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Wskazówki 
dla Autorów

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

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

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

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

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

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

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

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

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

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

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

PIŚMIENNICTWO: W ykaz piśmiennictwa obejmuje prace 
w kolejności ich cytowania w  tekście, zaznacza się je liczbami 
porządkowymi ujętymi w  nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26]. 
Odnośniki bibliograficzne powinny mieć nową, uproszczoną for­
mę. Sposób cytowania czasopism (1), monografii (2), roz­
działów z książek jednotomowych (3), rozdzia łów z tomów serii 
opracowanych przez tych samych redaktorów (4), rozdziałów z 
tomów serii opracowanych przez różnych redaktorów (5) wska­
zują poniżej podane przykłady.

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

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

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

4. D e l e j  J, K e s t e r s  K (1975) W : F l o r k i n  M, 
S t o t z EH (red) Cmprehensive Biochemistry 129B. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, s. 1-7

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

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

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

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

Mechanizmy degradacji mRNA 

Various mechanisms of mRNA degradation

MICHAŁ MAŁECKI1, PIOTR P. STĘPIEŃ1’2

Spis treści:

I. Wstęp
II. Degradacja mRNA u bakterii
III. Degradacja mRNA u Eukaryota
IV. Degradacja mRNA w chloroplastach
V. Degradacja mRNA w mitochondriach drożdży
VI. Degradacja mRNA w mitochondriach roślin

Wykaz stosowanych skrótów: A —  nukleotyd adeninowy; 
mRNA- matrycowe RNA; PAP —  poli(A) polimeraza; PNPaza 
—  fosforylaza polinukleotydowa; RNaza —  rybonukleaza 
RNA; tRNA —  transporterowe RNA; UTR —  region nie podle­
gający translacji

I. Wstęp

Ekspresja genów organizmów żywych regulow a­
na jest głównie na etapach transkrypcji, stabilności 
mRNA i translacji. Stężenie poszczególnych tran- 
skryptów jest w ypadkow ą wydajności ich syntezy i 
szybkości z jak ą  są degradowane. Degradacja jest 
niezbędna nie tylko przy usuwaniu w odpowiednim 
czasie mRNA, które przestają  być komórce potrzeb­
ne, ale również trawieniu elementów takich jak  intro- 
ny, czy przedłużone odcinki U TR wycinane z pre-m- 
RNA podczas dojrzewania. Nieprawidłowo proceso­
wane cząsteczki m RNA są też degradowane co zapo­
biega powstawaniu niefunkcjonalnych białek. O n ie­
zwykłej wadze procesu degradacji mRNA w organi­
zmach żywych świadczy fakt, że we wszystkich p o ­

1 Student IV roku biologii UW, 2prof. dr hab.; 1 Zakład Genetyki
Uniwersytetu Warszawskiego, ul. Pawińskiego 5A, 02-106 
Warszawa; 2Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii 
Nauk, ul. Pawińskiego 5A, 02-106 Warszawa; tel. 659-7072 
wew. 2240

Contents:

I. Introduction
II. mRNA degradation in bacteria
III. mRNA degradation in Eucariota
IV. mRNA degradation in chloroplasts
V. mRNA degradation in yeast mitochondria
VI. mRNA degradation in plant mitochondria

znanych dotychczas systemach mutacje w głównych 
genach odpowiadających za degradację okazywały 
się letalne.

Degradacja jako proces tak istotny dla życia ko­
mórki musi podlegać bardzo restrykcyjnej regulacji. 
Poznane dotychczas systemy ujawniły, że regulacja 
rozkładu RNA zachodzi na wszystkich etapach jego 
istnienia, od transkrypcji do translacji. Cząsteczki 
RNA zaopatrzone są w odpowiednie sygnały regu­
lujące ich czas półtrwania w komórce, mogą to być 
struktury znajdujące się na końcach 3 ’ lub 5 ’, jak 
ogony poli(A) czy struktury drugorzędowe, bądź też 
odpowiednie sekwencje zawarte w obrębie otwartej 
ramki odczytu.

W większości systemów swoistymi egzekutorami 
kontrolującymi rozkład określonych cząsteczek są 
skomplikowane kompleksy enzymatyczne. K om ­
pleksy takie łącząc kilka funkcji istotnych dla degra­
dacji zapewniają ich wzajemną koordynację i 
wspólną regulację.

II. Degradacja mRNA u bakterii

Degradacja mRNA najlepiej poznana jest u bakte­
rii E. coli. Inicjowana jes t przez jedno lub kilka endo- 
rybonukleolitycznych cięć, których produkty degra­
dowane są przez egzonukleazy w kierunku od 3 ’ do

5’ [!]•
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Kluczowym enzymem w degradacji mRNA u bak­
terii jest endorybonukleaza E, zaangażowana rów­
nież w procesowanie 5S rRNA i degradację rRNA 
[2], RNaza E, k ilkudomenowe białko (1061 amino­
kwasów), jes t endonukleazą specyficzną dla obsza­
rów jednoniciowych, nie wykazuje silnej specyficz­
ności wobec określonych sekwencji, ale jej miejsca 
cięcia często znajdują się w rejonach bogatych w 
AU. Dodatkowo jej aktywność zależy od obecności 
wolnego końca 5 ’ [3]. Wykazano in vitro, że koliste 
RNAoraz substraty, których koniec 5 ’ zawiera struk­
turę drugorzędową, pomimo obecności dobrze scha­
rakteryzowanych miejsc cięcia są odporne na 
działanie RNazy E. RNA zawierające na końcu 5 ’ 
monofosforany są bardziej preferowane przez endo- 
nukleazę E niż RNA z trifosforanami [3 ,4].  Struktu­
ry pojawiające się na końcach 5 ’ mRNA mogą więc 
wpływać na czas istnienia danej cząsteczki w kom ór­
ce bakterii. Mutacja w genie kodującym endonuklea- 
zęE jes t le ta ln a ,  co wskazuje na jej k luczow ą funkcję 
spośród endonukleaz zaangażowanych w degradację 
mRNA. Wykazano też, że do przeżycia komórki nie­
zbędne jest ok. 60% N-końcowej części białka [5],

Trzy z zaangażowanych w degradację egzonukle- 
az to Rnaza II, PNP-aza i oligorybonukleaza. 
Rnaza II jes t enzymem hydrolitycznym, produktami 
katalizowanej przez nią reakcji są monofosforany 
nukleotydów. PNP-aza to enzym fosforolityczny 
rozkładający RNA do difosforanów nukleotydów 
[6 ]. Funkcje obu enzymów częściowo na siebie za­
chodzą, inaktywacja któregoś z nich nie jest letalna 
w odróżnieniu od inaktywacji obu [7].

PNP-aza i Rnaza II nie są w stanie degradować ob­
szarów na których znajdują się struktury II rzędowe. 
Tymczasem struktury takie bardzo często znajdowa­
ne są na 3 ’ końcach m RNA np. rho-niezależnych ter­
minatorów [8 ] produktów procesowania przez RNa- 
zę III czy w m RNA zawierających sekwencje REP 
[9]. Dlatego musiały rozwinąć się dodatkowe m echa­
nizmy pozwalające egzonukleazom na przejście 
przez stabilne II rzędowe struktury.

Trzecia z egzonukleaz to oligorybonukleaza, de­
graduje ona krótkie oligonukleotydy (4-5 pz) które 
pozostają po działalności PNPazy i RNazy II [10], 
Jest jedyną egzonukleazą, której funkcji nie mogą 
zastąpić inne.

Jednym z kluczowych odkryć ostatniej dekady 
było wykazanie, że enzymy E. coli odpowiadające za 
degradację RNA, wraz z innymi białkami tworzą 
duży kompleks zwany degradosomem (Rye. 1) 
[11-13].Przy próbach oczyszczenia RNazy E zauwa­
żono, że wraz z n ią  w otrzymanej frakcji znajduje się 
PNPaza i kilka innych białek [12], podobne wyniki

otrzymano przy oczyszczaniu PNPazy. Po zsekwen- 
cjonowaniu N-końcowych części otrzymanych 
białek udało się zidentyfikować składniki degrado- 
somu. Prócz RNazy E i PNPazy zawiera on też enola- 
zę i ATP-zależną helikazę Rhlb [13].W mniejszych 
ilościach z degradosomem koimmunoprecypitują też 
czaperoniny Gro EL i DnaK oraz kinaza polifosfora­
nowa. Jednak ewentualna funkcja tych białek w de­
gradacji mRNA nie została dotychczas ustalona.

Znalezienie PNPazy, RNazy E i Rhlb helikazy w 
jednym  kompleksie sugeruje, że degradosom koor­
dynuje zdarzenia egzo- i endonukleolityczne. Heli- 
kaza w tym kompleksie może wykorzystując energię 
ATP rozplatać struktury drugorzędowe, lub usuwać 
białka związane z RNA. Inaktywacja tego enzymu 
jest w pewnych warunkach letalna [14].

Ryc. 1. H ipotetyczna budow a degradosom u bakteryjnego.

RNaza E stanowi szkielet degradosomu. N-końco- 
wa domena jes t odpowiedzialna za aktywność katali­
tyczną białka, C-końcowa część stanowi rusztowa­
nie do którego asocjują inne białka kompleksu [15, 
16]. Analizy wykonane za pom ocą mikroskopii elek­
tronowej wykazały, że degradosom jest przytwier­
dzony do wewnętrznej błony komórkowej poprzez 
N-końcową domenę endorybonukleazy E [17].

Prócz aktywności helikazowej u bakterii w y­
kształcił się inny mechanizm wspomagający degra­
dację II rzędowych struktur RNA. Polimeraza 
poli(A) u E. coli (PAPI) została opisana o wiele 
wcześniej, ale dopiero poznanie genu kodującego j ą  
pozwoliło na dalsze ważne odkrycia [18]. Mutacja w 
genie PAPI nie jes t letalna, ale powoduje wydłużenie 
czasu półtrwania niestabilnych klas RNA. U bakterii 
więc, w odróżnieniu od organizmów eukariotycz­
nych, poliadenylacja destabilizuje cząsteczki RNA
[19].
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Badania in vitro wykazały, że poliadenylacja 
wspomaga degradację obszarów dwuniciowych 
RNA [11, 20, 21]. Gdy na końcu 3 ’ cząsteczki RN A 
znajduje się struktura drugorzędowa, degradosom 
oraz egzonukleazy nie m ają do niej dostępu. Dosyn- 
tetyzowanie ogona poli(A) zwiększa powinowactwo 
degradosomu do substratu i pozwala na jego  degra­
dację. Ogony poli(A) znajdowano w różnych rodza­
jach  mRNA [19] a także na końcach 3 ’ produktów 
cięcia RNazyE [22].

Inaczej niż u E ukaryota  miejsca determinujące 
dodawanie ogonów poli(A) przez PAPI nie wykazują 
jakiejś specyficznej sekwencji, jednak  nie są one lo­
sowo rozłożone na RNA i grupują się w określonych 
miejscach [18, 19, 22]. Sugeruje to, że nawet po do- 
syntetyzowaniu poli(A) przejście egzonukleaz przez 
drugorzędowe struktury RNA nie jes t  przesądzone i 
proces może przebiegać w kilku powtarzających się 
rundach poliadenylacji i degradacji.

Poliadenylacja wydaje się być czynnikiem ini­
cjującym degradację niektórych klas RNA. 
Przykładem m ogą być RNA pozbawione miejsc cię­
cia dla endonukleazy E np. RNAT faga fl  [23], 
RNA-OUT [24] a także produkty pośrednie zawie­
rające drugorzędowe struktury, a uwolnione przez 
degradosom przed całkowitym rozkładem.

pierwsze cięcie przeprowadzane przez rybonuklea- 
zę E lub dosyntetyzowanie ogona poli(A) zależnie 
od substratu. Po rozpoczęciu degradacji PNPaza lub 
Rnaza II egzonukleolitycznie traw ią mRNA. Heli- 
kaza Rhlb i dalsze rundy poliadenylacji w spom a­
gają degradację dw uniciowych obszarów RNA. 
Krótkie o ligonukleotydy RNA są na końcu rozkład­
ane przez oligorybonukleazę.

Pomimo że proces degradacji mRNA u bakterii 
wydaje się być najlepiej poznany, nadal jes t wiele 
znaków zapytania. Nie udało się ustalić stechiome- 
trycznej budowy degradosomu, nie wiemy czy jest 
kompleksem statycznym czy mobilnym, zm ie­
niającym swój skład zależnie od substratu czy poja­
wiających się metabolitów. Do tej pory nie stwier­
dzono obecności w degradosomie dwóch podstawo­
wych enzymów degradacji RNA -  RNazy II i PAPI, 
choć wykryto, że przy degradacji specyficznych 
RNA poli(A) polimeraza (PAPI) może asocjować z 
RNazą E [25]. Nie wiemy, jak  wygląda współpraca 
między enzymami zaangażowanymi w degradację, 
których funkcje na siebie zachodzą np. PN Pazą i 
RNazą II czy aktywność Rhlb helikazy i poliadenyla­
cja. Te i wiele innych pytań czekają nadal na roz­
wiązania, które ostatecznie wyjaśnią problem degra­
dacji RNA u bakterii.

mRNA

DEGRADACJA KRÓTKICH 
FRAGMENTÓW mRNA 

(OLIGORYBONUKLEAZA)

ENDONUKLEOLITYCZNE 
CIECIE (RNazaE)

Ryc. 2. D egradacja m RN A  u bakterii.

W świetle przeprow adzonych  do tej pory do­
świadczeń można było stworzyć hipotetyczny m o­
del degradacji m RNA u bakterii (Ryc. 2). C zynni­
kiem limitującym rozpoczęcie  degradacji jes t
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III. Degradacja mRNA u Eukaryota

Aby rozpatrywać problem degradacji mRNA w 
organellach komórkowych należy najpierw przeana­
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lizować ten proces w komórkach eukariotycznych. 
Wiele danych na ten temat otrzymano badając degra­
dację mRNA u drożdży S. cerevisiae. Co prawda nie 
udało się jak dotąd zrekonstruować tego procesu in 
vitro , ale wykazano aktywność poszczególnych en­
zymów.

Stwierdzono, że deadenylacja jes t  czynnikiem 
wymaganym do rozpoczęcia degradacji mRNA. M u­
tacje powodujące zmniejszenie lub wzrost tempa de- 
adenylacji odpowiednio zm ieniają czas, w którym 
transkrypty zaczynają być degradowane [26-28]. D e­
gradacja może się rozpocząć, gdy ogon poli(A) zo­
stanie skrócony do około 10-12 reszt [27]. U ssaków 
długość poli(A), przy której może być zainicjowany 
rozkład, waha się od 25 do około 60 nukleotydów 
[26, 28],

Wykazano, że mRNA u Eukaryota  w wyniku od­
działywania białek wiążących się z łańcuchem 
poli(A) z czynnikami translacyjnymi eIF4 na końcu 
5 ’ ma strukturę kolistą [29]. Dzięki temu ogon 
poli(A) jest chroniony przed egzonukleolityczną de­
gradacją a czapeczka guanozynowa przed kom plek­
sem, który jąu su w a  [30]. Deadenylacja substratu po­
zwala na odcięcie czapeczki, co udostępnia tran- 
skrypt egzonukleazom trawiącym go w kierunku od 
5 ’ do 3 ’ (Ryc. 3).

elF4E

ENZYM USUWAJĄCY 
CZAPECZKĘ

BIAŁKA WIĄŻĄCE POLI-A

DEADENYLAZA

Ryc. 3. Model oddziaływ ań czynników  inicjacji translacji u Eukaryota.

Znaleziono dwa kompleksy białkowe biorące 
udział w deadenylacji. Pierwszy zlokalizowany w 
jądrze, drugi w cytoplazmie, uważany za główny 
kompleks odpowiedzialny za deadenylację mRNA 
[31]. Usunięcie czapeczki umożliwia rozkład RN A 
od końca 5 ’. Enzymy odpowiedzialne za oba te pro­
cesy znaleziono w jednym  kompleksie. Główne 
białka tego procesu to heptamer Lsm, enzym usu­
wający czapeczkę Dcp-1, 5 ’-3 ’ egzonukleaza Xrn-1 
oraz białka Patl [32, 33].

Drugą drogą degradacji mRNA u drożdży jest 
rozkład egzonukleolityczny w kierunku od 3 ’ do 5 ’ . 

Głównym motorem poszukiwania tej ścieżki degra­
dacji był fakt, że szczepy z zablokowanym systemem 
rozkładu od końca 5 ’ są zdolne do życia, a badane 
mRNA tych szczepów nadal jes t  degradowane, tyle, 
że w wolniejszym tempie. Pierwszym dowodem na 
istnienie aktywności egzonukleolitycznej 3 ’-5 ’ były 
wyniki degradacji mRNA drożdżowego genu PGK1 
przy zablokowanym systemie 5 ’ - 3 ’ [34]. W doświad­
czeniu użyto metody polegającej na insercji w obręb 
genu odcinka poli(G), który stanowi przeszkodę dla 
egzonukleaz trawiących RNA [27]. Analiza interme- 
diatów wskazywała na zachodzącą degradację od ko­
ńca 3 ’ do 5 ’ . Ostatecznie hipotezę, że ścieżka 3 ’- 5 ’ 
jes t drugą drogą rozkładu m RNA u drożdży potwier­
dziło doświadczenie, w którym każda para pojedyn­
czych mutacji, z których jedna blokowała system de­
gradacji od końca 5 ’ , a druga od 3 ’ , okazała się letal- 
na (Ryc. 4) [3 5 ] .

Za degradację RNA od końca 3 ’ odpowiadają dwa 
kompleksy białkowe: egzosom, oraz kompleks 
trzech białek Ski2, Ski3 i Ski8 [35]. Kompleksy te 
połączone są ze sobą za pośrednictwem potencjalnej 
GTP-azy Ski7. Jądrowa forma egzosomu zbudowana 
jes t z jedenastu komponentów, z których wszystkie 
prócz Csl4p wykazują in vitro, lub na zasadzie homo- 
logii przyporządkowane są, do aktywności egzory- 
bonukleolitycznej w kierunku od 3 ’-5 ’ [36]. Wydaje 
się, że egzosom jako zbiór egzonukleaz zapewnia 
procesywność degradacji, św iadczą o tym częściowo 
zdegradowane od 3 ’ końca intermediaty otrzymane 
w szczepach z mutacją w którymś z białek egzosomu 
[35].

Podsumowując: główne drogi degradacji mRNA 
występujące u drożdży to rozkład od końca 5 ’, po­
przedzony usunięciem czapeczki, lub degradacja od 
końca 3 ’. Rozpoczęcie obu tych procesów jest limi­
towane przez deadenylację (Ryc. 4). Choć w pierw­
szej kolejności rozpoczyna się rozkład od końca 5 ’, 
wykazano, że w komórkach mogą one przebiegać 
równocześnie, a w przypadku niektórych transkryp- 
tów preferowana jes t nawet droga degradacji od ko­
ńca 3 ’ [35]. Wydaje się, że mechanizmy te są częścio­
wo wymienne, zależnie od czynników wpływających 
na komórkę [34].Te dwie drogi są prawdopodobnie 
uniwersalne w obrębie E ukaryota. Taką hipotezę po­
twierdza fakt znalezienia homologów białek odpo­
wiadających za degradację m RN A  u drożdży, m. in. 
produktów genów XRN1, SKI6/RRP41, SKI2 i 
RRP4 w komórkach innych E ukaryota , także ssa­
ków. Dodatkowo znaleziono homolog egzosomu za­
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równo w jądrze jak  i w cytoplazmie kom órek ssa- 
czych [37].

W komórce jes t  jeszcze  dodatkowy system degra­
dacji mRNA, który zapewnia szybki rozkład n iepra­
widłowych cząsteczek (ang. nonsense m ediated de- 
cay). Przykładem jest  degradacja m RNA genu PGK1 
pozbawionego kodonu terminacji translacji, która 
zachodzi bez enzymów odpowiadających za deade- 
nylację, odcięcie czapeczki i degradację od końca 5 ’ 
[38]. Najnowsze badania wykazały, że za proces ten

ności mRNA. Podobnie jak  u bakterii większość 
chloroplastowych mRNA zawiera na końcu 3 ’ od­
wrócone powtarzające się sekwencje, które tworzą w 
komórce stabilne struktury drugorzędowe [9]. Ina­
czej niż w przypadku jądrow ego mRNA w chloropla­
stach nie wykazano poliadenylacji dojrzałych tran- 
skryptów.

Uważa się, że degradacja mRNA w chloroplastach 
rozpoczyna się podobnie jak  u bakterii od endonu- 
kleolitycznego cięcia transkryptu, po którym nastę-

Ryc. 4. D egradacja m R N A  u Eukaryota.

odpowiada egzosom [39]. Rybosom nie napotykając 
sygnału terminacji przesuwa się po mRNA aż do ko­
ńca poli(A) 3 ’, tam w puste miejsce A rybosomu 
wchodzi białko Ski7, którego N-końcowa domena 
ma powinowactwo do egzosomu. Po przyłączeniu 
się do takiego kompleksu egzosom trawi RNA nieza­
leżnie od deadenylacji. Podobnie działające systemy 
degradacji wadliwych m R N A  usuw ają też cząsteczki 
z niewyciętymi intronami [40], nie przyciętym 
3 ’-UTR [41] czy przedwczesnym kodonem term ina­
cji translacji, pojawiają się one też u innych E ukaryo­
ta. Degradację może też rozpoczynać endonukleoli- 
tyczne cięcie w obrębie m RN A  [42, 43]. Istnienie ta­
kiej drogi rozpoczęcia degradacji niektórych tran- 
skryptów sugeruje możliwość regulacji czasu ich 
półtrwania przez aktywację określonych endonukle- 
az lub oddysocjowanie od RNA czynników blo­
kujących miejsce cięcia.

IV. Degradacja mRNA w chloroplastach

Regulacja genomu chloroplastowego zachodzi na 
wielu poziomach, między innymi na poziomie stabil-

puje poliadenylacja produktów, co kieruje je  na dro­
gę natychmiastowej egzonukleolitycznej degradacji 
[44]. Udowodniono, że zablokowanie poliadenylacji 
RNA w doświadczeniu badającym degradację RNA 
w lizacie chloroplastowym daje ten sam efekt co 
wprowadzenie inhibitora egzonukleaz —  drożdżo- 
wego tRNA [45]. Degradacja RNA była wstrzymana 
i następowała akumulacja produktów cięcia przez 
endonukleazy.

Poliadenylacja całkowitego mRNA wyizolowane­
go z chloroplastów jest wykrywana na bardzo niskim 
poziomie. W wyniku szybkiej degradacji transkrypty 
z dołączonym poli(A) są wysoce niestabilne i wykry­
cie ich wymagało zastosowania RT PCR. Pozwoliło 
to na wykrycie poliadenylacji zarówno na dojrzałych 
transkryptach jak  i na produktach cięcia przez endo­
nukleazy [44]. W chloroplastach produkt transkryp­
cji może albo przekształcić się w dojrzały mRNA, 
albo być skierowany do natychmiastowej degradacji 
przez poliadenylację. In vitro wybór jednej z tych 
dwu ścieżek zależy od stężenia ATP [44], jednak o 
regulacji tego procesu w chloroplastach mogą decy­
dować inne czynniki. RNA zawierające na końcu 3 ’
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struktury drugorzędowe są poliadenylowane z dużo 
niższą wydajnością niż jednoniciow e końce [44], 
Jako, że większość dojrzałych transkryptów zawiera 
takie struktury na swoich końcach 3 ’ są one stabilne 
w odróżnieniu od cząstek RNA odrzucanych w trak­
cie dojrzewania, czy źle obrobionych. Przypuszcza 
się, że stabilne dojrzałe m RNA kierowane są na dro­
gę degradacji przez endonukleolityczne cięcie po­
zwalające na poliadenylację nowopowstałego końca 
3 ’ (Ryc. 5).

W odróżnieniu od m RNA genów jądrowych czy 
bakteryjnego, ogony poli(A) genów chloroplasto­
wych nie sąhom opolimeram i. M ogą mieć długość do 
kilkuset nukleotydów i składają się z grupek adeno­
zyn połączonych głównie guanozynami, rzadziej 
resztami cytydyny czy urydyny [44],

kazało jednak, że składa się on wyłącznie z PNP-azy, 
która w chloroplastach asocjuje w homomultimer 
[48], PNPazy chloroplastowej nie wykryto też w in­
nych kompleksach białkowych zbliżonych masą do 
bakteryjnego degradosomu [48]. Drugą cechą róż­
niącą system degradacji mRNA bakteryjnych i chlo­
roplastowych jest brak w chloroplastach poli(A) po- 
limerazy, której funkcje zastępuje PNPaza [50], Bak­
teryjna PNPaza również wykazuje aktywność 
poli(A) polimerazy, ale wydaje się to mieć znaczenie 
tylko w szczepach pozbawionych oryginalnej poli­
merazy, która pełni g łówną funkcję [51],

Wykazano, że bakteryjne szczepy z RNazą E po­
zbawioną domeny C-końcowej odpowiedzialnej za 
formowanie się białek degradosomu są zdolne do ży­
cia [52, 53]. Wskazuje to, że degradosom nie jest

mRNA

L,
DEGRADACJA  

EGZOHUKLEOLITYCZNA  
( 100RNP/PNPaza )

Ryc. 5. D egradacja m RN A  w chloroplastach.

Rybonukleazą zaangażowaną w degradację chlo­
roplastowego RNA jes t  lOORNP/PNPaza [46]. 
Oczyszczone 100-kDa białko wykazuje dużą homo- 
logię do bakteryjnej PNPazy zarówno biochemicznie 
jak  i na poziomie sekwencji. Chloroplastowa 
1 OORNP/PNPaza także degraduje mRNA od końca 3 ’ 
i podobnie jak  bakteryjna PNPaza może wykazywać 
aktywność poli(A) polimerazy. Stwierdzono, że en­
zym ma duże powinowactwo do sekwencji poli(A)
[47], dzięki temu poliadenylowane substraty ulegają 
szybkiej degradacji.

Najnowsze badania wykazały dwie zasadnicze 
różnice w degradacji mRNA u bakterii i w chloropla­
stach [48]. Homologia lOORNP/PNP-azy z PNP-azą 
E. coli [49], oraz wyizolowanie jej z chloroplastów w 
postaci dużego kompleksu białek [46] sugerowało 
podobieństwo tego kompleksu do bakteryjnego de­
gradosomu. Dokładne oczyszczenie kompleksu wy-

strukturą niezbędną w procesie degradacji mRNA co 
potwierdzają badania przeprowadzone na chloropla­
stach. Procesy degradacji w bakteriach i chloropla­
stach są jednak w dużej mierze podobne. Różnice 
mogą wynikać z innego czasu półtrwania transkryp­
tów, u E. coli może to być tylko kilka minut [54], w 
chloroplastach mRNA jest stabilne przez kilka go­
dzin [55]. Potrzeba tak szybkiej degradacji tran­
skryptów u bakterii mogła zaindukować powstanie 
skomplikowanej s p o d n i e  działającej maszyny jaką  
jest degradosom, którego chloroplasty po prostu nie 
potrzebują.

V. Degradacja mRNA w mitochondriach 
drożdży

Ekspresja mitochondrialnego genomu drożdży 
kontrolowana jest przez procesy posttranskrypcyjne,
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głównie dojrzewanie i degradację RNA [56,57]. Pro- 
motory mitochondrialnych genów drożdżowych są 
bowiem dość prosto zbudowane -  zawierają konser­
wowaną sekwencję 5 ’-A T A T A A G T A -3 \ Prócz se­
kwencji DNA i białek wykazujących powinowactwo 
do mitochondrialnej polimerazy RNA, niezbędnych 
do inicjacji transkrypcji w obrębie nonekameru, nie 
wykryto innych czynników m odyfikujących siłę p ro ­
motorów mitochondrialnych [56].

Wykazano, że degradacja RNA w mitochondriach 
drożdżowych prowadzona jes t  przez wielobiałkowy 
kompleks zwany degradosomem mitochondrialnym 
(mtEXO) [58]. In vitro kompleks wykazuje aktyw ­
ność NTP-zależnej egzorybonukleazy trawiącej 
RNA w kierunku od 3 ’ do 5 ’, jes t  aktywowany za­
równo przez rybonukleotydy jak  i deoksyrybonukle- 
otydy. Produktami reakcji egzonukleolitycznej są 
monofosforany nukleotydów, co wskazuje, że jes t to 
proces hydrolityczny [58]. Brak jes t  danych na temat 
roli endonukleaz w degradacji RNA drożdżowego, 
nie wykryto także poliadenylacji mitochondrialnej.

Ostatnie badania wykazały, że mtEXO składa się z 
dwóchpodjednostek, DSS1 oraz SUV3 (Ryc. 6 ) [59]. 
Udało się oczyścić degradosom do homogenności 
dzięki zastosowaniu m etody TAP-tag. Zarówno p re ­
paraty otrzymane ze szczepu gdzie sekwencja

Ryc. 6. H ipotetyczna budow a m tEXO .

TAP-tag była dołączona do DSS1 jak  i do SUV3 w y­
kazywały aktywność NTP zależnej 3 ’-5 ’ egzonukle- 
azy. Analiza na żelu poliakrylam idowym  wykazała, 
że kompleks składa się z dwóch białek o masach od­
powiednio 110 i 75 kDa.

Gen SUV3 koduje białko o masie 84 kDa, w k tó­
rym znaleziono motyw charakterystyczny dla ATP- 
zależnych helikaz z rodziny DEAD-ńox [60]. W yka­
zano, że składnik bakteryjnego degradosomu Rhlb 
helikaza jest też białkiem należącym do tej rodziny 
[13]. Znane są też ortologi białka Suv3 w m itochon­
driach roślin i zwierząt, w tym człowieka [61-63].

Gen DSS1 został wyizolowany jako wielokopio- 
wy supresor dysrupcji SUV3 [64], Koduje on białko 
o masie 111 kDa zawierające motywy charaktery­
styczne dla bakteryjnej egzonukleazy II.

Prócz degradosomu w mitochondriach drożdży 
wykryto jeszcze dwa enzymy o aktywności nukleoli- 
tycznej. Pierwszym jest produkt jądrow ego genu 
N U C I. Białko n u c lp  ma aktywność RNazy, endonu- 
kleazy zarówno jedno- jak  i dwuniciowego DNA i 
egzonukleazy trawiącej dwuniciowe DNA od końca 
5 ’ [65]. Drugą aktywność wykazuje produkt genu 
YNT20 [6 6 ], który jes t  prawdopodobnie odpowie­
dzialny za trawienie krótkich oligonukleotydów 
uwalnianych przez degradosom [59]. Wykazano, że 
oba z tych genów nie są niezbędne do ekspresji mito- 
chondrialnego genomu drożdży co wskazuje, że nie 
pełnią one głównej funkcji w procesie regulacji sta­
bilności i degradacji mRNA [65, 6 6 ],

Aktywność egzorybonukleolityczna degradoso­
mu jes t całkowicie zależna od obecności helikazy 
RNA [59]. U bakterii aktywność helikazy jest nie­
zbędna tylko przy pokonywaniu przez egzonukleazy
II-rzędowych struktur [21]. W mitochondriach dro­
żdży trawienie RNA nie nastąpi jeśli nie będzie któ­
regokolwiek ze składników degradosomu. Prawdo­
podobnie jes t to spowodowane tym, że D ss lp  nie za­
wiera domeny wiążącej RNA i możliwe, że za inte­
rakcję z substratem odpowiada suv3p, który równo­
cześnie rozwija napotkane struktury dwuniciowe 
[59].

Wykazano, że degradosom może asocjować do ry­
bosomów. W preparacie oczyszczonego degradoso­
mu wykryto dodatkowo białka rybosomalne małej i 
dużej podjednostki [59]. Sugestię tę potwierdziło od­
wrotne doświadczenie, w którym w preparacie 
oczyszczonych mitochondrialnych rybosom ów w y­
kryto białka degradosomu.

Degradosom mitochondrialny pełni w ażną funk­
cję w usuwaniu niedojrzałego i nieprawidłowo spro- 
cesowanego mRNA [59]. Wcześniejsze badania su­
gerowały, że mtEXO bierze udział w degradacji w y­
ciętych intronów, a helikaza suv3 usuwa z nich 
białka biorące udział w autosplicingu, dzięki czemu 
w matriks utrzymywana jest stała ich pula [56]. Po­
tem jednak wykazano, że mutanty w genach SUV3 
czy DSS1 których genom mitochondrialny nie za­
wierał intronów miały też mocno zaburzony m etabo­
lizm, co prowadziło do utraty zdolności oddychania, 
translacja w mitochondriach zostawała przerwana, a 
genom mitochondrialny był szybko tracony [67]. 
Najnowsze badania wykazały, że przy braku aktyw­
ności degradosomu w szczepach z bezintronowym 
genomem mitochondrialnym następuje akumulacja
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prekursorów mRNA i rRNA, ale wykrywana też jest 
liczna frakcja dojrzałych RNA [591. Sugeruje to, że 
degradosom nie jest zaangażowany w procesowanie 
RNA a raczej w usuwanie niedojrzałych i źle sformo­
wanych cząsteczek. Hipotezę tę potwierdza fakt, że 
mutacje w każdej z podjednostek degradosomu przy­
wracają ekspresję i stabilizują zmutowane mRNA

Tabela 1.

G łówne czynniki degradacji m R N A  u różnych organizm ów

[68,69]. Dodatkowym argumentem jest asocjacja 
cząsteczek degradosomu do rybosomów, co przypo­
mina systemy szybkiego usuwania niepożądanych 
mRNA w cytoplazmie komórek ssaczych [70].

Końce 3 ’ i 5 ’ mitochondrialnego mRNA mogą być 
fizycznie połączone podobnie jak  dzieje się to w 
mRNA z cytoplazmy komórek Eukaryota. Sugeruje 
to fakt wyselekcjonowania genu PET127 jako wielo- 
kopijnego supresora delecji genów SUV3 lub 
DSS1[71]. PET127 koduje białko o aktywnści RNa- 
zy zaangażowane w obróbkę 5 ’ końca mitochondrial­
nego mRNA tym czasem mtEXO działa na 3 ’ ko­
ńcu .[72], Dodatkowo mutacja w rejonie 5 ’ UTR 
mRNA COBI, powodująca brak ekspresji m itochon­
drialnego genu COBI ulega supresji na skutek muta­
cji w genie DSS1[69]. Fakty te sugerują funkcjonal­
ny związek 5 ’ i 3 ’ końca m RNA w mitochondriach 
drożdży.

Elementy cis stabilizujące m RNA w mitochon­
driach znajdują się na końcu 5 ’ [73] podczas gdy de­
gradacja zachodzi od końca 3 ’ [58]. Pomostem

wiążącym białka cis z końca 5 ’ z elementami mRNA 
na końcu 3 ’ m ogą być białka wiążące się do konser­
wowanej sekwencji dodekameru znajdującej się na 
końcach transkryptów mitochondrialnych (ang. do- 
decam er binding pro tein  —  DBP) (Ryc. 6 ) [74,75]. 
DBP może być zaangażowane w regulację stabilno­
ści RNA. Eksperymenty in vitro  wykazały, że białko

to chroni RNA przed degradacją przez NTP-zależną 
egzonukleazę [58]. In vivo, delecja 3 ’ końcowego 
odcinka genu kodującego rybosomalne białko Varl 
powoduje brak jego ekspresji i niewydolność odde­
chow ą drożdży [6 8 ]. Teoria wydaje się też prawdo­
podobna w obliczu tego, że pozbawione tych se­
kwencji RNA, takie jak  introny, są przedmiotem na­
tychmiastowej degradacji.

VI. Degradacja mRNA w chloroplastach 
roślin

M echanizmy zaangażowane w kontrolę stabilno­
ści i degradację mRNA w mitochondriach roślinnych 
są słabo poznane. Jak dotąd nie udało się zidentyfi­
kować żadnego z białek biorących udział w tym pro­
cesie. Wiadomo na pewno, że niektóre, ale nie 
wszystkie, mitochondrialne mRNA są opatrzone sta­
bilnymi strukturami drugorzędowymi na końcach 3 ’
[76]. Struktury te, jeśli są obecne, wpływają na sta­
bilność cząsteczek m RNA [77]. Zostało też udowod­

GŁÓWNE
ENZYMY POLIADENYLACJA CZYNNIK

INICJUJĄCY
KIERUNEK

DEGRADACJI

OBECNOŚĆ
WIELOENZYMATYCZNYCH

KONPLEKSÓW
BAKTERIE rybonukleaza E 

RNaza II 
PNP-aza
oligorybonukleaza 
Rhlb helikaza 
PAP I polineraza

występuje,
homopoiimer

endonukleolityczne 
cięcie i poliadenylacja 
produktów od 3’ 
końca

3’—» 5’ degradosom

EUKARYOTA Lsm
deadenylaza 
Dcp -  1 
Xm -  1 
pat -  1 
egzosom 
białka Ski

występuje,
homopoiimer

deadenylacja 5’—*■ 3’ 
3 ’—► 5’

egzosom
kompleks białek Ski 
kompleks trawiący mRNA od 5 ’ 
i usuwający czapeczkę

CHLOROPLASTY 1 OORNP/PNPaza występuje,
heteropolimer

endonukleolityczne 
cięcie i
poliadenylacja
produktów

3’—>5’ homomultimer PNPazy

MITOCHONDRIA
DROŻDŻY

Suv 3p 
Dss lp 
Ynt 20

nie stwierdzono 3’—» 5’ mtEXO(degradosom
mitochondnalny)

MITOCHONDRIA
ROŚLIN

nie oczyszczono występuje,
homopoiimer

poliadenylacja? 3’—>5’(?) nie oczyszczono
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nione, że nie stanowią one sygnału terminacji tran­
skrypcji jak  u bakterii [78]. Dojrzałe końce 3 ’ mito- 
chondrialnych transkryptów powstają  w wyniku pro­
cesowania dłuższych pre-mRNA. Ostatnio, na 
przykładzie słonecznikowego genu atpl-orf522, w y­
kazano, że dojrzałe m RNA może być poliadenylowa- 
ne na końcu 3 ’, a poliadenylacja kieruje m RNA na 
drogę degradacji zarówno w układach in vitro  jak  in 
vivo [63].

Cechą charakterystyczną połiadenylacji w mito- 
chondriach w porównaniu z chloroplastami, jest 
miejsce dołączania ogonów poli(A). Wykazano, że 
większość miejsc połiadenylacji transkryptów mito- 
chondrialnych lokalizuje się na dojrzałym końcu 3 ’, 
zazwyczaj za strukturami drugorzędowymi [79]. W 
chloroplastach większość miejsc dodawania ogonów 
poli(A) znajduje się na końcach 3 ’ produktów endo- 
nukleolitycznego cięcia transkryptów [80]. Dojrzałe 
chloroplastowe transkrypty, zawierające na swoim 3 ’ 
końcu struktury drugorzędowe, także m ogą być po- 
liadenylowane, ale z o wiele m niejszą częstością
[44]. Do tej pory zanotowano cztery mitochondrialne 
transkrypty ulegające połiadenylacji, i w przypadku 
tych, które posiadały struktury drugorzędowe, ogony 
poli(A) były dodawane głównie po stronie 3 ’ tych 
struktur [79]. Badania ogonów poli(A) dodanych do 
transkryptów mitochondrialnych wykazały, że są one 
homopolimeryczne [63].

We frakcji białek błonowych z mitochondriów 
słonecznika, a także w mitochondriach ziemniaka 
[79], wykryto dwie różniące się aktywności RNazo- 
we. Udało się je  rozdzielić przez wytrącanie siarcza­
nem amonu. Okazało się, że pierwsza RNazowa ak­
tywność jest niezależna od połiadenylacji. Zarówno 
substraty poliadenylowane, jak  i niepoliadenylowa- 
ne, były trawione z podobną szybkością. Odwrotnie, 
w przypadku drugiej aktywności substraty niepolia- 
denylowane były stabilne, podczas gdy poliadenylo­
wane podlegały szybkiej degradacji. Analiza obu ak­
tywności, na mitochondrialnym atp9 mRNA z ziem ­
niaka, za pom ocą chromatografii cienkowarstwowej 
sugeruje, że za aktywność pierw szą odpowiada en­
zym będący endonukleazą, aktywność druga jest lub 
zawiera egzonukleazę RNA. Wykazano też, że druga 
aktywność jes t zależna od obecności na końcu 3 ’ 
ogona poli(A) a nie tylko jednoniciowego RNA —  
dodanie do końca 3 ’ poliadenylowanego substratu 
siedmiu innych nukleotydów hamowało drugą ak­
tywność Rnazową [79]. Jak na razie nie można je sz ­
cze określić, czy za aktywność egzonukleazow ą od­
powiada enzym hydrolityczny, czy fosforolityczny, a 
może oba. Aby to określić potrzebne jes t dokładne 
oczyszczenie białka.

Z danych otrzymanych do tej pory możemy w nio­
skować, że degradacja m RNA w mitochondriach ro ­
ślinnych odbywa się głównie przez egzonukleoli- 
tyczne trawienie od końca 3 ’ transkryptów oznaczo­
nych ogonami poli(A). Jako że struktury drugorzędo­
we w transkryptach poliadenylowanych są trawione 
przez egzonukleazy, możliwe, że poliadenylacja 
działa podobnie jak  u bakterii umożliwiając RNazom 
pokonanie tych struktur, które normalnie stanowią 
dla nich przeszkodę. Nie wiadomo jednak, co znaku­
je  odpowiednie transkrypty, żeby mogły stać się sub- 
stratem połiadenylacji, do tej pory nie oczyszczono 
żadnego z enzymów biorących udział w tym proce­
sie.

Problem degradacji RNA stał się przedmiotem in­
tensywnych badań stosunkowo niedawno. W ięk­
szość najważniejszych do tej pory odkryć miała 
miejsce w przeciągu ostatnich dziesięciu lat. Prace 
nadal są w trakcie i chociaż do tej pory ujawniono 
wiele znaczących faktów, które pozwoliły na zaryso­
wanie pewnych schematów dotyczących tego proce­
su, to do dokładnego poznania procesów degradacji, 
a szczególnie sposobu ich regulacji potrzebne są dal­
sze badania.
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I. WSTĘP

Materiał genetyczny każdej żywej komórki jest 
nieustannie narażony na działanie różnorodnych 
czynników fizycznych i chemicznych. M ogą to być 
zarówno czynniki egzogenne, występujące w środo­
wisku jak  i endogenne czyli takie, które powstają w 
procesach metabolicznych zachodzących wewnątrz 
komórki. Prawdopodobnie w każdej komórce co se­
kundę dochodzi do uszkodzenia DNA, a ponad 10 ty­
sięcy zasad dziennie jes t uwalnianych z DNA w tak 
zwanych procesach spontanicznych. Jeśli zmiana w 
DNA nie będzie naprawiona, a wręcz przeciwnie, 
utrwalona podczas replikacji, to powstanie mutacja, 
trwała zmiana, którą dziedziczy następne pokolenie 
komórek.

Cała wiedza dotycząca mutagenezy czyli procesu 
powstawania mutacji, jak  również mechanizmów na­
prawy DNA, pochodzi z doświadczeń wykonywa­
nych w optymalnych warunkach hodowli komórek 
będących w logarytmicznej fazie wzrostu. Wiadomo 
jednak, że procesy mutagenezy zachodzą również w 
komórkach nie dzielących się. Stwierdzenie to jest 
bardzo ważne, gdyż w przyrodzie większość kom ó­
rek, zarówno tych stanowiących odrębny organizm, 
jak  i tych budujących organizmy wielokomórkowe,
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przez większą część życia pozostaje w stanie spo­
czynku. Dużym uproszczeniem byłoby zatem odno­
szenie zjawisk obserwowanych w hodowlach w fazie 
logarytmicznej do realnego świata ewolucji i karci- 
nogenezy. Pewne światło na ten problem rzuciły ba­
dania nad mutacjami adaptacyjnymi. Pierwsze kon­
trowersyjne doniesienia na temat spontanicznych 
mutacji w nie dzielących się komórkach ukazały się 
ponad 40 lat temu, kiedy R y a n i współpracownicy 
stwierdzili, że mutacje m ogą powstawać w bakte­
riach, w których nie stwierdzono replikacji DNA 
[1-3]. W latach 80-tych podobne obserwacje opubli­
kował S h a p i r o  [4]. Jednak dopiero wyniki badań 
C a i r n s a zamieszczone w pracy „Origin o f  m u­
tants” w 1988 r. pokazały, że w populacji bakterii 
E. coli poddanej nie letalnej selekcji (selekcję może 
stanowić np. brak w pożywce aminokwasu um ożli­
wiającego wzrost komórek auksotrofa), w warun­
kach głodzenia powstawały wyłącznie mutacje „ko­
rzystne” dla komórki, przy czym nie obserwowano 
mutacji „nieużytecznych” [5]. M utację można było 
uznać za „użyteczną” jeśli umożliwiała ona wzrost 
bakterii na danym podłożu. Omawiane mutacje nazy­
wano adaptacyjnymi (ang. adaptive), ukierunkowa­
nymi (ang. directed ), mutacjami fazy stacjonarnej 
(ang. sta tionary p h a se ) bądź związanymi z głodze­
niem (ang. starvation-associa ted). Najczęściej sto­
suje się wprow adzoną w 199 lr. nazwę mutacje adap­
tacyjne [6 ], Ma ona oznaczać proces przyczyniający 
się do powstania mutacji specyficznych w stosunku 
do presji selekcyjnej, ale nie tych szkodliwych czy 
niepotrzebnych [7]. Z czasem definicja mutacji 
adaptacyjnych okazała się nazbyt zawężona, gdyż 
oprócz mutacji „użytecznych” znajdowano dodatko­
we mutacje w genach, które nie podlegały presji se­
lekcyjnej.

Zjawisko powstawania mutacji adaptacyjnych 
można uznać za zjawisko ogólne, ponieważ zachodzi 
ono zarówno u Prokaryota  (bakterie) jak  i u Euka- 
ryota  (drożdże). W komórkach bakterii występuje w 
wielu loci, a jego źródłem są różnorodne uszkodze­
nia DNA.

II. Modele badań mutacji adaptacyjnych 
w komórkach E. coli

Najczęściej stosowanymi obiektami badań zjawi­
ska mutagenezy adaptacyjnej są szczepy E. coli, w 
których łatwo można zaobserwować fenotyp jaki 
daje rewersja określonej mutacji usytuowanej na p la­
zmidzie bądź na chromosomie. Stosowane są dwa ro ­
dzaje rewersji: auksotrofii do prototrofii oraz m uta­
cji w genie lac, która umożliwia wykorzystanie lak­

tozy jako jedynego źródła węgla. Ten ostatni układ 
jest stosowany najczęściej.

II-l. Model plazmidowy

Rewersję Lac' -> Lac+ bada się w szczepie E. coli 
FC40, który wprawdzie nie może wykorzystywać 
laktozy jako  jedynego źródła węgla ale często w 
obecności laktozy rewertuje do Lac+. W szczepie 
FC40 zmutowany allel lac z lokalizowany jest na epi- 
somie F ’ natomiast chromosomalny operon laktozo­
wy został usunięty [8 , 9]. Omawiany system jest 
szczególny ze względu na to, że rewersja adaptacyj­
na zachodzi na plazmidzie. Powstawanie adaptacyj­
nych rewertantów Lac+ zależy między innymi od 
funkcji rekombinacyjnej białek RecA i RecBCD, a 
oprócz tego jes t uwarunkowane obecnością genu p la­
zmidowego tra, który koduje białko umożliwiające 
transfer F ’ do komórek bakteryjnych. Jeśli zm utow a­
ny allel lac  jes t zlokalizowany na chromosomie to 
proces powstawania mutacji adaptacyjnych zachodzi 
25-100 razy wolniej niż w przypadku jego lokalizacji 
na plazmidzie. Ponadto proces ten nie jes t zależny od 
funkcji rekombinacyjnej białek RecA, RecD czy 
RecG [10, 11]. Inną istotną różnicą wynikającą z róż­
nej lokalizacji mutacji jes t fakt, że mutacje adapta­
cyjne w przypadku allelu chromosomalnego nie są 
prostymi delecjami - l p z  jak  w przypadku mutacji 
zlokalizowanej na plazmidzie F \  Na podstawie tych 
różnic można stwierdzić, że istnieją odrębne m echa­
nizmy odpowiedzialne za powstawanie mutacji na 
plazmidzie i w chromosomie.

Rewersja adaptacyjna do Lac+ przypomina m uta­
cje zależne od wzrostu z dwóch powodów: po p ierw ­
sze rewersje te są wynikiem działania głównej poli- 
merazy replikacyjnej E. coli, poi III (chociaż polime- 
raza II również jest aktywna w komórkach fazy sta­
cjonarnej); po drugie, mutacje adaptacyjne są kory­
gowane przez system naprawy błędnie sparowanych 
zasad (MMR), co udowodniono wykazując, że w w a­
runkach nadprodukcji białek MM R poziom mutacji 
obniża się 2-5 razy. Okazało się również, że w w a­
runkach selekcji komórek zdolnych do wzrostu na 
laktozie, mutacje powstają nie tylko w genie lac lecz 
także w innych genach [12, 13],

II-2. Model chromosomalny

Podstawą badań mutacji adaptacyjnych przy po­
mocy modelu chromosomalnego są mutacje typu 
nonsens w genach, których produkty uczestniczą w 
szlakach syntezy aminokwasów bądź katabolizmie 
węglowodanów.
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W komórkach E. coli obok operonu laktozowego 
istnieje podobnie regulowany operon ebg, w skład 
którego wchodzi kodujący represor gen ebgR  oraz 
gen ebgAC  kodujący tzw. drugąP-galaktozydazę. W 
przypadku gdy w komórce brak genu lacZ, ale jest 
obecna permeaza laktozowa, mutacje w operonie 
ebg  pozwalają na wzrost na podłożu z laktozą (Lac) 
lub z innymi cukrami takimi jak  np. laktuloza (Lu). 
Mutacje w genie ebgAC  podzielono na dwie klasy. 
Mutacje klasy I (Lac+ Lu") pozw alają  wprawdzie na 
wzrost na podłożu z laktozą jako  jedynym  źródłem 
węgla, ale na podłożu z laktulozą wzrost jes t  bardzo 
słaby. Natomiast mutacje klasy II (Lac+ Lu+) pro­
wadzą do wzrostu na obu cukrach. Jednak pra­
widłowy wzrost tych m utantów następuje jedynie 
wówczas, gdy na skutek dodatkowej mutacji w genie 
represora ebg (ebgR') nastąpi derepresja całego ope­
ronu i konstytutywna ekspresja enzymu EbgAC. Ob­
serwowane w tym układzie mutacje adaptacyjne po­
jawiały się w komórkach dzielących się bardzo wol­
no, co wskazuje, że to nie brak wzrostu jes t  czynni­
kiem warunkującym powstawanie mutacji adapta­
cyjnych, lecz stres związany z n iem ożnością wzrostu 
w tempie charakterystycznym dla kom órek bakteryj­
nych. Co ciekawe, jes t  to również pierwszy przykład 
recesywnych mutacji adaptacyjnych, które ponadto 
dotyczyły genu represora [14].

Operon bgl koduje geny odpowiedzialne za 
rozkład takich p-glikozydów jak  salicyna. W szcze­
pach E. coli KI 2 operon ten jes t  nieaktywny na sku­
tek oddziaływań białek specyficznie wiążących się z 
sekwencją genu regulatorowego bglR, zlokalizowa­
nego powyżej promotora operonu bgl. Dysponując 
szczepem, który niósł nieindukowalny gen bglR  
(bglR0) oraz zinaktywowany przez element IS 103 
gen bglF, kodujący fosfotransferazę odpowiedzialną 
za transport p-glikozydów, H a l l  [15] wykazał, że 
po 10 dniach inkubacji na podłożu M acC onkey’a na 
koloniach Sal" pojawiały się papille Sal+. Do powsta­
nia mutacji Sal+ musiało dojść dzięki dwóm zdarze­
niom: precyzyjnemu wycięciu elementu IS z bglF  i 
rewersji bg lR °-^bg lR +, przy czym wycięcie IS po­
przedzało zajście mutacji w bglR. Najczęstszymi 
mutacjami spontanicznymi, które aktywowały ope­
ron bgl były insercje elementów IS7 i IS5 w obszarze 
bglR.

II-3. Rewersja do prototrofii

Obok rewersji Lac" —>Lac+ do badania mutagene- 
zy adaptacyjnej w E. coli wykorzystuje się rewersje 
do prototrofii mutacji genów szlaku metabolicznego

tyrozyny, leucyny i tryptofanu oraz w Salm onella ty- 
phim urium  w metabolizmie histydyny.

Do badań rewersji adaptacyjnych H a l l  [16] w y­
korzystał podwójne mutanty w genach trpA i trpB. 
Geny te kodują odpowiednio podjednostki a  i p syn- 
tazy tryptofanowej. Rewersja w jednym  ze zm utow a­
nych alleli nie przywracała kom órkom  zdolności do 
wzrostu na podłożu bez tryptofanu. Jednak po kilku­
nastu dniach inkubacji na płytkach z ograniczoną ilo­
ścią tryptofanu, pozw alającą jedynie na wytworzenie 
małych kolonii, obserwowano pojawianie się papilli 
Trp+. Zjawisko to tłumaczy się „nieszczelnością” al- 
lelu trpA '. Produkt tego genu rozkłada fosforan indo- 
loglicerolu do indolu, przekształcanego z kolei w 
tryptofan przez produkt genu trpB. A więc podwójne 
mutanty trpAB  akumulowały indol i kiedy zacho­
dziła rewersja mutacji trpB  nagromadzony indol 
umożliwiał wzrost komórkom rewertantów, wśród 
których mogła również zajść kolejna mutacja w ge­
nie trpA  prowadząca do powstania papilli Trp+ [17].

W niniejszym artykule przedstawiono nowy m o­
del badania mutacji adaptacyjnych, który wykorzy­
stuje rewersję mutacji w genie szlaku metabolizmu 
argininy argE30c w bakteriach E. coli [18]. Zaletą 
tego modelu jest możliwość badania wpływu mutacji 
w innych genach na poziom mutacji związanych z 
głodzeniem, a także określenia specyficzności m uta­
cji Arg+ poprzez analizę ich fenotypu i obecność su- 
presorów.

III. Mechanizmy odpowiedzialne za 
powstawanie mutacji adaptacyjnych

Bakterie będące w fazie stacjonarnej, a więc w 
warunkach niedoboru substancji odżywczych, spo­
walniają swój metabolizm, a nawet zmieniają go do­
stosowując do zaistniałych warunków stresowych. 
Takie przestawienie metabolizmu umożliwia bakte­
riom utrzymanie się przy życiu w niekorzystnych 
warunkach, jak  również pozw ala na tworzenie zmian 
genetycznych pomocnych w odzyskaniu zdolności 
do wzrostu. Często obserwuje się wzrost liczby ko­
mórek bakteryjnych poddanych nie letalnej selekcji, 
który nie jes t spowodowany pojawieniem się „uży­
tecznej” mutacji, lecz w ynika z zanieczyszczenia 
podłoża substancjami m ogącymi stanowić źródło 
węgla dla głodzonych bakterii. Aby wyeliminować 
to zjawisko stosuje się szczepy „czyściciele” (ang. 
scavengers), które zużyw ają potencjalne źródła 
energii występujące w podłożu nie formując przy 
tym kolonii. W wielu przypadkach w trakcie kilkuna- 
stodniowego głodzenia obserwowano najpierw spa­
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dek, a następnie wzrost liczby żywych komórek. W y­
daje się więc uzasadnione stwierdzenie, że komórki 
bakteryjne fazy stacjonarnej nie są komórkami spo­
czynkowymi ale raczej wolno rosnącymi i wolno 
dzielącymi się. Wobec tego należy się spodziewać 
pewnego poziomu syntezy DNA, który umożliwia 
utrwalanie uszkodzeń i powstawanie mutacji. W tym 
przypadku synteza DNA może zachodzić przy braku 
jakiegokolwiek przyrostu całkowitej masy bakterii, a 
nawet wtedy, gdy ta masa maleje. Badania przepro­
wadzone na E. coli wykazały, że w nie dzielących się 
komórkach DNA jest  syntetyzowane w ilości odpo­
wiadającej od 0,5 do 5% całego genomu [7]. N ato ­
miast z obserwacji szybkości powstawania mutacji 
adaptacyjnych w mutancie m u tT (przyjmując, że m u­
tacje te powstały przez inkorporację 8 -okso-dGTP 
podczas syntezy DNA de novo) wynika, że poziom 
syntezy DNA stanowi 25% dobowej syntezy geno- 
mowego DNA [19]. Przytoczone dane wskazują, że 
zachodzą istotne różnice pom iędzy procesem po­
wstawania mutacji w kom órkach intensywnie 
dzielących się i w komórkach fazy stacjonarnej.

III-l. Uszkodzenia DNA w nie dzielących się 
komórkach

W DNA komórek fazy stacjonarnej m ogą grom a­
dzić się uszkodzenia indukowane czynnikami endo­
gennymi. Jeżeli nie będą one naprawione przez któ­
ryś z komórkowych systemów reparacyjnych to zo­
staną utrwalone w postaci mutacji. Najpow szech­
niejsze uszkodzenia DNA są wynikiem procesów al- 
kilacji i utleniania.

Do endogennych czynników alkilujących zasady 
DNA należą S-adenozylometionina, rodniki alkilo­
we powstające w procesie utleniania lipidów oraz en­
dogennie nitrozowane amidy i poliaminy. Związki te 
alkilują tlen w pozycji 0 -6  guaniny lub 0 -4  tyminy. 
Brak enzymów naprawiających O ó-alkiloguaninę i
0 4-alkilotyminę powoduje podwyższenie poziomu 
mutacji typu tranzycji w komórkach fazy stacjonar­
nej. Wydaje się, że jed n ą  z przyczyn powstawania 
mutacji adaptacyjnych jes t wyczerpanie się puli alki- 
lotransferaz —  enzymów naprawiających zalkilowa- 
ne zasady w DNA [20].

Głównym produktem utleniania zasad jest
8-okso-2’-deoksyguanozyna (8 -oksodG). Jej w ystę­
powanie jest związane z procesami starzenia się i 
karcinogenezy [21, 22]. Obecność 8 -oksodG pow o­
duje powstawanie błędów w czasie replikacji, ponie­
waż często naprzeciw tej zmodyfikowanej zasady 
włączana jest adenina zamiast cytozyny, co prowadzi 
do transwersji GC-»TA [23-26], Udział 8 -oksodG w

powstawaniu mutacji adaptacyjnych potwierdzają 
doświadczenia z głodzonymi bakteriami niosącymi 
mutacje w genach m utM  i mutY. Mutacja m utM  n ie­
znacznie zwiększa szybkość powstawania mutacji 
adaptacyjnych. Natomiast większy przyrost tego 
typu mutacji obserwowano w szczepie mutY, a naj­
większy w podwójnym mutancie m utM m utY  [27, 
28]. Nadprodukcja glikozylaz z wysokokopijnych 
plamidów, kodowanych przez geny m utM  i mutY, re­
dukuje szybkość powstawania mutacji fazy stacjo­
narnej o około 50%. Nie wiadomo jednak  co jest 
źródłem 8 -oksodG w głodzonych komórkach. Z a­
równo ponadtlenek wodoru, nadtlenek wodoru jak  i 
rodnik hydroksylowy mogą generować 8 -oksodG. 
Brak dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) znacznie 
podwyższa szybkość powstawania rewersji adapta­
cyjnych His+ w bakteriach z m utacją  his' [29]. Ponie­
waż SOD katalizuje wytwarzanie tlenu i nadtlenku 
wodoru z ponadtlenku, wydaje się, że ponadtlenek 
może przyczyniać się do powstawania mutacji w ko­
mórkach spoczynkowych. Przypuszczenie to zdaje 
się potwierdzać doświadczenie, w którym po doda­
niu manganoporfiryny, wykazującej aktywność 
dysmutazy nadtlenkowej, szybkość pojawiania się 
mutantów fazy stacjonarnej w szczepie z aktywnym 
SOD ulega dwukrotnemu zmniejszeniu.

Ciekawe wyniki uzyskano badając wpływ karote- 
noidów, znanych „zmiataczy” aktywnych form tlenu 
singletowego in vitro [30] jak  i in vivo [31], na po­
wstawanie mutacji adaptacyjnych. Geny produ­
kujące karotenoidy pochodzące z Erwina herbicola  
sklonowano i wprowadzono do szczepów bakteryj­
nych, w których jak  podejrzewano 8 -oksodG induku­
je  powstawanie mutacji związanych z głodzeniem. 
Jasno-żółte bakterie wytwarzające karotenoidy cha­
rakteryzowały się obniżoną szybkością powstawania 
mutacji w porównaniu ze szczepami bez karoteno- 
idów [32]. Chociaż reaktywność karotenoidów jest 
sprawą złożoną, a wybiórczość ich działania w sto­
sunku do tlenu singletowego nie jes t ścisła, to jednak 
przypuszcza się, że zarówno tlen singletowy jak  i po­
nadtlenek mogą mieć znaczący udział w indukowa­
niu mutacji związanych z głodzeniem.

III-2. Rola systemów naprawy DNA w mutagenezie 
adaptacyjnej

Wydaje się prawdopodobnym, że jednym  z czyn­
ników stymulujących proces mutagenezy adaptacyj­
nej w komórkach wolno rosnących może być niew y­
dolność komórkowych systemów naprawczych. W 
istocie, eliminacja enzymów biorących udział w na­
prawie uszkodzeń DNA w wielu przypadkach przy­
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czynią się do podwyższenia poziomu mutacji adapta­
cyjnych.

W 1988 r. S t a h 1 po raz pierwszy wysunął hipo­
tezę, że mutacje adaptacyjne m ogą powstawać w w y­
niku słabszego działania naprawy przez wycinanie

system M M R nie jes t w pełni wydajny [8 , 9]. Z dru­
giej strony syntetyzowane w warunkach głodu DNA 
może zawierać więcej pojedynczych delecji w 
ciągach powtórzonych nukleotydów, co daje takie 
samo spektrum mutacji jak  w przypadku defektyw-

Macierzysty operon Lac

Spontaniczna duplikacja f |  i ^ f |  __ i l  Lac“++
“1 *  MM *  I (niestabilny)

Amplifikacja T - + + +Lac
(niestabilny)

Rewertant inicjalny i Lac+ | L  i p  Lac++++
I I I I ^  I (niestabilny)

L A . J

Stabilny rewertant 
haploidalny

T TTTTLac
( s ta b iln y )

Ryc. 1. M odel pow staw ania m utacji adptacyjnych na drodze am plifikacji genu lac w szczepie FC40. Operon lac  zaw iera m utację w genie kodującym  
P-galaktozydazę. „N ieszczelność” tej m utacji pow oduje pow stanie pewnej ilości praw idłow ej p-galaktozydazy. Spontaniczna duplikacja zm u­
towanego genu prow adzi do n ieznacznego zw iększenia poziom u praw idłow ego enzym u, a am plifikacja zapew nia kom órce bakteryjnej taką 
jego  ilość, która um ożliw ia w zrost na podłożu, w którym  jedynym  źródłem  w ęgla jes t laktoza. W  ten sposób dochodzi do pow stania stabilnego 

rew ertanta L ac+.

błędnie sparowanych zasad (MMR) w komórkach 
głodzonych [33]. Okazało się, że w takich kom ór­
kach poziom niektórych białek naprawy M M R jest 
znacznie obniżony, natomiast ilość mutantów fazy 
stacjonarnej podwyższona [6 , 34, 35]. W układzie 
FC40 mutacja w genie la c l  jes t  „nieszczelna” i p o ­
wstaje pewna ilość aktywnej p-galaktozydazy co 
oznacza, że podczas selekcji laktozowej u trzym yw a­
ny jest odpowiedni poziom białek biorących udział w 
M M R [36]. Jednak spektrum mutacji w FC40 
składające się wyłącznie z jednozasadow ych delecji 
w szeregu powtarzających się zasad jes t  dokładnie 
takie, jak  w przypadku defektywnego MMR, co 
może oznaczać, że w głodzonych bakteriach FC40

nej podjednostki korektorskiej głównej polimerazy 
replikacyjnej E. co li, polimerazy III. Kolejne bada­
nia pokazały, że spośród białek MMR, w komórkach 
fazy stacjonarnej spada poziom białek MutS i MutH 
ale nie MutL [37, 38] i właśnie to ostatnie białko oka­
zało się czynnikiem ograniczającym działanie syste­
mu M M R w warunkach głodzenia. Pokazano także, 
że nadprodukcja białka MutL jest jedynym  koniecz­
nym warunkiem przywrócenia aktywności MMR i 
obniżenia poziomu mutacji adaptacyjnych [39,40].

Naprawa przez wycinanie nukleotydów (NER) 
mogłaby ograniczać powstawanie mutacji w kom ór­
kach głodzonych, lub przeciwnie, stać się potencjal­
nym źródłem mutacji, które powstawałyby w czasie
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syntezy DNA zachodzącej w ostatnim etapie napra­
wy. Okazało się jednak, że wyłączenie NER poprzez 
mutacje uvrA  czy uvrB  albo w ogóle nie wpływało na 
poziom mutacji podczas selekcji lub wpływ ten był 
nieznaczny [5, 40-42]. Inne dane w skazują na pe­
wien udział naprawy NER w mutagenezie adaptacyj­
nej [7] biorąc jednak  pod uwagę wszystkie wyniki 
uzyskane w różnych systemach badawczych wydaje 
się, że naprawa, w której uczestniczą białka UvrABC 
nie jest konieczna do powstawania mutacji fazy sta­
cjonarnej.

III-3. Rekombinacja homologiczna

Wyniki wcześniejszych badań nad udziałem re­
kombinacji w mutagenezie adaptacyjnej w systemie 
FC40 pozwalały stwierdzić, że zależność powstawa­
nia mutacji adaptacyjnych od rekombinacji dotyczy 
wyłącznie plazmidu F \  Późniejsze doświadczenia 
pokazały, że proces rekombinacji obejmuje cały ge­
nom [43]. W komórkach poddanych długotrwałemu 
stresowi grom adzą się liczne uszkodzenia, w tym po­
dwójne pęknięcia nici DNA (ang. DSBs —  double  
strand breaks), które z kolei mogą stymulować re­
kombinację. Na tym etapie zachodzi również synteza 
DNA. Przyjmuje się, że błędy popełniane przez poli­
merazę w miejscach naprawy DSBs podczas rekom ­
binacji homologicznej przyczyniają się do powsta­
wania mutacji adaptacyjnych [44, 45], Sugeruje się, 
że DSBs pojawiają się w komórkach podczas stresu 
związanego z głodzeniem na podłożu laktozowym 
[10, 44, 46-49]. Podwójne pęknięcia DNA mogą być 
spowodowane zatrzymaniem widełek replikacyj- 
nych [10, 49] np. przez uszkodzenia oksydacyjne 
[48], Nukleaza RecBCD (egzonukleaza V), będąc 
specyficzną w stosunku do DSBs i dysponując 
właściwościami helikazy, przyłącza się do dwunicio- 
wych końców DNA (ang. DSEs —  double strand  
ęnds), nadtrawiając je  i rozplatając. Prowadzi to do 
powstania końców jednoniciowego DNA. Końce te 
są wykorzystywane przez białko RecA do inwazji 
nici homologicznego DNA tworząc przemiesz­
czającą się pętlę D (ang. D loop ), promującą replika­
cja [44, 50, 51]. Wolny koniec 3 ’ może służyć jako 
primer dla polimerazy III. Błędy popełniane przez 
polimerazę mogą nie być naprawione z powodu 
przejściowej niewydolności systemu MMR. Utrwa­
lone, mogą prowadzić do mutacji Lac+. Drogą alter- 
natywnąjest inwazja końca 5 ’pętli D. Koniec ten nie 
może być primerem dla polimerazy III i wobec tego 
nie dochodzi do replikacji DNA lecz do homologicz­
nej rekombinacji [51, 52].

III-4. Hipermutagenność i amplifikacja genów 
w mutagenezie adaptacyjnej

W 1990 r. H a l l  wysunął hipotezę hipermutacji, 
jako mechanizmu generującego mutacje adaptacyjne 
[16]. Autor zakłada, że wśród komórek poddanych 
stresowi wyodrębnia się pewna subpopulacja, która 
wykazuje stan podwyższonej mutagenności. W ko­
mórkach tej subpopulacji można spodziewać się po­
wstawania wielu mutacji w różnych częściach geno­
mu. W momencie pojawienia się mutacji, która 
uwolni komórkę od stresu np. przez umożliwienie 
syntezy brakującego aminokwasu, następuje jej 
wyjście ze stanu hipermutagenności. Jeśli wśród na­
gromadzonych mutacji żadna nie okaże się uży­
teczną, komórka ginie. Hipoteza ta tłumaczy zatem 
występowanie, obok mutacji adaptacyjnych, mutacji 
nie selekcyjnych. Ten model okazał się prawdziwy w 
przypadku bakterii E. coli FC40. W szczepie tym za­
obserwowano w ysoką częstość mutacji w wielu 
miejscach genomu w koloniach Lac+ ale nie w głów­
nej populacji komórek Lac' poddanych selekcji lak­
tozowej [13, 53]. Zaobserwowano również „gorące” 
i „zim ne” miejsca dla mutacji fazy stacjonarnej zale­
żnych od rekombinacji. Przypuszcza się, że występo­
wanie tych obszarów zależy od nagromadzenia dwu- 
niciowych pęknięć w genomowym DNA [47, 54]. 
Czynnikiem promującym stan podwyższonej m u­
tagenności może być rekombinacja indukowana przez 
dwuniciowe pęknięcia. Ponieważ początkowo związek 
pomiędzy zależnym od rekombinacji mechanizmem 
powstawania mutacji fazy stacjonarnej a mutacjami 
chromosomalnymi wzbudzał kontrowersje, postano­
wiono sprawdzić czy rekombinacyjny mechanizm 
mutagenezy adaptacyjnej wpływa na genom bakte­
ryjny. Zbadano mutacje w genach recD  i recG, które 
podwyższają poziom zależnych od rekombinacji m u­
tacji adaptacyjnych w genie lac na plazmidzie F ’ [44, 
52, 55]. Zarówno mutacja w recD, prowadząca do hi- 
perrekombinacji [56, 57] jak  i mutacja w genie recG  
[52, 58, 59] zwiększają liczbę intermediatów rekom- 
binacyjnych promujących replikację. B u l i  i wsp.
[43] wykazali, że mutacje w tych genach podwyż­
szają częstość mutacji chromosomalnych defektyw- 
nych w fermentacji ksylozy, maltozy i fruktozy. Te 
dane sugerują, że podwyższona mutagenność w ge­
nach chromosomalnych wynika z rekombinacji, po­
dobnie jak  to ma miejsce w przypadku mutacji zloka­
lizowanych na plazmidzie. Tak więc mechanizm od­
powiadający za powstawanie mutacji fazy stacjonar­
nej, zależnych od rekombinacji, nie jes t przypisany 
wyłącznie plazmidowemu DNA lecz dotyczy róż­
nych miejscach genomu.
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W 1998 r. R o t  h i wsp. [60] zaproponowali m o­
del, w którym ampliflkacja genów podczas selektyw­
nego wzrostu może prowadzić do pojawiania się m u­
tacji adaptacyjnych bez jak ichkolw iek zmian w mu- 
tabilności. Model, dla stworzenia którego posłużono 
się rewersją  lac  do Lac+ opiera się na dwóch 
przesłankach. Po pierwsze zakłada, że zmutowany 
locus lac  z zachowaną resztkow ą funkcją zezwala na 
wzrost, jeśli ilość jego kopii powiększy się; i po dru­
gie, że prawdziwe zdarzenia rewersji, które doko­
nują się na drodze replikacji chromosomu, są bar­
dziej prawdopodobne jeśli  występuje wiele kopii 
tego locus. Rycina 2 przedstawia model objaśniający 
m utagenezę adaptacyjną operonu lac. Jeśli resztko­
wa funkcja Lac+ ulegnie spontanicznej duplikacji to 
dojdzie do jej wzmocnienia. Dalsza ampliflkacja i 
selekcja preferująca Lac+ prowadzi do powstania sta­
bilnego rewertanta Lac+.

III-5. Odpowiedź SOS

Z badań ostatnich lat wynika, że mutageneza 
adaptacyjna podlega pozytywnej i negatywnej regu­
lacji przez system SOS, którego indukcja jes t odpo­
wiedzią komórki na stres środowiskowy [61 ]. W pro­
cesie tym bierze udział funkcjonalne białko RecF. 
Białko to wymagane jes t między innymi do indukcji 
SOS przez takie czynniki, których działanie prow a­
dzi do powstania jednoniciowych fragmentów DNA 
(ssDNA) [62]. W mutantach recF  poziom mutacji 
adaptacyjnych był obniżony i podobny do poziomu 
występującego w mutancie lexA3  (Ind'), w którym 
białko LexA, represor regulonu SOS, nie jes t  cięte w 
obecności koproteazy RecA*, wobec czego regulon 
SOS nie podlega indukcji. Brak białka RecF nie po ­
woduje wyższej redukcji mutacji adaptacyjnych w 
szczepie lexA3, a więc w podwójnym mutancie 
recFlexA3  nie obserwuje się dalszego obniżenia po ­
ziomu mutacji adaptacyjnych czego można by ocze­
kiwać gdyby jedyną  funkcją RecF w mutagenezie 
adaptacyjnej było ułatwianie cięcia białka LexA. 
Wydaje się więc, że RecF promuje mutagenezę adap­
tacyjną przez indukcję odpowiedzi SOS, a nie przez 
rekombinację.

Adaptacyjne mutacje Lac+ potrzebują również 
funkcji innych genów regulonu LexA, których eks­
presja indukowana jes t w czasie odpowiedzi SOS. 
Chodzi tu przede wszystkim o białko RecA, ze 
względu na jego  udział zarówno w pozytywnej regu­
lacji odpowiedzi SOS jak  i w procesie rekombinacji. 
Ostatnio odkryto kontrolowany przez SOS inhibitor 
mutagenezy adaptacyjnej PsiB [63]. Białko to kodo­
wane przez gen zlokalizowany na plazmidzie F ’ inhi-

buje aktywność RecA*. Z kolei inny inhibitor, DinI 
będący produktem genu chromosomalnego, którego 
ekspresja regulowana jes t przez LexA, hamuje re­
kombinację i indukcję SOS przez blokowanie kopro- 
teazowej aktywności białka RecA. Oba białka DinI i 
PsiB m ogą przyczyniać się do szybkiego powrotu 
komórki ze stanu indukcji systemu SOS do stanu 
podstawowego jeśli uszkodzenia DNA zostaną na­
prawione. Prawdopodobnie DinI słabo konkuruje z 
PsiB o przyłączenie do RecA. Dane te sugerują, że 
aktywność RecA* jest krytyczna dla powstawania 
mutacji adaptacyjnych, w tym sensie, że zarówno 
podwyższenie jak  i obniżenie tej aktywności prowa­
dzi do obniżenia poziomu mutacji adaptacyjnych.

W komórkach E. coli pod kontrolą systemu SOS 
pozostają również geny kodujące polimerazy na­
prawcze; polimerazę II, kodowaną przez gen polB , 
polimerazę IV, kodowaną przez gen dinB  i polimera­
zę V kodowaną przez geny umuDC. Wydaje się, że w 
zależności od typu uszkodzenia DNA i kontekstu se­
kwencji poi II, poi IV i poi V są zaangażowane w 
bezbłędną (poi II) lub pozostawiającą błędy (poi IV i 
poi V) syntezę poprzez miejsce uszkodzenia DNA 
[64]. Najnowsze badania wskazują, że wspomniane 
polimerazy również odgrywają rolę w mutagenezie 
adaptacyjnej przyczyniając się do podwyższenia lub 
obniżenia poziom mutacji fazy stacjonarnej w zależ­
ności od tego, która z nich bierze udział w procesie 
naprawy DNA [64, 65].

IV. Znaczenie mutagenezy adaptacyjnej

Pojedyncze komórki stanowiące cały organizm, 
jak  i te budujące tkanki, w warunkach naturalnych 
występują w fazie stacjonarnej, w której ze względu 
na ograniczony dostęp składników odżywczych, po­
działy komórkowe zachodzą bardzo wolno. M utage­
neza mająca miejsce w takich komórkach znacznie 
odbiega od bardzo dokładnie opisanego procesu, któ­
ry odbywa się w intensywnie replikujących komór­
kach fazy logarytmicznej. Ze względu na niedosko­
nałość modeli badawczych, mechanizmy pro­
wadzące do utrwalenia się zmiany w DNA w postaci 
mutacji w komórkach spoczynkowych nie są do koń­
ca poznane. Wiadomo jednak, że mutageneza adapta­
cyjna jes t zjawiskiem często występującym i dlatego 
może mieć ogromny wpływ na genetyczną strukturę 
populacji. W przeliczeniu na ilość replikowanego 
DNA tempo powstawania mutantów adaptacyjnych 
jes t dużo wyższe niż mutantów w intensywnie 
dzielących się komórkach. Ponadto proces ten 
wpływa na wzrost liczby mutacji korzystnych w da­
nych warunkach, w różnych miejscach genomu.
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Dzięki temu utrzymywana jes t heterogenność popu­
lacji, co niewątpliwie ma wpływ na ewolucyjny roz­
wój organizmów. Mutacje adaptacyjne powstając w 
warunkach stresu uwolniają komórkę spod presji se­
lekcyjnej zwiększając jej szansę na przeżycie w w a­
runkach niekorzystnych.

Obserwuje się pewne podobieństwo między muta- 
genezą adaptacyjną, a nowotworzeniem. Jednakże w 
tym drugim przypadku proces ten nie przynosi orga­
nizmowi korzyści jak  ma to miejsce w przypadku or­
ganizmów jednokomórkowych. Pierwszym etapem 
w powstawaniu nowotworów jest wyzwolenie się 
komórki z ograniczeń wzrostu. W kolejnym stadium 
następuje wzrost guza z jednoczesną kumulacją do­
datkowych mutacji przy czym najczęściej ich liczba 
waha się od 4 do 5 [6 6 , 67]. W przypadku nowotwo­
rów stwierdzono, że gdyby mutacje powstawały nie­
zależnie z szybkością około 1,4 x  10 *10/parę zasad/po­
dział komórki [64], to częstotliwość powstawania 
nowotworów u ludzi byłaby bardzo niska. Wydaje 
się oczywiste, że tempo powstawania tych mutacji 
powinno być zbliżone do tego, które charakteryzuje 
mutacje adaptacyjne, a badania mutacji adaptacyj­
nych w komórkach nie dzielących się mogłyby 
posłużyć jako uproszczony model mutagenezy za­
chodzącej w komórkach somatycznych wyższych or­
ganizmów. Wydaje się więc, że dalsze badania nad 
mutacjami zachodzącymi w komórkach fazy stacjo­
narnej pomogą w lepszym zrozumieniu mechani­
zmów odpowiedzialnych za proces karcinogenezy w 
komórkach ssaków.

Artykuł otrzymano 13 marca 2003 
Zaakceptowano do druku 27 czerwca 2003
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S-tiolacja białek jako mechanizm anty oksydacyjny i 
regulacyjny 

Protein S-thiolation as an antioxidative and regulatory 
mechanism

LIDIA WŁODEK1, MAŁGORZATA ICIEK2
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Wykaz stosowanych skrótów: Białko-SSR —  mieszane di- 
siarczki z białkami; BFT —  białkowe fosfatazy tyrozynowe; 
y-GT —  gamma-glutamylotranspeptydaza; GSH —  zredukowa­
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I. Tiole w układach biologicznych

Związki tiolowe chronią  komórki przed stresem 
oksydacyjnym i elektrofilowymi ksenobiotykami. 
Do najważniejszych niebiałkowych tioli w żywych 
organizmach należą: tripeptyd glutation oraz am ino­
kwasy cysteina i homocysteina. Glutation (GSH) jest 
wszechobecnym tiolem występującym w komórkach 
w wysokich, m ilim olow ych stężeniach. Do najwa-
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żniejszych funkcji biologicznych GSH należy detok­
sykacja wolnych rodników, elektrofilowych kseno- 
biotyków i kancerogenów oraz utrzymywanie pra­
widłowej struktury i funkcji białek [1 ,2 ] .  Glutation 
uczestniczy w tak istotnych procesach kom órko­
wych jak: transkrypcja, apoptoza, biosynteza DNA, 
proliferacja komórek, regulacja aktywności enzy­
mów oraz obrona im munologiczna [3-6]. Obniżenie 
poziomu GSH w komórkach towarzyszy procesowi 
starzenia oraz licznym stanom chorobowym, takim 
jak: cukrzyca, AIDS, nadżerka śluzówki żołądka, ka­
tarakta, choroby neurodegeneracyjne, stres oksyda­
cyjny związany z toksycznością ksenobiotyków 
[7-12], Cysteina, tiolowy aminokwas, jes t  czynni­
kiem redukującym, a także substratem w biosyntezie 
białek i glutationu (GSH) oraz prekursorem reaktyw­
nej metabolicznie siarki sulfanowej [13]. Powstająca 
z metioniny homocysteina jes t  prekursorem cyste­
iny, a jej podwyższony poziom jest uważany za czyn­
nik ryzyka przedwczesnej arteriosklerozy [14].

Nie tylko niskocząsteczkowe tiole, lecz również 
reszty cysteiny zlokalizowane na powierzchni białek
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pełnią funkcje antyoksydacyjne, czego przykładem 
są albuminy osocza [15]. Reaktywność grup -S H  w 
białkach zależy od wartości pK, czyli od możliwości 
dysocjacji do jonu  tiolanowego. Stopień dysocjacji 
grup -S H  reszt cysteiny w białkach zależy od ładun­
ków i właściwości otaczających struktur białkowych 
(reakcja 1).

B ia łko-SH  <  > B iałko-S~< ~e >
Białko-S* < RS‘ > B ia łko-S SR  (1)

Powyższe równanie reakcji przedstawia równo­
wagę kw asow o-zasadową grupy tiolowej oraz p o ­
wstawanie rodnika tiylowego odpowiedzialnego za 
łatwe utlenianie się tioli do disiarczków. Proces ten 
jes t katalizowany przez kationy metali przejścio­
wych i dlatego można go spowolnić poprzez w pro­
wadzenie związków kom pleksujących [16].

wanie formy rezonansowej umożliwia atak jonom  
tiolanowym na dodatnio naładowany atom siarki (re­
akcja 5), co prowadzi do powstania disiarczku i anio­
nu nitroksylowego [19]

B ia łk o -S -N = 0  <------> [B ia łk o -S = N -0 ]
< RS~ > B iałko-SSR  + N O - (5)

W ten sposób poprzez przejściową S-nitrozylację 
m ogą zarówno powstawać mostki disiarczkowe w 
białkach (reakcja 6 ) jak  i mieszane disiarczki białek z 
niskocząsteczkowymi tiolami (reakcja 5) [20].

N=0

(6)

II. Reakcje utleniania grup -SH  w białkach

Odwracalne utlenianie grup - S H  reszt cysteiny w 
białkach, czyli powstawanie rodników tiylowych, 
kwasów sulfenowych (R-SOH) i S-nitrozotioli 
(SNT), często stanowi etap pośredni na drodze po­
wstawania mieszanych disiarczków. Natomiast u tle­
nianie grup -S H  do kwasów sulfinowych ( R - S 0 2H) i 
sulfonowych ( R - S 0 3H) jest  procesem nieodwracal­
nym, związanym z utratą biologicznych funkcji 
białek.

II-l. Powstawanie rodników tiylowych

Odwracalne utlenianie grup -S H  w białkach może 
przebiegać jednoelektronowo w reakcjach tioli z 
wolnymi rodnikami z powstaniem  rodników tiylo­
wych, których dimeryzacja prowadzi do powstania 
disiarczków (reakcje 2 i 3) [17].

B iałko-SH  + R* —» Białko-S* + HR (2)
Białko-S* + R-S* —> B ia łk o -S -S -R  (3)

11-2. Reakcje S-nitrozylacji

Białka z udziałem kationu nitrozoniowego (NO+) 
ulegają reakcjom S-nitrozylacji z powstawaniem 
białkowych S-nitrozotioli (SNT) [18].

B ia łko -S -  + NO+ -> B ia łk o -S -N O  (4)
Specyficzność reakcji S-nitrozylacji białek zależy 

od sekwencji aminokwasów otaczających g ru p y -S H  
reszt cysteiny. Proces ten może zatrzymywać się na 
powstawaniu stabilnych S-nitrozotioli białek. W 
pewnych jednak przypadkach S-nitrozotiole mogą 
stanowić etap pośredni na drodze powstawania di­
siarczków. Może to nastąpić w reakcjach heteroli- 
tycznego rozpadu S-nitrozotioli, w których występo-

Przekształcanie SNT do disiarczków może być 
również efektem reakcji homolitycznego rozpadu 
wiązania pomiędzy azotem i siarką, co następuje pod 
wpływem jonów  metali, temperatury lub prom ienio­
wania (reakcje 7 i 8 ) [21]:

C u+
hv

B ia łko -S -N O  temp > Białko-S* + *NO (7)

Białko-S* + R S *  » B iałko-SSR  (8)

II-3. Powstawanie kwasów sulfenowych

Reszty cysteiny w białkach mogą także ulegać od­
wracalnemu utlenianiu do nietrwałych kwasów sul­
fenowych (B ia łk o -S -O -H ).  Kwasy sulfenowe cha­
rakteryzują się silnie elektrofilowym atomem siarki, 
co umożliwia ich reakcję z tiolami prowadzącą do 
powstawania mieszanych disiarczków (reakcje 9 i 
10). Dlatego przy bliskim sąsiedztwie drugiej grupy 
-S H  w cząsteczce białka lub w obecności ni- 
skocząsteczkowych tioli (np. glutationu) kwasy sul­
fenowe mogą stanowić intermediaty na drodze po­
wstawania mostków disiarczkowych w białkach lub 
prowadzić do powstawania mieszanych disiarczków 
z białkami [2 2 ].

H 2 O 2

Białko-SH W - »  B i a łk o - S - O - H
kw asy sulfenow e ( 9 )

GSH

Białko—S—OH — ► Białko—S—S—G
H20  m ieszane disiarczki ( 1 0 )
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II-4. Nieodwracalne utlenianie grup -SH III-l. Wymiana tiolowo-disiarczkowa

Postać zredukowana grup -S H  umożliwia 
związkom tiolowym udział w reakcjach antyoksyda- 
cyjnych, katalizy, regulacji, transportu elektronów, a 
także w utrzymywaniu prawidłowej struktury białek 
[16,17]. Dlatego homeostaza komórek w znacznym 
stopniu zależy od biologicznej aktywności grup -S H  
obecnych w nich tioli. Największym zagrożeniem 
dla komórek związanym z pojawiającym się stresem 
oksydacyjnym jest niebezpieczeństwo nieodwracal­
nego utlenienia grup -S H  białek do kwasów sulfino- 
wych i sulfonowych —  czyli do maksymalnie utle­
nionych form reszt cysteiny w białkach [23].

[O ] [O ]

Białko-SH  > Białko-SOH ----- >
kwas sulfenowy

[O ]

Białko-S02H ----- > B iałko-S03H
kwas sulfinowy kwas sulfonowy ( 1 1 )

Nieodwracalne utlenianie grup -S H  do - S 0 2H i 
- S 0 3H (reakcja 11) oznacza utratę wszystkich biolo­
gicznych funkcji zależnych od nukleofilowych 
właściwości grup - S H  występujących w cząstecz­
kach białek. Dlatego w sytuacji niedoboru glutationu 
w komórkach pojawia się niebezpieczeństwo, że gru­
py -S H  odwracalnie utlenione do rodników d y lo ­
wych, S-nitrozotioli, czy kwasów sulfenowych będą 
w reakcji z tlenem cząsteczkowym lub innymi oksy- 
dantami ulegać dalszemu utlenianiu do nieodwracal­
nie utlenionych kwasów sulfinowych i sulfonowych 
[23].

III. Proces S-tiolacji białek czyli powstawania 
mieszanych disiarczków białek

Powstawanie i redukcja wiązań disiarczkowych w 
znacznej mierze zależy od dostępności donorów i ak­
ceptorów elektronów, o czym decyduje potencjał re- 
doks środowiska. Tak więc zmiana stosunku tiole/di- 
siarczki, czyli zmiana potencjału redoks tioli w ko­
mórce lub w osoczu, będzie wywierać znaczący 
wpływ na strukturę i funkcje białek. Tiole białkowe 
mogą w reakcjach z tiolami niskocząsteczkowymi 
tworzyć mieszane disiarczki w reakcjach zwanych 
S-tiolacją białek. Przyjmuje się, że proces S-tiolacji 
białek może przebiegać poprzez dwa odmienne m e­
chanizmy: 1) wymianę tiolowo-disiarczkową [24], 
oraz 2 ) jako efekt reakcji odwracalnie utlenionych 
grup -S H  białek z niskocząsteczkowymi związkami 
tiolowymi [25].

Niskocząsteczkowe disiarczki takie jak  utleniony 
glutation (GSSG), cystyna czy cystamina są łagod­
nymi czynnikami utleniającymi, które m ogą utleniać 
do mieszanych disiarczków zarówno n isko -jak  i wy- 
sokocząsteczkowe tiole. O reaktywności tioli w re­
akcjach wymiany tiolowo-disiarczkowej decyduje 
wartość pK grup tiolowych, czyli reaktywność ta za­
leży od dysocjacji grup -S H  do nukleofilowego anio­
nu tiolanowego -S~. Pod wpływem silnego stresu 
oksydacyjnego wzrasta wewnątrzkom órkowa pula 
utlenionego glutationu (GSSG), czemu może tow a­
rzyszyć wzrost poziomu mieszanych disiarczków 
białek, czyli następuje tak zwana glutationylacja 
białek (reakcja 12) [26].

Białko—S + GSSG -------- > Białko—S—S—G + GS
(wymiana tiolowo-disiarczkowa)

(12)

Powstawanie na tej drodze m ieszanych disiarcz­
ków jest jednak  możliwe tylko przy odpowiednio 
wysokich stężeniach GSSG, co przy panującym w 
komórkach wysokim stosunku GSH/GSSG w znacz­
nym stopniu ogranicza ten proces. W warunkach in 
vivo  tylko nieliczne białka enzymatyczne posiadają 
wartości K 0̂ s pozwalające na S-tiolację poprzez m e­
chanizm wymiany tiolowo-disiarczkowej [27]. D la­
tego powstawanie mieszanych disiarczków na dro­
dze wymiany tiolowo-disiarczkowej z przyczyn ter­
modynamicznych może przebiegać w komórkach 
tylko w bardzo ograniczonym zakresie.

III-2. Reakcja odwracalnie utlenionych grup -SH  
białek z niskocząsteczkowymi związkami 
tiolowymi

Zaobserwowano, że S-tiolacja białek może być 
inicjowana przez reaktywne formy tlenu (RFT) i na­
stępuje to bez widocznego wzrostu poziomu GSSG 
w komórkach [28]. W tym m echanizmie S-tiolacji 
oksydant najpierw reaguje bezpośrednio z grupami 
-S H  białek, w wyniku czego przejściowo powstają 
odwracalnie utlenione reszty cysteiny, czyli 
białkowe rodniki tiylowe, S-nitrozotiole lub kwasy 
sulfenowe (reakcje 2 ,4  i 9). Następnie takie reaktyw­
ne postacie tioli mogą reagować z niskocząsteczko­
wymi tiolami, co prowadzi do powstawania miesza­
nych disiarczków (reakcje 3, 5, 6 i 10).

Możliwa jest również sytuacja odwrotna, kiedy 
pod wpływem czynnika prooksydacyjnego najpierw
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będą powstawać częściowo utlenione aktywne posta­
cie niskocząsteczkowych tioli np. GSH (takie jak: 
GS*, GSOH, GSNO), których reakcje z grupami -S H  
białek będą następnie prowadzić do powstawania 
mieszanych disiarczków białek [29] (Ryc. 1).

siarczków białek z cysteiną (b ia łko-S -S -cys te ina),  
czy z homocysteiną (b ia łko-S -S -hom ocyste ina) 
[31]. W badaniach in vitro  wykazano, że cysteina po­
przez wytwarzanie mieszanych disiarczków może 
chronić inkubowane z H 20 2 białka soczewki oka

B iałko

Białko

SH 

S 0 3H

SH

s o j -i

nieodw racalne
utlenianie

ST
OKSYC

pow staw anie
m ieszanych
disiarczków

Ryc. 1. S-tiolacja jak o  m echanizm  chroniący reszty cysteiny w białkach przed nieodw racalnym  utlenianiem  grup -S H  do - S 0 2H i - S 0 3H . Pod 
w pływ em  stresu oksydacyjnego pow sta ją  aktyw ne interm ediaty b iałek (rodniki tiylow e Białko-S*, kw asy sulfenow e B iałko-S-O -H  lub S-nitro- 
zotiole (B iałko-SN O ), których reakcje z glutationem  (G SH ) lub innym i tiolam i prow adzą do pow staw ania m ieszanych disiarczków . M ożliw a 
jes t rów nież analogiczna reakcja z G SH  do aktyw nych interm ediatów  glutationu (G S*), których reakcje z grupam i -S H  białek m ogą także pro­
w adzić do pow staw ania m ieszanych disiarczków  białek  lub utlenionego glutationu (G SSG ).

III-3. Udział glutationu, cysteiny i homocysteiny 
w reakcjach S-tiolacji

Przyjmuje się, że S-tiolacja białek, czyli pow sta­
wanie mieszanych disiarczków, jes t mechanizmem 
chroniącym grupy -S H  białek przed niebezpie­
czeństwem nieodwra-calnego utleniania, które 
wiąże się z utratą biologicznych funkcji tych cząste­
czek [25]. Glutation jes t n iskocząsteczkow ym tiolem 
występującym w najwyższym stężeniu w kom ór­
kach, dlatego reakcje S-tiolacji białek najczęściej 
przebiegają z jego udziałem. Oznacza to zatem, że 
powstawanie mieszanych disiarczków białek z GSH 
może stanowić kolejną możliwość antyoksydacyjne- 
go działania tego tiolowego tripeptydu, na którą do 
tej pory nie zwracano większej uwagi. Komórki cha­
rakteryzują się wysokim stosunkiem tiole/disiarczki, 
wynoszącym około 100. Ten wysoce redukujący sta­
tus tiolowo-disiarczkowy zapewnia wysokie stęże­
nie GSH w komórkach. Dlatego najczęściej w ystę­
pującym produktem S-tiolacji białek będą mieszane 
disiarczki białek z GSH (b ia łko -S -S -g lu ta t ion )  
[30]. Niezależnie jednak  od tego m ogą również prze­
biegać reakcje z udziałem innych tioli, czego dow o­
dem jest obecność w komórkach mieszanych di-

przed nieodwracalnym utlenianiem do - S 0 3H i 
- S 0 2H [32]. Ponadto dla cysteiny jako cząsteczki 
mniejszej niż GSH mogą być dostępne w białkach 
miejsca, do których nie będzie mieć wstępu większa 
cząsteczka GSH. Dlatego S-tiolacja białek z 
udziałem różnych tioli może przebiegać w odmien­
nych miejscach lub też dotyczyć zupełnie innych 
białek.

Powstawanie mieszanych disiarczków białek z ni- 
skocząsteczkowymi tiolami ma również swój 
niewątpliwy wpływ na możliwość powstawania di­
siarczków białko-białko czyli na proces agregacji 
białek. Zauważono, że S-tiolacji białek soczewki oka 
z udziałem cysteiny równocześnie towarzyszy po­
wstawanie disiarczków b ia łk o -S -S -b ia łk o  [33].

IV. Powstawanie mieszanych disiarczków z 
białkami jako mechanizm obrony 
anty oksydacyjnej

W komórkach wątroby część cytoplazmatycznego 
GSH jest związana z grupami -S H  białek, czyli w y­
stępuje w postaci mieszanych disiarczków. Zauw a­
żono także, że w wątrobie stężenia mieszanych di­
siarczków białek z GSH wykazują przeciwstawny
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rytm dzienny w stosunku do tego, jaki wykazuje wol­
ny GSH [34]. Mieszane disiarczki białek z glutatio- 
nem są również uważane za sposób magazynowania 
tego tripeptydu, czyli stanowią pulę GSH, z której 
można korzystać w momencie zapotrzebowania. 
Glutation w komórkach bierze udział w reakcjach de- 
toksykacyjnych i antyoksydacyjnych oraz zapewnia 
prawidłowy potencjał redoks. Proces S-tiolacji 
białek stanowi kolejną możliwość antyoksydacyjne- 
go działania tioli, która do tej pory nie wzbudzała 
większego zainteresowania. Taki mechanizm 
osłaniającego działania glutationu w stosunku do 
grup -S H  białek wym aga jednak  odpowiednio wyso­
kiej komórkowej puli zredukowanego GSH. Ozna­
cza to, że w sytuacjach, kiedy następuje w kom ór­
kach spadek stężenia GSH, co towarzyszy licznym 
stanom patologicznym, również ten rodzaj obrony 
anty oksydacyjnej związanej z glutationem ulega 
ograniczeniu. Przy niedoborze GSH, co następuje 
pod wpływem stresu oksydacyjnego, częściowo utle­
nione, aktywne grupy -S H  białek m ogą ulegać dal­
szemu, nieodwracalnemu utlenianiu z powstaniem 
białkowych kwasów sulfenowych - S 0 2H i sulfino- 
w y c h - S 0 3H (reakcja 11). Obecność grup - S 0 2H jak  
i - S O 3H będących efektem oksydacyjnego uszko­
dzenia białek stwierdza się w preparatach wielu 
oczyszczonych białek [35]. S-tiolacja białek będzie 
zatem procesem chroniącym grupy -S H  przed nieod­
wracalnym utlenianiem i n ieodwracalną utratą biolo­
gicznej aktywności białek. Proces ten jes t możliwy 
tylko przy fizjologicznych stężeniach GSH lub in­
nych tioli.

V. Powstawanie mieszanych disiarczków z 
białkami jako mechanizm regulacyjny

W warunkach oksydacyjnych w komórkach ob­
serwuje się przejściową akumulację mieszanych di­
siarczków z białkami, co stanowi jeden z markerów 
stresu oksydacyjnego, a równocześnie obronę przed 
nieodwracalnym utlenianiem grup -S H  [36]. O kazu­
je  się, że powstawanie mieszanych disiarczków z 
białkami to również sposób regulacji biologicznej 
aktywności białek. Odwracalne utlenianie grup -S H  
białek do mieszanych disiarczków stanowi kolejny 
mechanizm transdukcji sygnałów w komórkach [37]. 
Grupy -S H  reszt cysteiny białek mogą występować 
zarówno w postaci w pełni zredukowanej jak  i w po­
staci częściowo i odwracalnie utlenionej (kwasy sul- 
fenowe, S-nitrozotiole i mieszane disiarczki), co 
stwarza możliwość precyzyjnej regulacji biologicz­
nej aktywności tych cząsteczek. S-tiolacja białek to 
odwracalna, kowalencyjna modyfikacja cząsteczek

białek w komórkach będąca efektem działania reak­
tywnych form tlenu i azotu (RFT i RFA). Reaktywne 
postacie tlenu i azotu, jak  wiadomo, pełnią w kom ór­
kach funkcje regulacyjne [38], co może również na­
stępować poprzez reakcje S-tiolacji prowadzące do 
powstawania mieszanych disiarczków z białkami. 
Nieustannie wzrasta ilość doniesień wskazujących, 
że S-tiolacja białek jes t odpowiedzią na sygnały, j a ­
kie niosą RFT czy RFA [39]. Dlatego odwracalne re­
akcje S-tiolacji białek należy postrzegać jako redok- 
sowy mechanizm regulacji procesów komórkowych.

Zarówno regulacyjne jak  i antyoksydacyjne zna­
czenie procesu S-tiolacji białek ściśle wiąże się z od- 
wracalnością tych reakcji czyli z procesem detiola- 
cji. Skuteczność zarówno strategii obronnej jak  i re­
gulacyjnej reakcji S-tiolacji białek zależy również od 
sprawnie działającego redukującego mechanizmu 
detiolacji. Będą to reakcje przebiegające z udziałem: 
tiolotransferaz, glutaredoksyny i tioredoksyny 
[40,41]. Zauważono, że białka soczewki oka inkubo- 
wane z 0,5 mM roztworem H 20 2 posiadają 15-krot- 
nie podwyższony poziom m ieszanych disiarczków z 
białkami (B ia łk o -S -S -R ) ,  który w środowisku po­
zbawionym H 20 2 szybko obniża się, co wskazuje na 
sprawnie działający proces detiolacji [42]. Podobną 
sytuację zaobserwowano także w komórkach 
śródbłonka naczyń królika [43]. GSH jest tiolem, 
który odgrywa istotną rolę zarówno w powstawaniu 
mieszanych disiarczków z białkami jak  i w reakcjach 
redukcyjnej regeneracji grup -S H , w których pełni 
rolę kofaktora. Możliwość następujących po sobie 
procesów S-tiolacji i detiolacji białek, podobnie jak 
fosforylacji i defosforylacji, będzie miała decy­
dujące znaczenie zarówno w przekazywaniu sy­
gnałów komórkowych jak  i w obronie antyoksyda- 
cyjnej. S-tiolacja białek z udziałem GSH została po­
znana w przypadku różnych białek i w różnych ty­
pach komórek i jest uważana za proces przekazywa­
nia sygnałów komórkowych w odpowiedzi na stres 
oksydacyjny. Coraz bardziej wrasta liczba opisanych 
enzymów, których aktywność jes t  regulowana po­
przez powstawanie mieszanych disiarczków [37, 
43]. Przykładem może być S-transferaza glutationo- 
wa (STG)-enzym, który w procesie indukowanej 
przez H20 2 S-tiolacji ulega aktywacji [27]. Oznacza 
to, że enzym związany z detoksykacyjnym działa­
niem GSH może w warunkach stresu oksydacyjnego 
z udziałem GSH ulegać aktywacji w reakcji S-gluta- 
tionylacji [27]. Natomiast przykładem enzymu, któ­
rego aktywność w procesie S-glutationylacji ulega za­
hamowaniu, jest y-glutamylotranspeptydaza (y-GT)
[44]. Enzym ten odgrywa kluczow ą rolę w cyklu 
y-glutamylowym, w którym zewnątrzkomórkowa
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biodegradacja GSH dostarcza cysteiny koniecznej 
dla wewnątrzkomórkowej biosyntezy GSH [45]. 
Stwierdzono, że utrata aktywności y-GT jest 
związana z przejściową S-tiolacją grupy -S H  w cen­
trum aktywnym enzymu. Przypuszcza się, że może to 
być następstwem powstawania nadtlenku wodoru 
(H20 2) jako produktu ubocznego działania y-GT
[45].

Stwierdzono także, że w obecności glutationu pod 
wpływem toksycznego nadtlenoazotynu (ONOCT) 
może następować S-tiolacja będąca przyczyną od­
wracalnego zahamowania aktywności ATP-azy [46]. 
Z kolei efektem przejściowej S-transnitrozylacji pod 
wpływem S-nitrozoglutationu, a następnie powsta­
wania mieszanych disiarczków z GSH jest zahamo­
wanie aktywności katepsyny K [47].

Również enzymy regulujące stopień fosforylacji 
białek w komórkach m ogą podlegać odwracalnej, re- 
doksowej regulacji związanej z procesem S-tiolacji
[48]. Następuje to poprzez S-glutationylację i odwra­
calne hamowanie aktywności białkowych fosfataz 
tyrozynowych (BFT) [49]. Aktywność białkowej 
fosfatazy tyrozynowej IB (BFT-IB) ulega zaham o­
waniu w wyniku utlenienia Cys2i5 do kwasu sulfeno- 
wego, który w reakcji z GSH przekształca się w sta­
bilne mieszane disiarczki, a glutaredoksyna reakty­
wuje enzym [48, 50]. Istnieją również eksperymen­
talne dowody, że S-glutationylacja BFT może być 
następstwem akumulacji w komórkach disiarczku 
glutationu (GSSG) [51]. Ze względu na znaczne po­
dobieństwa strukturalne w budowie centrów aktyw­
nych różnych izoenzymów białkowych fosfataz tyro- 
zynowych (BFT) można przypuszczać, że S-gluta­
tionylacja tych enzymów może stanowić ogólny m e­
chanizm poprzez który regulowany jest stopień fos­
forylacji białek w komórkach.

Również procesy regulacyjne związane z ubikwi- 
nylacją białek podlegają komórkowej kontroli re- 
doksowej związanej z reakcjami S-tiolacji. Ubikwi- 
tyna jest małym białkiem, odgrywającym ważną rolę 
w naznaczaniu białek, które m ają  ulec proteolitycz­
nej biodegradacji przez proteosomy [52]. W 
przyłączeniu ubikwityny do białek biorą udział 3 en­
zymy oznaczone jako: Ej, E 2 i E3. Wykazano, że w 
wyniku reakcji S-glutationylacji w centrach aktyw­
nych następuje odwracalne zahamowanie aktywno­
ści enzymów Ej i E2 [53, 54]. Oznacza to, że m echa­
nizm S-glutationylacji może również chronić repera- 
cyjne i sygnałowe funkcje enzymów ubikwiny- 
lujących przed nieodwracalną inaktywacją oksyda­
cyjną.

Powszechnie wiadomo, że zmiany w poziomie 
RFT w komórkach w pływ ają na ekspresję genów w

komórkach [55]. Stwierdzono, że zahamowanie ak­
tywności czynników transkrypcyjnych takich jak: 
Jun/Fos, NFB, czynnik nuklearny 1, Sp-1 i P 53 nastę­
puje poprzez utlenianie grup tiolowych reszt cyste­
iny do kwasów sulfenowych przekształcanych na­
stępnie do mieszanych disiarczków [56, 57]. D ow o­
dem potwierdzającym S-tiolację jes t ścisła zależność 
aktywności czynników transkrypcyjnych od pa­
nującego w komórkach stosunku GSH/GSSG, a tak­
że możliwość przywracania ich aktywności pod 
wpływem glutaredoksyny [58, 59]. Oznacza to, że 
powstawanie mieszanych disiarczków może prow a­
dzić do odwracalnej utraty aktywności czynników 
transkrypcyjnych. Tym samym pojawia się sugestia, 
że S-glutationylacja może stanowić mechanizm 
transdukcji sygnałów, w którym stres oksydacyjny 
może powodować represję ekspresji genów.

Wszystko to podkreśla, jak  niezwykle w ażną rolę 
odgrywają w komórkach tiole, w tym szczególnie 
zredukowana postać glutationu (GSH). D ośw iadcze­
nia in vitro prowadzone na oczyszczonych prepara­
tach białek wykazują, że spadek poziomu GSH w 
środowisku natychmiast prowadzi do powstawania 
nieodwracalnie utlenionych grup -S H  w cząstecz­
kach tych białek. Przykładem takim jes t  anhydraża 
węglanowa III, w przypadku której stwierdzono, że 
spadek stężenia GSH w środowisku prowadzi zarów­
no do obniżenia poziomu mieszanych disiarczków z 
GSH, jak  i do wzrostu nieodwracalnie utlenionych 
g ru p -S H  [23]. W fizjologicznych warunkach zarów­
no w komórkach jak  i w przestrzeni pozakomórko- 
wej (osoczu) znaczna część tioli, takich jak  GSH, 
cysteina i homocysteina występuje w postaci m iesza­
nych disiarczków z białkami. W osoczu zdrowego 
człowieka zawartość frakcji związanej z białkami 
wynosi odpowiednio 19% dla glutationu, 65% dla 
cysteiny i 70% dla homocysteiny [60]. Oznacza to, 
że S-tiolacja i detiolacja białek jes t cyklicznym pro­
cesem, który w warunkach fizjologicznych spełnia 
rolę antyoksydacyjną i regulacyjną. N ieodwracalne 
utlenianie reszt cysteiny w białkach prowadzi do 
zakłócenia transdukcji sygnałów, co obserwuje się w 
procesie starzenia oraz w chorobach now otw oro­
wych i innych stanach patologicznych [49, 61].

VI. Podsumowanie

S-tiolacja białek czyli proces powstawania m ie­
szanych disiarczków z białkami jes t  następstwem 
stresu oksydacyjnego występującego w komórkach. 
Stanowi to ważny mechanizm zarówno o znaczeniu 
antyoksydacyjnym jak  i regulacyjnym, na który do 
tej pory nie zwracano większej uwagi. Powstawanie
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mieszanych disiarczków białek należy postrzegać 
jako jeszcze jeden mechanizm antyoksydacyjnego 
działania tioli polegający na przejściowym osłania­
niu grup -S H  w cząsteczkach białek przed nieodwra­
calnym utlenieniem do - S 0 2H i - S 0 3H, pow o­
dującym nieodwracalną utratę biologicznych funk­
cji.

Odwracalne utlenienie grup -S H  białek do m ie­
szanych disiarczków może również stanowić m echa­
nizm transdukcji sygnałów w komórkach [38]. Po­
nieważ grupy -S H  białek m ogą występować zarów­
no w postaci w pełni zredukowanej jak  i w postaci 
częściowo i odwracalnie utlenionej (rodniki tiylowe, 
kwasy sulfenowe, S-nitrozotiole oraz mieszane di- 
siarczki) stwarza to możliwość regulacji biologicz­
nej aktywności tych cząsteczek. S-tiolacja białek to 
odwracalna, kowalencyjna modyfikacja cząsteczek 
białek będąca efektem działania reaktywnych form 
tlenu i azotu. W procesie S-tiolacji białek następuje 
zatem integracja efektów oksydacyjnych i nitrozy- 
lujących z obroną antyoksydacyjną oraz z transduk- 
cją sygnałów w komórkach.
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I. Ogólna charakterystyka i nazewnictwo 
transferaz glutationowych (GST)

Transferazy glutationowe (GST) [EC 2.5.1.18] 
stanowią grupę enzymów wielofunkcyjnych. Katali­
zują tworzenie koniugatów GSH zarówno z wieloma 
związkami endogennymi, jak  i ksenobiotykami, w y­
kazują aktywność glutationowej peroksydazy nieza­
leżnej od selenu i aktywność izomeraz dla 3-keto- 
kwasów. Ponadto b iorą udział w biosyntezie leuko- 
trienów i w metabolizmie kwasu arachidonowego, 
uczestniczą w syntezie hemowych grup prostetycz- 
nych dla apocytochromu P-450, wykazują aktyw-

'Mgr, 2prof. dr hab.; Katedra Genetyki Molekularnej, Uniwer­
sytet Łódzki, ul. Banacha 12/16, 90-237 Łódź; chkargas@hot- 
mail.com
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ność peroksydaz i izomeraz prostaglandyn, a także 
funkcjonują jako nieenzymatyczne białka transpor­
tujące.

GST występują u wszystkich zbadanych organi­
zm ów w postaci licznych izoenzymów. Ekspresja 
różnych izoenzymów GST jes t tkankowo specyficz­
na i zależna od wieku, płci, działania ksenobiotyków 
oraz stanów chorobowych. GST dzieli się na klasy w 
zależności od ich właściwości fizykochemicznych. 
Enzymy te są zbudowane z podjednostek, a podjed- 
nostki poszczególnych klas GST są kodowane przez 
odrębną rodzinę genow ą [1-3].

Nazewnictwo enzymów i genów GST przyjęte w 
niniejszej pracy jes t zgodne z propozycjami jego 
ujednolicenia zgłoszonymi przez M a n n e r v i k ’ a 
i wsp. [3], S h e e h a n ’ a i wsp.[4] oraz najnowszy­
mi zaleceniami Komitetu Nazewnictwa Genów 
{Gene N om enclature  Committee: http://www.gene. 
ucl.ac.uk/nomenclature/). W piśmiennictwie stosuje 
się do tej pory różnorodne nazewnictwo klas GST. 
We wszystkich przypadkach, gdy w cytowanej pracy 
występowały nazwy sformowane według innych za­
sad, w naszej pracy zostały ujednolicone zgodnie z 
wymienionymi powyżej zaleceniami. Wyróżnione 
klasy oznaczano literami greckimi, a w pisowni skró­
tów enzymów i genów użyto odpowiadające im duże 
litery łacińskie z wyjątkiem klasy 0 , k tórą zamiast li­
tery Q, oznacza się zwyczajowo literą T, na ogół za­

POSTĘPY BIOCHEMII 49(2), 2003 85http://rcin.org.pl

http://www.gene


rezerwowaną dla greckiej litery x (http:// w w w .gene. 
ucl.ac.uk/nomenclature/).

Tkanki ssaków zawierają w cytosolu kom órko­
wym co najmniej 7 różnych klas transferaz: a  (A), p 
(M), tu (P), 0 (T), o (S), £ (Z) i co (O) [5- 11]. W ma- 
triks mitochondrialnej komórek ssaków znaleziono 
jeszcze jedną  unikatową klasę rozpuszczalnych GST 
nazwaną k  (K) [12-15]. Wszystkie rozpuszczalne 
GST są dimerami, a połączone z błonami GST frakcji 
mikrosomalnej (MGST) są trimerami [16]. Opisano 
do tej pory pięć mikrosomalnych transferaz glutatio- 
nowych: MGST1, M GST2, M GST3, białko aktywo­
wane przez S-lipogenazę (FLAP) oraz syntazę leuko- 
trienu C4.

W tabeli 1 zestawiono poznane GST człowieka, 
ich klasyfikację oraz lokalizację genów w genomie.

Tabelal

marker uszkodzeń oksydacyjnych w tkankach [17]. 
Ekspresja genów GST klasy a  (GSTA ) ulega zmia­
nom u chorych na różne nowotwory. Przypuszcza 
się, że GSTA uczestniczą w powstawaniu oporności 
na leki chemioterapeutyczne [18]. M ogą one również 
odgrywać znaczącą rolę w ochronie wewnątrzko­
mórkowych struktur przed oksydacyjnymi zniszcze­
niami, związanymi z wiekiem, arteriosklerozą, kata­
raktą, chorobami Parkinsona i Alzheimera, jak  rów ­
nież innymi chorobami degeneratywnymi [2 0 ].

Jak dotąd z tkanek ludzkich wyizolowano również 
trzy różne GST klasy 7i. Wykazują one taką samą spe­
cyficzność substratową, różnią się natomiast wydaj­
nością katalizowanych przez nie reakcji. Są pro­
duktami form allelicznych tego samego genu 
G STP1 . GST klasy n są związane z transformacją no-

Transferazy glutationow e (G ST) człow ieka

G ST  frakcji cytosolow ej G ST  frakcji m ikrosom alnej

K lasa E nzym y G eny
L okalizacja  
w  genom ie

E nzym y G eny
L okalizacja  
w  genom ie

hGSTAla-la GSTA 1A
hGSTAla-lb GSTA 1 A, GSTA IB

a

hGSTAlb-lb
hGSTAla-2
hGSTAlb-2
hGSTA2-2
hGSTA4-4
hGSTA3-3

GSTA IB 
GSTA 1 A, GSTA2 
GSTA IB, GSTA2 
GSTA 2 
GSTA3 
GSTA4

Wszystkie geny GSTA 
występują w klasterze 

w pozycji 
6pl2

MGSTl-1-1 MGST1 12pl 3.1-pl 3.2

R

hGSTMla-la
hGSTMla-lb
hGSTMlb-lb
hGSTMla-2
hGSTMlb-2
hGSTM2-2
hGSTM4-4
hGSTM5-5

hGSTM3a-3a

GSTMIA 
GSTMIA, GSTSilB 

GSTM1B 
GSTMIA, GSTM2 
GSTM1B, GSTM2 

GSTM2 
GSTM4 
GSTM5 

GSTM3A

Geny GSTM1 (A lub B) 
GSTM2, GSTK44 i GSTM5 

występują w klasterze 
w pozycji 

1 pl 3
Gen GSTM3 (A lub B) 
albo w chromosomie 1 

[»niżej 3’-końca GSTM5 
albo w 

chromosomie 3

MGST2-2-2 MGST2 4q28-q31

hGSTM3a-3b
hGSTM3b-3b

GSTM3A, GSTM3B 
GSTM3B

hGSTPla-la GSTP1A
hGSTPla-lb GSTPIA, GSTP1B

n hGSTPlb-lb 
hGSTP 1 a-1 c 
hGSTPlb-lc 
hGSTP lc-lc

GSTP1B 
GSTPIA, GSTP1C 
GSTP1B, GSTPIC 

GSTPIC

11ql3-q22 MGST3-3-3 MGST3 lp23

6 hGSTTl-1
hGSTT2-2

GSTT1
GSTT2

GSTT2P

Klaster w pozycji 
22ql 1.23

Białko
Aktywowane

Przez
S-lipogenazę

FLAP 13q 11

<T HGSTS1-1 GSTS1 4q21.22

Syntaza
Leukotrienu

C4
SLTC4 5q35

G S T  in ito c h o n d ria ln e

c HGSTZ1-1 GSTZ1 14q24.23 K lasa E nzym y G eny
L okalizacja  
w  genom ie

0) HGSTOl-1 GSTOl 10q26.11 k hGSTKl-1 GST KI Nie znana

II.Funkcje i znaczenie wybranych GST

W tkankach ludzkich jak  dotąd zidentyfikowano 
cztery GST klasy a. Przeciwdziałają one utlenianiu 
alkoholi, alkenów, epoksydów i chinonów [17]. W y­
kazują aktywność niezależnej od selenu peroksydazy 
wobec nadtlenków związków fosfatydylowych [18]. 
Wiążą 4-hydroksynonenal (HNE) uważany za bio-

wotworową. Wykazano wzm ożoną ich ekspresję 
przy różnych typach nowotworów, zmiany aktywno­
ści w stanach oporności na leki przeciwnowotworo- 
we jak  i zmianę ekspresji w onkogenezie [21-26]. W 
przypadkach raka piersi występuje nadprodukcja 
hGSTPl-1  w komórkach nie zawierających recepto­
ra estrogenu i brak ekspresji w komórkach zaw ie­
rających ten receptor [26].
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GST klasy p dezaktywują szereg mutagennych i 
kancerogennych epoksydów. Odkryto do tej pory 
pięć podjednostek występujących w enzymach tej 
klasy oznaczonych od hGSTM  1 do hGSTM5 [27, 28] 
o wysokiej identyczności sekwencji aminokwaso- 
wych. Geny GST tej klasy charakteryzują się znacz­
nym podobieństwem sekwencji pomiędzy różnymi 
gatunkami [29].

GST klasy 9, w ykazują m ałą aktywność z modelo­
wym substratem CDNB [31] i nie w iążą się na 
kolumnach chromatografii powinowactwa [31-33]. 
Jest to przyczyną trudności w identyfikacji enzymów 
tej klasy. Do tej pory zidentyfikowano hGSTTl-1  
[34] i hGSTT2-2 [35, 36]. W ykazują one pomiędzy 
sobą zaledwie 55% identyczności aminokwasowej. 
hGSTTl-1 katalizuje koniugację GSH z halometana- 
mi. Koniugacja monochlorometanu i tlenku etylenu 
prowadzi do detoksykacji tych związków, podczas 
gdy przy koniugacji z dichlorometanem powstaje 
mutagenny metabolit S-chlorometylowy-GSH i tok­
syczny formaldehyd jako produkt końcowy [34]. Za­
leżnie od enzymatycznej aktywności hG STTl-1  w o­
bec chlorometanu można sklasyfikować ludzi na 
tych, u których nie stwierdza się reakcji koniugacji, 
na tych, którzy wykazują m ałą aktywność oraz na wy­
twarzających dużą ilość koniugatów. Z kolei hGSTT2-2 
jest najbardziej aktywna wobec nadtlenku kumenu i 
kwasu etakrynowego [8 ].

GST klasy 9 w ykazują większe podobieństwo do 
GST roślin i organizmów prokariotycznych niż do 
GST innych klas ssaków. Dlatego sugeruje się, że 
wraz z GST klasy ę reprezentują one najstarsze 
ewolucyjne formy, z których powstały inne klasy 
przez duplikację genową i późniejsze zróżnicowanie 
[2, 9 ,3 1 ,3 7 ] ,

III. Znaczenie polimorflzmów genów GSTA

Rodzina genów GST klasy a składa się z co naj­
mniej czterech genów i kilku pseudogenów z delecja- 
mi pojedynczej zasady i/lub całego eksonu. Geny są 
zlokalizowane w klasterze na chromosomie 6 w po­
bliżu centromeru, w pozycji 6p 12 [29, 38]. Geny 
GST klasy a  najprawdopodobniej ewoluowały przez 
duplikacje i konwersje [39]. Wszystkie geny GST 
klasy a są zbudowane z 7 eksonów (Ryc. la). B o - 
a r d  i W e b b  [40] po raz pierwszy scharakteryzo­
wali klon cDNA podjednostki hGSTAl i przez hy­
brydyzację in situ  zlokalizowali jej gen oraz zasuge­
rowali istnienie innych GSTA w tym samym regionie. 
Gen GSTA1 jest złożony z około 12 kpz i otoczony 
genami innych podjednostek klasy a  [39]. Gen ko­
dujący podjednostkę hGSTA2 składa się z około 13

kpz [41]. GSTA1 i GSTA2  powstały prawdopodobnie 
w wyniku niedawnej duplikacji i regulacja ich tran­
skrypcji jes t podobna [42]. Dalsze badania pozwoliły 
na zidentyfikowanie genu GSTA3 [38], który jednak 
nie ulegał ekspresji in vivo  [43], jak  i genu GSTA4
[20], Gen GSTA4  zajmuje odcinek około 18 kpz. W 
regionie promotorowym w pobliżu eksonu 1 tego 
genu jes t zlokalizowany gen 7S snRNA w orientacji 
głowa-ogon [2 0 ].

C o l e s  i wsp. chcąc wyjaśnić różnice osobnicze 
w ekspresji genów GSTA w ludzkiej wątrobie [44] 
zbadali promotory GSTA1 i GSTA2. Odkryli oni poli- 
morfizmy w części promotorowej GSTA1 (Ryc. la). 
Odróżnili dwa genotypy: GSTA 1A ( - 6 3 1T albo G, 
-567T, -69C, -52G) oraz GSTA1B  (-631 G, -567G, 
-69T, -52A). Analiza częstości występowania sub­
stytucji -6 9 C -> T  pokazała, że polimorfizm jest sze­
roko rozpowszechniony u białych Amerykanów, 
Afroamerykanów i Am erykanów pochodzenia 
hiszpańskiego. Dalsze badania wykazały różnice w 
poziomie ekspresji genów: homozygoty GSTA 1A ~ 
GSTA2 > heterozygoty GSTA1A/B > homozygoty 
GSTA1B. Potrzebne będą dalsze badania by zanalizo­
wać, czy ten polimorfizm i towarzysząca mu zmiana 
w ekspresji genowej ma wpływ na osobnicze m ożli­
wości detoksykacji metabolitów kancerogenów i le­
ków stosowanych w chemioterapii. Polimorfizmy w 
genach GSTA nie są jeszcze dobrze zbadane. Kilka 
zauważonych polimorfizmów wewnątrz genów 
GSTA1 i GSTA2 prowadzi bądź do cichych mutacji, 
bądź do takich, które nie zmieniają właściwości fizy­
kochemicznych enzymów przez nie kodowanych
[45]. Brak jak  na razie doniesień o polimorfizmach w 
innych genach tej klasy.

IV. Znaczenie polimorfizmów genu GSTP1

Pierwsza praca dotycząca lokalizacji G STP l w 
genomie pochodzi z 1983 roku [46] i donosi o lokali­
zacji tego genu na chromosomie 11 w pozycji od 
11 q 13 do 1 lq22. Gen G ST P l zmapowano w pobliżu 
genów związanych ze schorzeniami nowotworow y­
mi, onkogenów i protoonkogenów takich jak  
b e liIp r a d l , int2, h o tfl  i sea. W nowotworach piersi, 
oraz w raku łuskowatym (SCC) występuje korelacja 
zwiększonej ekspresji niektórych z tych onkogenów 
ze zwiększoną ekspresją G ST P l [47, 137, 138]. 
Sądzi się, że GST klasy n są kodowane przez poje­
dynczy gen, chociaż X u  i S t a m b r o o k  [24] do­
noszą o istnieniu dwóch niezależnych genów mgstp  u 
myszy. A 1 i - O s m a n i wsp. [47] wykazują, że w lo- 
cus genu G ST P l istnieje polimorfizm, co może 
tłumaczyć istnienie różnych białek GST klasy n u
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człowieka. Istnieje także nieaktywny transkrypcyj- 
nie pseudogen GSTP1P  znajdujący się na chromoso­
mie 12 [3]. Rycina lb  przedstawia schemat genu 
GSTP1 z uwzględnieniem polimorfizmów. Gen 
GSTP1 zawiera około 2,8 kpz i składa się z 7 ekso- 
nów i sześciu intronów [48].

W regionie prom otorowym  GSTP1 znaleziono in­
teresującą sekwencję między pozycjami -505 i -413
[49]. Jest to region bogaty w pary AT i zawierający

eksonie 6 , która w konsekwencji prowadzi do zmia­
ny w podjednostce w pozycji 114 Ala na Val. 
GSTP1B  charakteryzuje się tylko tranzycją A do G w 
pozycji + 1404 w eksonie 5 (Ile 105 Val) (Ryc. lb).

W formach allelicznych genu GSTP1 zaobserwo­
wano także pewne strukturalne różnice w intronach, 
takie jak  transwersje, delecje i insercje, prowadzące 
do powstania nowych miejsc restrykcyjnych. Lo i 
A l i - O s m a n  [51, 52] zauważyli, że insercja G w

Ryc. 1. Schem aty genów  G ST z zaznaczeniem  najw ażniejszych polim orfizm ów . [wg 20, 36, 38, 40, 41, 44, 46-49, 63, 88, 135], a: Schem at genu 
GSTA1. W  części prom otorow ej GSTA1 w ystępują polim orfizm y dające allele GSTA1A  i G STAIB. E 1 -E 7 -  eksony 1 -7 ,11-16 -  introny 1-6. b: 
Schem at genu GSTP1 z polim orfizm am i dającym i allele GSTP1A, G STP1B  i GSTP1C. W części prom otorow ej w pozycjach -5 0 0 0  do -8 2 0  
w ystępują elem enty pow tarzające się LIN E, w pozycjach -8 2 0  do -5 2 0  elem enty pow tarzające się Alu oraz w pozycjach od -  515 do -  413 po­
w tarzająca się sekw encja AAAAT. E1-E7 -  eksony 1 -7 ,11-16 -  introny 1-6 c i d: Schem aty klasterów  genow ych odpow iednio G STM  i GSTT. 
W ykazano crossing-over  pom iędzy hom ologicznym i sekw encjam i H I i H 2, pow odujący w ypadnięcie z genom u całego genu odpow iednio 
GSTM1  i GSTT1  i generującego sekw encję H. M iejsca zaciem nione w bloczkach genow ych G STM  i G ST T  odpow iadają eksonom .

17 tandemowo palindromicznie ułożonych pow tó­
rzeń motywu AAAAT (Ryc. lb). Powtórzenia te oka­
zały się być polimorficzne [50],

A l i - O s m a n  i wsp. [47] sklonowali cDNA dla 
trzech form allelicznych GSTP1A, B i C. W yizolowa­
li także pełne geny GSTP1A  i GSTP1C. W GSTP1C  
scharakteryzowali tranzycję A d o  G w pozycji +1404 
w eksonie 5, co powoduje zmianę w podjednostce w 
pozycji 105 z Ile na Val i tranzycję C do T w +2294 w

intronie 1 genu GSTP1C  w pozycji +51, w środku 
elementu odpowiedzi na insulinę (IRE-A) o sekwen­
cji CCCGCCTC (+45 do +52 pz), stworzyła dodat­
kow ą możliwość metylacji 5 ’-cytozyny. W klonowa­
nym GSTP1C, w regionie od +1521 do +1644 (intron 
5) znaleziono jed n ą  sekwencję palindrom ową i dwa 
funkcjonalne elementy RA-RE: A(G)GG(T)TC- 
(G)A. W komórkach potraktowanych kwasem rety- 
nolowym występuje wyraźne wiązanie białkowych
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kompleksów jądrow ych w miejscach RA-RE. Eks­
presja genu GSTP1 zwiększa się w komórkach trans- 
fekowanych genem GSTP1 i traktowanych 
trans-RA. Z drugiej strony X i a i wsp. [53, 54] w y­
kazali, że RA znosi aktywność promotora GSTP1. 
Wyniki powyższych badań wskazują na złożony m e­
chanizm regulacji genu GSTP1 przez RA w kom ór­
kach nowotworowych. Budowa promotorów form al- 
lelicznych GSTP1 jest identyczna.

Osoby posiadające genotyp z daną formą alle- 
liczną mogą charakteryzować się różną podatnością 
na choroby nowotworowe oraz różną odpowiedzią 
na chemioterapię. Zm niejszoną częstotliwość wystę­
powania genotypu GSTP1A  zaobserwowano u pa­
cjentów z rakiem tchawicy i przełyku [55] oraz płuc 
[56]. U pacjentów z rakiem płuc zaobserwowano ta­
kże mniej adduktów karcinogen-DNA w grupie pala­
czy z genotypem GSTP1A  [56]. Wśród osób z obja­
wami astmy oskrzelowej stwierdzono zmniejszoną 
częstotliwość występowania G STP1C  [57].

V. Znaczenie polimorflzmów GSTM

Początkowe badania genów GST klasy p wykazy­
wały różne lokalizacje [58-60]. R o s s  i wsp. [61] 
sklonowali i scharakteryzowali GSTM4. Za pomocą 
hybrydyzacji in situ  zlokalizowali gen na chromoso­
mie 1 w pozycji 1 p 13. Wysnuli również przypuszcze­
nie, że geny GST klasy p występują w klasterze. 
Okazało się, że geny GSTM1 i GSTM2 leżą bardzo 
blisko siebie na chromosomie 1 w pobliżu pozycji 
1 p 13.3 i wykazują 99% identyczności sekwencyjnej 
[62], Ostatecznie X u i wsp. [63] wykazali, że 4 geny 
GST klasy p występują w obszarze 20 kpz w kolejno­
ści: y-G S T M 4 -G S T M 2 -G S T M l-G S T M 5 -V  (Ryc. 
lc). Jest możliwe, że GSTM3, w odróżnieniu od 
wszystkich innych dotychczas odkrytych GST klasy 
p, występuje na chromosomie 3 [27, 64],

T a y l o r  i wsp. [65] wykazali, że istnieje wysoki 
poziom identyczności sekwencji nukleotydowej po­
między genami GST klasy p u człowieka i u szczura, 
nie tylko w eksonach, ale także i w niektórych intro- 
nach. Te zachowawcze sekwencje są zgodne z homo­
logicznymi sekwencjami konwersji genowych wystę­
pujących w regionie od intronu 4 do eksonu 5 u obu 
gatunków, które mogły doprowadzić do powstania 
subklas. Delecje w intronie 3 występują w tym samym 
miejscu w genach szczura i człowieka. W regionach o 
zachowawczych sekwencjach występują przypusz­
czalnie elementy regulatorowe transkrypcji.

GSTM2 i GSTM3 w ykazują różne profile hybry- 
dyzacyjne w regionie intron 4-ekson 5 oraz brak 
identyczności w intronie 5, co sugeruje, że nie są one

produktem niedawnej duplikacji. Wysoki poziom 
identyczności sekwencyjnej w intronie 2 i intronie 3 
może oznaczać, że genowa konwersja była jednak 
następstwem dawniejszej duplikacji. W rodzinie ge­
nowej GST klasy p konwersje sa nietypowe, ponie­
waż występują także w sekwencjach intronów. N aj­
prawdopodobniej odpowiedzialne są za to wystę­
pujące w intronach elementy regulatorowe [65].

Przypuszczalnie występuje związek w ekspresji 
genowej pomiędzy GSTM3 i GSTM1A  [30]. N a -  
k a j i m a i wsp. [6 6 ] stwierdzili, że osoby z brakiem 
GSTM1 w ykazują mniejszą ekspresję GSTM 3 i praw ­
dopodobnie także GSTM2.

Z h o n g  i wsp. [27] wykazali, że organizacja 
GSTM1 i GSTM4 jest podobna do genu rgstm2 u 
szczura. W obydwu występuje 7 intronów i 8 ekso- 
nów. Region kodujący gen GSTM 4  wraz z intronami 
zawiera 5 kpz, natomiast region kodujący GSTM1 
5,5 kpz. Jest to związane z długością intronu 7. 
GSTM4  jes t bliżej spokrewniony z GSTM1 i GSTM2 
niż z GSTM 3.

U około 45% Europejczyków stwierdzono ekspre­
sję genu GSTM1 o dwóch wariantach allelicznych: 
G STM  1A i GSTM 1B, kodujące h G S T M la  i 
hG S T M lb , które różnią się jedynie jednym  am ino­
kwasem. h G S T M la  zawiera w pozycji 172 lizynę, a 
hG S T M lb  asparaginę Podjednostki te tworzą dwa 
homodimery, h G S T M la - la  i h G S T M lb - lb  oraz he- 
terodimer h G S T M la - lb .  Wszystkie trzy warianty al- 
leliczne w ykazują identyczne działanie [27],

U około połowy (procent zależny od rasy i regionu 
świata) ludzkiej populacji występuje brak w genoty­
pie GSTM1 [6 6 , 100]. Wydaje się, że jes t to rezultat 
homologicznego nierównego crossing-over  dwóch 
regionów powtórzeń, o wysokiej identyczności se­
kwencyjnej, flankujących ten gen z obu stron na 
przestrzeni 4,2 kpz. Lewy region tych powtórzeń 
znajduje się 5 kpz poniżej 3 ’-końca genu GSTM2 i 5 
kpz powyżej 5 ’-końca genu GSTM1. Prawy region 
powtórzeń jes t 5 kpz poniżej końca 3 ’ GSTM1 i 10 
kpz powyżej końca 5 ’ genu GSTM5  (63). W wyniku 
tego crossing-over  powstaje delecja 15 kpz zawie­
rająca cały gen (Ryc. lc). Większość delecji GSTM1 
jest wywołana rekombinacją w tych samych dwóch 
regionach. Sekwencje flankujące lewy i prawy re­
gion powtórzeń w ykazują 92% identyczności. Mc 
L e l l a n  i wsp. [67] odkryli sytuację odwrotną do 
delecji u dwóch osób ze zw iększoną aktywnością en­
zymu hG ST M l-1 . Była to duplikacja GSTM1.

Brak GSTM1 jes t  przyczyną zwiększonej wrażli­
wości na chemiczne kancerogeny i w związku z tym 
może być czynnikiem ryzyka występowania chorób 
nowotworowych [6 8 , 69]. Liczne prace wskazują na
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powiązania pomiędzy brakiem GSTM1 i wrażliwo­
ścią na zapadanie na choroby nowotworowe, szcze­
gólnie w takich tkankach jak  płuca, piersi, pęcherz 
m oczowy i je lito  grube [27, 70-76], Brak GSTM1 jest 
także powiązany z powstawaniem  arteriosklerozy
[77], chorobami Parkinsona i Alzheimera [78], zabu­
rzeniami m iesiączkowania [79]. Po naświetlaniu 
prób krwi daw ką 1 Gy promieniowania X okazało 
się, że aberracje chromosom owe były liczniejsze u 
osób z brakiem GSTM1, szczególnie u palaczy. Taki 
wynik wskazuje na to, ze genotyp GSTM1 wywiera 
wpływ na możliwość naprawy DNA [80]. W przy­
padku choroby Crohna wykazano, że genotyp 
GSTM 1B  występował rzadziej niż u zdrowych osob­
ników. Przyczyna tego stanu rzeczy nie jest jasna 
zważywszy na to, że wobec produktów form allelicz- 
nych GSTM1  nie stwierdzono różnic fizykochemicz­
nych [81]. Zwiększoną częstotliwość występowania 
genotypu delecyjnego wykazano także u pacjentów z 
astm ą oskrzelową. Osoby, u których stwierdzono 
brak genu, miały ok. 3,5 razy podwyższone ryzyko 
rozwijania się astmy [82]. Z kolei W i l s o n  i wsp. 
[83] donoszą o zmniejszonym ryzyku wystąpienia 
zawału mięśnia sercowego u osób z brakiem GSTM1, 
szczególnie wśród palaczy.

Również GSTM3  występuje w dwóch formach al- 
lelicznych: GSTM3A  i GSTM 3B. GSTM3A  cechuje 
się m niejszą ekspresją w porównaniu z GSTM 3B  w 
tych samych warunkach [30]. Różnica między tymi 
dwoma formami polega na trójnukleotydowej delecji 
(TTT) w intronie 6 GSTM3A  generującej motyw 
5 ’-AAGATA-3’ rozpoznawany przez czynnik YY1 
hamujący transkrypcję [30]. Analiza genotypowa 
populacji w Wielkiej Brytanii wykazała, że homozy- 
goty GSTM3A  s tanowią 70,9%, heterozygoty 
GSTM 3A/B  25,8% natomiast homozygoty GSTM3B  
zaledwie 3,4% populacji [84]. W pracy M a t h i a s a 
i wsp. [85] częstotliwość występowania homozygoty 
GSTM 3B  była istotnie zmniejszona w przypadku 
raka SCC języka. Podobnie częstotliwości występo­
wania heterozygoty G STM 1A/B  i homozygoty 
GSTM 3B  była mniejsza w przypadkach raka SCC 
krtani, podczas gdy nie zanotowano istotnych różnic 
w raku tchawicy [8 6 ],

VI. Znaczenie polimorfizmów genów GSTT

W e b b i wsp. [87] zmapowali gen GSTT1, a T a  n 
i wsp. [36] gen GSTT2 na chromosomie 22 w pozycji 
22q 11.23. GSTT1 i GSTT2 są oddalone od siebie o 
około 50 kpz. M ają podobną strukturę i składają się z 
5 eksonów. Długość GSTT1 wynosi 8,1 kpz, podczas 
gdy GSTT2  tylko 3,7 kpz. Gen GSTT2 leży „głową”

do „głowy” z genem kodującym tautomerazę D-do- 
pachromu {DDCT) o długości 8,5 Kpz. Sekwencja 
między GSTT2 i D D C T  może zawierać dwukierun­
kowy promotor. Geny GSTT2 i D D C T  są duplikowa­
ne w odwróconym powtórzeniu. Rye. 1 d przedstawia 
schemat klasteru genowego G STT  wraz z D D C T  jak i 
schemat polimorfizmu GSTT1.

Zduplikowany gen GSTT2 jest pseudogenem 
( GSTT2P ) posiadającym tranzycję GA w miejscu 
składania pomiędzy eksonem 2 i intronem 2 , trzy 
tranzycję GA w eksonie 4 zmieniające Val-118 na 
Met, Glu-129 na Lys i M e t-139 na Ile oraz tranzycję 
CT w eksonie 5 zmieniającą A rg -196 na przedwcze­
sny sygnał stop translacji. Przedwczesny sygnał stop 
nie występuje u wszystkich badanych osób. Również 
cały pseudogen okazał się być polimorficzny i 28% 
ze 106 zbadanych osób nie posiadało go, a u jednej z 
osób występował tylko pseudogen. [8 ],

U części populacji stwierdza się brak G STT1. De- 
lecja dotyczy całego GSTT1, ale nie GSTT2 [36], co 
wskazuje na to, że jeden z punktów przecięcia wystę­
puje pomiędzy GSTT1 i GSTT2, podczas gdy drugi 
mieści się poniżej końca 3 ’ GSTT1. Gen GSTT1 jest 
otoczony przez regiony 18 kpz, które w ykazują ho- 
mologię w ponad 90% [8 8 ]. Delecja GSTT1 generuje 
sekwencję, która różni się od homologicznych 
sekwencji flankujących gen tylko w kilku punktach. 
Te dane sugerują, że za delecję odpowiedzialny jest 
w tym przypadku nierówny homologiczny crossing  
over (Rys. Id).

Częstotliwość w ystępow ania polimorfizm u była 
badana w różnych grupach etnicznych na całym 
świecie. Okazało się, że różnice w genotypie w ystę­
pują zarówno pom iędzy rasami jak  i wewnątrz  grup 
etnicznych. Genotyp z brakiem genu występuje u
9-65% różnych populacji [88-99]. Wśród Polaków 
częstotliwość w ystępow ania delecji wynosiła 
16,3% [99].

C h e n i wsp. [100] porównali częstotliwość dele­
cji genu GSTT1 u pacjentów z syndromem mielody- 
splazji i u zdrowych w podobnym wieku i tej samej 
rasy i płci. Częstość tego genotypu wynosiła 46% u 
badanych chorych i 16% u zdrowych. Brak GSTT1 
może być powodem zwiększonej wrażliwości na 
ksenobiotyki [2, 101,102]. Liczne prace w skazująna 
powiązanie braku GSTT1 z chorobami nowotworo­
wymi [57, 8 6 , 103-107]. Częstość delecji GSTT1 
była również większa we wrzodowym zapaleniu 
okrężnicy, co wskazuje na udział tego genu w niektó­
rych chorobach o charakterze zapalnym [81], N a o e 
i wsp. [108] zbadali istotność braku GSTT1 w pro­
gnozie leczenia chemioterapią pacjentów z ostrą 
białaczką szpiku kostnego. Grupa pacjentów, u k tó­
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rych stwierdzono brak genu wykazała gorsze roko­
wania. Współczynnik wczesnego zgonu po rozpo­
częciu chemioterapii był większy w grupie z brakiem 
genu. Potwierdza to zmniejszoną zdolność do detok­
sykacji u osób z brakiem GSTT1 [108]. Podobnie jak 
w przypadku GSTM1, brak genu GSTT1 wiąże się ze 
zwiększonym ryzykiem zapadania na astmę oskrze­
lową [82], Z kolei w pracy dotyczącej występowania 
polimorfizmów enzymów metabolizujących związki 
chemiczne [109], u zdrowych dziewiędziesięcio- i 
stulatków wykazano zmniejszoną częstotliwość w y­
stępowania GSTT1, w porównaniu z młodszymi 
(46,0 ±11,3  lat) zdrowymi osobami biorącymi udział 
w eksperymencie. Jest to fakt wymagający dalszej 
analizy by móc ocenić jego wagę, wskazujący na to, 
że nie możemy wyciągać istotnych wniosków z ob­
serwacji pojedynczych genotypów.

Opisano także jeden bardzo rzadki przykład poli­
morfizmu w genie GSTT2 u Australijczyków i 
Europejczyków, którego wynikiem jes t substytucja 
Met 139 na Ile, co jednak nie wydaje się pociągać za 
sobą ważnych konsekwencji fenotypowych [8 ],

VII. Uwagi końcowe

W poprzednich rozdziałach przedstawione zo­
stały podstawowe rodzaje polimorfizmu genów ko­
dujących hGST i przypuszczalne znaczenie każdego 
z nich dla funkcjonowania organizmu. Jednakże de­
toksykacja in vivo, jak  i powstawanie chorób oraz ich 
zwalczanie przez organizm są procesami nazbyt 
skomplikowanymi, żeby można było je  wyjaśnić 
śledząc funkcjonowanie pojedynczego genu czy po­
szczególnych genów rodziny genowej. Poza tym na­
wet wzajemne powiązania produktów genów danej 
rodziny mogą się okazać niewystarczające do okre­
ślenia przyczyn danego zjawiska występującego w 
organizmie. Ponieważ pomiędzy osobnikami tego 
samego gatunku daje się zauważyć duża różnorod­
ność pod względem wrażliwości na choroby, jak  
również pod względem reakcji na leki stosowane w 
toku terapii, przyczyn należy szukać w genotypie 
tych osobników. Badacze zaczęli poszukiwać wza­
jemnych powiązań pomiędzy genami GST i innymi 
genami pierwszej i drugiej fazy detoksykacji w orga­
nizmie. W tabeli 2 zostały przedstawione udokum en­
towane w piśmiennictwie zależności pomiędzy wra­
żliwością na choroby wywoływane czynnikami śro­
dowiskowymi, a genotypem GST.

Dobrym przykładem ewolucji naszej wiedzy do­
tyczącej etiologii choroby i czynników ryzyka jej 
wystąpienia mogą stanowić badania nad nowotwora­
mi płuc. Jako na najważniejszy środowiskowy czyn­

nik ryzyka rozwinięcia się nowotworów płuc w ska­
zuje się na produkty dymu tytoniowego. Różnice we 
wrażliwości na ten czynnik m ogą wypływać z różnic 
fenotypowych odnoszących się do ekspresji enzy­
mów przeprowadzających detoksykację tych pro­
duktów. Jako jeden z takich enzymów był badany 
hG ST M l-1 . Już w 1986 r S e i d e g a r d  i wsp. [70] 
wykazali, że palacze z brakiem genu kodującego 
podjednostkę tego homodimeru znajdują się w gru­
pie zwiększonego ryzyka na rozwinięcie raka płuc. 
Inne prace potwierdzają ten wynik pośrednio, bądź 
bezpośrednio [69, 110-113]. Były też jednak  bada­
nia, które wskazywały na bardzo słabe powiązanie 
genotypu GSTM1 z rakiem płuc [74, 114],

G r i n b e r g - F u n e s  i wsp. [115] u osób z bra­
kiem GSTM1 zauważyli odwrotną korelację pom ię­
dzy adduktami związków aromatycznych (obecnych 
w dymie papierosowym) z DNA a poziom em  wita­
min E i C w surowicy. R y b e r g i wsp. [116] porów­
nali poziomy powyższych adduktów w zależności od 
genotypu GSTM1, stopnia nasilenia palenia i płci. 
Wykazali oni zw iększoną ilość adduktów w grupach 
z brakiem GSTM1. Osiągały one najwyższe wartości 
u kobiet, korelujące z ilością papierosów w ypala­
nych dziennie. Wskazali w ten sposób, że różnica 
płci może stanowić jeszcze jeden czynnik wrażliwo­
ści na zapadanie na choroby nowotworow e związane 
z dymem tytoniowym.

W późniejszej pracy R y b  e r g  i wsp. [56] 
stwierdzili, że poziom  hydrofobow ych adduktów 
DNA w płucach m ężczyzn-palaczy był zależny bar­
dziej od polimorfizm u GSTP1 niż od polim orfizm u 
G STM 1 . Ponadto, kiedy zanalizowali jednoczesne 
występowanie genów GSTM1 i GSTP1 okazało się, 
że największe ilości adduktów w ykazyw ali pacjen­
ci z brakiem GSTM1 oraz posiadający przynajmniej 
w jednym  allelu gen GSTP1B  albo GSTP1C. Istotną 
korelację pom iędzy brakiem G STM J i zw iększo­
nym  ryzykiem zapadalności na raka p łuc wykazano 
u pacjentów d iagnozow anych przed ukończeniem  
66  lat [117]. Ostatnie prace dotyczące nowotworów 
płuc za jm ują się ju ż  poszczególnym i rodzajami 
raka SCC lub AC, jak  i w iększą  ilością  zm odyfiko­
wanych rów nocześnie genotypów. Allan  i wsp. 
[118] stwierdzili, że genotypy z jednoczesnym i po- 
limorfizmami genów GSTM 1, GSTM 3  i GSTP1 w y­
stępowały z w iększą  często tliw ością  u pacjentów  z 
SCC niż z rozpoznaniem  AC. P rzyczyną tego może 
być obniżona w takich w arunkach detoksykacja 
zw iązków aromatycznych, które są w większym 
stopniu odpowiedzialne za pow staw anie SCC niż 
AC. Wykazali oni także u osób z brak iem  GSTT1, u 
których w ystępował jednocześn ie  G STP1C  lub B
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zwiększone ryzyko zapadania na now otw ory płuc 
[118].

Geny GSTM1A  i GSTM 1B  odgrywają rolę w 
zmniejszeniu ryzyka występowania raka pęcherza 
moczowego, krtani, szyi, skóry i jelita  grubego [76, 
8 6 , 104, 119, 120]. W przypadku raka pęcherza mo-

ryzyko zapadania na raka śledziony. Odwrotna sytu­
acja wynika z badań A u t r u p a i wsp. [123], którzy 
stwierdzili, że genotyp GSTM1 wpływa na ostrą 
białaczkę szpiku kostnego, a nie GSTT1 ani GSTP1. 
W tej pracy pojawia się jeszcze jeden interesujący 
aspekt. Mianowicie, podczas gdy pacjenci z co naj-

Tabela 2

Zależność pom iędzy w rażliw ością na choroby w yw oływ ane czynnikam i środow iskow ym i, a genotypem  GST

Podw yższone ryzyko: raka głow y, szyi, płuc, pęcherza m oczow ego, A C  żołądka i dystalnej 

części je lita  grubego  je lita  grubego, SCC [27, 69-76, 86, 104, 105, 110-113, 115, 118-120, 

122, 127-129, 131, 133]; ostrej białaczki szpiku kostnego [123]; w ystąpienia now otw oru pod­

czas długotrw ałej wysokiej ekspozycji n a d y m  papierosow y [124]; arteriosklerozy [77]; cho­

roby Parkinsona i A lzheim era [77]; astm y oskrzelow ej [82]; reum atoidalnego zapalenia sta­

w ów  [124],

Zw iększona indukcja adduktów  PA H -D N A  w  płucach u Japończyków  [114],

W ystępują częściej: zaburzenia m iesiączkow ania [79]; abberacje chrom osom ow e po naśw ie­

tlaniu prom ieniam i X [80],

Z m niejszone ryzyko zaw ału m ięśnia sercow ego [83],

Genotypy GSTM 1A/B  łub GSTM 3B/B  Ochrona: przeciw  SCC krtani [87]; raka podstaw ow ych kom órek skóry [85, 136],

Brak genu GSTM 1

Homozygoty GSTM3A/A P odw yższone ryzyko SCC języ k a  [85] i krtani [86],

Podw yższone ryzyko: w rzodow ego zapalenia okrężnicy [81]; m ielodysplazji [100]; astm y 

oskrzelow ej [82]; SCC krtani [86]; raka podstaw ow ych kom órek skóry (zw iększony przyrost 

guzów 3 [134] i zm niejszony czas pow staw ania przerzutów  [135]); raka śledziony 

G orsze rokow ania w  leczeniu chem ioterapią u pacjentów  z ostrą  b iałaczką szpiku kostnego 

[108],

Brak genu GSTT1

Homozygoty bądź heterozygoty 

GSTP1B  i GSTP1C

P odw yższone ryzyko: raka tchaw icy, przełyku, pęcherza m oczow ego [55, 131], SCC płuc 

oraz w iększa ilość adduktów  karcinogen-D N A  szczególnie w śród palaczy [56],

Homozygoty GSTP1C M niejsze ryzyko astm y oskrzelow ej [57],

Jednoczesny brak genu GSTM1 

z genotypem GSTP1B  lub GSTP1C
Z w iększona indukcja adduktów  PA H -D N A  w płucach ludzi rasy białej [56],

W yjaśn ien ie  sk ró tów : A C —  rak  g ru czo lak o w aty ; PAH —  zw iązk i p o lia ro m a ty c zn o -h y d ro fo b o w e ; SCC —  rak  łu skow aty  
aJako p rzy ro st guzów  d e fin iu je  się  liczb ę  g u zó w /ro k  p o jaw ia jący ch  się  od czasu  p o w stan ia  p ie rw szeg o  guza.

czowego zwiększone ryzyko wykazano w obecności 
genu GSTT1, a nie przy jego braku [121]. W takiej 
sytuacji brak GSTM1 z jednoczesną obecnością 
GSTT1 być może potęguje ryzyko zachorowania. 
Brak genu GSTT1 zwiększa ryzyko wystąpienia SCC 
krtani. Jednocześnie stwierdzono, że homozygoty 
GSTM3B  wykazują mniejsze ryzyko zapadalności na 
tę chorobę [8 6 ], Po raz kolejny potwierdzono w ten 
sposób, że śledzenie pojedynczych genotypów w 
żadnym wypadku nie może być wystarczające w ba­
daniu tak skomplikowanych procesów.

W pracy D u e 11 i wsp. dotyczącej raka śledziony 
stwierdzono, że palenie i polimorfizm delecyjny 
GSTT] zwiększają ryzyko zapadania na chorobę w y­
stępującą częściej u kobiet niż u mężczyzn [ 122], 
Natomiast genotyp GSTM1 nie wywierał wpływu na

mniej jednym  allelem GSTM1 wykazywali dłuższy 
czas przeżycia, to pacjenci z jego  brakiem, traktowa­
ni kum ulowaną małą daw ką adriamicyny, wykazy­
wali również większąprzeżywalność [123]. Widać w 
ten sposób, że dobroczynny genotyp w określonych 
warunkach może się okazać fatalny w skutkach.

Nie tylko choroby nowotworowe stanowią przed­
miot badania w pracach dotyczących GST, chociaż 
dominują ilościowo. M a t t e y  i wsp. [124] zbadali 
wpływ palenia i genotypu GSTM1 na reumatoidalne 
zapalenie stawów. Korzystnie wpływa występow a­
nie genotypu GSTM1. Pacjenci z brakiem GSTM ], 
którzy palili kiedykolwiek mieli istotnie gorsze ro­
kowania niż pacjenci z brakiem GSTM ], którzy nig­
dy nie palili. Produkcja czynnika reumatoidalnego 
była powiązana z paleniem tylko u pacjentów z dele-
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cyjnym genotypem [124]. W innej pracy dotyczącej 
astmy oskrzelowej I v a s c h e n k o  i wsp. [82] w y­
kazali, że osoby z brakiem GSTM1 wykazywały 3,5 
razy większe ryzyko rozwinięcia się astmy. Również 
osoby z brakiem GSTT1 znajdowały się w grupie o 
podwyższonym ryzyku zachorowania. Genotyp de- 
lecyjny obu genów występował 4 razy częściej u cho­
rych niż w grupie kontrolnej [82].

Powyższe rozważania pokazują jak  dużą rolę na 
rozwój jak i na rokowania terapeutyczne choroby 
mogą odgrywać polimorfizmy takich genów jak 
GST. Enzymom GST przypisuje się rolę w nabyw a­
niu przez komórki oporności na leki dzięki przepro­
wadzaniu przez nie detoksykacji tych leków i 
ułatwianiu usuwania ich na zewnątrz komórki po ­
przez pompę zależną od zw iązków sprzęganych z 
glutationem. Enzymy GST przeprowadzając detok­
sykację szkodliwych toksyn (często czynników kan­
cerogennych) chronią organizm przed rozwojem 
wywoływanych przez te toksyny chorób. Polimorfi­
zmy genów kodujących te enzymy prow adzą do 
osłabienia ich ekspresji, albo niekiedy i do całkowi­
tego jej braku. W oczywisty sposób prowadzi to do 
osłabienia mechanizmów obronnych organizmu. Z 
drugiej strony w nielicznych przypadkach reakcja 
sprzęgania GSH z egzogennym substratem może do­
prowadzić do powstania szkodliwego metabolitu. 
Ekspresja genów G ST  może także wywierać nieko­
rzystny wpływ na leczenie niektórych nowotworów 
w związku z tym, że kodowane przez nich enzymy 
usuwają leki z komórek nowotworowych, przyczy­
niając się w ten sposób do nabycia oporności na leki. 
Badania nad etiologią chorób, jak  i nad procesami 
detoksykacji w organizmie są bardzo skom plikow a­
ne i nasza wiedza jest daleka od doskonałości. N ow o­
czesna technologia daje możliwości szybszych i do­
ciekliwszych badań zarówno na poziomie klinicz­
nym jak i molekularnym. Intensywne badanie, 
połączone wysiłki różnych specjalności powinny do­
prowadzić do coraz to bardziej zadowalających w y­
ników. Nie da się jednak  zaprzeczyć, że będzie to 
proces długotrwały i zapewne nie wolny od błędów i 
sprostowań.
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Charakterystyka immunoglobulinopodobnych 
receptorów leukocytów (ILT) 

The characteristics of ILT receptors

ANDRZEJ WIŚNIEWSKI

Spis treści:

I. Wprowadzenie
II. Nazewnictwo receptorów ILT
III. Występowanie receptorów ILT
IV. Organizacja genów ILT
V. Struktura genów ILT2 i LIR6
VI. Regulacja ekspresji genów ILT
VII. Budowa receptorów ILT
VIII. Ligandy
IX. Znane następstwa aktywacji receptorów ILT
X. Domniemana fizjologiczna funkcja niektórych 

cząsteczek ILT

Wykaz stosowanych skrótów: FCAR —  gen receptora dla 
fragmentu Fc IgA (FcaR); FHC — wolny łańcuch ciężki (ang. 

f r e e  h e a v y  chain)', HLA —  MHC człowieka (ang. h u m a n  le u k o ­

c y te  a n t ig e n ); ILT — transkrypt podobny do immunoglobuliny 
(ang. im m u n o g lo b u lin - l ik e  tra n sc r ip t) ',  ITAM —  aktywujący 
motyw immunoreceptorowy oparty o resztę tyrozyny (ang. im - 

m u n o r e c e p to r  ty ro s in e  b a s e d  a c t iv a to r y  m otif)', ITIM —  ha­
mujący motyw immunoreceptorowy oparty o resztę tyrozyny 
(ang. im m u n o r e c e p to r  ty r o s in e -b a s e d  in h ib ito ry  m otif)', KIR — 
receptor komórek cytotoksycznych podobny do immunoglobu­
liny (ang. k i l le r  c e ll  im m u n o g lo b u l in - l ik e  recep to r) ', LIR —  leu- 
kocytamy receptor podobny do immunoglobuliny (ang. le u k o ­

c y te  im m u n o g lo b u l in - l ik e  recep to r)', LRC —  kompleks recepto­
rów leukocytamych (ang. le u k o c y te  r e c e p to r  c o m p lex)', MHC — 
główny kompleks zgodności tkankowej (ang. m a jo r  h is to c o m ­

p a t ib i l i ty  com lex)', komórka NK —  naturalna komórka cytotok- 
syczna (ang. n a tu ra l  k i l le r  cell)', SHP-1 — fosfataza tyrozynowa 
zawierająca domeny SH2 (ang. S H 2  d o m a in -c o n ta in in g  p h o -  

s p h o ty r o s in e  p h o s p h a ta s e - 1); TCR —  receptor limfocytów T 
(ang. T - c e l l  recep tor) ', 5’UT —  region 5’ nie podlegający trans­
lacji (ang. 5 ’ u n tra n s la ted )',

I. Wprowadzenie

Kompleks receptorów leukocytamych —  LRC 
(ang. leukocyte receptor com plex) zlokalizowany na
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chromosomie 19q 13.4 człowieka obejmuje trzy ro­
dziny blisko ze sobą związanych genów kodujących 
immunoglobulinopodobne receptory, z których je d ­
ne aktywują, a drugie hamują określone komórki 
układu odpornościowego. Są nimi: geny IL T  (ang. 
im m unoglobulin-like transcripts), geny KIR  (ang. 
killer cell im m unoglobulin-like receptors) oraz geny 
LAIR  (ang. leukocyte-associated  inhibitory recep­
tors). Oprócz tego do kompleksu LRC zalicza się 2 
pojedyncze geny: FCAR  i N Kp46  [1 ,2] .  Ostatnio za­
interesowanie regionem LRC systematycznie rośnie. 
Szczególnie dotyczy to wciąż bardzo słabo pozna­
nych receptorów ILT, które prawdopodobnie wywie­
rają znaczny wpływ na wiele różnych populacji ko­
mórek układu odpornościowego. Do tej pory najwię­
cej informacji ukazało się w odniesieniu do receptora 
ILT2, nieco mniej w stosunku do ILT4. Głównie 
przyczyniło się do tego ustalenie, z jakim i ligandami 
łączą się owe receptory. O ligandach, a tym samym o 
funkcji i znaczeniu pozostałych ILT, nic nie wiado­
mo. Celem tego artykułu jest przybliżenie aktualne­
go stanu wiedzy o leukocytamych receptorach ILT, a 
w szczególności o ich budowie, strukturze ko­
dujących je  genów, występowaniu, następstwach ich 
aktywacji oraz domniemanej funkcji fizjologicznej 
niektórych z nich.
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II. Nazewnictwo receptorów ILT

Receptory ILT określane są także dodatkowymi 
nazwami: LIR (ang. leukocyte im m unoglobulin-like  
receptors) [3], LILR (ang. leukocyte im m unoglobu­
lin-like receptors) [4] i M IR (ang. m onocyte/m a- 
crophage Ig-related receptors) [5]. Ostatnia z nazw 
jest obecnie rzadko stosowana i można się z n ią  spo­
tkać jedynie we wcześniejszych opracowaniach do­
tyczących kompleksu LRC. Dość kłopotliwe jest 
spotykane w niektórych publikacjach zamienne sto­
sowanie nazw ILT i LIR w odniesieniu do określo­
nych receptorów, ponieważ nie wszystkie receptory 
określane jako ILT mają swoje odpowiedniki w ter­
minologii LIR i odpowiednio nie wszystkie recepto­
ry określane jako LIR posiadają alternatywną nazwę 
ILT. Próbą uporządkowania nomenklatury recepto­
rów leukocytarnych, którym poświęcona jes t ta p ra­
ca, jest określenie ich skrótami LILRA lub LILRB, 
które opatrzone są dodatkowo odpowiednim indek­
sem cyfrowym precyzującym o który receptor cho­
dzi. Litery A i B określają czy mamy do czynienia od­
powiednio z receptorem aktywującym czy też ha­
mującym. Jako że skróty LILR nie są jeszcze w po­
wszechnym użyciu, a wielu autorów stosuje nadal 
stare nazwy, w poniższej pracy dla uproszczenia bę­
dzie stosowany skrót ILT. W tabeli 1 dokonano usys­
tematyzowania wszystkich skrótów, jakie  pojawiły 
się do tej pory w literaturze i internetowych bazach 
danych odnoszących się do poszczególnych re­
ceptorów ILT.

III. Występowanie receptorów ILT

Immunoglobulinopodobne receptory leukocytów 
—  ILT są niedawno odkrytą rodziną immunorecepto- 
rów występujących na monocytach, makrofagach, 
komórkach B oraz w mniejszym stopniu na kom ór­
kach dendrytycznych, komórkach NK  i komórkach 
T. Wykorzystując technikę RT-PCR zbadano poziom 
ekspresji niektórych genów IL T  w wyżej wym ienio­
nych typach komórek. Okazało się, że ekspresja po­
szczególnych genów w dużej mierze jes t uzależniona 
od typu komórki. Większość z przebadanych w ten 
sposób transkryptów (ILT2, ILT3, ILT4, ILT5  i LIR 6 ) 
występuje głównie w monocytach i/lub komórkach B 
[3]. Na przykład gen dla receptora ILT2 ulega wyso­
kiej ekspresji we wszystkich limfocytach B i m ono­
cytach natomiast jego ekspresja w limfocytach T i 
komórkach NK jest stosunkowo niska [6 , 7, 8 ]. O ile 
ekspresja ILT2, ILT4  i ILT5  w komórkach dendry­
tycznych jest wykrywalna lecz niewielka, ekspresja 
ILT3  w tych komórkach jest szczególnie wysoka. Z

uwagi na to, że znaczny poziom ekspresji ILT3  w y­
stępuje także w monocytach i komórkach B, można 
stwierdzić, że ekspresja tego genu jes t wyjątkowo 
wysoka w komórkach specjalizujących się w prezen­
tacji antygenów. Pomiar ekspresji genów IL T  w ko­
mórkach N K  wykazał niski poziom mRNA dla ILT2, 
ILT3, ILT4  i ILT5, nieco wyższy dla ILT6  i bardzo 
wysoki dla LIR8, którego ekspresja wydaje się być 
ograniczona do komórek NK. Zaobserwowany, sto­
sunkowo niski poziom ekspresji testowanych genów 
w komórkach NK (wyjątek stanowi LIR8) i kom ór­
kach T może być spowodowany tym, że jedynie n ie­
które podklasy tych komórek posiadają na swojej po­
wierzchni określone receptory ILT, jak  to wykazano 
dla ILT2 [3].

Dwa z genów ILT, a mianowicie ILT9  i ILT10  
prawdopodobnie nie u legają ekspresji (badania pro­
wadzono na komórkach szpiku oraz leukocytach 
krwi obwodowej) co sugeruje, że m ogą być pseudo- 
genami [9].

W badaniach nad występowaniem receptorów 
ILT, oprócz pomiaru poziomu poszczególnych tran­
skryptów w określonych typach komórek układu od­
pornościowego, zbadano także ekspresję niektórych 
receptorów na powierzchni tych komórek. Badania 
takie prowadzono głównie dla ILT2 i ILT4. Okazuje 
się, że różnice w ilości mRNA dla tych receptorów 
(uzależnione od typu komórki) w zasadzie 
przekładają się na różnice w ilości białka mierzone­
go na powierzchni komórek. ILT2 ulega ekspresji na 
97% komórek B (CD19+), 22% komórek NK 
(CD 56+) i na niewielkim procencie limfocytów T 
(CD 3+), podczas gdy powierzchniowa ekspresja 
ILT4 na wymienionych typach komórek występuje 
na granicy detekcji. W przeciwieństwie do tego oba 
receptory w ystępują na powierzchni wszystkich mo- 
nocytów i na znacznym odsetku komórek dendry­
tycznych [8 ].

Wyniki wielu doświadczeń wykazały, że w rodzi­
nie ILT występuje zjawisko alternatywnego składa­
nia mRNA, co w praktyce przekłada się na znaczną 
liczbę izoform określonych białek receptorowych. 
Na przykład w monocytach i komórkach B powstają 
transkrypty kodujące odpowiednio cztery (LIRóa) i 
dwie (LIRób) domeny immunoglobulinopodobne. 
Dodatkowo w monocytach wykryto dwa inne tran­
skrypty o pośredniej długości, które prawdopodob­
nie kodują izoformy LIR 6 zawierające mniej niż 4 
domeny (dokładna długość transkryptów nie jest 
znana). Poza tym w komórkach B i NK powstają ta­
kże dwa różniące się długością transkrypty, w ykry­
wane przez startery specyficzne dla ILT6 , co w ska­
zuje na istnienie dwóch izoform tego receptora [3 ].
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Tabela 1

Zestaw ienie nazew nictw a receptorów  ILT

ILT LIR LILR INNE

ILT 1 LIR7 LILRA2 CD85h

ILT2 LIR1 LILRB1 MIR-7/CD85j
ILT3 LIR5 LILRB4 HM18/CD85k
ILT4 LIR2 LILRB2 MIR-10/CD85d
ILT5 LIR3 LILRB3 HL9/CD85a
ILT6 LIR4 LILRA3 HM43. HM31 C D 85e

ILT7 — — C D85g

ILT8 — — CD85b

ILT9 — — CD85I

ILT 10 — — CD85m

ILT 11 — — CD 85f

— LIR6 LILRA1 CD85i

— LIR8 LILRB5 CD85c

C zc io n k a  zw yk ła  —  recep to ry  ak ty w u jące , czc io n k a  pogru b io n a  —  recep to ry  h am ujące , p o d k reś lo n e  —  recep to r ro zp u szcza ln y

Występowanie alternatywnych form transkryptów 
IL T  zostało także poparte klonowaniem i sekwencjo- 
nowaniem 3 różnych cząsteczek cDNA ILT1 ozna­
czonych jako IL T la /b /c . W IL T la  brakuje części se-

<----------
TELOMER

centromerowa obejmująca geny L A IR 1 , ILT7, IL T 1 1, 
ILT6, IL T 4 , LIR8, ILT8  i IL T 5 ma orientację prze­
ciwną tzn. 5 ’-3 ’ w kierunku od telomeru do centro- 
meru (Ryc. 1). Taka orientacja warunkuje przeciwny

G R U P A  II G E N Ó W  IL T  
(C E N T R O M E R O W A )

Ryc. 1. R ozm ieszczenie loci IL T  na chrom osom ie 19q 13.4

kwencji kodującej peptyd sygnalny. W IL T lb  wycię­
ciu ulega fragment kodujący drugą, trzecią oraz 
część czwartej domeny zewnątrzkomórkowej. N ato­
miast produkt białkowy powstający na matrycy 
mRNA IL T lc  pozbawiony jes t  osiemnastu amino­
kwasów wchodzących w skład regionu sąsia­
dującego z domeną transm em branową [ 10].

IV. Organizacja genów ILT

Geny IL T  występują w dwóch grupach: telomero- 
wej —  I, która zawiera 6 genów IL T  i jeden gen 
LAIR2  oraz centromerowej —  II, zawierającej 7 ge­
nów IL T i  gen LAIR1. Grupa telomerowa obejmująca 
w kolejności geny LAIR2, ILT1 , LIR6, ILT2, ILT3, 
ILT9  i ILT10  znajduje się w orientacji 5 ’-3 ’w kierun­
ku od centromeru do telomeru, podczas gdy grupa

kierunek transkrypcji genów w obu grupach. Od­
ległości pomiędzy genami wewnątrz grup w ahają się 
od około 6 kpz do około 25 kpz. Wyjątek stanowi lo- 
cus LAIR2  oddalone od locus ILT1 o około 50 kpz. 
Odległość dzieląca obie grupy wynosi w przybliże­
niu 200 kpz (Ryc. 1).

Analizy prowadzone przy pomocy metody dot- 
matriks wykazały wysoką homologię nukleotydów 
pomiędzy obiema grupami genów ILT. Okazało się, 
że duży region (ok. 45 kpz) w grupie I, rozciągający 
się pomiędzy LIR6  a ILT2  jes t wysoce homologiczny 
do podobnego rozmiarami regionu w grupie II {ILT6 
— ILT4). Sekwencje otaczające homologiczne regio­
ny nie są ju ż  tak bardzo do siebie podobne. W oparciu 
o wykrytą homologię oraz przeciwną orientację ge­
nów w obu grupach wysunięto hipotezę, według któ­
rej centromerowa grupa genów IL T  powstała na sku­
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tek odwróconej duplikacji pierwotnej, telomerowej 
grupy genów. Analizy dot-matriks sugerują również, 
że przodkiem wszystkich trzynastu genów IL T  jest 
prawdopodobnie LIR 6  kodujący receptor akty­
wujący. Z niego przez duplikację powstał ILT2, k tó­
ry następnie uległ zmianie w kierunku genu dla re­
ceptora hamującego. Kolejne duplikacje doprowa­
dziły do powstania z LIR6  kilku innych genów dla re­
ceptorów aktywujących, a z ILT2  kilku innych ge­
nów dla receptorów hamujących [ 1, 11 , 12]

Region obejmujący geny IL T  jes t bardzo podobny 
w różnych haplotypach. Prowadzone do tej pory ba­
dania wykazały, że prawie wszyscy posiadamy 
wszystkie geny ILT. Wyjątek stanowi leżący w gru­
pie centromerowej gen ILT6, którego nie wykryto u 
niektórych osobników. Za brak genu odpowiedzialna 
jest u nich delecja, która obejmuje swym zasięgiem 
większą część locus ILT6  [1, 13].

V. Struktura genów ILT2 i LIR6

Gen ILT2  posiada 6500 pz i zawiera 15 eksonów 
rozdzielonych 14 intronami, odpowiednio gen LIR6  
składa się z 8600 pz i zawiera 10 eksonów i 9 intro­

ny (SI i S2). Pierwszy z nich zawiera w sobie region 
5 ’ UT oraz 34 pz sekwencji kodującej, natomiast dru­
gi, zwany czasami mini-eksonem, zawiera 36 pz ko­
dujących drugą część peptydu sygnałowego. We 
wszystkich genach należących do LRC każda dom e­
na immunoglobulinopodobna (Ig) jest kodowana 
przez oddzielny ekson. Interesującym jest, że w or­
ganizacji genów ILT2  i LIR 6  kodujących receptory o 
odmiennych funkcjach, zasadnicze różnice wystę­
pują dopiero za eksonem EC4 kodującym ostatnią 
domenę Ig (D4). Oba geny są prawie identyczne (po­
dobieństwo 92%) biorąc pod uwagę sekwencje ekso­
nów i intronów leżących w regionie rozciągającym 
się od -680 pz przed kodonem start (ATG) aż do 
początku intronu znajdującego się za eksonem dla 
D4. Od tego punktu sekwencja i struktura obu genów 
zaczynają się znacznie różnić. Znajduje to swoje od­
zwierciedlenie w sekwencji i strukturze białek kodo­
wanych przez te geny. W receptorze ILT2 region 
znajdujący się pomiędzy dom eną D4 a dom eną trans- 
m em branową —  region łączący (ang. sta lk  region) 
kodowany jest przez 2 eksony (LI i L2), z których 
pierwszy koduje 17 a drugi 16 aminokwasów. Sąsia­
dujące z tymi eksonami introny (7 i 8 ) są krótkie (od

LIR6 [~ 8600 pz]

Ryc. 2. Struktura genów  LIR 6  i ILT2. 5 ’UTR, 3 ’U TR —  regiony nie podlegające translacji; S I, S2 —  eksony peptydu sygnałow ego; E C 1, EC2, EC3, 
EC4 —  eksony dom en im m unoglobulinopodobnych; L I, L2 —  eksony dla regionu łączącego; TM  —  ekson dom eny transm em branow ej; C —  
eksony dom eny cytoplazm atycznej. D ługość eksonów  w yrażono w parach zasad.

nów (Ryc. 2).
Ekson pierwszy 1LT2 i LIR6, a także większości 

pozostałych ILT  leży w regionie nie ulegającym 
translacji zwanym regionem 5 ’ UT (ang. untransla­
ted). W genach tych częściowej translacji podlega 
dopiero ekson 2. Wyjątek stanowią geny ILT3 i 
ILT10, nie posiadające eksonu 5 ’ UT [1 ,2 ,  9]. Cha­
rakterystycznym dla organizacji wszystkich genów 
ILT , ale także dla genów KIR  oraz genu FCAR  jest 
fakt kodowania peptydu sygnałowego przez 2 ekso-

~ 300 do ~ 700 pz). W przypadku receptora LIR6 re­
gion łączący także kodowany jes t przez dwa eksony, 
z tą jednak różnicą, że ekson L2 koduje jedynie 13 
aminokwasów. Dodatkowo introny 7 i 8 są bardzo 
długie, licząc odpowiednio 2700 i 1200 pz [2], Na 
marginesie należy dodać, że region łączący w recep­
torze ILT 10 inaczej niż w pozostałych receptorach 
ILT kodowany jest przez pojedynczy ekson, podob­
nie jak w receptorach KIR [9]. Na tym jednak nie ko­
niec różnic w budowie genów ILT2  i LIR6. W przy­
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padku ILT2, pojedynczy ekson (TM) koduje domenę 
transmembranową, natomiast aż 5 eksonów (C1-C5) 
koduje dom enę cytoplazmatyczną. Inaczej jes t w 
L IR 6  gdzie pojedynczy, długi ekson koduje domenę 
transmembranową, domenę cytoplazmatyczną oraz 
nie ulegający translacji region 3 ’. W ykazano także, 
że obejmujący aż 1400 pz region 3 ’ U T w LIR 6  za­
wiera 10 powtórzeń liczącego 37 pz motywu 
(5 ’-CA TTC [G /A ]C CA T CTA CC C TC TA G A A TA A  
A G A A A T C T T A T -3’) zawierającego sekwencję 
A ATA AA będącą sygnałem poliadenylacji. Powtó­
rzeń tych nie znaleziono w regionie 3 ’ UT ILT2  oraz 
innych ILT.

Okazało się, że eksonowo-intronowa organizacja 
genu ILT2  je s t  bardzo podobna do organizacji genu 
Pir-B  u myszy, który podobnie jak  ILT2  koduje leu- 
kocytam y receptor ham ujący określone komórki 
układu odpornościowego. Z kolei organizacja L IR 6 
ma pewne wspólne cechy z organizacją  genu FCAR  
człowieka. Zarówno w LIR 6  jak  i we FCAR  pojedyn­
czy ekson koduje równocześnie dom enę transm em ­
branową, dom enę cytoplazm atyczną oraz sekwencję 
3 ’ UT [2].

Podsumowując można stwierdzić, że struktura 
eksonów i intronów w genach hamujących i akty­
wujących receptorów z rodziny ILT (przykładem są 
ILT2  i LIR 6) jes t bardzo podobna w obszarze ko­
dującym peptyd sygnalny oraz dom eny zewnątrzko- 
mórkowe. Znaczące różnice w ystępują  przy końcach 
genów, gdzie znajdują się eksony kodujące domenę 
transm em branową i cytoplazmatyczną. Należy pod­
kreślić, że to właśnie sekwencja i struktura tych do­
men decyduje o naturze wewnątrzkom órkowego sy­
gnału (hamowanie lub aktywacja komórki) po­
wstającego po połączeniu się receptora z ligandem 
[2, 9].

VI. Regulacja ekspresji genów ILT

W celu poznania m echanizm u regulacji ekspresji 
genów IL T  określono możliwe miejsce inicjacji tran­
skrypcji genu ILT3. Okazało się, że pierwszym tran- 
skrybowanym nukleotydem jest cytozyna (362 pz 
przed kodonem start ATG), wchodząca w skład se­
kwencji inicjatorowej, której głównym  elementem 
jest dinukleotyd CA. Znajduje się on bezpośrednio 
za traktem złożonym z 15 reszt tyminy (-337 do 
-363). Analizy sekwencji flankującej gen ILT3 od 
strony 5 ’ wykazały brak w podstaw ow ym  prom oto­
rze tego genu innego ważnego elementu inicjacji 
transkrypcji jak im  jes t sekwencja TATA [2], w obrę­
bie której odbywa się składanie kompleksu preinicja- 
cyjnego polimerazy RNA II [15]. Wiadomo, że w

niektórych genach pozbawionych kasety TATA jej 
funkcję pełni sekwencja inicjatorowa oraz że ekspre­
sja takich genów (przykładami są gen terminalnej 
transferazy deoksynukleotydów lub też gen recepto­
ra Fcylb), jest od niej zależna. Jest możliwe, że w 
przypadku genu ILT3  to właśnie sekwencja inicjato­
rowa reguluje jego ekspresję [2 ].

VII. Budowa receptorów ILT

Receptory ILT są strukturalnie i funkcjonalnie 
spokrewnione z innymi immunoglobulinopodobny- 
mi receptorami, do których należą: neutrofilowy re­
ceptor Fc dla IgG2 (Fcy2R) u bydła, receptory 
gp49B l,  PIR-A i PIR-B u myszy oraz receptory KIR 
i F c a R  u człowieka [16].

Receptory ILT są glikoproteinami zawierającymi 
dwie lub cztery immunoglobulinopodobne domeny 
zewnątrzkomórkowe. Można je  podzielić na trzy 
grupy:

1. receptory hamujące z dwoma, trzema lub 
czterema motywami ITIM (ang. im m unoreceptor ty- 
rosine-based inhibitory m otif), bardzo podobnymi do 
tych, które występują w receptorach KIR komórek 
NK. Hamujące działanie tych m otywów oparte jest 
o resztę tyrozyny;

2 . receptory aktywujące z krótkimi domena­
mi cytoplazmatycznymi pozbawionymi motywów 
ITIM;

3. cząsteczki rozpuszczalne nie posiadające 
domeny transmembranowej.

A d .l .  ILT należące do pierwszej grupy (ILT2, - 3, 
- 4, -5 i L IR 8 ) charakteryzują się obecnością dwóch 
lub czterech domen immunoglobulinopodobnych w 
regionach zewnątrzkomórkowych oraz pojedynczej 
domeny cytoplazmatycznej zawierającej od dwóch 
do czterech motywów ITIM [3] (Ryc. 3), (Tab. 2).

Sekwencja motywu ITIM jest  następująca: 
I/L/VXYXXL/V, gdzie X oznacza dowolny amino­
kwas. Po interakcji receptora z ligandem kluczowe 
dla motywów ITIM reszty tyrozyny są fosforylowa- 
ne przez Src-podobne kinazy tyrozynowe. Następnie 
do ufosforylowanych motywów przyłącza się fosfa­
taza tyrozynowa SHP-1 (ang. SH 2 dom ain-conta- 
ining phosphotyrosine phosphatase-1). Enzym ten 
defosforylując molekuły odpowiedzialne za przeka­
zanie sygnału pobudzenia do wnętrza komórki, ha­
muje jej aktywację. W przypadku m otywów ITIM 
obecnych w hamujących receptorach KIR, hydro­
fobowa reszta aminokwasowa w pozycji -2 przed ty­
rozyną jes t niezbędna do przyłączenia domen SH2 
fosfatazy. Do niedawna uważano, że podobnie jest 
także w przypadku receptorów ILT. Jednak ostatnie
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badania prowadzone nad motywami ITIM w ILT2 
wykazały, że jeden  z nich pomimo iż posiada hydro- 
filną resztę seryny w pozycji -2 , efektywnie wiąże 
fosfatazę. Nie wszystkie m otywy ITIM obecne w 
ogonach cytoplazmatycznych receptorów ILT pełnią 
taką samą funkcję (przyłączanie SHP-1). W przypad­
ku czterech m otywów obecnych w ILT2 jedynie dwa 
z nich o sekwencji: 612-VTYAQL-617 i
642-SIYATL-647 bezpośrednio w iążą fosfatazę. 
ITIM 53 l-N LY AA V -536 prawdopodobnie aktywuje 
i/lub optymalizuje fosforylację pozostałych reszt ty- 
rozynowych, podczas gdy czwarty z motywów 
(560-VTYAEV-565) pomimo, iż podlega fosforyla­
cji, to najprawdopodobniej nie bierze udziału w 
rekrutacji SHP-1 [17].

Ad.2. Druga grupa cząsteczek ILT obejmuje sześć 
białek (ILT1, ILT7, ILT8 , ILT11 i L IR 6 a/b). W szyst­
kie receptory z tej grupy posiadająbardzo  krótkie do­
meny cytoplazmatyczne pozbawione znanych m oty­
wów sekwencyjnych oraz dodatnio naładow aną resz­
tę argininy w regionie transmembranowym (Tab. 2) 
(Ryc. 3). Dodatnio naładow any aminokwas obecny 
jest także w domenach transmembranowych innych, 
lepiej poznanych receptorów aktywujących takich 
jak  F caR  u człowieka, IgG2FcR u bydła czy 
aktywujących receptorach KIR [3]. W przypadku 
tych ostatnich aminokwasem tym jest lizyna [18]. 
Wykazano, że dodatnio naładowana reszta jes t nie­
zbędna do połączenia receptora z błonową 
cząsteczką adaptorową, która bierze udział w za­
początkowaniu wewnątrzkomórkowej kaskady prze­
noszącej sygnał aktywacji. Na przykład ludzki F c a R

Tabela 2

Przedstaw ienie niektórych cech receptorów  ILT/LIR

Ryc. 3. Struktura receptorów  ILT na przykładzie ILT2 i ILT1. Ig(D ) —  
dom eny im m unoglobulinopodobne, ITIM  —  ham ujący m otyw  
im m unoreceptorow y oparty o resztę tyrozyny, ©  —  schem a­
tycznie zaznaczony dodatnio naładow any am inokw as.

wchodzi w kompleks z łańcuchem FcRy. Cząsteczka 
ta nazywana jes t  czasami „wspólnym łańcuchem  y” 
ponieważ wchodzi także w skład FcyRIIIA, FceRI 
oraz niektórych kompleksów C D 3. Cząsteczką adap­
torow ą dla aktywujących receptorów KIR jes t nato­
miast DAP12 (ang. dnax-activation pro te in  12) [18, 
19]. Kompleksy FcaR -FcR y oraz K IR-D AP12 sąo d -

Receptor Liczba domen
immunoglobulino-
podobnych

Elementy odpowiedzialne 
za charakter receptora — 
reszta argininy / motywy 
ITIM

Ligand

ILT 1 4 Reszta argininy Nieznany
ILT2 4 4 motywy ITIM H LA -A 2,-A 0101,-A 0301, 

-B 0702.-B 0801 ,-B1501, 
-B 2702,-B 2705,-B 44, 
-C w 0304,-G 1

ILT3 2 3 motywy ITIM Nieznany
ILT 4 4 3 motywy ITIM HLA-A0201 ,-A0301 

B 0702,-
B 0801 .-B 1501 ,-B 2705,- 
B 3501,-C w 0304,-G 1

ILT5 4 4 motywy ITIM Nieznany
ILT6 4 Brak (receptor 

rozpuszczalny)
Nieznany

ILT7 4 Reszta argininy Nieznany
ILT8 4 Reszta argininy Nieznany
ILT 11 2 Reszta argininy Nieznany
LIR6a 4 Reszta argininy HLA-B27
LIR6b 2 Reszta argininy
LIR8 4 2 motywy ITIM Nieznany
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powiedzialne za przekazanie sygnału aktywującego 
komórkę w co bezpośrednio są zaangażowane immu- 
noreceptorowe motywy oparte o tyrozynę —  ITAM 
(ang. im m unoreceptor tyrosine-based activation m o­
tif) wchodzące w skład FcRy i DAP12 [19, 20]. 
Motywy te mają budowę tandem ow ą a ich sekwencja 
wygląda następująco: YXX(L/I) (X ) 6_8 YXX(L/I)
[21]. W przypadku aktywujących receptorów ILT 
udało się ustalić, że z łańcuchem FcRy łączy się re­
ceptor ILT1. Nic natomiast nie wiadomo o cząstecz­
kach adaptorowych dla pozostałych domniemanych 
aktywatorów z tej rodziny. Przypuszcza się jednak, 
że i one łączą się z łańcuchem FcRy [18].

A d.3. Do trzeciej grupy cząsteczek ILT zalicza się 
tylko receptor ILT6 . Cząsteczka ta zawiera cztery do­
meny zewnątrzkomórkowe nie posiadając jednocze­
śnie domeny transmembranowej. A zatem jest to 
prawdopodobnie receptor rozpuszczalny. D o­
świadczalnie wykazano, że ILT6 jest wydzielany 
przez komórki C V 1 /EBN A  transfekowane wektorem 
ekspresyjnym zawierającym gen ILT6. Wyniki te nie 
zostały jednak opublikowane. Cząsteczka taka jak  
ILT6 może potencjalnie pełnić funkcję receptora do­
minującego, który mógłby blokować działanie in­
nych ILT wiążąc te same ligandy [1, 3].

VIII. Ligandy

Do chwili obecnej stwierdzono, że dla trzech re­
ceptorów ILT (ILT2, ILT4 i LIR6 ) Ugandami są 
cząsteczki MHC klasy I [8 , 22, 23] (Tab. 2). Ligandy 
dla innych cząsteczek z rodziny ILT nie zostały je sz ­
cze poznane. Być może są nimi cząsteczki MHC kla­
sy I kodowane przez rzadko występujące allele, 
cząsteczki MHC klasy II lub też immunoglobuliny
[3]. Na podstawie prowadzonych eksperymentów z 
cząsteczkami MHC I można stwierdzić, że dany re­
ceptor ILT może wiązać kilka a nawet kilkanaście 
różnych ligandów. Na przykład ILT2 rozpoznaje 11 
różnych cząsteczek MHC (Tab. 2). Za wiązanie li- 
gandu przez ILT2 odpowiedzialna jest immunoglo- 
bulinopodobna domena D l .  Domena ta łączy się z 
konserwatywną dom eną a3  cząsteczek MHC. W je d ­
nym z doświadczeń wykazano także, że ILT2 wiąże 
się z białkiem UL 18, produkowanym  przez ludzki 
wirus cytomegalii (HCMV) [24]. Białko to będąc ho- 
mologiem cząsteczek MHC I, podobnie jak  one 
wiąże dostępną w komórce (32-mikroglobulinę i u le­
ga wbudowaniu w błonę kom órkow ą [25], Co cieka­
we, powinowactwo ILT2 do UL 18 jest znacznie w ię­
ksze niż powinowactwo ILT2 do rozpoznawanych 
cząsteczek MHC [24], Przypuszcza się, że związanie 
ULI 8 obecnego na zainfekowanej komórce przez re­

ceptor ILT2 komórek NK może generować sygnał 
hamujący te komórki, a tym samym zainfekowana 
wirusem komórka może uniknąć lizy [3],

ILT2 oprócz klasycznych cząsteczek MHC rozpo­
znaje także cząsteczki nieklasyczne —  HLA-G1 
(Tab. 2) [3, 26, 27],

ILT4, który ulega selektywnej ekspresji na kom ór­
kach linii mieloidalnej (głównie na monocytach), ta­
kże oprócz szerokiego wachlarza klasycznych 
cząsteczek MHC I, wiąże HLA-G1 (Tab. 2). Podobne 
badania prowadzono także dla ILT5, jednak  nie 
wykazano aby receptor ten wiązał cząsteczki MHC I 
wykorzystane w eksperymencie [22]. Nie jes t jednak 
wykluczone, że ILT5 rozpoznaje inne cząsteczki 
MHC. W doświadczeniach nad oddziaływaniem re­
ceptorów ILT2 i ILT4 z MHC I ustalono ponadto, że 
w iążą one wspólne dla nich ligandy z podobną siłą. 
Warto dodać, że oba receptory silniej w iążą cząstecz­
ki HLA-B niż HLA-A lub HLA-C [8 ],

Ciekawe okazały się także wyniki badań, w któ­
rych testowano możliwość wiązania się niektórych 
receptorów ILT (ILT1, ILT2, ILT3, ILT4, ILT5, ILT7 
i LIR 6 ) z cząsteczką HLA-B27, której występowanie 
wiąże się ze zwiększonym ryzykiem rozwoju zesz­
tywniającego zapalenia stawów kręgosłupa [4], Wia­
domo, że cząsteczki FILA klasy I m ogą występować 
na powierzchni komórki bądź jako heterodimery 
będące połączeniem łańcucha ciężkiego H i [32-mi- 
kroglobuliny (P2m), które efektywnie prezentują 
peptydy limfocytom T, bądź jako wolne łańcuchy H 
—  FHC (ang. fre e  h chains). FHC przeważnie 
powstają na powierzchni komórki w wyniku dyso­
cjacji heterodimerów i są nieaktywne funkcjonalnie, 
co oznacza, że nie są w stanie prezentować antyge­
nów limfocytom T [28], W przeciwieństwie do tego 
ogólnego schematu wolne łańcuchy HLA-B27 
(HC-B27), dzięki obecności cysteiny (Cys67) w ich 
zewnątrzkomórkowej domenie a l ,  występują na po ­
wierzchni komórki w postaci homodimerów 
połączonych wiązaniem dwusiarczkowym. Co cie­
kawe, w przypadku mysich komórek transfekowa- 
nych genem H LA-B27  udowodniono, że homodime- 
ry HLA-B27 są w stanie prezentować peptyd. W iado­
mo także, że forma HC-B27 może w bliżej nieznany 
sposób przyczyniać się do zapalenia stawów u trans- 
genicznych myszy pozbawionych możliwości synte­
zy (32-mikroglobuliny [29]. W przypadku komórek 
ludzkich okazało się, że pozbawione p2 -mikro- 
globuliny HLA-B27 (choć prawdopodobnie niezdol­
ne do prezentacji peptydów [29]), m ogą być wciąż 
pełnowartościowymi Ugandami dla niektórych re­
ceptorów ILT. Badania prowadzone z dimerami 
HC-B27 wykazały, że w iążą się one do receptorów
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ILT4 i LIR6 , natomiast forma klasyczna 
HLA-B27/p2m jest wiązana przez ILT2, ILT4 i 
LIR6 . Pozostaje zagadką dlaczego ILT2 pomimo iż 
wiąże konserwatywną domenę ct3 cząsteczek MHC 
klasy I, która przecież obecna jes t  w HC-B27, nie 
rozpoznaje tej formy. Powyższe wyniki wskazują, że 
receptory ILT mogą odgrywać znaczącą rolę w cho­
robach sprzężonych z cząsteczką HLA-B27 poprzez 
wiązanie prawidłowo i/lub nieprawidłowo sfałdowa- 
nych struktur tej cząsteczki. Wysoki poziom ekspre­
sji ILT4 w makrofagach będących jedną  z głównych 
populacji komórek przenikających do zaognionych 
stawów dodatkowo może potwierdzać bezpośrednie 
zaangażowanie tego receptora w proces chorobowy
[4].

IX. Znane następstwa aktywacji receptorów 
ILT

Jak już wcześniej wspomniano, receptor ILT1 w y­
stępuje na powierzchni komórki w kompleksie z 
łańcuchem FcRy. Łańcuch ten jes t  homodimerem 
złożonym z dwóch identycznych podjednostek y 
połączonych mostkiem dwusiarczkowym (y-y). 
Każda podjednostka zawiera w swojej części cyto- 
plazmatycznej jeden motyw ITAM [19, 21]. Wciąż 
niewiele wiadomo o molekularnym mechanizmie ak­
tywacji komórek przez receptor ILT1, a tym samym 
przez pozostałe aktywujące receptory z rodziny ILT. 
Jednak na podstawie danych dotyczących receptora 
F caR  oraz innych receptorów aktywujących posia­
dających dodatnio naładowany aminokwas w dom e­
nie transmembranowej można przypuszczać, że ILT 1 
aktywuje komórkę dzięki połączeniu z FcRy. Taka 
aktywacja na swoim wczesnym  etapie może przebie­
gać następująco. Po związaniu ligandu przez recep­
tor ILT1 dochodzi do fosforylacji sekwencji ITAM 
łańcucha gamma. Być może tak jak  w przypadku re­
ceptora F caR  fosforylacji dokonuje Src-podobna ki- 
naza p56lyn. Zapoczątkowuje to kaskadę reakcji, 
skutkiem której komórka posiadająca na swojej po­
wierzchni ILT1 ulega pobudzeniu. W przypadku mo- 
nocytów i transfekowanych cDNA ILT1 komórek 
RBL (ang. rat basophilic leukem ia) wykazano, że ak­
tywacja tych komórek przez receptor ILT1 pociąga 
za sobą wewnątrzkomórkowe uwalnianie jonów  
wapnia w monocytach oraz uwalnianie serotoniny i 
jonów wapnia w komórkach RBL [30, 31].

ILT2 po połączeniu się z cząsteczką MHC klasy I, 
w przeciwieństwie do ILT1, wyzwala negatywny sy­
gnał, który skutecznie hamuje aktywację komórki 
zapoczątkowaną przez receptor aktywujący. W przy­
padku cytotoksycznych limfocytów T receptory

ILT2 obecne na ich powierzchni mogą hamować ich 
aktywację po wcześniejszym swoistym rozpoznaniu 
przez TCR limfocytu kompleksu M HC-peptyd [32], 
Wiadomo, że w pierwszych chwilach po aktywacji 
limfocytu T dochodzi do uruchomienia Src-podob- 
nych kinaz tyrozynowych Lek oraz Fyn, które fosfo­
ry lują motywy ITAM zawarte w łańcuchach ę k o m ­
pleksu CD3. Kompleks ten pośredniczy w przekaza­
niu sygnału z TCR do wnętrza limfocytu. Fosforyla­
cja m otywów ITAM tworzy miejsca, do których 
przyłącza się kinaza ZAP-70. Enzym ten jes t nas tęp­
nie dwukrotnie fosforylowany, najpierw przez k ina­
zy Src a potem przez samego siebie (autofosforyla- 
cja). Druga fosforylacja powoduje powstanie miejsc 
na ZAP-70, do których przyłączają się inne białka, 
biorące udział w dalszym przekazaniu sygnału [2 1 , 
32] (Ryc. 4).

Co się jednak  dzieje gdy w czasie aktywacji limfo­
cytu obecne są na nim receptory ILT2, a komórka 
prezentująca antygen posiada na swojej powierzchni 
cząsteczki MHC I rozpoznawane przez ILT2? 
Hipoteza, która próbuje odpowiedzieć na to pytanie 
przewiduje, że po połączeniu cząsteczki MHC z ILT2 
dochodzi do fosforylacji tyrozyn zawartych w jego  
motywach ITIM. Fosforylacji dokonują praw dopo­
dobnie te same kinazy tyrozynowe co w przypadku 
kompleksu CD3, a więc Lek i Fyn. Do dwóch z cz te­
rech ufosforylowanych motywów ITIM przyłącza 
się swoimi domenami SH2 fosfataza SHP-1 [17]. Je ­
śli teraz dojdzie do krzyżowego połączenia (ang. 
cross- linking) ILT2 z TCR limfocytu to fosfataza 
SHP-1 defosforyluje znajdujące się w sąsiedztwie 
motywy ITAM kompleksu CD3 i/lub zasocjowane z 
nimi białka co inaktywuje kinazę ZAP70 i przerywa 
dalszą aktywację komórki [32], Krzyżowe połącze­
nie należy tu rozumieć jako  przestrzenne zbliżenie 
się do siebie obu receptorów, które jest niezbędne do 
przeprowadzenia defosforylacji przez SHP-1
(Ryc. 5).

Wydaje się, wbrew wcześniejszym przypuszcze­
niom [32], że aktywacja ILT2 (jego fosforylacja) w 
limfocytach T nie wym aga wpierw jego interakcji z 
TCR/CD3. Potwierdzają to doświadczenia, w któ­
rych inkubowano komórki RBL nie mające 
TCR/CD3, lecz posiadające transfekowany receptor 
ILT2, z komórkami linii 721.221 prezentującymi na 
swojej powierzchni cząsteczki HLA-B2705. 
Połączenie ligandu z receptorem wystarczało do fos­
forylacji motywów ITIM oraz uruchomienia fosfata­
zy SHP-1 [17]. A zatem  to nie połączenie ILT2 z TCR 
jest odpowiedzialne za fosforylację motywów ITIM, 
lecz prowadzi do niej już  samo związanie ligandu 
przez ILT2.
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Hamujące działanie receptora ILT2 wobec innego 
niż TCR receptora aktywującego potwierdzono do­
świadczeniem przeprowadzonym na komórkach 
RBL, które wcześniej transfekowano cDNA dla 
ILT2. Na powierzchni tych kom órek konstytutywnej

świadczeniu wydzielanie serotoniny także za­
początkowane aktywacją FceRI było hamowane 
przez receptory ILT4 i ILT5 [22]. Okazało się, że 
ILT2 hamuje także wewnątrzkom órkową m obiliza­
cję jonów wapniowych zapoczątkowaną przez im-

KOMÓRKA PREZENTUJĄCA ANTYGEN

Ryc. 4. W czesny etap przekazania sygnału aktyw acji z TCR/C D 3 do w nętrza lim focytu.

ekspresji ulegał receptor dla IgE (FceRI). Transfeko- 
wane komórki uwalniały serotoninę kiedy były sty­
mulowane przez opłaszczone na płytce mysie IgE 
(aktywacja komórki). Sekrecja serotoniny była w y ­
raźnie hamowana w wyniku wprow adzenia do środo­
wiska reakcji przeciwciał anty-ILT2 przym ocow a­
nych do dna plastikowego naczynka. Przeciwciała te

munoglobulinowy receptor limfocytów B [26], nato­
miast ILT4 hamuje uwalnianie jonów  Ca2+ w kom ór­
kach dendrytycznych zapoczątkowane przez FcyRII 
[22].

Ciekawe okazały się także wyniki badań, w któ­
rych sprawdzano, czy ILT2 w interakcji z cząstecz­
kami MHC klasy I hamuje zależną od superantygenu

KOMÓRKA PREZENTUJĄCA ANTYGEN

Ryc. 5. M echanizm  ham ow ania aktyw acji lim focytu T przez receptor ILT2.

w zastępstwie cząsteczek MHC I pełniły rolę 
„sztucznego” ligandu dla ILT2. Krzyżowe połącze­
nie FceRI z ILT2 wskutek wspólnego działania prze­
ciwciał IgE i anty-ILT2 skutecznie hamowało akty­
wację komórek [24], Analogicznie w innym do-

cytotoksyczność limfocytów T. Doświadczenia pro­
wadzono na wyselekcjonowanych komórkach T 
C D 8+, które wiązały na swojej powierzchni przeciw­
ciała anty-ILT2 (posiadały receptor ILT2) oraz posia­
dały receptor TCR z łańcuchem  P efektywnie
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wiążącym superantygen TSST-1 (ang. toxic shock  
syndrome toxin-1). Co więcej, aby wyeliminować 
wpływ innych receptorów hamujących, do doświad­
czeń wybrano te limfocyty, które dodatkowo nie po­
siadały receptorów KIR. Cytotoksyczność komórek 
T testowano na ludzkiej limfoblastycznej linii kom ó­
rek B (721.221), pozbawionych możliwości syntezy 
cząsteczek MHC I, oraz na transfektantach tej samej 
linii wytwarzających HLA-B2705. Na obu rodzajach 
komórek ekspresji ulegały cząsteczki MHC klasy II 
wiążące superantygen. Okazało się, że limfocyty T 
skutecznie zabijają komórki B opłaszczone TSST-1, 
natomiast nie reagują na opłaszczone superantyge- 
nem transfektanty HLA-B2705. Cytotoksyczność w 
stosunku do tych komórek była częściowo przywra­
cana w obecności fragmentów F(ab ’ ) 2 przeciwciał 
anty-ILT2. A zatem połączenie receptora ILT2 lim­
focytu T z cząsteczką HLA-B2705 obecną na trans- 
fekowanych komórkach linii 721.221 hamowało cy­
totoksyczność limfocytów T [26].

Także w przypadku ILT3, który ulega ekspresji na 
komórkach prezentujących antygen wykazano, że 
zachowuje się on jak  receptor hamujący po krzy­
żowym połączeniu z receptorem aktywującym. M a­
kro fagowy ILT3 w wyniku interakcji z FcyRIII ha­
mował wewnątrzkomórkowe uwalnianie jonów  w ap­
niowych [33],

X. Domniemana fizjologiczna funkcja 
niektórych cząsteczek ILT

Fizjologiczna funkcja receptora ILT1 wystę­
pującego na komórkach linii mieloidalnej nie została 
jak  dotąd w pełni zdefiniowana. Przypuszcza się, że 
może on kontrolować produkcję niektórych cytokin 
(ILI, IL12 czy T N F -a)  lub ekspresję cząsteczek ko- 
stymulujących. Ligand dla ILT1 nie jest znany. 
Wstępne badania z rozpuszczalnymi tetramerami 
cząsteczek MHC klasy I nie wykazały, aby mogły 
one pełnić rolę ligandów. Przypuszcza się, że mogą 
nimi być cząsteczki spokrewnione z MHC I takie jak  
C D I, MR1 czy MIC [30].

Niewiele także wiadomo o fizjologicznej funkcji 
ILT2. Doświadczenia prowadzone na limfocytach T 
sugerują, że receptor ten może podnosić próg ich ak­
tywacji, co może zabezpieczać komórki przed reak­
tywnością w stosunku do własnych antygenów. W 
rezultacie jedynie kompleksy M HC-peptyd o dużym 
powinowactwie są zdolne wywołać odpowiedź im­
munologiczną. Hamowanie reaktywności skierowa­
nej przeciw własnym antygenom przez receptory ha­
mujące jes t szczególnie ważne w przypadku kom ó­
rek CD8 efektorowych i komórek T pamięci, które

nabywają w wyniku kontaktu ze swoistym antyge­
nem niższy próg aktywacji w porównaniu z dziewi­
czymi komórkami T. Większość komórek T, na k tó­
rych powierzchni występuje ILT2 to rzeczywiście 
komórki C D 8 efektorowe i komórki T pamięci.

Inną funkcją ILT2 a także innych hamujących re­
ceptorów ILT może być terminacja odpowiedzi im­
munologicznej. Po stymulacji limfocytów T, ich re­
ceptory TCR ulegają internalizacji a następnie de­
gradacji w lizosomach. Zmniejszająca się liczba 
TCR na powierzchni w trakcie aktywacji komórki 
może zmieniać równowagę pomiędzy hamowaniem 
a aktywacją faworyzując receptory hamujące, co 
może w konsekwencji zahamować odpowiedź im ­
munologiczną [32].

W przypadku komórek B receptor ILT2 może ta­
kże wpływać na próg ich aktywacji warunkując tym 
samym, że jedynie swoiste antygeny są w stanie ak­
tywować te komórki. ILT2 jes t obecny na prawie 
wszystkich komórkach B krwi obwodowej. Nato­
miast jego ekspresja jes t bardzo słaba lub wręcz nie- 
wykrywalna na komórkach B występujących w mig- 
dałkach. Sugeruje to, że ILT2 może ulegać ekspresji 
jedynie przed stymulacją antygenową, natomiast w 
pobudzonych limfocytach B jego  ekspresja może 
zanikać.

W komórkach linii mieloidalnej ILT2 może nato­
miast modulować odpowiedź zapalną związaną z za­
każeniami bakteryjnymi regulując produkcję cytokin 
i zabezpieczając normalne tkanki przed zniszcze­
niem [26],

Pomimo iż ligand dla ILT3 nie został dokładnie 
poznany, udowodniono że ILT3 po związaniu ligan- 
du ulega wraz z nim internalizacji. W endosomach li­
gand jes t uwalniany, a po degradacji trafia na po­
wierzchnię w postaci peptydów w kompleksie z 
cząsteczkami MHC II. Odkrycie to sugeruje zaanga­
żowanie ILT3 w wyłapywanie antygenów i ich pre­
zentację [33]. Wydaje się, że za internalizację ILT3 
m ogą odpowiadać motywy ITIM, których sekwencja 
pokrywa się z konsensusem Tyr-X-X-reszta hydrofo­
bowa. Motywy tego typu w ystępują w wielu białkach 
odnajdywanych w przedziałach endocytamych, o 
których wiadomo, że pośredniczą w internalizacji in­
nych białek z powierzchni komórki [10]. Ekspresja 
ILT3 jest szczególnie wysoka w komórkach dendry­
tycznych, których główną funkcją jes t pochłanianie 
antygenów i ich prezentacja limfocytom T. Do tej 
pory opisano kilka różnych receptorów zaangażowa­
nych w pochłanianie antygenów przez komórki den- 
drytyczne. Jak się wydaje jednym  z nich może być 
ILT3 [33].
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Także w przypadku ILT4 można jedynie domyślać 
się jego funkcji. Wydaje się, że receptor ten może 
kontrolować m onocytarno-m akrofagową odpowiedź 
zapalną hamując aktywność tych komórek [2 2 ].

Ekspresja cząsteczek ILT, z których jedne stymu­
lują, a inne ham ują aktywację komórek, może więc w 
znaczący sposób wpływać na układ odpornościowy 
zmieniając delikatną równow agę pomiędzy pobu­
dzaniem a hamowaniem odpowiedzi im munologicz­
nej [3],
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Dolichole, długołańcuchowe lipidy izoprenoidowe 
biorące udział w modyfikacjach białek 

Dołichols, long-chain isoprenoid lipids required for 
protein modification
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I. Wstęp

Długołańcuchowe lipidy izoprenoidowe (dolicho- 
le i poliprenole) biorące udział w kotranslacyjnym 
przyłączaniu reszt cukrowych do białek, są zlokali­
zowane w błonach endoplazmatycznego retikulum 
(ER). Podstawowym elementem ich budowy jes t pię- 
ciowęglowa reszta izoprenowa. M ogą występować w 
formie wolnych alkoholi oraz estrów kwasów 
tłuszczowych lub fosforanów łatwo ulegających hy­
drolizie. Występujące w komórkach eukariotycz­
nych stanowią mniej niż 1% fosfolipidów błon ko­
mórkowych, mimo to są ich istotnym składnikiem. 
Dolichole jako związki wielonienasycone zmieniają 
półpłynną strukturę błon kom órkowych a połączenia 
estrowe dolicholi i kwasów tłuszczowych stanowią o 
jej zróżnicowanej budowie [1]. Lipidy izoprenoido­
we: sterole, dolichole, poliprenole a także łańcuch 
boczny ubichinonu są syntetyzowane w szlaku kw a­
su mewalonowego. Liczbę związków które powstają 
z udziałem reakcji zachodzących w szlaku mewalo- 
nowym określa się na ponad 23000. W spólnym sub- 
stratem do syntezy większości z nich jes t  difosforan 
famezylu (FPP) —  produkt reakcji katalizowanej 
przez białko Erg20 [2, 3]. P ierwszym enzymem w y­
korzystującym FPP jako  cząstkę starterową w 
odgałęzieniu prowadzącym do syntezy dolicholi, jest 
cfs-prenylotransferaza (c/s-PT) katalizująca syntezę 
szkieletu węglowodorowego dolicholi. A-glikozyla- 
cja jest jednym  z podstawowych procesów modyfi­
kacji białek w komórkach eukariotycznych podczas 
którego jest budowany i kowalencyjnie wiązany z 
białkiem łańcuch oligosacharydowy. Ufosforylowa- 
ne formy dolicholi (Dol-P) pełnią  funkcje nośnika na 
którym przez dołączanie monomerycznych cukrów 
formowany jes t pełnej długości łańcuch cukrowy o 
budowie: GlcNAc2 M an9Glc3 będący donorem 
łańcucha oligosacharydowego w procesie syntezy

co wynika z niezmiennego w trakcie ewolucji sposo­
bu jego biosyntezy. Dolichole są także nośnikiem 
reszt cukrowych w O-mannozylacji oraz syntezie ko­
twicy glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI). Odpo­
wiedniki dolicholi —  undekaprenole jako przenośni­
ki monocukrów pełnią istotną funkcję w modyfikacji 
składników ściany komórek bakterii: O-antygenu, 
peptydoglikanu, kwasu tejchowego [5].

II. Lipidy izoprenoidowe — budowa w 
drożdżach, grzybach nitkowatych i 
bakteriach

Nazwa izoprenoli wywodzi się od podstawowej 
jednostki budującej te związki —  izoprenu (Ryc.l).

C H ,
i

H 2C = C — C = C H 2 
H

Ryc. 1. Wzór strukturalny izoprenu [6],

Prócz dolicholi, w których jednostka izoprenowa a  
podlega saturacji, występują formy zawierające n ie­
nasycone wiązanie a-izoprenow e, są to poliprenole. 
Przykładem m ogą być undekaprenole zawierające 
jedenaście reszt izoprenu, występujące u bakterii 
oraz liczne poliprenole występujące u roślin [7]. D o­
lichole grzybów z rodzaju Aspergillus w ykazują od­
m ienną budowę od form występujących u drożdży i 
bakterii. Analiza rodziny dolicholi gatunku A. niger  
wykazała występowanie trzech jednostek izopreno- 
wych nasyconych: a,\|/,co oraz dodatkowej grupy eg- 
zometylenowej przy jednostce izoprenowej co [8].

Ilość jednostek izoprenowych wchodzących w 
skład poliprenoli jes t gatunkowo specyficzna 
(Tab. 1).

W komórkach Eukaryota  a także M ycobacteriae  
mamy do czynienia z rodziną izoprenoli, w której do-

Tabela 1

Długość łańcuchów węglowodorowych dolicholi i poliprenoli [11-13]

Organizm Ilość jednostek izoprenowych
Ar che a 11 (C55)
Mycobacteriae 7-10 (C 35-50)
Eubakteriae 11 (C55)
Trypanosoma brucei 11-12(C55-60)
Drosophila melanogaster 16-17(C80-C85)
Saccharomyces cerevisiae 14-18(C 70-90)

18-23 (C90-115)
Schizosaccharomyces pombe 17 (C85)
ssaki 19-21 (C95- 105)
rośliny 8-40(C40- 200)

wiązania A-glikozydowego [4]. Budowa jego części minuje jedna lub kilka charakterystycznych długości
rdzeniowej jest wspólna dla różnych glikoproteidów łańcucha. Przykładem mogą być komórki drożdży
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S. cerevisiae, w których synteza dolicholi jes t zale­
żna od aktywności dwóch białek: Rer2 i Srtl .  P ro­
dukty cis-PT  zależnej od białka Rer2 są zbudowane z 
14-18 jednostek izoprenowych, natomiast produkty 
białka Srtl są dłuższe i zawierają 18-23 jednostek 
izoprenowych (Ryc. 2). W komórkach drożdży prze-

Ryc. 2. Struktura izoprenoli w kom órkach: A. S. cerevisiae  [10], B.
E. coli [9], C. A. niger [8],

ważają formy krótsze będące produktami białka 
Rer2, natomiast produkty Srtl nie są wykrywalne w 
logarytmicznej fazie wzrostu drożdży. Niska zawar­
tość produktów białka Srtl może wynikać z kompe- 
tycji o substrat —  difosforan farnezylu (FPP) lub 
difosforan geranylu (GPP) (porównaj poniżej), która 
zachodzi między dwom a cis-PT. Przy zwiększonym 
poziomie substratu obserwowano bowiem pojawie­
nie się nietypowej dla szczepu dzikiego puli polipre- 
noli zbudowanych z 27 jednostek  izoprenowych 
[14], Ssacze komórki np.CHO (ang. C hinese ham ster 
ovary) zawierają dolichole o długości C85-C100 z 
dominującą długością C95, natomiast u grzybów nit­
kowatych A. niger długość dolicholi wynosi od 18 do 
24 jednostek izoprenowych z przew agą dolicholi o 
21 jednostkach izoprenowych (Tab. 2).

III. c/s-Prenylotransferaza

czs-PT (E C :2 .5 .1.31) jes t pierwszym enzymem 
dolicholowego odgałęzienia szlaku kwasu mewalo- 
nowego. cis-PT jes t (Z)-prenylotransferazą zależną 
od M g2+ katalizującą wydłużanie łańcucha polipre- 
nolowego dehydropoliprenoli przez dołączanie 
cząstek difosforanu izopentenylu (IPP) w konfigura-

Tabela 2

Skład rodziny dolicholi w A. n iger [8]

Długość dolicholi 
(jednostki izoprenowe)

Zawartość

18 1%
19 12%
20 29%
21 37%
22 15%
23 6%
24 1%

cji cis do di trans difosforanu farnezylu (FPP) [15] 
(Ryc. 3). Ponadto czs-PT może w ykorzystywać jako

FPP

(n+1)IPP

O-P-P

c/s- PT
Rer2, Srtl

O-P-P

O-P-P
co trans trans

difosforan poliprenolu

Ryc. 3. R eakcja w ydłużania łańcucha w ęglow odorow ego poliprenoli 
[15].

cząstkę starterową, choć z mniejszą wydajnością, di­
fosforan geranylu (GPP) lub difosforan citronellylu 
[16]. Skrystalizowanie cfs-PT z M icrococcus luteus 
pozwoliło stwierdzić, że o strukturze trzeciorzędo­
wej enzymu decyduje motyw bogaty w asparaginę 
(DDDD) [17]. Zgodnie z tym modelem miejsce kata­
lityczne wyznacza hydrofobowe centrum aktywne. 
Jego pojemność umożliwia akumulację hydrofobo­
wego szkieletu węglowego produktu reakcji. Cen­
trum katalityczne wiąże szkielet węglowy FPP, 
wiązanie to jest stabilizowane w wyniku od­
działywania grupy fosforanowej FPP z dodatnim ła­
dunkiem trzydziestej reszty glicyny, trzydziestej 
pierwszej reszty asparaginy, trzydziestej drugiej 
reszty glicyny oraz trzydziestej trzeciej reszty argini­
ny tworzących tzw. pętlę P znajdującą się u wejścia 
do centrum aktywnego oraz przez utworzenie wiązań 
między jonam i magnezu a negatywnym ładunkiem 
grupy fosforanowej FPP. IPP może być wiązane 
przez oddziaływanie z pozytywnymi ładunkami 197 
i 203 reszty argininy (Ryc. 4). Mechanizm terminacji 
wydłużania łańcucha węglowego poliprenoli, 
będący przyczyną zmiennej długości produktów re­
akcji katalizowanych przez cis-PT z różnych organi­
zmów dotychczas nie jes t poznany. Przypuszcza się, 
że przyczyną zmiennej długości izoprenoli u różnych 
gatunków może być pojemność hydrofobowego cen-
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Reszty argininy

Ryc. 5. M odel przestrzenny c/s-PT  E. coli [18], H ydrofobow e centrum  
katalityczne, zaznaczono am inokw asy m ające w pływ  na form o­
w anie produktu.

Ryc. 4. M odel centrum  katalitycznego c « -P T  M. luteus [17].

trum aktywnego, w którym akumulowany jes t p ro­
dukt. Według modelu proponowanego dla cis-PT z 
E. coli [18] centrum aktywne wyznacza motyw 
złożony z dwóch struktur a  i czterech struktur p, 
tworzących tunel, w którym wiązane są substraty i 
jest akumulowany produkt reakcji (Ryc. 5). Przy po­
mocy ukierunkowanej mutagenezy pokazano, że za­
miana aminokwasu o dużym łańcuchu bocznym na 
mniejszy podstawnik prowadzi do syntezy dłuższych 
produktów nietypowych dla aktywności cis-PT. Z a­
miana leucyny 137 na alaninę zwiększa pojemność 
centrum, tym samym umożliwia syntezę dłuższych 
produktów (C70) zamiast C55. Porównanie sekwen­
cji cis-PT drożdży S. cerevisiae, która katalizuje syn­
tezę dolicholi zbudowanych z 14-16 reszt izopreno-

wych z sekwencją m - P T  E. coli wskazuje, że w 
miejscu odpowiadającym leucynie l37  E. coli wystę­
puje alanina 154 co potwierdza przypuszczenie, że 
wielkość łańcucha bocznego aminokwasu może być 
jednym  z czynników mających wpływ na długość 
syntetyzowanego produktu. Dodatkowo zamiana 
alaniny 69 na leucynę powodowała akumulację pro­
duktu o 30 atomach węgla, co sugeruje, że mniejszy 
łańcuch boczny alaniny ma znaczenie dla 
wydłużania produktu do długości C55 (Ryc. 6 ).

Stopień homologii między sekwencjami białek 
Rer2 i Srtl wynosi około 30%. Niezależnie od podo­
bieństw strukturalnych białka Rer2 i Srtl podlegają 
odmiennemu mechanizmowi regulacji a także są zlo­
kalizowane w innych przedziałach komórkowych. 
Białko Rer2 zasocjowane jest z ER. Rer2 odpowiada 
za główną aktywność d s -P T  a kodujący go gen ulega 
ekspresji konstytutywnej. Białko Srtl zlokalizowane 
jest w ciałach lipidowych, jego  ekspresja ulega in-

E.co li 
M. lu teus
S .cerev is iae  Rer2 
S .cerev is iae  S r t l

E .co li 
M. lu teus
S. ce rev is iae  Rer2 
S .cerev is iae  S r t l
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Ryc. 6. Porów nanie sekw encji am inokw asów  (Z)-prenylotransferaz z: E. coli (Sw iss Prot Q47675), M. luteus  (Sw iss Prot 082827), S. cerevisiae : Rer2 
(Sw iss Prot P 3 5 196), S. cerevisiae  S rtl (Sw iss Prot Q 0 3 175). Szarym  kolorem  zaznaczono sekw encje hom ologiczne, strzałka wskazuje am ino­
kw asy m ogące m ieć w pływ  na długość produktu: leucyna 137 E. coli odpow iada alaninie 154 w  białku Rer2 S. cerevisiae.
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dukcji po przejściu drożdży do stacjonarnej fazy 
wzrostu. Do indukcji SRT1 dochodzi również w w a­
runkach unieczynnienia genu RER2, kiedy białko 
Srtlprzejmuje funkcję głównej czs-PT [19].

IV. Biosynteza fosforanu dolicholu

IV-1. Biosynteza difosforanu a-poliprenolu

Podstawowe składniki z których zbudowany jest 
szkielet dolicholi i poliprenoli: difosforan farnezylu 
(FPP) i difosforan izopentenyłu (IPP) powstają w 
szlaku kwasu mewalonowego, w wyniku prze­
kształceń acetyloCoA (Ryc. 7). Szlak ten jest dobrze

2x Acetylo-C oA
ł  Erg10

A cetyloacetyloCoA  
T

HM G-CoA
T

m ewalonian
ł

5-fosfom ew a!onian
ł

5-difosfom ew alonian
▼

Idi 1
IPP +-------

Erg13

H m g1, Hmg2 

Erg12 

Erg8

GPP

I
FPP

+  DMAPP

^ / Erg20 

Erg20

^ g g i _ ........

DIFOSFORAN
POLIPRENOLU

Rer2

18-23 jednostek 
izoprenowych

CIAŁKA 
LIPIDOM

14-18 jednostek 
izoprenowych

kwasu mewalonowego. Kinazy E rg l2p  i Erg8p katali­
zują fosforylację mewalonianu do 5-difosfomewalo- 
nianu [24-25]. W wyniku jego dekarboksylacji kata­
lizowanej przez białko Erg 19, 5-pirofosfomewalo- 
nian jest przekształcany w pięciowęglowy związek 
—  difosforan izopentenyłu (IPP) [26-27]. Enzymy 
zaangażowane w syntezę IPP w komórkach drożdży 
zlokalizowane są w cytosolu po cytoplazmatycznej 
stronie ER, wyjątek stanowi reduktaza HMG-CoA, 
która jest integralnym białkiem błonowym [28].

W plastydach roślin, alg, chryzofitów oraz u nie­
których chorobotwórczych bakterii i parazytów zo­
stała zidentyfikowana alternatywna droga otrzym y­
wania IPP [29]. W tym przypadku synteza IPP rozpo­
czyna się od reakcji pirogronianu z aldehydem 3-fosfo- 
glicerynowym katalizowanej przez syntazę 1 -deoksy-D- 
-ksylulozo-5-fosforanu (syntazę DOXP). DOXP jest 
przekształcany przez reduktoizomerazę zależną od 
NADPH, produktem reakcji jest 2-C-metylo-D-erytro- 
4-fosforan (MEP). Kolejne reakcje katalizowane 
przez syntazę CDP-ME, CDP-M E kinazę, cyklodi- 
fosfo-ME syntazę, fosfatazy, reduktazy i dehydrata- 
zę prow adzą do otrzymania IPP.

IPP w kolejnych reakcjach jes t przekształcany 
przez białko Idil katalizujące izomeryzację IPP do 
difosforanu dimetyloallilu (DMAPP) [30] oraz 
białko Erg20 (E)-prenylotransferazę katalizującą 
kondensację IPP i DM APP w konfiguracji trans pro­
w adzącą do powstania difosforanu geranylu (GPP). 
Białko Erg20 katalizuje również dołączenie kolejnej 
cząsteczki IPP do GPP [31-33] w wyniku czego po­
wstaje związek piętnastowęglowy: pirofosforan far­
nezylu (FPP) zawierający trzy nienasycone w iąza­
nia, z których dwa wewnętrzne są w konfiguracji 
trans. FPP jes t  starterem, do którego przyłączane są 
kolejne cząstki IPP w konfiguracji cis w reakcji kata­
lizowanej przez (Z)-prenylotransferazę (cis-PT) co 
prowadzi do syntezy difosforanów poliprenoli.

IV-2. Defosforylacja, saturacja i refosforylacja 
produktów cis-PT w drożdżach

Ryc. 7. Biosynteza dolicholi a szlak kw asu m ew alonow ego.

scharakteryzowany w komórkach drożdży S. cerevi- 
siae. W wyniku kondensacji dwóch cząstek acetylo­
CoA, katalizowanej przez tiolazę acetyloacetylo- 
CoA (białko Erg 10), powstaje acetyloacetyloCoA 
[20-21]. Związek ten jes t substratem dla syntazy 
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (białka E r g i3)
[22], Redukcja 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA, 
katalizowana w komórkach drożdży przez dwa 
białka: H m glp ,  Hmg2p [23], prowadzi do powstania

Difosforany poliprenoli będące produktami reak­
cji katalizowanej przez cA-PT ulegają przekształce­
niom prowadzącym do syntezy dolicholi. Pierwszy 
etap reakcji polega na defosforylacji w wyniku czego 
powstaje alkohol poliprenolowy. Następnie jego 
reszta izoprenowa a  ulega saturacji. Wprawdzie do­
tychczas nie zidentyfikowano białek biorących 
udział w tym procesie, jednakże uważa się, że satura­
cja ma związek z rozpoznaniem długości łańcucha 
dehydrodolicholu przez 50kDa białko, które od- 
działywuje z hydrofobową częścią dehydrodolicholu
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uniemożliwiając jego  dalszą elongację [34]. 
Związek długości poliprenolu z procesem saturacji 
może mieć funkcję regula torową w syntezie dolicho- 
li w komórkach drożdży. Część produktów białka 
Srtl katalizującego syntezę dłuższych poliprenoli 
(C80-120) występuje w formie nienasyconej. Z dru­
giej strony fakt ten może mieć również związek z 
utrudnioną dystrybucją a -sa tu razy  odpowiedzialnej 
za reakcję redukcji wiązań a  do ciał lipidowych 
gdzie zlokalizowane jes t  białko S rtl .

Dolichol powstający w wyniku saturacji a -de- 
hydrodolicholu, może ulec refosforylacji w wyniku 
działania CTP zależnej kinazy. Potw ierdzają to bada­
nia z użyciem znakowanych [gamma-32P] trifosfonu- 
kleotydów [35-36]. Uważa się, że w drożdżach S. ce- 
revisiae  w proces refosforylacji jes t zaangażowane 
białko Sec59. Termowrażliwy mutant genu SEC59  
wykazuje obniżony poziom fosforanu dolicholu 
(Dol-P) do 48% w temperaturze permisyjnej i 10% w 
temperaturze restrykcyjnej w  porównaniu ze szcze­
pem dzikim, akumuluje niekompletnie glikozylowa- 
ne białka w ER oraz wykazuje zaburzenia w syntezie 
Dol-PMan, O-mannnozylacji i syntezie kotwicy fos- 
fatydyloinozytolu (GPI). Dodanie egzogennego 
Dol-P odwraca efekt mutacji sec59  [37].

katalizowanej przez transferazę Alg7p. Do 
Dol-P-PGlcNAc dołączana jes t kolejna cząsteczka 
GlcNAc z utworzeniem wiązania p-l,4-glikozydo- 
wego. Przeniesienie pięciu reszt mannozy z aktyw­
nych donorów —  cząstek GDP-M an z udziałem 
transferaz: A lg lp ,  Alg2p jes t ostatnim etapem reak­
cji zachodzącym po zewnętrznej stronie ER. U for­
mowany na Dol-P łańcuch cukrowy przenoszony jest 
do światła ER przez flipazę —  białko Rftl  [38]. Po 
wewnętrznej stronie ER za pośrednictwem transfe­
raz: Alg3p, Alg9p, A lg l2p ,  A lg6p, A lg8p, AlglOp 
do uformowanego na Dol-P łańcucha: G lcN Ac2M an5 

dołączane są kolejne cząstki mannozy i glukozy, k tó­
rych donorami są Dol-PM an i Dol-PGlc [39]. U for­
mowany łańcuch: G lcN Ac2 M an9Glc3 jes t kotransla- 
cyjnie przenoszony na glikozylowane białko zawie­
rające motyw: Asn-X-Ser/Thr rzadziej Asn-X-Cys, 
Asn-Gly-Gly-Thr, (X^Pro). Według hipotetycznych 
modeli sekwencje te um ożliwiają przyjęcie przez 
białko struktury pętli, która tworzona jes t przez od­
działywanie między P-amidowym azotem asparagi- 
ny a grupą hydroksylową seryny lub treoniny 
(Ryc. 8A) lub przez wiązania wodorowe między 
P-karbonylową grupą asparaginy a grupą hydroksy­
lową i p-amidowym azotem treoniny lub seryny

CH,

Ryc. 8. Struktura białka um ożliw iająca przyłączenie łańcucha oligosacharydow ego.

V. Funkcja fosforanów dolicholi w 
modyfikacji białka

V -l.  Funkcja w A-glikozylacji

A-glikozy lacj a j est m ody fikacj ą  polegaj ącą na ko- 
translacyjnym przyłączeniu łańcucha cukrowego do 
białka. Łańcuch cukrowy jes t  syntetyzowany na no­
śniku lipidowym a następnie jes t  przenoszony na 
białko z utworzeniem wiązania A-glikozydowego 
między azotem asparaginy glikozylowanego białka a 
A-acetyloglukozoaminą. Po zewnętrznej (cytopla- 
zmatycznej) stronie ER do reszty fosforanowej 
Dol-P dołączany jes t pierwszy cukier —  fosforan 
A-acetyloglukozoaminy (P-GlcNAc). Jest on prze­
noszony z aktywnej formy U DP-G lcNAc w reakcji

(Ryc. 8B). Struktura ta jes t niezbędna do związania 
kompleksu oligosacharydotransferazy (OST) katali­
zującego przeniesienie łańcucha cukrowego z 
Dol-PPGlc3M an9N A c2 na białko. Drożdżowy kom ­
pleks OST jes t  białkiem integralnym ER i składa się 
z dziewięciu podjednostek: O s t lp ,  Ost5p, Sw plp , 
Sw bplp , Ost2p, Stt3p, Ost4p, Ost3p, O st6p 
tworzących trzy kompleksy [40].

V-2. Udział dolicholu w O-mannozylacji

Strukturę łańcucha cukrowego związanego z 
resztą seryny lub treoniny białka wiązaniem O-gliko- 
zydowym po raz pierwszy scharakteryzowali S e n -  
t a n d r e u  i N o r t h c o t e  [41]. Związany O-gliko- 
zydowo łańcuch cukrowy jest nierozgałęziony i za­
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wiera cztery do pięciu reszt mannozy. Jednakże licz­
ba O-glikozydowo związanych łańcuchów może być 
duża, z tego względu O-mannozylacja może w 
znaczący sposób wpływać na strukturę i stabilność 
białka. W eksperymentach in vivo  pokazano, że w 
procesie O-mannozylacji donorem reszt mannozy 
jest Dol-PMan. Unieczynnienie pojedynczej kopii 
syntazy Dol-PMan {DPMI)  powodowało wyłączenie 
0-mannozylacii [42]. Cząsteczki mannozy są prze­
noszone z lipidowego nośnika na białko z utworze­
niem wiązania O-glikozydowego między grupą hy­
droksylową seryny lub treoniny a A-acetyloglukozo- 
aminą. Przeniesienie m annozy na białko jes t katali­
zowane przez specyficzne sacharylotransferazy, któ­
re w komórkach drożdży S. cerevisiae  zostały ziden­
tyfikowane jako kompleks PMT zbudowany z sied­
miu podjednostek [43]. Zależność między dolicholo- 
zależną mannozylacją białek a budow ą ściany ko­
mórkowej wykazano w eksperymentach z wykorzy­
staniem mutantów genów P M T  1-4. Mutanty droż- 
dżowe Ap m tlpm t2pm t3  lub Apm t2pm t3  lub Apm t- 
2pmt4 wymagały stabilizacji osmotycznej np. przez 
dodanie do pożywki 1 molowego sorbitolu. Również 
inne podwójne i potrójne delecje w genach P M T  po ­
wodowały uszkodzenie ściany komórkowej obja­
wiające się: tworzeniem agregatów komórkowych w 
hodowli płynnej oraz podwyższoną wrażliwością ko­
mórek na środki destabilizujące ścianę. Unieczyn­
nienie A pm tlpm t2pm t4 , Apm t2pm t3pm t4  jest letal- 
ne. Białka Pmtl i Pmt2 biorą udział w O-mannozyla- 
cji enzymów odpowiedzialnych za syntezę i hydroli­
zę polimerów ściany komórkowej takich jak  chityna- 
zy oraz białka zaangażowane w syntezę (3-glukanu 
(K rel/2) i Gasi (P-l,3-glukozylotransferaza). Mimo 
podobieństwa fenotypu mutantów p m t do fenotypu 
mutantów drożdżowych zaburzonych w szlaku inte­
gralności komórkowej zależnym od kinazy białko­
wej Pkcl nie udowodniono bezpośredniej zależności 
regulacji P M T  od tego szlaku [44].

V-3. Udział dolichołu w syntezie kotwicy glikozylo- 
fosfatydyloinozytolu

W komórkach eukariotycznych fosforany doli­
chołu biorą również udział w syntezie kotwicy gliko- 
zylofosfatydyloinozytolu (GPI). GPI tworzy w iąza­
nie kowalencyjne z hydrofilowymi białkami i odpo­
wiada za jego kotwiczenie w błonach komórkowych 
[45-49]. Kotwica GPI dołączana jes t posttranslacyj- 
nie do C-końca modyfikowanego białka przez kom ­
pleks enzymatyczny, który rozpoznaje specyficzną 
sekwencję sygnałową. Odcinek sygnałowy białka 
ma charakterystyczną budowę złożoną z trzech czę­

ści: sekwencji zawierającej motyw rozpoznawany 
przez kompleks przyłączający GPI, dom enę hydro­
fobową zbudow aną z 10-12 am inokwasów oraz roz­
dzielającą je  sekwencję hydrofilową zbudow aną z 
mniej niż 10 aminokwasów [50-54]. Konserw ow ana 
struktura GPI powstaje w wyniku dołączenia reszt 
cukrowych oraz fosfoetanolaminy do fosfatydylo- 
inozytolu (PI). Jak pokazano na rycinie 7 kotwica 
GPI ma budowę glikolipidu, która w kom órkach róż­
nych organizmów eukariotycznych ma w spólną 
strukturę: białko-CO-NH-(CH2)2-P0 4-(6 )M a n (a  1,2) 
M an(a  1,6 )M an(a  1 ,4)G1cNH2 ( a  1,6 )myo-inozytol- 
P 0 4-lipid (Ryc. 9) [55-58], Wczesne etapy syntezy

Ryc. 9. Struktura kotw icy glikozylofosfatydyloinozytolu.

glikolipidu zarówno w komórkach ssaczych i Trypa­
nosoma  polegają na przeniesieniu GlcNAc z UDP- 
GlcNAc na PI i deacetylację N-acetyloglukozami- 
n o - lP  [59-61]. W początkowych etapach syntezy 
GPI u Trypanosoma  powstają  dwie formy GPI róż­
niące się modyfikacją inozytolu polegającą na acety- 
lacji jego grupy hydroksylowej (GlcN-acylPI i 
G lcN -P I) natomiast u ssaków w ystępują jedynie  for­
my zawierające zacylowaną grupę inozytolu . M ody­
fikacja ta nadaje oporność na trawienie przez fosfoli- 
pazę C (PI-PLC) wykazującą specyficzne pow ino­
wactwo do PI [62]. Wykazano, że zmodyfikowane 
formy GPI oporne na trawienie fosfolipazą C p o ­
wstają również w drożdżach, u których we frakcji 
błonowej po dodaniu U D P- [14 C]GlcNAc i CoA lub 
palmityloCoA wykazano zdolność syntezy [14C]G1c- 
N-acylPI. Synteza acylowanej formy GlcN-PI jes t 
obligatoryjnym etapem w biosyntezie GPI. Uważa 
się, że m odyfikacja polegająca na acetylacji inozyto­
lu jest wymagana do rozpoznania substratu przez 
Dol-PMan zależną mannozylotransferazę. U dro­
żdży oraz w komórkach ssaczych i Trypanosom a  w
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późniejszych etapach syntezy GPI grupa acylowa 
ulega usunięciu, czyniąc ostateczną formę GPI wra­
żliwą na trawienie PI-PLC. Dol-P bierze udział w 
syntezie GPI na etapie następującym po acetylacji. 
Na bezpośredni udział dołicholu w przyłączaniu 
reszt mannozy do struktury GPI w skazują doświad­
czenia ze znakowanym [2-3H] myo-inozytolem prze­
prowadzane na drożdżowym mutancie genu D P M I 
kodującego syntazę Dol-PMan. Mutanty d p m l zabu­
rzone w syntezie Dol-PM an akumulowały interme- 
diaty GPI pozbawone Man: GlcN-(acyl-P [3H]I, [3H] 
myo-inozytol oraz [3H]G1cN. Wynik ten wskazuje, 
że Dol-PMan jes t  donorem reszt mannozy niezbęd­
nej do utworzenia funkcjonalnej formy GPI [63]. 
Białka katalizujące przeniesienie reszt mannozy z 
Dol-PMan na kotwicę GPI nie są w pełni scharakte­
ryzowane. Za ten etap syntezy odpowiadają trzy ro ­
dzaje transferaz dołączające reszty m annozy z utwo­
rzeniem różnych rodzajów wiązań. W linii komórek 
ludzkich scharakteryzowano białko przenoszące 
pierwszą mannozę na kotwicę GPI (GPI-MT-I)- 
PIG-M . Scharakteryzowanie tego białka było szcze­
gólnie istotne. Udowodniono, że ssacza GPI-MTI 
wykorzystuje inny substrat niż z Trypanosoma bru- 
cei (odpowiednio GlcN-acylPI i GlcN-PI), synte­
tyczne analogi substratu GPI-MT-I hamowały man- 
nozylację u T. brucei [64]. Z tego względu regulacja 
aktywności enzymu katalizującego przeniesienie 
pierwszej reszty m annozy z Dol-PM an na kotwicę 
GPI może być istotna w opracowaniu skutecznej che­
mioterapii przeciwko malarii. W komórkach ssa- 
czych scharakteryzowano również trzecią mannozy - 
lotransferaę (GPI-MT III) przenoszącą trzecią resztę 
mannozy z DolP Man na 2 M a n a l - 6 M a n a l -4  NGlc- 
m yo-inozytol-lipid. Jest to białko Pig-B, jego dro­
żdżowym ortologiem jest  białko GpilO [65-66].

Podsumowanie

Długołańcuchowe lipidy biorące udział w m odyfi­
kacji białek są niezbędne dla funkcjonowania ko­
mórki. Mimo poznania struktury cfs-PT bakteryjnej 
wciąż nie jes t do końca wyjaśniony mechanizm de­
cydujący o różnorodności budowy tych związków u 
różnych gatunków a nawet w obrębie tego samego 
rodzaju komórek. Otwarte pozostaje również pozna­
nie przebiegu syntezy dolicholi grzybów nitkowa­
tych, różniących się budow ą (porównaj wyżej) od 
występujących w komórkach drożdży i ssaczych. Po­
nadto m.in. nasze ostatnie badania {Yeast FEM S R e­
search) wskazują na związek pomiędzy biosyntezą 
dolicholi i dolicholo-zależnymi glikozylacjami 
białek oraz syntezą GPI i in tegralnością ściany ko­

mórkowej drożdży. Dlatego też poznanie mechani­
zmów regulujących syntezę lipidowych nośników 
reszt cukrowych pozostaje wciąż ciekawym tematem 
do dalszych badań.
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sylacji; kcat(C) stała reakcji karboksylacji; kcat(0 ) —  stała reak­
cji oksygenacji; K0 — stała Michaelisa oksygenacji; L — duża 
podjednostka rubisko; NADH —  zredukowany nukleotyd niko- 
tynamidoadeninowy; NADPH — zredukowany fosforan nukle- 
otydu nikotynamidoadeninowego; rb c L  —  gen kodujący dużą 
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szybkość reakcji oksygenacji.

I. Wstęp

Istnienie organizmów żywych na Ziemi, a także 
funkcjonowanie całej biosfery oparte jes t przede 
wszystkim na wykorzystaniu energii słonecznej, 
przekształcanej w energię wiązań chemicznych.
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Konwersja ta odbywa się w procesie fotosyntezy, 
prowadzonym przez rośliny, glony oraz niektóre gru­
py bakterii. W czasie trwania fotosyntezy z atmosfe­
ry pobierany jes t dwutlenek węgla, a uwalniany m o­
lekularny tlen (fotosynteza tlenowa, dominująca); 
istnieją także grupy mikroorganizmów, np. Oscillo- 
chloris trichonides  używające energii świetlnej do 
produkcji związków organicznych a niewydzielające 
przy tym tlenu (fotosynteza beztlenowa) [1].

W procesie fotosyntezy bierze udział kilkadzie­
siąt białek funkcjonujących w błonie (faza jasna fo­
tosyntezy) oraz w stromie chloroplastów Eukaryota  
albo w cytoplazmie u Prokaryota  (faza ciemna foto­
syntezy). Kluczowym, a zarazem najwolniejszym i 
limitującym wydajność etapem fotosyntezy jest 
przyłączenie cząsteczki dwutlenku węgla do rybulo- 
zo-l,5-bisfosforanu (RuBP). W efekcie powstaje 
nietrwały związek sześciowęglowy, rozkładany na­
stępnie do dwóch cząstek trójwęglowych kwasu 
3-fosfoglicerynowego. Etap ten, zwany karboksyla- 
cją, katalizowany jes t przez karboksylazę/oksygena- 
zę rybulozo-1,5-bisfosforanu (rubisko, EC 4.1.1.39). 
W procesie tym jedyny istotny ilościowo, nieorga­
niczny węgiel ( C 0 2) włączany jest w obieg organicz­
ny, a więc jest głównym ogniwem łączącym atmosfe­
rę i biosferę. Każdego roku organizmy fotosynte- 
tyczne redukują do węglowodanów 10% atmosfe­
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rycznego C 0 2, daje to 1017 gramów związanego w ę­
gla na rok [2, 3]. Biorąc pod uwagę niską aktywność 
właściwą, aby związać tą ilość C 0 2 wymagane jest 
około 4x 1013 g białka, a więc rubisko jes t  najbardziej 
rozpowszechnionym białkiem na Ziemi i stanowi 
0,2% wszystkich białek [4, 5]. Enzym ten to ponad 
50% białek rozpuszczalnych liścia [4].

Z tych powodów enzym ten skupił uwagę wielu 
naukowców. Wyizolowali go po raz pierwszy w 1947 
roku W i l d m a n  i B o n e r  [5]. Obecnie w bazie da­
nych „NCBI Entrez” zdeponowano ponad 3000 se­
kwencji dużej podjednostki rubisko (L) [6], Gen ko­
dujący dużąpod jednostkę  rubisko (rbcL ) był pierw­
szym sklonowanym genem kodowanym przez DNA 
chloroplastowe [7]. Geny kodujące małąpodjednost- 
kę rubisko (rbcS) były pierw szą grupą roślinnych, 
jądrow ych genów klonowanych, sekwencjonowa- 
nych i ekspresjonowanych [8]. Badania nad małą 
podjednostką Rubisko doprowadziły do odkrycia 
peptydu tranzytowego [9], N-terminalnej prese- 
kwencji, kierującej białko do chloroplastów. Bada­
nia nad powstawaniem holoenzymu z 8 dużych i 8 
małych podjednostek doprowadziły natomiast do od­
krycia białek opiekuńczych [10-12].

W 1971 roku odkryto, że enzym ten katalizuje do­
datkowo drugą reakcję z udziałem tlenu, oksygena- 
cję rybulozo-l,5-bisfosforanu [13]. Jest to pierwsza 
reakcja w procesie fotorespiracji [14]. C 0 2 i 0 2 
współzawodniczą o to samo miejsce i o substrat 
(RuBP) w centrum katalitycznym dużej podjednost­
ki. Karboksylacja odpowiedzialna jes t za asymilację 
C 0 2, oksygenacja prowadzi do utraty C 0 2 na drodze 
fotorespiracji i w konsekwencji obniża wydajność 
fotosyntezy [15]. Wykrycie bifunkcyjności rubisko 
zwiększyło zainteresowanie tym enzymem. Okazało 
się, że rozdział RuBP między fotosyntezę a fotood- 
dychanie ma wpływ na wydajność pierwszego z tych 
procesów. Zmodyfikowanie rubisko tak, by nie kata­
lizowała ona utleniania substratu, znacznie popra­
wiłoby produktywność roślin. Stało się to ważnym 
aspektem badań [16].

II. Przyczyna bifunkcyjności rubisko

Fotosynteza jes t  procesem, który powstał w w a­
runkach beztlenowych. Pierwszymi organizmami fo- 
tosyntezującymi były najprawdopodobniej organi­
zmy beztlenowe, potem, około 3 miliardy lat temu, 
pojawiły się sinice, prowadzące fotosyntezę tle­
nową. Początkowo produkowany przez nie tlen re­
agował z oceanicznymi pokładami żelaza, gdy te się 
wyczerpały, zaczął przedostawać się do atmosfery. 
Dalsza ewolucja fotosyntezy przebiegała w warun­

kach tlenowych. Efektem tego jes t między innymi bi- 
funkcyjność kluczowego enzymu fazy ciemnej —  
rubisko.

Na początku pojawienia się tlenu w atmosferze 
zjawisko bifunkcyjności rubisko nie było zbyt du­
żym problemem, bo jakkolw iek C 0 2 i 0 2 są dla sie­
bie inhibitorami kompetycyjnymi, to stężenie C 0 2 
było relatywnie duże w porównaniu do stężenia 0 2. 
W trakcie upływu czasu tlenu zaczęło przybywać, a 
ilość dwutlenku węgla zaczęła maleć aż do wartości 
obserwowanych dzisiaj, gdy tlen stanowi 21% a 
dwutlenek węgla 0,03% ziemskiej atmosfery. W tych 
warunkach rubisko każdego fotoautotrofa jes t rów­
nież oksygenazą, katalizującą reakcję utleniania 
średnio 2,5-3 razy rzadziej niż karboksylację. Gdyby 
stężenia obu gazów były jednakow e, karboksylacja 
przebiegałaby jednak  80 razy częściej niż oksygena­
cja [2]. Szacuje się, że tak zwane fotooddychanie po­
woduje spadek wydajności fotosyntezy od 10% do 
40 %, prowadzi ono bowiem do powstania z utlenio­
nego RuBP cząsteczki 3-fosfoglicerynianu oraz fos- 
foglikolanu. Dwie cząsteczki fosfoglikolanu są na­
stępnie przekształcane w procesie, w którym zaanga­
żowane są chloroplasty, mitochondria i peroksyso- 
my, poprzez glioksalan, glicynę i serynę do 3-fos­
foglicerynianu, czemu towarzyszy uwolnienie C 0 2. 
Jednocześnie zużywane są 4 cząsteczki ATP i 5 
cząsteczek NA D H  (lub NADPH, zależnie od gatun­
ku rośliny). Fizjologiczny sens tego procesu nie zo­
stał jeszcze wyjaśniony [2],

III. Zmienność gatunkowa a współczynnik 
specyficzności rubisko

Stosunek karboksylacji do oksygenacji w danym 
enzymie opisuje współczynnik specyficzności (SF). 
W spółczynnik ten najlepiej charakteryzuje zdolność 
enzymu do rozdziału substratu (RuBP) pomiędzy 
karboksylację a oksygenację:

SF = vc/v0 = (VcK 0/V 0Kc) ( [C 0 2] / [ 0 2]), 
gdzie vc i v 0 to szybkości reakcji, V c i V 0 prędkości 
maksymalne, natomiast Kc i K0 stałe Michaelisa, od­
powiednio karboksylacji i oksygenacji.

W dowolnym stężeniu C 0 2 i 0 2, SF określa pow i­
nowactwo rubisko do dwutlenku węgla i tlenu, wyso­
ka wartość oznacza duże powinowactwo do C 0 2 a 
małe do 0 2, niska odwrotnie. Gatunki fotoautotro- 
fów istotnie różnią się pod względem tego 
współczynnika. Wartości SF wynoszą od 9 dla enzy­
mu izolowanego z anaerobowej bakterii do około 
100 u roślin wyższych (Tabela 1). Jeżeli wartość SF 

jest mniejsza od 20 oznacza to, że enzym w obecno­
ści tlenu praktycznie nie przeprowadza karboksyla-
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cji, a więc organizm wyposażony w taki enzym nie 
może żyć w warunkach tlenowych. Przykładem ta­
kiego organizmu jes t bakteria purpurowa Rhodospi- 
rillum  rubrum  [17]. Innym interesującym organi­
zmem jest R hodobacter spheroides, u którego wystę-

Tabela 1

hająca się w przedziale od 22 do 36 pM, jest 
znacząco niższa od wartości otrzymanej dla enzymu 
z Synechococcus sp. (167 pM), a podobna dla warto­
ści otrzymanych dla enzymów roślin lądowych. 
Szczególnie wysokie wartości K02 (1600 i 1300 pM)

W artości w spółczynnika specyficzności (SF) w ybranych gatunków  roślin C 3 ,  C 4 ,  glonów, sinic, bakterii fotosyntetycznych, glonów  m orskich i term o­
filnych krasnorostów

Gatunek SF KCo2 (mM) Piśmienictwo
Rośliny C3:

Spinacia olerácea 80/100 14 [17]/[23]
Nicotiana tabacum 77/92 11 [17]/[24]
Tńticum sp. 90/107 [25]/[26]
Hordeum sp. 87/100 [25]/[23]
Quercus robur 102 - [27]

Rośliny C4:
Z ea mays 78/96 34 [17]/[24]
Amaranthus hybridus 82 16 [17]

Glony zielone:
Chlamydomonas reinhardtii 61/70 29 [17]/[24]
Scenedesmus obliquus 63 38 [17]
Euglena gracilis 54 25 [17]

Sinice:
Synechococcus 45 167 [24]
Aphanizomenon flos-aquae 48 105 [17]

Bakterie fotosyntetyczne:
Rhodospirillum rubrum 15 89 [17]
Rhodopseudomonas 9 80 [17]
spheroides II 62 36 [17]
Rhodopseudomonas
spheroides 1

Glony morskie:
Cylindrotheca N1 106 31 [19]
Cylindrotheca fusiformis 111 36 [19]
Porphyridium cruenteum 129 22 [19]
Olisthodiscus luteus 100 59 [19]

Termofilne krasnorosty:
Galdieria partita 238 6,6 [20]
Cyanidium caldarium 225 6,7 [20]

p u jąd w a typy enzymu [18]. Pierwszy typ (L8S8) ma 
współczynnik SF wartością  zbliżony do enzymu z 
zielonych glonów, drugi zbudowany z dwóch dużych 
podjednostek (L2) o niskim SF podobny jes t do enzy­
mu z Rhodospirillum  rubrum  (Tabela 1).

SF formy I rubisko u większości bakterii i glonów 
waha się między 45 a 70, u roślin wyższych między 
77 a 102. Przez dłuższy czas sądzono, że rubisko z 
roślin wyższych jes t  najlepiej przystosowane do 
obecnych warunków atmosferycznych i wykazuje 
najwyższe wartości SF. Jednak ostatnio u pewnych 
glonów morskich odkryto enzymy o wartościach SF 
wahających się od 100 do 128 [19]. W Tabeli 1 poda­
no parametry kinetyczne dla tych enzymów. M aksy­
malna prędkość karboksylacji u morskich glonów 
waha się od 0,67 do 1,67 pmol C 0 2 mg"’białka m in '1, 
są to wartości niższe w porównaniu do Synechococ­
cus sp. (3,24 pmol C 0 2 m g ''b ia łka  m in '1). Wartość 
stałej Michaelisa (KCo2) u morskich glonów, wa-

wykazuje rubisko z Porphyridium  sp. i Cylindrothe- 
ca sp. co oznacza, że tlen bardzo wolno przyłącza się 
do enediolowego metabolitu pośredniego. Ma to od­
zwierciedlenie w wysokiej wartości SF [19].

Jeszcze wyższe wartości SF wykazano u termofil­
nych krasnorostów G aldieria partita  i Cyanidium  
caldarium , w ynoszą one odpowiednio 238 i 222, i są 
wyższe od 2,4 do 2,5 razy od SF dla rubisko z roślin 
wyższych [20]. Oznacza to, że rubisko z tych krasno­
rostów przyłącza jedną  cząsteczkę 0 2 na 10 do 11 
przyłączonych cząsteczek C 0 2, dla porównania en­
zym ze szpinaku przyłącza 1 cząsteczkę 0 2 na cztery 
cząsteczki C 0 2. Wartości stałych Michaelisa (K c) 
dla tych gatunków (odpowiednio 6 i 7 pM) są na j­
mniejszymi opublikowanymi dotychczas wartościa­
mi. Enzymy z tych gatunków, w porównaniu do szpi­
naku, w ykazują wartość specyficzności karboksyla­
cji [kcat(C)/Kc] większą o 30% i specyficzność oksy- 
genacji [kcat(0 ) /K 0] mniejszą o 50%.
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Ważną cechą rubisko jes t zależność współczynni­
ka specyficzności od temperatury, maleje on stosun­
kowo szybko wraz z jej wzrostem [20]. Współczyn­
nik SF dla Galdieria partita  w temperaturze 15°C 
wynosi 364, a obniża się do 130 w temperaturze 35°C 
i do 65 w temperaturze 45°C. Dla szpinaku zmienia 
sie od 128 w temperaturze 15°C do 69 w temperatu­
rze 35°C [20], Oznacza to, że wydajność fotosyntezy

maleje wraz ze wzrostem temperatury. Wyniki tych 
badań zwiększyły zainteresowanie karboksy- 
lazą/oksygenazą rybulozo-l,5-bisfosforanu izolo­
waną z organizmów termofilnych [21, 22],

IV. Struktura

Znana jest struktura rubisko na poziomie atomo­
wym z archebacterii Alcaligenes eutrophus [28] i 
Thermococcus kodakaraensis  [29], bakterii Rhodo- 
spirillum  rubrum  [30], sinicy Synechococcus  PCC 
6301 [31], glonów C hlam ydom onas reinhardtii [6] i 
Galdieria partita  [21], oraz roślin wyższych Nicotia- 
na tabacum  [32] i Spinacia oleraceae  [33]. W opar­
ciu o wymienione struktury wyróżnia się trzy podsta­
wowe typy rubisko: typ I, typ II [ 18, 34, 35] oraz nie­
dawno opisany u hipertermofilnej archebacterii 
Thermococcus kodakaraensis typ III [36],

Najpowszechniej w ystępującą w przyrodzie od­
mianą enzymu jest typ I —  L8S8, złożony z 8 dużych 
(L) i 8 małych podjednostek (S). Rdzeń zorganizo­
wany jest w 4 dimery, z których każdy zawiera po 2 
zorientowane przeciwległe, duże podjednostki, m ię­
dzy którymi tworzone są 2 miejsca aktywne. Na gó­

rze i dole struktury utworzonej przez duże podjed­
nostki znajdują się pierścienie utworzone z 4 małych 
podjednostek [35] ( Ryc. 1). Opisany heksadekamer 
to rozpuszczalne białko o łącznej masie cząsteczko­
wej około 550 kDa (przybliżona masa dużej podjed­
nostki to 55 k D aam ałe j  15kDa) [16, 37]. Ze względu 
na różnice w strukturze pierwszorzędowej w obrębie 
typu I enzymu wyróżnia się dwa podtypy: zielony —

Ryc. 1. M odel rubisko typu I ze szpinaku na 
podstaw ie analizy krystalograficznej 
[33], Rysunek w ykonano w oparciu o 
dane zaw arte w pliku pdb 1 IR 1 zaw ar­
tym  w bazie danych NCB1 
(w w w .ncbi.nih.gov), program em  Cn3D 
4.1.

charakterystyczny dla roślin wyższych, niektórych 
sinic i glonów zielonych oraz czerwony —  obecny u 
niektórych bakterii purpurowych i eukariotycznych 
glonów niezielonych [38]. Rubisko sklasyfikowane 
jako podtyp zielony ma, w porównaniu do podtypu 
czerwonego, krótszy C koniec oraz 12 dodatkowych 
aminokwasów położonych w centrum małej podjed­
nostki [28].

Typ II —  L2 enzymu to kompleks utworzony z du­
żych podjednostek L ( około 55 kDa), których ilość 
zależy od organizmu i może wynosić od 2 do 8. Ta 
forma strukturalna jes t szczególnie charakterystycz­
na dla bakterii purpurowych m.in. Rhodospirillum  
rubrum  (L2) [39], R hodopseudom onaspalustris  (L8) 
[35] i Rhodobacter sphaeroides  (co ciekawe, w ystę­
puje tu dodatkowo enzym typu I) [34] oraz fototro- 
ficznych dinofitów [40]. Warto nadmienić, iż rubisko 
u dinofitów kodowane jest w jądrze i syntetyzowane 
w postaci prekursora białkowego [41], Podobnie jak  
w przypadku typu I enzymu, dwa centra aktywne 
tworzone są przez dimer dużych podjednostek [39].

Jedynym jak  dotąd znanym organizmem zawie­
rającym rubisko typu III —  (L2)5 jes t hipertermofil- 
na archebacteria —  Therm ococcus kodakaraensis.
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W organizmie tym występuje enzym w postaci deka- 
merycznej struktury, o kształcie pierścienia, u tw o­
rzonej jedynie z dimerów dużych podjednostek [29] 
(Ryc. 2).

Związanie RuBP powoduje szereg, następujących 
kolejno, zmian konformacyjnych zamykających do­
stęp do centrum aktywnego. Pętla 6 przesuwa się nad 
substrat a następnie, prostopadle do niej, ustawia się

V. Mechanizm reakcji enzymatycznej

Miejsce aktywne enzymu w homodimerze L2 
tworzą: długi C-końcowy fragment jednej (LA), oraz 
kilka reszt z N końca drugiej dużej podjednostki(LB) 
[42]. W oparciu o porównanie struktur krystalicz­
nych miejsc aktywnych wolnych oraz ze związanym 
substratem stwierdzono, że trzy elementy miejsca 
aktywnego zmieniają swoje położenie podczas p rze­
biegu reakcji: pętla 6 podjednostki LA(około 10 reszt 
aminokwasowych), konserwatywna reszta lizyny w 
L b ( u  szpinaku K I 28) oraz C-końcowy fragment L A, 
tworzony przez co najmniej 10 aminokwasów [43].

Wskutek przyłączenia C 0 2 do położonej w oto­
czeniu aminokwasów o charakterze kwaśnym, po ­
zbawionej ładunku grupy a-am inow ej specyficznej 
reszty lizyny (K201 u szpinaku), powstaje karbami- 
nian, który następnie poprzez związanie jonu metalu 
dwuwartościowego (M g2+) tworzy dodatnio nałado­
wany związek chelatowy i enzym przechodzi w for­
mę aktywną [3, 44]. Związany jon  metalu ma wiele 
funkcji: orientuje substrat w pozycji dogodnej do ka­
talizy, pełni rolę akceptora elektronu, oraz stabilizuje 
powstające związki pośrednie [3].

Ryc. 2. M odel rubisko typu III z Thermococ- 
cus kodakarensis  na podstaw ie struk­
tury krystalicznej [29], Rysunek w y­
konano w oparciu o dane zaw arte w 
pliku pdb 1GEH zaw artym  w bazie 
danych N CB I ( w w w .ncbi.nih.gov), 
program em  Cn3D  4.1.

łańcuch boczny konserwatywnej lizyny z L B. Tak po­
wstała struktura jest, na koniec, unieruchamiana 
przez zakrywający ją, prawie całkowicie rozciągnię­
ty C-końcowy fragment. Nie ustalono dotychczas 
czy opisana zmiana konformacji blokuje dostęp sub- 
stratom gazowym ( C 0 2 i 0 2) do centrum aktywnego 
[32, 43, 45, 46].

Pierwszym etapem reakcji katalizowanej przez 
rubisko jest utworzenie w zamkniętym centrum ak­
tywnym enediolowego metabolitu pośredniego, k tó­
ry reaguje z C 0 2 lub z 0 2. Po utworzeniu produktów 
końcowych centrum aktywne wraca do konformacji 
otwartej, co pozwala na uwolnienie produktów i 
wprowadzenie nowej cząsteczki RuBP [42, 47].

Istnieje hipoteza, że C-końcowy fragment, w ak­
tywnym enzymie bez RuBP, stale otwiera i zamyka 
dostęp do centrum aktywnego. Postuluje się, że czas 
cyklu od otwarcia jest różny dla różnych organi­
zmów i ma wpływ na SF. Krótki czas otwarcia prefe­
ruje wiązanie C 0 2 (niska Kc), a długi 0 2 (wysoka K 0) 
[48].

W reakcji karboksylacji powstaje 2 ’-karboksy-3- 
keto-D-arabinitolo-l,5-bisfosforan —  sześciowę- 
glowy związek pośredni, którego hydratacja prow a­
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dzi do utworzenia nietrwałego wiązania diolowego 
przy C-3. Po rozerwaniu tego wiązania powstaje 
cząsteczka kwasu 3-fosfoglicerynowego oraz karba- 
nion, który na skutek protonacji tworzy drugą 
cząsteczkę kwasu 3-fosfoglicerynowego [47, 49].

Na skutek reakcji oksygenacji tworzy się pięcio- 
węglowy związek pośredni o charakterze wodoro­
tlenku. Po hydratacji tego związku powstaje w iąza­
nie diolowe przy C-3, którego rozerwanie prowadzi 
do utworzenia cząsteczki kwasu 3-fosfoglicerynow­
ego oraz związku dwuwęglowego -  fosfoglikolanu 
[3, 50].

Dokładne zrozumienie mechanizmu opisanych tu 
zmian konformacyjnych, towarzyszących reakcji ka­
talizowanej przez rubisko, jes t  jednym  z warunków 
uzyskania ulepszonego enzymu.

VI. Rola małej podjednostki

Mała podjednostka odgrywa rolę strukturalną sta­
bilizując oktametryczną strukturę rdzenia zbudow a­
nego z dużych podjednostek [51], ale również ma 
znaczny wpływ na właściwości katalityczne enzy­
mu. W porównaniu do dużej podjednostki, małe pod­
jednostki są bardziej zróżnicowane (homologia du­
żych podjednostek roślin wyższych wynosi 90%, 
małych 70%), dlatego m ogą być powodem  różnic w 
SF pomiędzy tymi enzymami z różnych gatunków. 
Przy braku małej podjednostki wydajność reakcji ka­
talizowanej przez rdzeń składający się z ośmiu du­
żych podjednostek (L8) redukowana jest do kilku 
procent (poniżej 3%) [52-55]. Do rdzenia (L8) m o­
żna przyłączyć małe podjednostki i odtworzyć w 
pełni funkcję katalityczną [52]. Sinicowa duża pod­
jednostka ekspresjonowana w E scherichia coli bez 
małej podjednostki tworzy oktamer (L8) o pra­
widłowej strukturze wykazując zmniejszenie kcat do 
1%, bez zmiany współczynnika specyficzności [56, 
57]. Wpływ małej podjednostki na aktywność enzy­
matyczną potwierdziły badania polegające na tw o­
rzeniu enzymu hybrydowego na drodze jednoczesnej 
ekspresji w Escherichia coli dużej podjednostki z si­
nicy i małej podjednostki z innego gatunku. Do sini- 
cowego rdzenia enzymu (L8) przyłączono małe pod­
jednostki ze szpinaku [58], pszenicy [59], morskich 
okrzemek [60], ryżu, tytoniu i pszenicy [61] oraz 
bakterii A lcaligenes eutrophus [62]. We wszystkich 
przypadkach otrzymany enzym hybrydowy miał 
niższą aktywność niż natywny holoenzym sinicowy. 
Współczynnik specyficzności był obniżony lub 
zbliżony do SF sinicy, a tylko w przypadku enzymu 
hybrydowego z udziałem małych podjednostek z 
morskiej okrzemki był większy o 60% [60]. W ykaza­

no też dodatni wpływ małej podjednostki na pow ino­
wactwo enzymu do C 0 2 i RuBP [61]. Hybrydowe ru­
bisko uzyskano również w roślinach transgenicz- 
nych. W tytoniu w wyniku transformacji plastydów 
otrzymano hybrydowe rubisko posiadające dużą 
podjednostkę z kukurydzy i małą z tytoniu. Szybkość 
reakcji uzyskanego enzymu hybrydowego była 
zmniejszona czterokrotnie przy nieznacznej zmianie 
SF [63]. Genem z grochu kodującym małą podjed­
nostkę rubisko transformowano A rabidopsis sp. 
W wyniku transformacji przynajmniej jedna mała 
podjednostka z grochu znajdowała się w enzymie, co 
powodowało obniżenie aktywności karboksylazowej 
o 11% [64].

Ukierunkowane mutacje w małej podjednostce 
nie powodowały  znacznych zmian lub obniżały sta­
bilność enzymu i wydajność katalityczną karboksy­
lacji (kcat/Kc) [42, 65-67], Chociaż mutacje w małej 
podjednostce wykazały ograniczony wpływ na ak­
tywność katalityczną, nie powinna ona być ignoro­
wana przy próbach poprawienia SF rubisko [68].

Interesująca jes t  rola małej podjednostki w b io­
syntezie dużej podjednostki. Przy braku małej pod­
jednostki ekspresja kodowanej w chloroplastach du­
żej podjednostki jes t  hamowana na poziomie transla­
cji [69]. Badania wykazały, że liczebność małej pod­
jednostki reguluje akumulację dużej poprzez wpływ 
na inicjację translacji genu rbcL  [67].

VII. Modyfikacje genetyczne w dużej 
podjednostce

W oparciu o porównanie sekwencji, chemiczne 
modyfikacje i badania z zastosowaniem mutacji 
punktowej, poznano cechy centrum aktywnego rubi­
sko i określono reszty aminokwasowe budujące cen­
trum jeszcze przed poznaniem struktury trójwymia­
rowej enzymu [70]. Poznanie struktur krystalogra­
ficznych [6, 21, 28-33], lepsze zrozumienie m echa­
nizmu reakcji enzymatycznej [71], określenie se­
kwencji dużej liczby enzymów o różnym SF zinten­
syfikowało badania pozwalając na lepszy, celowy 
wybór miejsc mutacji punktowej. Celem tych badań 
była taka modyfikacja rubisko, która poprawiłaby 
parametry kinetyczne enzymu, w konsekwencji 
zwiększając wydajność fotosyntezy. Znane są liczne 
przykłady mutacji rubisko generowanych in vitro i in 
vivo , które zmieniły aktywność enzymu zarówno ko­
rzystnie jak  i nie korzystnie (Tabela 2). Prawie 
wszystkie przykłady opisują metagenezę enzymu 
ekspresjonowanego w bakterii Escherichia coli lub 
zielonym glonie Chlam ydom onas reinhardtii [42, 
49, 65]. Gen z Rhodospirillum  rubrum  oraz sinicowy
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operon z Synechococcus PCC6301 kodujący dużą i 
m ałąpodjednostki są używane najczęściej, ponieważ 
łatwo tworzą aktywny kompleks w Escherichia coli 
[72, 73]. W przeciwieństwie do enzymu z sinic, rubi- 
sko z roślin wyższych ekspresjonowane w E scheri­
chia coli nie tworzy aktywnego enzymu [74], 

Większość mutacji w prow adzanych  w centrum 
aktywnym ma negatyw ne skutki (Tabela 2). M uta­
cje korzystne dla jednego  gatunku często były n ie­
korzystne dla innego. M utacja  S379A w pętli 7 w 
Rho do spirillum  rubrum  pow odow ała  wzrost w arto ­
ści SF o 60%, ale jednocześn ie  50 razy spadała ak ­
tywność karboksylazow a [75]. Identyczna m utacja

u C hlam ydom onas reinhard tii obniżała SF o 70%, a 
aktywność karboksylazow ą 25 razy [76], P raw do­
podobnie potrzebne jes t  więcej niż kilka zm ian w 
sekwencji enzymu, aby „popraw ić” rubisko. D o­
tychczasowe badania, chociaż dostarczyły bardzo 
dużo informacji o zależności struktury pierwszorzę- 
dowej od funkcji wciąż nie pozw alają  na zapro jek­
towanie lepszego enzymu. Obecnie w większej m ie­
rze skupiono się na dalszym poszukiwaniu lepszych 
enzymów w przyrodzie [38], jes t bowiem  praw do­
podobne, że enzymy wykazujące jeszcze większe 
zróżnicowanie sekwencji pozw olą  zaprojektować 
poprawione rubisko.

Tabela 2

Przykłady mutacji w prow adzonych do rubisko. D ane pochodzą z w ielu źródeł, dlatego pojaw iają się różnice w  SF dla tego sam ego gatunku. Skróty: n. 
m oznacza w artość niem ierzalną, Ch. r -  Chlam ydom onas reinhardtii, Rh. r -  Rhodospirillum  rubrum , Syn -  Synechococcus sp.

Mutacja Gatunek Fragment struktury SF typu 
dzikiego

SF
mutanta

Piśmiennictwo

R217S Ch.r Helisa a 2 67 n.m. [77]
R217S/A242V Ch.r Helisa a 2/(3 

łańcuch 3
67 33 [77]

N123G Ch.r Domena N- 
terminalna

64 12 [16]

V341I Ch.r Pętla 6 66 64 [78]
M349L Ch.r Pętla 6 66 62 [78]
L326I Ch.r Pętla 6 66 60 [78]
L326V/M439L Ch.r Pętla 6 66 52 [78]
V331A/T342I Ch.r Pętla 6 62 49 [79]
V331A/G334S Ch.r Pętla 6 62 45 [79]
V331A Ch.r Pętla 6 62 36 [79] .
S379A Ch.r Pętla 7 64 18 [76]
P290L Ch.r Podjednostka L 62 54 [80]
N54A Rh.r Domena N- 

terminalna
11 9 [16]

T53A Rh.r Domena N- 
terminalna

11 7 [16]

N54W Rh.r Domena N- 
terminalna

11 6 [16]

M330L Rh.r Pętla 6 7,2 7,7 [161. _____
S368A Rh.r Pętla 7 11 17 [76]
F327V Rh.r Sąsiedztwo pętli 6 9,9 9,0 [45] ____
F327L Rh.r Sąsiedztwo pętli 6 9,9 11,5 '145] 1
F327A Rh.R Sąsiedztwo pętli 6 9,9 10,9 145] ......... _  _
F327G Rh.r Sąsiedztwo pętli 6 9,9 10,4 ,1451___ _____
F327W Rh.r Sąsiedztwo pętli 6 9,9 10,2 ' [45]
K125G Syn Domena N- 

terminalna
46 38 [16]

D335E Syn Pętla 6 46 48 [16] _____
V328A Syn Pętla 6 46 45 [16]
K336P Syn Pętla 6 39 38 [16]_________
V328G Syn Pętla 6 56 20 U l L  _....
K125Q Syn Domena N- 

terminalna
46 7 [16]

K125H Syn Domena N- 
terminalna

46 6 [16]

K125D Syn Domena N- 
terminalna

46 5 [16]

K125R Syn Domena N- 
terminalna

46 42,5 [16]

T65S Syn Domena N- 
terminalna

43 37 [16]

T65A Syn Domena N- 
terminalna

43 22 [16]

T65V Syn Domena N- 
terminalna

43 19 [16]

VDL(346-348)YHT Syn Helisa a 6 38,3 n.m. [81] ........_ j
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KAS(338-341)REI Syn Helisa a 6 38,3 40,6 [811
L343K Helisa a 6 38,3 31,2 [811
KASTL(339-343)PLMIK Syn Helisa a 6 38,3 24,4 [81]
T342A Syn Pętla 6 56 n.m. [82]
V331I Syn Pętla 6 56 n.m. [82]
K334C Syn Pętla 6 56 n.m. [82]
K334M Syn Pętla 6 56 n.m. [82]
T324I Syn Pętla 6 56 52 [82]
T324L Syn Pętla 6 56 52 [82]
T324M Syn Pętla 6 56 50 [82]
V331L Syn Pętla 6 56 49 [82]
V331A Syn Pętla 6 56 30 [82]
V331G Syn Pętla 6 56 20 [82]
V331M Syn Pętla 6 56 16 [82]
K334R Syn Pętla 6 56 0,3 [82]
S341M Syn Sąsiedztwo pętli 6 39 42 [19]
K339P Syn Sąsiedztwo pętli 6 39 38 [191
A340L Syn Sąsiedztwo pętli 6 39 36 [19]
T342I Syn Sąsiedztwo pętli 6 39 31 [191
F92L Syn Mała podjednostka 40,8 44,6 [60]
G91V Syn Mała podjednostka 40,8 41 [60]
I87V Syn Mała podjednostka 40,8 39,5 [60]
R88K Syn Mała podjednostka 40,8 38,5 [60]

VIII. Podsumowanie

M echanizm  reakcji katalitycznej przeprowadza­
nej przez rubisko jes t  dobrze poznany [3], również 
struktura krystalograficzna enzymu została określo­
na dla szeregu gatunków [6, 21, 28-33]. Jednakże 
nadal nie jes teśm y w stanie zaprojektować lepszego 
enzymu. Wciąż nie jes t  wystarczająco dobrze pozna­
na zależność pom iędzy strukturą a funkcją rubisko. 
Badania genetyczne wskazują, że lepszego enzymu 
nie można uzyskać poprzez zmianę kilku am inokwa­
sów. Zmiany powinny dotyczyć całych regionów du­
żej podjednostki i prawdopodobnie również małej 
podjednostki. Ta droga okazała się bardzo trudna i 
wymaga dalszych intensywnych badań.

Inną drogą jes t szukanie w przyrodzie wariantów 
rubisko o lepszych parametrach kinetycznych. 
Zmienność gatunkowa rubisko została wykazana już 
dawno [17], a ostatnie wyniki napawają optymi­
zmem [19], Szczególnie interesujące są organizmy 
termofilne [20]. M oże uda się połączyć fragment lep­
szego enzymu z częścią słabego enzymu i tą drogą 
uzyskać lepsze rubisko.

Alternatywą jes t  przeniesienie genu z jednego ga­
tunku do innego, ważnego dla rolnictwa. Nie jest to 
łatwe zadanie ze względu na trudności z transforma­
cją chloroplastów. Dotychczas tylko nieliczne geno­
my chloroplastowe były transformowane, w tym z 
Chlamydomonas reinhardtii i tytoniu [83]. Ponadto 
prawdopodobnie należy wyeliminować z genomu 
jądrowego rodzinę genów rbcS  oraz dezaktywować 
lub modyfikować gen aktywazy rubisko. Powiodła 
się transformacja genomu chloroplastowego tytoniu 
operonem rbcLS  z krasnorostu i z okrzemki. W chlo­
roplastach tych organizmów zachodziła wydajna

ekspresja, ale nie powstawał aktywny enzym [84]. 
Duża podjednostka była całkowicie nierozpuszczal­
na, wskazuje to na brak drogi fałdowania enzymu z 
tych gatunków w chloroplastach roślin wyższych. 
Pełnym sukcesem zakończyła się transformacja 
chloroplastów tytoniu genem kodującym rubisko 
typu II z Rhodospirillum  rubrum. Niskie SF tego en­
zymu (Tabela 1) spowodowało, że transgeniczne ro ­
śliny mogły rosnąć tylko w atmosferze wzbogaconej 
C 0 2 do 2,5% [85], Należałoby więc znaleźć do trans­
formacji gen kodujący enzym o lepszych param e­
trach, który ulegałby ekspresji i formował aktywny 
enzym w chloroplastach roślin wyższych, co też nie 
jes t łatwym zadaniem.

Artykuł otrzymano 8 maja 2003 
Zaakceptowano do druku 23 czerwca 2003
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KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO 

POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

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

Składka członkowska w 2003 roku wynosi:
dla Członków rzeczywistych 80.- zł.
dla Członków studentów 40.- zł
w tym roczna prenumerata „Postępów Biochemii” .

Małżeństwa m ogą opłacać składki w wysokości 80. + 40. = 120 zł.
Członkowie, którzy opłacą składkę członkowską do 30 czerwca 2003, mają zapewnioną bezpłatną pre­

numeratę kwartalnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego „Postępy Biochemii”. Członkowie, któ­
rzy opłacą składkę po tym terminie, będą mogli otrzymywać kwartalnik do czasu wyczerpania się zapa­
sów magazynowych.

Powyższe zmiany nie dotyczą Członków Honorowych Towarzystwa.
Natomiast Członkowie-Emeryci -  nadał zwolnieni z opłacania składki członkowskiej -  p łacą  za prenumera­

tę „Postępów Biochem ii” 30.- zł.
Osoby niebędące członkami Towarzystwa m ogą być prenumeratorami „Postępów Biochem ii” . Koszt w 2003 

roku —  80 zł.
Biblioteki p łacą  za prenumeratę  „Postępów Biochemii” w roku 2003 120.- zł.

Prosimy o wnoszenie opłat bez wezwania na nasze konto w BPH PBK S.A. III Oddz. Warszawa nr 
11101053-411050000371.

Jolanta Barańska

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE 

ZAPROSZENIE

Jeżeli chciałabyś/chciałbyś zapisać się na listę e-mailową Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyślij 
e-mail na adres: infoptbioch@ nencki.gov.pl. W polu „subject „ umieść swoje nazwisko i imię (w takiej kolejno­
ści i bez polskich znaków diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysyłając taki mail zgadzasz się na to, aby na 
Twój adres e-mailowy przychodziły  informacje ZG, listy pojedynczych lub grup członków do ogółu członków, 
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiały reklamowe. Lista będzie rozsyłać materiały kontrolowa­
ne przez moderatora, którym będzie Adam  Szewczyk, sekretarz Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego, tak więc nie będzie Ci grozić zalew śmieciowej poczty i zawirusowanych „attachmentów” . 
Mam nadzieję, że tą  drogą poprawi się stan poinformowania naszych członków o różnych wydarzeniach nauko­
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywności poszczególnych oddziałów naszego Towarzystwa. Być 
może również „Listy do biochem ików ” redagowane przez p. Teresę Wesołowską będą obok wersji drukowanej 
kolportowane przez naszą  listę. Zapraszam także do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa
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