zastosowanie w 
m onitorowaniu efektywności leczenia poprzez w ykryw a­
nie przetrwałych komórek białaczkowych (monitorowanie 
choroby resztkowej) [11], Czułość metody RT-RQ-PCR w y ­
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nosi około 10'5-10 '6, co oznacza możliwość wykrycia jednej 
komórki nowotworowej na tle 100 000-1 000 000 komórek 
prawidłowych.

Alternatywną metodę detekcji genów fuzyjnych stanowi 
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. fluorescent in situ 
hybridization, FISH) oparta o hybrydyzację znakowanych 
fluorescencyjnie sond DNA, komplementarnych wobec 
poszukiwanych w  preparacie regionów chrom osom ów /ca­
łych chromosomów [11]. Podstawową zaletą techniki FISH 
jest możliwość wykorzystania preparatów chromosomów 
metafazowych, a w  sytuacji braku możliwości uzyskania 
komórek w metafazie — preparatów  jąder interfazowych, 
co w praktyce oznacza znaczne ułatwienie techniczne. FISH 
jest szczególnie przydatna do identyfikacji translokacji kryp- 
tycznych oraz takich, które ze w zględu na rozległą lokaliza­
cję miejsc pęknięć genów, nie mogą być wykrywane techni­
ką PCR (sondy DNA używane w technice FISH są znacznie 
większe niż startery do reakcji PCR). Istnieje obecnie wiele 
komercyjnie dostępnych zestawów sond DNA do w ykry­
wania genów fuzyjnych techniką FISH, w  oparciu o różne 
strategie detekcji, w zależności od lokalizacji sond. Strategia 
dwukolorowej FISH z fuzją sygnałów (ang. dual color-fusion 
signal FISH) wykorzystuje dwie sondy znakowane różny­
mi fluorochromami, z których każda jest komplementarna 
wobec jednego z genów tworzących gen fuzyjny; detekcja 
sygnału fuzyjnego w analizowanym preparacie wskazuje 
na występowanie fuzji genów [11]. Strategia dwukolorowej 
FISH z rozszczepieniem sygnału (ang. dual color-split signal 
FISH) służy detekcji genów, które ulegają fuzji z wieloma 
potencjalnymi „genami partnerami", jak w przypadku re- 
aranżacji genu MLL [11]. Dwie sondy, każda znakowana 
innym fluorochromem, komplementarne wobec sekwencji 
zlokalizowanych po obu stronach miejsca pęknięcia genu 
MLL, emitują sygnał fuzyjny w komórkach prawidłowych. 
Sygnał ulega natomiast rozszczepieniu w przypadku pęk­
nięcia i rearanżacji genu MLL z jakimkolwiek innym genem. 
Mimo wielu zalet techniki FISH jej przydatność ogranicza 
się do detekcji aberracji chromosomowych w trakcie dia­
gnozowania choroby oraz przy wystąpieniu wznowy, gdy 
poziomy komórek nowotworowych są wysokie. Czułość 
techniki FISH jest natomiast niewystarczająca dla potrzeb 
monitorowania minimalnej choroby resztkowej, gdyż w y­
nosi zaledwie 10~2.

W ostatnim czasie opracowana została metoda umożli­
wiająca nie tylko detekcję rearanżacji genu MLL z innym 
genem, ale również identyfikację „genu-partnera fuzyjne­
go" [7], Metoda wykorzystuje fakt, że na skutek rearanżacji 
zmienia się układ miejsc trawienia enzymu restrykcyjnego 
w obrębie miejsca pęknięcia genu MLL (ang. MLL breakpo- 
int cluster region, MLL-ber) w  porównaniu do układu miejsc 
restrykcyjnych w prawidłowym  allelu MLL. Zmianę tę 
wykrywa się poprzez trawienie genomowego DNA odpo­
wiednim enzymem restrykcyjnym, ligację prowadzącą do 
powstania kolistych fragmentów DNA obejmujących MLL- 
ber, a następnie amplifikację kolistych produktów  ligacji z 
użyciem kilku par starterów, generujących produkty PCR o 
określonej długości. Rozdział elektroforetyczny produktów  
amplifikacji ujawnia określony „wzór prążkowy" w  przy­
padku niezrearanżowanych alleli genu MLL, a odmienny 
od prawidłowego w przypadku fuzji genu MLL z  jakim­

kolwiek innym genem. Wycięcie z żelu „nietypowych" 
prążków, elucja DNA, sekwencjonowanie i porównanie 
uzyskanych sekwencji z bazami danych ludzkich genów 
pozwala na ostateczną identyfikacja „genu-partnera fuzyj­
nego" MLL. Możliwość identyfikacji genów ulegających fu­
zji z MLL, wysoka wydajność analiz oraz możliwość użycia 
niewielkich ilości DNA do badań stanowią o niewątpliwych 
zaletach tej nowatorskiej m etody i jej przydatności w dia­
gnostyce hematoonkologicznej.

MINIMALNA CHOROBA RESZTKOWA W ALL

Term in m inim alna choroba resztkow a (ang. minimal 
residual disease, MRD) określa populację kom órek now o­
tw orow ych, które nie uległy eradykacji w trakcie lecze­
nia, a które m ogą zapoczątkow ać w znow ę choroby [12]. 
Leczenie ALL, p row adzone w ed ług  wciąż udoskonala ­
nych protokołów  terapeutycznych, oparte  jest głównie o 
w ielolekow ą chem ioterapię (polichem ioterapia) i odbyw a 
się etapow o. Leczenie indukujące remisję hem atologicz­
ną p row adzi w  ponad  95% przypadków  do ustąpienia 
objawów klinicznych choroby i p rzyw rócenia p raw id ło ­
w ych param etrów  hem atologicznych. Kolejny etap in ten ­
sywnej chem ioterapii to leczenie konsolidujące, mające 
na celu dalsze obniżenie ilości kom órek białaczkowych, 
po którym  następuje leczenie reindukujące remisję. U p a ­
cjentów z grupy  średniego i wysokiego ryzyka stosuje się 
dodatkow o bloki leczenia intensyfikującego. Przez cały 
okres intensywnej chem ioterapii p row adzona  jest profi­
laktyka ośrodkow ego układu  nerw ow ego (chem ioterapia 
dokanałow a, a u dzieci z g rupy  w ysokiego ryzyka oraz 
u dzieci z T-ALL dodatkow o — naprom ienianie  m ózgo­
wia). O statni etap — leczenie podtrzym ujące remisję — 
trw a co najmniej 2 lata od rozpoznania  choroby, polega 
na doustnym  podaw aniu  cytostatyków  i realizow ane jest 
w trybie am bulatoryjnym .

Przy użyciu mikroskopii świetlnej, standardowej techni­
ki oceny efektywności terapii now otw orów  układu krwio­
twórczego po leczeniu indukującym remisję, u około 95% 
chorych z ostrą białaczką limfoblastyczną (ALL) stwierdza 
się remisję hematologiczną. Oznacza to, że w  badaniu mi­
kroskopowym  rozm azu szpiku stwierdza się prawidłowy, 
tj.<5%, poziom komórek blastycznych (niedojrzałych ko­
mórek krwiotwórczych). Jednak użycie technik o większej 
czułości — immunocytofluorymetrii (czułość 10'3-10 '5), a 
zwłaszcza metod molekularnych opartych o PCR (czułość 
10~4-10“6), pozwala na wykrycie u większości pacjentów w 
remisji hematologicznej obecności przetrwałych komórek 
now otworowych [13-15]. Wyniki badań klinicznych w y­
kazują znamienną wartość prognostyczną poziomów m i­
nimalnej choroby resztkowej, oznaczanych w ciągu pierw ­
szych trzech miesięcy leczenia ALL, najczęściej na zakoń­
czenie leczenia indukującego remisję oraz przed konsolida­
cją [2,16,17]. W nowoczesnych protokołach terapeutycznych 
ALL stanowią one podstawę klasyfikacji pacjentów do grup 
ryzyka i odpowiedniej stratyfikacji dalszej terapii, tj. inten­
syfikacji lub zmniejszenia intensywności leczenia, w zależ­
ności od grupy ryzyka, do której chorego zakwalifikowano. 
Istotnie przyczynia się to do popraw y wyników leczenia tej 
białaczki, także w przypadku dzieci leczonych z pow odu 
w znowy [17,18].
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Oznaczenia poziomu MRD wykonuje się także u pacjen­
tów kierowanych do transplantacji komórek krw iotw ór­
czych, ze względu na ustalony związek między przedtran- 
splantacyjnym poziomem MRD a ryzykiem naw rotu cho­
roby po transplantacji [19,20]. W przypadku wykrycia w y­
sokiego poziomu przetrwałych blastów istnieje możliwość 
zastosowania dodatkowej chemioterapii w  celu obniżenia 
poziomu MRD przed transplantacją.

REARANŻACJE GENÓW Ig/TCR -  
REAKCJA ŁAŃCUCHOWA POLIMERAZY 
W CZASIE RZECZYWISTYM

Rearanżacje genów V-D-J (ang. V, variable; D, diversity; J, 
joining), kodujących części zmienne receptorów immuno- 
globulinowych limfocytów B (Ig) i receptorów limfocytów 
T (TCR) oraz proces insercji i delecji przypadkow ych nukle- 
otydów  na złączach V-D-J generują zmienność strukturalną 
receptorów limfocytarnych, a tym samym różnorodność 
swoistości antygenowej ludzkiego układu immunologiczne­
go [21,22]. Efektem rearanżacji jest powstanie, unikatowych 
dla każdego chorego, sekwencji złącz genów V-D-J, w yko­
rzystywanych jako markery przetrwałych komórek białacz- 
kowych (tzw. „odciski palca" danej białaczki, czyli danego 
chorego). W ykrywanie tych sekwencji w  ilościowej reakcji 
PCR w czasie rzeczywistym (RQ-PCR) stanowi obecnie naj­
bardziej rozpowszechnioną metodę m onitorowania MRD 
w chorobach limfoproliferacyjnych [12,23]. Metoda charak­
teryzuje się czułością 10“4- l(h 5 i możliwością zastosowania 
u ponad 95% chorych. DNA wyizolowany ze szpiku kost­
nego chorego na etapie diagnozowania białaczki poddaje 
się amplifikacji w  reakcji PCR z zastosowaniem kombinacji 
starterów, specyficznych wobec określonych rearanżacji ge­
nów  Ig/TCR [24], Dla odróżnienia klonalnych produktów  
amplifikacji (potencjalnych m arkerów komórek białaczko- 
wych) od poliklonalnych produktów  PCR (pochodzących 
od poliklonalnych, prawidłowych limfocytów T) najczęściej 
stosuje się analizę heterodupleksów. Denaturacja i powol­
na renaturacja produktów  PCR umożliwia formowanie d u ­
pleksów, które rozdzielane są elektroforetycznie w niedena- 
turującym żelu poliakrylamidowym (ang. polyacrylamide gel 
electrophoresis, PAGE) [25].

400 bp 

300 bp

Rycina 1. Analiza heterodu­
pleksów. Przykład poliklo- 
nalnego (P) i monoklonalne- 
go (M) produktu PCR. (mw) 
marker wielkości 100 bp.

Identyfikacja rearanżacji i sekwen­
cji złącz, poprzez sekwencjonowanie 
klonalnych produktów  PCR i analizę 
porównawczą sekwencji z bazami 
danych niezrearanżowanych genów 
Ig/TCR, umożliwia projektowanie 
starterów oligonukleotydowych, 
specyficznych dla każdego chore­
go (ang. allel specific oligonucleotides, 
ASO), które w  trakcie leczenia w y­
korzystuje się do oznaczeń poziomu 
choroby resztkowej m etodą RQ-PCR. 
W odróżnieniu od konwencjonalnej 
PCR, która nie jest metodą ilościową 
ze w zględu na pomiar ilości p roduk­
tu w ykonyw any po zakończeniu 
reakcji (w tzw. fazie plateau), istotą 
technologii „real-time" jest analiza

Rycina 2. (A) Krzywe amplifikacyjne uzyskane w  reakcji RQ-PCR. (CTe) ang. 
threshold cycle, tj. numer cyklu PCR, w  którym krzywa amplifikacyjna próby 
oznaczonej jako „e" przecina wartość progową fluorescencji. (B) Wartości CT po­
szczególnych prób służą analizie ilościowej w  oparciu o krzywą wzorcową (linią 
przerywaną oznaczono odczyt rozcieńczenia próby oznaczonej jako „e").

ilości p roduktu  PCR w fazie wykładniczej reakcji, w której 
przyrost ilości amplifikowanej sekwencji jest proporcjo­
nalny do początkowej ilości sekwencji w badanej próbie. 
Kluczowym elementem reakcji jest sonda wyznakowana 
na jednym  końcu flourochromem reporterowym, emitują­
cym sygnał fluorescencyjny, a na drugim  — fluorochromem 
wygaszającym sygnał, kom plem entarna do amplifikowa­
nej sekwencji (najczęściej stosowana technologia TaqMan). 
[23,26], W czasie syntezy DNA sonda ulega rozpadowi na 
skutek egzonukleazowej aktywności (5'—>3') polimerazy, co 
powoduje wzrost intensywności emitowanej fluorescencji, 
odzwierciedlający przyrost ilości produktu  PCR. Poziom 
MRD określa się na podstawie wartości CT, od ang. threshold 
cycle, tj. na podstawie liczby cykli PCR niezbędnych do prze­
kroczenia progowej wartości fluorescencji. Wartość CT dla 
każdej próby jest proporcjonalna do ilości sekwencji marke­
rowej w  badanym  materiale (im wyższy poziom komórek 
białaczkowych tym niższa wartość CT). Amplifikacja DNA 
uzyskanego w  danym  punkcie czasowym leczenia odbywa 
się równolegle z amplifikacją serii rozcieńczeń dziesiętnych 
DNA uzyskanego w momencie diagnozy (próba referencyj­
na), w celu wykreślenia krzywej standardowej i kalkulacji 
poziomu choroby resztkowej.

GENY FUZYJNE -  ODWROTNA TRANSKRYPCJA 
I REAKCJA ŁAŃCUCHOWA POLIMERAZY 
W CZASIE RZECZYWISTYM

Podstawową zaletą m onitorowania MRD w oparciu o 
wykrywanie genów fuzyjnych jest wysoka czułość metody 
(10'4-10~6) i stabilność tych m arkerów w przebiegu choroby, 
w adą natomiast ograniczone możliwości zastosowania, ze
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w zględu na częstość występowania tych aberracji [12]. W 
ostrej białaczce limfoblastycznej geny fuzyjne wykryw a się 
u  około 45% chorych z B-prekursorową ALL (monitorowa­
nie MDR w oparciu o BCR-ABL, MLL-AF4, rzadziej ETV6/ 
RUNX1) oraz u około 25% pacjentów z T-ALL (głównie SIL- 
TAL1). Geny fuzyjne służą jako markery do oznaczeń ilo­
ściowych poziomu choroby resztkowej metodą odwrotnej 
transkrypcji i PCR w czasie rzeczywistym (RT-RQ-PCR) na 
zasadzie analogicznej jak w przypadku techniki w ykorzy­
stującej rearanżacje Ig/TCR. W tej jednak metodzie krzywa 
kalibracyjna sporządzana jest na postawie serii rozcieńczeń 
plazm idow ego DNA, zawierającego wklonowany określo­
ny gen fuzyjny.

CHIMERYZM KOMÓREK HEMATOPOETYCZNYCH

Allogeniczna transplantacja komórek hematopoetycz- 
nych (komórki pochodzą od spokrewnionego lub niespo- 
krew nionego dawcy odpowiednio dobranego w zakresie 
antygenów  głównego układu zgodności tkankowej) znajdu­
je zastosowanie w leczeniu zarówno rozrostowych chorób 
układu  krwiotwórczego (np. ostre i przewlekłe białaczki, 
chłoniaki), jak i chorób nienowotworowych (np. niedobory 
odpornościowe, hemoglobinopatie). Po transplantacji allo- 
genicznej chory staje się „molekularną chimerą", ze wzglę­
du  na w spółwystępowanie w  jego organizmie komórek o 
dw óch różnych genotypach, dawcy i biorcy. Potransplan- 
tacyjne monitorowanie chimeryzmu hematopoetycznego 
polega na określaniu pochodzenia komórek krwi lub szpi­
ku pacjenta i jest przydatne przede wszystkim w ocenie 
przyjęcia lub ewentualnego odrzucenia przeszczepionych 
komórek, jak również w ocenie ryzyka wystąpienia wzno- 
w y (w przypadku chorób nowotworowych) [27]. Zjawisko 
chim eryzm u może przyjmować różną postać. W ykrywanie 
wyłącznie komórek pochodzących od dawcy określane jest 
jako pełny chimeryzm (ang. complete chimeńsm, CC); współ­
w ystępow anie zarówno komórek dawcy, jak i biorcy, okre­
ślane jest jako chimeryzm mieszany (ang. mixed chimeńsm, 
MC), natom iast wykrywanie wyłącznie własnych komórek 
chorego (biorcy) świadczy o braku chimeryzmu. Dopóki w  
badaniach potransplantacyjnych stosowano wyłącznie tech­
niki jakościowe, wystąpienie MC uznaw ano za zły czynnik 
prognostyczny i zapowiedź wznowy. Obecnie wiadomo, że 
wykrycie MC może świadczyć o obecności prawidłowych 
kom órek pacjenta, współwystępujących z komórkami daw ­
cy, choć może być także zapowiedzią naw rotu choroby, 
zapoczątkowanego przez resztkowe komórki białaczkowe. 
W spółcześnie stosowane techniki ilościowe umożliwiają nie

tylko różnicową identyfikację komórek dawcy i biorcy, ale 
także ustalenie procentowego udziału wykryw anych komó­
rek w badanym  materiale. Umożliwia to śledzenie kinetyki 
zmian chimeryzmu i definiowanie trzech rodzajów chime­
ryzm u mieszanego: przejściowego, trwałego i progresyw ­
nego chimeryzmu mieszanego, z których każdy charaktery­
zuje się inną wartością prognostyczną (Tab. 1) [28].

Obecnie najpowszechniejsze metody identyfikacji komó­
rek dawcy i biorcy oparte są o w ykrywanie polimorficznych 
różnic w sekwencji DNA badanych osób. Analiza dotyczy 
najczęściej polimorfizmu sekwencji STR (ang. short tandem 
repeats) rzadziej VNTR (ang. variable number of tandem repe­
ats), polimorfizmu pojedynczych nukleotydów (ang. sin­
gle nucleotide polymorphism, SNP) lub tzw. m arkerów  Indel 
(ang. insertion/deletion polymorphism). W sytuacji, gdy dawca 
i biorca szpiku są różnej płci, zastosowanie znajduje meto­
da fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), pozwalają­
ca na identyfikację komórek dzięki użyciu fluorescencyjnie 
znakowanych sond DNA, specyficznych dla chromosomów 
płci (np. locus DYZ1 na chromosomie Y oraz DXZ1 na chro­
mosomie X) [29]. Ze względu na ograniczone możliwości 
zastosowania tej metody (dawca i biorca szpiku różnią się 
płcią w ok. 50% przeprow adzonych transplantacji) pozosta­
je ona raczej metodą stosowaną jedynie w sytuacji, gdy nie 
jest możliwa analiza chimeryzmu poprzeszczepowego w 
oparciu o polimorfizm DNA.

ANALIZA POLIMORFIZMU STR -  FLOURESCENCYJNA 
REAKCJA ŁAŃCUCHOWA POLIMERAZY

Polimorfizm długości sekwencji minisatelitarnych 
(VNTR) i mikrosatelitarnych (STR) polega na różnicy w ilo­
ści powtórzeń, w  danym  locus, m otywu nukleotydowego 
(1-6 nt i 10-100 nt, odpowiednio dla sekwencji STR i VNTR) 
[30]. Amplifikacja sekwencji STR z użyciem fluorescencyj­
nie znakowanych starterów stanowi obecnie jedną z najbar­
dziej powszechnych metod monitorowania chimeryzmu. 
Informatywny marker STR to taki, który w danym  locus u 
dawcy i u biorcy wykazuje różnicę w długości sekwencji. 
Każdorazowo amplifikacji poddaje się DNA wyizolowany 
z komórek dawcy, z komórek biorcy przed transplantacją 
oraz z komórek biorcy po transplantacji, w  celu porów nania 
genotypów i określenia rodzaju chimeryzmu. Analiza pro ­
duktów  fluorescencyjnej PCR odbywa się automatycznie 
podczas rozdziału elektroforetycznego, w  warunkach dena­
turujących, w  aparacie wyposażonym  w laser. W zbudzenie 
fluorescencji migrujących fragmentów DNA przez wiązkę

Tabela 1. Rodzaje chimeryzmu po allogenicznej transplantacji komórek krwiotwórczych.

Rodzaj chim eryzm u Kom entarz

Pełny chim eryzm
complete 
chim erism  (CC)

w ykryw anie w e k rw i/szp ik u  biorcy wyłącznie kom órek 
dawcy; dobry czynnik prognostyczny

Trw ały chim eryzm  
m ieszany

stable mixed 
chim erism  (SMC)

w spółw ystępow anie, przez długi czas po transplantacji, kom órek daw cy i biorcy we 
w zględnie stałym  stosunku ilościowym (zazwyczaj kom órki biorcy stanowią <20%); 
dobry czynnik prognostyczny

Przejściowy chim eryzm  
m ieszany

transient mixed 
chim erism  (TMC)

w spółw ystępow anie, przez pew ien czas po transplantacji, kom órek dawcy z kom órkam i 
biorcy (kom órki biorcy zazwyczaj <5%); najczęściej następuje przejście TMC w CC; 
dobry czynnik prognostyczny

Progresyw ny 
chim eryzm  m ieszany

progressive mixed 
chim erism  (PMC)

w spółw ystępow anie kom órek dawcy z kom órkam i biorcy, których udział 
procentow y zw iększa się z upływ em  czasu; zły czynnik prognostyczny; 
zazwyczaj stanow i zapow iedź w znow y białaczki
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Rycina 3. Przykład pełnego chim eryzm u po allogenicznej transplantacji kom órek 
krwiotwórczych. (A) allele w ykryw ane u dawcy, (B) allele w ykryw ane u  biorcy 
przed  transplantacją, (C) u  biorcy po transplantacji w ykryw ane są wyłącznie al­
lele specyficzne dla dawcy.

lasera umożliwia ocenę długości oraz ilości produktów  
PCR. Prędkość migracji zdenaturow anych produktów  PCR 
jest zależna wyłącznie od ich wielkości (identyfikacja alleli 
STR dawcy i biorcy na podstawie długości sekwencji) zaś 
intensywność emitowanej fluorescencji jest proporcjonalna 
do ilości danego fragmentu DNA (analiza ilościowa chime­
ryzmu) [31,32].

Modyfikacja tej techniki, tzw. wariant multipleksowy 
PCR, dzięki zastosowaniu kilku par starterów znakowanych 
różnymi fluorochromami, umożliwia analizę kilku loci STR 
w jednej reakcji PCR, co zwiększa wiarygodność oznaczeń 
chimeryzmu [27,33].

ANALIZA POLIMORFIZMU TYPU INDEL 
-  REAKCJA ŁAŃUCHOWA POLIMERAZY 
W CZASIE RZECZYWISTYM

M etoda fluorescencyjna STR-PCR stanowi uznane narzę­
dzie molekularnej oceny przyjęcia/odrzucenia przeszczepu. 
Jej przydatność we wczesnym w ykryw aniu w znow y biała­
czek pozostaje jednak kontrowersyjna, szczególnie w odnie­
sieniu do białaczek ostrych, gdzie proces naw rotu choroby 
może postępować bardzo gwałtownie. Dlatego poszukuje 
się metod umożliwiających jeszcze bardziej precyzyjną ana­
lizę chimeryzmu. W ostatnim czasie opracowano metodę 
identyfikacji komórek dawcy i biorcy w  oparciu o analizę 
biallelicznych markerów typu Indel w reakcji PCR w czasie 
rzeczywistym (RQ-PCR) w technologii TaąM an [34], Poli­
morfizm markerów typu Indel polega na różnicy długości 
sekwencji w danym  locus na skutek insercji lub delecji od 1 
do kilkuset par zasad [35]. Pod względem  czułości analizy 
(10"3) m etoda przewyższa technikę fluorescencyjnej STR- 
PCR (5x10 '2). Ponadto, wyniki analizy chimeryzmu techni­
ką STR-PCR mogą być obarczone błędem wynikającym ze 
zjawiska kompetycji między allelami dawcy i biorcy, am ­
plifikowanymi w jednej reakcji przy użyciu tej samej pary 
starterów (krótsze fragmenty ulegają amplifikacji z większą 
wydajnością niż allele dłuższe). W RQ-PCR allele dawcy i 
biorcy amplifikowane są w niezależnych reakcjach PCR z 
użyciem starterów specyficznych wobec informatywnych

Rycina 4. Przykład chim eryzm u mieszanego po allogenicznej transplantacji ko ­
m órek krwiotwórczych. (A) allele w ykryw ane u  dawcy, (B) allele w ykryw ane  u 
biorcy przed  transplantacją, (C) u  biorcy po transplantacji w ykryw ane są zarów ­
no allele specyficzne dla daw cy jak i allele specyficzne dla biorcy, co św iadczy o 
w spółw ystępow aniu  kom órek daw cy i biorcy.

m arkerów Indel dawcy i biorcy, zidentyfikowanych w cze­
śniej spośród panelu analizowanych markerów polimor- 
ficznych. Analiza ilościowa chimeryzmu wykonyw ana jest 
w  oparciu o krzywe kalibracyjne, powstałe przez amplifi- 
kację odpowiednich serii rozcieńczeń DNA dawcy i biorcy. 
Szybkość, wysoka czułość oraz coraz większa dostępność 
technologii „real-time" wpływają na stopniowe upow szech­
nianie się tej m etody w diagnostyce potransplantacyjnej.

POLIMORFIZM POJEDYNCZYCH 
NUKLEOTYDÓW -  REAKCJA ŁAŃCUCHOWA 
POLIMERAZY W CZASIE RZECZYWISTYM, 
PIROSEKWENCJONOWANIE I GENOTYPÓW ANIE 
W TECHNOLOGII MIKROMACIERZY

Najnowocześniejsze metody monitorowania chim ery­
zm u potransplantacyjnego oparte są o analizę polimorfi­
zm u pojedynczych nukleotydów. Na przydatność SNP jako 
markerów genetycznych w pływa ich powszechne w ystę ­
powanie w  ludzkim  genomie (średnio 1 S N P /1,3 kb) oraz 
fakt, że są to najczęściej markery bialleliczne, których allele 
różnią się tylko jednym  nukleotydem, co znacznie ułatwia 
ich identyfikację [36]. Jedną z metod analizy chim eryzm u w 
oparciu o markery SNP jest genotypowanie techniką PCR w 
czasie rzeczywistym (RQ-PCR), charakteryzujące się czuło­
ścią 10_3-10 '4 [37], Zastosowanie sond typu TaąMan, starte­
rów specyficznych wobec każdego z analizowanych alleli 
SNP, oraz krzywej kalibracyjnej w  postaci serii rozcieńczeń 
DNA SNP-pozytywnego w odą lub DNA SNP-negatyw- 
nym, umożliwia analizę ilościową chimeryzmu na zasadzie 
analogicznej, jak we wcześniej opisanych zastosowaniach 
techniki RQ-PCR.

Techniką genotypowania m arkerów SNP specyficznych 
dla dawcy i biorcy, pozwalającą na szybkie i wydajne p ro ­
wadzenie badań ilościowych chimeryzmu (analiza 96 prób 
w czasie poniżej 2 godzin) jest metoda pirosekwencjonowa- 
nia [38]. Technika określana także jako sekwencjonowanie 
w czasie rzeczywistym, wykorzystuje aktywność: polime- 
razy DNA (wydłużającej starter sekwencyjny, zlokalizowa­
ny tuż przed analizowaną sekwencją, poprzez dołączanie
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kolejnych trifosforanów deoksynukleozydów, podawanych 
autom atycznie do mieszaniny reakcyjnej), sulfurylazy ATP 
(przekształcającej pirofosforan, uwolniony na skutek w bu­
dow ania dNTP do nici DNA, w ATP), lucyferazy (prze­
kształcającej, przy udziale ATP, lucyferynę w oksylucyfe- 
rynę, co powoduje emisję światła proporcjonalnie do ilości 
ATP, a zatem do ilości wbudow anych nukleotydów) oraz 
apirazy (degradującej nadm iar ATP i niezwiązanych nukle­
otydów, co zapewnia regenerację mieszaniny reakcyjnej) 
[39, www.pyrosequencing.com]. Automatyczne dozowanie 
reagentów  w pirosekwenatorze zapewnia sekwencyjne po­
daw anie tylko jednego z czterech rodzajów dNTP w danym  
cyklu. Ponieważ w budowanie podanego dNTP do nici DNA 
w iąże się z emisją światła, a brak sygnału świetlnego po po­
daniu  danego nukleotydu oznacza brak danego nukleotydu 
w  sekwencji DNA, możliwe jest odczytanie analizowanej 
sekwencji nukleotyd po nukleotydzie i identyfikacja alleli 
SNP specyficznych dla dawcy i biorcy. Analizę ilościową 
chim eryzm u wykonuje się w oparciu o krzywe kalibracyjne 
wyznaczone poprzez pirosekwencjonowanie znanych roz- 
cieńczeń DNA dawcy w DNA biorcy [38],

Inną m etodą genotypowania markerów SNP jest techni­
ka m inisekwencjonowania, określana także skrótem SNuPE 
od ang. single nucleotide primer extension [36,40]. Istotą mini­
sekwencjonowania jest użycie polimerazy DNA do w ydłu ­
żenia startera sekwencyjnego, komplementarnego do rejo­
nu bezpośrednio sąsiadującego z analizowanym wariantem 
SNP, poprzez przyłączenie pojedynczego, znakowanego 
ddN TP (didoeksynukleotydu), komplementarnego do ge- 
notypow anego nukleotydu. W ostatnim czasie opracowano 
opartą o minisekwencjonowanie, wysoko wydajną, dw ufa­
zową m etodę analizy chimeryzmu: I etap — identyfikacja 
inform atywnych dla danej pary daw ca/biorca markerów 
SNP, II etap — ilościowa analiza chimeryzmu [36]. Mini­
sekwencjonowanie w  I etapie prow adzone jest z użyciem 
znakow anych fluorescencyjnie ddNTP (każdy z czterech 
ddN TP znakowany innym fluorochromem) i starterów se­
kwencyjnych znakowanych na końcu 5' „sekwencją znacz­
nikową" (ang. tag secjuence). Analiza produktów  minise­
kwencjonowania oparta jest o technologię mikromacierzy. 
Hybrydyzacja produktów  minisekwencjonowania do oligo- 
nukleotydów  komplementarnych wobec sekwencji znaczni­
kowych, naniesionych na płytkę w formie mikromacierzy, 
um ożliw ia automatyczną analizę fluorescencji w ydłużo­
nych starterów sekwencyjnych i identyfikację informatyw­
nych m arkerów SNP [36,41].

W II etapie minisekwencjonowanie prowadzi się na mikro- 
płytkach, których dołki opłaszczone są streptawidyną, dzięki 
czemu możliwa jest immobilizacja analizowanych fragmen­
tów DNA (amplifikowanych z użyciem starterów znakowa­
nych biotyną) i minisekwencjonowanie z użyciem starterów 
sekwencyjnych i nukleotydów znakowanych 3H. Genotypo- 
wanie SNP oparte jest o pomiar scyntylacyjny radioaktyw­
ności wydłużonych starterów sekwencyjnych (każdemu z 
3HdNTP odpowiada inna wartość C i/ mmol). Analizę ilościo­
w ą chimeryzmu wykonuje się na podstawie procentowego 
udziału obu wariantów allelicznych w  analizowanej próbie 
(w przypadku homozygoty całość sygnału radioaktywnego 
reprezentuje dany wariant alleliczny SNP; w przypadku he- 
terozygoty sygnał radioaktywny odpowiada połowie udziału

Rycina 5. Identyfikacja m arkerów  SNP inform atyw nych dla danej pary  dawca: 
biorca, w  celu analizy ilościowej chim eryzm u potransplantacyjnego (etap I). Mi­
nisekwencjonowanie z użyciem  znakow anych fluorescencyjnie dideoksynukle- 
otydów  (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) i różnych starterów  sekwencyjnych, 
kom plem entarnych wobec potencjalnych m arkerów  SNP (czerwone i niebieskie 
strzałki), znakow anych sekwencją znacznikow ą (Z). Analiza fluorescencji pro ­
duk tów  minisekwencjonowania odbyw a się autom atycznie, dzięki hybrydyzacji 
sekwencji znacznikowej do kom plem entarnych oligonukleotydów  (oligo), nanie­
sionych n a m ikropłytkę, w  formacie mikromacierzy.

procentowego danego markera SNP w badanej próbie). Pod 
względem czułości analizy chimeryzmu pirosekwencjonowa­
nie (5x10-2) i minisekwencjonowanie (10-2) nie przewyższają 
metody opartej o PCR w czasie rzeczywistym. Ich niewątpli­
wą zaletą jest natomiast skuteczność odróżniania wariantów 
allelicznych SNP, wysoka powtarzalność wyników oraz moż­
liwość zautomatyzowania procedur, wpływająca na szybkość 
i wysoką wydajność tych metod.

PODSUMOWANIE

Przedstawiony w niniejszej pracy przegląd technik i stra­
tegii molekularnych obrazuje rosnące znaczenie metod bio-

Rycina 6. Analiza ilościowa chim eryzm u potransplantacyjnego (etap II). DNA 
biorcy po transplantacji am plifikowany jest w oddzielnych reakcjach PCR z uży ­
ciem starterów  specyficznych wobec m arkerów  SNP inform atyw nych dla daw cy 
i biorcy (czerwone i niebieskie strzałki). Jeden ze s tarterów  każdej pary  znakow a­
ny jest biotyną (B), dzięki czem u możliwa jest immobilizacja p roduktów  PCR na 
mikropłytce, której dołki opłaszczone są streptaw idyną. M inisekw enqonow anie 
odbyw a się z użyciem  starterów  sekwencyjnych, kom plem entarnych wobec in ­
form atyw nych m arkerów  SNP (niebieska i czerw ona strzałka) oraz nukleotydów  
znakow anych 3H. Pom iar scyntylacyjny radioaktyw ności p roduktów  minise­
kwencjonowania w poszczególnych dołkach um ożliw ia identyfikację alleli d aw ­
cy i biorcy oraz analizę ilościową chimeryzmu.
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logii molekularnej w hematoonkologii. Choć podstaw ę dia­
gnostyki białaczek nadal stanowią techniki niemolekularne, 
jak mikroskopia świetlna, immunofenotypowanie cytoflu- 
orymetryczne, czy klasyczna cytogenetyka, zastosowanie 
technik molekularnych ma znaczenie uzupełniające i po­
zwala sprecyzować postawioną diagnozę, zakwalifikować 
chorego do grupy ryzyka i właściwie ukierunkować terapię. 
Nieodzowne jest natomiast zastosowanie technik moleku­
larnych do monitorowania efektywności leczenia, poprzez 
wykrywanie niewielkiej nawet liczby komórek now otw o­
rowych (detekcja choroby resztkowej), czy też identyfikację 
i precyzyjną analizę ilościową komórek dawcy i biorcy w 
przypadku badań potransplantacyjnych. Wysoka czułość, 
specyficzność i wydajność metod analizy molekularnej, 
możliwość prowadzenia precyzyjnych badań ilościowych 
oraz wysoki stopień powtarzalności wyników, ułatwiają­
cy standaryzację, wpływają na coraz bardziej dynamiczny 
rozwój szeroko pojętej molekularnej diagnostyki hematoon- 
kologicznej i przyczyniają się do dalszej popraw y wyników 
leczenia białaczek u dzieci.
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ABSTRACT
This paper is a review of current diagnostic applications of molecular methods in pediatric hematooncology, including analyses performed 
at disease presentation, evaluation of prognosis as well as those for assessment of treatment effectiveness. Here w e present the examples of 
important fields of application of molecular methods in pediatric hematooncology, i.e. identification of clinically significant fusion genes in 
acute lymphoblastic leukemia and monitoring of minimal residual disease in this most frequent childhood malignancy. Moreover, we present 
the m ethodology and clinical significance of quantitative analysis of hematopoietic chimerism after allogeneic stem cell transplantation. The 
methods presented include fluorescent in situ hybridization, reverse transcription, conventional and quantitative polymerase chain reaction, 
as w ell as methods of genotyping based on analysis of microsatellite marker polymorphism, single nucleotide polymorphism, and Indel 
markers.
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Rola tiolaktonu homocysteiny w  
niektórych chorobach człowieka

STRESZCZENIE

W  artykule przedstawiono w  skrócie wyniki najnowszych badań dotyczących udziału  
homocysteiny (Hcy), jej cyklicznego tioestru (tiolaktonu homocysteiny), a także N-ho- 

mocysteinylacji białek w  niektórych stanach chorobowych ludzi. Om ówiono funkcję enzy­
mu tiolaktonazy homocysteiny/paraoksonazy, która jest ściśle związana z frakcją lipoprote- 
in o wysokiej gęstości (HDL) oraz w pływ  modyfikacji HDL na ich biologiczną aktywność. 
Opisano również efekty terapii witaminowej (kwasem foliowym, witaminą Bh oraz B]2) sto­
sowanej w  celu obniżenia poziomu homocysteiny u ludzi.

WPROWADZENIE

Homocysteina (Hcy) jest w ażnym  czynnikiem ryzyka rozwoju miażdżycy 
oraz chorób neurodegeneracyjnych u ludzi. Wysoki poziom tego niebiałkowe- 
go am inokwasu jest skorelowany również z chorobami nerek, niepraw idłow ym  
funkcjonowaniem trzustki, a także z nieprawidłowym i właściwościami skrze­
pów  fibrynowych, które stając się odporne na hydrolizę, mogą przyczyniać się 
do powstania zakrzepicy. Całkowita zawartość homocysteiny (tHcy) powyżej 
10,2 pmol/1 przyczynia się do dwukrotnego, a powyżej 20 pmol/1 do 8,9-krot- 
nego w zrostu ryzyka wystąpienia chorób układu krążenia. Mechanizmy tok­
syczności homocysteiny, będące przedm iotem  badań w wielu laboratoriach na 
świecie, w  tym w Polsce, obejmują skłonność do trombozy oraz upośledzoną 
trombolizę, wzmożoną produkcję nadtlenku w odoru, dysfunkcję śródbłonka 
naczyń krwionośnych, a także wzm ożone utlenianie lipoprotein [1], Jedna z hi­
potez sugeruje, że do toksyczności homocysteiny przyczynia się przekształca­
nie jej w tiolakton homocysteiny [2], Tiolakton homocysteiny jest cyklicznym 
tioestrem homocysteiny, powstającym w reakcji katalizowanej przez syntetazę 
metionylo-tRNA. Tiolakton homocysteiny jest chemicznie reaktywny i tworzy 
addukty  z białkami, w  których grupa karboksylowa homocysteiny jest związana 
wiązaniem am idowym  z grupą £-aminową reszt lizyny białka (N-Hcy-białka) 
(Ryc. IB i C). Modyfikacja ta powoduje zmianę struktury białek i w pływ a nega­
tywnie na ich funkcje.

W metabolizmie tiolaktonu homocysteiny bierze udział tiolaktonaza homocy­
steiny/paraoksonaza. Enzym ten, związany z frakcją HDL osocza, hydrolizuje 
tiolakton homocysteiny do homocysteiny. Wykazano, że aktywność tiolaktona­
zy homocysteiny jest znacznie wyższa u pacjentów z chorobą wieńcową ser­
ca niż u osób zdrowych [3]. Modyfikacje cząsteczek HDL mają w związku z 
tym  duże znaczenie dla metabolizmu tiolaktonu homocysteiny: zredukow ana 
aktywność hydrołityczna tiolaktonazy homocysteiny podwyższa poziom tego 
toksycznego związku we krwi.

Jedną z metod obniżania poziomu homocysteiny jest podaw anie pacjentom 
zwiększonych dawek witamin: B6, Bp oraz kwasu foliowego [1]. Terapia taka 
redukuje poziom homocysteiny i popraw ia funkcjonowanie śródbłonka naczyń 
krwionośnych. Patofizjologiczna rola tiolaktonu homocysteiny i mechanizm 
N-homocysteinylacji białek były przedm iotem  kilku poprzednich opracowań 
[2,4,5], w tym również na łamach „Postępów Biochemii" [6], W tym artykule 
przedstaw iono wyniki najnowszych badań w tej dziedzinie.

MODYFIKACJA FIBRYNOGENU TIOLAKTONEM 
HOMOCYSTEINY ZMIENIA WŁAŚCIWOŚCI SKRZEPÓW

Śmiertelność spow odow ana chorobami układu krążenia wynika głównie z 
niewłaściwego tworzenia i lizy skrzepów krwi. Większość badań skupia się jed­
nak tylko na wpływie homocysteiny na komórki śródbłonka naczyń krwiono­
śnych, a tylko nieliczne na wpływie homocysteiny na białka zaangażowane w 
tworzenie i lizę skrzepów krwi. Fibrynogen jest podstaw ow ym  białkiem uczest-
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teins) — lipoproteiny o wysokiej gęstości; 
LDL (ang. low density lipoproteins) — lipo­
proteiny o niskiej gęstości; receptor NM DA 
(ang. N-methyl D-aspartate) — jonotropow y 
receptor kw asu glutam inowego; SA (ang. 
salicylic acid) — kw as salicylowy; tHcy (ang. 
total homocysteine) — całkowita zaw artość 
homocysteiny; tPA (ang. tissue plasminogen 
activator) — tkankow y aktyw ator plazm i- 
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0 c.cz. 340 kDa, złożoną z dwóch symetrycznych części. 
Każda z nich zawiera trzy łańcuchy peptydowe: Aa, Bp i y.

Proces polimeryzacji fibryny rozpoczyna się od przecię­
cia przez trombinę peptydów  A i B fibryny od N-końca łań­
cuchów A a i Bp. Monomery fibryny asocjują w dwuniciow ą 
macierz. Dalsza asocjacja pogrubia włókna i prow adzi do 
rozgałęzień oraz tworzenia złożonej siatki fibryny. Proces 
fibrynolizy jest niezbędny do usuwania skrzepów podczas 
gojenia się ran, jak i do usuw ania wewnątrznaczyniowych 
skrzepów, które mogą w przeciwnym razie prow adzić do 
trombozy. W ewnątrznaczyniowe odkładanie się fibryny 
jest związane z rozwojem miażdżycy. Wobec tego wydajny 
system fibrynolityczny chroni organizm przed m iażdżyco­
wą chorobą naczyń krwionośnych i przed ostrym procesem 
trombozy. Fibrynoliza jest procesem, w wyniku którego 
skrzepy fibrynowe zostają rozpuszczone. Inicjacja tego pro ­
cesu następuje, gdy tkankowy aktywator plazm inogenu 
(tPA) i plazminogen wiążą się do skrzepu fibrynowego, 
wskutek czego aktywator plazminogenu trawi plazm ino­
gen do plazminy. Plazmina wiąże się do reszt lizyny fibryny
1 trawi trzy łańcuchy fibryny w wielu miejscach.

R ycina  1. Addukty Hcy z białkami osocza, (a) Białko S-homocysteinylowane na 
grupie tiolowej reszty cysteiny, (b) Białko N-hom ocysteinylowane na grupie e- 
aminowej reszty lizyny, (c) Białko N-hom ocysteinylowane na grupie e-aminowej 
reszty lizyny. Hcy może tworzyć mostek dwusiarczkowy z Cys (na podstawie
[19]).

niczącym w procesie koagulacji krwi; polimeryzując tworzy 
s truktury  skrzepu fibrynowego. Białko to jest glikoproteiną

R ycina  2. N-homocysteinylowane reszty lizyny w  fibrynogenie. Homocysteinylowane reszty lizyny są pokazane 
po prawej stronie cząsteczki, natomiast miejsca wiązania tPA i plazminogenu (Pg) po lewej stronie. Pokazana jest 
również struktura 3D regionu D z łańcuchami Bp w  kolorze różowym, y w  kolorze niebieskim oraz Aa na czerwono. 
Hom ocysteinylowane reszty lizyny są pokazane sferycznie [12].

Fibrynogen osocza jest czynnikiem ryzyka w ystępow a­
nia choroby wieńcowej (CAD, ang. coronary artery disease), 
udaru  m ózgu i śmiertelności niezależnej od układu krw io­
nośnego [7], W 2006 r. opublikowano pracę [8], w  której au ­
torzy sugerują, że zmienione właściwości skrzepu fibryno­
wego, a szczególnie wzrost odporności na lizę, zwiększają 
ryzyko w ystępowania chorób naczyniowych związanych 

z powstawaniem  skrzepów m iaż­
dżycowych. Ponadto wskazują, że 
hiperhomocysteinemia należy do 
grupy ważnych czynników (łącznie z 
podw yższonym  poziomem fibryno- 
genu i protrombiny), które zmieniają 
strukturę skrzepów w taki sposób, 
że stają się one mniej przepuszczal­
ne dla czynników fibrynolitycznych i 
mniej podatne na lizę. Zredukow ana 
fibrynoliza u pacjentów z hiperhom o- 
cysteinemią jest najprawdopodobniej 
spow odow ana małym rozmiarem 
porów  w  sieci fibryny, jak to w ykaza­
no u pacjentów z cukrzycą [9], Gęste 
sieci fibryny charakteryzują się obni­
żoną podatnością na lizę z pow odu 
mniej wydajnego transportu czynni­
ków fibrynolitycznych przez skrzep 
[10]. Wynika z tego, że konfiguracja 
sieci fibryny, a nie średnica pojedyn­
czego włókna fibryny ma istotniejszy 
w pływ  na szybkość fibrynolizy [11],

Molekularny mechanizm leżący 
u podłoża zmian we właściwościach 
skrzepów może być związany z m o­
dyfikacją fibrynogenu przez tiolakton 
homocysteiny. Jak wiele innych bia­
łek, fibrynogen łatwo ulega m odyfi­
kacji przez tiolakton homocysteiny in 
vitro (Ryc. 2) [12], co powoduje zm ia­
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nę jego właściwości a nawet denaturację [2,4,5,13]. Modyfi­
kacja ta zachodzi również in vivo, na co wskazuje obecność 
związanej wiązaniem am idowym  homocysteiny w fibry- 
nogenie [14]. Zmiana funkcji fibrynogenu obserwowana u 
ludzi [8] i królików [15,16] z hiperhomocysteinemią może 
przyczyniać się do rozwoju patologii naczyń krwionośnych. 
Modyfikacja reszt lizyny przez tiolakton homocysteiny w 
fibrynogenie zmienia strukturę powstających włókien i za­
burza zdolność enzymów fibrynolitycznych do wiązania i 
trawienia zmodyfikowanej fibryny [8,15]. Zmiany obejmują 
tworzenie skrzepów, złożonych z cieńszych, ściślej upako­
wanych włókien, zmienionej zdolności odpowiedzi na stę­
żenie wapnia oraz odporność powstałego skrzepu na lizę 
przy udziale kompleksu tPA /plazm iny [15,16].

Kwas acetylosalicylowy ze względu na działanie anty- 
agregacyjne jest lekiem powszechnie stosowanym w za­
pobieganiu zakrzepom w naczyniach tętniczych, a więc w 
zapobieganiu zawałom serca, udarom  mózgu, miażdżyco­
w ym  zm ianom  w tętnicach kończyn dolnych, a także w le­
czeniu migotania przedsionków. Niskie dawki tego kwasu 
zwiększają przepuszczalność skrzepów u zdrowych osób 
[8], Małe dawki leku, tj. około 75 m g/dobę, wystarczają 
by zahamować agregację płytek krwi, co ma bardzo duże 
znaczenie w procesie tworzenia zakrzepów. Zaobserwowa­
no jednak, że skrzepy tworzące się u pacjentów z chorobą 
niedokrwienną serca zażywających niską dawkę kwasu 
acetylosalicylowego (75 m g / ml dziennie), były mniej prze­
puszczalne, a czas lizy był właściwie niezmieniony w po­
równaniu ze zdrowym i osobami z podobnym  stężeniem 
fibrynogenu. To sugeruje, że w zmianach koagulacji krwi 
związanych z chorobą niedokrwienną serca, główny w pływ 
na strukturę skrzepów mają inne czynniki, takie jak całko­
wita zawartość homocysteiny [8]. Przyjmowanie kwasu fo­
liowego, niezbędnego do przekształcenia homocysteiny do 
metioniny (Met), przez chorych na hiperhomocysteinemię 
przez 4 tygodnie prow adzi do korzystnych zmian we wła­
ściwościach skrzepu fibry nowego [8],

Podsum ow ując, poziom  hom ocysteiny ma w pływ  na 
s truk tu rę  skrzepu u ludzi. Zm iany w tej s truk tu rze  są za ­
pew ne spow odow ane protrom botycznym  działaniem  tio- 
laktonu hom ocysteiny. N -hom ocysteinylacja fibrynogenu 
p rzez tiolakton hom ocysteiny zaburza jego biologiczną 
funkcję. Potrzebne są jednak dalsze badania  określające 
rolę zm ian we w łaściwościach sieci fibryny spow odow a­
nych tiolaktonem  hom ocysteiny w zakrzepicy m iażdży ­
cowej.

WZROST HOMOCYSTEINYLACJI BIAŁEK OSOCZA 
U PACJENTÓW PODDAWANYCH HEMODIALIZIE

Wyniki wcześniejszych badań wykazały, że N-homo- 
cysteinylowane białka występują we krwi człowieka, a 
ich poziom  jest zależny od całkowitej zawartości hom o­
cysteiny [14,17,18]. H iperhom ocysteinem ią, jako niezależ­
ny czynnik ryzyka chorób układu krążenia, w ystępuje u 
większości pacjentów poddaw anych hemodializie. Perna 
i wsp. [19] zmierzyli poziom  homocysteinylacji białek w 
grupie pacjentów poddaw anych  hemodializie w porów na­
niu z g rupą kontrolną, a także zbadali efekt terapii kw a­
sem foliowym.

W ykazano, że N-homocysteinylacja oraz S-homocyste- 
inylacja, polegająca na tworzeniu wiązań -S-S- z resztami 
Cys (Rye. 1A) w ystępują ze zwiększoną częstotliwością u 
pacjentów z chorobami nerek poddaw anych hemodializie 
niż u osób zdrowych. Nie jest to szczególnie zaskakujące 
zważywszy na wyższy wskaźnik całkowitej zawartości ho ­
mocysteiny, którym  charakteryzują się ci pacjenci [19,20]. 
Wzrost homocysteiny we krwi niesie ze sobą wzrost liczby 
N-homocysteinylowanych białek [17]. To z kolei może być 
związane z wyższym  poziomem tiolaktonu homocysteiny 
we krwi spow odow anym  zwiększoną jego produkcją [21], 
a także zredukow aną aktywnością tiolaktonazy hom ocy­
steiny, enzym u hydrolizującego tiolakton homocysteiny. W 
najnowszych doniesieniach wykazano, że aktywność tiolak­
tonazy homocysteiny w  osoczu jest zredukowana u pacjen­
tów z chroniczną niewydolnością nerek [19].

Poziom N-Hcy-białek u pacjentów poddanych hem o­
dializie jest około dw ukrotnie wyższy w porów naniu z 
grupą kontrolną, natom iast poziom homocysteiny w oso­
czu i S-Hcy-białek jest około pięciokrotnie wyższy niż w  
grupie kontrolnej. Ta rozbieżność może być spow odow a­
na nakładaniem  się takich procesów, jak np. karbamylacja 
białka. Rzeczywiście, w  warunkach wysokiego poziom u 
mocznika we krwi (np. uremia), mocznik jest spontanicznie 
przekształcany w izocyjanat, który reaguje z końcową gru ­
pą aminową białek i z grupą e-aminową reszty lizyny (kar­
bamylacja) [22], Są to te same grupy chemiczne, z którymi 
reaguje tiolakton homocysteiny podczas tworzenia formy 
N-Hcy-białka. Dlatego uzasadnione jest przypuszczenie, 
że oba te czynniki współzawodniczą in vivo, prow adząc do 
niższego niż m ożna się spodziewać wzrostu stężenia formy 
N-Hcy-białek.

Przeanalizowano również funkcje homocysteinylowanej 
albuminy in vitro. Albumina jest białkiem produkow anym  
przez wątrobę. Stanowi 60% wszystkich zawartych w oso­
czu białek. Praw idłow y poziom albuminy we krwi ludzkiej 
wynosi od 3,5 do 5,0 g /d l .  Albumina pełni podstaw ow ą 
rolę w utrzym aniu ciśnienia onkotycznego niezbędnego do 
zachowania praw idłow ych proporcji między ilością w ody 
zawartą we krwi a ilością w ody w płynach tkankowych. 
Rolą album iny jest także działanie buforujące pH  oraz 
transport niektórych hormonów, leków i kwasów tłusz­
czowych. W przypadku  uremii zdolność albuminy do w ią­
zania transportow anych cząsteczek jest zredukowana. W 
badaniach w ykorzystano fakt, że wiązanie ligandów przez 
albuminę pow oduje jej zmiany konformacyjne, a co za tym 
idzie możliwość śledzenia zmian na drodze doświadczalnej 
— wygaszanie fluorescencji reszt tryptofanu. Przetestowa­
no trzy różne leki: warfarynę, kwas salicylowy i diazepam , 
które wiążą się do różnych miejsc w cząsteczce albuminy. 
Wiązanie warfaryny i kwasu salicylowego przez homocy- 
steinylowaną album inę nie różniło się od nie m odyfikowa­
nej albuminy. Okazało się natomiast, że homocysteinylowa- 
na albumina wiąże mniej diazepamu, w porów naniu z nie 
modyfikowaną albuminą. Jest to zapewne spow odow ane 
tym, że reszta Lys525, główne miejsce N-homocysteinylacji 
w albuminie [18], jest częścią domeny wiążącej benzodiaze- 
piny (grupa leków, do której należy m.in. diazepam) [19]. 
Wśród pacjentów z urem ią przeprowadzono 2-miesięczną
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terapię kwasem  foliowym, w wyniku której znacznie obni­
żył się u nich poziom homocysteiny, jednakże nie osiągnął 
norm alnego poziomu. N-homocysteinylacja białek została 
znacznie zredukow ana i osiągnęła prawie normalny po­
ziom. Natomiast S-homocysteinylacja, pomimo iż została 
zredukow ana, nie osiągnęła normalnego poziomu.

Podsumowując: wykazano, że homocysteinylacja białek, 
jeden z czynników toksyczności homocysteiny, występuje 
u pacjentów z uremią poddaw anych hemodializie, a przyj­
m ow anie kwasu foliowego wykazuje działanie hamujące na 
ten proces.

STRUKTURALNE MODYFIKACJE HDL A 
KONSEKWENCJE FUNKCJONALNE

Bardzo ważną rolę w metabolizmie tiolaktonu homocy­
steiny odgryw a tiolaktonaza homocysteiny, znana wcze­
śniej jako paraoksonaza (PONI), enzym zależny od jonów 
w apnia i związany z frakcją HDL osocza [23,24], Jak w yka­
zano, PO N I ulegająca ekspresji w  transgenicznych myszach 
chroni p rzed miażdżycą [25], a podczas badań na człowieku 
odkryto, że aktywność tiolaktonazy homocysteiny w dużo 
większym  stopniu niż polimorfizm PONI [26] pozwala 
przewidzieć chorobę wieńcową. Udowodniono, że wysoki 
poziom  aktywności tiolaktonazowej in vitro chroni białka 
osocza przed N-homocysteinylacją za pomocą tiolaktonu 
homocysteiny [23], a HDL hamuje tworzenie tiolaktonu 
homocysteiny oraz formy N-Hcy-białek w komórkach śród- 
błonka naczyń krwionośnych ex vivo [27]. Aktywność tio­
laktonazy homocysteiny jest znacznie wyższa u pacjentów 
z chorobą wieńcową serca niż u osób zdrowych [3], co suge­
ruje, że występowanie tej choroby lub jej brak determinuje 
aktywność tiolaktonazy homocysteiny. Aktywność PONI 
w stosunku do tiolaktonu homocysteiny jest podwyższona 
w grupie osób chorych po przebytym zawale. Jednocześnie 
obserwuje się zwiększoną umieralność chorych charaktery­
zujących się niskim poziomem aktywności tiolaktonazowej 
[3], Ponadto zaobserwowano, że aktywność tiolaktonazy 
homocysteiny PONI jest skorelowana z podw yższonym  
stężeniem LDL (ang. low density lipoproteins), HDL oraz ich 
kom ponentam i w  przypadku pacjentów cierpiących na 
CAD, natom iast tej zależności nie stwierdzono u osób zdro ­
wych. To sugeruje, że aktywność tiolaktonazowa może być 
regulow ana w różny sposób u chorych na CAD oraz u osób 
zdrow ych [3].

Modyfikacje strukturalne cząsteczek HDL mają duże zna­
czenie i w pływ  na aktywność tego enzymu. Lipoproteiny o 
wysokiej gęstości są wrażliwe na modyfikacje strukturalne, 
takie jak np. utlenianie, glikozylację, homocysteinylację i 
degradację enzymatyczną. Zmiany strukturalne cząsteczek 
HDL m ogą wpływać na ich funkcję i właściwości miażdży- 
coochronne. Substancje utleniające i modyfikujące, m.in. 
jony metali, lipoksygenazy, dym  papierosowy [28] mogą 
zmieniać zarówno powierzchnię (białka, fosfolipidy i chole­
sterol) jak i komponenty rdzeniowe cząsteczek HDL (estry 
cholesterolowe) [29]. Również mieloperoksydaza, aniono- 
rodnik ponadtlenkowy ( 0 2'") oraz H 20 2, uwalniane przez 
aktyw ow ane fagocyty, mogą być potencjalnymi czynnika­
mi utleniającymi cząsteczki HDL in vivo. Niektórzy badacze 
wskazują na udział jonów metali przejściowych w m ody­

fikacji lipoprotein w  obrębie ścian naczyń krwionośnych. 
Przypuszcza się, że utlenianie cząsteczek HDL in vivo ma 
miejsce w mikrośrodowisku zapalnym, takim jak zmienio­
ne miażdżycowo ściany naczyń, a nie w krążącym osoczu. 
Utlenianie indukuje liczne modyfikacje strukturalne i skła­
du chemicznego cząsteczek HDL.

Modyfikacje cząsteczek HDL prow adzą do zmienionej 
aktywności biologicznej tych cząsteczek i związanych z nimi 
enzymów. Zaobserwowano znaczne obniżenie aktywności 
paraoksonazy we frakcji utlenionych cząsteczek HDL [30, 
31] i zasugerowano, że inaktywacja PONI może być przy­
czyną obniżonego efektu ochronnego przeciw cząsteczkom 
LDL i utlenianiu błony komórkowej [30]. Powodują one 
także utratę właściwości przeciwzapalnych i ochronnych 
komórek. Zmiany strukturalne w cząsteczkach HDL mogą 
odgrywać rolę w patogenezie miażdżycy i chorób neurode- 
generacyjnych, takich jak choroba Alzheimera.

Interesujące są obserwacje, z których wynika, że toksycz­
ność homocysteiny może być związana z jej w pływ em  na 
poziom HDL we krwi. W ykazano na przykład, że u ludzi 
obniżenie stężenia białkowych składników HDL, takich jak 
PONI [32] i ApoAI [33] związane jest ze w zrostem  stężenia 
homocysteiny. Najprawdopodobniej homocysteina w pły­
wa hamująco na ekspresję genów tych białek. W badaniach 
prowadzonych na hodowlach komórkowych w ykazano, że 
homocysteina obniża aktywność prom otorów PO N I [32] i 
ApoAI [33],

Homocysteina i pokrewne aminotiole, kwas homocysty- 
nowy, kwas cystynowy, sulfinian homocysteiny i sulfinian 
cysteiny, które praw dopodobnie mogą być produktam i 
przejściowymi szlaku katabolizmu homocysteiny, zostały 
opisane jako neurotoksyny. Sugeruje się, że związki te dzia­
łają przez nadm ierną stymulację receptorów NMDA (jo- 
notropowy receptor kwasu glutaminowego) w neuronach. 
N eurony wykazują fenotypowe podobieństwo do komórek 
beta trzustki [34], W związku z tym zbadano w pływ  ho­
mocysteiny, tiolaktonu homocysteiny oraz aminotioli na 
wydzielanie insuliny w odpowiedzi na glukozę [34], We 
wcześniejszych badaniach wykazano, że tiolakton homocy­
steiny niekorzystnie wpływ a na funkcje insuliny w  kom ór­
kach trzustki [35]. Zarówno homocysteina jak i tiolakton 
homocysteiny są toksyczne dla wielu linii komórkowych, 
włącznie z komórkami środbłonka. Tiolakton homocysteiny 
jest bardziej efektywny niż homocysteina: śmierć komórek 
obserwuje się przy niższych stężeniach tiolaktonu homocy­
steiny niż samej homocysteiny [27],

Homocysteina upośledza podstawowe, jak i stym ulow a­
ne glukozą wydzielanie insuliny, w  sposób zależny od stęże­
nia [36]. W pływ aminotioli na funkcję komórek beta trzustki 
jest łagodniejszy niż w pływ homocysteiny. To sugeruje, że 
negatywny w pływ  homocysteiny nie jest spow odow any 
przez jej utlenianie do aminotioli, ale może raczej polegać 
na konwersji homocysteiny do tiolaktonu homocysteiny. 
Ten cykliczny tioester wykazuje podobny, zależny od stę­
żenia, w pływ  na wydzielanie insuliny. Ponadto jego po­
ziom jest w prost proporcjonalny do poziomu homocysteiny 
[17], Zarówno homocysteina jak i tiolakton homocysteiny 
znacząco redukują stymulujący efekt L-alaniny, KC1, Ca2+,
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GLP-1, forskolinu i PMA (ang. phorbol 12-myristcite 13-aceta- 
te) na wydzielanie insuliny. Potwierdza to hipotezę, że Hcy 
wpływ a ujemnie na funkcję trzustkowych komórek beta i 
wydzielanie insuliny, skoro jej tioester wywołuje podobny 
efekt hamujący na wydzielanie insuliny w odpowiedzi na 
podstaw ow e stymulatory wydzielania tego hormonu.

CZY PRZYJMOWANIE WITAMIN CHRONI 
PRZED UDAREM MÓZGU?

Terapia w itam inowa kwasem foliowym, pirydoksyną 
(witamina Bft) oraz kobalaminą (witamina B|2) redukuje po­
ziom homocysteiny i przywraca funkcjonalność śródbłonka 
naczyń krwionośnych. W latach 1996-2003, w Stanach Zjed­
noczonych, Kanadzie, a także w Szkocji przeprow adzono 
badania w pływ u przyjmowania witam in B(, Bp oraz kwasu 
foliowego na całkowitą zawartość homocysteiny [1], Prze­
badano 2155 pacjentów (37% kobiet), ze średnią wieku 66 ± 
10,7 lat. W yeliminowano tych pacjentów, u których poziom 
witam iny Bp był bardzo niski lub bardzo wysoki (<250 i 
> 637 pmol/1), aby wykluczyć efekt złego wchłaniania lub 
przyjmujących witaminę B|2dodatkowo, poza terapią, a tak­
że tych z nieprawidłowym  funkcjonowaniem nerek. Zaob­
serwowano, że poziom całkowitej homocysteiny w osoczu 
znacząco wzrasta kiedy stężenie B]2 spada poniżej średniego. 
Poziom B12 warunkujący niskie stężenia homocysteiny jest 
wyższy niż zwykle uznawany za normalny. Z porównania 
grup przyjmujących dużą i małą dawkę w itam in wynika, 
że następuje 21% obniżenie ryzyka w grupie przyjmującej 
zwiększoną dawkę witamin. W analizie Kaplana-Meiera, 
porównującej 4 grupy, pacjenci u których określono poziom 
B12 jako średni lub wyższy niż średni i przyjmujący dużą 
daw kę witamin Bft, B|2 i kwasu foliowego, osiągali najlepsze 
wyniki jeśli chodzi o obniżenie ryzyka udaru  mózgu, choro­
by wieńcowej czy śmierci. Natomiast ci, u których poziom 
Bp był poniżej średniej, a poddani byli terapii małą daw ką 
witamin, osiągali najgorsze wyniki. Jak się okazało podczas 
analiz, grupa pacjentów ze średnim  poziomem witaminy 
B|2, miała największe szanse na pozytywne efekty tej terapii. 
Wydaje się praw dopodobne, że przyczyną lepszej odpow ie­
dzi na terapię u pacjentów z poziomem Bp powyżej śred­
niej jest lepsza zdolność jej absorpcji. Paradoksalnie, osoby 
z wysokim  poziomem homocysteiny, ale o upośledzonej 
zdolności wchłaniania witaminy Bp, nie mogły skorzystać 
z terapii witaminowej.

W zbogacanie produktów  zbożowych w kwas foliowy w 
Stanach Zjednoczonych i Kanadzie od 1996r. spowodowało 
w zrost stężenia kwasu foliowego i spadek stężenia hom o­
cysteiny we krwi, a co za tym  idzie, odnotowano spadek 
śmiertelności z pow odu udaru  mózgu [37],

W ald i wsp. [38] ustalili, że redukcja poziomu homocyste­
iny o 3 pmol/1 wiązałaby się z 24% spadkiem  ryzyka udaru  
m ózgu oraz 16% spadkiem  ryzyka CAD. Natomiast zasto­
sowana terapia w itam inowa pozwoliła na zaobserwowanie 
korelacji pomiędzy wyższym  poziomem homocysteiny a 
ryzykiem powtórnego wylewu; zostało ono zmniejszone 
w  grupie przyjmującej wysoką dawkę witamin. W dobie 
wzbogacania produktów  zbożowych o kwas foliowy, od ­
pow iedź na terapię witaminową, czyli obniżenie całkowitej 
zawartości homocysteiny, jest w większym stopniu zależna

od witaminy Bp. Większe dawki tej witaminy (obok innych 
terapii) będą niezbędne do osiągnięcia optymalnej redukcji 
homocysteiny.

Podwyższony poziom homocysteiny może w yw oły­
wać odpow iedź autoimmunologiczną in vivo. W ykazano, 
że przeciwciała przeciwko N-Hcy-białkom są pow iązane 
z udarem  mózgu [39], a także z wczesną postacią choroby 
niedokrwiennej serca u ludzi [40], Undas i wsp. [41] zbada­
li w pływ  przyjmowania kwasu foliowego (1 mg dziennie) 
na poziom przeciwciał przeciwko formie N-Hcy album iny 
oraz formie N-Hcy hemoglobiny. Przeprowadzono bada ­
nia z udziałem  20 zdrowych mężczyzn oraz 12 pacjentów 
z chorobą niedokrwienną serca, przy czym w obu grupach 
stwierdzono hiperhomocysteinemię (poziom całkowitej ho ­
mocysteiny >15 (iM). Ponadto obie grupy nie różniły się, je­
śli chodzi o wiek, poziom: całkowitej homocysteiny, kw asu 
foliowego, witaminy Bp oraz profil lipidów. Jedyną różnicą 
pom iędzy pacjentami chorymi na chorobę niedokrw ien­
ną serca a zdrowym i osobami był poziom przeciwciał IgG 
przeciw formie N-Hcy albuminy. Przyjmowanie kw asu 
foliowego przez 3 miesiące doprowadziło do redukcji po ­
ziomu homocysteiny o około 30% oraz wzrostu poziom u 
kwasu foliowego w osoczu o ok. 230% w obu grupach. Dal­
sza 3-miesięczna kuracja nie zmieniła tych wartości. Poziom 
przeciwciał zarówno przeciw formie N-Hcy albuminy jak i 
formie N-Hcy hemoglobiny znacząco spadł po 3-miesięcz- 
nej terapii kwasem foliowym u zdrowych osób. N atom iast 
u pacjentów z chorobą niedokrwienną serca nie zaobserw o­
wano znaczącej redukcji poziomu tych przeciwciał. Dalsze 
3 miesiące terapii również nie dały rezultatu w  postaci dal­
szego obniżenia poziomu przeciwciał, zarówno u pacjen­
tów, jak i osób zdrowych. Jednakże wyjściowy poziom  ho ­
mocysteiny i jej obniżenie zaindukowane kwasem foliowym 
było bardzo podobne w  obu grupach. Co więcej, okazało 
się, że poziom przeciwciał przeciw formie N-Hcy album iny 
jest raczej związany z ilością kwasu foliowego obecnego w 
osoczu, a nie z zawartością całkowitej homocysteiny u zd ro ­
wych osób wykazujących hiperhomocysteinemię [41].

U osób zdrowych przed terapią zaobserwowano znaczną 
korelację pom iędzy poziomem homocysteiny a poziom em  
przeciwciał przeciw formie N-Hcy albuminy i N-Hcy he­
moglobiny. Poziom kwasu foliowego przed terapią w yka­
zywał negatywną korelację z tymi przeciwciałami, zarów no 
u osób zdrowych, jak i pacjentów z chorobą n iedokrw ien­
ną serca. Terapia kwasem foliowym spowodowała zanik 
korelacji pomiędzy całkowitą zawartością homocysteiny 
a przeciwciałami u zdrowych osób. Jednakże u chorych z 
chorobą niedokrwienną serca po terapii zaobserwowano 
silny związek między całkowitą zawartością homocysteiny 
a przeciwciałami przeciw formom N-Hcy albuminy i N-Hcy 
hemoglobiny.

Brak w pływ u kwasu foliowego (pomimo iż z wysoką 
efektywnością redukuje on poziom homocysteiny) na po ­
ziom przeciwciał przeciwko formie N-Hcy białek u pacjen­
tów z chorobą niedokrwienną serca sugeruje, że zaaw anso­
wane zmiany patogenne nie mogą być zniwelowane przez 
terapię obniżającą całkowitą zawartość homocysteiny [41]. 
Z drugiej strony, obserwacje że kwas foliowy obniża po ­
ziom przeciwciał przeciwko N-Hcy białkom sugerują, iż
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początkowe zmiany patogenne (które mogą zachodzić u 
potencjalnie zdrowych osób) są odwracalne. W tym  kon­
tekście, zapobiegawcza terapia obniżająca poziom homocys­
teiny byłaby wskazana.

UWAGI KOŃCOWE

W tym  artykule przedstawiono wyniki najnowszych 
badań dotyczących toksyczności homocysteiny oraz jej cy­
klicznego tioestru — tiolaktonu homocysteiny w kontek­
ście chorób człowieka. Tiolakton modyfikując fibrynogen, 
zaburza jego biologiczną funkcję, tym samym utrudniając 
praw idłow ą hydrolizę skrzepów i przyczyniając się do roz­
woju zakrzepicy (trombozy). Znaczny wzrost poziomu N- 
homocysteinylowanych białek obserwuje się u pacjentów z 
chorobami nerek, u których zaobserwowano zmianę funkcji 
albuminy. W ykazano również negatywny w pływ  tiolak­
tonu homocysteiny na funkcję komórek trzustki i w ydzie­
lanie insuliny. Bardzo w ażnym  elementem metabolizmu 
tiolaktonu homocysteiny jest frakcja HDL osocza, z którą 
jest związany enzym hydrolizujący tiolakton (tiolaktonaza/ 
paraoksonaza). Aktywność tiolaktonazy homocysteiny jest 
znacznie w yższa u pacjentów z chorobą wieńcową serca niż 
u osób zdrowych, co sugeruje, że występowanie tej choro­
by lub jej brak determinuje aktywność tiolaktonazy hom o­
cysteiny. Lipoproteiny o wysokiej gęstości są wrażliwe na 
modyfikacje strukturalne za pośrednictwem różnych m e­
chanizmów, a zmiany strukturalne cząsteczek HDL mogą 
wpływać na zmienioną aktywność biologiczną związanych 
z nimi enzymów, łącznie z paraoksonazą.

Przeciwdziałanie negatywnym  skutkom wysokiego po ­
ziomu homocysteiny, a co za tym  idzie, tiolaktonu hom o­
cysteiny, może być częściowo dokonane przez stosowanie 
terapii witaminami B( , Bp oraz kwasem foliowym. Na pod ­
stawie wyników badań przeprowadzonych w USA, Ka­
nadzie, a także w Anglii i Walii, można sądzić, że terapia 
taka pozw ala na spadek ryzyka udaru  mózgu oraz choroby 
wieńcowej.

Opisane najnowsze doniesienia potwierdzają hipotezę, 
że przyczyną patogenności homocysteiny u człowieka jest 
jej w budow yw anie do białek. Niniejsza praca wskazuje na 
duże znaczenie badań nad tiolaktonem homocysteiny w 
wyjaśnieniu patogenezy wielu chorób człowieka. Mimo d u ­
żego postępu wiele ważnych zagadnień dotyczących tok­
syczności homocysteiny pozostaje nie wyjaśnionych.
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ABSTRACT

In the present article w e discuss the most recent data regarding the role of homocysteine, its cyclic thioester — homocysteine thiolactone and 
the process of protein N-homocysteinylation in human disease. The protective role of thiolactonase/paraoxonase enzyme, carried on high den­
sity lipoproteins (HDL) in human blood, as w ell as the influence of structural modifications on HDL function are discussed. We also describe 
the effect of vitamin therapy (folic acid, vitamins: B̂ , B12) used for lowering the homocysteine level in humans as well.
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STRESZCZENIE

Helicobacter pylori -  to gramujemna pałeczka będąca czynnikiem etiologicznym stanów 
zapalnych, wrzodów żołądka i dwunastnicy oraz choroby nowotworowej żołądka. Cho­

ciaż patogenem tym zarażona jest ponad połowa populacji ludzkiej tylko u pewnego pro­
centu osób dochodzi do rozwoju poważnych objawów chorobowych. Poznanie sekwencji 
nukleotydowej genomów dwóch szczepów Helicobacter pylori (26695 i J99) ukazało różno­
rodność genetyczną przedstawicieli tego gatunku bakterii i um ożliw iło rozpoczęcie badań 
nad jego proteomem. Stosowana obecnie terapia antybiotykowa nie zawsze okazuje się 
skuteczna, a dostępne testy diagnostyczne potwierdzają tylko obecność Helicobacter pylori. 
Immunoproteomika jest techniką łączącą metody klasycznej proteomiki z wykorzystaniem  
immunologicznej identyfikacji antygenu. Wydaje się ona być odpowiednią strategią umoż­
liwiającą identyfikację nowych antygenów o potencjalnej wartości diagnostycznej i profi­
laktycznej. W ytypowanie nowych antygenów powinno doprowadzić do stworzenia wiary­
godnych testów diagnostycznych umożliwiających określenie ryzyka rozwoju konkretnej 
jednostki chorobowej u zainfekowanych pacjentów. Jednocześnie identyfikacja silnie im- 
munogennych, powierzchniowych białek o zachowanej w  ewolucji sekwencji aminokwaso- 
wej powinna umożliwić stworzenie skutecznych preparatów profilaktycznych.

WPROWADZENIE: CHARAKTERYSTYKA 
PATOGENU, OBJAWY CHOROBOWE

Helicobacter pylori jest mikroaerofilną, ruchliwą, gramujemną, spiralną pa­
łeczką, przedstawicielem klasy Epsilonproteobacteria, do której należą także ro­
dzaje Campylobacter i Wolinella. Do rodzaju Helicobacter należy, poza najdokład­
niej przebadanym H. pylori, także wiele inny gatunków izolowanych z układu 
pokarmowego zwierząt (np. psów, kotów, fretek): H. canis, H. felis, H. mustelae. 
Poszczególne gatunki charakteryzują się silnie zaznaczonym tropizmem gatun­
kowym; patogenami człowieka są między innymi H. pylori oraz H. hepaticus [1]. 
Mikroorganizmy rodzaju Helicobacter izolowane były z przewodu pokarmowego 
zwierząt i ludzi już stosunkowo dawno (od końca XIX wieku), ale dopiero w 1982 
roku dw óm  australijskim naukowcom (Barry Marshall i Robert Warren) udało się 
wyhodować H. pylori na sztucznych podłożach i udowodnić, że patogen spełnia 
tzw. postulaty Kocha [2]. Za wyjaśnienie roli H. pylori w indukcji stanu zapalnego 
błony śluzowej żołądka oraz choroby wrzodowej obaj naukowcy zostali w 2005 
roku uhonorowani nagrodą Nobla z dziedziny fizjologii i medycyny. Badania 
przeprowadzone przez australijskich uczonych doprowadziły do wprowadzenia 
terapii antybiotykowej w  leczeniu stanów zapalnych żołądka i choroby wrzodo­
wej. Mikroorganizmem H. pylori zakażone jest ponad 50% ludzkiej populacji. W 
krajach rozwijających się odsetek zakażonych sięga nawet 90%. W Europie wynosi 
około 35%, w  Polsce 87%. Infekcja nabyta przeważnie we wczesnym dzieciństwie 
utrzymuje się przez całe życie człowieka [3]. H. pylori jest czynnikiem etiologicz­
nym stanów zapalnych oraz choroby wrzodowej żołądka i dwunastnicy. Obecnie 
nie ma też wątpliwości, że chroniczna infekcja H. pylori jest poważnym czynni­
kiem ryzyka rozwoju raka żołądka (ang. adenocarcinoma) i chłoniaka żołądka typu 
MALT. U około 5% zainfekowanych osób kolonizacja błony śluzowej żołądka 
przez H. pylori skutkuje rozwojem choroby nowotworowej nawet w 50 lub wię­
cej lat od momentu zakażenia. Rak żołądka jest drugim pod względem częstości 
występowania nowotworem złośliwym na świecie a choroba ta jest przyczyną 
10% wszystkich przypadków śmiertelnych powodowanych przez nowotwory. 
W 1994 r. Światowa Organizacja Zdrowia zaliczyła H. pylori do I klasy kancero- 
genów. Pomimo wielu lat badań mechanizm patogenezy, a w szczególności me­
chanizm indukcji zmian nowotworowych stymulowanych zakażeniem H. pylori 
nie jest w  pełni zrozumiały. Występowanie konkretnej jednostki chorobowej, bez 
wątpienia, zależne jest od genotypu zarówno patogenu jak i organizmu gospoda­
rza oraz od czynników środowiskowych.

Czynniki wirulencji odpow iedzialne za zwiększone ryzyko rozwoju raka żo­
łądka to: polimorfizm genu vacA (ang. vacuolating cytotoxin), obecność w  geno-
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mie i struktura genetyczna w yspy patogenności PAI oraz 
występowanie genów kodujących różnorodne adhezyny 
jak np. babA (ang. blood-group antigen-binding), kodujący 
adhezynę wiążącą się z antygenami Lewis B na powierzch­
ni komórek nabłonkowych. Cytotoksyna wakuolizująca 
VacA, oligometryczne białko sekrecyjne, warunkuje po ­
wstanie endosom alnych wakuoli w cytosolu komórek na ­
błonkowych żołądka i dodatkow o w pływ a w różnorodny 
sposób na aktywność komórek układu im m unologiczne­
go [4], W yspa patogenności, obszar chrom osom u o dużej 
zmienności pod względem  liczby zawartych genów, kodu ­
je białka budujące aparat sekrecyjny typu IV. M arkerem jej 
obecności w  genomie H. pylori jest gen cagA (ang. cytoto- 
xin- associated gene), kodujący białko CagA, które po prze­
kazaniu do komórki nabłonkowej żołądka ulega fosforyla­
cji przez tyrozynową kinazę białkową Src, a następnie, po 
w budow aniu  w  błonę komórki, wiąże się z eukariotyczny­
mi białkami, m iędzy innymi z tyrozynową fosfatazą SHP-2 
(ang. Src homology 2 (SH2) domain containing protein-tyro- 
sine phosphatase). Proces ten prow adzi do aktywacji wielu 
szlaków przekazyw ania sygnału [5]. Gen cagA podobnie 
do vacA charakteryzuje się wysokim  polimorfizmem do ­
tyczącym głównie obszarów kodujących m otyw y podle­
gające fosforylacji [6], Cząsteczkami efektorowymi układu 
sekrecyjnego są także fragmenty rozpadu peptydoglikanu 
stymulujące w ew nątrzkom órkow e receptory NOD (ang. 
nucleotide-binding oligomerization domain proteins), co skut­
kuje aktywacją czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. 
nu elear factor k B ) i produkcją cytokin stanu zapalnego [7], 
Receptory NOD należą do grupy białek określanych jako 
PRR (ang. pattern recognition receptors), zdolnych do selek­
tywnego rozpoznaw ania konkretnych, konserw atyw nych 
związków charakterystycznych dla mikroorganizm ów tzw. 
PAMP (ang. pathogen-associated molecular patterns), takich 
jak np. lipoproteiny, flagellina czy LPS. W przeciwieństwie 
do większości szczegółowo już przebadanych przedstaw i­
cieli PAMP, różnych klas receptorów TLR (ang. Toll-like 
receptors) umiejscowionych w błonie komórek, receptory 
NOD są białkami cytosolowymi [8],

Kliniczne izolaty H. pylori przyporządkowano do dw u 
grup tzw. typu I i typu II. Szczepy wykazujące aktywność 
wakuolizującą i wytwarzające białko CagA, fenotypowo 
CagA+ i VacA+ należą do typu I. Szczepy typu II nie zawierają 
w  genomie genu cagA i nie wyrażają aktywności wakuolizu- 
jącej, chociaż jak wykazano metodami hybrydyzacyjnymi, 
zawierają sekwencje homologiczne do vacA. Szczepy Tox+Ca- 
gA+ (Tox -  wytwarzający toksynę VacA) z wyższą częstością 
izolowane są od pacjentów z objawami wrzodów żołądka lub 
atroficznego stanu zapalnego, niż od osób zainfekowanych 
H. pylori i nie wykazujących powyższych objawów chorobo­
wych. W ostatnich latach przy zastosowaniu mikromacierzy 
przeprowadzono badania zależności indukowanych infekcją 
objawów chorobowych oraz wpływu patogenu na ekspresję 
genów komórek gospodarza od składu genetycznego wyspy 
patogenności. Wykazały one, że zaklasyfikowanie konkret­
nego szczepu do typu I lub II winno opierać się na analizie 
składu genetycznego wyspy patogenności a nie tylko na 
przebadaniu obecności genu cagA [9,10], Czytelnikom zainte­
resowanym analizą czynników wirulencji jak i różnorodnych 
aspektów mechanizmów patogenezy H. pylori polecamy kil­
ka prac przeglądowych [4,11-14],

GENOMY SZCZEPÓW HELICOBACTER

W 1997 roku została opublikowana pierwsza pełna se­
kwencja nukleotydow a genomu H. pylori szczepu 26695, 
wyizolowanego od pacjenta z chronicznym zapaleniem bło­
ny śluzowej żołądka [15], a dw a lata później zsekwencjono- 
wano genom szczepu J99 [16] - szczep od chorego cierpiące­
go na w rzody dwunastnicy. Obydwa szczepy mają genomy 
w  postaci kolistego chromosomu o zbliżonej wielkości 1,67 
Mb - szczep 26695 i 1,64 Mb - szczep J99. Obszary kodujące 
zajmują odpowiednio 91% i 90.8% genomu szczepu 26695 
i J99. Zawartość par GC w obu szczepach jest jednakowa 
i wynosi 39%, ale zarówno genom szczepu 26695 jak i J99 
posiadają obszary o odmiennej zawartości par GC [17], 23% 
genów H. pylori nie posiada homologów w materiale gene­
tycznym innych organizmów żywych, są to geny unikato ­
we dla tego gatunku bakterii [16], Porównanie sekwencji 
nukleotydowych tych dwóch szczepów H. pylori w ykaza­
ło obecność 6-7% genów szczepowo-specyficznych. Celem 
doświadczenia przeprow adzonego przez Salama i wsp. [18] 
w 2000 roku było wyjaśnienie różnorodności genetycznej 
H. pylori. W ykorzystano w nim  technikę mikromacierzy 
DNA do analizy genomów 15 klinicznych izolatów, pocho­
dzących od pacjentów z różnych rejonów geograficznych, 
z różnym i objawami chorobowymi, a także z przypadków  
asymptomatycznych. Okazało się, że 1281 genów (ok. 78%) 
obecnych było we wszystkich szczepach; uznano je za geny 
konieczne do funkcjonowania organizmu. Pozostałe geny 
(168 - 175) kodowały m.in. białka zaangażowane w proces 
restrykcji i modyfikacji DNA, białka błonowe i transpozazy. 
Liczbę 1281 zawężono ostatnio, po przebadaniu m etodą po ­
równawczej hybrydyzacji genomów 54 szczepów H. pylori, 
do 1111 genów [19]. Zastosowanie mikropaneli i weryfika­
cja otrzymanych danych metodą PCR i sekwencjonowania 
potwierdziły także wysoki poziom zmienności sekwencji 
nukleotydowych genomów H. pylori podczas chronicznych 
infekcji [20],

W roku 2003 zsekwencjonowano genom drugiego ga­
tunku rodzaju Helicobacter: H. hepaticus ATCC 51449, pa ­
togenu wywołującego u myszy chroniczny stan zapalny 
w ątroby skutkujący rozwojem choroby nowotworowej 
[21], D NA H. hepaticus izolowano także z ludzi z objaw a­
mi chorób wątroby, lecz bezpośredni związek pom iędzy 
chorobam i now otw orow ym i w ątroby człowieka a infekcją 
H. hepaticus nie został wykazany. Porównanie genom ów  
tych dw óch gatunków  rodzaju Helicobacter udokum ento ­
wało jak w trakcie procesu ewolucyjnego przystosow ały 
się one do zasiedlania innych nisz ekologicznych. H. hepa­
ticus posiada genom  zbliżony wielkością do H. pylori; 1.79 
Mb (1 875 ORF). 938 białek posiada ortologi w  proteom ie 
H. pylori a 953 w  komórkach C. jejuni, patogenu koloni­
zującego pokrew ną do H. hepaticus niszę ekologiczną (je­
lito cienkie). 821 białek występuje zarów no w proteom ach 
obu gatunków  Helicobacter jak i gatunku C. jejuni. Pod 
w zględem  kodow anych czynników wirulencji genom  H. 
hepaticus p rzypom ina genom H. pylori jak i genom  C. je­
juni. Cechą charakterystyczną dla H. pylori i H. hepaticus 
jest aktywność ureazy (enzym rozkładający m ocznik do 
am oniaku i dw utlenku  węgla). Amoniak produkow any 
w w yniku działania ureazy zobojętnia kwaśne środow i­
sko żołądka i um ożliw ia przeżycie H. pylori. U reaza nie
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jest enzym em  niezbędnym  do kolonizacji w ątroby przez 
H. hepaticus, wyjaśnienie jej roli w tym etapie infekcji w y­
m aga dalszych badań. H. pylori i H. hepaticus posiadają 
odm ienne systemy zdobyw ania i transportu  niklu, pier­
w iastka niezbędnego do funkcjonowania ureazy. Geny 
w arunkujące transport niklu H. hepaticus są ortologami ge­
nów  E. coli nieobecnymi w genomach H. pylori i C. jejuni. 
W przeciw ieństw ie do system ów pobierania i transportu 
n iklu system y transportu  jonów żelaza są podobne w ko­
m órkach dw óch badanych gatunków  rodzaju Helicobacter. 
W genom ie H. hepaticus brak jest wielu istotnych czynni­
ków  wirulencji H. pylori (np. genów kodujących toksynę 
w akuolizującą, genów w yspy patogenności Cag), choć 
zaw iera  on ortologii genów H. pylori kodujących istotne 
adhezyny, białka OM (ang. outer membrane), należące do 
dw óch podrodzin  H op i H or [21]. Z drugiej strony H. hepa­
ticus produkuje  cytotoksynę CDT w ytw arzaną także przez 
C. jejuni oraz posiada ortologi niektórych adhezyn Cam­
pylobacter. W genomie H. hepaticus zidentyfikowano nową 
w yspę patogenności HHG1 (70 ORF, w większości o nie­
znanej funkcji). Dane porównawczej genomiki wskazują, 
że obszar ten może kodować białka aparatu  sekrecyjnego 
ty p u  IV. Ortologii niektórych genów tej w yspy patogenno­
ści zidentyfikow ano w genomie C. jejuni ATCC 43431 [22], 
Podobnie też do komórek Campylobacter, a inaczej niż w 
kom órkach H. pylori w procesie naturalnej transformacji 
uczestniczyć mogą praw dopodobnie białka biogenezy pili 
ty p u  IV [21].

Każdy żywy organizm posiada zdolność do regulacji 
ekspresji swoich genów w odpowiedzi na warunki środo­
wiska. W genomie H. pylori stosunkowo niewielka liczba 
genów (tylko 1.1% wszystkich otwartych ramek odczytu) 
koduje białka regulujące ekspresję genów, co najpraw dopo­
dobniej jest wynikiem wysokiego stopnia przystosowania 
bakterii do środowiska i braku konkurencji ze strony innych 
m ikroorganizm ów. W chromosomie obydwóch szczepów 
H. pylori występuje tylko kilka genów kodujących białka 
układów  dw uskładnikowych biorących udział w procesie 
przekazyw ania sygnału. W genomie H. pylori znaleziono 
cztery ortologi HK (kinaza histydynowa) i sześć ortologów 
RR (białko regulatorowe) [23]. Genom H. pylori koduje też 
zaledwie trzy czynniki sigma RNAP. W śród przedstawicieli 
Epsilonproteobacteria najwyższą liczbę genów kodujących 
białka o funkcjach regulatorowych odnaleziono w genomie 
Wolinella succinogenes, m ikroorganizmu będącego komensa- 
lem bydła [24].

O bserw ow ana różnorodność genetyczna klinicznych 
izolatów H. pylori jest praw dopodobnie skutkiem działania 
kilku różnych mechanizmów: nagrom adzania mutacji punk ­
towych, rearanżacji DNA oraz horyzontalnego transferu ge­
nów. Wysoki poziom polimorfizmu genów kodujących dwa 
istotne czynniki wirulencji H. pylori: toksynę VacA i biał­
ko CagA wskazuje na istotną rolę nagrom adzania mutacji 
punktow ych w procesie ewolucji genomów H. pylori. Fakt 
ten potw ierdzono również przy użyciu strategii MLST (ang. 
multi locus sequence typing) [25]. Udział procesów rekombi­
nacji w  generowaniu różnorodności genomów potwierdza 
obecność elementów insercyjnych (IS 605, IS 606), a efektem 
horyzontalnego transferu genów jest wyspa patogenności 
Cag o bardzo zróżnicowanej organizacji genetycznej [17].

PROTEOMY SZCZEPÓW HELICOBACTER PYLO RI

Określenie pełnej sekwencji nukleotydowej genomów 
dwóch szczepów H. pylori 26695 (1590 ORF) oraz J99 (1495 
ORF) umożliwiło przeprow adzenie licznych doświadczeń 
proteomiki porównawczej, analizy zależności składu prote- 
omów patogenu od w arunków  wzrostowych oraz oddzia­
ływania pomiędzy białkami. Klasyczny protokół analiz pro- 
teomicznych polega na rozdziale mieszaniny białek otrzy­
manych z całych komórek lub odpowiednich przedziałów 
komórkowych m etodą dwukierunkowej elektroforezy 
(2-DE) i ich identyfikacji z zastosowaniem różnych metod 
spektrometrii mas. M etodyka ta, choć niezwykle użyteczna 
zarówno w  badaniach o charakterze poznawczym  jak i apli­
kacyjnym, posiada jednak wiele ograniczeń. Dosyć często 
nie pozwala na identyfikację białek występujących w nie­
dużej ilości oraz hydrofobowych, trudno rozpuszczalnych 
białek błonowych. Także białka o zasadowym  punkcie izo- 
elektrycznym są reprezentowane na niskim poziomie przy 
zastosowaniu standardow ych metod rozdziału. Ten ostatni 
punkt stanowi istotny problem w eksperymentach anali­
zy proteomów H. pylori. Teoretyczna analiza produktów  
translacji 1590 ORF H. pylori wskazuje, że aż 1005 z nich 
(63,2%) posiada pi wyższy od 7,0, a 543 (34,2%) charaktery­
zuje się pi wyższym  od 9,0 [26].

Liczba zidentyfikowanych metodą dwukierunkowej 
elektroforezy punktów  białkowych przewyższa często licz­
bę podlegających translacji ORF obecnych w genomach. 
Przyczyn występowania produktu  jednego genu w  kilku 
formach może być wiele. Liczne białka podlegają procesom 
potranslacyjnych modyfikacji (fosforylacja, glikozylacja czy 
proteoliza), co powoduje ich obecność w  kilku rejonach 
żelu. Dodatkowo niektóre techniki przygotow yw ania prób 
wpływają na modyfikację białek.

Jak dotąd ponad 1800 różnych rodzajów białek H. pylori 
udało się rozdzielić m etodą dwukierunkowej elektrofore­
zy [27]. Do najczęściej analizowanych proteom ów  należą 
proteomy ze szczepów o zsekwencjonowanych genomach. 
Analiza białek pochodzących z całych komórek H. pylori 
26695 rozdzielanych metodą 2-DE na dużych żelach po­
zwoliła na identyfikację 384 białek, produktów  290 genów 
[28]. Większość z nich jest produktam i 1281 genów sta­
nowiących niezmienny trzon informacji genetycznej tego 
gatunku, zachowanych w ewolucji pom iędzy różnymi kli­
nicznymi izolatami [29], Analizowano także skład białkowy 
szczepu H. pylori SS1 zdolnego do kolonizacji przew odu 
pokarmowego myszy oraz kilku klinicznych izolatów pa ­
togenu [30,31], Badania te potwierdziły różnorodność ge­
netyczną analizowanych szczepów. Zidentyfikowano także 
wiele homologicznych białek o różnej ruchliwości związa­
nej z różnicami w  ich punkcie izoelektrycznym. Efekty te 
są odzwierciedleniem wysokiego poziomu polimorfizmu 
kodujących sekwencji nukleotydowych H. pylori lu b /i  po ­
translacyjnych modyfikacji białek.

Skład proteom u H. pylori uzależniony jest od w arun ­
ków środowiska i fazy wzrostu hodowli bakterii. Trzeba 
zaznaczyć, że prow adzone badania są jednymi z pierw ­
szych analiz zależności składu proteom u od w arunków  
środowiskowych. Przeważnie dostarczają one wielu infor­

426 w w w.postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


macji, które nie zawsze jesteśmy w stanie wytłumaczyć. W 
komórkach H. pylori hodowanych na podłożu płynnym  
zaobserwowano spadek ilości białek związanych z proce­
sami syntezy białek i aminokwasów oraz białek biorących 
udział w procesach detoksykacji komórki w  porów naniu 
z proteomem bakterii hodowanych na podłożach stałych. 
Odwrotną korelację zaobserwowano dla UreB (ang. urease 
beta subunit) i GroEL (ang. chaperone; heat shock protein HspB) 
[32], Słonczewski i wsp. [33] analizowali w pływ  pH  pod­
łoża na skład białek mikroorganizmu. Stosowano podłoże 
wzrostowe o pH 5,7 i 7,5. W obu w arunkach wzrostowych 
białkami występującymi w największej ilości były, podob­
nie jak w badaniach opisanych wyżej, podjednostka ureazy 
UreB i białko opiekuńcze GroEL. W w arunkach kwaśnego 
pH  wyraźnie wzrastała ilość UreB, co potwierdziło wcze­
śniejsze obserwacje dotyczące regulacji ekspresji operonu 
ureazowego przez pH  środowiska. Dodatkowo z komórek 
mikroorganizmu izolowano białko eukariotyczne, pocho­
dzące z surowicy bydlęcej dodawanej do podłoża wzrosto­
wego, apolipoproteinę A-l. Autorzy sugerują, że pobieranie 
tego białka ułatwia patogenowi pozyskiwanie cholesterolu i 
syntezę glikozydów cholesterolowych (glikolipidów) stano­
wiących 25 % lipidów komórki. W w arunkach alkalicznych, 
będących dla H. pylori warunkam i stresowymi wyraźnie 
wzrastała ilość białek opiekuńczych GroEL (HspB), GroES 
(ang. cochaperone HspA) oraz białka TsaA (ang. alkyl hydro­
peroxidase reductase; 26 kDa antigen), homologa AhpC (ang. 
alkyl hydroperoxidase reductase) będącego antyoksydantem. 
W komórkach hodowanych w  w arunkach stresu tlenowe­
go (20% 0 2) zaobserwowano zmiany w poziomie 10 eks- 
prymowanych białek. W yraźny spadek ilości odnotowano 
dla UreE (białko opiekuńcze ureazy) oraz AhpC. Uzyskane 
wyniki potwierdzono także analizą na poziomie RNA (RT- 
PCR) [34], Różnice w zmianach poziom u TsaA i AhpC w 
w arunkach stresowych mogą wskazywać na inne substraty 
tych antyoksydantów.

Proteomy komórek m ożna także analizować w  sposób 
pośredni, metodą mikropaneli, badając zmiany poziomu 
transkrypcji genów (transkryptomy) w zależności od w a­
runków  wzrostu. I tego typu globalne analizy zostały prze­
prow adzone dla szczepów H. pylori. Przebadano w pływ  
pH  środowiska, stężenia jonów żelaza oraz fazy wzrostu 
hodowli bakteryjnej na poziom transkrypcji genów [35,36, 
37], Szczegółowe porównywania tych globalnych analiz 
wykracza poza tematykę tej pracy przeglądowej. Trzeba jed­
nak podkreślić znaczące rozbieżności pomiędzy wynikami 
eksperymentów wykonywanych w różnych laboratoriach. 
Podobnie trudno jest porównywać zależności pom iędzy ba­
danym i transkryptomami i proteomami szczepów hodow a­
nych w podobnych warunkach. W większości przypadków  
liczba genów, których transkrypcja zależna jest od konkret­
nego czynnika środowiska znacznie przewyższa liczbę bia­
łek, których poziom w arunkow any jest tym  sam ym  czyn­
nikiem. Obserwowane rozbieżności mogą odzwierciedlać 
zarów no niedoskonałości stosowanych metod jak i skom­
plikowane mechanizmy regulacyjne.

Jedną ze strategii stosowanych w celu zwiększenia roz­
dzielczości analiz prowadzonych m etodą 2-DE jest analiza 
subproteomów, czyli białek zlokalizowanych w  różnych 
przedziałach komórkowych. Zastosowano ją także w od­

niesieniu do proteomów m ikroorganizmów rodzaju Heli- 
cobacter. O trzym ywane dane eksperymentalne w inny być 
wnikliwie analizowane; nie opracowano, bowiem jak dotąd 
techniki pozwalającej na uzyskanie 100 % rozdziału białek z 
różnych bakteryjnych frakcji.

Analizy in silico pozwoliły na zidentyfikowanie w  prote- 
omie Helicobacter pylori 26695 160-164 białek będących inte­
gralnymi składnikami błon i około 500 białek posiadających 
sekwencje sygnałowe [38]. Analiza proteomiczna słabo roz­
puszczalnych białek błonowych jest szczególnie u trudn io ­
na. W ostatnich latach opracowano jednak metody um oż­
liwiające dosyć dokładną analizę tego subproteomu, co po ­
zwoliło na badanie składu białek błony zewnętrznej kilku 
gatunków bakterii [39,40], Analiza proteomiczna frakcji bia­
łek nierozpuszczalnych w sarkozylu H. pylori 26659 prze­
prow adzona przez Baik i wsp. [41] pozwoliła na rozdział 
80 białek, z których zidentyfikowano 62 będące p roduktam i 
35 genów. 16 białek zaklasyfikowano jako OMP (ang. outer- 
membrane proteins), podczas gdy analizy in silico wskazują 
na obecność w genomie tego szczepu 32 ORF potencjalnie 
kodujących białka błony zewnętrznej [15]. Większość OMP 
H. pylori zidentyfikowanych w tym doświadczeniu posia­
da, w  przeciwieństwie do białek OM innych badanych gram- 
ujemnych bakterii, zasadowy punkt izoelektryczny.

Backert i wsp. [38] porównywali zestaw rozpuszczalnych 
(cytosolowych) protein H. pylori z białkami zw iązanym i z 
osłonami komórkowymi. Z rozdzielonych około 1000 białek 
cytosolowych i 800 błonowych do dalszej analizy w ybrano 
po 50 występujących w dostatecznie dużej ilości w  danej 
frakcji. Choć w większości przypadków  konkretne białka 
występowały w  jednej frakcji, to zidentyfikowano pew ną 
grupę tych makrocząsteczek, istotnych czynników w irulen ­
cji, obecnych w obu frakcjach komórkowych, co może w y ­
jaśniać opisywane uprzednio kontrowersje dotyczące ich 
lokalizacji. Tak np. z dwóch, tworzących kompleks, białek 
opiekuńczych GroEL (HspB) i GroES (HspA), w ytw arza­
nych przez H. pylori w  dużych ilościach, GroEL było obecne 
głównie we frakcji osłon komórkowych, podczas gdy biał­
ko opiekuńcze GroES występowało w równych ilościach 
we frakcji rozpuszczalnej i błonowej. Nieoczekiwanie kilka 
czynników wirulencji (NapA, ang. neutrophil-activating pro­
tein, KatA, ang. catalase, czy Ggt, ang. gamma-glutamyltran- 
speptidase) odnaleziono we frakcji rozpuszczalnej. A utorzy 
sugerują, że być może lokalizacja tych białek jest m odulo ­
wana kontaktem z komórkami gospodarza. Dane dośw iad ­
czalne tej grupy niemieckich naukowców dotyczące analiz 
proteomicznych subproteom ów są dostępne na stronie in­
ternetowej h t tp : / / w w w .m piib-berlin.m pg.de/2D-PAGE.

Analizowano także sekretom, czyli zestaw białek sekre- 
cyjnych H. pylori. Proteomiczna analiza sekrecyjnych białek 
H. pylori nie jest też łatwym zadaniem ze względu na w y­
stępowanie zjawiska autolizy komórek oraz niską stabilność 
wydzielanych do środowiska białek. Bumann i wsp. [42] 
rozdzielili metodą 2-DE 33 białka izolowane z supematantu 
hodowli, z czego zidentyfikowano 26. Mechanizm sekrecji 
nie wszystkich udało się określić. Szesnaście z nich posiada 
sekwencje sygnałowe, kilka protein to białka związane z bio- 
genezą lub wchodzące w skład aparatu ruchu (III typ trans­
portu). Zidentyfikowano też fragmenty toksyny YacA, będą­
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cej autotransporterem. Kilka z sekrecyjnych białek należy do 
klasy oksydoreduktaz biorących udział we wprowadzaniu 
mostków dwusiarczkowych do innych białek, co potwierdziło 
wcześniejsze obserwacje o zdolności patogenu do modyfikacji 
poziomu wiązań dwusiarczkowych w białkach gospodarza 
[43]. Sekrecyjnym białkiem okazała się być też serynowa prote­
aza HtrA, uznawana za opiekuńcze białko peryplazmatyczne. 
Niewykluczone, że odgrywa ona również rolę w  modyfikacji 
mikrośrodowiska w  jakim bytuje patogen. Osiem analizowa­
nych białek nie ma określonej funkcji.

W ostatnich latach opracowano wiele metod pozwalają­
cych analizować oddziaływanie pomiędzy białkami zarów­
no w  testach in vivo jak i in vitro. Należą do nich różnorodne 
układy dwuhybrydow e, mikromacierze białkowe czy tech­
niki analizy kompleksów białkowych z wykorzystaniem 
chromatografii powinowactwa i masowej spektrometrii [44], 
Jak dotąd, najczęściej stosowaną strategią jest drożdżowy 
układ dw uhybrydow y (Y2H, ang. yeast two hybrid). Trzeba 
jednak pamiętać, że wyniki otrzymane przy zastosowaniu 
tej technologii winny być weryfikowane innymi metodami. 
Technika drożdżowego układu dw uhybrydow ego generuje 
wiele zarów no pozytywnie jak i negatywnie fałszywych da ­
nych wynikających z wielu przyczyn, jak np. niewłaściwego 
pofałdow ania białek czy ich niewłaściwej lokalizacji. H. py- 
lori był pierwszym  mikroorganizmem patogennym, któ­
rego interaktom  został przeanalizowany z zastosowaniem 
Y2H systemu. W doświadczeniach, w  których użyto 285 
fragm entów  DNA jako przynęty, a biblioteka genomowe- 
go DNA zawierała 2xl06 różnorodnych regionów DNA, zi­
dentyfikowano 1 524 oddziaływań pomiędzy białkami [45]. 
Dane te dostępne są pod adresem internetowym: h t tp : / /  
pim.hybrigenics.com. Terradot i wsp. [46] potwierdzili wia­
rygodność prezentowanych danych analizując 17 opisanych 
oddziaływ ań pomiędzy 31 białkami metodami biochemicz­
nym i i w  76% otrzymali wyniki pozytywne. Dodatkowo, 
ich badania zaowocowały wykryciem nowych kompleksów 
białkowych, głównie związanych ze składnikami aparatu 
sekrecyjnego typu IV.

ZASTOSOWANIE IMMUNOPROTEOMIKI W 
DIAGNOSTYCE HELICOBACTER PYLORI

KLASYCZNE METODY DIAGNOSTYKI 
INFEKCJI HELICOBACTER

Ze w zględu na powszechne występowanie zakażenia 
H. pylori opracowano wiele metod diagnostycznych [47], 
Niestety żadna z nich nie charakteryzuje się odpowiednio 
wysokim  poziomem czułości i swoistości. Techniki diagno­
styczne w ykryw ania zakażenia Helicobacter pylori można 
podzielić na bezpośrednie, czyli inwazyjne, które wymagają 
w ykonania badania endoskopowego z pobraniem  wycinka 
błony śluzowej żołądka i coraz częściej stosowane metody 
nieinwazyjne. Pierwsze z nich pozwalają nie tylko na udo ­
kum entow anie zakażenia, ale także na ocenę zaaw ansow a­
nia stanu zapalnego błony śluzowej żołądka. Obecność pa ­
togenu w  bioptatach potwierdzana jest przy użyciu metod 
hodowlanych, testu ureazowego oraz testów molekularnych 
(hybrydyzacja, test PCR z zastosowaniem specyficznych 
starterów  oraz PCR w czasie rzeczywistym, ang. Real - Time 
PCR). N iektóre z nich pozwalają także na ocenę wrażliwości 
m ikroorganizm u na antybiotyki.

M etody nieinwazyjne nie wymagają pobierania w ycin­
ków śluzówki i wykonywania endoskopii. Należą do nich: 
testy oddechowe i testy serologiczne. Te pierwsze polegają 
na doustnym  podaniu pacjentom roztworu mocznika znako­
wanego izotopem węgla 13C lub 14C. Mocznik w organizmie 
pacjenta jest rozkładany do amoniaku i dw utlenku węgla 
(efekt aktywności ureazy), a powstający dwutlenek węgla 
przenika do krwi i jest w ydalany przez płuca. Obecność 
izotopów węgla mierzona jest w  w ydychanym  powietrzu. 
Ogólnie dostępne testy serologiczne, głównie testy ELISA, 
polegają na określeniu obecności specyficznych przeciwciał 
IgG (anty-Helicobacter) we krwi lub kale (HpSA, ang. H. py- 
lori stool antigen). Ze  względu na stosunkowo długo po  era- 
dykacji utrzymujący się w organizmie pacjentów wysoki 
poziom swoistych przeciwciał technika ta nie w ykryw a ak­
tualnego zakażenia, a jedynie kontakt z bakterią. Nie um oż­
liwia także rozpoznania konkretnej jednostki chorobowej. 
Dodatkowo testy ELISA charakteryzują się stosunkowo ni­
ską czułością. W badaniach przeprow adzonych przez Mini 
i wsp. [48] 95,5% surowic pacjentów zaklasyfikowanych 
jako negatywne w  stosunku do H. pylori w testach ELISA 
wykazywało immunoreaktywność z białkami patogenu w 
testach wykonanych m etodą „Western biot".

Ze stosowanych metod diagnostycznych tylko m etody 
inwazyjne dają możliwość oceny oporności badanych szcze­
pów na antybiotyki, przeprow adzenia analiz genetycznych 
czy oceny skuteczności terapii (RT-PCR). Przeprow adzenie 
tego typu analiz wym aga jednak odpowiednio przeszko­
lonego personelu i odpowiedniego wyposażenia laborato­
rium.

IMMUNOPROTEOMIKA W DIAGNOSTYCE H. PYLORI

Im m unoproteom ika to technika badań będąca połącze­
niem metod klasycznej proteomiki z wykorzystaniem  im ­
munologicznej identyfikacji antygenów. Elektrotransfer 
rozdzielonych białek konkretnego mikroorganizmu z żelu 
poliakryloamidowego na błonę nitrocelulozową i inkubacja 
z odpow iednią surowicą (surowice pacjentów lub zwierząt 
doświadczalnych) pozwala na określenie im m unoprote- 
omu patogenu.

W pierwszych badaniach prowadzonych pod koniec 
XX wieku starano się zidentyfikować immunogenne białka 
H. pylori analizując proteomy różnych klinicznych izolatów. 
W tych eksperymentach porównywano przeważnie wzory 
antygenowe otrzymane przy użyciu mieszanych surowic 
od osób zainfekowanych H. pylori z tymi otrzymanymi przy 
zastosowaniu surowic pobranych od osób niezainfekowa- 
nych. W 1998 roku McAtee i wsp. [49] badali antygenowość 
białek szczepu H. pylori ATCC 43504 w reakcji z surowica­
mi pobranymi od 14 pacjentów zainfekowanych H. pylori. 
Kontrolę stanowiły białka tego samego patogenu poddane 
reakcji z mieszaniną surowic od 14 osób niezakażonych. Zi­
dentyfikowano 30 antygenów. Kilka z nich było już wcze­
śniej opisanych, tj. flagellina, ureaza, VacA i CagA, ale udo­
kumentowano immunogenność nowych białek. Występujące 
w dużej ilości i silnie immunogenne białka obecne były też 
w proteomach sześciu przebadanych klinicznych izolatów 
pochodzących z różnych regionów geograficznych (wśród
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nich był szczep o zsekwencjonowanym genomie; H. pylori 
26695. Lock i wsp. [50] porównywali immunoreaktywność 
białek różnych szczepów H. pylori z przeciwciałami klasy 
IgG i IgA obecnymi w puli surowic od 20 pacjentów z ob­
jawami stanu zapalnego żołądka lub choroby wrzodowej. I 
w tych badaniach nie wykryto różnic pomiędzy szczepami. 
Większość immunoreaktywnych białek [UreB, TufA, (ang. 
elongation factor Tu; EF-Tu), HspB, FlaA] występowała w 
postaci kilku izoform. Wykazywały one znaczące różnice w 
reakcji z przeciwciałami dwóch klas, np. białko HspB reago­
wało głównie z przeciwciałami IgG a flagellina z dwom a kla­
sami przeciwciał. Niektóre immunogenne białka występują 
w lizatach komórek w małej ilości, co utrudnia ich wykrycie 
przy zastosowaniu klasycznego protokołu proteomicznego. 
Frakcjonowanie białek z użyciem heparynowej chromato­
grafii powinowactwa pozwala przezwyciężyć ten problem. 
Stosując tę technikę Utt i wsp. [51] w ekstrakcie glicynowym 
białek referencyjnego szczepu CCLJG 17874 zidentyfikowali 
dwa nowe immunogenne białka H. pylori: HP0175 (ang. celi 
binding factor-2) i HP0231 (ang. heparin binding protein). Listę 
zidentyfikowanych do roku 2006 immunogennych białek 
H. pylori zamieszczono w  kilku publikacjach [30,31,52].

W celu stworzenia wiarygodnych testów diagnostycz­
nych, dzięki którym będziemy w stanie przewidzieć rozwój 
konkretnych objawów choroby spow odow anych infekcją 
H. pylori, prow adzi się badania, w których rozdzielone me­
todą elektroforezy dwukierunkowej białka patogenu pod ­
daje się reakcji z surowicami pacjentów z różnymi objawami 
chorobowymi. Najistotniejsze wydaje się być poszukiwanie 
markerów pozwalających na zdiagnozowanie ryzyka roz­
woju choroby nowotworowej żołądka. Stworzenie prostej 
metody diagnostycznej opartej na teście serologicznym po ­
zwoliłoby przeprowadzić „screening" osób zainfekowanych 
H. pylori i wyszukać wśród nich te, u których ryzyko w ystą­
pienia choroby nowotworowej jest wysokie.

Kimmel i wsp. [53] jako pierwsi podjęli się próby po­
szukiwania związku pomiędzy profilem antygenowym  
patogenu (szczep H. pylori G27) a rodzajem indukowanej 
zakażeniem choroby. Porównano wyniki analiz zestawu 
białek patogenu poddanych reakcji z surowicami otrzym a­
nymi od osób z różnymi objawami chorobowymi: pacjen­
tów ze stanem zapalnym  błony śluzowej żołądka, z chorobą 
wrzodową, z now otw orem  żołądka (ang. cidenocarcinoma) 
i z chorobą now otw orow ą tkanki limfatycznej — MALT. 
Kontrole stanowiły surowice od pacjentów niezakażonych 
H. pylori. W badaniu zostało zidentyfikowanych łącznie 29 
antygenów, z których 9 białek było już opisane uprzednio 
przez McAtee'ego i wsp. [49]. Wiele ze zidentyfikowanych 
im m unopozytywnych białek okazało się być białkami me­
tabolizmu podstawowego, niektóre z nich o przewidywanej 
lokalizacji cytoplazmatycznej. Późniejsze analizy proteom u 
H. pylori wykazały jednak, że niektóre z tych białek jak np. 
białka Hsp są obecne zarówno we frakcji białek rozpusz­
czalnych jak i związanych z osłonami komórkowymi. Nie 
udało się wykazać powiązania pomiędzy profilem antyge­
nowym  patogenu a indukowanym i zakażeniem objawami 
chorobowymi.

Podobne doświadczenia przeprowadzili także w roku 
2002 roku Haas i wsp. [54], Obiektem badań był H. pylori

26695. Analizując związek pomiędzy specyficzną odpow ie­
dzią immunologiczną a wystąpieniem określonej choroby 
zastosowano surowice pobrane od pacjentów negatywnych 
względem H. pylori i od pacjentów ze stanem zapalnym bło­
ny śluzowej żołądka i ze zdiagnozowaną chorobą wrzodow ą 
lub nowotworową. Punkty białkowe rozpoznawane przez 
surowice (310) stanowiły 17% wszystkich zidentyfikowa­
nych (116 punktów  białkowych było rozpoznawanych jedy­
nie przez surowice od osób zainfekowanych H. pylori, 156 z 
większą intensywnością przez surowice osób H. pylori-pozy­
tywnych w  porównaniu z surowicami od pacjentów H. pylo­
ri-negatywnych, a 38 z identyczną intensywnością niezależ­
nie od źródła surowicy). Spośród 32 najsilniejszych antyge­
nów dziewięć nie było wcześniej opisanych. Większość anty­
genów była z dużo większą intensywnością rozpoznawana 
przez surowice osób H. pylori-pozytywnych; a sześć z nich: 
HP0231, HtrA (ang. protease), Cag 3, Cag 26, ClpB (ang. ATP- 
dependent protease binding subunit), HP0795 (ang. trigger fac­
tor), wyłącznie przez surowice pobrane od osób chorych. W 
wypadku kilku białek ich immunoreaktywność uzależniona 
była od izoformy białka. Reakcja białek H. pylori z  surowica­
mi osób niezakażonych odzwierciedla prawdopodobnie ich 
podobieństwo immunologiczne do białek innych m ikroorga­
nizmów (Campylobacter, Escherichia coli czy Salmonella). Nie­
które antygeny były z dużo większą intensywnością i często­
ścią rozpoznawane przez surowice osób z chorobą w rzodo­
wą niż od osób ze stanem zapalnym, co może odzwierciedlać 
różnice w intensywności stanu zapalnego. Zauważono też 
różnice w intensywności i częstości reakcji niektórych białek 
z surowicami od pacjentów z chorobą wrzodową w porów ­
naniu z surowicami od pacjentów z chorobą nowotworową. 
Badania te nie doprowadziły do identyfikacji konkretnych 
antygenów użytecznych w testach diagnostycznych, ale 
wskazały na skuteczność stosowanych metod i pozwoliły na 
wytypowanie białek do dalszych badań.

Minni i wsp. [31] w przeciwieństwie do poprzednich ba­
dań porównywali proteomy dwóch różnych klinicznych 
szczepów G39 (wyizolowany od pacjenta z wrzodami d w u ­
nastnicy) i 10K (pochodzący od chorego z nowotworem żo­
łądka). Zidentyfikowano 9 białek, które różniły oba szczepy, 
a więc mogłyby stać się potencjalnymi znacznikami danej 
choroby, dw a z nich występowały w obu szczepach, ale w 
postaci różnych izoform. Proteomika porównawcza po­
między szczepami H. pylori związanymi z pojawianiem się 
różnych objawów chorobowych jest zdaniem autorów po­
tencjalnym sposobem do odnalezienia znaczników diagno­
stycznych, pod warunkiem przebadania dużej liczby szcze­
pów odpowiedzialnych za wywoływanie różnych objawów 
chorobowych. Scharakteryzowanie profilu białkowego da­
nego szczepu umożliwi także rozpoznanie czy nieskuteczna 
próba eradykacji patogenu jest spowodowana ciągłą infekcją 
tym samym szczepem czy jest następstwem infekcji innym. 
Autorzy dodatkowo do analizy porównawczej proteomów 
przeprowadzili także immunoproteomiczną analizę w  celu 
identyfikacji profili antygenowych różnych szczepów H. py­
lori stosując surowice pobrane od pojedynczych pacjentów 
z różnymi objawami chorobowymi (choroba nowotworowa 
oraz choroba wrzodowa). W badaniu zidentyfikowano 30 
antygenów, z czego 21 było już wcześniej opisanych. Nie­
które z nich reagowały z surowicami pobranymi od wszyst­
kich pacjentów, niezależnie od zdiagnozowanych objawów
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chorobowych. Wśród antygenów rozpoznawanych tylko 
przez surowice pochodzące od pacjentów z chorobą wrzo­
dow ą znalazły się białka Ppa (ang. inorganic pyrophosphatase) 
i UreG. Do potencjalnych znaczników raka żołądka można 
zaliczyć wcześniej już zidentyfikowane, a tu potwierdzo­
ne H yuA  (ang. hydantoin utilization protein A), GroES, TypA 
(ang. GTP-binding protein; homolog BipA o nieznanej funk­
cji), BipA (ang. GTP-binding protein), a także dołączyć do tej 
listy AhpC i DnaK (ang. chaperone; heat shock protein 70). Ba­

dania te wykazały zależność odpowiedzi immunologicznej 
zarówno od szczepu patogenu jak i organizmu gospodarza 
i jeszcze raz udokumentowały, że zidentyfikowanie uniwer­
salnego znacznika detekcji choroby nowotworowej wymaga 
wielu dalszych badań z użyciem klinicznych izolatów a nie 
tylko szczepów o zsekwencjonowanych genomach. Tabela 1 
przedstawia wyniki dotychczasowych badań dotyczących 
identyfikacji znaczników specyficznych dla konkretnej jed­
nostki chorobowej indukowanej infekcją H. pylori.

Tabela 1. Immunogenne białka Helicobacter pylori wytypowane jako markery choroby nowotworowej lu b /i choroby wrzodowej.

A ntygen N azw a genu ORF Badania Jungblut i w sp.a) Badania Mini i w sp.b)
zastosow ana surow ica zastosow ana surow ica

Hp c w H p c w

Białko opiekuńcze, białko szoku cieplnego* groEL HP0010 + + + — +++ +

Białko opiekuńcze groES HP0011 — + + — + -

Syntaza cytrynianow a git A HP0026 - + — n n n

D ehydrogenaza izocytrynianowa* icd HP0027 - + — n n n

Białko pom ocnicze syntezy ureazy ureG HP0068 n n n — — +

Podjednostka (3 ureazy* ureB HP0072 - + — — ++ +

Podjednostka a  ureazy ureA HP0073 + + - n n n

Białko opiekuńcze; białko szoku cieplnego dnaK HP0109 n n n — + -

Flagelłina B flaB HP0115 n n n — +++ +

C zynnik 2 wiążący się do kom órki HP0175 - + — n n n

R eduktaza fum aranowa* frdA HP0192 - — + — + -

Białko aktyw ujące neutrofile napA HP0243 n n n — + +

Tiolowa peroksydaza, adhezyna tagD HP0390 - + — n n N

Białko w arunkujące tolerancję na penicylinę HP0400 - + - n n N

Białko w iążące GTP yihK HP0480 — + — n n N

Syntaza glutam inianow a gin A HP0512 - - + n n N

Białko Cag PAI* cag26 HP0547 - - + - + +

R eduktaza grupy 3 ketoacylowej związanej z 
białkiem  przenoszącym  grupę acylową

fabG HP0561 — + - n n N

Flagelłina A flaA HP0601 n n n — +++ +

Pirofosfataza pirofosforanow a ppa HP0620 n n n - - +

N iehem ow a ferrytyna pfr HP0653 n n n - + +

Białko A wykorzystujące hydantoinę* hyuA HP0695 n n n - + +

Białko hipotetyczne HP0697 - + - - + +

A konitaza B* acnB HP0779 - + - n n N

Podjednostka proteolityczna zależnej 
od ATP Cip proteazy

clpP HP0794 n n n + + +

Tioredoksyna trxA HP0824 n n n - + +

Katalaza katA HP0875 + + - - + -

H ydrogenaza hypB HP0900 — + + n n N

Białko hipotetyczne HP0902 n n n - + +

N iew rażliw a na tlen nitroreduktaza NAD(P)H HP0954 - + - n n N

Podjednostka y oksydoreduktazy pirogronian: ferrodoksyna HP1108 - + - n n n

Łańcuch a  syntazy ATP atpA HP1134 n n n - ++ +

Białko Ffh rozpoznające cząsteczki sygnałowe ffh HP1152 - + — n n N

Flaw odoksyna A fldA HP1161 - - + - + +

L7/L12 białko rybosom alne rpl7/H2 HP1199 - + + + +++ +

Tioredoksyna HP1458 n n n - + +

Peryplazm atyczne białko wiążące żelazo* ceuE HP1562 - + - n n N

R eduktaza w odoronadtlenku alkilowego ahpC/tsaA HP1563 n n n - ++ +

H p ' — surow ica od pacjentów H. pylori negatywnych; c — surow ica od pacjentów z chorobą now otw orow ą (adenocarcinoma); w  — surow ica od 
pacjentów  z chorobą wrzodow ą; a)w  badaniach przeprow adzonych przez Jungbluta i wsp. [30] stosow ano szczep H. pylori 26695 i surowice: M pi40(Hp_ 
), Mpi44(c), Mpi54(w); + — pozytyw na reakcja; - — brak reakcji; n — nie zidentyfikowano; b) w  badaniach przeprow adzonych przez Mini i wsp. 
[31] stosow ano 3 szczepy H. pylori: 328, G39, 10K wyizolow ane odpow iednio od pacjentów z stanem  zapalnym  żołądka, w rzodam i dw unastnicy 
i now otw orem  żołądka. Analizowano reakcję białek tych szczepów z 4 różnym i surow icam i pobranym i od pacjentów z now otw orem  (E1136, 
F824,F840,F123) i z jedną pochodzącą od pacjenta z chorobą w rzodow ą (G39). +++ — 9-12 reakcji pozytyw nych; ++ — 5-8 reakcji pozytyw nych;+ 
— 1-4 reakcji pozytyw nych;— — brak reakcji; n — nie zidentyfikowano; * — antygeny w ytypow ane także w  dośw iadczeniach Haas i wsp. [54] jako 
m arkery  choroby nowotworowej.
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golnie niebezpiecznej formy raka [58]. Niektórzy naukowcy 
stawiają hipotezę o ochronnym działaniu infekcji H. pylori. 
jej potwierdzenie wym aga jednak dalszych długotrwałych 
badań epidemiologicznych. Tak więc, szczepionka anty-He- 
licobacter będzie praw dopodobnie szczepionką terapeutycz­
ną dla osób z grup podwyższonego ryzyka. Do głównych 
problemów dotyczących skutecznej i właściwej im m uni- 
zacji należą: wybór właściwego antygenu lub kombinacji 
antygenów, wybór drogi podania antygenu i sposobu zain- 
dukowania właściwej odpowiedzi immunologicznej. W ce­
lach diagnostycznych poszukiwane są silnie im m unogenne 
białka obecne lub eksprymowane w szczepach wyw ołują­
cych konkretne objawy chorobowe. W celach profilaktycz- 
no/terapeutycznych zamierzeniem jest zidentyfikowanie 
wśród klinicznych izolatów białek zachowanych w ew olu­
cji i spełniających kilka kryteriów (wysoki poziom im m uno- 
genności, powierzchniowa lokalizacja, wysoki poziom  w y­
twarzania). W doświadczeniach laboratoryjnych i przedkli- 
nicznych przetestowano: katalazę, białka Hsp, IceA, BabA, 
CagA, VacA oraz podjednostki ureazy, ale niektóre z nich 
w związku z zachowanymi w ewolucji sekwencjami amino- 
kwasowymi indukowały krzyżowe reakcje immunologicz­
ne. Dodatkowo nie wszystkie z wymienionych antygenów  
są obecne w  proteomach wszystkich klinicznych izolatów. I 
tak np. nie wszystkie szczepy kodują CagA, a Yan i Mao [59] 
wykazali, że tylko u 65,6% H. pylori gen vacA ulega ekspre­
sji. Jest wysoce prawdopodobne, że skuteczna szczepionka 
podjednostkowa będzie zawierała kilka antygenów.

Szczepionka może być podaw ana drogą doustną jak i 
pozajelitową. W większości doświadczeń związanych z 
immunizacją doustną, antygeny były aplikowane razem  z 
adiuwantem . Najczęściej stosowane adiuwanty to różno ­
rodne warianty toksyn LT i CT oraz sole glinu. Pozajelitowa 
immunizacja to przede wszystkim próby szczepionek DNA 
związanych z w prow adzeniem  wektora plazmidowego, 
kodującego silnie im m unogenne białka H. pylori [60,61]. 
W edług Johansson i wsp. [62], którzy porównywali różne 
drogi immunizacji najbardziej optymalną jest immunizacja 
doustna, która indukuje odpow iedź specyficzną zw iązaną z 

--------------------------------------------------------- produkcją p rze­
ciwciał IgA w 
błonie śluzo­
wej żołądka. Do 
najbardziej za­
a w a n s o w a n y c h  
doświadczeń, z 
których niektó­
re weszły już w  
fazę badań kli­
nicznych należą 
trzy prototypy 
szczepionek: za­
wierająca inakty- 
wowane komórki 
Helicobacter (Heli- 
vax), szczepionka 
podjednostkow a 
zawierająca trzy

Skróty: n.w. — nie w ykryto, + / — dane kontrowersyjne; ? — dane nie potw ierdzone dośw iadczalnie, lokalizacja ^mty8eny CagA,
pow ierzchniow a przew idyw ana w  oparciu o badania in silico, ale teoretycznie możliwe [20], W edług [29] za zgodą w ydaw cy YacA l JNapA 
W iley-VCH Verlag Gm bH & Co KG. * * oraz szczepion-

IMMUNOPROTEOMIKA -  IDENTYFIKACJA 
ANTYGENÓW, KANDYDATÓW DO KONSTRUKCJI 
SKUTECZNYCH SZCZEPIONEK

W skali globalnej Helicobacter pylori jest drugim  pod 
względem częstości występowania patogenem człowieka. 
Infekcja tym mikroorganizmem może skutkować pow aż­
nymi objawami chorobowymi. Zastosowanie nawet najbar­
dziej skutecznych terapii antybiotykowych połączonych z 
podaniem  inhibitora pom py protonowej (PPI) prow adzi do 
eradykacji patogenu tylko u ok. 80% pacjentów. Głównym 
pow odem  nieskuteczności terapii jest wzrastająca oporność 
klinicznych izolatów H. pylori na antybiotyki [55], Terapia 
jest kosztowna i wym aga zdyscyplinowania pacjenta; część 
chorych uskarża się również na występowanie skutków 
ubocznych.

Powszechnie uw aża się, że szczepienia byłyby najsku­
teczniejszą metodą zapobiegania zakażeniu H. pylori i in­
dukcji wywoływanych przez ten mikroorganizm objawów 
chorobowych. Rozważane jest użycie dwóch rodzajów 
szczepionek: szczepionki profilaktycznej, czyli aplikowanej 
przed zakażeniem H. pylori albo terapeutycznej, podawanej 
osobie już zakażonej. Podawanie drugiego typu szczepionki 
będzie miało na celu wspomaganie leczenia oraz zapobiega­
nie ponow nem u zakażeniu patogennym  mikroorganizmem. 
Użycie szczepionki profilaktycznej budzi wiele kontrow er­
sji. Infekcja nabywana jest głównie przed 3 rokiem życia, a 
ryzyko zakażenia powyżej 5 roku życia jest niewielkie [56]. 
Tak więc, ten typ szczepionki powinien być preparatem  
przeznaczonym dla dzieci. Prowadzenie badań na m ode­
lu osób dorosłych opierałoby się na przypuszczeniach, że 
infekcja jak i szczepionka indukują odpow iedź im m uno­
logiczną jednakową u dorosłych i dzieci [57]. Dodatkowo 
przeprow adzone w ostatnich latach badania epidemiolo­
giczne wykazały, że w  krajach rozwiniętych, gdzie na szero­
ką skalę w prow adzono terapie antybiotykowe, zwiększyła 
się częstość schorzeń przełyku. W niektórych przypadkach 
choroba refluksowa przełyku prow adzi do rozwoju tzw. 
przełyku Barretta, a następnie raka gruczołowego, szcze-

Tabela 2. Charakterystyka potencjalnie ochronnych antygenów Helicobacter pylori.

N azw a W ykryte
m etodam i
proteom icznym i

Wysoki
poziom
w ytw arzania

W ysoki poziom  
im m unogenności

Powierzchniowa
lokalizacja

Ureaza A + + + +
Ureaza B + + + + / -
Katalaza + + + +
HspA + + - + / -
HspB + + + + / -
VacA + + - +
Lipoproteina Lpp20 - n.w. - +
L7/L12 białko rybosom alne + + + n.w.
H ipotetyczne białko sekrecyjne HP1488 - n.w. - ?

Hipotetyczne białko sekrecyjne HP1117 — n.w. - ?
H em olizyna białko + + + ?
sekrecyjne prekursor + + - n.w.
Syntaza cytrynianowa + + + +
N apA + + + +
CagA + + + +
HP0231
HP0410

+ + + +
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ka, gdzie jako nośnik genów Helicobacter (ureaza) wykorzy­
styw any jest atenuowany szczep rodzaju Salmonella.

Istotnym problemem jest także sposób dostarczenia an­
tygenu tak, aby zaindukować ochronny typ odpowiedzi im­
munologicznej. Naturalna infekqa H. pylori indukuje u ludzi 
mieszany typ odpowiedzi immunologicznej: aktywaqę limfo­
cytów Thl i Th2. Analiza profilu wytwarzanych cytokin wska­
zuje raczej na przewagę stymulacji limfocytów Thl odpowie­
dzialnych za indukcję odpowiedzi typu komórkowego. Orga­
nizm nie jest jednak w stanie zwalczyć infekcji. Rozważane są 
dwie możliwości: zastosowanie adiuwantów wzmacniających 
odpowiedź immunologiczną typu Thl lub modulowanie 
odpowiedzi immunologicznej w kierunku Th2. Poza tym w 
niektórych przypadkach dane doświadczalne dotyczące sku­
teczności testowanych prototypów szczepionek otrzymane na 
modelu zwierzęcym (myszy) nie potwierdzały się przy aplika­
cji tych samych preparatów ludziom [63].

Przed określeniem sekwencji nukleotydowej genomu 
H. pylori strategie selekcji potencjalnych kandydatów  do 
konstrukcji podjednostkowych szczepionek bazowały na 
empirycznej analizie poszczególnych białek będących istot­
nym i czynnikami wirulencji. W następnym  etapie wym ie­
nione techniki zastąpiono immunologicznym (surowice 
mysie i od osób zainfekowanych H. pylori) przeszukiw a­
niem  bibliotek chromosomowego DNA konstruowanych w 
komórkach £. coli oraz typowaniem potencjalnie użytecz­
nych do celów terapeutyczno/profilaktycznych białek me­
todam i in silico. Ta ostatnia strategia wykorzystuje sekwen­
cje nukleotydowe materiału genetycznego tylko dwóch 
szczepów H. pylori, a jak wielokrotnie wykazano poszcze­
gólne kliniczne izolaty H. pylori mogą zawierać od 15-22% 
unikatowych, charakterystycznych dla szczepu genów [18]. 
D odatkow o analizy in silico nie zawsze są w stanie określić 
p raw idłow o lokalizacje białek. Jak w spom niano wyżej, kil­
ka pozacytoplazmatycznych białek H. pylori, zgodnie z bio- 
informatycznymi przewidywaniami, powinno być umiej­
scowione w cytoplazmie (np. Hsp czy katalaza).

Wyniki badań wskazują na zestaw ok. 300-400 białek 
H. pylori będących punktem wyjścia do wyboru właściwego 
kandydata do stworzenia szczepionki. Na podstawie dostęp-

Rycina 1. Porów nanie m etody konwencjonalnej selekcji an tygenów  (po lewej) 
i selekcji antygenów  z użyciem  m etod proteom icznych (po prawej). Duże koła 
p rzedstaw iają  cały proteom  Helicobacter, szare obszary odpow iadają pojedynczo 
testow anym  antygenom , a czarne obszary reprezentują zidentyfikow ane antyge­
ny  protekcyjne. Liczba zidentyfikowanych antygenów  należących do każdego z 3 
subpro teom ów  podana jest w  nawiasach. Część w spólna 3 subproteom ów  zaw ie­
ra 15 antygenów , z czego przynajmniej 8 to antygeny protekcyjne [20], W edług 
[29] za zgodą w ydaw cy Wiley-VCH Verlag G m bH & Co KG.

nych danych doświadczalnych można stwierdzić, że tylko 
2,5% wszystkich białek stanowią antygeny protekcyjne [64]. 
Dodatkowo około 4 - 7 %  wszystkich genów ulega ekspre­
sji jedynie in vivo, gdy patogen znajduje się w  organizmie 
gospodarza. Analizując zarówno metodami klasycznymi 
jak i proteomicznymi białka patogenu hodowanego in vitro 
nie identyfikujemy białek eksprymowanych in vivo. Meto­
dy immunoproteomiki oferują rozwiązanie, dzięki któremu 
powinna zaistnieć możliwość identyfikacji zestawu białek 
H. pylori spełniających przedstawione wyżej kryteria. Więk­
szość wytypowanych we wcześniejszych doświadczeniach 
antygenów została także wyselekcjonowana w badaniach 
proteomicznych, co potwierdziło wiarygodność techniki 
[27,30,651. Każda z przeprowadzonych analiz immunopro- 
teomicznych doprowadzała do wytypowania kilku nowych 
białek, o potencjalnym zastosowaniu terapeuty czno/profi­
laktycznym [31,50,54,66]. Niektóre z nich były z pozytyw ­
nym efektem testowane na modelu zwierzęcym, np. białko 
HP0410 i HP0231 [52]. Trzeba jednak podkreślić, że znane są 
silnie immunogenne białka rzadko lub nigdy nie wykryte w 
testach immunoproteomicznych ze względu na różnorod­
ne ograniczenia tej techniki. Do tej grupy można zaliczyć 
między innymi dwie błonowe lipoproteiny (białko Lpp20 i 
HpaA-HP0797) [67,68]. W opublikowanych w ostatnim roku 
wynikach badań, opisanych wyżej, przeprowadzonych przez 
Mini i wsp. [31], zwrócono uwagę na istotną rolę porów naw ­
czej immunoproteomiki prowadzonej z użyciem nie tylko 
surowic otrzymanych od pacjentów z różnymi objawami 
chorobowymi, ale także białek izolowanych z komórek jak 
największej liczby klinicznych izolatów. Tabela 2 przedsta­
wia zidentyfikowane (do roku 2004) protekcyjne antygeny
H. pylori, a rycina 1 porównanie skuteczności dwóch strate­
gii do identyfikacji kandydatów do konstrukcji szczepionek.

W większości badań zmierzających do wytworzenia 
skutecznej szczepionki na etapie przedklinicznym, do oce­
ny immunogenności białek oraz efektu ochronnego immu- 
nizacji stosowany jest model mysi. H. pylori nie infekuje 
myszy z wyjątkiem nielicznych zaadaptow anych szczepów, 
jak np. H. pylori SS1 [69], Dodatkowo, w  badaniach klinicz­
nych prototypy szczepionek wykazujące wysoki poziom 
protekcji na m odelu mysim okazywały się mało skutecz­
ne. Także objawy chorobowe indukow ane infekcją są róż­
ne u ludzi i zwierząt. W celu oceny wiarygodności modelu 
mysiego Bumann i wsp. [70] przebadali im m unoproteom  
szczepu H. pylori SS1, a otrzym ane dane porównali z w yni­
kami badań otrzym anym i z użyciem surowicy ludzkiej [30]. 
Generalnie nie zauważono znaczących różnic w  rozpozna­
wanych przez przeciwciała białkach, co raczej potwierdza 
przydatność modelu mysiego. Trzeba jednak pamiętać o 
ogromnych rozbieżnościach występujących pom iędzy da ­
nymi doświadczalnymi w badaniach stosujących ludzkie 
surowice (mniej niż 50% białek identyfikowanych jest we 
wszystkich doświadczeniach).
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ABSTRACT
Helicobacter pylori, Gram-negative spiral-shaped bacteria, member of e-Proteobacteria, colonizes the gastric mucosa of humans. H. pylori has 
been identified as the causative agent of chronic inflammation, chronic gastritis and peptic ulceration and is considered a risk factor for the 
development of mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma and adenocarcinoma of the stomach. Although more than 50% of human pop­
ulation is infected with H. pylori  only a subset develops disease. The completion of two H. pylori genome sequences revealed the enormous 
strain heterogeneity and permitted comparative proteome analysis. Immunoproteomics, a novel strategy combining standard proteomics with 
immunological screening, is currently method of choice for identification of new antigens of diagnostic and protective values. Highly specific 
antigens will be used as biomarkers of different pathology induced by H. pylori  infection whereas novel highly immunogenic, conserved, 
abundant and surface-located proteins w ill facilitate efficient anti-Helicobacter vaccine construction.
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Pierwsza dekada ery genomicznej — przegląd 
metod stosowanych w  poszukiwaniu funkcji 
genów drożdży Saccharomyces cerevisiae

STRESZCZENIE

Ostatnie dziesięć lat, które upłynęły od zsekwencjonowania genomu drożdży Saccharo­
myces cerevisiae, przyniosły olbrzymi rozwój w  technikach badania genów i ich produk­

tów — białek na skalę globalną. Ta pierwsza okrągła rocznica ery genomicznej prowokuje do 
podsumowań. Powstał cały szereg nowych technik badawczych. Stworzono biblioteki szcze­
pów drożdży niosących insercje transpozonowe, delecje genów, bądź znakowane epitopami 
białka. Ich wykorzystanie umożliwia sukcesywne poznawanie fenotypów korelujących z 
delecjami poszczególnych genów oraz aktywności biologicznych, lokalizacji i ewentualnych  
modyfikacji ich produktów. Zastosowanie seryjnej analizy ekspresji genów i mikromacierzy 
DN A pozwala na określanie wzorców ekspresji genów i budowanie sieci współzależności  
regulacyjnych. Analiza białkowych żeli dwukierunkowych, spektrometria masowa, macie­
rze białkowe i system dwuhybrydowy dostarczają informacji o współdziałaniu, modyfika­
cjach i aktywnościach białek. Wszystkie wym ienione metody pozwoliły  znacznie rozszerzyć 
listę genów, których udział w  procesach komórkowych został już poznany. Co więcej, ich 
przetestowanie na m odelowym organizmie eukariotycznym jakim są drożdże S. cerevisiae 
um ożliwiło ich zastosowanie do badania innych organizmów.

WPROWADZENIE

Przez ostatnie dziesięć lat jesteśmy świadkam i ogromnego przedsięwzięcia 
jakim jest projekt sekwencjonowania genomów (patrz Tab. 1). Efekt tej pracy, 
sekwencje zgrom adzone w bazach danych, stały się w stępem  do dalszych badań 
tak ewolucyjnych jak i funkcjonalnych.

Tabela 1. Poznawanie sekwencji genomów.

Genomy Gotowe Składane Sekwencjonowane Razem

Organizmy eukariotyczne 
w  tym:

21 100 164 285

J ednokom órko wce 5 11 33 49

Grzyby 9 43 31 83

O w ady 1 16 27 44

Ssaki 2 20 23 45

Rośliny 3 2 29 34

Bakterie 321 248 312 881

Archebakterie 27 2 24 53

W irusy 1626 1626

Stan na dzień 12.06 06 (h t tp : / /w w w .n cb i.n lm .n ih .g o v /G en o m es/).

Wraz z sekwencjonowaniem genomu drożdży [1], a następnie skonstruow a­
niem kolekcji szczepów drożdży pozbawionych poszczególnych ramek odczytu 
(ang. Yeast Genome Deletion Project) [2], pojawiła się szansa systematycznego zba­
dania genomu drożdży. Gdyby jednak nie rozwijające się w  ogrom nym  tempie 
technologie badań opartych na całym genomie (genomika) i proteomie (prote- 
omika) — szansy tej nie bylibyśmy w  stanie w  pełni wykorzystać. Prowadzenie 
badań nad tysiącami genów metodami konwencjonalnymi trwałoby niezmier­
nie długo. Do ery genomicznej lepiej przystają m etody globalne. Np. podejścia 
eksperymentalne, w  w yniku których jesteśmy w  stanie przypisać wiele genów 
jednem u lub kilku kluczowym procesom kom órkowym  (takim jak np. cykl ko­
mórkowy, mitoza, transport przez błony itp. [3]). Pozyskiwane w ten sposób 
informacje zachęcają badaczy do projektowania doświadczeń umożliwiających 
powiązanie specyficznych procesów komórkowych z daną grupą białek współ­
działających dla osiągnięcia określonego celu oraz określenia jakie aktywności 
różnych systemów komórkowych są tu zaangażowane. I tak, dzięki kreatyw­
ności wielu osób, z prostej potrzeby poznania funkcji genów oraz z połączenia 
konwencjonalnych podejść eksperymentalnych z nanotechnologią i podejściem 
globalnym, powstał cały szereg nowych technik badawczych (Ryc. 1). Przygoto­
wano biblioteki szczepów niosących insercje transpozonowe, delecje genów, czy 
znakowane epitopami białka. Ich wykorzystanie umożliwia poznawanie feno-
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Ekspresja genów
Ustalenie, które geny podlegają 

podobnej ekspresji w różnych 
warunkach oraz określenie 

mutacje których genów  

powodują podobne zmiany w  
profilu ekspresjii genów w celu 

wyłonienia grup genów o 

podobnej funkcji.

Interakcje białko-białko
System dwu-hybrydowy, 

oczyszczanie kompleksów  

białkowych, mikromacierze 
białkowe. W szystko co m oże 

posłużyć wykazaniu 

oddziaływań między białkami.

Fenotyp utraty funkcji
Przeszukiwanie biblioteki 

szczepów niosących  

delecje poszczególnych  

genów w poszukiwaniu  
określonych fenotypów  

komórkowych.

Modyfikacje post- 
translacyjne białek

Izolowane z różnych kompleksów  

białka poddawane są  

spektrometrii masowej, co  

um ożliwia identyfikację takich 
modyfikacji jak np. fosforylacja, 

acetylacja czy ubikwitylacja.

Interakcje genetyczne
Konstruowanie szczepów  

niosących dwie mutacje, 
które testowane są następnie 

fenotypowo, metoda 
zastosowana m.in.do badania 

koletalności.

Struktura białek
Tysiące już  

rozwiązanych struktur 

białkowych 

umożliwiają 

modelowanie struktur 
kolejnych białek.

Lokalizacja białek
W ykorzystanie znakowania 

białek określonymi 
epitopami na skalę globalną  

um ożliwia stopniową  

lokalizację wszystkich białek 

komórkowych za 
pośrednictwem  

immunocytofluorescencji.

Aktywność biochemiczna
Znakowane białka z kolekcji 

proteomicznej są oczyszczane, 

a ich aktywność biochemiczna  

testowana jest w roztworze, 
lub z wykorzystaniem  

mikromacierzy białkowych.

Rycina 1. Podejścia genomiczne stosowane w drożdżach Saccharomyces cerevisiae.

typów będących wynikiem delecji poszczególnych genów, 
lokalizację ich produktów  oraz ich ewentualne modyfikacje 
i aktywność biologiczną. Zastosowanie seryjnej analizy eks­
presji genów (SAGE, ang. Serial Analysis of Gene Expression) 
i mikromacierzy DNA pozwala na określanie wzorców eks­
presji genów i budowanie sieci współzależności regulacyj­
nych. Analiza żeli dwukierunkowych, spektrometria m a­
sowa, mikromacierze białkowe i system dw uhybrydow y 
(THS, ang. Two-Hybrid System) przynoszą wiadomości o 
interakcjach, modyfikacjach i aktywności białek.

Wszystkie wymienione powyżej podejścia eksperym en­
talne pozwoliły znacznie rozszerzyć listę genów, których 
udział w procesach komórkowych jest znany. Tym niemniej, 
wśród 6 604 potencjalnych otwartych ramek odczytu1 (ORF, 
ang. Open Reading Frame), których obecność stwierdzono 
w genomie drożdży, zweryfikowano dotychczas zaledwie 
4 4032. Funkcja wielu z nich jest wciąż hipotetyczna. 1 377 
potencjalne ORF-y nie są nawet scharakteryzowane3. Zaś 
824 kolejnych ma status ORF-ów wątpliwych4 (stan z dnia 
12.06.06, Saccharomyces Genome Database, h t tp : / /w w w . 
yeastgenom e.org/cache/genom eSnapshot.htm l). Innymi 
słowy, dopiero dla 2 /3  genów drożdży wykazano istnienie 
ich produktów  w komórce. Zaś zaledwie 3 655 produktom

'ORF ang. Open Reading Frame — odcinek DNA, który m oże kodow ać 
polipeptyd, a który zaczyna się od kodonu 'sta rt' — ATG, a kończy 
jednym  z 3 kodonów  'stop '. Za dobrego kandydata na  gen kodujący 
białko przyjm uje się ORF kodujący białko o długości przynajm niej 100 
am inokwasów . ORF m oże rów nież kodować RNA.
2Za zweryfikowane uw aża się ORF-y, dla których istnieją dow ody eks­
perym entalne, że ich produkty  są obecne w  kom órkach S. cerevisiae 
3Za niescharakteryzow ane uznaje się ORF-y, które uw ażane są za geny 
ze w zględu na istnienie ich ortologów w  innych organizm ach, ale dla 
których nie ma dow odów  eksperym entalnych na obecność ich p ro d u k ­
tów  w kom órkach S. cerevisiae
4Za wątpliw e uw aża się ORF-y, dla których nie ma dow odów  dośw iad ­
czalnych na obecność ich produktów  w  kom órkach S. cerevisiae

genów drożdży przypisano dotychczas 
funkcję na poziomie molekularnym. O bli­
sko połowie genów drożdży nie w iadom o 
co właściwie robią w komórce! Przypusz-1 
czalnie długo jeszcze poczekamy na po ­
znanie funkcji wszystkich genów drożdży. 
A przecież przed nami jeszcze parę innych 
ga tunków ... Warto zatem przyjrzeć się bli­
żej m etodom  genomiki funkcjonalnej.

METODY ANALIZY 
TRANSKRYPTOMU I PROTEOMU 
STOSOWANE W DROŻDŻACH
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

INSERCJE TRANSPOZONOWE

W podejściu tym  wykorzystuje się 
mini-transpozon m Tn-3xH A /lacZ, będą­
cy modyfikacją bakteryjnego transpozonu 
Tn3. Zawiera on gen reporterowy lacZ, 
kodujący ß-galaktozydazy (ß-gal), pozba­
wiony zarówno prom otora jak i kodonu 
inicjującego. W prowadzenie transpozonu 
do sekwencji kodującej genu drożdży z za­
chowaniem ramki odczytu, tzn. stworze­
nie fuzji genowej między danym  genem 
a lacZ spowoduje produkcję ß-gal. D odat­

kowo, mTn-3xHA/ lacZ zawiera miejsca lox w  pobliżu obu 
końców Tn3, przy czym jedno z nich przylega do sekwen­
cji kodującej epitop hem aglutyninowy (3xHA). Produkcja 
rekombinazy Cre w drożdżach nosących mTn wywołuje 
rekombinację w miejscu lox, co prow adzi do wycięcia frag­
mentu DNA, a w rezultacie do redukcji mTn do fragmentu 
279 bp (odpowiadającego 93 kodonom) kodującego epitop 
3xHA. W efekcie otrzymujemy fuzję genową w naturalnym  
locus pozwalającą na produkcję w yznakowanego epitopem 
białka pełnej długości.

mTn zostały w prow adzone do genom u drożdży m e­
todą dw ustopniow ą (Ryc. 2). Najpierw bank genomo- 
wych sekwencji DNA drożdży został zm utagenizow any 
w kom órkach E. coli przy użyciu mTn. Następnie DNA 
genom ow e drożdży zawierające mTn zostało wycięte z 
plazm idów  wyizolow anych z bakterii. Fragmenty DNA 
posłużyły do transformacji d iploidów  drożdży, w  których 
na drodze rekombinacji homologicznej zastąpiły jedną z 
kopii danego genu. Etap ten przeprow adzono przy użyciu 
płytek titracyjnych zawierających 96 dołków, co um ożli­
wiło jednoczesną obróbkę setek szczepów. Zachow yw ane 
były: dysruptan ty  (czyli szczepy niosące delecję określone­
go genu) drożdży przejawiające aktywność ß-gal, pocho­
dzące od nich szczepy niosące białka w yznakow ane epi­
topem  3xHA, oraz oryginalne p lazm idy uzyskane z bak­
terii. O trzym ana tą m etodą kolekcja szczepów drożdży, 
zawierająca w staw ki w znanych loci, um ożliwiła zbadanie 
zm ian poziom u ekspresji pokaźnej g rupy białek w ponad  
20 różnych warunkach, takich jak w zrost wegetatywny, 
sporulacja, traktow anie kom órek ferom onem  płciowym, 
kofeiną, kalkofluorem czy SDS [4], W skazano na w yraź ­
ne różnice m iędzy poziom em  ekspresji genów a ilością ich 
białkowych p roduktów  w komórce w tych samych w arun-
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Mutagenizacja biblioteki genomowej drożdży z użyciem mTn

Trawienie Nott poszczególnych klonów DNA 
Transformacja dysrupcyjna drożdży

Badanie lokalizacji białek

Test na aktywność ß-gal 
Badanie poziomu białek

Preparatyka indywidualnych DNA

Rekombinacja cre-lox

Synteza cDNA 
Trawienie restryktazą Nlalll miejsca najbliższego 3' końca

Rycina 2. Schemat postępow ania w  projekcie insercji mTn.

kach hodowli. M etodą im m unocytochem iczną określono 
lokalizację 201 białek [5]. M etoda ta, choć daleka od dosko­
nałości, zawiera w sobie wiele w ątków  podchw yconych i 
udoskonalonych w podejściach m etodycznych opisanych 
dalej, np. w  projektach konstruow ania delecji czy w pro ­
w adzania  tag-ów (tj. pep tydów  znacznikowych, dla któ­
rych przeciwciała dostępne są komercyjnie) do wszystkich 
genów drożdży.

SERYJNA ANALIZA EKSPRESJI GENÓW

Zastosowanie seryjnej analizy ekspresji genów (SAGE, 
ang. Serial Analysis of Gene Expression) pozwala określić po­
ziom ekspresji genów bez znajomości ich sekwencji. SAGE 
w ym aga w ypreparow ania i konkatameryzacji 15-nukle- 
otydowych unikalnych sekwencji pochodzących z 3' końca 
klonów cDNA oraz ich późniejszego sekwencjonowania [6], 
Sekwencje unikalne uzyskuje się przez trawienie dwuni-

 [>------------^ ----- A AA A AA--------— £>—[)-------------y------- AAAAAA

----------------- ^ ---------- AAAAAA — ^ A A A A A A

-£>—  AAAAAA  [>-{>------ ^ ---------AAAAAA

Dodanie linkerów BsmFI 
Trawienie restryktazą BsmFI

Ligacja krótkich unikalnych 
fragmentów prowadząca do 

powstania konkatemerów

Sekwencjonowanie 
Analiza transkryptomu 
Korelacja z genomem

SEC66 SWD3 ECM31 YBR178W

NPL4 SMY2 UMP1 EHT1 FZ01

YBR174C

B  SAGE tag w obrębie genu 
j^ j  SAGE tag poza ramką odczytu

Rycina 3. Zastosow anie techniki SAGE w drożdżach. Na dole rysunku  pokazano 
przykładow y w ynik SAGE - korelację tagów z określonym  rejonem genomu 
drożdży (wszystkie dane dostępne są w  bazie danych SGD - h ttp :/ /w w w .y e as t-  
genom e.org/).

ciowego cDNA restryktazą Nlalll. Do oczyszczonej frakcji 
fragmentów poliadenylowanych dodaje się oligonukleotyd 
łącznikowy, umożliwiający odtworzenie miejsca restryk­
cyjnego. Sekwencja rozpoznawana przez restryktazę Bsm- 
EI pokrywa się z tą rozpoznawaną przez Nlalll, ale miejsce 
cięcia dla tego enzym u znajduje się 14 nukleotydów dalej. 
Uzyskane w  wyniku trawienia BsmFI krótkie fragmenty 
DNA łączy się na drodze ligacji, amplifikuje w reakcji PCR, 
a następnie sekwencjonuje (Ryc. 3).

Metoda ta pozwala na dokładne określenie liczby trans- 
kryptów przypadających na komórkę w danych w arun ­
kach. Wykazano, że komórka drożdży zawiera przeciętnie 
15 000 transkryptów reprezentujących około 76% wszyst­
kich ORF-ów. Znakomita większość transkryptów (aż 75% 
z nich) jest reprezentowana zaledwie przez jedną kopię na 
komórkę [6]. Wynika stąd, że aby pokryć cały transkryp- 
tom 5 należałoby zsekwencjonować niemal 60 000 sekwencji 
unikalnych. Jest to zatem precyzyjna, ale niezwykle praco­
chłonna metoda. SAGE ma jednak dodatkową zaletę. Po­
zwala na identyfikację dotychczas nieznanych genów. Jak 
dotąd, technika ta z sukcesem posłużyła do badania pozio­
mu ekspresji genów w komórkach wegetatywnych i zatrzy­
manych w różnych fazach cyklu komórkowego [6] oraz do 
identyfikacji nowych genów peroksysomalnych w badaniu 
porównawczym  komórek typu dzikiego i komórek niosą­
cych mutacje pip2A i oaflA (mutacje w  genach kodujących 
czynniki transkrypcyjne wym agane do indukcji genów ko­

5transkryptom  — obraz ekspresji w szystkich genów w  danych w arun ­
kach określony przez poziom y mRNA
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dujących białka peroksysomalne) hodowanych w pożywce 
z kw asem  olejowym [7],

PROJEKT DELECJI WSZYSTKICH GENÓW 
DROŻDŻY I ANALIZA FUNKCJONALNA

Stosunkowo niedawno został ukończony wyjątkowo 
pracochłonny projekt tworzenia biblioteki szczepów droż ­
dży niosących delecje poszczególnych ORF-ów (ang. Yeast 
Genome Deletion Project) [2]. Dostępność kolekcji m utantów  
delecyjnych w jednolitym tle genetycznym pozwala na 
przeprow adzenie bardzo wiarygodnych doświadczeń po ­
równawczych. Korzysta się z tej możliwości na skalę m aso­
wą. Przeprow adzono wiele doświadczeń porównawczych, 
w  których testowano szczep po szczepie wypatrując różnic 
w  ich wzroście w  różnorodnych w arunkach (np. projekt 
poznaw ania funkcji genów drożdży EUROFAN), bądź de ­
fektów w  procesach komórkowych (takich jak np. w ybór 
miejsca pączkowania [8]).

Innym  podejściem do tego samego problem u jest m eto ­
da  równoczesnej analizy funkcjonalnej wszystkich genów  
z w ykorzystaniem  'kodów  paskow ych' zw ana dalej 'p o ­
pulacyjną genom iką funkcjonalną' [9]. Projektując delecje 
poszczególnych ram ek odczytu zadbano o to, by w p ro ­
w adzić do genom u drożdży krótkie (20 bp) i unikalne se­
kwencje DNA specyficzne dla danej ram ki odczytu i s tano ­
wiące swego rodzaju 'kod  paskow y' danego genu (patrz: 
Ryc. 4, [10]). Każdy z genów otrzym ał w  efekcie dw a ta­
kie znaczniki: UPTAG i DO WNT AG (UP i DN na Ryc. 4). 
N atom iast znaczniki otoczone są, jednakow ym i dla nich 
wszystkich, krótkimi sekwencjami DNA (Ul, U2, D l, D2 
na Ryc. 4), co um ożliw ia użycie tylko dwóch par starterów  
do nam nożenia techniką PCR sekwencji UPTAG i DOW N- 
TAG każdej delecji obecnej w  danej próbce DNA. W ten 
sposób w prow adzenie  m olekularnego 'kodu  kreskowego'

um ożliw ia wykrycie obecności poszczególnych konstruk- 
tów delecyjnych w puli m utantów . Zm iany poziom u ilo­
ści poszczególnych tag-ów w puli mogą być wychw ycone 
dzięki hybrydyzacji do mikromacierzy zawierającej oli- 
gonukleotydy homologiczne do poszczególnych tag-ów 
(patrz Ryc. 5, [9,11]).

Populacyjna genomika funkcjonalna sprawdziła się już 
wielokrotnie od czasu jej wynalezienia. Posłużyła m.in. 
do identyfikacji nowych genów koniecznych do sporula- 
cji i kiełkowania [12]; zaangażowanych w proces łączenia 
niehomologicznych końców DNA (ang. Nonhomologous 
End-joining, NHEJ — [13]); czy koniecznych dla właściwej 
ochrony przed różnego rodzaju stresem [14]. M etoda ta 
może być w ykorzystana do identyfikacji wszelkich zm ian 
w reprezentacji poszczególnych delecji w  puli m utantów  w 
zmieniających się w arunkach fizjologicznych.

INTERAKCJE GENETYCZNE CZYLI ANALIZA 
SYNTETYCZNEJ KOLETALNOŚCI

Badaniu interakcji genetycznych posłużyła całkowicie 
zautom atyzowana metoda zw ana SGA (ang. Synthetic Ge- 
netic Array). Do potrzeb SGA, szczep niosący mutację in­
teresującego nas genu oraz dodatkowo reporter HIS3 pod 
prom otorem  genu MFA1 ulegającego ekspresji wyłącznie w 
komórkach typu M ATa  (system umożliwiający późniejszą 
selekcję haploidów) jest systematycznie krzyżowany z każ­
dym  z m utantów  delecyjnych z biblioteki szczepów droż­
dży (Ryc. 6). Uzyskane diploidy poddaw ane są sporulacji, a 
wyselekcjonowane haploidy niosące dwie mutacje analizu­
je się pod względem ich potencjalnych defektów w zrosto­
wych. Mutacje, które zestawione w jednej komórce hamują 
jej wzrost (mutacje koletalne) dobitnie świadczą o istnieniu 
interakcji genetycznej między genami, których dotyczą. 
Analiza SGA umożliwia identyfikację całych sieci interak­
cji genetycznych, przynosi też nowe informacje o funkcji 

wielu genów. Już pierwsze zastosowanie 
tej m etody pozwoliło na stworzenie sieci 
oddziaływ ań między genami zaangażo­
w anym i w organizację cytoszkieletu oraz 
syntezę i reperację DNA [15].

MIKROMACIERZE DNA

Mikromacierze DNA są to macierze 
prób DNA upakow anych z wysoką gęsto­
ścią i unieruchomionych na powierzchni 
szkła, używ ane są głównie do m onitoro­
wania ekspresji genów. mRNA uzyskane 
z interesujących nas komórek oraz z puli 
kontrolnej, znakowane są fluorescencyj­
nie i hybrydyzow ane ze zdefiniowaną 
grupą fragmentów DNA (np. reprezentu ­
jących wszystkie potencjalne ORF-y droż­
dży) umieszczonych na mikromacierzy 
(Ryc. 7). Laserowy odczyt fluorescencji 
umożliwia jej kwantyfikację i określenie 
względnych ilości poszczególnych mRNA 
w komórkach badanych i kontrolnych. 
Mikromacierzowa analiza transkrypto- 
m ów pozwala zatem na wyłonienie grup 
genów, które ulegają wspólnej regula-

UPTAG starter 
rejon homologii

! ... .A T G ]U1| UP l U2̂ >

[Ü2 l kanMX4

PCR I
Tworzenie kasety dysrupcyjnej

D2

:asi d n  kbki

rejon homologii 
DO WNT AG starter

t >  < f
| - .a to  lm |  UP j U21 kanMX4 |P21 DN \ Dl [ taa....~1

PCR II
Wydłużanie rejonu homologii

homología |U1 | UP |tJ2 | kanMX4 |d2 [ DN | D11 homología

Rekombinacja homologiczna

DNAgenomowe |U1 | UP | U2 ] kanMX4 | d 2 | D N  |P1 | DNAgenomowe

Rycina 4. Schemat konstrukcji kasety dysrupcyjnej kanM X  i strategia wprowadzania molekularnych „kodów  
paskowych" do usuwanych genów.
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Szczepy drożdżowe zawierające indywidualne 
„kody paskowe” dla poszczególnych genów

Próba badana

Hodowla populacji w warunkach selekcji

Amplifikacja i znakowanie TAG-ów

Słabszy sygnał Mocniejszy sygnał

Rycina 5. Zastosow anie biblioteki szczepów zawierających delecje genów  w yzna ­
kow ane „kodam i paskow ym i" w  dośw iadczeniu fizjologicznym.

cji w  określonych warunkach (np. w  w arunkach stresu i 
uszkodzeń DNA [16,17], w  różnych w arunkach wzrostu 
[18,19]), czasie (np. w różnych fazach cyklu komórkowego

NPD

Rycina 6. Strategia SGA. T — tetratyp, zaw iera jedną sporę niosącą obie mutacje, 
NPD (ang. nonparental ditypes) — typ przeciwny do rodzicielskiego zaw iera dw ie 
spory niosące podw ójną mutację, PD (ang. parental ditypes) — typ rodzicielski 
zaw iera  spory o genotypie identycznym  z genotypem  rodziców.

Izolacja mRNA 
Synteza fluorescencyjnie 
znakowanego cDNA

Hybrydyzacja z 
mikromacierzą

▼ ---------------
o^ooooooooooo
8888888888888oooooooooooo

Rycina 7. Użycie mikrom acierzy DNA do badania transkryptom u drożdży.

[20]) lub procesie (np. sporulacji [21]). Technika ta jest już 
tak rozpowszechniona, że nie sposób wyliczyć jej w szyst­
kich zastosowań. Dane z przeprow adzonych dośw iadczeń 
zgrom adzone są w  kilku bazach danych m.in. w  'yeast mi- 
croarray global viewer' (h t tp : / / www.transcriptom e.ens.fr/ 
ym gv/), 'expression conection' (h ttp ://genom e-w w w .stan- 
ford .edu/cg i-b in /SG D /expression /expressionC onection), 
'w ebm iner' (h ttp ://w ebm iner.ucsf.edu .) i 'ArrayExpress' 
(h ttp ://w w w .eb i.ac .u k /a rray ex p ress /).

Mikromacierze DNA można stosować nie tylko do bada ­
nia transkryptomów, ale i do innych celów (patrz Tab. 2, 
[22]). Stosując jako substrat do znakowania DNA genomo- 
we można z ich pomocą określić w zględną liczbę kopii ge­
nów. Ten rodzaj doświadczenia pozwala udokum entow ać 
w ystępowanie aneuploidii i duplikacji genów [23], um ożli­
wia określenie dynamiki replikacji [24], zm apowanie miejsc 
rekombinacji [25] czy detekcję polimorfizmu [26].

Innym zastosowaniem techniki mikromacierzy DNA 
jest równoczesna analiza funkcjonalna wszystkich genów 
(omówiona szerzej w  podrozdziale 'Projekt delecji w szyst­
kich genów drożdży i analiza funkcjonalna') i tzw. re-se- 
kwencjonowanie, czyli sprawdzanie znanych sekwencji i 
wykrywanie ewentualnych wariantów mutacyjnych, a w 
szczególności: SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism) tj. 
polimorfizmu pojedynczych nukleotydów [27], używ ane 
obecnie w  diagnostyce medycznej.

W prowadzenie do procedury kolejnej modyfikacji, do ­
prowadziło do powstania jeszcze jednej technologii w y­
korzystującej mikromacierze, tym razem do badania m.in. 
czynników transkrypcyjnych, tzw. ChIP-chip (ang. Chro­
matin lmmunoprecipitation -  DNA chip analysis). M etoda ta 
służy identyfikacji sekwencji docelowych DNA, z którym i 
bezpośrednio wiąże się interesujące nas białko [28]. W tym

Kontrola
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przypadku  mikromacierze zawierają sekwencje promotoro- 
we genów, a znakowane jest DNA, które uległo koprecypi- 
tacji podczas immunoprecypitacji badanego białka (Ryc. 8). 
Podejście to pozwala na bezpośrednią identyfikację genów 
(nawet tych o bardzo niskiej ekspresji, czy tych, na których 
ekspresję badany czynnik transkrypcyjny w pływ a choć­
by marginalnie) będących pod kontrolą danego czynnika 
transkrypcyjnego [29,30], Metoda ta umożliwiła też m.in. 
identyfikację ońgin replikacji (miejsc startu replikacji) w  ge­
nom ie drożdży [31].

Tabela 2. Rodzaje mikromacierzy DNA i ich zastosowania.

M ikomacierze DNA

transkryptom ow e genomiczne ChIP

Substrat mRNA DNA
DNA lub RNA 
zw iązane z białkami

Z nakow ana
próba

RNA DNA kodujące lub nie kodujące DNA lub RNA

O dczyt poziom y transkryptów liczba kopii DNA
miejsca wiążące dla białek 
wiążących DNA lub RNA

Interpretacja

określanie wzorców 
ekspresji 
budow anie sieci 
współzależności 
regulacyjnych

aneuploidia 
amplifikacja genów 
dynam ika replikacji 
detekcja polim orfizm u 
m apow anie miejsc rekombinacji 
populacyjna genomika funkcjonalna

budow anie sieci 
współzależności 
regulacyjnych

ANALIZA 'TROPÓW' GENETYCZNYCH 
(ANG. GENOMIC FOOTPRINTING)

Ta analiza fenotypowa wykorzystuje zdolność zm odyfi­
kowanej wersji endogennego transpozonu Tyl drożdży do 
transpozycji wywoływanej zmianą w arunków  zew nętrz­
nych. W dużej populacji komórek indukcja retrotranspozy- 
cji Tyl prow adzi do jego wstawienia w najróżniejsze miejsca 
genomu. Populację komórek poddaje się odpowiedniej se­
lekcji i z puli zmutagenizowanych komórek izoluje się DNA 
genomowe, które służy następnie jako matryca w reakcji

PCR z użyciem startera 
do Tyl i startera dla kon­
kretnego genu (Ryc. 9). 
Do pokrycia genom u po­
trzeba ponad 6000 indy­
widualnych starterów. 
Porównując spektrum  
otrzym anych produktów  
PCR, uzyskanych dla w a­
runków  selekcyjnych i 
kontrolnych, zaobserw u­
jemy utratę niektórych z 
nich. Brak określonych 
produktów  PCR w puli 
badanej świadczy o tym, 
że insercja T yl w dany

Rycina 8. Schemat przedstawiający technikę ChIP-chip wykorzystującą znakow­
ane epitopami białka wiążące DNA.

Rycina 9. 'Tropy' genetyczne. Obecność insercji Ty w  obrębie genomu drożdży 
może być monitorowana za pośrednictwem fragmentów PCR powstałych przy 
użyciu starterów specyficznych do elementu Ty i znakowanego fluorescencyjnie 
startera dla określonego genu.

440 www.postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


region DNA doprowadziła do zaniku z populacji kom ó­
rek niosących te insercje, a tym samym, że gen, w  obrębie 
którego nastąpiła insercja jest konieczny do przetrwania 
komórki w danych warunkach selekcji [32,33]. Takie po ­
dejście eksperymentalne, choć niesłychanie pracochłonne, 
stanowi jednak alternatywę dla wcześniej opisanych metod, 
wykorzystujących mTn czy kolekcję szczepów z delecjami 
wszystkich ORF-ów drożdży. Posiada bowiem cechę uni­
kalną — pozwala mianowicie na analizę m utantów  w w a­
runkach selekcji bez stosowania prehodowli. Umożliwia to 
badanie genów, których usunięcie czyni komórkę niezdolną 
do wzrostu w warunkach standardowych. Ponadto, możli­
we staje się ustalenie w arunków  pozwalających na wzrost 
szczepów z takimi delecjami. W ykazano np., że szczep 
niosący mutację genu chol, którą uznaw ano dotychczas za 
letalną, może przeżywać w podłożu uzupełnionym  0,9M 
NaCl [11].

KINETYCZNY RT-PCR

Kinetyczny RT-PCR (ang. real time reverse transcription 
polymerase chain reaction) jest najczulszą znaną dotychczas 
metodą detekcji niskich poziomów mRNA otrzym ywanych 
z niewielkiej ilości badanego materiału. Jest to m etoda enzy­
matycznej amplifikacji określonych sekwencji RNA in vitro, 
przy użyciu dobrze zaplanowanych starterów [34], która 
podczas jednego eksperymentu, pozwala na analizę róż­
nych prób z tak niewielkiej ilości materiału jak pojedyncza 
komórka [35,36]. Doświadczenia, w których wykorzystano

Rycina 10. Schemat kinetycznego RT-PCR. N a dole rysunku  pokazano 
przykładow y w ynik kinetycznego RT-PCR otrzym anego dla jednej pary starte­
rów, przy  użyciu RNA otrzym anego odpow iednio  z 103, 104 i 105 komórek, oraz 
dla  kontroli bez matrycy.

tę technikę wykazały, że ilość danego transkryptu p rzypa­
dającego na jedną komórkę może wynosić nawet 0,001. Fakt 
ten wyjaśnia dlaczego przy użyciu takich podejść ekspery­
mentalnych jak SAGE czy mikromacierze transkryptom ow e 
nie udało się wykazać ekspresji 1 /4  genów drożdży. Po­
ziom czułości wspomnianych technik wynosi bowiem 0,3- 
0,5 transkryptu przypadającego na komórkę [37],

Kinetyczny RT-PCR może być używany nie tylko do 
detekcji rzadko występujących transkryptów, ale także do 
porównania poziomów mRNA w różnych populacjach 
komórek w celu określenia w zorów ekspresji mRNA, do 
odróżnienia podobnych mRNA, czy do analizy struktury  
RNA [36]. W metodzie tej stężenie specyficznych cDNA jest 
determ inowane przez tempo akumulacji ich p roduktów  
PCR (Ryc. 10). Ponieważ do każdej reakcji PCR dodaje się 
fluorescencyjny indykator DNA (jak np. bromek etydyny), 
to akumulacja produktu może być m onitorowana na każ­
dym  etapie jej przebiegu.

Badania poziomu transkrypcji 65 genów z lewego ra ­
mienia chromosomu III drożdży oraz 185 czynników trans- 
krypcyjnych wykazały, że geny, których transkrypty w y ­
stępują w komórce najobficiej (50-200 kopii na komórkę) 
pełnią funkcje związane z syntezą białek lub metabolizmem 
komórkowym. Tymczasem poziomy transkryptów czyn­
ników transkrypcyjnych należą do najniższych w komórce 
[37], Przy użyciu kinetycznego RT-PCR spraw dzono rów ­
nież poziom i stabilność mRNA genów związanych z repe­
racją DNA [38],

SYSTEM DWU-HYBRYDOWY

System dw u-hybrydow y (THS, ang. two-hybrid system) 
służy do identyfikacji par białek zdolnych oddziaływać ze 
sobą fizycznie [39]. Działanie systemu opiera się na fak­
cie, że dwie niezależne domeny czynnika transkrypcyjne- 
go Gal4: domenę aktywacji transkrypcji i domenę wiążącą 
DNA, m ożna fizycznie rozdzielić bez szkody dla ich funkcji. 
Rekonstrukcja czynnika transkrypcyjnego przez stworzenie 
sztucznego pomostu między domenami, umożliwia trans­
krypcję z prom otorów  podlegających regulacji Gal4 (np. z 
prom otora GALI). W THS pomost ten ma zapewnić kon­
strukcja dwóch białek hybrydowych, z których jedno to fu ­
zja między dom eną wiążącą DNA z Gal4 a białkiem bada ­
nym  A, a drugie to fuzja między domeną aktywatora trans­
krypcji z Gal4 a białkiem badanym  B (Ryc. 11). N atom iast 
pod prom otor GALI podłączone są geny reporterowe i / lu b  
geny umożliwiające selekcję klonów, w których zachodzi 
oddziaływanie. Jeśli białko A tworzy dimer z białkiem B ob­
serwujemy transkrypcję genów reporterowych.

W układzie THS zaadoptow anym  do potrzeb genomicz- 
nych, fuzje genowe poszczególnych ORF-ów tw orzone są 
przez klonowanie ich do wektorów  niosących sekwencje 
kodujące odpowiednio: dom enę wiążąca DNA z GAL4 
( 'przynęta ') i dom enę aktywacji transkrypcji GAL4 ( 'zdo ­
bycz'). P lazm idy niosące 'p rzynęty ' i 'zdobycze' transfor­
m ow ane są do szczepów o odm iennym  typie płciowym. 
Szczepy te są następnie krzyżowane, a selekcji d ip lo idów  
tow arzyszy selekcja pod kątem aktywacji transkrypcji z 
prom otora GALI (Ryc. 11). Pełna analiza interakcji m iędzy
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Rycina 11. Zastosowanie THS do potrzeb proteomiki.

białkami drożdży w ym agałaby przeprow adzenia 6 604 
x 6 604 = 43 612 816 krzyżówek. Przeprow adzenie takiej 
liczby krzyżów ek przekracza obecne możliwości badaczy. 
Nie zdecydow ano się zatem  na przeprow adzenie analizy 
indyw idualnej 'każdy  ORF z każdym  ORF'. Zastosowano 
inne podejścia: strategię g rupow ą oraz badania w ybranych 
genów [40,41]. Ito i w spółpracownicy [40], używając stan ­
dardow ych technik klonowania przygotowali konstrukty 
niosące w  postaci 'przynęty ' i 'zdobyczy' niemal każdy 
ORF drożdży. Następnie przeprow adzili transformację 
szczepów na płytkach titracyjnych (96-dołkowych) w pro ­
wadzając indyw idualne 'p rzynęty ' do szczepu o genotypie 
M ATa GAL2::ADE2 GAL1::HIS3 a 'zdobycze' do szczepu o 
genotypie M A Ta SPAL10::UPA3 UASGAL1::HIS3. W szyst­
kie klony z danej płytki titracyjnej, pozostałe po odrzuce­
niu klonów  aktywujących geny reporterow e bez udziału  
partnera  dw uhybrydow ego, tworzyły po zm ieszaniu poje­
dynczą pulę. Ostatecznie stworzono 62 pule zawierające do 
96 klonów  każda, zarów no dla klonów niosących 'p rzynę ­
ty' jak i 'zdobycze'. Używając techniki jednoczesnej filtra­
cji prób przeprow adzono 3 844 krzyżówki pom iędzy po ­
szczególnymi pulami. Genotypy szczepów rodzicielskich 
um ożliw iły selekcję, uzyskanych w w yniku krzyżów ek ko­
mórek diploidalnych, na podłożu bez adeniny, histydyny 
i uracylu. O trzym ane klony pasażowano, by potwierdzić 
aktywację genów reporterowych. Z w ybranych klonów 
odzyskiw ano sekwencję 'przynęty ' i 'zdobyczy ', stosując 
kolejno PCR kolonijny i sekwencjonowanie jego produktu. 
Uzyskane sekwencje służyły do przeszukiw ania bazy da­
nych sekwencji genów drożdży w  celu ich identyfikacji. W 
rezultacie otrzym ano 15 523 klonów pozytywnych, w  tym 
4 546 par interaktantów  pom iędzy 3 278 białkami. Szcze­

gółowe dane dostępne są pod adresem: h t tp : / /g e n o m e , 
c.kanazawa-u.ac.jp/Y2Fl.

Uetz w raz ze w spółpracow nikam i [41] podeszli do 
zagadnienia inaczej. Skonstruowali macierz około 6 000 
transform antów  drożdży niosących 'zdobycze'. Uzyskane 
klony były systematycznie krzyżow ane ze 192 szczepami 
drożdży niosącymi 'przynęty '. W drugim  podejściu ba­
dacze ci zmieszali 6 000 szczepów niosących potencjalne 
'zdobycze' i użyli tak skonstruowanej puli do stworzenia 
biblioteki drożdży, po czym użyli tej biblioteki do krzy ­
żówek z poszczególnymi 'przynętam i'. W rezultacie udało 
się wykryć 957 potencjalnych oddziaływ ań, w których bra ­
ły udział 1 004 białka.

ZNAKOWANIE BIAŁEK NA SKALĘ GENOMOWĄ

Korzyści płynące z badania znakow anych białek (białek 
z dołączonym  do nich znacznikiem  peptydow ym  zw anym  
inaczej tag-iem lub epitopem, do którego istnieją p ro d u ­
kowane komercyjnie przeciwciała) są na tyle duże, że 
próbę w yznakow ania białek na skalę globalną podjęło nie­
zależnie kilka zespołów badawczych. Oprócz fuzji białek 
drożdży z P~gal i epitopem  3xHA (patrz rozdział „Insercje 
transpozonow e"), w ykonano również fuzje z GST (ang. 
glutation S-transferase), GFP (ang. green fluorescent protein) i 
TAP-tagiem (ang. tandem affinity purification).

Do potrzeb znakow ania  ORF-ów GST w ykorzystano 
w yprodukow ane  in vitro w  reakcji PCR liniow e cząstecz­
ki DNA specyficzne dla każdego genu. Tak uzyskane 
DNA w prow adzono  następnie, na drodze  rekombinacji 
homologicznej w  drożdżach  (Ryc. 12), do w ektorów  eks­
presyjnych pod prom otor indukow any  jonam i m iedzi

Rycina 12. Schemat strategii, w  której plazmidy, niosące fuzje genowe GST-ORF 
pod promotorem CUP1 indukowanym jonami miedzi, powstają na drodze re­
kombinacji w drożdżach.

442 w w w.postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

http://genome
http://www.postepybiochemii.pl


[42], W ten sposób uzyskano 6144 niezależnych p lazm i­
dów  ekspresyjnych niosących fuzje genow e poszczegól­
nych ORF-ów drożdży  z GST. N ad produkow ane  białka 
izolow ane na drodze chrom atografii pow inow actw a do 
glutationu mogą zostać zbadane pod interesującym  nas 
w zględem . M artzen i w spółpracow nicy [42] przebadali 
64 pule zawierające po 96 oczyszczonych białek w trzech 
różnych testach aktyw ności enzym atycznych, o których 
nie było w iadom o jakie białko je katalizuje. Za każdym  
razem  obserw ow aną aktyw ność m ożna było przypisać 
pojedynczej puli białkowej. Dalsza analiza um ożliw iała 
identyfikacje pojedynczych fuzji GST-ORF odpow iedzia l­
nych za daną  reakcję. Postępow anie to doprow adziło  do 
identyfikacji trzech enzym ów: fosfodiesterazy cyklicznej 
działającej na cykliczny l"-2"fosforan  adenozynorybozy 
(Appr>p), enzym u procesującego A p p r-l" -p , i metylo- 
transferazy cytochrom u c.

Fuzje poszczególnych ORF-ów z TAP-tagiem um iesz­
czonym  na C-końcu w prow adzono  bezpośrednio  do 
genom u, w ich natura lne  loci. Fuzje genow e uzyskano 
na d rodze  rekombinacji homologicznej w  drożdżach  z 
użyciem  fragm entów  DNA otrzym anych podczas reak ­
cji PCR z zastosow aniem  specyficznych dla danego ORF 
starterów  i kasety niosącej oprócz tag-a rów nież m arker 
selekcyjny HIS3MX6  (Ryc. 13). Sam TAP-tag jest zaprojek­
tow any w ten sposób, by um ożliw ić w ydajne i dokładne 
oczyszczenie w yznakow anego białka (Ryc. 14). Składa się 
on z dw óch epitopów: pep tydu  w iążącego kalm odulinę i 
pow tórzonej dw ukro tn ie  dom eny wiążącej IgG, oddz ie ­
lonych krótkim  łącznikiem zaw ierającym  sekwencję roz ­
poznaw aną przez proteazę TEV. TA P-tagow ane białka 
w ychw ytuje się z ekstraktów  kom órkow ych na kolum nie 
pow inow actw a do IgG, a następnie  traw i proteazą TEV 
w celu uw olnienia zw iązanego m ateriału. Eluat inkubu- 
je się ze złożem  opłaszczonym  kalm oduliną w obecności 
jonów  w apnia. Etap ten um ożliw ia nie tylko usunięcie 
proteazy TEV, ale i uw olnienie oczyszczanego białka od 
resztek zanieczyszczeń pozostałych po pierw szym  etapie 
oczyszczania. Po dokładnym  odp łukan iu  zw iązany m ate­
riał odzyskuje się ze złoża używając EGTA. Przedstaw io-

Rycina 13. Schemat przedstawiający zasadę konstrukcji fuzji genowych poszcze­
gólnych ORF-ów z TAP-tagiem w ich naturalnych loci.

Rycina 14. Strategia oczyszczania białek znakow anych TAP-tagiem.

na m etoda um ożliw ia pozyskanie m ateriału  do p rzep ro ­
w adzenia testów  aktyw ności badanych białek; pozw ala 
rów nież na oczyszczanie kom pleksów  białkowych [43], 
Skonstruow anie pełnej kolekcji fuzji genowych dla każ­
dego ORF z TAP-tagiem w połączeniu z im m unodetekcją 
um ożliw iło zbadanie  poziom u ekspresji wszystkich bia­
łek drożdży  [44], D ow iedzieliśm y się m.in., że około 80% 
pro teom u jest w yrażane w  logarytmicznej fazie w zrostu  
w w arunkach  standardow ych  hodowli. Ilość białek w ko­
mórce w aha się od kilkudziesięciu do m iliona cząsteczek 
na komórkę. A wiele z białek kluczow ych dla życia ko­
mórki oraz większość czynników  transkrypcyjnych w y ­
stępuje w kom órce w  tak niewielkiej ilości, że inne m eto ­
dy proteom iczne czy genom iczne nie były naw et w  stanie 
ich wychwycić.

N -term inalne fuzje z GFP stw orzono przez integrację 
do genom u liniowego fragm entu  DNA, o trzym anego w 
reakcji PCR, z użyciem  kasety loxP kanMX4 loxP-yEGFP 
i 70-nukleotydow ych starterów  o sekwencji hom ologicz­
nej odpow iednio  do sekwencji znajdującej się tuż przed  i 
tuż za kodonem  START danego genu (Ryc. 15). Obecny 
w kasecie m arker kanMX4  um ożliw ia selekcję integran- 
tów  na G-418. W prow adzenie  do otrzym anych szczepów  
p lazm idu  ekspresyjnego niosącego gen kodujący rekom- 
binazę Cre, um ożliw ia zajście rekombinacji Cre-loxP po 
indukcji prom otora, co w efekcie prow adzi do pow stan ia  
fuzji genowej GFP-ORF z naturalnego prom otora. O trzy ­
m ane w ten sposób fuzje genow e z GFP um ożliw iają 
przeprow adzen ie  badań  lokalizacyjnych poszczególnych 
białek [45],
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Rycina 15. Schemat przedstawiający zasadę konstrukcji fuzji genowych GFP-ORF 
w naturalnych loci poszczególnych genów.

BIAŁKOWE ŻELE DWUKIERUNKOWE 
I SPEKTROMETRIA MAS

Innym podejściem do zrozumienia funkcji genu jest stu ­
diowanie właściwości białka, które dany gen koduje. O dpo­
wiedzi na pytania o to, czy badane białko ulega modyfikacji 
w określonych warunkach i czy znana jest funkcja białek, z 
którymi tworzy kompleks, mogą nam zasugerować funkcję 
jaką dane białko pełni. Techniką, która dobrze spraw dza się 
w badaniach mieszanki białek jest elektroforeza dw ukie­
runkowa wysokiej rozdzielczości. Przy jej użyciu możemy 
rozdzielić próbki uzyskane na drodze immunoprecypitacji 
kompleksów komórkowych, a nawet ekstrakty komórkowe 
uzyskane z komórek hodowanych w różnych warunkach. 
Uzyskane podczas rozdziału elektroforetycznego plamy 
odpowiadające poszczególnym białkom, a uwidocznione 
bądź barwieniem, bądź radiograficznie, mogą być następ­
nie wycięte z żelu i poddane dalszej analizie. Jeden ze stoso­
wanych sposobów identyfikacji plam obejmuje określenie: 
masy, punktu  izoelektrycznego oraz poziomu włączonego 
znakowanego radioaktywnie aminokwasu dla każdej pla­
my porównanie wyników z danym i w ydedukow anym i dla 
poszczególnych białek [46], Inną metodą identyfikacji plam

Tabela 3. Rodzaje m ikromacierzy białkowych i ich zastosowania.

Mikromacierze Unieruchom iona frakcja Z nakow ana próba Badane oddziaływ anie

Im munologiczne
przeciwciało

antygen

przeciwciało

przeciwciało
antygen-przeciwciało

białko białko-białko

Analityczne białko
farm aceutyk

substrat

liposom

białko-m ała cząsteczka

enzym -substrat

białko-lipid

Analityczne
ligand

białko

białko

łigand
receptor-ligand

jest stosowana coraz częściej spektrometria mas. Badane 
białko trawi się enzymatycznie, a uzyskane peptydy podda­
je analizie w spektrometrze masowym. Uzyskane dane, po 
porównaniu z przew idyw anym i dla poszczególnych białek 
danych teoretycznych, umieszczonych w bazach danych i 
obejmujących cały proteom drożdży, pozwalają na identy­
fikację białek w próbce [47,48], Technikę tę zastosowano z 
powodzeniem  do badania zmian proteomu spow odow a­
nych: szokiem cieplnym [46], stresem oksydacyjnym [49] 
lub osmotycznym [50]. Z jej pomocą wykazano również, 
m.in. N-acetylację wielu białek oraz obecność białek będą­
cych produktam i genów, których mRNA podlega składaniu 
[46]. Technika ta służyć może również identyfikacji nowych 
kom ponentów danego procesu, jak w przypadku badania 
rybosomów [51].

ANALIZA 'TROPÓW METABOLICZNYCH'

'Tropy metaboliczne', to zestaw metabolitów, które po­
zostawia po sobie lub wydziela do podłoża każda komórka. 
Szczepy niosące mutacje różnych genów różnią się między 
sobą w  sposób pow tarzalny 'tropam i metabolicznymi', 
które mogą być zanalizowane spektrometrią mas poprzez 
bezpośrednie wstrzyknięcie badanej próbki do elektroroz- 
pylacza [52] lub spektroskopią w  podczerwieni z transfor­
macją Fourier'a. Często zmiany w aktywności określonego 
enzymu powodują tylko niewielkie zmiany w wydajności 
danej ścieżki metabolicznej i mogą pozostać niezauważone 
w typowych testach fenotypowych. Tymczasem, zmiany 
takie mogą mieć olbrzymi wpływ na stężenie metabolitów 
pośrednich szlaku. Przedstawiona tu metoda jest tania i 
ma dużą wydajność. Stosując liczne kontrole metaboliczne 
oraz badając komórki wystawione na działanie czynników 
o znanym sposobie działania, można stworzyć wzorce roz­
poznawania dla tej techniki [53].

MIKROMACIERZE BIAŁKOWE

Powszechnie obecnie stosowane mikromacierze umożli­
wiają wygodną i szybką detekcję tysięcy uporządkowanych 
w znany sposób elementów, których właściwości mogą być 
mierzone równocześnie. W przypadku mikromacierzy biał­
kowych [54,55,56] molekuły wiążące są unieruchamiane na 
powierzchni nośnika, a następnie testowana jest ich aktyw ­
ność biochemiczna (Tab. 3). Ze w zględu na fakt, że funkcjo­
nowanie białek często zależy od ich stanu, tj. modyfikacji, 
współwystępowania w kompleksach i lokalizacji — oczysz­
czenie białek do celów mikromacierzowych stanowi duże 
wyzwanie. Poczyniono jednak olbrzymie postępy w pozy­
skiwaniu aktywnych białek do umieszczania ich na macie-

-------------------------  rzach (opisano macierze zawierające od
100 białek do całego proteomu). Istnieje 
również wiele sposobów przytwier­
dzania białek do powierzchni macierzy 
(Tab. 4) i rozmaite sposoby ich detekcji 
(Tab. 5). Tym niemniej pod względem 
powszechności i rozwoju technologii 
mikromacierze białkowe znajdują się 
daleko w  tyle za mikromacierzami DNA. 
Składa się na to wiele przyczyn, wśród 
nich labilność konformacji i aktywności 
unieruchomionego polipeptydu. Toteż
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Tabela 4. Sposoby przyłączania białek do powierzchni mikromacierzy białkowych.

Sposób przyłączenia Powierzchnia
Modyfikacja
białka

Orientacja białka

PVDF*
Absorbcja i adsorbcja nitroceluloza 

powlekanie polilizyną
brak przypadkow a

W iązanie
kowalencyjne

aktyw ow anie g rupą aldehydow ą 
lub epoksydow ą 
silikon pow lekany złotem  
nanostudzienki PDMS**

brak przypadkow a

Dyfuzja
trójw ym iarowa wyściółka z żelu 
cienki film agarozow y

brak przypadkow a

H ybrydyzacja powlekanie D N A /R N A brak uporządkow ana

W iązanie
pow inow actw a

pow lekanie aw idyną 
powlekanie Ni-NTA***

biotynylacja
Hisx6-tag

uporządkow ana

*PVDF — polifluorek w inylidenu, **PDMS — polidim etylosiloksan, ***Ni-NTA — złoże niklowe

Tabela 5. M etody detekcji używane w eksperymentach z wykorzystaniem mikromacierzy białkowych.

Detekcja Znakow anie Odczyt danych

Im m unologiczna
ezym atyczne kam era CCD 
fluorescencyjne skanow anie laserem

Izotopow a
fosfoobrazowanie 

izotopowe . . .  , , 
r  klisza rentgenow ska

Elektrochem iczna sprzężenie z m etalem  konduktom etria

Bezpośrednia
spektrom etria m as

brak pom iar zm ian pow ierzchni m ikroskopią sił atom owych 
pom iar współczynnika załam ania światła

mimo pojedynczych publikacji dowodzących wielkich m oż­
liwości mikromacierzy białkowych [57,58], m usimy jeszcze 
poczekać na ich upowszechnienie.

PODSUMOWANIE

Opisane powyżej metody, których działanie przetesto­
wane zostało na przykładzie modelowego organizmu euka­
riotycznego jakim są drożdże S. cerevisiae mogą być, a nawet 
już są stosowane do badania dowolnego innego organizm u 
[59-64], Oprócz informacji, które uzyskać m ożna równie 
dobrze (chociaż wolniej), korzystając z metod biologii kon­
wencjonalnej, jest coś jeszcze, co oferuje nam  nowe geno- 
miczne podejście. Poznajemy mianowicie sieci zależności 
pom iędzy genami, białkami, szlakami metabolicznymi czy 
też procesami komórkowymi. Nie tyko uzyskujemy wia­
domości o pojedynczych genach i ich funkcji, ale możemy 
je również umiejscowić w  organellum kom órkowym  czy fa­
zie cyklu komórkowego. Dodatkowy atut stanowi fakt, że 
informacje, które o genach pozyskujemy, ukazują nam je z 
różnych stron, co prow adzi do poznania rzeczywistej roli 
ich produktów  w  komórce. Wydaje się też, że stosowanie 
metod genomiki funkcjonalnej i budow anie sieci zależności 
między genowych ułatwić może wyjaśnienie uzyskanych 
dawniej, ale dotąd niejasnych danych, np. istoty działania 
supresorów  uzyskanych dla niektórych genów.

Prowadzenie badań w skali globalnej praktycznie elimi­
nuje możliwość stosowania 'myślenia życzeniowego'. Moż­
na powiedzieć, że takie podejście eksperymentalne sprzyja 
obiektywizacji uzyskiwanych wyników. Wydaje się też, że 
użycie technik globalnych zbliża nas do osiągnięcia infor­

macyjnej masy krytycz­
nej, która wyzwoli falę 
nowych odkryć.

Warto jednak pamię­
tać, że tak w biologii kla­
sycznej jak i genomicznej 
najważniejsze są: pra ­
widłowe formułowanie 
pytań i właściwy wybór 
w arunków  doświadcze­
nia. O ile jednak stoso­
wanie technik genomiki 
funkcjonalnej przyczynia 
się do zwiększenia tem­
pa zdobywania nowych 
danych, o tyle metody 
biologii konwencjonalnej 
umożliwiają nie tylko w e­
ryfikację tych danych, ale 
i projektowanie nowych 
podejść metodycznych. 
Wszak przy ich tworze­
niu bazuje się na dotych­
czasowej wiedzy.
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Decade of genomics — methods for genome investigation  
in yeast Saccharomyces cerevisiae
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ABSTRACT
The last ten years, since yeast Saccharomyces cerevisiae genome was sequenced, brought a big impact in genome-wide techniques. The tenth 
anniversary of genomic era provokes the follow ing resume: a lot of new methods were invented. The yeast strains libraries carrying transpo- 
son insertions, gene deletions or tagged proteins have been created. Using them, the phenotypes of gene deletions, as well as the biological 
activity, cellular localization and possible modifications of their protein products were elucidated. SAGE analysis and DNA microarray ex­
periments showed gene expression profiles and allowed to build interaction networks of gene regulation. The two dimensional gels, mass 
spectrometry, protein arrays and two-hybrid system carry information about protein interactions, modifications, and biochemical activities. 
All these methods permit to increase the number of genes with known cellular functions. Moreover, testing these techniques on yeast S. cere­
visiae - a model eukaryotic organism - opened the door for their usage in all other species.
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STRESZCZENIE

Rosnące zapotrzebowanie na wydajną produkcję rekombinowanych białek stawia liczne 
wyzwania; począwszy od optymalizacji hodowli komórek w  warunkach nadekspresji, 

dostosowania sekwencji wektora, genu i kodowanego białka do systemu biosyntezy białka 
gospodarza, poprzez poznawanie mechanizmów zwijania białek, konstrukcję białek fuzyj­
nych i układów koekspresyjnych, po konieczność ulepszania metod oczyszczania i renatu- 
racji białek. Obecnie Escherichia coli jest najbardziej zdefiniowanym i najtańszym syste­
mem biosyntezy białka. Z bogactwem dostępnych i wypróbowanych mutantów najlepiej się 
nadaje do ekonomicznego testowania nowych konstrukcji genowych i podejmowania prób 
zwiększania skali produkcji rekombinowanych białek.

WPROWADZENIE

Systemy ekspresji rekombinowanych białek w komórkach pro- i eukariontów 
opracowuje się by tanio, szybko i bezpiecznie produkować duże ilości białka lub 
enzymu, który można łatwo oczyścić. Oprócz systemów, których gospodarzem 
jest E. coli, do najpopularniejszych należą: Bacillus subtilis oraz Saccharomyces ce- 
revisiae i Pichia pastoris [1]. N adprodukcja białek w komórkach ssaków i owadów 
ogranicza się do skali laboratoryjnej ze względu na drogie podłoża do hodowli. 
Zwierzęta i rośliny transgeniczne znajdują zastosowanie w produkcji rekombi­
nowanych białek na dużą skalę, lecz początkowy koszt uzyskania, w przypadku 
zwierząt, a w  przypadku roślin spełnienia wym ogów bezpieczeństwa, zw iąza­
nych z nierozprzestrzenianiem może być wysoki [2], Rekombinowane białka 
warto zatem produkować w systemach eukariotycznych wtedy, gdy nie można 
ich otrzymać w systemach ekspresyjnych E. coli ani w  układach drożdżowych.

Systemy ekspresyjne E. coli ze  względu na dobrze poznaną sekwencję geno­
mu, najlepiej zdefiniowany układ transkrypcyjny i translacyjny, duży wybór 
opisanych promotorów, replikonów oraz m utantów, łatwość ich samodzielnego 
przygotowania, a także możliwość prowadzenia hodowli w tanich pożywkach i 
z wykorzystaniem  tak prostych czynników selekcyjnych jak antybiotyki, są naj­
częściej stosowane do nadprodukcji rekombinowanych białek. Trudności nadal 
sprawiają białka bardzo duże, zawierające liczne mostki dwusiarczkowe, liczne 
niesparowane grupy tiolowe oraz takie, które wymagają modyfikacji potransla- 
cyjnych. W komórkach E. coli z powodzeniem  produkuje się interferon, albumi­
nę człowieka, horm ony w zrostu i prawie wszystkie rekom binowane enzymy dla 
diagnostyki i biologii molekularnej [3].

WARUNKI HODOWLI ESCHERICHIA COLI

Od w arunków  w jakich prow adzi się hodowlę E. coli zależy to jaką ilość re- 
kombinowanego białka można uzyskać, w  jaki sposób i jakiej jakości produkt 
będzie m ożna oczyścić. Ponieważ nadprodukcja białek w formie ciał inkluzyj- 
nych, wym aga ich denaturacji i ponownego zwijania, co bywa skomplikowane, 
a na większą skalę zbyt kosztowne, dąży się do uzyskania produktu  w formie 
rozpuszczalnej. Poza doborem w arunków  hodowli ważne jest również coraz 
lepsze poznawanie mechanizmów zwijania białek, roli białek opiekuńczych i 
izomeraz w tym procesie, a także mechanizmów sekrecji, co pozwala na w y­
korzystanie przydatnych m utantów  i zastosowanie koekspresji białek systemu 
sekrecyjnego. Po opracowaniu systemu wydajnego w skali laboratoryjnej po ­
jawia się zadanie zwiększenia skali produkcji. Tylko na rynku amerykańskim 
co roku sprzedaje się około 100 ton wołowego horm onu wzrostu, a w  przy ­
padku produkcji białka o zastosowaniach terapeutycznych produkcję trzeba 
rozpoczynać od kilkudziesięciu kilogramów rocznie [3,4]. Proces zwiększania 
skali nie jest prosty i wym aga dokładnego skalkulowania opłacalności, a to czę­
sto wym usza prowadzenie hodowli o dużej gęstości (HCDC — ang: high celi 
density cultures), przekraczającej 50g suchej masy komórek na litr [g(DCW)l_1]
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(ang: dry celi weight). Żeby planować zwiększanie skali 
trzeba bardzo dobrze poznać fizjologiczne uw arunkow a­
nia dynamiki wzrostu i metabolizmu E. coli w  warunkach 
nadprodukcji określonego białka. Mimo ograniczeń, które 
trzeba przezwyciężyć, takich jak gorsza w ym iana gazowa 
i cieplna, inhibicja substratowa i gromadzenie się substan­
cji hamujących wzrost (koszt dializy bywa za wysoki), ta ­
kie podejście często się w  końcu opłaca. Niektóre składniki 
pożywek hamują wzrost komórek E. coli kiedy występują 
w  zbyt wysokich stężeniach, stąd proste zwiększenie stę­
żenia składników pokarmowych nie daje dobrych efektów. 
Przykłady granicznych stężeń niektórych składników po­
żywek: glukoza (50 g/l), amoniak (3 g /l), żelazo (1,15 g /l), 
magnez (8,7 g /l), fosfor (10 g /l), cynk (0,038 g /l)  [4], Nie 
jest proste odniesienie w arunków  produkcji białka w  kolbie 
do fermentora, gdzie w warunkach hodowli o dużej gęsto­
ści trzeba uzupełniać składniki pożywki, kontrolować pH, 
natlenienie i wymianę cieplną, a jeśli to konieczne, usuwać 
powstające substancje hamujące wzrost. Jako uzupełniające 
źródło azotu można stosować np. wodorotlenek am onu by 
jednocześnie kontrolować pH  pożywki. Największe gęsto­
ści E. coli jakie udało się uzyskać dla szczepów B to 174 g(D- 
CW jl'1, w  warunkach dializowanej hodowli, gdzie źródłem 
węgla był glicerol. Zwiększanie gęstości hodowli E. coli po­
wyżej 200 g(DCW)H nie ma już sensu. Przy takich gęsto­
ściach następuje gwałtowny wzrost lepkości hodowli. Przy 
400 g(DCW)H, jeśli przyjąć, że średnia cylindryczna kom ór­
ka ma 3 pm  długości i 1 pm  średnicy, pożywka stanowi już 
tylko 25% objętości hodowli. Jednym z największych pro ­
blemów związanych z kulturam i E. coli o dużej gęstości jest 
produkcja octanu, która pojawia się zwykle w warunkach 
ograniczonego natlenienia lub nadm iaru glukozy. N adm iar 
glukozy powoduje, że bakterie produkują octan nawet w 
warunkach tlenowych na skutek wy sycenia szlaku kwasów 
trikarboksylowych. Stężenie octanu przekraczające 5 g / l  w 
pH  = 7,0 już hamuje wzrost komórek E. coli. Uprotonowa- 
ny octan blokuje produkcję ATP zmniejszając udział ApH 
w sile protonomotorycznej. To skutkuje zaham ow aniem  re­
plikacji, transkrypcji i translacji. Octan powstaje także kiedy 
tempo wzrostu jest za wysokie — najczęściej rzędu 0,2-0,35 
h 1, ale zależy to od składu pożywki i od szczepu. Problem 
ham owania biosyntezy białka przez nadm ierną produkcję 
octanu rozwiązuje się przez ograniczenie źródeł C i N  [4,5]. 
Kiedy źródłem węgla jest glicerol, octan zwykle nie pow sta­
je, praw dopodobnie z pow odu powolnego pobierania glice­
rolu i spowolnienia przepływ u węgla przez szlak glikolizy. 
Czasami wystarczy obniżenie tem peratury, co zmniejsza 
tempo wzrostu i zapotrzebowanie na tlen, a jednocześnie 
ogranicza powstawanie ciał inkluzyjnych. W niektórych 
przypadkach, zależnie od nadprodukow anego białka, 
w arto pożywkę uzupełnić odpowiednim i aminokwasami 
— np. glicyną czy metioniną. Mutacje genów Ack (kinazy 
octanowej) lub Pta (fosfotransacetylazy acetylo-CoA), które 
zaangażowane są w uwalnianie octanu z acetylo-CoA rów ­
nież pozwalają na ograniczenie akumulacji octanu. M utan­
ta pta wykorzystano z powodzeniem  w w arunkach gęstej 
hodowli do nadprodukcji ludzkiej interleukiny 2 i lipazy. 
M ożna też ograniczyć pobieranie glukozy stosując jej ana­
log — nietoksyczny kompetycyjny inhibitor pobierania glu­
kozy — metylo-a-glukozyd. Czynnikiem ograniczającym 
wzrost w HDCD bywa także stężenie tlenu. W stanie na­

syconym ilość tlenu rozpuszczonego w wodzie o tem pera­
turze 25°C wynosi 7 m g/litr. Jego ilość w  hodowli należy 
zwiększyć — przez napowietrzanie (zastosowanie czystego 
tlenu nie jest tanie), szybkie mieszanie pożywki. Czasami 
stosuje się hodowlę pod zwiększonym ciśnieniem lub ko- 
ekspresję hemoglobiny. Dobre mieszanie pożywki zapew ­
nia jednorodność produktu  — wszystkie komórki powinny 
mieć jednakowy dostęp do tlenu i do uzupełnianych skład­
ników pożywki. Stężenie C 0 2 ma w pływ  na tempo wzrostu 
HCDC, ponieważ jego cząstkowe ciśnienie większe niż 0,3 
atm zmniejsza tempo w zrostu E. coli i powoduje grom adze­
nie się octanu. Najbardziej kontrolowane warunki wzrostu 
uzyskuje się stosując wykładnicze uzupełnianie pożywki, 
dostosowane do logarytmicznego tempa podziałów komó­
rek. W hodowlach o dużych gęstościach problemem staje 
się nawet metaboliczna produkcja ciepła [4], Trzeba pam ię­
tać, że już wydajna replikacja plazm idu w komórce jest stre­
sem, a nadprodukcja rekombinowanego białka w prow adza 
„molekularne zamieszanie", które objawia się zmianą tem ­
pa podziałów, w zrostu i metabolizmu komórki w wyniku 
gwałtownej utraty energii i zapasu substancji niskocząstecz- 
kowych. Stężenie białka w komórce E. coli w aha się od 200- 
300 m g/m l. N adm ierna produkcja heterologicznego białka 
często kończy się powstawaniem  ciał inkluzyjnych lub (i) 
jego częściową degradacją [6].

WYBÓR PROMOTORA

Promotor powinien być indukowany i pozwalać na w y­
dajną produkcję rekombinowanego białka, tak by jego ilość 
w krótkim czasie mogła osiągać 10-30% całkowitego biał­
ka komórki. Podstawowa ekspresja z takiego promotora 
(bez indukcji) powinna być jak najmniejsza. Powinien być 
łatwo indukow any — fizycznie lub chemicznie, z wyko­
rzystaniem prostego induktora, jak L-arabinoza lub IPTG. 
Ponieważ IPTG jest toksyczny, nie zawsze można go stoso­
wać, np. do produkcji białek o zastosowaniach leczniczych. 
Indukcja termiczna jest prosta, ale szczep powinien mieć 
zm utow any gen rpoH, inaczej przy zmianie tem peratury zo­
stanie w zbudzona ekspresja białek opiekuńczych i proteaz. 
Najpopularniejsze systemy do ekspresji białek w E. coli w y­
korzystują specyficzną transkrypcję z udziałem polimerazy 
RNA faga T7, której gen pod kontrolą promotora lac można 
indukować za pomocą IPTG. Najczęściej wykorzystywane 
są plazmidy pET (Novagen) — aktualnie ponad 40 wersji. 
W roku 2003 ponad 90% struktur zdeponowanych w PDB 
(Protein Data Bank) było wynikiem nadprodukcji białek w 
tym systemie [7].

Ekspresja w  systemie pET najczęściej polega na tym, że 
genom gospodarza ma w budow any fragment genomu faga 
(ADE3), zawierający gen polimerazy RNA faga T7, pod kon­
trolą prom otora ZacUV5. Chociaż promotor /ć?cUV5 jest mniej 
wrażliwy na regulację przez cAMP-CRP niż prom otor lac, 
dodatek glukozy do pożywki w ilości 1% ogranicza poziom 
cAMP i wzmacnia jego represję. Białko LacI lub jego 10 razy 
bardziej skuteczny m utant Laclq jest represorem prom otora 
lacUV5 i hybrydowego prom otora T7 /  lac, znajdującego się 
na plazmidzie ekspresyjnym. Gen lacl naturalnie w ystępu­
je na chromosomie E. coli, a w niektórych systemach także 
na plazmidzie ekspresyjnym — zawierają go wektory pET 
i ich pochodne. Kiedy IPTG wiąże się z Lacl, tetrameryczny
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Rycina 1. Indukcja ekspresji genu z prom otorem  T7 za pomocą IPTG w  systemie 
pET (Novagen).

represor uwalnia promotor polimerazy RNA T7 i hybrydo­
w y prom otor na plazmidzie ekspresyjnym, co uruchamia 
transkrypcję i translację polimreazy T7. Powstała polimera- 
za RNA T7 rozpoznaje prom otor T7 — unikalną 20-nukle- 
o tydow ą sekwencję (TAATACGACTCACTATAGGG) pla­
zm idu  ekspresyjnego i rozpoczyna transkrypcję z szybko­
ścią osiągającą 230 n t / s  — prawie pięciokrotnie szybciej niż 
polim eraza RNA E. coli (50 nt s '1). Śladowy (podstawowy) 
poziom  ekspresji polimerazy RNA T7 jest dodatkowo eli­
m inow any przez koekspresję lizozymu T7 — naturalnego 
inhibitora polimerazy RNA T7 z plazm idu pLysS (silent) lub 
pLysE (expressed). Ramka odczytu lizozymu na tych dwóch 
plazm idach ma różną orientację — zgodną (pLysE) lub od­
w róconą (pLysS) w stosunku do promotora Tc -  indukow a­
nego przez tetracyklinę [7] (Ryc. 1).

WYBÓR SZCZEPU ESCHERICHIA COLI

Do nadprodukcji białek w systemach zależnych od poli­
merazy RNA faga T7 najczęściej wybieramy odpowiednie 
szczepy typu (DE3). Szczepy trxB /gor — zapewniają śro­
dow isko dla powstawania mostków dwusiarczkowych w 
cytoplazmie, np. szczep Origami (Novagen). Szczep E. coli 
Turner (Novagen) ma uszkodzony gen permeazy laktozy — 
lacY, co pozwala na płynną regulację ekspresji rekombino- 
w anych białek w tym systemie stężeniem IPTG. Jest to przy­
datne gdy obniżenie poziomu produkcji rekombinowanego 
białka pozw ala uzyskać produkt o lepszej rozpuszczalności
i aktywności. Szczepy Rosetta i Rosetta-gami (Novagen) z 
p lazm idam i pLysRARE pozwalają na ekspresję heterolo- 
gicznych białek, których ramki odczytu zawierają rzadko 
w ykorzystyw ane u E. coli kodony, np. AGA.

Szczepy C41(DE3) i C43(DE3) to m utanty przeznaczone 
do ekspresji białek błonowych, które w  innych szczepach 
tw orzą ciała inkluzyjne. W warunkach nadprodukcji białka 
dochodzi raczej do proliferacji błon, aniżeli do powstawania 
ciał inkluzyjnych. Zwiększoną stabilność mRNA zapewnia­
ją szczepy BL21, posiadające mutację me 131.

W przypadku  białek silnie toksycznych, gen polimerazy 
T7 w prow adza się infekując szczepy, które nie posiadają

genu polimerazy RNA T7 (np. BL21, BLR) bakteriofagiem 
ACE6. BLR to pochodna BL21 z uszkodzonym  genem recA 
co pozwala na utrzym anie i stabilną ekspresję genu z se­
kwencjami powtórzonymi, a B834 ma uszkodzone geny 
proteaz lon i ompT. Infekcja hodowli fagiem ACE6 w prow a­
dza konstytutywnie eksprym owany gen polimerazy RNA 
faga T7. Nie dochodzi do lizy komórek, a w  ciągu 2-3 go­
dzin można uzyskać do 200 mg rekombinowanego białka z 
1 litra hodowli [8],

REPLIKON

Gen służący do nadprodukcji rekombinowanego białka 
najczęściej włącza się do plazm idu o niskiej liczbie kopii, 
zwykle zawierający replikon ColEl lub p l5A , aby jego re­
plikacja nie obciążała nadmiernie metabolizmu komórki.

Ścisła kontrola liczby kopii plazm idu ekspresyjnego po­
zwala także na ograniczenie śladowej ekspresji w prow a­
dzonego genu przed indukcją. Plazmid ekspresyjny pET- 
coco (Novagen), dzięki zastosowaniu elementów replikonu 
episomu F — onS i repE, a także elementów cis parABC, 
zapewniających rozdział plazm idów między komórki po ­
tomne, może być przed indukcją utrzym yw any w  liczbie 1 
kopii na komórkę w pożywce LB zawierającej 0,2% D-glu- 
kozę. Przed indukcją ekspresji wprow adzonego genu m oż­
na zwiększyć liczbę kopii plazm idu przez dodanie do po­
żywki L-arabinozy (0,01%), co powoduje, że replikator TrfA 
urucham ia miejsce początku replikacji on'V i liczba kopii 
plazm idu w komórce zwiększa się do 20-50. Zastosowanie 
takiego wektora w szczepie Turner pozwala na testowanie 
bardzo szerokiego zakresu poziomu ekspresji w prow adzo ­
nego genu [9].

Otrzymanie wieloenzymatycznego kompleksu czy bada­
nie oddziaływań białko-białko może wymagać koekspresji 
dwóch białek, podobnie, uzyskanie aktywnego, praw idło­
wo zwiniętego białka może wymagać jego koekspresji z 
białkiem opiekuńczym. Ramki odczytu umieszcza się albo 
na jednym  wektorze typu Duet (Novagen) (Tab. 1), albo na 
kilku, których replikony należą do różnych grup niezgod­
ności (Tab. 2). Dzięki możliwości utrzym ania w komórce 
£. coli jednocześnie 4 z pięciu wektorów typu Duet możli­
wa jest koekspresja nawet ośmiu białek [10].

Tabela 1. Replikony p lazm idów  w  system ach ekspresyjnych E. coli, na  podstaw ie 

katalogu N ovagen 2006/2007.

Plazmid(y) Replikon
(pochodzenie)

Liczba kopii

pET (all) 
pETDuetTM-1

ColEl (pBR322) -40

p ACY CDuetTM-1
pLysS
pLysE
pLacI
pRARE

P15A (pACYC184) 10-12

pRSF (all) RSF1030 >100

pCDF (all) CloDF13 20-40

pETBlueTM (all) 
pTriExTM (all)

ColEl (pUC) >500

pETcoco (all) M ini-F/RK2 (2) 
(pBeloBACll, RK2)

1, am pliikow alny 
do -40

pCOLADuetTM-1 ColA -20-40
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Kiedy warunki nadprodukcji i sposób oczyszczania re- 
kombinowanego białka są już dopracowane, warto pom y­
śleć o trwałym  zabezpieczeniu hodowli, której skala ma być 
powiększona przed pojawianiem się segregantów nie posia­
dających w prowadzonego genu. Jednym ze sposobów jest 
zbudow anie takiej konstrukcji genetycznej cis (locus par ABC 
plazm idu Rl, j.w. lub ccdAB plazm idu F) lub trans (komple- 
mentacja uszkodzenia niezbędnego genu na chromosomie 
supresorem  kodowanym przez plazmid), w  której utrata 
plazm idu spowoduje śmierć komórki, a innym  — ustabili­
zowanie szczepu przez wbudow anie jednej lub kilku kopii 
genu do chromosomu [7].

STABILNOŚĆ I SEKWENCJA NUKLEOTYDOWA mRNA

Okres półtrw ania mRNA w kom órkach E. coli w ynosi od 
kilku sekund do 20 minut. W ydajne w iązanie rybosom ów 
zwiększa stabilność mRNA, a zmniejsza w ystępow anie 
struk tu r drugorzędow ych i końca poli-A. W kom órkach E. 
coli za poliadenylację odpow iadają dwie poliadenylujace 
polim erazy RNA: PAPI i PAPU, a za degradację, przede 
wszystkim  dwie egzonukleazy: RNaza II i PNPaza i endo- 
rybonukleaza RNaza E. Poliadenylacja ułatw ia degradację 
mRNA z udziałem  RNazy II i PNPazy. Koniec 5' mRNA 
nie pow inien zawierać sekwencji tworzących struktury  
spinki do włosów, co może u trudnić  w iązanie rybosom u 
i przyspieszyć jego degradację. Chociaż udaje się stabili­
zować koniec 5' mRNA przez w prow adzenie  struktury  
spinki do włosów (przykład ompA), nie może ona zaw ie­
rać niesparow anych nukleotydów  po stronie 5'. S trukturę 
spinki do włosów z pewnością w arto umieścić w  rejonie 
3'-UTR. Na obydw u końcach mRNA m ożna umieścić do ­
datkow e sekwencje stabilizujące — np. om pA  na końcu 5' 
lub GFP na końcu 3'. Nie jest jednak znana uniw ersalna se­
kwencja lub struktura  zwiększająca stabilność wszystkich 
mRNA [6,7].

W rejonie inicjacji translacji m usi się znaleźć miejsce 
w iązania rybosom u zawierające sekwencję Shine-Dalgar- 
no (SD: UAAGGAGG) położone 7±2 nt powyżej kodonu 
AUG. Jeśli ma dojść do wydajnej inicjacji translacji rejon 
ten m usi być bogaty w reszty A i T, a p ierw szym  nukle- 
otydem  za kodonem  AUG pow inna być adenina. Jeśli se­
kwencja SD wchodzi w  skład s truk tur Il-rzędow ych na 
końcu 5' mRNA, silnie zmniejsza się wydajność inicjacji 
translacji. Zmniejszenie odległości m iędzy SD a kodonem  
AUG do 4 nt lub zwiększenie powyżej 14 n t także znacznie 
osłabia wydajność inicjacji translacji. Należy pamiętać, że 
około 8% miejsc inicjacji translacji E. coli to kodony GUG, 
UUG lub AUU [6,7].

Wydajność inicjacji translacji może istotnie wzmocnić se­
kwencja DB (ang: downstream box) położona tuż poniżej ko­
donu AUG, jeśli jej konsensus: 5'-AUGAAUCACAAAGUG- 
3' zawiera zasady kom plem entarne do zasad 1469-1483 16S 
rRNA. Wzmacniający efekt tej sekwencji jest zależny od 
właściwego działania sekwencji SD i utrzymuje się w zakre­
sie przesunięć początku DB od pozycji +1 do +6 sekwencji 
kodującej [6,7,11].

Poniżej sekwencji kodującej powinno się znajdować 
miejsce terminacji transkrypcji (palindromowa sekwencja 
tworząca strukturę spinki do włosów), co popraw ia stabil­
ność mRNA. Najlepiej jeśli to są dw a kolejne kodony stop 
zaczynające się tetranukleotydem UAAU ponieważ u E. coli 
najskuteczniejszym kodonem  stop jest kodon UAA, zw łasz­
cza kiedy występuje po nim reszta U. Częstość w ykorzysta­
nia poszczególnych kodonów w komórce E. coli dokładnie 
odpow iada poziomowi poszczególnych aminoacylo-tRNA 
w cytozolu [12]. Jeśli zatem ramka odczytu zawiera liczne 
kodony, które rzadko występują w  sekwencjach kodujących 
genów E. coli, jej ekspresja obniża się, ponieważ dochodzi 
do substytucji (np. arginina jest zastępowana lizyną), p rze ­
sunięć ramki odczytu, a nawet przeskoku dwóch kolejnych 
kodonów argininowych AGA albo przedwczesnej term i­
nacji translacji. Ramka odczytu nie powinna też zawierać 
kolejno po sobie występujących kodonów lizyny AAG, od ­
czytywanych przez tRNALysUUU [13,14].

Dane dotyczące częstości wykorzystywania poszcze­
gólnych kodonów u różnych organizmów m ożna znaleźć 
na stronie Codon Usage Database: www. kazusa.or.jp/co- 
d o n / . Są to dane statystyczne, których istotność zależy od 
liczby zsekwencjonowanych genów organizmu i właściwe­
go określenia sekwencji kodujących.

STABILNOŚĆ I STRUKTURA PRODUKTU TRANSLACJI

Na stabilność rekombinowanych białek znaczny w pływ  
ma reszta aminokwasowa występująca bezpośrednio po 
metioninie (w komórkach E. coli — fMet). Od niej zależy 
wydajność usuw ania formylometioniny. W komórkach 
E. coli, takie cięcie jest katalizowane przez am inopeptyda- 
zę metioninową. Jeżeli zaraz po f-Met występuje reszta His, 
Gin, Glu, Phe, Met, Lys, Tyr, Trp lub Arg, cięcie następuje 
z wydajnością rzędu 16%. W pozostałych przypadkach for- 
mylometionina jest odcinana z wydajnością 97%. Jeżeli po 
odcięciu f-Met pierwszą resztą jest: Arg, Lys, Phe, Leu, Trp 
albo Tyr, okres półtrwania białka w komórce E. coli w ynosi 
zaledwie 2 minuty, podczas gdy w pozostałych p rzy p ad ­
kach dochodzi do 10 godzin. Najgorsza sytuacja ma miejsce 
kiedy za metioniną występuje reszta leucyny, w tedy istnieje 
wysokie praw dopodobieństw o odcięcia formylometioniny 
(powyżej), a powstały polipeptyd posiadający na am ino­
w ym  końcu leucynę, ulega szybkiej proteolizie. By uniknąć 
takiej sytuacji, należy wziąć pod uwagę możliwość zm iany 
sekwencji aminokwasowej końca N lub umieszczenie do ­
datkowej domeny przed Met-Leu [14].

Jeśli p rodukt translacji rekombinowanego białka m a 
oryginalny koniec karboksylowy należy zwrócić uw agę by 
jego sekwencja aminokwasowa nie była zbyt podobna do 
peptydu ANDENYALAA, syntetyzowanego w komórkach 
E. coli na końcach przedwcześnie terminowanych łańcu­
chów polipeptydowych, powstałych w wyniku translacji 
uszkodzonych mRNA, które nie posiadają kodonów  stop. 
Sekwencje prokariotycznych peptydów, będących znaczni­
kami uszkodzonych produktów  translacji można znaleźć na 
stronie tmRNA D atabase:: / / w w w .ag .auburn .edu /m irro r/ 
tmRDB/.
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ROZPUSZCZALNOŚĆ NADPRODUKOWANEGO BIAŁKA

To, czy w wyniku nadekspresji można otrzymać duże 
ilości rozpuszczalnego i dobrze zwiniętego, a zatem aktyw­
nego białka zależy od kilku czynników. Zwykle tym trud ­
niej im rekombinowany polipeptyd jest dłuższy, im więcej 
zawiera skrętów, reszt proliny, cysteiny i reszt hydrofobo­
wych, a także od tego czy do prawidłowego zwijania może 
dojść bez odpowiednich białek opiekuńczych i bez modyfi­
kacji potranslacyjnych i czy w komórce E. coli jest podatny 
na proteolizę. Dła zwiększenia wydajności translacji i pra ­
widłowego zwijania w E. coli, a także po to żeby zwiększyć 
rozpuszczalność rekombinowanych białek, na końcu N 
dołącza się białko wiążące maltozę — MBP (40kDa), NusA 
(54,8 kDa) lub IF2(17,4 kDA). Indeks rozpuszczalności biał­
ka w  cytosolu E. coli m ożna wyliczyć na stronie: www.bio- 
tech.ou.edu. Jest to tylko kalkulacja, która spraw dza się dla 
większości białek [15].

Do nadprodukcji krótkich peptydów, których rozpusz­
czalne produkty ekspresji są toksyczne lub szybko degra­
dowane, wykorzystuje się N-końcowy, silnie hydrofobowy 
fragment bakteryjnej izomerazy ketosteroidowej, który w 
komórkach E. coli ulega wydajnej translacji (peptyd KSI; 
pET-31b, Novagen). Umieszcza się go na końcu N takiego 
peptydu lub jego tandemowych powtórzeń (wtedy należy 
stosować szczep BLR, Novagen). Produkt zostanie zdepo­
nowany w postaci ciał inkluzyjnych [16]. Oczyszczanie bia­
łek które tworzą ciała inkluzyjne na większą skalę zwykle 
się nie opłaca, jednak niektóre enzymy deponowane w  tych 
porowatych strukturach zachowują aktywność, a inne po 
solubilizacji ciał inkluzyjnych w obecności soli chaotropo- 
wych, w środowisku redukującym można zrenaturować. 
Ciała inkluzyjne powstają w wyniku znacznego nagrom a­
dzenia białek (>50% całkowitego białka komórki) łatwo 
wchodzących w „niespecyficzne" oddziaływania hydrofo­
bowe. Zwykle ponad 90% masy ciał inkluzyjnych stanowi 
nadprodukow ane białko, które nie uzyskało właściwej kon­
formacji ze względu na proteolizę, niemożność utworzenia 
mostków dwusiarczkowych, brak modyfikacji potranslacyj­
nych czy nieobecność odpowiednich białek opiekuńczych. 
W skład ciał inkluzyjnych wchodzą także białka opiekuńcze 
E. coli: GroEL, DnaK, IbpA i IbpB, które uczestniczą w ich 
solubilizacji in vivo, w warunkach zahamowanej biosyntezy 
białka.

Pow staw anie ciał inkluzyjnych m ożna ograniczyć 
przez zm ianę w arunków  hodow li (składu pożywki, tem ­
peratury, obniżenie poziom u ekspresji — szczep Turner), 
zastosow anie koekspresji izom eraz prolilowych lub disul- 
fidowych (DsbA i DsbC), a także wysoko lub niskoczą- 
steczkowych białek opiekuńczych. Ograniczenie proteoli- 
zy w ym aga stosow ania szczepów z defektyw nym i gena­
mi proteaz lub z uszkodzonym  system em  odpow iedzi na 
szok termiczny. W przypadku  „trudnych" białek o cha­
rakterze hydrofobow ym  dobre efekty przynosi stosow a­
nie szczepów C41(DE3) lub C43(DE3) pochodzących od 
BL21(DE3), w których m ożna produkow ać białka błono­
we, poniew aż w w yniku nadekspresji dochodzi raczej do 
proliferacji w ew nętrznych błon aniżeli do pow staw ania  
ciał inkluzyjnych [17],

Uzyskanie wydajnej nadprodukcji heterologicznego 
białka w  E. coli, w formie rozpuszczalnej, mimo że układ 
jest najlepiej poznany wym aga zwykle w ypróbow ania kil­
ku różnych konstrukcji, w różnych w arunkach hodowli, z 
zastosowaniem różnych szczepów albo podjęcia prób solu­
bilizacji renaturacji i doczyszczenia białka zdeponow anego 
w ciałach inkluzyjnych. W tym ostatnim przypadku trzeba 
podjąć jeszcze więcej prób, optymalizując tempo renatura ­
cji, pH  zastosowanego buforu, tem peraturę, siłę jonową, za­
stosowanie detergentu i jego stężenie, soli chaotropowych, 
czynników redukujących, związków chelatujących, jonów 
metali czy niskocząsteczkowych dodatków  ułatwiających 
zwijanie, jak np. glicyna albo L-arginina. Ponad 600 proto ­
kołów renaturacji białek z solubilizowanych ciał inkluzyj­
nych można znaleźć w  bazie danych REFOLD: h t tp : / / r e -  
fold.med.monash.edu.au. W oparciu o te dane opracowano 
96-dołkowy system iFOLD (Novagen) pozwalający na szyb­
kie wyszukanie w arunków  renaturacji rekombinowanego 
białka zbliżonych do optymalnych [18],

SEKRECJA DO PRZESTRZENI PERIPLAZMATYCZNEJ

Cytosol E. coli to środowisko redukujące, gdzie nie do­
chodzi do powstawania mostków dwusiarczkowych. Za­
obserwowano to na przykładzie alkalicznej fosfatazy, która 
zostaje właściwie zwinięta dopiero w przestrzeni peripla- 
zmatycznej. W cytosolu E. coli nie są właściwie zwijane 
również te białka, które w natywnej konformacji zawierają 
liczne, niesparowane reszty cysteiny. W takich przypad ­
kach mamy do wyboru albo pozostać przy ekspresji białka 
w  cytosolu i stosować szczepy z uszkodzonym  systemem 
tioredoksyny (trxB) (szczep AD494, Novagen) lub także 
glutaredoksyny (trxB/gor) (Origami, Novagen), zastosować 
koekspresję izomerazy disulfidowej DsbC pozostającej w 
cytosolu, albo zdecydować się na ekspresję rekom binowa­
nego białka kierowanego do przestrzeni periplazmatycznej. 
W tym celu, na końcu N dołącza się peptyd sygnałowy roz­
poznaw any przez translokazę Sec. Podczas translokacji jest 
on odcinany przez proteazę związaną z w ew nętrzną błoną, 
której centrum  aktywne znajduje się po stronie periplazm a­
tycznej. Najczęściej stosowane peptydy sygnałowe pocho­
dzą z genów ompT, ompA, pelB (pET22b), phoA, malE, lamB 
i z p-laktamazy. Zwykle składają się z 18-30 reszt amino- 
kwasowych: dwóch lub większej liczby reszt zasadowych 
na końcu aminowym, siedmiu reszt budujących hydrofobo­
wy rdzeń i hydrofilowego końca C, rozpoznawanego przez 
proteazę. Hydrofilowy koniec zawiera zwykle małe reszty 
(Ala, Gly lub Ser) w pozycjach od -1 do -3 (jeśli +1 to pierw ­
sza pozycja dojrzałego białka), poprzedzone w pozycji -6 
resztą łamiącą helisę (Pro lub Gly) [17,19].

N iektóre białka tw orzą ciała inkluzyjne także w peri- 
plazm ie, stąd, p rzyda tna  byw a koekspresja izom eraz di- 
sulfidowych, eksportow anych  do tego przedziału . Inne 
zalety to mniejsze ryzyko proteolizy, łatw e uw olnienie 
p ro d u k tu  z tego przedzia łu  przez szok osm otyczny i 
mniejsza pu la  białek na początku oczyszczania. System 
wykorzystujący sekrecję nadprodukow anego  białka do 
perip lazm y m a także w ady. Może on w ym agać ogran i­
czonej nadekspresji, by system  sekrecji nie został zablo-
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Tabela 2. Zastosowanie wektorów Duet i szczepów do koekspresji od czterech do ośmiu rekombinowanych białek, na podstawie katalogu Novagen 2006/2007.

O dpow iednie kombinacje w ektorów Rekombinowane
białka
(liczba)

G rupa
odpow iednich
szczepów

W ektor 1 W ektor 2 W ektor 3 W ektor 4

pETDuet™ -l (AmpR) pACYCDuet™ -l (CamR) pRSFDuet™ -l lub 
pCOLADuet™ -l (KanR)

pCDFDuet™- 
1 (SmR)

8 A

pRSFDuet™ -l lub 
pCOLADuet-1 (KanR)

pCDFDuet-1 (SmR) pACYCDuet-1 (CamR) żaden 6 A

pETDuet-1 (AmpR) pACYCDuet-1 (CamR) pRSFDuet-1 lub 
pCOLADuet-1 (KanR)

żaden 6 A

pACYCDuet-1 (CamR) pRSFDuet-1 łub 
pCOLADuet-1 (KanR)

żaden żaden 4 A

pETDuet-1 (Am pR) pACYCDuet-1 (CamR) pCDFDuet-1 żaden 6 B

pETDuet-1 (Am pR) pACYCDuet-1 (CamR) żaden żaden 4 B

pACYCDuet-1 (CamR) pCDFDuet-1 (SmR) żaden żaden 4 B

pETDuet-1 (AmpR) pRSFDuet-1 lub 
pCOLADuet-1 (KanR)

pCDFDuet-1 (SmR) żaden 6 C

pETDuet-1 (AmpR) pRSFDuet-1 lub 
pCOLADuet-1 (KanR)

żaden żaden 4 C

pRSFDuet-1 lub 
pCOLADuet-1 (KanR)

pCDFDuet-1 (SmR) żaden żaden 4 C

pETDuet-1 (Am pR) pCDFDuet-1 (SmR) żaden żaden 4 d  m
G rupy szczepów 

G rupa A

B834(DE3)
BL21(DE3)
BLR(DE3)
HMS174(DE3)
NovaBlue(DE3)
Origami™  2(DE3)*
Tuner™  (DE3)

G rupa B G rupa C G rupa D

B834(DE3) B834(DE3) B834(DE3) Rosetta-gami (DE3)*
BL21(DE3) B834(DE3)pLysSt B834(DE3)pLysS Rosetta-gami (DE3)pLysS*
BLR(DE3) BL21(DE3) BL21(DE3) Rosetta-gami 2(DE3)*
HMS174(DE3) BL21(DE3)pLysSt BL21 (DE3)pLysS Rosetta-gami 2(DE3)pLysS*
NovaBlue(DE3) BLR(DE3) BLR(DE3) Rosetta-gami B(DE3)
Origami(DE3) * BLR(DE3)pLysSt BLR(DE3)pLysS Rosetta-gami B(DE3) pLysS
O rigami 2(DE3)* HMS174(DE3) HMS174(DE3) Tuner(DE3)
Origam i B(DE3) HMS174(DE3)pLysSt HMS174(DE3)pLysS Tuner(DE3)pLysS
Tuner (DE3) NovaBlue(DE3) NovaBlue(DE3)

O rigam i 2(DE3)* Origami (DE3)*
O rigam i 2(DE3) pLysS*t Origam i (DE3) pLysS*
Rosetta™ (DE3) Origami 2(DE3)*
Rosetta (DE3)pLysSt Origam i 2(DE3)pLysS*
Rosetta 2(DE3) Origam i B(DE3)
Rosetta 2(DE3)pLysSt Origami B(DE3)pLysS
RosettaBlue™(DE3) Rosetta(DE3)
RosettaBlue(DE3)pLysSt Rosetta (DE3) pLysS
Rosetta-gami™  2(DE3)* Rosetta 2(DE3)
Rosetta-gami 2(DE3) pLysS*4 Rosetta 2(DE3)pLysS
Tuner (DE3) RosettaBlue(DE3)
Tuner(DE3)pLysSf RosettaBlue(DE3)pLysS

*Szczepy posiadające mutację rpsL, dającą oporność na streptom ycynę; stąd do selekcji rekom binantów  pCDFDuet trzeba używać spektynomycyny. 
+Szczepy zawierające plazm id z replikonem  P15A; przy stosow aniu do koekspresji p lazm idów  pETDuet-1 i pRSFDuet-1, może w ystąpić znaczne 
obniżenie poziom u ekspresji ram ek odczytu w klonow anych do pRSFDuet-1. Taki efekt nie występuje, kiedy zam iast pRSFDuet-1 stosuje się 
w ektor pCOLADuet-1. Oznaczenia oporności na antybiotyki: A m pR, am picylina/karbenicylina; KanR, kanam ycyna; Cam R, chloramfenikol; SmR, 
streptom ycyna/spektynom ycyna. Informacje dotyczące szczepów m ożna znaleźć na stronie: ww w.novagen.com

kow any. M ożna zdecydow ać się na koekspresję sk ładni­
ków system u Sec-SecY i SecE na poziom ie zbliżonym  do 
ekspresji genu rekom binow anego białka. Inny problem  
to łatw e przedostaw anie  się białek z przestrzen i peripla- 
zm atycznej przez zew nętrzną błonę do pożyw ki. System 
nadekspresji z sekrecją do perip lazm y pozw ala czasem 
uzyskać aktyw ną form ę „trudnego" enzym u, lecz ko­
nieczność ograniczenia nadprodukcji i p roblem y z u trzy ­
m aniem  p roduk tu  w  tym  przedziale  czynią system  sekre- 
cyjny mało przydatnym  do produkcji rekom binow anych 
białek na dużą skalę. W ażne jest uzyskanie szczepów  o 
bardzo spraw nym  system ie sekrecji i optym alizacja w a ­

runków  ich hodow li na przykład  w w arunkach  szoku 
osm otycznego, np. z zastosow aniem  takich dodatków  jak 
sorbitol i glicylobetaina [17,19],

ZNACZNIKI UŁATWIAJĄCE OCZYSZCZANIE 
REKOMBINOWANYCH BIAŁEK

Produkcja rekom binow anych białek to często jedyna 
lub najtańsza m etoda otrzym ania hom ogennego p rep a ­
ratu  enzym u, białka, pep tydu , pozwalającego na zbada­
nie jego s truk tu ry  i funkcji, często jedyny sposób, żeby 
enzym  p rodukow any  na potrzeby m edycyny był dobrze
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scharakteryzow any. Jeśli rekom binow ane białko m a być 
narzędziem  w przem yśle, rolnictwie, p rze tw arzaniu  
żywności, biologii m olekularnej — um ożliw ia w pro w a ­
dzenie pożądanych  zm ian struk tu ry  (unieruchom ienie na 
w ybranym  podłożu, popraw ienie odporności na w ym a­
gane w arunk i jak pH, tem peratura , siła jonowa) i funkcji 
(zmiana specyficzności substratow ej czy w prow adzen ie  
now ych możliwości aktywacji lub blokow ania ak tyw no ­
ści itp.).

Żeby osiągnąć powyższe cele trzeba w yprodukow ane 
w kontrolowanych warunkach białko oczyścić jak najszyb­
ciej i z jak największą wydajnością. Dlatego ramki odczytu 
rekombinowanych białek łączy się z sekwencjami kodują­
cymi krótkie peptydy lub całe domeny innych białek, któ­
re pozwalają na oczyszczenie rekombinowanego białka w 
w yniku jednostopniowej chromatografii powinowactwa, 
przeprowadzonej niemal natychmiast po jego uwolnieniu 
z komórki.

Dołączony peptyd nie powinien zmieniać aktywności en­
zymu ani zaburzać jego struktury i powinien się nadawać 
do oczyszczania wielu różnych białek z wykorzystaniem 
tego samego, niedrogiego złoża (nośnik - łącznik -  ligand). 
Jeśli trzeba dodany peptyd usunąć, rekombinowane białko 
musi być tak zaprojektowane, by po lub w trakcie oczysz­
czania można go było odciąć. Oczyszczanie rekombino­
wanych białek na złożu powinno być możliwe w różnych 
warunkach, czyli przy różnym  stężeniu soli, pH, w  obecno­
ści detergentów, czynników chelatujących, redukujących i 
związków chaotropowych. Elucja białka ze złoża powinna 
przebiegać w  łagodnych warunkach tak, by nie dochodziło 
do jego denaturacji na tym etapie. Złoże powinno być trw a­
łe: odporne na modyfikacje chemiczne, proteolizę i pow in­
no się nadawać do wielokrotnego wykorzystania — łatwe i 
skuteczne usuwanie pozostałości oraz regeneracja.

Najbardziej w ypróbow anym  peptydem  dołączanym  
do rekom binow anych białek jest heksapepty  d His }, który 
m ożna umieszczać na końcu N lub C rekom binow anych 
enzym ów , rzadko ham uje ich aktyw ność i jest z pow o­
dzeniem  stosow any w pro- i eukariotycznych układach 
ekspresyjnych.

W roku 1975 po raz pierw szy opisano możliwość w ią ­
zania i oczyszczania białek zawierających reszty h istydy ­
ny, cysteiny i tryp tofanu  na złożach chrom atograficznych 
z unieruchom ionym i jonam i metali przejściowych, takich 
jak Co2+, Ni2+, C u2+ i Z n2+ (IMAC, ang: immobilized metal 
ion chromatography). P ierw szym  użytym  w tym  celu ligan- 
dem  chelatującym  jon m etalu był kwas im inodioctowy. 
Okazało się, że najwydajniej m ożna w ten sposób oczysz­
czać białka zawierające liczne, w ystępujące po sobie resz ­
ty histydyny. Pierścienie im idazolow e h istydyny są w 
pH  fizjologicznym donoram i elektronów  tw orząc koor­
dynacyjne w iązania z unieruchom ionym i jonam i metali. 
Zw iązane białka zawierające trakty reszt h istydyny m oż­
na w ym yć ze złoża obniżając pH  (4,5-5,9) lub stosując 
imidazol (50-500 mM) [20].

W 1987 roku Hochuli opracował sposób wiązania Ni2+ do 
stałego podłoża za pomocą kwasu nitrylotrioctowego (Ni2+-

NTA). Czterowartościowe wiązanie chelatujące jon niklu, 
pozostawia dwie wolne wartościowości, które m ogą być 
wykorzystane do wiązania biopolimerów. Białka z m oty­
wem H is(3) wiążą się wydajnie do takiego złoża tylko w w a­
runkach natywnych, np. w buforach fosforanowych, a H is(6) 
także w wysokim stężeniu soli i w obecności związków cha­
otropowych, takich jak mocznik czy chlorowodorek guani­
dyny. W złożach TALON jon kobaltu jest nieco silniej zwią­
zany ze stałym podłożem — np. sefarozą za pośrednictwem  
karboksymetyloasparaginianu (Co2+-CMA), co zmniejsza 
ryzyko wymycia jonów kobaltu razem z oczyszczanym 
białkiem. Złoża Co2+-CMA pozwalają na elucję związanych 
białek w łagodniejszych warunkach, a jednocześnie pow sta ­
je mniej w iązań niespecyficznych niż na złożach N i2+-NTA. 
Pojemność złóż Ni2+-NTA i Co2+-CMA zwykle mieści się w 
zakresie od 5 do 15 m g białka na lg  złoża.

Jednostopniow a chromatografia na takich złożach po ­
zwala na ponad 95% oczyszczenie białek ze znacznikiem  
H is(6). Wiązanie białek przeprow adza się zwykle w  bufo­
rach zawierających niewielkie stężenia im idazolu — zw y­
kle 5-20 mM, co zabezpiecza przed niespecyficznym w iąza­
niem  białek zawierających mniejszą ilość kolejno w ystępu ­
jących reszt histydyny. W kom órkach E. coli nie w ystępują 
białka z dłuższym i traktam i reszt histydyny. Żeby uniknąć 
izolacji białek, które mogą wiązać się z rekom binow anym  
białkiem-His(h) poprzez mostki dw usiarczkow e w buforach 
do lizy kom órek stosuje się dodatek (3-merkaptoetanolu w 
stężeniu do 20 mM w przypadku  złóż N i2+-NTA, do lOmM 
w przypadku  Co2+-CMA. Dla uniknięcia niespecyficznych 
oddziaływ ań oczyszczanego białka-His(h) z innymi białka­
mi i z kwasami nukleinow ym i stosuje się detergenty (0,1- 
1% Triton X-100 lub 0,5% sarkozynian sodowy), wysokie 
stężenie soli — naw et 2 M NaCl, a w  celu ograniczenia 
oddziaływ ań hydrofobow ych — dodatek etanolu lub gli­
cerolu (do 30%) [20,21].

Na złożach Co2+-CMA, w podobnych w arunkach można 
oczyszczać białka zawierające polihistydynowy znacznik 
naturalnego pochodzenia — tzw. HAT-tag. HAT to 19 ami- 
nokwasowa sekwencja pochodząca z końca N kurzej, mię­
śniowej dehydrogenazy mleczanowej, która ma mniejszy 
ładunek i mniej w pływa na rozpuszczalność rekom binow a­
nych białek niż His(( ). Mocznik osłabia wiązanie peptydu 
HAT do Co2+-CMA bardziej niż chlorowodorek guanidyny 
[15,21],

Strep-tag to nonapeptyd (AWRHPQFGG), wiążący się 
do streptaw idyny w kieszeni, w  której przyłącza się bio- 
tyna, a zatem  biotyna lub jej pochodne są kom petytorem  
wiązania tego pep tydu  ze streptaw idyną. S trep-tag  m oż­
na umieszczać tylko na końcu C rekom binow anych bia­
łek, aby było możliwe utrzym anie m ostka solnego m iędzy 
wolną grupą karboksylową, a resztą Arg streptaw idyny. 
W w yniku poszukiw ań uniw ersalnego pep tydu  nadające­
go się także do um ieszczenia na końcu N rekom binow a­
nych białek wyselekcjonowano strep-tagll (IBA GmBH) o 
sekwencji NWSHPQFEK, który m ożna skrócić do WSH- 
PQFEK (pET 51, Novagen). Taki pep tyd  w ykazuje obni­
żone pow inow actw o do strep taw idyny (KD = 13 pM). W 
w yniku losowej m utagenezy pętli (pozycje od 44-52) znaj­
dującej się w  pobliżu kieszeni strep taw idyny wiążącej bio-
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tynę udało  się wyselekcjonować m utanty  silniej wiążące 
strep-tagll (KD = 1 pM), m utan t 2-44 Glu-Ile, 45 Ser-Gly, 
47 Val-Arg. Tak zm odyfikowana streptaw idyna występuje 
pod hand low ą nazw ą Strep-Tacin (IBA GmBH). Strep-Ta- 
cin w iąże strep-tagll około 100 razy silniej niż streptaw i­
dyna. Strep-tag pozwala na jednostopniow e oczyszczenie 
rekom binow anego białka w  99%, a ze w zględu na neutral­
ny skład reszt am inokw asow ych zwykle nie w pływ a na 
aktyw ność rekom binow anych enzym ów  i zwykle nie ma 
potrzeby usuw ania  tego znacznika. W przeciwieństwie do 
H is-tagu nie pow oduje agregacji i w ytrącania się białek w 
obecności jonów metali ciężkich, a sposób oczyszczania nie 
stw arza zagrożenia w ystępow aniem  param agnetycznych 
zanieczyszczeń uniemożliwiających zastosowanie NMR 
do badania struk tury  oczyszczonego białka. Możliwość 
zastosow ania łagodnych w arunków  wiązania i elucji (2,5 
mM detiobiotyną) pozw ala na oczyszczanie aktywnych 
białek i kom pleksów  wieloenzymatycznych. Strep-tagll 
jest także p rzydatny  do oczyszczania rekom binow anych 
białek błonowych, a największą jego zaletą jest jego „kom- 
plem entarność" z His-tagiem, a mianowicie możliwość 
stosowania związków  chelatujących (EDTA, EGTA) i re­
dukujących (DTT i ß-m erkaptoetanolu — do 50 mM), a 
także um iarkow anych stężeń soli chaotropow ych (GuHCl 
do 1 M), detergentów . 6M mocznik niszczy wiązanie strep- 
tag — Strep-Tacin, lecz nie denaturuje sterptaw idyny [22],

Do złóż Strep-Tacin wiążą się endogenne biotynylowane 
białka, lecz można temu zaradzić stosując bufory ekstrak­
cyjne zawierające awidynę. Kolejną zaletą takiego znacz­
nika jest uniwersalny sposób detekcji rekombinowanego 
białka z wykorzystaniem  streptawidyny i biotynylowanego 
przeciwciała sprzężonego z fosfatazą lub peroksydazą [23].

GFP — znajduje zastosowanie do produkcji rekombi­
nowanych białek błonowych, ułatwia ich oczyszczanie 
poprzez chromatografię oddziaływań hydrofobowych, po­
zwala na m onitorowanie ich ekspresji [24],

PKA — m otyw o sekwencji RRASV (pET33, Novagen), 
fosforylowany przez kinazę białkową A, pozwala na w yzna­
kowanie oczyszczonego białka fosforanem 32P lub 33PyATP 
w obecności kinazy z mięśnia sercowego zależnej od cAMP, 
a następnie detekcję rekombinowanego białka, produktów  
jego modyfikacji i proteolizy w  badanym  ekstrakcie, a także 
oddziaływ ań z innymi białkami [25].

S-tag — to 15-aminokwasowy fragment rybonukleazy A, 
odcinany przez subtylizynę, który silnie wiąże (K = 10_9M) 
pozostałą część RNazy A -  tzw. białko S. Komplementacja 
przywraca aktywność RNazy A, a sztuczny substrat ArU- 
AA z fluoroforem na końcu 5' i z wygaszaczem na końcu 
3' pozwala na technicznie proste wykrycie ilości rekom ­
binowanego białka mniejszych niż 1 fmol oraz określenie 
poziomu ekspresji badanego genu w surowych ekstraktach 
komórkowych [23].

ZAKOŃCZENIE

Systemy nadekspresji genów heterologicznych białek w 
komórkach E. coli są wciąż udoskonalane. Hodowle labora­
toryjne mogą być automatyzowane. Opracowano pożywki

zapewniające autoindukcję (OvernightExpress, Novagen). 
Nadekspresję można zatem szybko optymalizować w coraz 
większej liczbie wariantów. Udało się przezwyciężyć „prze­
ciekanie" ekspresji promotora T7 (pETcoco, Novagen), a 
także opracować technologie wykorzystania wielu, również 
nie wymienionych tu peptydów  do detekcji i oczyszczania 
rekombinowanych białek. Kłopotliwą pozostaje koniecz­
ność stosowania licznych antybiotyków i niestabilność 
wielokrotnych transformantów - stąd trudności w przygo­
towaniu zamrożonych zaszczepek o identycznym mianie. 
Istotne jest dopracowanie niezawodnych sposobów odcina­
nia znaczników i dalsze gromadzenie danych dotyczących 
zwijania i renaturacji poszczególnych białek.
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