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ARTYKUŁY
Struktura i funkcja rybosomu prokariotycznego

Structure and function of prokaryotic ribosome

IZABELA PIOTROWSKA1, BEATA DUDZIŃSKA2, TOMASZ 
TWARDOWSKI3

Spis treści:

I. Wprowadzenie
II. Budowa dużej podjednostki rybosomalnej
III. Budowa małej podjednostki rybosomalnej
IV. Dynamika oddziaływań między podjednostkami
V. Mechanizm translacji
VI. Allosteria rybosomu prokariotycznego
VII. Podsumowanie

Contents:

I. Introduction
II. Structure of large ribosomal subunit
III. Structure of small ribosomal subunit
IV. Dynamic of ribosomal subunits interactions
V. Mechanism of translation
VI. Allostery of prokaryotic ribosome
VII. Conclusion

Wykaz stosowanych skrótów: AA-tRNA —  aminoacy- 
lo-tRNA; D-tRNA —  deacylowany tRNA; miejsce A — miej­
sce wiązania aminoacylo-tRNA; miejsce E —  miejsce wiązania 
deacylowanego tRNA; miejsce P —  miejsce wiązania peptydy- 
lo-tRNA; P-tRNA —  peptydylo-tRNA; PRE —  stan pretranslo- 
kacyjny rybosomu; POST —  stan posttranslokacyjny ryboso­
mu; tRNA —  dowolna cząsteczka tRNA bez rozróżniania na 
formy.

I. Wprowadzenie

Ostatnim etapem ekspresji informacji genetycz­
nej zakodowanej w DNA jes t  translacja, czyli przepi­
sanie informacji z m RNA na sekwencję aminokwa- 
sową białek. Miejscem biosyntezy białka jes t rybo- 
som. Kluczem do wyjaśnienia i zrozumienia m echa­
nizmu działania rybosomu jes t  poznanie jego struk­
tury.

W ciągu ostatnich dwóch lat opublikowano szereg 
danych dotyczących struktury i m echanizmu funk­
cjonowania rybosomu. Dzięki zastosowaniu metod 
rentgenograficznych w 1999 roku udało się określić

‘Mgr, "mgr, 3prof. dr hab; Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, 
ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznań

strukturę małej podjednostki rybosomalnej z Ther- 
mus therm ophilus  (5.5 Ä) [1], funkcjonalnego kom ­
pleksu 70S z T. therm ophilus (7,8 Ä) [2] oraz podjed­
nostki 50S z H aloarcula m arism ortui (5 Ä) [3]. Roz­
wiązanie metodami rentgenograficznymi struktury 
rybosomu z T. therm ophilus  [2] w znacznym  stopniu 
przyczyniło się do określenia miejsca i zasięgu od­
działywań pomiędzy podjednostkami tworzącymi 
funkcjonalny kompleks 70S. Zostały  one opisane w 
naszym poprzednim artykule w Postępach B iochem ii

[4].
Dokładniejsze określenie struktury i oddziaływa­

nia poszczególnych kom ponentów podjednostek sta­
ło się możliwe w konsekwencji analiz rentgenogra­
ficznych dokonanych z rozdzielczością  2,4 Ä dla du­
żej podjednostki H. m arism ortui w roku 2000 [5] i 
3,3 Ä dla małej podjednostki T. therm ophilus  [6]. 
Wykorzystanie mikroskopii krioelektronowej w ba­
daniach struktury rybosomu 70S E scherich ia  coli [7] 
dostarczyło danych dotyczących oddziaływań m ię­
dzy podjednostkami. Technika ta pozw oliła  również 
na określenie zmian konformacyjnych rybosomu 
podczas kolejnych etapów procesu biosyntezy białka 
[8].

Poznanie struktury podjednostek 50S i 30S, om ó­
wione w rozdziałach II-IV, um ożliw ia przeprow a­
dzenie dyskusji nad budow ą i m echanizm em  aktyw­
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ności biologicznej rybosom u prokariotycznego (roz­
działy V i VI).

II. Budowa dużej podjednostki rybosomalnej

W 2000 roku udało się ustalić metodami rentgeno- 
graficznymi strukturę dużej (5OS) podjednostki ry ­
bosomalnej z H aloarcula  m arism ortui przy rozdziel­
czości 2,4 Á [5]. Zaw iera ona dwie cząsteczki RNA, 
23S rRNA (2923 nukleotydy) i 5S rRNA (122 nukle- 
otydy) oraz 31 białek. Podjednostka ta ma około 250 
Á średnicy i składa się z podstawy oraz trzech w y­
pukłości: słupka L I ,  centralnej wypukłości oraz 
słupka L7/L12 (R yc.l) .  Powierzchnia oddziałująca z 
podjednostką 30S jes t  spłaszczona poza głęboką 
szczeliną przebiegającą  przez cała szerokość podjed­
nostki 50S. Szczelina miejsca aktywnego ma wystar­
czający rozmiar by pomieścić 3 ’ końce cząsteczek 
tRNA i jes t  miejscem  tworzenia wiązania peptydo- 
wego [9]. Od środka szczeliny odchodzi tunel o dłu­
gości około 100 Á i szerokości 15 Á. Przez tunel ten 
przechodzi nowo syntetyzowany łańcuch polipepty- 
dowy.

W strukturze drugorzędowej dużej cząsteczki ry- 
bosomalnego RNA wyróżnić można 101 helis 
(HI~H 101) tw orzących sześć domen (I-VI) [5]. 
Szczegółowy opis struktury i funkcji tych domen za­
mieszczono w Tabeli 1 i na Rycinie 2. Skomplikowa­

na struktura przestrzenna 2 3 S rRNA jest spowodo­
wana występowaniem szeregu znanych motywów 
oddziaływań trzeciorzędowych jak: suwak rybozo- 
wy, pseudowęzły, czteronukleotydowe pętle, pary 
trójek zasad. Motyw suwaka rybozowego występuje 
m.in. w miejscu wiązania białka L I I  [10], zapew ­
niając ścisłe upakowanie helis 23S rRNA w tym re­
gionie.

Szczelina miejsca aktywnego, w obrębie której 
znajduje się centrum peptydylotransferazowe oraz 
płaska powierzchnia podjednostki 50S, oddziałująca 
z m ałą podjednostką, utworzone są głównie z rRNA 
i są prawie pozbawione białek [5].W tych obszarach 
dużej podjednostki występują wysoce konserwatyw­
ne sekwencje 2 3 S rRNA, co świadczy o ich zasadni­
czej funkcji w procesie translacji. Można sądzić, że 
białka odgrywają stabilizującą rolę, utrzymując od­
powiednią strukturę trzeciorzędową domeny V 23S 
rRNA, w arunkującą jej aktywność. Całkowite od- 
białczenie dużej podjednostki niszczy jej zdolność 
syntezy wiązania peptydowego [11]. Równie w yso­
kim konserwatyzmem sekwencji nukleotydowej jak  
centrum peptydylotransferazowe charakteryzuje się 
fragment sekwencji 23S rRNA, odpowiedzialny za 
wiązanie czynników elongacyjnych, tzw. domena 
a-sarcyny [12, 13]. Przecięcie tylko jednego w iąza­
nia fosfodiestrowego w jej obrębie prowadzi do 
całkowitej utraty aktywności rybosomu [14],

C entralna
A wypukłość B W ierzchołek

Stopa

Ryc. 1. Schemat podjednostek rybosomu 70S, na podstawie [2,7]. Szczegółowy opis przedstawionych mostków łączących podjednostki zamieszczono 
w tabeli 3 (Tab. 3). A —  podjednostka 50S z wyróżnionymi elementami strukturalnymi, B —  podjednostka 30S z wyróżnionymi elementami 
strukturalnymi, O —  miejsca oddziaływań między podjednostkami, na podstawie [7], X —  wskazuje blisko położone regiony podjednostek, 
nie tworzące jednak mostków, *,# —  wskazuje miejsca kontaktu ramienia z wierzchołkiem podjednostki 30S, na podstawie [7],
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Tabela 1

Struktura i funkcja 23S rRNA, na podstawie [2, 5, 7, 9, 51], Graficzne przedstawienie struktury drugorzędowej 23S rRNA z wyróżnieniem poszczegól­
nych domen zawiera rycina 2 (Ryc. 2).

DOMENA  
23S rRNA

POŁOŻENIE STRUKTURA I FUNKCJA RYC.

I Leży z tyłu podjednostki 50S, w 
pobliżu słupka LI 
Zawiera helisy H1-H24.

H7 tworzy ścianę tunelu wyjścia syntetyzowanego polipeptydu

H6 i H9 są miejscem wiązania białka L23

H I9 wiąże białko L4 (wraz z H28 domeny II 23S rRNA)

2A,2B

II Największa z domen 23S rRNA 

Podział na dwie subdomeny:

Ila zawiera helisy H26-H36 i 
H46

Ilb obejmującą helisy H37-H45.

H28 wiąże białko L4

H32-H35a tworzą mostek z podjednostką 30S 

H35-H37 budują ścianę tunelu wyjścia

H38 tworzy mostek B la  (wcześniej nazywanym palcem miejsca A)

H38, H39 i H41 oddziałują z 5S rRNA

H38 może oddziaływać z AA-tRNA związanym w miejscu A

H42-H43 są miejscem wiązania białka L II
H42-H44 są miejscem oddziaływania EF-tu i EF-G i tworzą niebiałkową 
część słupka L7/L12

H42-H44 są miejscem wiązania białka LI
H43 jest miejscem oddziaływania czynnika elongacyjnego EF-G oraz tio- 
streptonu

2A,2C

III Zawiera helisy H47-H60 Ma zwartą globulamą strukturę
W odróżnieniu od pozostałych domen tylko w niewielkim stopniu oddziałuje 
z domeną V 23S rRNA
H51-H54 prawdopodobnie jest miejscem wiązania białka L23 

H49-H51 i H59 budują ścianę tunelu wyjścia polipeptydu

2A,2D

IV Występuje najbliżej powierzchni 
dużej podjednostki oddziałującej 
z podjednostką 30S,

Zawiera helisy H61-H71

H65 tworzy ścianę tunelu wyjścia
H67-H71 tworzą obręcz szczeliny miejsca aktywnego

H66-H67 wiążą białko L2

H63 tworzy mostek B6
H68 i H71 tworzą mostki B2b, B2c, B2d, B2e

H69 tworzy mostek B4 i B2a

2A,2E

V Leży pośrodku podjednostki: 
tworzy dużą część centralnej 
wypukłości

Obejmuje helisy H72-H93

Centralna pętla domeny zaangażowana jest w aktywność peptydylotransfera- 
zową
H89-H93 stabilizują sekwencje centrum GTP-azowgo w domenie VI 23S 
rRNA
H73 oddziałuje z H94 domeny VI 23S rRNA 

H75-H79 są prawdopodobnie miejscem wiązania białka L9 

H76 wiąże białko LI
H77 i H88 tworzą miejsce E wiązania D-tRNA

H80 (G2251 i G2252) są miejscem wiązania nukleotydów C74 i C75 pepty- 
dylo-tRNA w miejscu P (na powierzchni szczeliny miejsca aktywnego od­
działywania)
H92 (G2553) miejsce wiązania końca 3 ’ AA-tRNA w miejscu A

2A,2F

VI Tworzy część powierzchni pod­
jednostki 50S poniżej słupka 
L7/L12

Zawiera helisy H94-H101

Pętla a-sarcyny (H95) odpowiedzialna jest za wiązanie czynników elonga- 
cyjnych (EF-Tu, EF-G)

H94 oddziałuje z domeną I 23S rRNA

2A,2G

5S rRNA składa się z około 120 nukleotydów; w 
komórkach H. m arism ortui zbudowany jes t ze 122 
nukleotydów. Strukturą bakteryjnego 5S rRNA tw o­
rzy piąć helis: helisa H I ,  ramię zawierające helisy 
H2 i H3 z pętlami B i C oraz ramią utworzone przez 
helisy H4 i H5 z pętlami D i E [5]. W odróżnieniu od 
struktury krystalicznej syntetycznego 5S rRNA, o 
sekwencji identycznej z 5S rRNA E.coli, gdzie heli­

sy H2 i H3 oddziałują z H4 i H5 [15](Ryc.3A), 
cząsteczka uwidoczniona przy rozdzielczości 2,4 A 
ma strukturą rozciągniętą (Ryc.3B). Taka konform a­
cja jest wynikiem skrócenia pętli A, w obrębie której 
w ystępują oddziaływania niekanoniczne.

Cząsteczka 5S rRNA oddziałuje z kilkoma 
białkami dużej podjednostki. W przypadku E. coli 
cząsteczka ta oddziałuje z trzema białkami podjed-
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Ryc. 2. Struktura drugorządowa 23S rRNA, na podstawie [5]. A —  zaznaczone są fragmenty dyskutowane w tekście; rysunki B, C, D, E, F, G korelują z 
zaciemnionymi obszarami. Charakterystyką przedstawionych domen zamieszczono w tabeli 1 (Tab.l).

nostki 50S: L5, L25 oraz L18 [15]. Odmienne inte­
rakcje zaobserwowano natomiast w strukturze roz­
wiązanej przy rozdzielczości 2,4 A u / / .  M arism ortui 
[5]. Zgodnie z tymi danymi 5S rRNA oddziałuje z 
L10, L30, L18, L5, L21e (litera „e” przy nazwie ma 
na celu odróżnienie białek dużej podjednostki H. m a­
rism ortui, dla których znaleziono dotychczas tylko

homologi eukariotyczne, od białek występujących u 
eubakterii, a które m ogą mieć to samo oznaczenie). 
Interesujący jes t fakt, że białka te jednocześnie od­
działują z domenami 23S rRNA, zapewniając w ten 
sposób kontakt między dwoma cząsteczkami kwasu 
rybonukleinowego dużej podjednostki. O ile oddzia­
ływania za pośrednictwem białek między 5S rRNA a

POSTĘPY BIOCHEMII 48(1), 2002 5http://rcin.org.pl



Ryc. 3. Struktura drugorzędowa 5S rRNA. A —  struktura 5S rRNA E. coli, na podstawie [15], B —  struktura 5S rRNA H. marismortui, na podstawie
[5]-

23S rRNA są dosyć liczne, bezpośredni kontakt m ię­
dzy tymi molekułami kwasów nukleinowych wydaje 
się ograniczać do jednego regionu: H4 i H5 5S rRNA 
i najdłuższej nierozgałęzionej helisy 2 3 S rRNA 
(H38). Nie potwierdzają tego badania biochemiczne, 
według których H38 23 S rRNA oddziałuje z H2 i H3 
5S rRNA [16] a H4 i H5 5S rRNA tworzy dodatkowe 
oddziaływanie z dom eną II 23S rRNA (H39 i H41) 
jak  i z jego dom eną V [17].

Podjednostka 50S organizmów prokariotycznych 
zbudowana jes t zasadniczo z 34 białek, jednakże 
według badań N. B a n  ’ a duża podjednostka rybo- 
som alna// .  m arism ortui składa się z 31 białek [5]. W 
strukturze krystalicznej nie udało się uwidocznić 
białek L I ,  L I 0, LI 1, L I 2. Nie jes t  to wynikiem zbyt 
niskiej rozdzielczości, lecz elastyczności struktur 
utworzonych przez te białka (uwidocznionych m.in. 
dzięki mikroskopii krioelektronowej) [8], Za 
wyjątkiem białek L I ,  L7, L10, L I I ,  białka nie w y­
stają poza szkielet utworzony przez cząsteczki 
rRNA. Spośród 30 znanych obecnie struktur krysta­
licznych izolowanych białek (nadal nieznana jest 
struktura białka L10), 17 ma strukturę globularną, a 
pozostałe 13 zawiera zarówno domeny globularne 
jak  i rozciągnięte (ang. extended) lub całkowicie

przyjmuje strukturę liniową (Tab.2). Takie roz­
ciągnięte, liniowe domeny często nie mają oczywi­
stej struktury trzeciorzędowej. Większość globular- 
nych domen występuje w zewnętrznych częściach 
podjednostki, w szczelinach utworzonych przez 
rRNA. Rozkład białek na powierzchni podjednostki 
jes t prawie równomierny, poza szczeliną miejsca ak­
tywnego oraz płaską powierzchnią oddziałującą z 
podjednostką 30S. Wnętrze dużej podjednostki nie 
jes t jednak  pozbawione białek, lecz występują tam 
rozciągnięte domeny białek odchodzące od globular- 
nych części z powierzchni podjednostki. Te roz­
ciągnięte struktury penetrują wnętrze, wypełniając 
przestrzenie między sąsiadującymi elementami 
rRNA. Nietypowa struktura białek może być 
w ytłumaczona ich oddziaływaniem z rRNA. Jednym 
z białek o strukturze globularno-liniowej jes t L4 
[18], które wraz czterema innymi białkami LI 3, L20, 
L22, L24 konieczne jest do utworzenia pierwotnej 
struktury trzeciorzędowej 23S rRNA u E. coli [18]. 
Przykładem drugiego białka o takiej strukturze jes t 
białko L2, które jes t największym białkiem dużej 
podjednostki rybosomalnej (w małej podjednostce 
największe jest białko S I)  [19]. Białko L2 wchodzi 
w skład centrum peptydylotransferazowego. W k o ­
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Tabela 2

Konformacja i oddziaływanie białek dużej podjednostki H. marismortui, na podstawie [5].

B ia łk o K onform acja

O d d zia ły w a n ia

I

D om eny 23S rRNA  

II III IV V VI
5S rRNA B ia łk a

LI lin. +
L2 glob + lin. + + + + L37ae
L3 glob + lin. +/- + + + L14,L24e,L13+/-
L4 glob + lin. + + +/- L18e+/-,L24+/-,L37e
L5 glob. + + LI 8
L6 glob. +/- +/- + L13+/-
L10 glob. ? + L12
LII glob. +
L12 glob. L10

A
L13 glob. + +/- +/- L3+/-.L6+/-
L14 glob. + + + L3,L24e
L15 glob + lin. + 4" + L18e+/-,L32e+/-
L18 glob + lin. +/- + + L5,121e
L19 glob + lin. + + + +/-
L22 glob + lin. + +/- + + + +
L23 glob +/- + L29,L39e+/-
L24 glob + lin. + L4+/-
L29 glob + L23
L30 glob + +
L18e glob + L4+/-.L15+/-
L21e glob + + +/- L18
L24e glob +/- + L3.L14

B
L31e glob + +
L32e glob +/- + L15+/-
L37e glob + lin. + + + +/- L4+/-
L39e lin. + + L23+/-
L44e glob + lin. + +/- L15e+/-
L7ae glob +/- L15e
LlOe glob + + +/-

C L15e glob + lin. + +/- +/- +/- + L44e+/-,L7ae
L37ae glob + lin. + + + L2

morkach E. coli L2 bierze udział w tworzeniu mostka 
B2e pomiędzy podjednostkami [3]; wykazano rów ­
nież jego niezwykle silne oddziaływanie zarówno z 
16S rRNA jak  i białkiem SI 1 małej podjednostki [7]; 
białko S i l  prawdopodobnie uczestniczy w selekcji 
AA-tRNA [20].

W analizie struktury podjednostki 50S przy roz­
dzielczości 2,4 A [5] okazało się, że białko L22 jako 
jedyne ma kontakt ze wszystkimi sześcioma dom e­
nami 23S rRNA. U H. m arism ortui białko to zlokali­
zowano przy końcu tunelu wyjścia syntetyzowanego 
polipeptydu [9]. Białko L22 wydaje się szczególnie 
ważne dla prawidłowego funkcjonowania rybosomu 
bakteryjnego, ponieważ delecja trzech aminokwa­
sów (82-84) występujących w strukturze szpilki po­
woduje oporność na erytromycynę —  antybiotyk ha­
mujący elongację łańcucha pcptydowego. Podobny

efekt pow odują  mutacje w domenach II i V 23S 
rRNA, w miejscach wiązania białka L22 [21].

Za wyjątkiem białka L12 wszystkie pozostałe 
białka oddziałują bezpośrednio z rRNA [5]. Istnieje 
siedem białek oddziałujących tylko z jedną  domeną 
2 3 S rRNA (Tab. 2). Trzy spośród nich (L24, L29, 
LI 8) oddziałują z kilkoma elementami struktury dru- 
gorzędowej w obrębie domen 23 S rRNA ( L24 i L29 
z dom eną I, L I 8 z dom eną V, chociaż możliwe jest 
słabe oddziaływanie tego białka z dom eną II 23S 
rRNA) stabilizując w ten sposób ich układ prze­
strzenny. Trzy kolejne białka (L10 i L I I  od­
działujące z dom eną II a LI z dom eną V 23 S RN A) 
bezpośrednio uczestniczą w procesie biosyntezy 
białka. W ich przypadku wydaje się, że to struktura 
23S rRNA stanowi szkielet dla odpowiedniego 
umiejscowienia tych białek w podjednostce. Ostat­
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nim białkiem oddziałującym tylko z jedną  dom eną 
23 S rRNA jest białko L7ae (ae przy nazwie wskazuje 
rybosomalne białka archebakteryjne, znalezione u H. 
marism ortui, posiadające również homologi euka­
riotyczne, w celu odróżnienia od białek w ystę­
pujących u eubakterii, a które m ogą mieć tę sam ą n a ­
zwę), słabo oddziałujące z dom eną I, z tego względu 
nie może ono raczej spełniać roli stabilizującej 
rRNA. Białko L7ae występuje też w znacznej od ­
ległości zarówno od centrum peptydylotransferazo- 
wego jak  i od miejsca wiązania czynników elonga- 
cyjnych, jednak  zlokalizowano je  w pobliżu białka 
L I ,  które jes t zaangażowane w funkcjonowanie 
miejsca E (tzw. miejsce wyjścia —  miejsce w iązania 
deacylowanego tRNA po zsyntetyzowaniu w iązania 
peptydowego). L7ae może też brać udział w form o­
waniu kompleksu funkcjonalnego 70S z podjedno- 
stek, gdyż wcześniej u H. m arism ortui przypisano to 
białko jako składnik małej podjednostki (HM S 7)
[5]-

W podjednostce 50S tej halofilnej archebakterii 
brak jest hom ologów białek L25 (oddziałującego u 
E. coli z 5S rRNA [15]) oraz L9, które u E. coli wiąże 
się do V domeny 23S rRNA pom iędzy miejscem 
wiązania białka LI a pętlą  P (jako pętlę P określa się 
sekwencję, z którą oddziałuje koniec 3 ’ peptydy- 
lo-tRNA w miejscu P podjednostki 50S) [22], Istnie­
je  możliwość, iż obecność białka L9 w dużej podjed­
nostce jes t cechą charakterystyczną dla eubakterii.

W centrum peptydylotransferazowym oprócz do­
meny V 23S rRNA w ystępują białka L2, L3, L4 i L10 
[9].Wśród nich nieznana jes t  tylko struktura białka 
L10. Pozostałe trzy zaw ierają  zarówno domeny glo- 
bularne jak  i rozciągnięte. Białka L2, L3 i L4 od­
działują z domeną V jak  i II 2 3 S rRNA, podczas gdy 
białko L10 wiąże się tylko do domeny II 2 3 S rRNA. 
Umiejscowienie białek L2 i L3 w pobliżu centralnej 
pętli domeny V 23 S rRNA sugerowało ich udział w 
tworzeniu wiązania peptydydowego. Jednak wyniki 
najnowszych badań wykazały, że za aktywność ka ta­
lityczną najprawdopodobniej odpowiada tylko 
rRNA [9], a nie białka oddziałujące z tą domeną. 
Białka utrzymują jednak  odpowiednią strukturę trze­
ciorzędową domeny V, w arunkującą jej aktywność, 
ponieważ całkowite odbiałczenie dużej podjednostki 
niszczy jej zdolność syntezy wiązania peptydowego 
[11]. '

W dużej podjednostce znajduje się również cen­
trum GTP-azowe [3] składające się z białek L6, L I I ,  
L14 i tetrameru L7/L12 oraz dwóch sekwencji 
23 S rRNA, tj. domeny ot-sarcyny i nukleotydów 
1055-1080. To centrum podjednostki 50S odpow ie­
dzialne jest za wiązanie czynników elongacyjnych

(EF-G, EF-Tu), a także czynnika inicjującego IF-2 i 
czynnika uwalniającego RF3. Nukleotydy w obrębie 
sekwencji 1055-1080 są miejscem oddziaływania 
tiostreptonu [23], antybiotyku wiążącego się nieod­
wracalnie do rRNA w tym regionie i hamującego hy­
drolizę GTP związanego z EF-G. Obecność białka 
L 11 wzmacnia wiązanie tiostreptonu od 100 do 1000 
razy, ale ta stymulacja uzależniona jes t od obecności 
N-końca tego białka. Zaproponowano, że część ta 
funkcjonuje jako przełącznik, odwracalnie od­
działujący z przyległymi rejonami rRNA, podczas 
gdy domeny C-końca białka LI 1 ściśle w iążą się do 
23S rRNA [10], Białko LI 1 oddziałuje z 23S rRNA 
tworząc tzw. motyw suwaka rybozowego (ang. ribo- 
sezip p er), występującego również w domenie P4-P6 
I grupy intronów. Homologi L I I  znaleziono u 
wszystkich organizmów i jes t ono „w ymienne” m ię­
dzy eubakteriami, archebakteriami jak  i eukariotami
[24]. Termin „w ymienne” oznacza w tym przypadku 
możliwości przenoszenia tego konkretnego białka 
pomiędzy rybosomami izolowanymi z różnych kró­
lestw.

W chodząca w skład centrum GTP-azowego do­
mena a-sarcyny należy do najintensywniej analizo­
wanych struktur LrRNA [25-27]. Według badań bio­
chemicznych [28] jes t miejscem wiązania białek L3 i 
L6. Badania krystalograficzne [3,7] nie potwierdzają 
oddziaływania z białkiem L3 natomiast w izolowa­
nej podjednostce 50S u H. m arism ortui [5] od­
działywanie to określono jako silne. Interesujące 
jest, że mutacja białka L3 występującego w sąsiedz­
twie zarówno centrum peptydylotransferazowego 
jak  i pętli a-sarcyny powoduje zmianę wierności 
translacji [29], co może świadczyć o zaangażowaniu 
tego białka w kontrolowaniu ramki odczytu mRNA. 
Od strony głębokiej bruzdy domena a-sarcyny od ­
działuje z białkiem L6 [7], natomiast z drugiej strony 
otoczona jes t przez L14, które jednak  nie jes t  w b ez­
pośrednim kontakcie z domeną.

Jedynymi białkami występującymi w więcej niż 
jednej kopii w podjednostce, jes t kompleks białek 
L7/L12 tworzących tetramer. Wraz z białkiem L10 
tworzą tzw. kompleks L8 [30]. Białko L7 różni się od 
L12 tylko acylowanym N-końcem. Każde z białek te ­
trameru składa się z trzech domen. N-końcowa do ­
mena odpowiedzialna jes t za zakotwiczenie do rybo- 
somu poprzez wiązanie z białkiem L10, podczas gdy 
koniec C zaangażowany jes t w wiązanie czynników 
elongacyjnych. Słupek L7/L12 jes t strukturą ela­
styczną, która w zależności od miejsca związania 
tRNA: aminoacylo-tRNA (AA-tRNA) w miejscu A, 
peptydylo-tRNA (P-tRNA) w miejscu P, deacylowa­
nego tRNA (D-tRNA) w miejscu E i stanu rybosomu:
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pre- lub posttranslokacyjnego przyjmuje różne kon­
formacje [8]. Związanie do podjednostki 50S ligan- 
dów, takich jak  czynnik elongacyjny EF-G lub 
AA-tRNA powoduje przyjęcie dobrze rozwiniętej 
struktury przez ten słupek (porównaj rozdziały V i 
VI). Równie elastyczną strukturą jes t słupek LI. 
Mogło to być przyczyną ich niewykrycia na mapie 
gęstości elektronowej H. m arism ortui [5].

III. Budowa małej podjednostki rybosomal- 
nej

W 2000 roku udało się uzyskać również strukturę 
krystaliczną małej podjednostki rybosomalnej z 
Thermus therm ophilus przy rozdzielczości 3,3 A [6]. 
Zbudow ana jes t  ona z 19 białek oraz cząsteczki 16S 
rRNA (Ryc. 4A). Uwidocznione cechy morfologicz­

Ryc. 4. Struktura drugorzędowa 16S rRNA, na podstawie [1 ,2 ,31 ,34 ,35 ]. A —  zaznaczone są fragmenty struktury dyskutowane w tekście; rysunki B, 
C, D korelują z odpowiednimi zaciemnionymi obszarami, rysunki E i F korelują z miejscem zaznaczonym kolorem czarnym, B —  centralna 
domena 16S rRNA, C —  obszar oddziaływania 16S rRNA z białkiem S7, D —  przedostatnia helisa (H44) 16S rRNA, zaciemniony obszar 
wskazuje na miejsce wiązania AA-tRNA i P-tRNA, E — opisany w tekście schemat tworzenia par zasad 912-885 w cząsteczce 16S rRNA, F 
—  opisany w tekście schemat tworzenia par zasad 912-888 w cząsteczce 16S rRNA.
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ne podjednostki 3OS pokryw ają się z wcześniej uzy­
skanymi wynikami [1, 2, 4, 6, 7]. Wyróżnić można 
wierzchołek z nosem, przewężenie, podstawę, plat­
formę i ramię oraz stopę z palcem nazywanym rów­
nież ostrogą (Ryc. IB). Powierzchnia podjednostki 
stanowi najważniejszą funkcjonalnie część i u tw o­
rzona jest głównie z helikalnych nici 16S rRNA 
tworzących szkielet podstawy, ramienia i platformy 
[7]. Białka małej podjednostki wydają się pełnić rolę 
stabilizującą odpowiednią konformację 16S rRNA, 
chociaż nie można wykluczyć udziału kilku białek w 
bezpośrednim zaangażowaniu w procesie biosynte­
zy [1],

Pionowo, wzdłuż długiej osi podjednostki 30S 
rozciągają się helisy H7, H44 oraz H16/H17 16S 
rRNA [6]. Helisy H44 i H 16 /H 17 leżą na płaskiej po­
wierzchni oddziałującej z dużą podjednostką. Te pio­
nowe helisy połączone są ze sobą krótszymi odcinka­
mi helikalnymi, wśród których w ażną funkcję pełnią 
helisy H21-H23 (Ryc. 4B), rozciągające się od ra­
mienia do platformy podjednostki.

Cząsteczkę 16S rRNA można podzielić na trzy 
strukturalne domeny: domenę 3 ’, domenę centralną i 
domenę 5 ’ [31]. Każda z tych domen wraz z zasocjo- 
wanymi białkami może być rozpatrywana jako od­
dzielny kompleks rybonukleoproteinowy tworzący 
odpowiednio podstawę, platformę i wierzchołek 
małej podjednostki (Ryc. 4A). Białka S6, S8, S i l ,  
S 15, S 18, S 2 1 (70kDa) wraz z centralną dom eną 16S 
rRNA tworzą platformę (Ryc. 4A, 4B). Wchodzące 
w skład kompleksu białko S 11 uczestniczy w selekcji 
tRNA [20], wykazano też możliwość jego od­
działywania z białkiem L2 dużej podjednostki w 
funkcjonalnym kompleksie 70S [7]. Białko S8 wiąże 
się do helisy H 2 1 [32] i wraz z białkami S4 i S5 (które 
prawdopodobnie oddziałują z m RNA) tworzy 
połączenie platformy z ramieniem [6]. Mutacje 
białek S4 i S5 pow odują błędy odczytu mRNA, co 
wskazuje na możliwość ich zaangażowania w kiero­
wanie procesem translacji [33]. Tworząca platformę 
niższa część centralnej domeny 16S rRNA utworzo­
na jest z połączenia trzech helis (H20, H21, H22), 
wyższa część zawiera helisy H23a, H23b (Rys. 4B) i 
jes t  miejscem wiązania białek S6 i S 18 [34]. Białko 
S6 oddziałuje z m niejszą b ruzdą 16S rRNA w m iej­
scu połączenia helisy H22 z H23b, a białko S I 8 
wiąże się z S6 i oddziałuje z 16S rRNA w obrębie 
jednoniciowych odcinków helisy H23a. Do ich 
przyłączenia jest jednak  wymagane wcześniejsze 
związanie białka S 15 z w yższą częścią centralnej do­
meny 16S rRNA. Białko S 15 oddziałuje z pętlą 
GAAG helisy H23a oraz z m niejszą bruzdą H22, sta­
bilizując w ten sposób strukturę rdzenia centralnej

domeny, jednocześnie  tworzy ono mostek B4 z he­
lisą H69 23S rRNA [7], Przód i tył p latform y w yka­
zują pewną elastyczność względem siebie [1]. Ta 
część podjednostki przyczynia się do wiązania 
P-tRNA w miejscu P i po asocjacji z dużą podjed­
nostką zmienia swoją konformację [35]. W wyższej 
części platformy znajduje się om ówiona w dalszej 
części rozdziału sekwencja anty-Shine-Dalgarno.

Wierzchołek podjednostki 30S składa się głównie 
z 3 ’końca 16S rRNA (oprócz dwóch ostatnich helis 
H44 i H45) [6] i jes t  miejscem oddziaływania 
mRNA, cząsteczek AA-tRNA, P-tRNA i D-tRNA 
oraz czynnika elongacyjnego EF-G [36]. Z grupow a­
nie białek w obrębie wierzchołka stabilizuje trzecio­
rzędową strukturę 16S rRNA złożonego z krótkich 
helis i kilku wielohelisowych połączeń o skom pliko­
wanej architekturze [6], Najwyższa część w ierz­
chołka utworzona jes t  przez helisy H41 i H42 (Ryc. 
4C). Struktura określana jako nos złożona jes t  z helis 
H33 i H33a. Upakowane razem helisy 
H35/H36/H38/H39 leżą po przeciwnej stronie w ierz­
chołka. Helisy H29, H30, H32 owijające się wokół 
wierzchołka tw orzą owalną „kieszeń” dla białek. 
Połączenie pętli helis H28, H29 i H43 stanowi m iej­
sce wiązania białka S7. Struktura krystaliczna małej 
podjednostki [6] wykazała, że białko S7 leży w po­
bliżu miejsc P i E i możliwe jest jego zaangażowanie 
w wiązanie P-tRNA oraz D-tRNA [37]. Białko S7 
wydaje się wpływać na stabilność struktury 
16S rRNA w obrębie całego centrum dekodującego 
stanowiącego część wierzchołka. Jedynym  połącze­
niem między wierzchołkiem a podstaw ą je s t  helisa 
H28. Przewężenie pełni rolę „stawu” um ożli­
wiającego zmianę konformacji w ierzchołka podczas 
kolejnych etapów translacji. Różnorodność kształtu 
wierzchołka uwidoczniona została dzięki m ikrosko­
pii krioelektronowej [8] oraz rentgenografii [1]. 
Zmiana konformacji wierzchołka wydaje się być 
skorelowana z ruchem platformy na skutek asocjacji 
z podjednostką 50S lub przyłączenia czynnika inicja­
cyjnego IF3 [8].

Niższa część podstawy, określana jako  stopa pod­
jednostki, ma zw artą  strukturę, podczas gdy wyższa 
partia podjednostki 30S tworzy elastyczny region 
obejmujący szczelinę miejsca dekodującego, p lat­
formę i ramię [6]. Stopa utworzona jes t  z helis 
H 6-H 11 oraz białka S20 i uważa się, że funkcjonuje 
jako element kontrolujący w zględną orientację do­
men na powierzchni podjednostki, jak  i w obrębie 
centrum dekodującego. Białko S20 jes t  jedynym  
białkiem obecnym na powierzchni podstawy. W 
znacznym stopniu przyczynia się ono do procesu de­
kodowania. Brak białka S20 w rybosomach pow odu­
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je  błędy odczytywania mRNA, zw iększoną wrażli­
wość na temperaturę, redukcję zdolności do asocjacji 
z dużą podjednostką oraz osłabienie oddziaływań 
kodon-antykodon [38], Białko to może utrzymywać 
odpowiednią konformację helisy H44 stanowiącej 
część centrum dekodującego, ma też zdolność w iąza­
nia mRNA. Umiejscowienie białka S20 na spodzie 
podjednostki 30S jest zgodne z wynikami badań b io ­
chemicznych [1] oraz wcześniejszym modelem [39], 
Można się też spotkać z wynikami wskazującymi na 
jego umiejscowienie w rejonie ramienia jak  i wierz­
chołka [40]. Na spodzie podjednostki zlokalizowano 
również białko S 16 [6]. W obrębie podstawy, rów no­
legle do pionowej helisy H44 biegnie helisa H7 roz­
widlająca się w wyższej części do helisy H8. Stanowi 
to granicę między niższą, zw artą  częścią podstawy, a 
jej wyższym regionem.

Ramię składa się głównie z dwóch wydłużonych 
struktur helis H15/H18 i H16/H17. Równoległe 
ułożenie tych struktur i ich wzajemne oddziaływanie 
wydaje się stanowić szkielet tej części małej podjed­
nostki. Dzięki prostopadłemu ułożeniu helis H3 i H4, 
utworzona zostaje zwarta struktura ramienia, 
złożona z połączonych pięciu helis (H3/H4/H16/ 
H17/H18 16S rRNA). Pętle helis ramienia ( H I 6 i 
HI 8) tworzą jedną  część tzw. zatrzasku (ang. la tch ), 
przez który przypuszczalnie przechodzi mRNA. 
Przy rozdzielczości 3.3 A [6] jedynym  widocznym 
białkiem na powierzchni ramienia podjednostki 30S 
oddziałującej z dużą podjednostką jes t białko S12. 
Prawdopodobnie oddziałuje ono z mRNA, co może 
wskazywać na udział w procesie dekodowania, gdyż 
jego mutacja wzmacnia wierność translacji [33]. 
Uzyskana wcześniej struktura krystaliczna małej 
podjednostki z T. therm ophilus  uwidoczniła dodat­
kowo na powierzchni ramienia obecność części 
białka S7 [1, 37]. S7 może być zaangażowane w 
wiązanie P-tRNA D-tRNA do małej podjednostki
[6], ze względu na jego położenie w pobliżu miejsc P 
i E [37],

Centrum dekodujące jes t  odpowiedzialne za kon­
trolę wierności oddziaływań kodon-antykodon. Zlo­
kalizowano je  w niższej części wierzchołka i wyższej 
części podstawy [6]. Sekwencja ló S r R N A w ty m  re­
gionie wykazuje znaczny konserwatyzm co jest 
zgodne z uniwersalnością procesu dekodowania. W 
skład centrum wchodzi helisa H44 (tworząca też 
mostki pomiędzy podjednostkami [2]) (Ryc. 4A, 
4D), helisa H45, H27 (pełniąca funkcję przełącznika, 
który został dokładnie opisany w rozdziale do­
tyczącym allosterii rybosomu) (Ryc. 4B), centralny 
pseudowęzeł, helisa H I 8 (wraz z pętlą  występującą 
w jej strukturze), helisa H34 (jest to główna struktu­

ra poprzeczna wierzchołka) oraz końce 3 ’ i 5 ’ 16S 
rRNA, [6]. Nukleotydy helisy H44 16S rRNA 
(1492-1498 tworzące pary zasad z 1402-1408) 
(Ryc.4D) tworzą miejsca A i P wiązania AA-tRNA i 
P-tRNA [6]. Koniec 3 ’ 16S rRNA jest wysoce ela­
styczny i zawiera on sekwencję anty-Shine-Dalgar- 
no. Zlokalizowana jest ona w pobliżu białka S 11 oraz 
miejsca wiązania czynnika inicjującego IF3 [41], Se­
kwencja ta bierze udział w inicjacji translacji. Po­
między podstaw ą a wierzchołkiem podjednostki 30S 
elementy centrum dekodującego tworzą wydłużoną, 
zagiętą strukturę określoną przez S c h l u e n z e n ’ a 
jako tunel [6], przez który przechodzi m RNA 
(Ryc. 5A). Tunel ten powstaje dopiero w wyniku aso­
cjacji podjednostek i związanych z tym zmian kon- 
formacyjnych małej podjednostki (Ryc.5A, 5B) [8]. 
Wejściem do tego tunelu, utworzonym między heli­
sami ramienia i nosa wierzchołka [ó], jes t zatrzask 
(porównaj R yc.IB  , na którym strzałkami zaznaczo­
no omówione elementy strukturalne, *,# wskazują 
miejsca kontaktu ramienia z wierzchołkiem).

Pętle antykodonowe AA-tRNA i P-tRNA w m iej­
scach A i P nie oddziałują z żadnym białkiem małej 
podjednostki. Struktura 16S rRNA wymusza zdefi­
niowaną funkcjonalnie architekturę elementów od­
działujących i interakcję kodonu mRNA z antykodo- 
nem tRNA. Badanie struktury miejsc P i E ujawniło 
przykład mimikry struktury białek i sekwencji RN A 
z nimi związanych. Kształt kompleksu utworzonego 
przez helisę H30 16S rRNA oddziałującą z P-tRNA 
w miejscu P jes t  podobny do struktury kompleksu de- 
acylowanego tRNA związanego z białkiem S7 w 
miejscu E [6],

IV. Dynamika oddziaływań między podjed­
nostkami

Rozwiązanie metodami rentgenograficznymi 
struktury rybosomu z Thermus therm ophilus  [2] w 
znacznym stopniu przyczyniło się do określenia lo­
kalizacji oddziaływań pomiędzy podjednostkami 
tworzącymi funkcjonalny kompleks 70S. Zostały 
one opisane w naszym poprzednim artykule w P ostę­
pach B iochem ii [4]. Struktura rybosomu Escherichia  
coli uzyskana dzięki mikroskopii krioeiektronowej 
[7] pozwoliła dokładniej określić budowę elemen­
tów łączących podjednostki (Tabela 3) (Ryc. 1A, 
IB).

Porównanie struktury izolowanych podjednostek 
[1, 3] z funkcjonalnymi kompleksami 70S [2,7] 
wskazuje na ruch elementów tworzących mostki 
[35]. Szczególnie interesująca pod tym względem 
jest przedostatnia helisa 16S rRNA (H44) (Ryc. 4D),
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Tabela 3

Mostki łączące podjednostki 30S i 50S, na podstawie [1, 2, 3, 5-7, 48], Graficzne przedstawienie mostków zawiera rycina 1 (Ryc. 1).

Mostki Oddziaływanie

16S rRNA 23S rRNA Białka Ogólnie

B la H38 domeny II Wierzchołek podjednostki 30S z cen­
tralną wypukłością 50S

B ib
B lc

Wierzchołek podjednostki 30S z cen­
tralną wypukłością 50S w miejscu wy­
stępowania 5S rRNA

B2a H44 położona na 
platformie 30S

H69 położona w 
szczelinie miejsca 
aktywnego

B2b

B2c

H24

H27

}H68,H71 L3

S il

Platforma 30S z obręczą szczeliny 
miejsca aktywnego 5OS

B2d H23b L2

B2e' H23a

B5a H44 H63 L14 położone w pobliżu 
domeny a-sarcyny

L14

Palec ramienia 30S

B62 Pętla H44

B5b H44

B3 H44

B4 H69 S 15

B 2 e’ Brak m ostka u T. therm ophilus [2]; u E. coli połączenie to określono jako  silne [7],
B6 2 U T. therm ophilus m ostkiem  B6 określono strukturą utw orzoną przez inne elem enty [2, 4],

której wyższa część bierze udział w procesie dekodo­
wania i kontroli wierności oddziaływań kodon-an- 
tykodon. Helisa H44 tworzy mostki z podjednostką 
50S aż w pięciu regionach B2a, B3, B5a i b, B6 [7]. 
Struktura tych długich połączeń odgrywa rolę w dy­

namice rybosomu. Porównanie struktury izolowanej 
podjednostki 30S [1] wskazuje na przesunięcie H44 
po asocjacji podjednostek [7]. Helisa ta może funk­
cjonować jako czujnik rozpoczynający składanie 
kompleksu funkcjonalnego 70S z podjednostek i ini­

Ryc. 5. Schemat podjednostki 30S, na podstawie [8], A —  izolowana podjednostką 30S, B —  schemat konformacji podjednostki 30S po asocjacji z 
dużą podjednostką
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cjujący zmiany strukturalne regionu dekodującego
[7J.

Małe zmiany konformacyjne przyległych regio­
nów podjednostki 50S m ogą powodować względnie 
dużą rearanżację kom ponentów  podjednostki 3OS. 
Najprawdopodobniej struktury te odgrywają zasad­
niczą rolę w asocjacji i koordynacji funkcji dwóch 
podjednostek. N a szczególną uwagę zasługują most­
ki B3 i B2c [1, 2], których zmiana konformacyjna 
powiązana została z translokacją. Zmiany konfor­
macyjne helisy H27 16S rRNA, pow odują bardzo 
duże zmiany struktury H44, a także bardziej od­
ległych części podjednostki [35], co spowodowało 
zmianę struktury m ostków  B ib  i B lc .

W wyniku asocjacji podjednostek do funkcjonal­
nego kompleksu 70S, mała podjednostka podlega 
wielu zmianom (Ryc. 5A, 5B). Asocjacja powoduje 
zbliżenie w ierzchołka do ramienia, aż do utworzenia 
połączenia między nimi. W wyniku tego powstaje tu­
nel dla mRNA. Platform a natomiast głównie w czę­
ści szczytowej zw ija się ku wierzchołkowi. Zasięg 
zmian konformacyjnych obejmuje wierzchołek po­
przez przewężenie do platformy i ramienia, co po­
krywa się z lokalizacją najważniejszych funkcjonal­
nie domen 16S rRNA. Sekwencje te charakteryzują 
się również wysokim konserwatyzm em  [8]. Wierz­
chołek podjednostki je s t  przyłączony do podstawy 
tylko za pom ocą jednej helisy, co tłumaczy zdolność 
tej części podjednostki do niezależnego ruchu [42]. 
Miejsce zbiegu wierzchołka, platformy i ramienia 
jes t  miejscem oddziaływania pętli antykodonowych 
AA-tRNA i P -tR N A 'w  miejscach A i P [40]. W po­
bliżu przewężenia zlokalizowany jes t też region de­
kodujący (sekwencja anty-Shine-D algam o na p lat­
formie w regionie 530 16S rRNA) odgrywający 
ważną rolę w oddziaływaniu AA-tRNA w miejscu A. 
Region ten jes t um iejscow iony jes t  w pobliżu ramie­
nia. Mniej wyraźne zm iany konformacyjne zachodzą 
w podstawie podjednostki 30S. Zmiany konforma­
cyjne podjednostki 30S wywołane asocjacją z dużą 
podjednostką pow odują  całkowicie odmienny 
rozkład białek rybosom alnych i rRNA w miejscu od­
działywania AA-tRNA. W konsekwencji tych zmian 
obserwujemy różnice oddziaływań tR N A fMet i 
P-tRNA w miejscu P porównując fazy inicjacji i 
elongacji [8]. Poprzez interpretację tych przemian 
konformacyjnych m ożna tłumaczyć specyficzny m e­
chanizm rozpoznawania przez rybosom inicjatoro- 
wego i elongacyjnego tR N A Met. Zmiany konforma­
cyjne ważnych funkcjonalnie regionów praw dopo­
dobnie ułatwiają kolejne fazy etapu elongacji. Szcze­
gólnie w ażną rolę m ogą one odgrywać podczas trans- 
lokacji.

V. Mechanizm translacji

Proces biosyntezy białka obejmuje trzy etapy: ini­
cjację, elongację i terminację. Zarówno inicjacja jak  
i terminacja zależą od występowania specyficznych 
kodonów tj. kodonów start oraz stop w mRNA. U 
prokariota faza inicjacji jes t  kontrolowana przez trzy 
czynniki inicjacyjne IF-1, IF-2, IF-3. Faktor inicja­
cyjny IF-2 najprawdopodobniej tworzy kompleks 
potrójny z GTP oraz inicjatorowym tR N A fMet 
niosącym N-form ylometioninę [43]. IF-3 znany jes t  
jako  czynnik anty asocjacyjny, wiąże się do ryboso- 
malnej podjednostki 30S i zapobiega jej asocjacji z 
dużą podjednostką [8]. Jak już  wspomniano u tw orze­
nie kompleksu funkcjonalnego 70S powoduje liczne 
zmiany konformacyjne w obrębie podjednostek.

Zaproponowano wiele modeli wiązania tRNA na 
rybosomie podczas etapu elongacji. Trzy z nich uw a­
żamy za zasadnicze: allosteryczny model trójmiej- 
scowy, model stanu hybrydowego oraz model a -e  
(modele te zostały omówione w naszym w cześniej­
szym artykule w Postępach B iochem ii [4]). In ten­
sywne badania cyklu elongacyjnego nie potwierdziły 
w pełni żadnego z zaproponowanych modeli, je d n a ­
kże model allosteryczny oraz a -e  są najlepiej udoku­
m entowane danymi eksperymentalnymi [6, 44], K il­
ka innych propozycji m echanizmu aktywności rybo- 
somu nie spotkało się z pozytywną weryfikacją  w 
pracach eksperymentalnych [26 i prace tam cytow a­
ne].

W elongacji b iorą udział dwa czynniki EF-Tu i 
EF-G. Czynnik EF-Tu składa się z trzech domen 
tworzących dwie jednostki strukturalne o różnym 
względem siebie układzie, w zależności od stanu 
funkcjonalnego [43]. EF-Tu tworząc kompleks p o ­
trójny z GTP i AA-tRNA, ochrania przed hydrolizą 
wiązanie estrowe i dostarcza AA-tRNA do ryboso- 
malnego miejsca A. W miejscu tym zachodzi dw u­
etapowa selekcja AA-tRNA zależna od kodonu: 
przed hydrolizą GTP związanego z EF-Tu (ang. ini- 
tial selec tion ) oraz po hydrolizie EF-Tu-GTP, ale 
przed utworzeniem wiązania peptydowego (ang. 
proofreading) [42],

Rozpoznanie odpowiedniego kodonu przez an- 
tykodon AA-tRNA powoduje stabilizację kom plek­
su potrójnego przez oddziaływanie AA-tRNA z 
m RNA jak  I rybosomem. Oddziaływanie k o d o n -  
antykodon jest sygnałem aktywującym centrum 
GTPazowe rybosomu ze związanym kom pleksem  
EF-Tu-GTP-AA-tRNA [45], w wyniku czego ma 
miejsce hydroliza GTP. Miejsca oddziaływania 
czynnika EF-Tu z podjednostkami rybosonalnymi 
zostały opisane we wcześniejszym artykule w P ostę­
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pach B iochem ii [4]. Pętle antykodonowe AA-tRNA 
w miejscu A oraz P-tRNA w miejscu P oddziałują 
wyłącznie z elementami małej podjednostki. Nie jes t 
znany mechanizm przekazywania sygnału z miejsca 
oddziaływania kodonu m RN A  z pętlą  antykodonow ą 
AA-tRNA do domeny G EF-Tu. W ykazano udział 
AA-tRNA w przekazywaniu tego sygnału [45], j e d ­
nakże nie wyklucza to możliwości jego transmisji za 
pośrednictwem rybosomu. Zdawałyby się o tym 
świadczyć liczne mostki utworzone pom iędzy pod- 
jednostkami (patrz P ostępy B iochem ii [4]) oraz ich 
zmiany konformacyjne na różnych etapach procesu 
biosyntezy białka [7, 8].

Helisa H44 16S rRNA biorąca udział w procesie 
dekodowania oraz kontroli wierności oddziaływań 
kodon-antykodon jednocześnie  tworzy mostki z pod­
jednostką 50S [7]. W przekazywanie sygnału akty­
wującego może być także zaangażowane białko S i l ,  
któremu przypisuje się udział w selekcji AA-tRNA 
[20], tworzące kolejny m ostek (B2d). Możliwy jes t

ich ruch względem siebie wpływa na zmianę konfor­
macji całego słupka. Ze względu na powiązania 
zmiany konformacji w obrębie podjednostek, jak  i 
dynamicznej struktury łączących je  mostków, do tej 
pory nie udało się ustalić drogi przekazywania sy­
gnału aktywującego hydrolizę GTP związanego z 
EF-Tu. Wykazano jednak, że izolowany tetramer 
białek L7/L12 nie stymuluje hydrolizy GTP-EF-Tu, 
ale silnie wpływa na hydrolizę GTP związanego z 
EF-G [46], pomimo że w rybosomach miejsca od­
działywań obydwu czynników elongacyjnych czę­
ściowo się nakładają.

Hydroliza GTP i powstanie formy EF-Tu-GDP [6] 
powoduje oddysocjowanie czynnika z rybosomu ze 
względu na niskie powinowactwo formy GDP EF-Tu 
do AA-tRNA [45], Umożliwia to zajęcie miejsca A 
przez koniec akceptorowy AA-tRNA na podjednost- 
ce 50S i utworzenie wiązania peptydowego między 
P-tRNA związanego w miejscu P, a AA-tRNA uw ol­
nionego od czynnika EF-Tu w miejscu A. Zajęciu

Ryc. 6. Związek pośredni o tetraedrycznym rozkładzie wiązań, powstający podczas syntezy wiązania peptydowego (A) oraz jego analog —  Inhibitor 
Yarus’a (B), na podstawie [9]. Zaciemnione obszary wskazują układ tetraedrycznych wiązań dla atomu węgla (A) oraz dla atomu fosforu (B).

też udział mostka B6 utworzonego pom iędzy pętlą 
helisy H44 16S rRNA a białkiem L I 4. Białko to 
umiejscowione jes t  w pobliżu domeny a-sarcyny, z 
k tórą oddziałują czynniki elongacyjne. Zmiany w 
układzie tej domeny względem  białek L14 i L6 
stwierdzono, porównując struktury zaproponowane 
na podstawie wyników uzyskanych metodami rent- 
genograficznymi [2] i m ikroskopią krioelektronową
[7]. Obrót osi pętli a -sarcyny  powoduje zbliżenie jej 
3 ’ i 5 ’ końca do białka L14. W pływa to na pozycjętej 
struktury względem białka L I I  i sekwencji rRNA z 
nim połączonej, a wchodzącej w skład centrum GT- 
Pazowego [7]. Te dwie struktury usytuowane są w 
dwóch różnych płatach podstawy słupka L7/L12 i

przez AA-tRNA miejsca A może towarzyszyć obrót 
całej cząsteczki lub tylko jej ramienia akceptorow e­
go względem domeny antykodonowej [47]. Rybo- 
som z zajętym miejscem A przez A A -tR N A  oraz 
miejscem P przez P-tRNA znajduje się w tzw. stanie 
pretranslokacyjnym (PRE). Pętle antykodonowe 
tych dwóch cząsteczek tRNA znajdują się w bezpo­
średnim sąsiedztwie wejścia do tunelu dla mRNA 
[48] przechodzącego w pobliżu przewężenia podjed­
nostki 30S. Pętla antykodonowa AA-tRNA jest  u lo­
kowana po stronie ramienia, podczas gdy pętla an­
tykodonowa P-tRNA od strony platformy tunelu. 
Miejsce A utworzone jest przez ramię w pobliżu re­
gionu pętli 530. Region 1400/1500 tworzy miejsce P.
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Tak więc domeny antykodonowe AA-tRNA i 
P-tRNA w miejscach A i P są ulokowane w centrum 
dekodującym małej podjednostki. Koniec 3 ’CCA ra­
mienia akceptorowego cząsteczki AA-tRNA w m iej­
scu A skierowany jest natomiast ku wejściu do tunelu 
na podjednostce 50S. Cząsteczki AA-tRNA i 
P-tRNA w miejscach A i P dużej podjednostki znaj­
dują się blisko białek LlOe oraz L5 [9]. Obydwa te 
białka oddziałują z 5S rRNA. Możliwe jest, że 
5S rRNA pomaga stabilizować związane w tych 
miejscach cząsteczki tRNA co byłoby zgodne z ob­
serwacją, że 5S rRNA wzmaga aktywność ryboso- 
mu, ale jego obecność nie jest absolutnie konieczna 
do utrzymania aktywności rybosomu [49]. Cząstecz­
ka AA-tRNA w miejscu A oddziałuje z wysoce kon­
serwatywną pętlą 23S rRNA, która wraz z białkiem 
LlOe tworzy dużą, wklęsłą  powierzchnię łączącą się 
z helisą T ^ C  cząsteczki tRNA, wykorzystując to 
samo miejsce wiązania co EF-Tu [9]. Nukleotyd C75 
ramienia akceptorowego AA-tRNA tworzy nato­
miast pary Watsona-Cricka z guaniną G2553 pętli 
miejsca A. Oddziaływanie to jes t  zgodne z w cze­
śniejszymi opisanymi wynikami [50].

Synteza wiązania peptydowego między grupą 
am inową AA-tRNA a karboksylow ą peptydy- 
lo-tRNA zachodzi poprzez utworzenie związku 
przejściowego —  węgla o tetraedrycznym układzie 
wiązań (Ryc. 6 A) [9]. Wykorzystanie analogu 
związku przejściowego (tzw. inhibitor Yarus’a) 
umożliwiło wyjaśnienie m echanizm u reakcji tworze­
nia wiązania peptydowego podczas elongacji. Inhibi-

A

odpowiednikiem atomu węgla o tetradrycznym 
układzie wiązań związku przejściowego; reszta CCA 
oddziałuje z miejscem P na podjednostce 50S. Roz­
wiązanie struktury podjednostki 50S przy rozdziel­
czości 2,4 A uwidoczniło położenie reagujących 
grup podczas syntezy wiązania peptydowego. W ich 
pobliżu nie ma białek co wskazuje, że za aktywność 
katalityczną odpowiedzialne jes t  rRNA a nie jak  do­
tychczas sądzono —  białka rybosomalne. Inhibitor 
Y arus’a wiąże się do dużej podjednostki na dnie 
szczeliny przy wejściu do tunelu, który biegnie ku 
tyłowi podjednostki. Miejsce to otoczone jest nukle- 
otydami centralnej pętli domeny V 23 S rRNA, 
tworzącymi centrum peptydylotransferazowe, czyli 
region odpowiedzialny za syntezę wiązania peptydo­
wego. Nukleotydami odgrywającymi k luczow ą rolę 
w  obrębie centrum aktywnego są: A2450, A2451, 
G2447, G2061 (Ryc. 7) co potw ierdzają  również 
liczne badania biochemiczne [51,52 i prace tam cyto­
wane]. Mutacje w obrębie centrum pow odują utratę 
aktywności katalitycznej w tworzeniu wiązania pep­
tydowego [53] oraz oporność na antybiotyki będące 
jej inhibitorami [54]. Reszta fosforanowa inhibitora 
Y arus’a wiąże się w pobliżu jednoniciow ych odcin­
ków centrum peptydylotransferazowego. Z domeną 
V 23S rRNA oddziałuje 15 białek, jednak  w pobliżu 
inhibitora brak jest domen globularnych zdolnych do 
katalizowania reakcji. Wcześniej nie wykluczano 
udziału białek L2 i L3 w aktywności peptydylotrans- 
ferazowej. Ich rozciągnięte domeny penetrują  szkie­
let domeny V 23S rRNA. Sekwencja LrRNA ota-

B C

Ryc. 7. Dyskutowany w tekście mechanizm tworzenia wiązania peptydowego, na podstawie [9].

tor Yarus’a zbudowany jes t  z oligonukleotydu zawie­
rającego sekwencję CCA połączonego poprzez gru­
pę fosfoamidową z purom ycyną (Ryc. 6B). Puromy- 
cyna jest analogiem A A-tRNA i przyłącza się do ry- 
bosomalnego miejsca A; grupa fosfoamidowa jest

czająca inhibitor Y arus’a jes t  ściśle upakow ana w 
podobny sposób do miejsc aktywnych enzymów 
białkowych, a nukleotydy oddziałujące z inhibito­
rem są wysoce konserwatywne we wszystkich trzech 
królestwach [9]. Mapa gęstości elektronowej rybo-
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somalnej podjednostki 50S bez zw iązanych ligan- 
dów [5] ukazuje wiele w iązań wodorow ych w kry­
tycznym rejonie miejsca aktywnego, utworzonych 
także za pośrednictwem wody. W  obrębie centrum
aktywnego w ystępują również jo n y  M g iK  stabili­
zujące jego strukturę. M ożliwość udziału 23S rRNA 
w tworzeniu wiązania peptydowego z wykluczeniem 
białek postulowano już  w 1998 roku [55].

Za aktywność katalityczną najprawdopodobniej 
odpowiedzialny jes t nukleotyd A 2451, który znajdu-

wiązania amidowego, peptydowego, glikozydowego 
oraz tworzenia wiązań C-C [57]. Na podstawie tych 
danych wysunięto hipotezę, iż rybosom pełni rów­
nież funkcję rybozymu [9].

Utworzenie wiązania peptydowego stymuluje 
spontanicznie translokację [59]. Za ten etap elonga- 
cji odpowiedzialny jes t czynnik EF-G. Chociaż 
translokacja może też zajść bardzo wolno bez 
udziału tego czynnika [36], hydroliza GTP związa­
nego z EF-G jest konieczna do szybkiej reakcji. Hy-

Ryc. 8. Tautomer aminowy (A) i iminowy (B) A 2451 oraz G2447 wraz z resztami tworzącymi centrum peptydylotransferazowe, na podstawie [9], Za­
ciemnione obszary wskazują różnice między formami tautomerycznymi.

je  się najbliżej reagujących grup (Ryc. 7) [9]. Proto- 
nacja azotu w pozycji trzeciej (N3) nukleotydu 
A2451 umożliwia tworzenie w iązania wodorowego 
z atomem tlenu reszty fosforanowej inhibitora, stabi­
lizując związek pośredni (Ryc. 7A). A2451 funkcjo­
nuje jako zasada Lewisa. Reszty 23S rRNA zaanga­
żowane w tworzenie centrum m o g ą  występować w 
dwóch formach tautomerycznych: aminowej lub rza­
dziej iminowej (Ryc. 8A, 8B). W w yniku oderwania 
atomu wodoru przez N3 A2451 z reszty a-am inow ej 
(Ryc. 7B), następuje nukleofilowy atak atomu azotu 
z grupy a-am inow ej na atom w ęgla peptydy- 
lo-tRNA. Proton zostaje następnie przekazany z N3 
na koniec 3 ’ deacylowanego tRNA, związanego w 
miejscu P, zaraz po odłączeniu od niego nowo u tw o­
rzonego peptydu (Ryc. 7C). M echanizm  katalizow a­
nia syntezy wiązania peptydowego przez rybosom 
jest analogiczny do poznanych wcześniej w łaśc iw o­
ści katalitycznych rybozymów [56]. Rybozym y są to 
cząsteczki RNA posiadające aktywność katali­
tyczną, np.: przenoszenia grup acylowych, tworzenia

droliza fosforanu indukuje zmiany konformacyjne 
czynnika elongacyjnego, co skorelowane jest ze 
zmianami struktury rybosomu pozwalającymi na 
przesunięcie związanych z nim cząsteczek tRNA. 
Uzyskana struktura krystaliczna EF-G z T. ther- 
mophilus  ukazała podobieństwo budowy dwóch (do­
meny 1 i 2) z pięciu domen do EF-Tu. Domeny 3 ,4 ,  5 
czynnika EF-G naśladują natomiast kształt 
AA-tRNA [44]. W strukturach krystalicznych kom ­
pleksów rybosom-EF-G [36] w stanie pre- i post- 
translokacyjnym (POST) nie udało się jednak  dopa­
sować w pełni struktury krystalicznej samego czyn­
nika, co wskazuje na przyjmowanie przez niego róż­
nych konformacji w zależności od stanu rybosomu. 
W stanie PRE EF-G łączy szczeliną między podjed- 
nostkami rybosomu. Domena 1 czynnika oddziałuje 
ze słupkiem L7/L12 podjednostki 50S, a domena 4 
EF-G z ramieniem podjednostki 30S przy dnie szcze­
liny utworzonej między wierzchołkiem a ramieniem. 
Konformacja EF-G w kompleksie pretranslokacyj- 
nym wydaje się być bardziej „otwarta” w porów na­
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niu ze strukturą krystaliczną izolowanego czynnika. 
Istotnym faktem jes t  jego  kontakt ze słupkiem 
L7/L12, ponieważ wykazano że izolowane białka 
L7/L12 silnie stymulują hydrolizę GTP związanego 
z EF-G [46], chociaż indukowanie tej hydrolizy 
przez cały rybosom jest bardziej efektywne. W stanie 
POST (gdzie D-tRNA zajmuje miejsce E, a P-tRNA 
miejsce P) zmianie ulega zasięg oddziaływań EF-G z 
rybosomem. W ierzchołek domeny 4 czynnika sięga 
głęboko ku centrum dekodującemu [36], Widoczne 
jest przesunięcie czynnika w kierunku podjednostki 
30S, tworząc dodatkowe połączenie z jej podstaw ą i 
wierzchołkiem. Oddziaływanie EF-G z dużąpodjed- 
nostką ogranicza się do kontaktu domeny 1 czynnika 
z globularną częścią słupka L7/L12. Możliwe jest, że 
uwolnienie fosforanu w pozycji y z GTP przyłączo­
nego do EF-G indukuje zmiany struktury czynnika, 
które kierują następnie zmianami konformacyjnymi 
podjednostek, co z kolei umożliwia translokację.

Jak już  wspomniano, stan POST charakteryzuje 
się związaniem P-tRNA w miejscu P oraz D-tRNA w 
miejscu E. W strukturze krystalicznej podjednostki 
rybosomalnej 50S H. m arism ortui [9] wykazano sil­
ne oddziaływanie D-tRNA w miejscu E z białkiem 
L44e. Wykazano, że u E .coli w przyłączanie D-tRNA 
w miejscu E zaangażowane są nukleotydy 2112, 
2116 ,2 1 6 9  oraz region 2109-2119 23S rRNA [8], 
Nukleotydy te zlokalizowane są w miejscu wiązania 
białka LI domeny V 23S rRNA (2090-2200 23S 
rRNA). Przeprowadzone badania [58] w skazują na­
wet na możliwość istnienia dwóch miejsc wyjścia, 
tzw. E i E2. Odległość między antykodonami 
P-tRNA i D-tRNA w miejscach P i E jes t porów ny­
walna do odległości między miejscami A i P co może 
świadezyć o tym, że pętla antykodonowa w miejscu 
E odcziałuje jeszcze z kodonem mRNA. Znacznie 
większy dystans dzieli miejsce E od E2. Z tego 
względu interakcja z kodonem w miejscu E2 wydaje 
się miło prawdopodobna, a D-tRNA może zostać 
uwolniony z E2 przed ponownym zajęciem miejsca 
E przez tRNA w kolejnej rundzie cyklu elongacyjne- 
go. W/kazano również, że koniec 3 ’CCA P-tRNA w 
miejscu P tworzy dwa wiązania wodorowe z pętlą P 
(z G2251 i G2252), podczas gdy AA-tRNA z pętlą A 
tylko jedno (z G2553) [9]. Ruch cząsteczki tRNA z 
miejsca A do P związany jes t  więc ze zwiększeniem 
oddziaływań. Ponadto końce 3 ’CCA AA-tRNA i 
P-tRNA w miejscu A i P są obrócone względem sie­
bie o 80°. Wynika stąd, że w tych dw'óch miejscach 
wzajemny układ między końcem 3 ’CC A, a akcepto­
row ą  odygą tRNA nie może być tak samo stabilny. 
Jeżeli konformacja AA-tRNA związanego w miejscu

A jes t  mniej stabilna, przesunięcie cząsteczki do 
miejsca P po utworzeniu wiązania peptydowego 
byłoby energetycznie korzystne [9].

VI. Allosteria rybosomu prokariotycznego

Asocjacja podjednostek  oraz przyłączenie do ry­
bosom u ligandów takich jak  mRNA, tRNA czy czyn­
niki elongacyjne (EF-Tu, EF-G) indukują zmiany 
konformacyjne podjednostek. Wyniki wcześniej­
szych badań wykazały, że rybosom występuje w 
dwóch stanach konformacyjnych [48] zgodnie z ist­
nieniem dwóch stanów allosterycznych rybosomu: 
PRE i POST. N a tej podstawie sugerowano, że pod- 
jednostka 30S m a bardziej dynam iczną strukturę niż 
duża podjednostka 50S. Najbardziej elastyczną czę­
ścią 50S wydawał się słupek L7/L12 występujący w 
formie zwiniętej lub rozwiniętej w zależności od eta­
pu cyklu elongacyjnego. Innymi wysoce elastyczny­
mi strukturami dużej podjednostki są: centralna w y­
pukłość oraz słupek LI [8]. Wszystkie te regiony od­
działują z tRNA podczas kolejnych faz elongacji. 
Słupek L7/L12 znajduje się w pobliżu miejsca A 
(miejsca wiązania AA-tRNA), region LI —  miejsca 
E (miejsca wiązania D-tRNA), a miejsce P (wiążące 
P-tRNA) znajduje się pom iędzy mini, blisko central­
nej wypukłości.

Przyłączenie aminoacylo-, peptydylo- lub deacy- 
lowanego tRNA do rybosomu powoduje zmiany 
konformacji słupka L7/L12. W zależności od stanu 
rybosom u (PRE lub POST) tetramer ten wykazuje 
różne stopnie rozwinięcia [8]. Kompleks posttrans- 
lokacyjny wykazuje gęstość w bezpośrednim 
sąsiedztwie słupka, po stronie powierzchni od­
działującej z m ałą  podjednostką. Struktura ryboso­
mu ze zw iązanym  EF-G również wykazała, że słupek 
L7/L12 w tym kom pleksie przyjmuje niezwykle sta­
bilną, dobrze rozw inię tą  konformację. Wskazuje to 
na zaangażowanie tego regionu w translokację. M iej­
sce wiązania D -tR N A  do rybosomu (nukleotydy 
2112,2116, 2169 oraz region 2109-2119 23 S rRNA) 
pokrywa się z sekw encją przyłączającą białko LI 
(2090-2200 dom eny V 2 3 S rRNA). U E. Coli zw iąza­
nie D-tRNA do m iejsca E indukuje zmiany konfor­
macyjne tego regionu. Podobne zmiany konforma­
cyjne zachodzą po związaniu P-tRNA jak  i D-tRNA 
do miejsca P. W ykazano oddziaływanie odpowiednio 
P-tRN A  i D-tRN A w miejscach P i E z przyległymi 
regionami t j . z nukleotydam i 2111 -2112 23 S rRNA i 
z białkiem L33. Związanie inicjatorowego tR N A fMet 
w miejscu P indukuje zmiany konformacyjne w m iej­
scu kontaktu w ierzchołka 30S z centralną w y­
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pukłością podjednostki 50S. Może to być wynikiem 
zmian konformacyjnych 5S rRNA leżącego w obrę­
bie tej wypukłości [8].

Autorzy najnowszych badań sugerują w ystępowa­
nie dwóch alternatywnych możliwości tworzenia par 
zasad w obrębie regionu 912 w 16S rRNA podjed­
nostki 30S (Ryc. 4E, 4F) [35]. Udowodniono, że 
przesunięcie par zasad z pozycji 912-910/885-887 do 
912-910/888-890 wpływa nie tylko na wiązanie 
mRNA i tRNA do rybosomu, ale także wywołuje 
wielkoskalowe zmiany konformacyjne. W ierz­
chołek, ramię i platforma zmieniają  swój wzajemny 
układ w podjednostce 30S i w pływ ają w ten sposób 
na regiony mostków podjednostki 50S, a szczególnie 
centralnej wypukłości. Przesunięciu par zasad towa­
rzyszy obrót wierzchołka ku dużej podjednostce oraz 
zgięcie platformy w stronę słupka L I.  Zmiany kon­
formacyjne zachodzą również w niższej części pod­
stawy (miejsca występowania mostka B6), które 
przesuwa się w kierunku dużej podjednostki, pod­
czas gdy ramię odsuwa się od regionu oddziaływań 
między podjednostkami. Powoduje to „zanik” palca 
ramienia (ang. shoulderJinger), który w konformacji 
912-888 łączy się z p latform ą i podjednostką 50S 
(mostek B3) [35],

Region 912 jes t umiejscowiony pomiędzy H2 i 
H27 16S rRNA, w pobliżu miejsca połączenia ram ie­
nia, platformy i przewężenia podjednostki 30S. 
Połączenie helisy H27 do nukleotydów 912-910 sta­
nowi względnie długi, jednoniciow y region. Najbar­
dziej znaczące zmiany konformacyjne zachodzą w 
tym regionie i niższej części podjednostki 30S. Z a­
obserwowane zmiany konformacyjne m ogą być 
związane z rearanżacją H44, która bierze udział w 
tworzeniu mostków łączących podjednostki [7, 35] 
(Rys. 4D). Zmiana parowań w regionie 912 [35] 
wpływa także na układ helis H22 i H23 16S rRNA 
(H23 zaangażowany jes t  w tworzenie dwóch m ost­
ków: B2d i B2e) oraz białka S i l  (któremu również 
przypisuje się rolę w tworzeniu mostka B2d) (Ryc. 
4B) [7]. Znaczne zmiany zachodzą w regionach pod­
jednostki 5OS przylegających do platformy. Są to: 
centralna wypukłość obejmująca 5S rRNA (mostki 
B ib ,  B lc ) ,  wejście do tunelu oraz region mostka B3. 
Zmiana konformacji 16S rRNA z 912-910/885-887 
do 912-910/888-890 w pływa również na układ prze­
strzenny tunelu utworzonego między przewężeniem, 
wierzchołkiem i ramieniem podjednostki 30S. K on­
formacja 912-910/885-887 jes t  optymalna do w iąza­
nia cząsteczki AA-tRNA zarówno do m RN A  jak  i ry ­
bosomu. Zmiana konformacji do 912-910/888-890 fa­
woryzuje dysocjację „nieodpowiednich” AA-tRNA. 
Stan 912-888 charakteryzuje się redukcją zdolności

do wiązania AA-tRNA, podczas gdy 912-885 pow o­
duje wiązanie w miejscu A nawet cząsteczek 
AA-tRNA z „niepasującymi” do matrycy m RNA  pę­
tlami antykodonów [35]. Przesunięcie parowań re­
gionu 912 16S rRNA odgrywa znaczącą rolę w pro­
cesie dekodowania indukując wielkoskalowe zmiany 
konformacyjne rybosomu uwidocznione dzięki mi­
kroskopii krioelektronowej. Dokładne określenie 
dynamiki i zasięgu zmian struktury rybosomu pod­
czas asocjacji podjednostek i kolejnych etapów pro­
cesu translacji wym aga przeprowadzenia jednak 
dokładniejszych badań.

VII. Podsumowanie

Rozwiązanie struktury rybosomu pozwoliło na 
bardzo zaawansowaną, ale nadal tylko częściow ą in­
terpretację molekularną wyników długoletnich 
wcześniejszych badań biochemicznych i genetycz­
nych. Poznane zostały z bardzo dużą precyzją kon­
formacje białek i kwasów nukleinowych oraz ich 
wzajemne oddziaływania. Szczegółowość i dokład­
ność tych danych jes t zasadniczym czynnikiem okre­
ślającym w ysoką wartość tych wyników. Pozostaje 
jednak  wiele nierozwiązanych kwestii dotyczących 
mechanizmu translacji. Nieznany jest sposób koor­
dynacji funkcji małej i dużej podjednostki podczas 
kolejnych etapów cyklu biosyntezy białka. Innym 
nierozwiązanym problemem jest  sposób od­
działywania czynników elongacyjnych i powiązanie 
ich zmian konformacyjnych ze zm ianą struktury ry­
bosomu, np. podczas translokacji.

Prawdopodobnie kolejnym etapem badań będzie 
rozpoznanie dynamiki rybosomu na podstawie roz­
wiązanych statycznych struktur krystalicznych uzy­
skanych m etodą dyfrakcji promieni rentgenowskich.
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Wykaz stosowanych skrótów: BV173 —  komórki chronicznej 
białaczki mielogenicznej, DMS 273 —  komórki raka płuc, DNA 
—  kwas deoksyrybonukleinowy, EPPS —  kwas N-2-hydroksy- 
etylopiperazyno-N’-3-propanosulfonowy, HEK 293 — komórki 
embrionalne ludzkiej nerki, HeLa —  komórki nabłonka raka 
szyjki macicy, Huh7 —  komórki raka wątroby, K562 — komór­
ki chronicznej białaczki mielogenicznej, RNA —  kwas rybonu­
kleinowy, SMC —  komórki mięśni gładkich, T47D — komórki 
raka piersi, T98G —  komórki glejaka, Tris —  Tris(hydroksyme- 
tyloamino)metan, TXH —  komórki czerniaka, U87 —  komórki 
astrogleja.

I. Wprowadzenie

Przed rokiem 1980 uważano za pewne, że 
wyłącznie białka są odpowiedzialne za procesy kata­
lizy enzymatycznej zachodzące w komórce, 
cząsteczka zaś dwuniciowego DNA, strukturalnie 
mało zróżnicowana, uboga funkcjonalnie spełnia 
wyłącznie rolę sejfu genetycznego. Taki pogląd 
zmienił się diametralnie, przynajmniej w stosunku 
do kwasów rybonukleinowych, po odkryciu katali­
tycznych RNA (rybozymów) [1, 2]. Wtedy stało się 
oczywiste, że kwasy rybonukleinowe o zdefiniowa­
nej sekwencji i strukturze trzeciorzędowej są zdolne

Dr hab.; Zakład Chemii Bioorganicznej, Centrum Badań Mole­
kularnych i Makromolekularnych, Polska Akademia Nauk, ul. 
Sienkiewicza 112, 90-363 Łódź, tel. 42-681 69 70, fax. 42-681 
54 83, e-mail: bnawrot@mail.lodz.pdi.net

do katalizowania określonych przemian chemicz­
nych i biochemicznych. Co więcej, rozwinięta na 
początku lat dziewięćdziesiątych metoda selekcji 
kwasów nukleinowych in vitro  [3] pozwoliła ziden­
tyfikować kilkadziesiąt innych enzymów RNA, tzw. 
nowych rybozymów. Są to zdefiniowane sekwencyj­
nie cząsteczki RNA, zdolne do katalizy różnego ro ­
dzaju przemian chemicznych, takich jak  hydroliza 
bądź zawiązywanie wiązania fosfodiestrowego w 
RNA [4, 5] i w DNA [6], fosforylacja polinukleoty- 
dów [7], aminoacylowanie RNA [8], zawiązywanie 
wiązania peptydowego [9-11], reakcja Dielsa-Alde- 
ra [12,13] czy metalacja porfiryn [14, 15].

Biorąc pod uwagę wielorakość enzymatycznych 
właściwości RNA zadano sobie pytanie, czy jednoni- 
ciowe cząsteczki DNA, w przeciwieństwie do geno- 
mowego, dwuniciowego DNA, m ogą odgrywać p o ­
dobną rolę? Już pierwsze próby selekcji zakończyły 
się sukcesem. Wykazano istnienie cząsteczek DNA 
katalizujących hydrolizę wiązania fosfodiestrowego 
w substratach DNA [16, 17] i RNA [18], Odkrycie to 
przyczyniło się do poszukiwania innych, aktywnych 
rybonukleaz oraz cząsteczek DNA ujawniających 
charakter katalizatorów w różnorodnych procesach 
chemicznych. Niniejszy przegląd literatury stanowi 
próbę podsumowania obecnego stanu wiedzy na te ­
mat takich właśnie katalizatorów DNA, zwanych ta­
kże enzymami DNA, DNAzymami, lub deoksyrybo- 
zymami.
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II. Selekcja katalitycznych DNA

M etodą stosowaną do selekcji cząsteczek DNA o 
określonych, zaplanowanych właściwościach katali­
tycznych jes t selekcja kwasów nukleinowych in vitro 
(ang. System atic Evolu tion  o f  L igands by E xp o n en ­
tial Enrichm ent, SELEX) [3]. Metoda ta jest 
przykładem chemii kombinatorycznej i polega na se­
lekcji cząsteczek aktywnych z olbrzymiej puli 
(10 15- 10 16) oligonukleotydów o zróżnicowanej se­
kwencji. Szersze omówienie wykorzystania metody 
selekcji in vitro do identyfikacji aptamerów adreso­
w anych dla białek, kofaktorów enzymów, oraz in­
nych niskocząsteczkowych ligandów, a także do 
identyfikacji katalitycznych kwasów rybonukleino­
wych zawarte zostało we wcześniejszych artykułach 
przeglądowych [19, 20].

N aRyc. 1 przedstawiony jes t przykład zastosowa­
nia metody SELEX do selekcji efektywnych enzy­
mów DNA hydrolizujących wiązanie fosfodiestrowe 
w dowolnym substracie RNA, w symulowanych w a­
runkach fizjologicznych [21].

forze o pH 7,5, w obecności jonów  magnezu (2 mM 
M gCl2, 150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCl pH 7.5, 
3 7 °C). Te warunki reakcji pozwalały na ujawnienie 
aktywności katalitycznej, obecnych w mieszaninie, 
niektórych sekwencji DNA zdolnych do katalizy re­
akcji autodegradacji (ang. self-cleavage reaction). 
W reakcji tej uwalniały się krótkie biotynylowane 
produkty cięcia oraz fragmenty DNA, które były jej 
katalizatorami. Z kolumny chromatograficznej elu- 
owano cząsteczki aktywne (uwolnione oligonukle- 
otydy), na kolumnie pozostawały zaś cząsteczki za­
wierające biotynę, zarówno te krótkie, będące pro­
duktami reakcji self-cleavage, jak  i cząsteczki nieak­
tywne. Materiał wymyty z kolumny był powielany w 
reakcji PCR [22], ligowany z biotynylowaną, w yjś­
ciową sekwencją RNA, ponownie umieszczany na 
kolumnie powinowactwa i poddawany reakcji z ko- 
faktorem. Po 10 cyklach selekcji otrzymano DNA, 
zdolne do przyśpieszania około miliona razy reakcję 
hydrolizy wiązania fosfodiestrowego (w porównaniu 
do reakcji niekatalizowanej) w dwóch różnych m iej­
scach 12-nukleotydowej sekwencji RNA (Rye. 1).

DEOKSYRYBOZYMY

Pulę około 1014 oligomerów, biotynylowanych na 
5 ’ końcu i zawierających 12-nukleotydową sekwen­
cję RNA i 3 ’-terminalną 50-nukleotydową zróżnico­
w aną (ang. random ized) sekwencję DNA, um iesz­
czano na kolumnie powinowactwa, zawierającej 
streptawidynę. Oligonukleotydy inkubowano w bu-

Ryc. 1. Selekcja cząsteczek DNA, katalizatorów hydrolizy 
wiązania fosfodiestrowego w substracie RNA 
[21], Pulę 5 ’-biotynylowanych (B) oligomerów, 
zawierających 12-nukleotydową (12-nt) sekwen­
cję RNA i 3 ’-terminalną 50-nt zróżnicowaną (ang. 
randomized) sekwencję DNA, umieszczono na 
kolumnie powinowactwa, zawierającej streptawi­
dynę (S). Oligonukleotydy inkubowano w buforze 
o pH 7.5, w obecności jonów magnezu (2 mM 
MgCl2, 150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCl pH 7.5, 
37°C). Biotynylowane produkty reakcji self-cle- 
avage oraz cząsteczki nieaktywne pozostawały na 
kolumnie zaś cząsteczki DNA, które były katali­
zatorami reakcji hydrolizy, eluowano z kolumny i 
powielano w reakcji PCR [22], W zbogaconą pulę 
katalizatorów ligowano z biotynylowaną, wyjś­
ciową sekwencją RNA, ponownie umieszczano na 
kolumnie powinowactwa i poddawano reakcji z 
kofaktorem. Po kilku cyklach selekcji zidentyfi­
kowano aktywne cząsteczki DNA (deoksyrybozy- 
my), zdolne do przyśpieszania około miliona razy 
reakcji hydrolizy wiązania fosfodiestrowego (w 
porówmaniu do reakcji niekatalizowanej) w dwóch 
różnych miejscach 12-nt sekwencji RNA.

Z 62 sklonowanych sekwencji enzymów DNA naj­
bardziej aktywne okazały się dwa motywy katali­
tyczne —  motyw „10-23” i motyw „8-17” (Ryc. 2). 
Oznaczenia te pochodzą od aktywnego klonu 23 w y­
odrębnionego po 10 cyklach selekcji i aktywnego 
klonu 17 wyselekcjonowanego po 8 cyklach selekcji.
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III. Charakterystyka deoksyrybozymów 
„10-23” i „8-17”

III-l. Struktura deoksyrybozymów

Deoksyrybozymy, podobnie jak  rybozymy, zawie­
rają dwie domeny funkcjonalne: zm ienną rozpozna­
nia substratu i konserwatywną, zawierającą centrum 
katalityczne (Ryc. 2) [21]. Struktura domeny katali­
tycznej obu enzymów DNA jes t  różna. Enzym

miejsce hydrolizy
i

RNA 3’ -------------------- G A ---------------------- 5’
M M I I I .  II  I I  I I I

DNA 5’ --------------------  T, -------------------- 3’
Cą A20 

C9 G19
Gjo Gi6 Cis

Au G15 A17
G12 C14

Cl3

Dodatek krótkich oligomerów DNA, kom plem en­
tarnych do sekwencji substratu na zewnątrz domeny 
rozpoznania zwiększa do 200 razy aktywność katali­
tyczną deoksyrybozymu „10-23” [23]. Wykazano 
także, że zamiana regionów wiążących substratu 
RNA na homologiczne DNA zwiększa szybkość re­
akcji hydrolizy wiązania intem ukleotydowego w 
chimerycznym substracie 5 ’-D N A -G pC -D N A -3’ 
(GpC jes t dimerem ryńonukleotydowym) [24]. Ist­
nieje sugestia, że zwiększenie charakteru formy

miejsce hydrolizy
i

3> y  R ----------------------5 ’

II I I I  I I  I I I II I I
5 ’ --------------------------R 7  3 ’

G» A22
g 9 G21

Cio C20
Tu A19
A« Ai8

G13 Cl7 Y = U, C
C14 T15 Alg R = A, G

“8 - 17” “10 -  23”

Ryc. 2. Struktura deoksyrybozymów „10-23” i „8-17” [21]. Deoksyrybozymy zawierają dwie funkcjonalne domeny: zmienną rozpoznania substratu i 
konserwatywną, zawierającą centrum katalityczne. Domena katalityczna enzymu „8-17” zbudowana jest z 9-nukleotydowej sekwencji o 
strukturze spinki do włosów (typu hairpiń) i jednoniciowej sekwencji 5’-ACGA-3’. Trzon spinki zawiera trzy pary zasad, z czego dwie muszą 
być parami G-C. Tuż za miejscem hydrolizy łańcucha substratu występuje para G-T typu wobble. Enzym „10-23” zawiera konserwatywną
15-nukleotydową domenę katalityczną. Domena rozpoznania substratu w obu deoksyrybozymach składa się z dwóch ramion komplementar­
nych do sekwencji substratu. Miejsce hydrolizy wiązania fosfodiestrowego w RNA wskazane jest strzałką. Enzym „8-17” hydrolizuje wiąza­
nie intemukleotydowe pomiędzy nukleozydami purynowymi, 5’-A i 3 ’-G, zaś enzym „10-23” pomiędzy 5 ’-nukleozydem purynowym (R) i 
3’-nukleozydem pirymidynowym (Y).

„8-17” zawiera 9-nukleotydow ą sekwencję o struk­
turze spinki do włosów (typu hairpiń) oraz 4-nu- 
kleotydową sekwencję jednoniciową. Trzon spinki 
zawiera trzy pary zasad, z czego dwie m uszą być pa­
rami G-C. Dodatkowym istotnym wym aganiem  se­
kwencyjnym enzymu „8-17” jes t  wystąpienie pary 
G-T typu wobble  tuż za m iejscem  hydrolizy łańcucha 
substratu. Mutacja pary G-T na parę typu Watsona - 
Cricka G-C całkowicie niweluje aktywność katali­
tyczną deoksyrybozymu. Enzym  „10-23” zawiera 
konserwatywną 15-nukleotydową domenę katali­
tyczną. Zamiana G13 na A13 całkowicie niweluje 
aktywność deoksyrybozymu. Wykazano, że jedynie 
pozycja piętnasta toleruje pew ną zmienność, jednak  
spośród trzech możliwych nukleotydów T, C lub A, 
enzym zawierający tym idynę charakteryzował się 
najwyższą aktywnością katalityczną. Domena roz­
poznania substratu w obu deoksyrybozym ach zaw ie­
ra dwa ramiona kom plem entarne do sekwencji sub­
stratu. Wykazano, że optymalna długość każdego z 
ramion wynosi od 7 do 10 nukleotydów [21 ,23 ,25] .

B-DNA dwuniciowej helisy substrat / enzym jest od­
powiedzialne za wzrost aktywności katalitycznej de­
oksyrybozymów.

III-2. Specyficzność substratowa

Deoksyrybozymy „10-23” i „8-17” hydrolizują 
wiązanie fosfodiestrowe w prawie każdym substra­
cie RNA w symulowanych warunkach fizjologicz­
nych, rozpoznając komplementarny substrat RNA 
poprzez wiązania typu Watsona-Cricka [21, 25]. En­
zym „8-17” hydrolizuje wiązanie in tem ukleotydowe 
pomiędzy nukleozydami purynowymi, 5 ’-A i 3 ’-G, 
zaś enzym „10-23” pomiędzy 5 ’-nukleozydem pury­
nowym i 3 ’-nukleozydem pirymidynowym (prefe­
rencyjnie pomiędzy G i U oraz A i U) [25]. Produkta­
mi reakcji są: oligonukleotyd 5 ’-końcowy zaw ie­
rający 2 ’,3 ’-cykliczny fosforan oraz oligonukleotyd 
3 ’-końcowy z w olną grupą 5 ’-hydroksylową. Se­
kwencja ramion rozpoznania substratu jes t dowolna 
pod warunkiem zachowania komplementarności z
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ramionami deoksyrybozymu. Pojedyncze pary nie- 
komplementarne (ang. m ism atches) w dupleksie 
RNA / DNA powodują znaczne obniżenie efektyw­
ności katalitycznej enzymów [25]. Tak więc obydwa 
deoksyrybozymy, „8-17” i „1 0 -2 3 ”, a p rio ri m ogą 
być uniwersalnymi katalizatorami hydrolizy w iąza­
nia internukleotydowego w prawie każdym substra- 
cie RNA.

III-3. Efektywność katalityczna deoksyrybozymu  
„10-23”

Enzym DNA (E) [ Substra |R N A

Stan przejściowy

E*P1*P2

Parametry kinetyczne enzymu „10-23” wyzna­
czono badając degradację wiązania internukleotydo­
wego pomiędzy A i U  w kodonie startu AUG mRNA 
białka gag/pol wirusa HIV-1 [21]. Siedemnastonu- 
kleotydowy RNA, odpowiadający początkowej se­
kwencji translacji (5 ’-32P GGA G AG A G A *U G - 
G G U G C G -35) poddany był katalitycznej degradacji 
deoksyrybozymem „10-23” w warunkach wielokrot­
nego obrotu. Szybkość katalizy (kkat) wynosiła w za­
leżności od warunków reakcji, od 0.15 m in '1 (2 mM 
M gCl2, 150 mM  NaCl, pH 7.5, 37 °C) do 3.4 m in '1 
(50 mM  M gCl2, pH 8.0, 3 7 °C). Wartości te okazały 
się znacznie mniejsze w porównaniu do kkat rybonu- 
kleazy A (8.4 x 104 m in '1 dla substratu UpA) [27]. 
Jednakże powinowactwo oligomerów DNA do sub­
stratów RNA (tworzenie kompleksu E*S, Ryc. 3) jest 
pięć rzędów wielkości wyższe niż odpowiednie w ar­
tości K m dla enzymów białkowych wiążących RNA 
(7G/poli(C) do rybonukleazy A wynosi 3.4 x 10'5 M) 
[21, 27]. Tak więc efektywność katalityczna 
{kka,/KM) deoksyrybozymów w stosunku do substra­
tów RNA, mierzona zarówno w warunkach poje­
dynczego, jak  i wielokrotnego obrotu, jes t wyższa 
niż efektywność katalityczna enzymów białkowych 
oraz rybozymów typu ham m erhead  i hairpin  (Tabe-

Ryc. 3. Cykl katalityczny enzymów DNA degradujących substrat RNA 
[26], Diagram jest propozycją schematycznego przedstawienia 
cyklu katalitycznego dla małych cząsteczek kwasów nukleino­
wych, takich jak rybozymy typu hammerhead i deoksyrybozy­
my, które wiążą substrat RNA poprzez oddziaływania Watso- 
na-Cricka. Pierwszym etapem cyklu jest rozpoznanie przez ra­
miona enzymu komplementarnej sekwencji substratu i utworze­
nie kompleksu enzym-substrat (E*S). Centrum katalityczne ta­
kiego kompleksu przyjmuje aktywną konformacją, która za­
pewnia właściwe usytuowanie kofaktora (Mg2+) względem sub­
stratu. W stanie przejściowym następuje reakcja hydrolizy 
wiązania fosfodiestrowego w cząsteczce RNA. Wytworzony 
kompleks enzym-produkt (E*P1*P2) ulega reasocjacji, uwal­
niając produkty PI i P2 oraz cząsteczkę wolnego enzymu, goto­
wego do następnego cyklu reakcji katalizy.

la 1). Wartość hkat/K M dla deoksyrybozymu „10-23” 
wynosi około 4.5 x 109 M '1 m in '1. Deoksyrybozymy 
typu „8-17” wykazują nieznacznie niższą aktywność 
w porównaniu z deoksyrybozymami „10-23” .

Etapem ograniczającym szybkość reakcji hydroli­
zy wiązania fosfodiestrowego w warunkach w ielo­
krotnego obrotu jes t  etap tworzenia kompleksu E*S a 
nie etap uwalniania produktów z odpowiedniego 
kompleksu z deoksyrybozymem (E*P1*P2) (Ryc. 3) 
[25]. Zależne od długości i sekwencji ramion rozpo­
znania substratu termodynamiczne parametry hete-

Tabela 1

Katalityczna aktywność enzymów degradujących wiązanie intemukleotydowe w substratach RNA [21],

Enzym kkal, min'1 Km, M
kkai! Km 

(M'1 x min'1)

Rybonukleaza A

Substrat UpA 8.4 x 104 6.2 x 10'4 1.4 x 108

Substrat poli(C) 3.1 x 104 3.4 x 10'5 9.0 x 108

Rybozym typu hairpin 2.1 2.8 x 10'8 7.5 x 107

Rybozym typu hammerhead 1.4 4.9 x 10'8 2.9 x 107

Enzym DNA „10-23” 3.4 7.6 x 10'10 4.5 x 109
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rodupleksów DNA / RNA określają wartość pow ino­
wactwa (Km) deoksyrybozymów do RNA. W Tabe­
li 2 pokazane są wartości kinetyczne Michaeli- 
sa-Menten dla kom pleksów deoksyrybozymu

Tabela 2

Charakterystyka aktywności deoksyrybozymów „10-23” degradujących 
białek wirusa HIV -1 [21],

na aktywność deoksyrybozymów w sposób zbliżony. 
Wyjątkiem jes t  jon  kadmu, który w obecności 
Tris/HCl okazał się znacznie bardziej aktywny niż w 
buforze EPPS.

ie fosfodiestrowe w sekwencjach początkowego regionu translacji

Białko Sekwencja docelowa
Długość ramion enzy­
mu

kkan min'1 Km, mM

gag/pol (G)GAGAGAGA*UGGGUGC(G) 7 + 7 0.10 0.9

8 + 8 0.10 0.7

env (C)AGUGGCAA*UGAGAGU(G) 7 + 7 0.03 900

8 + 8 0.04 9

vpr (G)AGGAUAGA*UGGAACA(A) 7 + 7 0.08 500

8 + 8 0.10 20

tat GCAAGAAA»UGGAGCC 7 + 7 0.04 300

n e f CUAUAAGA-UGGGUGA 7 + 7 0.05 900

„10-23” z oligorybonukleotydami początkowej se­
kwencji translacji białek wirusa HIV-1 (gag  / p o i ,  
env, vpr, tat i nef) w zależności od długości ramion 
deoksyrybozymu (7+7 lub 8+8). Wykazano, że dal­
sze wydłużanie ramion rozpoznania enzymu pow o­
duje obniżenie szybkości dysocjacji produktów z ich 
kompleksu z deoksyrybozymem [21, 29]. W w arun­
kach pojedynczego obrotu, przy dużym nadmiarze 
enzymu wobec substratu, etapem limitującym szyb­
kość katalizy (kka/) jes t  etap chemiczny (reakcji 
transestryfikacji zachodzącej na atomie fosforu z 
udziałem grupy 2 ’-OH), a nie etapy tworzenia kom ­
pleksu substrat / enzym (E*S) czy też etap uw alnia­
nia produktów z kompleksu z deoksyrybozymem 
[24, 25],

I1I-4. Zależność aktywności deoksyrybozymów od 
kationu metalu i pH środowiska reakcji

Podobnie jak  większość rybozymów, deoksyrybo- 
zymy „8-17” i „10-23” są metaloenzymami. W yka­
zano, że ich aktywność zależy od charakteru jonu 
metalu dwuwartościowego, zastosowanego buforu 
oraz jego pH [25]. W warunkach pojedynczego obro­
tu w buforze EPPS (pH 7.5) najlepszym kofaktorem 
reakcji enzymatycznej jes t jon  M n2+, jednakże jego 
aktywność jest niewielka w buforze Tris/HCl. Pozo­
stałe kationy (Pb2+, M g2+, Ca2+, Sr2+, Ba2+, Zn2+ i 
Co2+), bez względu na zastosowany bufor, w pływają

Szereg kofaktorów według zmniejszającej się ak­
tywności deoksyrybozymów w w arunkach poje­
dynczego obrotu jest następujący:
M n2+ (EPPS) > Pb2+, M g2+, C a2+ > C d2+ > 

Sr2+, Ba2+ »  Z n2+, C o2+.
W warunkach wielokrotnego obrotu aktywność 

deoksyrybozymów jest  zbliżona w obecności jonów 
M g2+ i Ca2+, jednakże obniżona do połowy w obecno­
ści jonów  M n2ł.

Aktywność deoksyrybozymu „10-23” zależy od 
pH. Badania prowadzone w trzech różnych buforach 
w granicach pH od 6.1 to 9.7, w warunkach poje­
dynczego obrotu (kobs = kkal), w obecności 10 mM 
Ca2+, w 37°C wykazały, że jedynie dla wartości pH w 
zakresie od 6.5 do 8.5 wartość log kkat zmienia się li­
niowo, z kątem nachylenia prostej 0.94 [25]. W tym 
zakresie stężeń jonów  wodorow ych szybkość reakcji 
hydrolizy wiązania fosfodiestrowego jes t  etapem li­
mitującym całkowitą szybkość reakcji. Większość 
reakcji degradacji substratów RNA za pom ocą deok­
syrybozymów przeprowadzana jes t  w optymalnym 
pH w zakresie 7.5-8.0.

IV. Mechanizm działania deoksyrybozymów

Pobobnie jak  w przypadku rybozym ów  typu harn- 
merhead, szybkość reakcji degradacji wiązania fos­
fodiestrowego przez enzym „10-23” jes t  zależna za­
równo od obecności dwuwartościowego kationu m e­
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talu jak  i od pH roztworu [2 5 ]. Te parametry sugerują 
mechanizm hydrolizy wiązania fosfodiestrowego 
poprzez katalizow aną jonem  metalu deprotonację 
grupy 2 ’-hydroksylowej nukleozydu, znajdującego 
się w sąsiedztwie reaktywnej grupy fosforanowej. 
Wytworzony anion alkoholanowy w pozycji 2 ’ ata­
kuje atom fosforu wiązania internukleotydowego z 
jednoczesnym  rozerwaniem  wiązania P - 0 5 ’. For­
malnie jes t to więc reakcja transestryfikacji grupy 
fosfodiestrowej pom iędzy grupą 5 ’-OH i 2 ’-OH. W 
wyniku reakcji tw orzą  się dwa produkty: 2 ’,3 ’-cy­
kliczny fosforan oligonukleotydu 5 ’-końcowego i 
oligonukleotyd 3 ’-końcowy z w olną grupą 5 ’-OH 
(Schemat 1).

A

mechanizmu katalizy kwasowo —  zasadowej [30]. 
Potwierdzają to zarówno eksperymenty selekcji de- 
oksyrybozymu aktywnego wobec L-histydyny [31] 
jak  i deoksyrybozymu aktywnego bez kofaktora
[32], W tym ostatnim przypadku funkcję katalizatora 
m ogą spełniać komponenty kwasów nukleinowych 
(np. atomy azotu zasad heterocyklicznych), podob­
nie jak  w mechanizmie działania rybozymu delta
[33] czy transferazy peptydylowej [34]. Jon metalu, 
podobnie jak  w większości rybozymów, może 
spełniać także rolę jonu  stabilizującego strukturę he- 
likalną dupleksu substrat/enzym [35].

Podjęto próbę uzyskania struktury krystalicznej 
kompleksu deoksyrybozym „10-23” —  substrat

B

HB

Schem at 1. Proponowany mechanizm hydroli­
zy wiązania fosfodiestrowego w sub- 
stratach RNA za pomocą deoksyrybo- 
zymów [25, 30]. A) mechanizm katali­
zy kwasowo-zasadowej, z udziałem 
cząsteczki wody skoordynowanej z jo ­
nem metalu oraz B) mechanizm katali­
zy kwasowej, w której jon metalu, jako 
kwas Lewisa, koordynuje atom tlenu 
grupy 2 ’-OH i zwiększa kwasowość 
atomu wodoru.

Rozważane są dwa m echanizm y katalizy hydroli­
zy wiązania fosfodiestrowego za pom ocą deoksyry- 
bozymów —  m echanizm katalizy zasadowej, z 
udziałem cząsteczki wody skoordynowanej z jonem  
metalu —  kofaktorem deoksyrybozym u (Schemat 
la) oraz m echanizm  katalizy kwasowej, w której jon  
metalu, jako kwas Lewisa, koordynuje atom tlenu 
grupy 2 ’-OH i zw iększa kwasow ość atomu wodoru 
(Schemat lb )  [25]. Obecnie wydaje się, że reakcja 
transestryfikacji katalizowana jes t  według ogólnego

RNA [36]. R ównom olow ą ilość 13-nukleotydowego 
modyfikowanego substratu RNA, zawierającego 
2 ’-OMe adenozynę na 5 ’-końcu hydrolizowanego 
wiązania fosfodiestrowego, krystalizowano z DNA 
zawierającym 6-nukleotydowe ramiona rozpoznania 
substratu i 15-nukleotydową domenę katalityczną. 
Badania strukturalne wykazały istnienie czteroni- 
ciowej struktury zawierającej dwie nici DNA i dwie 
nici RNA, o charakterystycznym złączu typu Holli- 
daya (Ryc. 4). Otrzymana struktura nie reprezentuje
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katalitycznie aktywnej konformacji enzymu DNA z 
jego  substratem RNA i nie pogłębia wiedzy na temat 
mechanizmu działania deoksyrybozymów [36].

Trzon 1 Trzon 2

Ryc. 4. Drugorzędowa struktura krystalicznego kompleksu dwóch 
cząsteczek deoksyrybozymu z dwoma cząsteczkami stabilnego 
substratu RNA [36], Sześć nukleotydów 5 ’-końcowej sekwen­
cji RNA wiąże się do jednej cząsteczki DNA (trzon 1), zaś sie­
dem nukleotydów 3 ’-końca RNA wiąże się do drugiej cząstecz­
ki DNA (trzon 2). Obie cząsteczki DNA tworzą także helikalny 
dupleks DNA / DNA (trzon 3), który zawiera sześć par zasad 
typu Watsona-Cricka utworzonych przez palindromiczną se­
kwencję centrum aktywnego 5’-GCTAGC-3’. Pośrodku trzonu 
3 zaznaczona jest dwukrotna oś symetrii cząsteczki, prostopadła 
do płaszczyzny ryciny.

V. Zastosowanie deoksyrybozymów „10-23” 
do hamowania ekspresji genów

Zdolność deoksyrybozymu „10-23” do specyficz­
nej hydrolizy wiązania internukleotydowego w 
RNA, z w ysoką wydajnością  i w symulowanych w a­
runkach fizjologicznych sprawiła, że ten enzym 
DNA stał się jes t potencjalnym narzędziem m oleku­
larnym w aplikacjach biologicznych. Enzymy takie 
m ogą być traktowane jako  restrykcyjne endonukle- 
azy oraz jako  efektywne nukleazy zaprojektowane 
na hamowanie ekspresji genów niechcianych białek 
na poziomie mRNA. Od kilku lat ukazują się donie­
sienia o skutecznym zastosowaniu deoksyrybozymu 
„10-23” w różnorodnych układach biologicznych, z 
których niektóre przykłady omówione są poniżej 
(Tabela 3).

V -l .  Deoksyrybozymy skierowane na hamowanie 
ekspresji genu bcr-abl

Chroniczna białaczka szpikowa (chronic myelo- 
genous leukem ia, CML) spowodowana jes t wadliwą 
translokacją genów, p row adzącą do utworzenia chro­
mosomu typu Filadelfia zawierającego fuzyjny gen 
bcr-abl. Gen ten koduje dwa patogenne mRNA (b2a2

i b3a2). Dwie grupy badaczy (W a r a s h i n a i inni 
[37] oraz W u i inni [38]) prowadziły badania aktyw­
ności deoksyrybozymów „10-23” kom plem entar­
nych do mRNA białka BCR-ABL  (Ryc. 5). W oparciu 
o geny fuzyjne, zawierające gen bcr-abl i gen repor- 
terowy lucyferazy, badano wewnątrzkomórkową ak­
tywność deoksyrybozymów w komórkach HeLa. W 
badaniach tych obserwowano 99 % inhibicję ekspre­
sji genu lucyferazy. Aktywność deoksyrybozymów 
wykazano również w układach in vivo, badając eks­
presję endogennego genu bcr-abl w komórkach po ­
branych od pacjentów z chroniczną białaczką szpi­
kową (BV173 [37] oraz w komórkach K562 i 
CD34+[38]). W celu zwiększenia odporności na de­
gradację nukleolityczną do cząsteczek deoksyrybo­
zymów wprowadzono odpowiednie modyfikacje. 
Zastosowano tutaj modyfikację 2 ’-OMe dla końco­
wych nukleozydów lub zmodyfikowano skrajne 
wiązania fosforanowe oligonukleotydu wiązaniem 
tiofosforanowym (PS) (Ryc. 6). Deoksyrybozymy 
2 ’OMe okazały się wysoce specyficzne w inaktywa- 
cji genu bcr-abl, prowadząc do apoptozy komórek 
BV173. Jednakże deoksyrybozymy PS w tym przy­
padku hamowały ekspresję zarówno mutagennego 
bcr-abl jak  i normalnego genu abl [37], W badaniach 
inhibicji ekspresji bcr-abl w komórkach K562 z za­
stosowaniem deoksyrybozymów tiofosforanowych 
wykazano, że zmiana długości ramion rozpoznania 
substratu (12/6) prowadzi do 40 % supresji biosynte­
zy patogennego białka i obniża wzrost komórek o po ­
nad 50% [38]. W obydwu laboratoriach wykazano 
wyższą aktywność i specyficzność deoksyrybozy­
mów w porównaniu do inhibitorowych właściwości 
oligonukleotydów antysensowych, jak  i do rybozy­
mów typu ham m erhead  [39].

V-2. Deoksyrybozymy dla HIV-1

Przeprowadzone przez S a n t o r o  i J o y c e ’ a 
pionierskie badania aktywności deoksyrybozymów 
oparte były na krótkich substratach RNA, odpow ia­
dających mRNA białek wirusa HIV-1 (gag /po l, env, 
vpr, tat i nef) (Tabela 2) [25]. Aktywność deoksyry­
bozymów in vitro  została potwierdzona w w arun­
kach in vivo  dla genu białka env  [40]. Deoksyrybozy­
my skierowane na pętlę V3 genu tego białka prow a­
dziły do supresji replikacji wirusa i zahamowania in­
fekcji. Inhibicję ekspresji genu białka env obserw o­
wano także w układzie fuzyjnym z białkiem m em ­
branowym chemokiny CD4 w transfekowanych ko­
mórkach HeLa [41]. Badana była aktywność deoksy­
rybozymów skierowanych na jednoniciową sekw en­
cję PBS (ang. prim er binding site) wirusowego

26 POSTĘPY BIOCHEMII 48(1), 2002http://rcin.org.pl



Tabela 3

Zastosowanie deoksyrybozymów „10-23” do hamowania ekspresji genów.

Geny białek Linia komórkowa Aktywność enzymu DNA Piśmiennictwo

bcr-abl -  lucyferaza HeLa 99% supresja biosyntezy lucyferazy w 
genie fuzyjnym z bcr-abl

[37]

bcr-abl BV173 Morfologia apoptyczna komórek [37]

bcr-abl K562 40 % supresja produkcji białka, 50 % 
obniżenie podziału komórkowego

[38]

bcr-abl Komórki szpiku kostnego w 
CML

hamowanie wzrostu komórek (53 % - 
80 %)

[38]

HIV-1 env U87 77 -  81 % supresja syntezy białka p24 [40]

HIV-1 env HeLa 50 % hamowanie syntezy białka fuzyj- 
nego chemokiny CD4

[41]

HIV-1 PBS Sarcoma CD4+, infekowane 
NL432

64 % supresja syntezy białka p24
[44]

CCR5 HeLa 70 % inhibicja ekspresji białka [45]

CXCR-4 HeLa 80 % supresja biosyntezy lucyferazy w 
genie fuzyjnym z CXCR-4

[46]

Kinaza białkowa C a  

(PKCa)
T98G 80 % inhibicja biosyntezy PK Ca

[52]

Kinaza białkowa C a  

(PKCa)
T47D, DMS 273, THX, 
T98G

Zahamowanie proliferacji komórek no­
wotworowych [52]

c-myc SMC 80 % supresja proliferacji komórek [53]

Egr-1 SMC 75 % supresja proliferacji komórek [55]

HBV Huh 7 50 % supresja aktywności lucyferazy w 
genie fuzyjnym z Hbe/c

[56]

Huntingtina HEK 293 85 % zahamowanie ekspresji genu [57]

RNA, zarówno w warunkach in vitro  jak  i w systemie 
komórkowym (komórki Sarcom a  CD4+ infekowane 
szczepem NL432 HIV-1) [44]. Jeden z zaprojekto­
wanych deoksyrybozymów hamował ekspresję 
białka p24 w ponad 60%.

Koreceptory wirusa H IV -1, chemokiny CXCR-4 i 
CCR5, konieczne do fuzji wirusa z kom órką gospo­
darza, są atrakcyjnymi białkami docelowymi dla po­
tencjalnych terapeutyków. Deoksyrybozymy skiero­
wane na mRNA białka CCR5 w testach in vitro były 
bardziej aktywne niż rybozymy typu ham m erhead  
(skierowane na inną sekwencję tego samego mRNA) 
i hamowały ekspresję w ponad 70% [45]. Wykazano 
także skuteczną inhibicję ekspresji obu białek kore- 
ceptorowych CCR5 i CXCR-4 za pom ocą 58-nukleo- 
tydowego DNA zawierającego jednocześnie dwa de­
oksyrybozymy, komplementarne do poszczególnych 
substratów [46]. W obu przypadkach obniżenie eks­
presji białek koreceptorowych za pom ocą specyficz­

nych deoksyrybozymów prowadziło do zaham ow a­
nia infekcji wirusowej [45, 46].

V-3. Inne przykłady zastosowania deoksyrybo­
zymów „10-23”

W niektórych komórkach nowotworowych obser­
w owana jes t  nadekspresja izomorficznej formy C a  
kinazy białkowej (P K C a) [47]. Prowadzone są licz­
ne badania w poszukiwaniu efektywnych inhibito­
rów ekspresji genu P K C a  z wykorzystaniem oligo- 
nukleotydów antysensowych [48-50] i rybozymów 
[51]. Ostatnio wykazano również, że modyfikowany 
deoksyrybozym „10-23” skutecznie (80%) hamuje 
biosyntezę P K C a  w komórkach T98G (komórki 
ludzkiego nowotworu mózgu) i proliferację now o­
tworowych komórek T47D, DMS 273, THX oraz 
T98G [52]. Użyta w tych badaniach modyfikacja po ­
legała na wprowadzeniu wiązań tiofosforanowych
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A

B
BCR  ekson 2 ABL ekson 2

zarówno do domeny rozpoznania substratu jak  i po 
każdym nukleozydzie p irym idynowym  w centrum 
katalitycznym deoksyrybozymu. Tak m odyfikow a­
ny deoksyrybozym okazał się wyjątkowo stabilny w

Ryc. 5. A) Translokacje genowe prowadzące 
do fuzyjnego genu bcr-abl (mRNA 
b2a2 i b3a2); B) Zaprojektowane en­
zymy DNA były komplementarne do 
3 ’-końcowej sekwencji eksonu b2 
genu ber i do 5’-końcowej sekwencji 
eksonu a2 genu abl [37],

ludzkim osoczu (Ti/2 = 90 h) i stosunkowo aktywny 
(ikkat = 0.01 m in '1) w porównaniu z deoksyrybozy- 
mem niemodyfikowanym (Ti/2 =  2 h i k kat =  0.11 
m in '1).

OH

N = 2 ’-OMe px = P-S NpxN = 3’-3’

NpxN NpxN

Ryc. 6. Modyfikacje nukleozydów i wiązania intemukleotydowego w enzymach DNA zwiększające ich odporność na degradację nuklcolityczną [37, 

38, 53],

28 POSTĘPY BIOCHEMII 48(1), 2002http://rcin.org.pl



W ewnątrzkomórkową aktywność deoksyrybozy- 
mów skierowanych na m R N A  białka c-m yc  przedsta­
wiono w oparciu o badania proliferacji szczurzych 
komórek mięśni gładkich (SM C) [53]. Najbardziej 
efektywnym enzymem  był deoksyrybozym  zaw ie­
rający po 9 nukleotydów w ramionach rozpoznania 
substratu i s tabilizowany term inalną modyfikacją 
wiązania in tem ukleotydowego typu 3 ’-3 ’ (Ryc. 6) 
(T 1/2 = 24 h). Użyty deoksyrybozym  wykazywał 80% 
zahamowanie proliferacji kom órek SMC (IC5o = 50 
nM), podczas gdy skierowany na tę sam ą sekwencję 
antysensowy oligonukleotyd tiofosforanowy użyty 
aż w 20-krotnie wyższym  stężeniu prowadził do 70% 
supresji podziału komórkowego [54],

Wykazano także skuteczność deoksyrybozymów 
w stosunku do faktora transkrypcyjnego Egr-1 [55]. 
W badaniach tych określano stopień proliferacji ko­
mórek mięśni gładkich w kulturach komórkowych 
jak  i w gojeniu się ran u szczura po zabiegu angiopla- 
stii. Jest to pierwsze doniesienie o aktywności deok­
syrybozymów w w arunkach in vivo, tym bardziej 
istotne, że efektywne inhibitory biosyntezy białka 
Egr-1 m ogą okazać się bardzo przydatnymi terapeu- 
tykami w leczeniu schorzeń serca takich jak  np. zw ę­
żenie naczyń wieńcowych.

Deoksyrybozym y zastosowano także do badań in 
vitro inhibicji ekspresji genów fuzyjnych białek w i­
rusa żółtaczki typu B (HBV) z lucyferazą [56]. W y­
kazano zależność aktywności deoksyrybozym ów i 
ich trwałości w medium kom órkow ym  od ilości 
w prow adzonych wiązań tiofosforanowych. D eoksy­
rybozymy m odyfikowane w domenie katalitycznej 
charakteryzowały się znacznie obniżoną aktyw no­
ścią, zaś zawierające m odyfikowane ramiona rozpo­
znania substratu słabiej wiązały się do kom plem en­
tarnego RNA. N ajw yższą aktywność w stosunku do 
sekwencji białek antygenow ych ElBe i HBc w ykazy­
wały deoksyrybozym y chronione na obu końcach 
pojedynczym wiązaniem tiofosforanowym  (Ryc. 6).

Aktywność enzymu „10-23” demonstrowano w 
stosunku do m RNA białka huntingtiny [57]. Mutacja 
w genie huntingtiny, spow odow ana pojawianiem się 
powtórzeń CAG i powiększeniem  domeny poligluta- 
minowej w produkcie translacji, jes t przyczyną ze­
społu zaburzeń neurodegeneratywnych, znanych pod 
nazwą choroby Huntingtona. Niestety, deoksyrybo­
zymy skierowane na sekwencje poli(CAG) okazały 
się nieaktywne. Tym niemniej wykazano, że dwa 
inne deoksyrybozymy, skierowane na heterogenne 
sekwencje mRNA huntingtiny, w warunkach in vitro 
prowadziły do efektywnej degradacji docelowego 
RNA. Poziom białka w transfekowanych genem hun­
tingtiny komórkach HeLa był obniżony, z obserwo­

wanym efektem synergicznym po równoczesnym 
podaniu obu deoksyrybozymów.

VI. Deoksyrybozymy „10-23” jako efektywne 
narzędzia do badania struktury RNA

W każdej strategii ham owania ekspresji genu na 
poziomie m RN A  za pom ocą oligonukleotydów, 
(strategii anty sensowej, strategii rybozymowej, jak  i 
przedstawionej w niniejszym przeglądzie strategii 
deoksyrybozymowej) niezwykle istotnym proble­
mem jest  dostępność sekwencji docelowej substratu 
RNA dla utworzenia wiązań typu Watsona-Cricka z 
cząsteczką inhibitora. Aktywność deoksyrybozy­
mów in vitro badana na krótkich substratach RNA 
nie gwarantuje ich aktywności w długich transkryp- 
tach RNA oraz w systemach in vivo, właśnie ze 
względu na drugorzędow ą strukturę cząsteczek 
mRNA. Dotychczas stosowano różnego rodzaju 
techniki przeszukiwania (ang. screening) całego 
mRNA, np. za pom ocą  oligonukleotydów antysenso- 
wych, aktywacji RNazy-H, zdegenerownaych bi­
bliotek oligonukleotydowych zawierających katali­
tyczną dom enę rybozymu, i innych podejść, w celu 
identyfikacji sekwencji dostępnych dla tworzenia 
struktur dwuniciowych z komplementarnym oligo- 
nukleotydem [58]. Ostatnio opracowano kom plek­
sową m etodę przeszukiwania dużych cząsteczek 
RNA za pom ocą zestawu deoksyrybozymów zapro­
jektow anych dla całej długości sekwencji docelowej 
[58]. Produkty degradacji identyfikowano metodą 
wydłużania prim erów i sekwencjonowania o trzym a­
nych fragmentów. I tak np. modelowy gen ludzkiego 
wirusa papilloma (HPV 16 E6) degradowano 80 róż­
nymi deoksyrybozymami użytymi w stężeniach od 
0.5 do 50 nM. W wyższych stężeniach enzymów 
(warunki pojedynczego obrotu) zidentyfikowano 
całą gamę produktów degradacji badanego RNA. 
Obniżając stężenie deoksyrybozymów do 5 nM (wa­
runki w ielokrotnego obrotu) zidentyfikowano jed y ­
nie 8 deoksyrybozym ów wykazujących znaczącą ak­
tywność. Kilka z tych enzymów skierowanych było 
na w spólną sekwencję docelową, prawdopodobnie 
stanowiącą fragment motywu pętla-trzon lub jedno- 
niociowego w ybrzuszenia w drugorzędowej struktu­
rze RNA. M etoda ta pozwoliła zlokalizować dostęp­
ne dla degradacji sekwencje mRNA wirusa HPV.

W tym samym zespole, również w oparciu o stra­
tegię deoksyrybozymową, badano występowanie 
mutacji (ang. m ism atches) w obrębie długich se­
kwencji substratu RNA [59]. W tym celu otrzymano 
biblioteki deoksyrybozym ów zawierających jedno 
ramię sekwencyjnie komplementarne do substratu
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RNA (gen LI HPV), zaś drugie ramię sekwencyjnie 
zdegenerowane. W metodzie tej badano aktywność 
deoksyrybozymów w stosunku do substratu natyw- 
nego i jego  form zmutowanych. Połączenie metody 
amplifikacji (PCR) i analizy sekwencyjnej p roduk­
tów degradacji pozwoliło wykryć pojedyncze m uta­
cje w genie. M etoda ta tym samym staje się na­
rzędziem do badania mutacji genowych, w tym 
szczególnie pojedynczych mutacji genowych (ang. 
single nucleotide polym orphism , SNP).

VII. Potencjalne możliwości katalityczne 
cząsteczek DNA

W licznych badaniach selekcji kwasów nukleino­
wych in vitro wykazano istnienie cząsteczek DNA 
katalizujących szeroki wachlarz przemian chem icz­
nych (Tabela 4). I tak, wyselekcjonowano deoksyry­
bozymy zależne od jonów  w apnia Ca+2, katalizujące

Tabela 4

Przykłady potencjalnych możliwości katalitycznych cząsteczek DNA.

około 1000 razy, podobnie jak  rybozymy typu ham ­
m erhead  [61].

B r e a k e r i wsp. odkryli sekwencję DNA, posia­
dającą w obecności jonów  miedzi właściwości cięcia 
własnego szkieletu fosforanowego, lub szkieletu 
DNA nici komplementarnej, [62]. Ten 69 nukleoty- 
dowy DNA przeprojektowano do krótszego jednoni- 
ciowego DNA, zawierającego jedynie 46 nukleoty- 
dów. Skrócony enzym wykazywał aktywność iden­
tyczną z enzymem wyjściowym. Wykazano, że dla 
osiągnięcia aktywnej konformacji enzym DNA tw o­
rzy z substratem strukturę dupleksu i trypleksu 
(Ryc. 7a). Cztenonukleotydowy dupleks jednego z 
ramion enzymu tworzy trójniciową strukturę z poli- 
pirym idynową nicią substratu według reguł parow a­
nia Hoogsteena. Zastosowana tutaj strategia hybry­
dyzacji do form trypleksowych pozwoliła na użycie 
tego deoksyrybozymu do degradacji specyficznego 
wiązania fosfodiestrowego w długim substracie

Typ reakcji Kofaktor
Enzymy białkowe wykazujące 
analogiczne właściwości katali­
tyczne

Piśmiennictwo

Hydroliza wiazania fosfodiestrowego w RNA Mg2+ Rybonukleaza [17, 21]

Hydroliza wiązania fosfodiestrowego w RNA Pb2ł Rybonukleaza [16]

Hydroliza wiązania fosfodiestrowego w RNA L-histydyna Rybonukleaza [31]

Hydroliza wiązania fosfodiestrowego w RNA Zn2+ Rybonukleaza [28]

Hydroliza wiązania fosfodiestrowego w chime­
rach DNA/RNA

M g2+/Ca2+ Nukleaza [60]

Hydroliza wiązania fosfodiestrowego w jedno- 
niciowym DNA

M g2+ Nukleaza (enzym restrykcyjny dla 
jednoniciowego DNA)

[62]

Zawiązywanie wiązania fosfodiestrowego w 
DNA/DNA

Zn2+/Cu2+ Ligaza [63]

Hydroliza wiązania P-N w amidofosforanach 
DNA

M g2+ Fosforamidaza [64]

Metalacja porfiryn Cu2+ Ferrochelataza [15]

Fosforylacja 5 ’-terminalnej grupy OH w DNA 
z udziałem ATP

Mg2+ Kinaza nukleotydowa [42]

Zawiązywanie wiązania pirofosforanowego 
5 ’-5’ pomiędzy DNA i AMP

Mg2+ Ligaza [43]

hydrolizę wiązania fosfodiestrowego w chim erycz­
nych oligonukleotydach [60]. Zależny od jonu  w ap­
nia enzym DNA przyspieszał reakcję cięcia wiązania 
internukleotydowego w chim erycznym  DNA -RNA

DNA. Taki deoksyrybozym spełnia niejako funkcję 
„enzymu restrykcyjnego” dla jednoniciowego DNA.

Spektrum aktywności katalitycznych DNA posze­
rzono także o zdolności ligacji dwóch fragmentów
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DNA [63]. W yselekcjonowano 47-nukleotydową se­
kwencję DNA zdolną, w obecności jonów Zn2+ lub 
C u2+, do zawiązywania wiązania fosfodiestrowego 
pomiędzy oligonukleotydem z 3 ’-terminalną grupą 
fosfoimidazolidową i 5 ’-terminalną grupą hydroksy­
low ą innego DNA, ze stałą katalizy kkat 0.07 m in '1 
(Ryc. 7b).

dazy po związaniu z kompleksem protoporfiryny IX
z Fe3+ [67],

Motyw tetrady guaninowej zidentyfikowano ta­
kże w deoksyrybozymach zdolnych do przyśpiesza­
nia blisko milion razy reakcję samofosforylacji, p o ­
przez przeniesienie reszty fosforanowej z ATP na 
5 ’-terminalną grupę hydroksylow ą (Ryc. 7c) [42].

L igaza D N A

ü t GCgOc 
Enzym DNA

C Rybonukleaza

Ryc. 7. Motywy katalityczne cząsteczek DNA: A) katalizujących degradację wiązania fosfodiestrowego w DNA w obecności jonów Cu2+ [62]; B) 
spełniających funkcję ligazy DNA, zależnych od jonów Cu2+ lub Zn2+ [63]; C) DNAzymów spełniających funkcję kinazy DNA, zależnych od 
jonu Ca2+ [42]; D) nukleaz RNA, zależnych od L-histydyny [31],

B u r m e i s t e r  i wsp. wyselekcjonowali deoksy- 
rybozym katalizujący hydrolizę wiązania amidofos- 
foranowego w reakcji transfosforylacji z 5 ’-termi­
nalną grupą fosforanową krótkiego oligonukleotydu 
zawierającego grupę dansylow ą [64]. Aktywność en­
zymu zależna była od stężenia jonów  M g+2 (Sche­
mat 2).

Deoksyrybozymy katalizujące insercję jonu  m ie­
dzi lub cynku do porfiryn wyselekcjonowano przez 
ich preferencyjne wiązanie się do analogów stanu 
przejściowego tego procesu [15]. Ten typ selekcji zo ­
stał wcześniej użyty dla selekcji rybozymu przyśpie­
szającego reakcję izomeryzacji pochodnej bifenylu 
[65] oraz rybozymu katalizującego metalację porfi­
ryn [14]. Jak wykazano w dalszych badaniach, jon 
miedzi nie jes t  w iązany przez cząsteczkę DNA. Ten 
niezwykły katalizator bogaty w pary G-C zawiera j e ­
dynie 24 nukleotydy, które tw orzą strukturę tetrady 
G w obecności jonów  K+ [66]. Co ciekawsze, dwa 
spośród kilku deoksyrybozym ów katalizujących m e­
talację porfiryn w ykazywały właściwości peroksy-

Odkrycie tego typu enzymów DNA stanowi m ocny 
argument potwierdzający hipotezę, że DNA posiada 
dostatecznie szeroki repertuar właściwości katali­
tycznych, aby spełniać rolę enzymu w układach b io ­
logicznych. W tym samym laboratorium zidentyfi­
kowano cząsteczki DNA katalizujące tworzenie 
wiązania 5 ’-5 ’-pirofosforanowego (typu „czapecz­
ki” , ang. cap) pomiędzy 5 ’-terminalną grupą fosfo­
ranow ą DNA i AMP (Schemat 3) [43]. Tego typu 
produkty tworzą się w procesie ligacji DNA katalizo­
wanym ligaząT 4  DNA. Fakt istnienia takiego deok­
syrybozymu sugeruje, że zależny od ATP self-char­
g ing  DNA mógłby odpowiadać za proces k lonow a­
nia DNA bez udziału enzymów białkowych.

Enzymy białkowe w swoim centrum aktywnym 
często posiadają pojedyncze aminokwasy, 
spełniające rolę katalizatorów. L-Histydyna jes t  ka­
talitycznym aminokwasem w centrum aktywnym 
RNazy A. Czy zatem istnieją enzymy DNA, zależne 
od L-His, degradujące wiązanie fosfodiestrowe w 
RNA? Taki enzym DNA wyselekcjonowano w pro­
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i —  CCGppCGG-3’-dansyl

Schemat 2. Rozerwanie wiązania amidofosforanowego za pomocą enzymu DNA, zależnego od jonów Mg+2 [64],

cesie wielokrotnej selekcji i m utagenezy wyjściowej 
biblioteki chimerycznych D NA  (Ryc. 7d) [31]. E n­
zym ten przyśpieszał reakcję hydrolizy wiązania P - 0  
około milion razy w porównaniu do reakcji niekatali- 
zowanej. Badania różnych pochodnych histydyny,

VIII. Podsumowanie, perspektywy

Przykłady przedstawione w niniejszym 
przeglądzie pokazują, że metoda przyśpieszonej 
ewolucji kwasów nukleinowych in vitro, poza do-

DNA
DNA

Schemat 3. Kataliza tworzenia wiązania pirofosforanowego 5 ’-5’ za pomocą deoksyrybozymu [43],

oraz związków zawierających pierścień imidazolo- 
wy wykazały, że jedynie L-His oraz jej ester m etylo­
wy są aktywnymi kofaktorami deoksyrybozymu. Te 
wyniki sugerują, że katalizator specyficznie rozpo­
znaje L-histydynę i wiąże j ą  z m aksym alnym  pow i­
nowactwem, poprzez wszystkie dostępne grupy —  
atomy tlenu grupy karboksylowej, grupę N H 2 oraz 
łańcuch boczny (pierścień imidazolu).

brze udokumentowanymi zaletami selekcji aptame- 
rów i nowych rybozymów, jest także użyteczna do 
identyfikacji katalitycznych cząsteczek DNA. O d ­
krycie deoksyrybozymów ma szczególne znaczenie 
w aspekcie łatwej dostępności syntetycznych oligo- 
nukleotydów DNA i ich wysokiej trwałości chemicz­
nej i enzymatycznej w porównaniu z innymi biopoli­
merami. Te cechy zwiększają atrakcyjność katali­
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tycznych DNA jako potencjalnych terapeutyków 
oraz katalizatorów użytecznych w procesach che­
micznych i biologicznych, a także szerzej pojętych 
procesach technologicznych [37]. Technologia de­
oksyrybozymów może stanowić nowe podejście do 
terapii genow ej. Zaletą, w porównaniu z terapią anty- 
sensową i terapią rybozymami jes t  fakt, że deoksyry- 
bozymy wykazują w yższą aktywność endogenną 
oraz są bardziej odporne na degradację endonuklea- 
zami. Enzymy DNA oferują także możliwość ich w y­
korzystania w warunkach odbiegających od w arun­
ków fizjologicznych.
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I. Nobel dla badaczy cyklu komórkowego

Laureatami tegorocznej nagrody Nobla z dziedzi­
ny fizjologii i m edycyny zostali —  Amerykanin Le- 
land Hartwell, dyrektor Fred Hutchison Cancer C en­
ter w Seattle, Brytyjczycy —  Paul Nurse, kierownik 
Laboratorium Cyklu Komórkowego i dyrektor Im pe­
rial Cancer Research Found (ICRF) w Londynie, 
oraz Timothy Hunt, kierownik Laboratorium K on­
troli Cyklu Komórkowego, także w ICRF. Nagrodą 
tą, jak  to uzasadnia Komitet Noblowski, zostały uho­
norowane ich odkrycia „głównych regulatorów cy­
klu kom órkowego” , ponieważ pozw alają na zrozu­
mienie molekularnych mechanizmów kierujących 
podziałami komórkowymi.
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Leland H artw ell (ur. 1939) jes t pionierem badań 
cyklu komórkowego. Udowodnił on we wczesnych 
latach 70-tych, że cykl podziałowy prostej komórki 
eukariotycznej drożdży pozostaje pod ścisłą kon­
trolą wielu genów. Do tego wniosku doprowadziła go 
analiza otrzymanych w laboratorium mutantów Sac­
charomyces cerevisiae  (mutanty cdc — ang. cell- 
division-cycle), charakteryzujących się określonymi 
zaburzeniami w przebiegu cyklu. W efekcie zidenty­
fikował ponad 100 genów, które kontrolują w kom ór­
kach S. cerevisiae  cykl komórkowy. Dziś wiadomo 
już, że w komórkach wyższych organizmów eukario­
tycznych działają geny homologiczne z genami w y­
krytymi w drożdżach badanych przez H artw elfa .  
Jemu też zawdzięczamy wprowadzenie i uzasadnie­
nie poglądu o współzależności wydarzeń kontrolo­
wanych przez geny cdc podczas cyklu kom órkow e­
go. Klasyczne stało się już  określenie: punkt START 
w fazie G 1. Oznacza ono moment, w którym następu­
je  integracja zewnątrz- i wewnątrzkomórkowych sy­
gnałów, umożliwiających skoordynowane rozpoczę­
cie w komórkach syntezy DNA, a także dalszych faz 
cyklu. Procesy zachodzące w punkcie START kon­
troluje, wykryta przez H a rtw elfa ,  kinaza seryno- 
wo-treoninowa, kodowana w S. cerevisiae  przez gen 
CDC28, prototyp wykrytych następnie w innych or­
ganizmach kinaz tego typu. Inne wprowadzone w 
1989 roku przez H a r tw e lfa  określenie, to punkty 
kontrolne cyklu, to znaczy momenty, w których na­
stępuje jego zatrzymanie, gdy białka regulatorowe 
wykryją jakiekolwiek nieprawidłowości w proce­
sach komórkowych, (takie jak  np. uszkodzenia DNA 
w komórce po podawaniu leków czy depolimeryza- 
cja mikrotubul). W znowienie cyklu w komórce może 
nastąpić dopiero po naprawieniu takich uszkodzeń. 
Pogląd H a r tw e lfa  wskazujący, że początek jednego 
wydarzenia może nastąpić tylko po prawidłowym za­
kończeniu wydarzenia poprzedniego, okazał się bar­
dzo owocny w dalszych badaniach, ułatwił bowiem 
zrozumienie w jaki sposób utrzymywana jes t w ko­
mórkach integralność genomu i niepowielanie zaist­
niałych błędów.

Opisano już wiele genów kodujących białka 
działające w określonych punktach kontrolnych. 
Klasyczny przykład stanowią białka p53 i ATM, któ­
rych mutacje w wielu komórkach nowotworowych 
wywołują niestabilność genomu i przyczyniają się

do rozwoju nowotworów. Prowadzone przez Har­
tw e l fa  badania dotyczą w ostatnich latach m echani­
zmów molekularnych, dzięki którym komórki now o­
tworowe uniezależniają się od punktów kontrolnych 
cyklu oraz nowych leków przeciwnowotworowych, 
prowadzone przy użyciu drożdży, jako organizmu te­
stowego.

Paul Nurse (ur. 1949) jes t  badaczem, któremu za­
wdzięcza się wykrycie w komórkach Schizosaccha- 
romyces pom be  genu cdc2, a w innych komórkach 
eukariotycznych także genów homologicznych z 
wykrytym przez H a r tw e lfa  genem CDC28. Jak 
dotąd zidentyfikowano co najmniej 6 genów ko­
dujących te serynowo-treoninowe kinazy, nazywane 
kinazami cdk (ang. cyclin dependent kinases). 
Działają one w różnych fazach cyklu, a ich substra- 
tami są białka czynne w różnych procesach kom ór­
kowych, zwłaszcza regulacyjnych. O aktywności ki­
naz cdk decyduje, jak  wykazały między innymi ba­
dania N u rse’a, ufosforylowanie w nich określonych 
reszt aminokwasowych. Badania lat ostatnich pro­
wadzone w laboratorium N u rse ’a dotyczą m oleku­
larnych m echanizmów odpowiedzialnych za inicja­
cję replikacji DNA oraz kontroli podziału mejotycz- 
nego i morfogenezy komórek.

Tim H unt (ur. 1943) znany jest jako odkrywca w 
komórkach morskich jeżow ców  cyklin, białek synte­
tyzowanych i degradowanych w każdym cyklu ko ­
mórkowym. Podstawową funkcją cyklin w komórce 
jest regulowanie aktywności kinaz cdk, a także, jak 
wykazano ostatnio, działania niektórych białek nie- 
enzymatycznych, takich jak  np. receptory steroidów. 
Obecne badania H un t’a dotyczą fizjologicznej roli 
poszczególnych cyklin i aktywowanych przez nie ki­
naz w określonych fazach cyklu. Dużo uwagi po­
święca on także badaniom mechanizmów odpowie­
dzialnych za rozpoznawanie przez kompleksy kina- 
zowo-cyklinowe białek mających ulec fosforylacji, a 
także proteolitycznej degradacji cyklin w proteaso- 
mie.

W ostatnich dziesięciu latach problemom cyklu 
komórkowego i różnym aspektom jego regulacji po­
święcono w Postępach B iochem ii wiele artykułów*, 
dlatego nie będę ich omawiać w obecnym opracowa­
niu, ukierunkowanym na przedstawienie informacji 
o degradacji białek bezpośrednio uczestniczących w 
regulacji cyklu.

*Jakubowicz T (1991) Post Blochem 37: 9-18; Grzelakowska-Sztabert B (1992) Post Biochem 38: 98-107; Grzelakowska-Sztabert B
(1995) Post Biochem 41: 81-93; Widłak T (1997) Post Biochem 43: 85-90
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II. Proteoliza białek regulatorowych cyklu 
komórkowego — ubikwitynacja białek i 
ich degradacja w proteasomie

W komórkach eukariotycznych wiele białek nie­
prawidłowych, a także białek regulatorowych o krót­
kim okresie półtrwania ulega degradacji w proteaso­
mie 26S —  dużym, w ieloskładnikowym  kompleksie 
białkowym, charakteryzującym się szerokim spek­
trum aktywności proteolitycznej. Degradowane w 
proteasomie białka i peptydy są uprzednio wyznako- 
wywane ubikwityną, m ałym  (76 AA), powszechnie 
występującym białkiem globulam ym. W kaskado­
wym, zachodzącym przy udziale ATP, procesie ubi- 
kwitynacji białek uczestniczą co najmniej trzy enzy­
my; enzym aktywujący ubikwitynę (E l) ,  enzym 
łączący się z zaktyw owaną ubikw ityną ( E2) i prze­
noszący j ą  na białkowy substrat bądź bezpośrednio, 
bądź też częściej w wyniku współdziałania z ligazą 
ubikwitynową (E3) (Ryc. 1). Obecnie wiadomo, że 
ligazy ubikwitynowe stanowią kompleksy kilku (kil­
kunastu?) białek uczestniczących w precyzyjnym

dołączenie ubikwityny wydaje się być niezbędne do 
endocytozy niektórych białek błonowych i tym sa­
mym może wpływać na integralność błon [2, 3],

Badania m echanizmu ubikwitynacji białek oraz 
struktury i funkcjonowania proteasomu datują się od 
wczesnych lat 80-tych i są nadal intensywnie rozwi­
jane ze względu na biologiczne znaczenie precyzyj­
nej kontroli procesu degradacji białek. Bardzo liczne 
artykuły przeglądowe om awiają ten problem [4-9], 
także czasopisma polskie [10, 11].

Także degradacja białek uczestniczących w kon­
troli przebiegu kolejnych faz cyklu komórkowego 
następuje w proteasomie. W szczególności dotyczy 
to cyklin, inhibitorów kinaz białkowych cdk, białek 
odpowiedzialnych za rozpoczęcie syntezy DNA czy 
też za precyzyjną segregację chromatyd podczas m i­
tozy itp. Rezultatem takiej nieodwracalnej degrada­
cji białek regulatorowych cyklu jes t „jednokierunko­
w ość” jego przebiegu.

Ostatni etap ubikwitynacji białek uczestniczących 
w regulacji cyklu komórkowego przeprowadzają 
dwa wieloskładnikowe kompleksy ligaz ubikwityno-

Ryc. 1. Schemat ubikwitynacji białek przed ich degradacją w proteasomie 26S i udział w tych procesach enzymów -  El (aktywującego Ub), E2 (koniu- 
gującego) i E3 (ligazy ubikwitynowej). Przed wejściem do proteasomu ubikwityną zostaje odłączona, a białka ulegają w nim rozkładowi do 
krótkich peptydów.

rozpoznawaniu i wiązaniu białkowych substratów i 
ich translokacji do proteasomu, w którym ulegają de­
gradacji do krótkich peptydów. M odyfikacja białka 
ubikw itynąnie zawsze jednak  musi prowadzić do de- 
gradacj i do prostych peptydów [ 1 ]. Tak na przykład

wych —  SCF i APC/C [12-15], działające w różnych 
fazach cyklu komórkowego. Kompleks ligazy SCF 
działa od połowy fazy G l ,  poprzez fazę S do połowy 
fazy G2 i ubikwitynuje cykliny i inhibitory kinaz 
cdk, a kompleks ligazy APC/C aktywny od połowy
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fazy G2, w mitozie i na początku fazy G l ,  dołącza 
ubikwitynę przede wszystkim  do cyklin mitotycz- 
nych A i B oraz tzw. sekuryn, białek będących inhibi­
torami mitozy (Ryc. 2). Należy zdawać sobie sprawę, 
że w komórkach występują i inne kompleksy ligaz 
ubikwitynowych, jednakże ich bezpośredni udział w 
regulacji cyklu komórkowego nie został wykazany.

Omówienie budowy i działania kompleksów liga- 
zowych SCF i APC/C i znaczenia degradacji ubikwi- 
tynowanych przez nie białek dla przebiegu cyklu ko­
mórkowego stanowi treść tego opracowania.

III. Ligaza ubikwitynowa SCF

III-l. Budowa i regulacja działania

Białko kodowane w kom órkach pączkujących 
drożdży S. cerevisiae  przez gen cdc53  jest podstaw o­
wym składnikiem ligazy ubikwitynowej SCF (E3). 
W skazują na to dane uzyskane w badaniach m echa­
nizmu degradacji białka S ie i ,  inhibitora cyklinozale- 
żnej kinazy CDC28 oraz cyklin Cln działających w 
fazie G l ich cyklu podziałowego [16-18] (Ryc. 3). 
Białko to, Cdc53, spełnia kryteria ligazy —  tworzy 
trójskładnikowe kompleksy z substratami, które 
m ają podlegać proteolizie oraz z białkiem E2 prze­
noszącym zaktyw ow anąubikw itynę i kodowanym w 
S. cerevisiae  przez gen cdc34. Dalsze badania w yka­
zały, że na tworzenie tego trójskładnikowego kom-

pleksu, jego  działanie i tym samym stabilność białka 
S ie i i cyklin Cln ma wpływ ich ufosforylowanie, 
przeprowadzane przez jed n ą  z kinaz cyklinozale- 
żnych (np. CDC28, [19]). Zaproponowano więc, aby 
omawiany kompleks nazwać PU L C  (ang. Phospho- 
pro tein  — Ubiquitin -  L igase  — Complex), podkre­
ślając tym samym znaczenie faktu, że tylko ufosfory-

Ryc. 2. Cykl komórkowy. Zaznaczony udział 
ligaz SCF i APC/C w degradacji 
białek regulatorowych cyklu (z da­
nych 43 i 145).

lowane białka są substratami tej ligazy [20]. Nazwa 
ta jednak  nie przyjęła się.

W kolejnych latach zidentyfikowano homologi 
białka Cdc53 wykrytego w S. cerevisiae  w kom ór­
kach innych organizmów (Cullin  w Caenorhabditis 
elegans, [21]; Cul 1 w komórkach ludzkich [22]).Wy­
kazano także, że istotnymi składnikami kompleksu li­
gazy SCF są  białka zawierające tzw. motyw F (ang. 
F-box), zwane dalej białkami Fbp (ang. F-box p ro te ­
ins), odpowiedzialne za rozpoznawanie i wychw yty­
wanie białek mających ulec ubikwitynacji [23-25] 
oraz białko Skp 1, którego rolą wydaje się być 
ułatwienie wiązania białek Fbp z pozostałymi pod- 
jednostkam i kompleksu (Ryc. 3) [26-27],

Jako podstawowe jednostki omawianej ligazy 
uważa się zatem trzy białka —  Skp l,  kullinę (Cul- 
lin /C dc53) i jedno z białek z motywem „F-box" 
(Fbp), które zostaną kolejno omówione. Ich kom ­
pleks przyjęto nazywać kompleksem SCF (od 
początkowych liter składników). Dodatkowym 
składnikiem kompleksu SCF jes t także wykryte 
ostatnio białko R b x l /H it l /R o c l  [28-29].

Ubikwitynacja przez kompleks SCF

Ubikwitynacja przez kompleks APC / C

POSTĘPY BIOCHEMII 48(1), 2002 37http://rcin.org.pl



Ryc. 3. Ubikwitynacja cykliny Cln 1 i białka Siei w komórkach S. cerevisiae katalizowana przez ligazę SCF. W rozpoznaniu i wiązaniu ufosforylowa- 
nych Clnl i Siei biorą udział dwa różne białka (Grrl i Cdc4) z motywem „F-óar”, zaznaczonym na rysunku jako F oraz domenami WD40 i 
LRR (z danych 18 i 28, zmodyf.). Dalsze objaśnienia w tekście.

K ullina (C ullinJ)/C dc53  je s t  białkiem 
tworzącym jakby pomost (ang. sca ffo ld ), na którym 
dochodzi do współdziałania z innymi podjednostka- 
mi kompleksu. Obecność N -końcowej domeny w 
cząsteczce kulliny jes t  n iezbędna do wiązania pod­
jednostki S kp l,  natomiast C-koniec jej cząsteczki 
uczestniczy w wiązaniu enzymu E2 niosącego zakty- 
wowaną ubikwitynę [30]. W interakcji E2 i kulliny 
może pośredniczyć białko R b x l /R o c l  [28], któremu 
przypisuje się także wpływ na autopoliubikwityna- 
cję samego enzymu E2.

Podjednostką S k p l jes t m ałym  białkiem w ystę­
pującym w kompleksach ligaz ubikwitynowych 
wszystkich komórek eukariotycznych [26]. O d­
działuje ono z białkami Fbp, takimi jak  np. białka 
Cdc4 i G rrl w komórkach drożdży (Ryc. 3) czy też 
Skp2 w komórkach ludzkich. Ostatnio przedstaw io­
no strukturę krystaliczną kom pleksu  podjednostek 
Skpl i Skp2 [31].

Integralnym składnikiem kom pleksu ligazy SCF 
jes t także jedno z białek  Fbp, które charakteryzuje 
obecność około 40 aminokwasowej sekwencji na­
zwanej „F -box” i opisanej po raz p ierw szy w cyklinie 
F [26]). Wspólną cechą białek Fbp jes t  fakt wiązania 
przez nie białek (na ogół uprzednio ufosforylowa- 
nych) mających ulec ubikwitynacji,  różnią  się zaś 
one obecnością specyficznych dom en aminokwaso- 
wych odpowiedzialnych za interakcje białko-białko,

takich jak  WD40 (ang. WD40 repeats [32]) czy też 
powtórzenia leucynowe LRR [33]. Charakterystykę 
domen strukturalnych w poznanych dotychczas 
białkach Fbp przedstawiono w pracy przeglądowej
[25]. Obecność białek Fbp stwierdzono praktycznie 
we wszystkich badanych organizmach: 15 w kom ór­
kach S. cerevisiae , 215 w C. elegcins, w komórkach 
ssaków występuje ich prawdopodobnie kilkaset
[34]. Powszechność i liczebność występowania 
białek Fbp sugeruje, że kompleks SCF może ubikwi- 
tynować i skierowywać w komórce na drogę degra­
dacji setki różnych białek.

Od wykrycia składników kompleksu ligazy SCF 
upłynęło niewiele lat, ale już  pojawiają  się doniesie­
nia o regulacji ekspresji genów kodujących poszcze­
gólne białka tworzące jego podjednostki. I tak w 
2000 r. doniesiono, że protoonkogen c-Myc, białko 
modulujące ekspresję wielu genów uczestniczących 
w regulacji cyklu komórkowego [35-37], może rów ­
nież promować zależną od ubikwityny proteolizę 
białek. W mysich fibroblastach c-Myc aktywuje bo­
wiem ekspresję genu cul 1, kodującego kullinę, 
g łówną podjednostkę kompleksu ligazy SCF [38], 
Natomiast białko supresorowe PTEN (fosfataza 
PIP3), hamuje rozpoczęcie fazy S w mysich kom ór­
kach embrionalnych, ponieważ wpływa na stabil­
ność białka p27, inhibitora kinaz cdk. Nadekspresja 
białka PTEN, a więc w efekcie hamowanie aktyw no­
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ści kinazy PI (PI-3 kinazy) wywołuje spadek ekspresji 
genu kodującego białko Skp2 zawierające m otyw 
F-box, które to rozpoznaje i wiąże inhibitor p27 [39], 
Nie obserwowano zaś wpływu nadekspresji PTEN na 
geny kodujące inne podjednostki kompleksu SCF.

III-2. Substraty ligazy SCF

Jak już  wspomniano, w komórkach S. cerevisiae  
kompleks SCF ubikwitynuje przede wszystkim  cy­
kliny Cln, działające w fazie G 1, oraz inhibitor kinaz 
cdk —  białko S ie i [18, 40, 41]. Ryc. 3 przedstawia 
schematycznie kompleksy SCF uczestniczące w ubi- 
kwitynacji i degradacji ufosforylowanych białek 
Siei i C ln l.  W rozpoznaniu i wiązaniu tych białek 
biorą udział dwa różne białka Fbp kodowane od p o ­
wiednio przez geny cdc4  i G rrl. Substratami ligazy 
SCF w komórkach drożdży są także: białko F a r l ,  in­
hibitor kinaz cdk, białko C dc6 /C dcl8  konieczne do 
rozpoczęcia syntezy DNA (ang. DNA replication  
factor) oraz kinaza S w el/W ee l  inaktywująca kinazę 
cdk, której aktywność jes t  niezbędna dla przebiegu 
mitozy. Te białkowe substraty rozpoznają i w iążą  ta ­
kie białka Fbp jak  Cdc4 i białko Met30 [13]. Ubikwi- 
tynowane i prawdopodobnie degradowane w prote- 
asomie są także białka Cdc34 i G rr l .

W komórkach ludzkich ligaza SCF jes t niezbędna 
dla degradacji cyklin D i E, inhibitorów kinaz cdk -  
białek p27 i prawdopodobnie także p57 i p21 (rodzi­
na inhibitorów CIP/KIP) oraz czynnika transkryp- 
cyjnego E2F-1. Najwięcej badań dotyczy ubikwity- 
nacji i degradacji cykliny E będącej podjednostką re ­
gulatorową kinazy cdk2 oraz białka p27, dzięki cze­
mu ich wzajemne relacje są dziś w znacznym stopniu 
poznane. Natomiast pozostaje do wyjaśnienia, czy 
sama kinaza cdk2 również ulega degradacji w prote- 
asomie.

III-2.1. Cyklina E i inhibitory kinaz cdk z rodziny 
CIP/KIP

C yklina E (pozytywny regulator cyklu) ulega sil­
nej ekspresji na granicy faz G1 i S i promuje w ów ­
czas, dzięki zaktywowaniu kinazy cdk2, rozpoczęcie 
replikacji DNA. Zm iany wewnątrzkomórkowego 
poziomu cykliny E są nie tylko wynikiem periodycz­
nych zmian intensywności transkrypcji kodującego 
genu, lecz również precyzyjnie kontrolowanej prote- 
olizy. Zbyt niski poziom cykliny E zatrzymuje ko­
mórki w fazie G l ,  nadmiernie wysoki powoduje zaś 
przedwczesne wejście ich w fazę S, niestabilność ge­
nomu, a może też prowadzić do transformacji now o­
tworowej [42]. Udział ligazy SCF w ubikwitynacji i 
degradacji cykliny E związanej z kinazą cdk2 jak  i

formie wolnej wydaje się niewątpliwy [34, 43, 44]. 
Ustalenie natomiast, które z białek Fbp rozpoznaje i 
wiąże cyklinę E i czy jej ufosforylowanie jes t  nie­
zbędne w tym procesie jes t  ciągle przedmiotem in­
tensywnych badań i wielu kontrowersji. Do niedaw­
na uważano, że cyklinę E (a także p27) rozpoznaje 
białko Skp2 [34, 43, 45]. Opublikowane w paździer­
niku 2001 badania dokum entują jednak, że to nie 
Skp2, a inne białko Fbp, nazwane w komórkach ludz­
kich białkiem hcdc4 [46] bądź Fbw7 [47], a w ko­
mórkach D rosophila  m elanogaster  białkiem Archi- 
pelago (Ago, [48]) jes t odpowiedzialne za w ychw y­
tywanie i degradację cykliny E (Ryc. 4). Przynajm ­
niej w odniesieniu do białka Ago wiadomo, że po­
ziom jego ekspresji zmienia się w ciągu cyklu, co 
wydaje się przemawiać za periodycznością degrada­
cji cykliny E. Jakie są próby wytłumaczenia odm ien­
nych poglądów na temat udziału białka SKP2 w de­
gradacji cykliny E? Biorąc pod uwagę fakt, że w m y­
sich komórkach bez genu Skp2  cyklina E jednak  nie 
ulega degradacji [34] sugerowany jest pośredni 
wpływ białka SKP2 na degradację cykliny E [48]. W 
komórkach, w których brak jes t  białka Skp2, może 
mieć miejsce wzrost poziomu białka p27 i w konse­
kwencji zahamowanie aktywności kinazy cdk2/cy- 
klina E. Nie dochodziłoby wówczas do autofosfory- 
lacji cykliny E (będącej w kompleksie z k inazą cdk2) 
i rozpoznania jej przez białko hcdc4/Fbw7/Ago. Inna 
możliwość zakłada, że do interakcji cykliny E z 
białkiem adaptorowym SKP2 potrzebne są jeszcze 
inne, niezidentyfikowane do dziś białka [49].

Panuje zgodność poglądów co do tego, że ufosfo­
rylowanie treoniny w pozycji 380 w cząsteczce cy­
kliny E będącej będącej w kompleksie z k inazą cdk2 
[34, 43, 45], a być może także i treoniny 62 [46], jest 
konieczne do jej rozpoznania przez odpowiednie 
białko Fbp. Nie jes t  jeszcze natomiast definitywnie 
wyjaśnione, czy fosforylacja jes t  także niezbędna 
przy ubikwitynacji i degradacji wolnej, nie zw iąza­
nej z kinazą cdk2, cykliny E [34]. Pełni ona także 
istotne funkcje regulacyjne jako  na przykład aktywa­
tor receptorów estrogenowych.

Równie intensywnie jak  degradacja cykliny E ba­
dana jes t proteoliza białka p27 (rodzina CIP/KIP), 
inhibitora kinaz cdk działających we wszystkich fa­
zach cyklu komórkowego, przede wszystkim zaś ki­
nazy cdk2 skompleksowanej z cykliną E. Ekspresję 
genu p 2 7  regulują liczne czynniki wzrostu, przy 
czym czynniki mitogenne w yw ołują spadek jego 
ekspresji, natomiast czynniki powodujące różnico­
wanie komórek lub hamujące ich wzrost są odpowie­
dzialne za wzrost ekspresji genu p27 i ilości białka 
p27 w komórce [50]. Poziom mRNAp27 nie zmienia
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się znacząco podczas cyklu komórkowego. Tak więc 
wewnątrzkomórkowy poziom białka p27 regulow a­
ny jest poprzez intensywność translacji m RNA [51, 
52] i zwłaszcza, jak  się sądzi już  od 1995 roku, przez 
ściśle kontrolowaną jego proteolizę [53]. G w ałtow ­
ny spadek poziomu białka p27 ma miejsce po w yjś­
ciu komórek z fazy spoczynkowej GO i włączeniu się 
ich do cyklu oraz podczas fazy G l ,  przed rozpoczę­
ciem syntezy DNA. Ubikwitynację b iałka p27 p rze­
prowadza ligaza SCF, a białkiem Fbp rozpo­
znającym p27 jes t tu Skp2 [54-56].

Podobnie jak  większość białek ubikwitynowa- 
nych przy udziale ligazy SCF, białko p27 przed roz­
poznaniem przez białko Fbp (Skp2) musi zostać 
ufosforylowane. Wydaje się już  dziś dobrze udoku­
mentowane, że w cząsteczce p27 fosforylacji ulega 
treonina w pozycji 187, a głów ną kinazą fosfory- 
lująca p27 jes t kinaza cdk2/cyklina E [50, 57], nie 
wyklucza się też działania kinazy cdk l /cyklina A 
[55, 58]. W iosną 2001 roku doniesiono, że do efek­
tywnej ubikwitynacji i degradacji p27 konieczne jes t 
jeszcze jedno białko, tzw. białko C ks l  [59, 60]. 
Białko to zalicza się do znanej już  od wielu lat rodzi­
ny białek Sucl/Cks, wiążących się z w ieloma k inaza­
mi cdk [61, 62], a których działanie jako  regulatorów

Ryc. 4. Schemat ubikwitynacji cykliny E i 
białka p27, inhibitora kinaz cdk. 
W rozpoznaniu i wiązaniu ufosfo- 
rylowanych cykliny E i p27 biorą 
udział dwa różne białka z moty­
wem ,rF-box” (Skp2 i h/Cdc4/Ago/ 
Fbw7). Na schemacie umieszczono 
też białko C ksl, którego udział w 
modulacji działania ligazy SCF na 
degradacją białka p27 jest ostatnio 
postulowany. Zaznaczono również 
hamujące działanie p27 na kinazą 
cdk2/cyklinaE i vice versa (w opar­
ciu o 44 i 49).

cyklu pozostawało dotychczas nieznane. Publikowa­
ne ostatnio wyniki wyjaśniają, że białko C ksl (ale 
nie inne białka z tej rodziny) wiąże się z białkiem 
adaptorowym Skp2 i zw iększa znacząco jego zdol­
ność rozpoznawania i w iązania ufosforylowanego 
p27. Komentatorzy w Science  p iszą  naw et obrazowo, 
że C ksl jest w łaściwym czynnikiem, który „pociąga 
za spust” i wywołuje degradację p27 [63], Różne są 
obecnie spekulacje o sposobach modulacji przez 
C ksl efektywności działania SCF, a zwłaszcza 
działania białka Skp2. Przypuszcza się, że dołącze­
nie go mogłoby w ywoływać zm iany allosteryczne w 
Skp2, stabilizować interakcje pom iędzy Skp2 i p27 
lub też ułatwiać właściwe um iejscowienie p27 w 
kompleksie ligazy SCF [63]. Które z tych przypusz­
czeń jest prawdziwe pokażą praw dopodobnie dalsze 
badania.

Komórki nowotworowe charakteryzuje na ogół 
niski poziom białka p27, (np. [64-66]), co wynika, 
jak  się wydaje, z wysokiej w ewnątrzkom órkowej ak­
tywności proteolitycznej [47]. Przynajmniej w ko­
mórkach nowotworu jam y  ustnej (ang. oral sq u ­
amous cell carcinom a  ) obserwuje się zbieżność w y­
stępowania niskiego poziom u białka p27 i zw iększo­
nej ilości białka adaptorowego Skp2 [68].
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Stosunkowo mniej niż o p27 wiadomo o m echani­
zmach degradacji innych inhibitorów kinaz cdk —  
białek p57 i p 2 1, także z rodziny CIP/KIP. Wysunięto 
sugestię, że białko p57 ulegać może proteolizie w 
proteasomie, ponieważ w osteoblastach (stymulowa­
nych do proliferacji przez TGF-(3) nie następuję spa­
dek jego poziomu po traktowaniu ich laktastatyną 
(inhibitorem działania proteasomu) [69]. Podobnie, 
laktastatyna stabilizuje białko p21 w ludzkich ko­
mórkach nowotworu je li ta  grubego, RKO i HCT 116 
[70, 71], wykrywane są też w nich ubikwitynowane 
pochodne p21 [72], Dane te wskazują na praw dopo­
dobieństwo degradacji p21 w proteasomie. Przy­
puszcza się, że w ubikwitynacji p21 bierze udział li­
gaza SCF, ponieważ białko p21 nagromadza się w 
komórkach (nowotwór jelita  grubego RKO oraz 
ludzkie keratynocyty), do których wprowadzono nu- 
kleotydy antysensowne w stosunku do genów ko­
dujących podjednostki tej ligazy - takie jak  kullina 
oraz białka Skpl i Skp2 [73]. W świetle powyższych 
obserwacji nie jes t  zrozumiały fakt, że do degradacji 
p21 w proteasomie nie je s t  niezbędna jego uprzednia 
ubikwitynacja [71]. Nie wiadomo więc czym można 
tłumaczyć zależność degradacji p21 od obecności 
SCF. Czy p21 jes t  kolejnym, podobnie jak  dekarbok- 
sylaza ornitynowa [74, 75], przykładem nieubikwi- 
tynowanego białka degradowanego w proteasomie 
w ykażą dalsze badania. Już teraz wiadomo, że inte­
rakcje p 2 1 z innymi białkami i tworzenie z nimi w ie­
loskładnikowych kom pleksów  wyraźnie modulują 
jego stabilność. Skompleksowanie p21 z kinazami 
cdk sprzyja jego degradacji, natomiast z jądrow ym  
antygenem proliferujących komórek (PCNA) ochra­
nia przed rozkładem w proteasomie [76].

III-2.2. Cyklina D i inhibitory kinaz cdk z rodziny INK

C ykliny D (pozytywne regulatory cyklu) akty­
w ują  kinazy cdk4/6 działające w komórkach 
będących w fazie G 1 cyklu i są przede wszystkim od­
powiedzialne za fosforylację białka supresorowego 
Rb. W konsekwencji tego następuje uwolnienie 
czynnika transkrypcyjnego E2F-1, a to umożliwia 
jego  działanie jako  regulatora transkrypcji wielu ge­
nów. Ponadto, kom pleksy kinaz cdk4/6 działają też 
nieenzymatycznie w ychwytując i tworząc w ie­
loskładnikowe kom pleksy z inhibitorem p27, dzięki 
czemu może działać kinaza cdk2/cyklina E [77].

W ewnątrzkomórkowy poziom cyklin D, zw łasz­
cza D l i D3, regulow any jes t  na poziomie transkryp­
cji (zwłaszcza przez różne mitogeny [78]), jak  rów ­
nież przez proteolizę za leżną od ubikwityny i prote­
asomu. Już w 1996 roku zasugerowano, że to właśnie

obniżona degradacja cyklin D (występująca pomimo 
braku amplifikacji genów kodujących cykliny D 
i/lub zwiększenia poziomu odpowiednich mRNA 
[79]) może być przyczyną nadmiernej ich akumula­
cji w kom órkach raka macicy SK-UT. Wydaje się 
obecnie udowodnione, że ubikwitynację cyklin D l  i 
D3 przeprowadza ligaza SCF [80, 81], a poziom 
białka adaptorowego Skp2 decyduje o intensywności 
ich degradacji w proteasomie [80, 82], Fosforylacja 
treoniny 286 w cząsteczce cykliny D l przez kinazę 
syntazy glikogenowej 3 a  [83, 84], wywołuje prze­
mieszczenie cykliny D 1 z jądra  do cytoplazmy, na te ­
renie której zostaje ubikwitynowana. Związanie cy­
kliny D l  z k in azącd k 4  sprzyja jej dalszej fosforyla­
cji i ubikwitynacji, chociaż modyfikacji poprzez 
dołączenie ubikwityny może także ulegać nie- 
związana z kinazami cdk i nieufosforylowana cykli­
na D l [84, 85]. Sugeruje się, że może to być jednym  
ze sposobów usuwania cykliny D l w określonych 
momentach cyklu komórkowego i regulowania tym 
samym stopnia ufosforylowania białka supresorowe­
go Rb. Poznanie szlaków prowadzących do ubikwi­
tynacji i degradacji wolnej cykliny D l może być po­
mocne w podejm owaniu działań eliminujących efek­
ty nadekspresji cykliny D l występującej w licznych 
nowotworach [85],

Badania stabilności białkowych inhibitorów k i­
naz cdk z rodziny INK i działających w początko­
wych fazach cyklu są nieliczne. Jak dotąd, jedynie 
ubikwitynacja b ia łka  p l9 ,  którego najwyższy po­
ziom obserwuje się w kom órkach będących w fazie S 
[86], wydaje się dobrze udokumentowana. W kom ór­
kach ludzkich (ang. osteosarcom a celi line U-2-OS) 
wykazano bowiem  pojawianie się jego pochodnych z 
kilkoma resztami ubikwityny [87]. Nieznana jest 
jeszcze ligaza ubikwitynowa biorąca udział w ubi­
kwitynacji p 19, lecz niewątpliwa jes t stymulacja 
tego procesu w obecności kinazy cdk. Wydaje się to 
wskazywać na fosforylację białka p 19 przed proteo- 
lizą.

III-2.3. Czynnik transkrypcyjny E2F-1

W proteasomie ulega też degradacji czynnik tran­
skrypcyjny E2F-1, aktywny przede wszystkim w ko­
mórkach wkraczających w fazę S oraz w komórkach 
będących ju ż  w fazie S. Reguluje on ekspresję genów 
kodujących białka konieczne do rozpoczęcia syntezy 
DNA [88, 89]. Ubikwitynację czynnika E2F-1 (na­
stępującą po odłączeniu od ufosforylowanego białka 
supresorowego pRb i/lub pokrewnych mu białek 
p 107 i p 130, [90, 93]), przeprowadza ligaza SCF 
współdziałająca z białkiem adaptorowym Skp2 [94],
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Obserwuje się nawet czasow ą zbieżność wysokiego 
poziomu białka Skp2 w kom órkach będących w fazie 
S, a intensywną proteolizą czynnika E2F-1 w kom ór­
kach znajdujących się na granicy faz S i G2. Brak jest 
jak  dotąd danych wskazujących czy do rozpoznania i 
wiązania E2F-1 przez białko Skp2 niezbędne jest 
jego ufosforylowanie, jak  to na ogół obserwowano w 
przypadku białek ubikwitynowanych przez ligazę 
SCF [89]. Są także sugestie, że degradacja E2F-1 w 
proteasomie nie jes t  jed y n ą  drogą jego proteolizy. 
Świadczyć o tym może brak nagromadzania się 
czynnika E2F-1 w kom órkach nie zawierających 
genu kodującego białko adaptorowe Skp2 [34].

IV. Ligaza ubikwitynowa APC/C

IV-1. Budowa i regulacja działania

Drugim kompleksem ligazowym, który jes t istot­
ny dla przebiegu cyklu komórkowego jes t  kompleks 
APC/C (ang. A naphase  — P rom oting  — Complex /  
Cyclosom e), na który składa się w komórkach dro­
żdży kilkanaście, a w kom órkach wyższych organi­
zmów eukariotycznych prawdopodobnie 10 podjed­
nostek [95,96]. Stałymi składnikami kompleksu 
APC/C są białka APC2 i APC11 (Ryc. 5), hom olo­
giczne z kulliną oraz białkiem R b x l /R o c l  w om a­
wianej ju ż  ligazie SCF [98, 99]. Białko APC2 jest

stałych podjednostek nie jes t nadal wyjaśnione. Z i­
dentyfikowano w nich natomiast liczne sekwencje 
aminokwasowe (np. motywy WD40, WD7, TPR), 
które wskazują na możliwości wystąpienia określo­
nych oddziaływań białko-białko [95, 96].

Regulacja funkcjonowania ligazy APC/C nastę­
puje przede wszystkim poprzez dołączanie określo­
nych podjednostek regulatorowych —  białek 
Cdc20/Fizzy lub Cdhl/Hctl/F izzy-re/afóć/, obec­
nych, jak  się uważa, we wszystkich kom órkach euka­
riotycznych [101-104]. W komórkach drożdży liczba 
białek regulatorowych jest prawdopodobnie więk­
sza. Wydaje się, że pełnią one funkcje analogiczne 
jak  białka Fbp w ligazie SCF, nie występuje w nich 
jednak charakterystyczny motyw „F -box,\  Charakte­
ryzuje je  natomiast obecność siedmiu domen WD, 
ale nie wiadomo czy właśnie poprzez te sekwencje 
dochodzić może do rozpoznania i wiązania białek 
mających ulec ubikwitynacji.

W różnych fazach cyklu występują różne kom ­
pleksy ligazy APC/C, co wynika, między innymi, z 
różnej ekspresji białek regulatorowych podczas cy­
klu. Kompleks ligazy APC/C z białkiem regulatoro­
wym Cdc20, obecny w komórkach będących w mito­
zie, ubikwitynuje białka podczas metafazy i na 
początku anafazy, natomiast kompleks ligazy APC/C 
z białkiem regulatorowym Cdhl rozpoczyna 
działanie w anafazie i kończy w fazie G1 następnego

Cdc 16, Cdc 27 
Cdc 23, Apc 1 
Apc 5, Gdc 26 
Apc 9, Doc 1 
Apc 4p

podjednostką podstawową, do której dołączają się 
inne podjednostki, białko APC11 zaś pośredniczy, 
jak  się sądzi, w interakcjach APC z odpowiednim en­
zymem E2, przenoszącym zaktyw ow aną ubikwity- 
nę. Pomimo tego, że o w ystępowaniu w komórkach 
kompleksu ligazy APC/C w iadom o już  od 1995 roku 
[100], znaczenie funkcjonalne większości pozo-

Ryc. 5. Schemat budowy kompleksu li­
gazy APC/C. W ramce wymie­
niono białka, które mogą brać 
udział w tworzeniu kompleksu 
tej ligazy (w oparciu o 95 i 96).

cyklu (Ryc. 5). Ufosforylowanie zarówno kom plek­
su APC, jak  i białek regulatorowych, jes t istotne dla 
działania ligazy APC/C. Fosforylacji podjednostek 
APC/C dokonują głównie te kinazy cdk, które zaczy­
nają być aktywne w komórkach będących w fazie G2 
i stają się w pełni aktywne w komórkach podczas m i­
tozy [105-107]. W procesie tym uczestniczą także
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tzw. kinazy Polo  ([108], np. kinaza kodowana w ko­
mórkach drożdży przez gen cdc5), a także kinaza 
białkowa A [109]. Fosforylacja może zarówno akty­
wować ligazę APC/C, jak  i hamować jej działanie. 
Przypuszczalnie można to wiązać z różnym um iej­
scowieniem w kompleksie ufosforylowanych reszt 
aminokwasowych, które, jak  dotąd, nie zostały je sz ­
cze zidentyfikowane [96]. Przypuszcza się także, że 
białko Sue 1, promujące fosforylacje takich regulato­
rów cyklu jak  fosfataza cdc25 czy kinaza Wee 1 [61, 
62], może brać udział w fosforylacji APC/C, stano­
wiąc być może łącznik pom iędzy kinazami edk i 
kompleksem APC/C [95].

Również białka regulatorowe Cdc20 i C dhl są 
fosforylowane, prawdopodobnie przez kinazy cdk. 
Sądzi się, że fosforylacja Cdc20 nie jes t jednak  ko­
nieczna, by białko to aktywowało APC/C [102, 103, 
110]. Natomiast w przypadku białka C dhl w ykaza­
no, że ufosforylowanie go przez kinazy cdkl i cdk2 
znosi jego  zdolność do łączenia się z ligazą APC/C 
[106, 111-113]. Reaktywację C dhl przeprowadza 
fosfataza, kodowana w drożdżach S. cerevisiae  przez 
gen cd c l4 . Homologiczne białko zostało także w y­
kryte w komórkach kręgowców [113]. Fosfataza 
C d c l4  obecna jest w jąderku [114], w kompleksie ze 
specyficznym inhibitorem, białkiem C fi l /N e t l  [115, 
116]. Jak doniesiono ostatnio, uwolnienie fosfatazy 
C d c l4  z kompleksu z inhibitorem C f i l /N e t l  i jej 
translokacja do cytoplazmy wym aga współdziałania 
wielu białek [117]. Regulacja aktywności kompleksu 
APC/C przez fosforylację jes t  zatem, jak  widać, bar­
dzo złożona i w tym opracowaniu została tylko zasy­
gnalizowana.

IV-2. Substraty ligazy APC

W odróżnieniu od ligazy SCF ligaza APC/C 
dołącza ubikwitynę do niewielu substratów i doko­
nuje tego współdziałając nie z jednym , lecz z dwoma 
białkami E2, w zależności od momentu, w którym 
działa i od rodzaju białkowego substratu [96]. Białka 
będące substratami APC/C charakteryzuje obecność 
tzw. boksu destrukcyjnego, sekwencji aminokwaso- 
wej opisanej po raz pierwszy w cyklinach mitotycz- 
nych na początku lat dziewięćdziesiątych [118, 119]. 
Jest on niezbędny, jak  się powszechnie sądzi, do roz­
poznania przez ligazę APC/C i określone białko E2 
białka mającego ulec degradacji. Mutacje w boksie 
destrukcyjnym lub też brak tej sekwencji aminokwa- 
sowej wywołują stabilizację białek i zatrzymanie 
procesów, w których uczestniczą. Wydaje się także, 
że sekwencja aminokwasowa KEN występująca w 
niektórych białkach, może być również konieczna do

ich rozpoznania i ubikwitynacji przez ligazę APC/C 
skom pleksowaną z białkiem regulatorowym Cdhl 
[ 120].

Ligaza APC/C ubikwitynuje przede wszystkim 
białka bezpośrednio zaangażowane w przebieg m ito­
zy, takie jak  inhibitor anafazy i rozdziału chromatyd 
(Pdsl/Cut2),  czy też cykliny A i B stanowiące pod­
jednostki regulatorowe kinaz cdkl i cdk2, które 
działają głównie podczas mitozy. Przy jej udziale de­
gradowane są również jej własne białka regulatoro­
we —  białko Cdc20 i kinaza Polo!Cdc5 (pod koniec 
anafazy w fazie G l) ,  białko A sel wiążące się z mi- 
krotubulami, niezbędne dla prawidłowego funkcjo­
nowania wrzeciona mitotycznego [121], a także ge- 
minina uczestnicząca w regulacji syntezy DNA.

IV-2.1. Białka Pdsl/C ut2

Głównym substratem ubikwitynowanym przez li­
gazę APC/C jest białko będące inhibitorem rozpoczę­
cia anafazy i nazwane białkiem P d sl w S . cerevisiae 
[107, 122, 123] i Cut2 w S. pom be  [124, 125], Homo- 
logi tego białka zidentyfikowano dotychczas także w 
komórkach Drosophila m elanogaster (białko Pimple 
[126]) i komórkach kręgowców (białko PTTG [127, 
128]). Zalicza s ię je  do tzw. sekuryn [128], białek nie­
zbędnych do utrzymywania stabilności chromoso­
mów. Obecność ich uniemożliwia bowiem przed­
wczesny rozdział chromatyd. W komórkach S. cerevi- 
siae  sekuryna Pdsl jest degradowana w okresie po­
między m etafaząa  anafazą, po ubikwitynacji przez li­
gazę APC/C współdziałającą z białkiem regulatoro­
wym Cdc20 [130] (Ryc. 6). Natomiast w komórkach 
ludzkich może także w procesie tym uczestniczyć dru­
gie białko regulatorowe, Cdhl [128].

Jednakże to nie sekuryna Pdsl jes t czynnikiem 
spajającym chromatydy. Za sparowanie chromatyd 
odpowiedzialne są inne białka, tzw. kohezyny [131], 
kodowane w komórkach drożdży przez co najmniej 6 
genów (geny Smc i Scc). O degradacji kohezyn decy­
dują separyny, białka Espl w S. cerevisiae  [132, 133] 
i Cut 1 w S. pom be  [ 125]. W okresie przed rozdziałem 
chromatyd separyny są nieaktywne, gdyż są 
związane w kompleksie z sekuryną Pdsl [133, 134], 
Degradacja Pdsl uwalnia separyny z kompleksu, 
które w niewyjaśniony jeszcze sposób, powodują od- 
dysocjowanie od chromatyd kohezyn (zwłaszcza ko­
hezyny Scc 1 [ 134]), co sprawia, że może nastąpić ich 
rozdzielenie. Czy separyny, których struktura nie 
przypomina znanych proteaz, m ają aktywność prote­
olityczną pozostaje do wyjaśnienia [135, 136]. W 
świetle powyższych danych degradację Pdsl można 
więc traktować jako  niezbędny warunek do tego,
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Metafaza Anafaza

Sekuryny 
Pds1 / Cut2

Kinazy
cdk

CYTOKINEZA  
Komórki w fazie G1

Cykliny mitotyczne 
Ase 1 p
Cdc5 / kinaza Polo 
Cdc20 / Fizzy

Kinaza
Polo

Ryc. 6. Udział ligazy APC/C w ubikwitynacji białek podczas mitozy. Zaznaczono różne białka regulatorowe (Cdc20/FZY i C dhl/H ctl/FZR ) biorące 
udział w rozpoznawaniu określonych substratów oraz różne kinazy fosforylujące podjednostki kompleksu (z danych 96).

ażeby doszło do rozdziału chromatyd, nie zaś jako 
czynnik bezpośrednio wywołujący ten proces.

Rozdział chromatyd i zapoczątkowanie anafazy, 
będące wynikiem ciągu przemian, w których uczest­
niczy ligaza APC/C, są działaniami nieodwracalny­
mi. Ich precyzyjne wykonanie decyduje zatem w du­
żej mierze o utrzymaniu stabilności genomu w 
dzielących się komórkach. Są one precyzyjnie m oni­
torowane przez „mechanizm nadzorczy” (ang. surve­
illance), nazwany punktem kontrolnym pow stawa­
nia wrzeciona podziałowego. Aktywacja tego m e­
chanizmu*, następująca np. przy niewłaściwym 
ułożeniu chromatyd, powoduje zahamowanie 
działania ligazy APC/C przez określone grupy białek 
i blokuje przebieg mitozy [135, 137].

IV-2.2. Cykliny m itotyczne

Fakt, że degradacja cyklin mitotycznych A i B, 
stanowiących podjednostki regulatorowe kinaz cdk2 
i cdk l ,  które działają przede wszystkim w kom ór­
kach będących w mitozie, zależy od ubikwityny i za­
chodzi w mitozie, znany jes t  już  od ponad 10 lat 
(patrz [138]). W cyklinach tych po raz pierwszy z i­
dentyfikowano tzw. boks destrukcyjny, sekwencję 
dziewięciu aminokwasów w N-końcu cząsteczki 
[118]. Pewne niewielkie różnice w rodzaju am ino­

kwasów występujące w boksach destrukcyjnych cy­
klin A i B przyczyniają się, być może, do wcześniej­
szej degradacji cykliny A niż cykliny B podczas m i­
tozy [139, 140]. Początek degradacji cykliny A przy­
pada na początek mitozy, koniec zaś przed rozpoczę­
ciem anafazy (przed segregacją chromatyd). Rozkład 
cykliny B ma miejsce w późniejszych stadiach mito­
zy i przynajmniej w komórkach ssaków trwa aż do 
początku fazy S [142].

Panuje zgodność co do tego, że ubikwitynację cy­
klin mitotycznych przeprowadza ligaza APC/C. N a­
tomiast udział poszczególnych podjednostek regula­
torowych w rozpoznaniu i interakcji z określonymi 
cyklinami nie jes t  jeszcze definitywnie wyjaśniony 
[96]. W komórkach drożdży jedna z cyklin B (Clb5), 
ubikwitynowana jes t przez kompleks APC/Cdc20, 
inne zaś cykliny B (Clb3 i Clb2), przez kompleks 
A PC /C dhl [143], W komórkach wyższych organi­
zmów eukariotycznych w ubikwitynacji cykliny A 
uczestniczyć może ligaza APC/C we współdziałaniu 
zarówno z Cdc20, jak  i C d h l ,  zaś cykliny B przede 
wszystkim C dhl (Ryc. 6) [140]. W białku C dhl w y­
kazano ostatnio nawet obecność określonej domeny 
aminokwasowej, odpowiedzialnej za jego interakcję 
z cyklinami [144]. Spowodowany degradacją cyklin 
mitotycznych spadek aktywności odpowiednich ki-

*Grzelakowska-Sztabert B. (2002) Post Biol Kom 29: 157-175.
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naz cdk jest niezbędny do zakończenia przez kom ór­
ki mitozy i rozpoczęcia przez nie fazy G l .

Odkrycie sekwencyjności proteolizy cyklin pod­
czas mitozy i tym samym selektywnego wyłączania 
aktywności określonych kinaz cdk, jak  również fakt 
regulowania przez kinazy cdk aktywności ligazy 
APC/C, są niezmiernie istotne dla zrozumienia 
złożonych mechanizmów decydujących o zakończe­
niu cyklu podziałowego.

IV-2.3. Geminina

Jednym z intensywniej badanych ostatnio substra­
tów ligazy APC jest gem inina, małe jądrow e białko 
wykryte w wielu komórkach eukariotycznych, w tym 
w komórkach ludzkich [145], Bierze ona udział w re­
gulacji rozpoczęcia syntezy DNA w fazie S i hamuje 
formowanie kompleksu prereplikacyjnego (pre-RC). 
Kompleks ten tworzy wiele białek, w tym dołączane 
w określonej kolejności białka ORC (ang. origin  
recognition com plex), białko  Cdc6/18 oraz zespół 
białek MCM (ang. m inichrom osom es m aintenance). 
W złożonym procesie powstawania kompleksu 
pre-RC, geminina współdziała z białkiem Ctdl 
[146-148] i uniemożliwia rozpoczęcie replikacji 
DNA w niewłaściwych m omentach cyklu (ang. ori­
gin rejiring). Najwyższy poziom gemininy mają ko­
mórki we wczesnych stadiach mitozy, degradacja zaś 
tego inhibitora, zależna od ubikwityny i ligazy 
APC/C, następuje później, w okresie pomiędzy me- 
tafazą a anafazą. W badaniach tych uczestniczy ze­
spół tegorocznego noblisty, prof. N u rse ’a [146, 147],

V. Ligaza VBC-CUL2

Ligazą ubikwitynową „spokrewnioną” zarówno z 
ligazą SCF jak  i APC wydaje się być kompleks 
białkowy nazwany VBC-CUL2, w którym jed n ą  z 
podjednostek jest białko kodowane przez gen supre- 
sorowy VF1L. Tworzą go kullina 2, elongina B/C 
(analog Skpl w ligazie SCF), białko R bxl oraz 
wspomniane już  białko pVHL [29, 149-151]. Białko 
pVHL funkcjonuje prawdopodobnie w sposób po­
dobny jak  białka adaptorowe z m otywem „F -box”, a 
w jego cząsteczce występuje pokrewna „F-box” do­
mena SOCS [152]. Dotychczas jedynym  znanym 
białkiem wiążącym się z pVHL i ubikwitynowanym 
przez ligazę VBC-CUL2 są czynniki transkrypcyjne 
H IF - la  i H IF - lß ,  uczestniczące w regulacji ekspre­
sji genów indukowanych w komórkach podczas n ie­
dotlenienia, np. czynnik wzrostu komórek endote- 
lialnych, VEGF [153, 154], W wyniku braku białka 
pVHL lub w obecności jego  zmutowanych form, sy­
tuacji występującej w chorobie von Hippel-Lindau

(VHL), dochodzi do zaburzenia działania omawianej 
ligazy i w efekcie do konstytutywnej ekspresji HIF i 
aktywacji transkrypcji genów kodujących VEGF. 
Sprzyja to procesom angiogenezy i powstawaniu no­
wotworów, zwłaszcza nowotworów nerek [155]. Su­
gerowany też jest, ale nie udowodniony, udział liga­
zy VBC-CUL2 w ubikwitynacji białek niezbędnych 
dla zakończenia przez komórki cyklu podziałowego 
[152]. Sugestia ta usprawiedliwia, moim zdaniem, 
umieszczenie ligazy VBC-CUL2 w niniejszym opra­
cowaniu.

VI. Uwagi końcowe

W artykule omówiono udział intensywnie badanej 
w ostatnich latach proteolizy białek bezpośrednio 
uczestniczących w progresji cyklu komórkowego. Z 
pew nością w opracowaniu tym uwzględniono nie 
wszystkie białka istotne dla prawidłowego przebiegu 
cyklu. Tak np. nie przedyskutowano nielicznych da­
nych tyczących fosfatazy Cdc25, głównego aktywa­
tora kinaz cdk. Ostatnio doniesiono, że o je j  stabilno­
ści decyduje intensywność ubikwitynacji [156], nie 
zidentyfikowano jednak  dotąd ligazy przeprowa­
dzającej ten proces. Należy też pamiętać, że proteoli- 
za wielu innych białek, w tym kodowanych przez 
geny supresorowe, jest również niezmiernie istotna 
dla przebiegu cyklu.
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Batracylina (BAT) — potencjalny lek przeciw- 
nowotworowy

Batracylin (BAT) — potential of anticancer drug
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batracylina (8-aminoizoindolo[ 1,2-b]-chinazolino-12(10 H)-
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(A-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamina); NAT1 —  
A-acetylotransferaza 1; NAT2 —  A-acetylotransferaza 2; NCI 
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TLC —  chromatografia cienkowarstwowa; topo II — topoizo- 
meraza II; UDS -— nieprawidłowa synteza DNA, synteza 
służąca naprawie uszkodzeń DNA dająca w efekcie błędny 
DNA prowadząc do śmierci komórki nowotworowej, nie jest 
związana z cyklem komórkowym (ang. u n sch ed u led  D N A  sy n ­
thesis)-, UDPGT —  urydynodifosfoglukuronozylotransferaza 
(ang. urid ine  d ip h o sp h o -g lu cu ro n o sy l transferase)', VM-26 —  
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I. Wstęp

Mimo wielu stosowanych chemioterapeutyków 
nadal brakuje skutecznych leków w walce z w ynisz­
czającą, prowadzącą często do śmierci chorobą no­
wotworową. Większość stosowanych do tego celu le­
ków wykazuje wysoką toksyczność przejawiającą 
się licznymi objawami niepożądanymi lub wywołuje 
reakcje nadwrażliwości. Poważną wadą stosowa­
nych leków jest częste występowanie zjawiska opor­
ności wielolekowej. Komórki nowotworowe mogą 
wykazywać nadprodukcję białka powodującego 
oporność na leki, co sprawia, iż transport hydrofobo­
wych leków poza komórkę zachodzi z taką samą 
szybkością jak  ich dyfuzja do wnętrza komórki. W y­
różnia się kilka nadrodzin białek transportujących 
przez błony, najliczniejszą z nich jest nadrodzina 
ABC, której nazwa pochodzi od angielskiej nazwy 
ATP binding cassette  czyli kaseta wiążąca adenozy- 
no -5 ’-trifosforanu (ATP), są one ATPazami zawie­
rającymi charakterystyczną domenę wiążącą ATP 
[1]. Białko odpowiedzialne za oporność na leki może 
transportować bardzo różnorodne hydrofobowe far­
maceutyki, nabycie oporności na jeden z nich pow o­
duje, że wiele innych jes t również nieskutecznych. 
Nieznane są dotychczas leki, które działałyby selek­
tywnie w oparciu o różnice w sekwencji nukleoty- 
dów spowodowane mutacjami. Poszukuje się więc 
ciągle nowych leków lub modyfikuje się już ist­
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niejące. Za celowością tej drugiej drogi przemawiają 
wyniki osiągnięte w terapii chorób zakaźnych dzięki 
wprowadzaniu nowych pochodnych sulfonamidu 
czy penicylin. Chemiczna modyfikacja cząsteczki 
znanego leku może prowadzić do uzyskania prepara­
tów o zupełnie nowych cechach, korzystnych z kli­
nicznego punktu widzenia. Jako przykłady mogą 
służyć półsyntetyczne penicyliny, pochodne cefalo- 
sporyny C, czy rifamycyny.

W wielu laboratoriach, w różnych częściach świa­
ta prowadzi się badania mające na celu uzyskanie te- 
rapeutyków działających w sposób bezpieczny lub 
przynajmniej mało szkodliwy dla pacjenta. Jednym z 
takich potencjalnych leków poddaw anym wszech­
stronnym badaniom jest  batracylina (BAT), związek, 
który przeszedł pomyślnie testy in vitro, a obecnie 
jest intensywnie sprawdzany in vivo. Kontynuując w 
naszym laboratorium program otrzymywania koniu- 
gatów muramylodipeptydu (MDP) oraz nor-mura- 
mylodipeptydu (nor-MDP), znanych immunomodu- 
latorów, ze związkami o aktywności przeciwnowo- 
tworowej [2-4] przeprowadziliśmy syntezę połączeń 
wiązaniem amidowym cząsteczki MDP oraz 
nor-MDP z batracyliną lub pochodnymi batracyliny. 
Naszym zdaniem taka modyfikacja nie tylko pow in­
na zwiększyć rozpuszczalność batracyliny w wodzie, 
ale i korzystnie zmienić jej aktywność biologiczną.

II. Batracylina — 8-aminoizo-
indolo[l,2-b]-chinazolino-12(10//)-on

Związki zawierające skondensowane pierścienie 
tetracykliczne dihydrochinazoliny (Wzór I) zostały 
zsyntezowane już w 1912 roku przez S. G a b r i e 1 a
[5], ale dopiero w 1978 roku M . J . K a b b e  [6] 
otrzymał 8-am ino-pochodną tego związku, która 
później nazwana została batracyliną (BAT) (Wzór 
II). Batracylina jes t heterocykliczną, nierozpusz­
czalną w wodzie aminą, wyselekcjonowaną podczas 
realizacji Development Therapeutics Program o f  the 
National Cancer Institute (NCI, Bethesda, USA).. 
Związek ten wykazuje silną aktywność przeciwno- 
wotworową w licznych badaniach in vitro i in vivo. 
Batracylina jes t aktywna przeciwnowotworowo in 
vivo przeciw mysiej białaczce P-388. Jest to obser­
wacja szczególnie godna uwagi ponieważ białaczkę 
P-388 charakteryzuje oporność na większość stoso­
wanych leków takich, jak  adriamycyna, cis-platyna i 
metotreksat [7,8], BAT jest  także aktywna we w cze­
snym i zaawansowanym stadium rozwoju now otw o­
ru okrężnicy 38 (Colon 38) [7]. Okazało się, że do­
ustne podawanie BAT skutecznie likwiduje także 
inne mysie lite nowotwory, np: raka trzustki (Pane

03), nowotwór okrężnicy (Colon 51) i dojrzały rak 
wątroby 129. BAT nie jes t aktywna w przypadku 
czerniaka B I 6 , raka CD8F1 sutka, białaczki L I 210, 
nowotworu płuc Lewisa oraz ludzkiego raka MX-1 
sutka. Podskórne podawanie BAT działa na now o­
twór okrężnicy (Colon 9) i raka trzustki (Panc 03), 
ale nie wykazuje działania na raka sutka 16/C [7]. 
Wyniki przesiewowych badań in vivo  przeprowadzo­
nych na myszach otrzymano podczas podawania 
BAT doustnie lub wewnątrzotrzewnowo. Lepsze re-

O

Wzór I. Izoindolo[l,2-b]-chinazolino-12(10//)-on

zultaty uzyskano przez podawanie w ewnątrzotrzew­
nowe. Dawki BAT wydłużające czas przeżycia w 
trakcie leczenia mysich nowotworów są wysokie i 
wynoszą od 400-800 mg/kg. Po podaniu BAT obser­
wowano opóźnioną neurotoksyczność, wątrobową 
toksyczność i znaczną utratę wagi organizmu gospo-

o

Wzór II. Batracylina (BAT) —  8-aminoizoindolo[l,2-b]-chinazol- 
ino-12(10//)-on

darza. Objawy te jednak  ustępowały po pewnym cza­
sie. Mimo, iż BAT była nieaktywna in vitro  na ko­
mórki nowotworowe pochodzenia ludzkiego 
(H-125, CX-1, H C T -8, H C T -1 16), a wykazywała j e ­
dynie cytotoksyczność na wyselekcjonowane mysie 
lite nowotwory, weszła w 1988 roku do toksykolo­
gicznych badań w National Cancer Institute (Bet­
hesda, USA) na dużych zwierzętach [9]. W trakcie 
badań stwierdzono, że w środowisku kwaśnym na­
stępuje odwracalna hydroliza BAT, przy czym ob­
serwowano otwieranie heterocyklicznego pierście­
nia (Schemat 1). Produkt otwarcia pierścienia nie zo ­
stał zidentyfikowany w osoczu krwi myszy po poda­
niu BAT, nie można jednak  wykluczyć, że to on
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Schem at 1. Odwracalna hydroliza BAT w środowisku kwaśnym

przyczynia się do podwyższenia aktywności prze- 
ciwnowotworowej BAT szczególnie w tych przypad­
kach, w których preparat był podawany w ewnątrzo­
trzewnowe [ 10].

III. Rola 7V-acetylowania w procesie metaboli­
zmu batracyliny

Zaobserwowano duże różnice w działaniu BAT u 
myszy, szczurów i psów [11]. Jedna dziesiąta doust­
nej dawki L D 10 myszy (1855 mg/kg) była śmiertelna 
dla szczurów, podczas gdy psy były mniej wrażliwe 
na tę substancję niż myszy. Przy podawaniu szczu­
rom 2.2 mg/kg dziennie przez 9 dni obserwowano 
nerkową, żołądkowo-jelitową i jąd row ą toksycz­
ność. Tę dużą wrażliwość szczurów na BAT łączono 
z wysokim stężeniem A-acetylo-metabolitu BAT w 
osoczu. Przyczyną zaobserwowanej różnicy jest inna 
aktywność A-acetylotransferazy (NAT, czynnik ace-

o

W zór III. A-Acetylo-batracylina (ABAT)

tylujący) u myszy i szczurów. Podanie takiej samej 
dawki BAT wywołuje 9-krotnie większe stężenie 
yV-acetylo-batracyliny (ABAT) (Wzór III) u szczu­
rów niż u myszy. Niska wrażliwość psów na toksycz­
ne działanie BAT wynika z tego, że u psów aktyw­
ność Y-acetylotransferazy jest wyjątkowo niska. To­
lerują one dwukrotnie wyższą, niż myszy, dawkę 
BAT [12-15]. Zróżnicowanie zdolności poszczegól­
nych organizmów do acetylowania aminowych aro­
matycznych leków jest dobrze znana [16, 17]. Poli­
morfizm aktywności /V-acetylotransferazy/0 -acety-

lotransferazy (NAT/OAT) różnych organizmów, w 
tym ludzkiego był intensywnie badany. Zidentyfiko­
wane zostały dwa enzymy NA TI i NAT2, odpow ie­
dzialne za A-acetylowanie i 0 -acetylowanie amin 
aromatycznych. Wykazano, że można wyróżnić or­
ganizmy szybko i powoli acetylujące substraty [17], 
Rolę A-acetylowania w genotoksyczności czyli zdol­
ności uszkadzania komórkowego materiału gene­
tycznego polegającego na kowalencyjnym łączeniu 
się z DNA, heterocyklicznej aminy, jaką  jest BAT, 
badano z udziałem szczepów S a lm o n e lla  ty p h im u -  

riu m  zmodyfikowanych tak, że następowało zaha­
mowanie ich wzrostu w nieobecności histydyny. Z a­
obserwowano zależność pomiędzy aktywnością bak­
teryjnej A-acetylotransferazy a mutagennym działa­
niem BAT. Szczepy bakterii S a lm o n e lla  ty p h im u -  

r iu m  (YG 1012 i YG 1024) z większą zdolnością do 
iY-acetylowania BAT okazały się bardziej wrażliwe 
na mutagenne działanie leku w porównaniu ze szcze­
pami S a lm o n e lla  ty p h im u r iu m  (TA 98/1.8-DNP6 i 
TA 1538/1.8-DNP6), u  których występuje brak zdol­
ności do A-acetylowania BAT. Liczba rewertan- 
tów/nmol BAT i tworzenie A-acetylo-BAT były 50- 
razy większe u YG 1024 w porównaniu do TA 98. 
Podobną odpowiedź obserwowano w przypadku 
szczepów YG 1012 i TA 1538. Sprawdzano również 
własności mutagenne BAT w stosunku do cytosolo- 
wych hepatocytów komórek szczurów i myszy. Ilość 
powstającej A-acetylo-BAT (ABAT) była 6-krotnie 
większa w hepatocytach szczurzych (F-344) niż w 
hepatocytach mysich [18, 19], W badaniach in v ivo  

obserwowano zwiększone wydzielanie komórkowej 
dehydrogenazy mleczanowej EC 1.1.1.27 w hepato­
cytach komórek szczurzych osobników męskich w 
porównaniu z osobnikami żeńskimi w obecności 
deksametazonu, które malało po podaniu troleando- 
mycyny. Wyniki te sugerują, że CYP3A pośredniczy 
w tworzeniu cytotoksycznego produktu. Natomiast 
nieobecność w środowisku czerwieni fenolowej, 
substratu UDPGT (UDP-glukuronozylotransferazy), 
powodowało redukowanie własności cytotoksycz- 
nych BAT. Można wysunąć wniosek, że dużą rolę w

50 POSTĘPY BIOCHEMII 48(1); 2002http://rcin.org.pl



biotransformacji BAT odgrywa nie tylko NAT, ale 
również cytochrom P450 czy UDPGT. Produkty tych 
przemian mogą wpływać na cytotoksyczność i muta­
genne działanie batracyliny [19].

W roku 1999 podjęto badania nad ludzkim m e­
tabolizmem batracyliny. Ludzka wątroba produkuje 
dwie różne /V-acetylotransferazy (NAT1 i NAT2). 
NAT 1 jes t wolnym acetylatorem, podczas gdy NAT2 
zalicza się do acetylatorów szybkich. Do badań, 
oprócz batracyliny, włączono sulfametiazynę (SMZ) 
—  substrat NAT2, oraz kwas /^-aminobenzoesowy

toksyczności i podwyższonej aktywności. Badania 
nad zależnością aktywności biologicznej BAT od jej 
struktury chemicznej wykazały, że modyfikacje che­
miczne cząsteczki, tak jej pierścienia dihydrochina- 
zoliny, jak i grupy aminowej, a także wprowadzenie 
dodatkowych ugrupowań, znacznie w pływają na ak­
tywność biologiczną i spektrum działania pochod­
nych BAT. M e e g a l l a  i wsp. [22] zsyntezowali 
8-deaminobatracylinę (Wzór I) i 8-aza-batracylinę, 
które wykazywały obniżoną toksyczność oraz 
związek i jego analogi, w których pierścień

W zór IV. 8-aza-BAT

(PABA) —  substrat NAT1. Na podstawie uzyska­
nych wyników stwierdzono, że BAT jest podobnie 
acetylowana jak  sulfametiazyna, co sugeruje, że 
BAT jest substratem ludzkiej NAT2 [20], Ten „szyb­
ki acetylator” z dużym prawdopodobieństwem może 
powodować większe niepożądane działanie toksycz­
ne w organizmie po podaniu tego związku.

IV. Aktywność przeciwnowotworowa BAT i 
jej analogów

Nieoczekiwana toksyczność BAT dla szczurów 
spowodowała, że National Cancer Institute postano­
wił wstrzymać dalsze badania z udziałem BAT [12]. 
Ale nie można było przeoczyć faktu, że BAT działa 
skutecznie w przypadkach nowotworu okrężnicy 38 
(Colon 38), który jest nowotworem najczęściej w y­
stępującym u ludzi, i jak  do tej pory nie ma skutecz­
nych leków jego zwalczania. Podczas ostatniej deka­
dy wykryto tylko kilka związków wykazujących 
dużą aktywność przeciw temu nowotworowi, między 
innymi: analogów benzopiranowych, np. flawono- 
wych pochodnych kwasu octowego czy cis-platyny 
233 [21]. Zachęciło to badaczy do syntezy analogów 
BAT w nadziei otrzymania związku o lepszych para­
metrach farmakologicznych, w leczeniu nowotworu 
okrężnicy. W różnych ośrodkach akademickich i fir­
mach farmaceutycznych Europy i Stanów Zjedno­
czonych, zsyntetyzowano kilkadziesiąt analogów 
BAT w poszukiwaniu analogów rozpuszczalnych w 
wodzie, o przedłużonym czasie działania, obniżonej

izoindolo[2,1 -a]-benzimidazolo-12( 10M)-on

6-członowy został zastąpiony 5-członowym czyli 
benzimidazolowym (Wzór IV). Niektóre z tych ana­
logów okazały się inhibitorami topoizoinerazy II 
(topo II) i indukowały UDS w szczurzych hepatocy- 
tach. Zarówno 8-deamino-BAT, jak i 8-aza-BAT 
wykazują aktywność jako  inhibitory topoizoinerazy 
II, a w przeciwieństwie do BAT nie indukują syntezy 
DNA związanej z procesami naprawczymi czyli syn­
tezy, która nie jes t związana z cyklem komórkowym 
(UDS). Te analogi wykazują mniejszą cytotoksycz- 
ność niż BAT, wykazują także mniejszą ostrą tok­
syczność in vivo. L u o i wsp. [23] zsyntezowali serię 
analogów BAT, których własności badano w ham o­
waniu białaczki HL-60 i indukowaniu topoizomera- 
zy II. Wszystkie związki z wolną grupą am inową w y­
kazały aktywność w obu testach, co sugeruje, że m e­
taboliczne reakcje substytucji mogą prowadzić do 
powstawania związków o pożądanej aktywności bio­
logicznej. Dowodzi to faktu, że mechanizm aktyw­
ności przeciwnowotworowej batracyliny nie opiera 
się wyłącznie na oddziaływaniu z kompleksem 
DNA-topoizomeraza II.

W literaturze opisano kilka metod otrzymania 
BAT. Pierwsza metoda zaproponowana przez H . J . 
K a b b e  [6] polega na kondensacji 2,5-diamino- 
benzyloaminy z bezwodnikiem ftalowym. W 1990 
roku [24] przedstawiono syntezę BAT opartą na w y­
korzystaniu 4-(acetyloamino)-fenylokarbaminianu 
etylu, który w reakcji ftałimidometylowania wg. 
Czerniaka-Einhorna i kwaśnej hydrolizy grup 
ochronnych: acetylowej i uretanowej, a następnie
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zalkalizowaniu amoniakiem daje batracylinę. Trze­
cią z metod otrzymywania BAT jes t  redukcja 8-nit- 
ro izo indolo-[ l,2 -b]-chinazolino-12( 10/ / ) -onu  w lo­
dowatym kwasie octowym za pom ocą wodoru w 
obecności katalizatora jak im  jes t  pallad na węglu 
(Pd/C) [22].

Opatentowana w 1988 roku BAT [25] jest 
związkiem nierozpuszczalnym w wodzie i słabo roz­
puszczalnym w roztworach słabych kwasów, co 
uniemożliwia jej doustne podawanie. W 1990 roku 
ukazał się patent [26] firmowany przez Bayera na po ­
chodne BAT zawierające reszty am inokwasów i pep­
tydów. Takie pochodne były rozpuszczalne w w o ­
dzie, bardzo stabilne w wodnym  buforowym  roztw o­
rze (pH 4-10), ale szybko ulegały degradacji do BAT 
w wyniku działania peptydaz —  enzymów obecnych 
w ludzkim osoczu. W 1992 roku ukazał się kolejny 
patent [27] na pochodne BAT zawierające pierścień 
cukrowy fukozy. W 1996 i 1998 roku zsyntetyzowa- 
no całą serię związków, połączeń cytostatyków (dau- 
norubicyna, metotreksat, etopozyd, taksol, dauno- 
mycyna, itd.) w tym batracyliny, z węglowodanami 
oraz z tiokarbonylowymi aminokwasami [28, 29]. 
Analogi te wykazują dobrą rozpuszczalność w w o ­
dzie i wysoką aktywność cytostatyczną, często skie­
rowaną wyłącznie na komórki nowotworowe.

V. Podsumowanie

Batracylina (BAT) została wyselekcjonowana 
przez National Cáncer Institute (NCI, Bethesda, 
USA) w 1978 roku jako  efekt program u poszukiwań 
nowych leków chemioterapii. Związek ten w bada­
niach in vivo  u myszy okazał się bardzo aktywny 
przeciw nowotworowi okrężnicy 38 (Colon 38), 
trudnemu do wyleczenia przez znane leki przeciwno- 
wotworowe. Wprost niewiarygodne wydawały się 
rezultaty leczenia tym preparatem, ponieważ dwie 
zaledwie doustne dawki pozwoliły na całkowite w y ­
leczenie testowanych myszy. Dlatego firma Bayer 
AG wystąpiła z wnioskiem o opatentowanie batracy­
liny już w roku 1988. Okazała się ona skuteczna rów ­
nież w leczeniu mysiej białaczki P-388, bardzo opor­
nej na stosowane antracyklinowe leki, takie jak  dok- 
sorubicyna, metotreksat czy cis-platyna. M echanizm 
działania BAT nie jes t jeszcze jasny. Wiadomo już, 
że jest ona inhibitorem topoizom erazy II i indukuje 
UDS, w nieproliferujących komórkach. Słaba roz­
puszczalność BAT w wodzie, jej ogólna toksycz­
ność, szczególnie u szczurów, przy konieczności s to­
sowania wysokich dawek ogranicza jej przydatność 
jako chemioterapeutyka. W ażną rolę w toksyczności 
BAT odgrywa jej metabolizm. Za pom ocą HPLC,

TLC i analizy MS zidentyfikowano A-acetylo-BAT 
jako główny metabolit. Później stwierdzono, że 
A-acetylacja jes t pierwszym etapem metabolizmu 
BAT w organizmie. U szczurów obserwowano za­
równo większą toksyczność BAT, jak  i znacznie w ię­
ksze nagromadzenie w ich organizmach A-acetylo- 
BAT niż u myszy przy podawaniu doustnym takiej 
samej dawki BAT. Wydaje się prawdopodobne, że 
BAT może okazać się wysoce toksyczna także u lu­
dzi, z tego powodu w NCI zaprzestano dalszych ba­
dań BAT, a podjęto prace syntetyczne prowadzące 
do otrzymania jej analogów o lepszych własnościach 
terapeutycznych. Wiele z nich jes t chronione paten­
tami. Ochrona patentowa, trwająca 20 lat, pozwala 
jednak  na przeprowadzenie badań klinicznych, opra­
cowanie formy leku i jego wprowadzenie na rynek.
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Mechanizm aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB 
przez czynnik martwicy nowotworu (TNF)

Mechanism of NFkB activation by tumor necrosis f a c to r  

(TNF)

MAŁGORZATA M. DOSZCZAK1, LUCYNA KASZUBOWSKA2, 
ARKADIUSZ PIERZCHALSKI3, JACEK BIGDA4
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W ykaz stosow anych  sk rótów : ABIN — inhibitor aktywacji 
N F kB  wiążący A20 (ang. A20-binding inhibitor o f  NFkB ac­
tivation), AP-1 —-czynnik transkrypcyjny-1 (ang. activator pro­
tein-!), ARD — domena powtórzeń ankirynowych (ang. anky- 
rin repeat domain), CAPK —  kinaza aktywowana ceramidem 
(ang. ceramide-activatedprotein kinase), CAPP —  fosfataza ak­
tywowana ceramidem (ang. Ceramide-activated protein pho­
sphatase), c-IAP -— komórkowe białko hamujące apoptozę 
(ang. cellular inhibitor o f  apoptosis protein), DAG — diacylo- 
glicerol, DD — domena śmierci (ang. death domain), ERK — 
kinaza regulowana czynnikami pozakomórkowymi (ang. extra­
cellular signal-regulated kinase), FADD/MORT — białko po­
siadające domenę śmierci zwiazane z receptorem Fas/mediator 
śmierci indukowanej przez receptor (ang. Fas-associating pro­
tein with death domain /mediator o f  receptor-induced toxicity), 
FAN — czynnik związany z aktywacją obojętnej SMazy (ang. 

factor associated with neutral SMase activation), ICAM — 
cząsteczka adhezji międzykomórkowej (ang. intercellular adhe­
sion molecule), 1KAP —  białko zasocjowane z kompleksem 
IKK (ang. IKK complex-associated protein), IkB  —  inhibitor 
kB , IKK —  kinaza IkB , IL -— interleukina, LPS — lipopolisa- 
charyd, MADD — białko aktywujące MAPK posiadające do-
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menę śmierci (ang. MAPK-activating death domain protein), 
MAPK — kinaza białka aktywowanego przez mitogeny (ang. 
Mitogen-activated protein kinase), MAPKAPK-2 —- kinaza 
białka zasocjowanego z MAPK 2 (ang. M APK-associatedprote­
in kinase-2), MAP2K — kinaza kinazy MAP , MEKK — kinaza 
kinazy MAPK/ERK (ang. MAPK/ERK kinase kinase), 
NAK/TBK1 — kinaza aktywująca NFKB/kinaza wiążąca TRAF 
(ang. NFKB-activating kinase/TRAF-binding kinase), 
NEMO/IKKy/IKKAPl/FIP3 — podstawowy regulator 
NFKB/kinaza IkB y/białko zasocjowane z kompleksem 
IKK/białko reagujące z białkiem 14,7K (ang. NFkB essential re­
gulator/IkB kinase y/IKK-associated protein 1/14.7K-interac- 
tingprotein), NFkB — czynnik jądrowy kB (ang. nuclear factor  
kB), NIK — kinaza indukująca NFkB (ang. NEtcB-inducing ki­
nase), NLS — sekwencja translokacyjna do jądra komórkowego 
(ang. nuclear localization signal), PC-PLC — fosfatydylocholi- 
no-specyficzna fosfolipaza C, PEST — sekwencja bogata w 
reszty proliny, kwasu glutaminowego, seryny i treoniny, PI-3K 
— 3-kinaza fosfatydyloinozytolu, PKB/Akt — kinaza białkowa 
B, PKC —  kinaza białkowa C, PKR — kinaza białkowa aktywo­
wana przez dwuniciowe RNA, PMA — octan mirystynianu for- 
bolu (ang. phorbol myristate acetate), RAIDD/CRADD — 
białko związane z RIP homologiczne do Ich-1/CED3 posia­
dające domenę śmierci/adaptor kaspaz i RIP posiadający dome­
nę śmierci (ang. RIP-associated Ich-1/CED3 homologous prote­
in with death domain!caspase and RIP adaptor with death do­
main), Rei — onkogen indyczego wirusa wywołującego siatko- 
wico-śródbłonkowicę (reticuloendotheliosis), RHD — sekwen­
cja homologii do białka Rel (ang. Rel homology domain). RIP — 
białko oddziałujące z receptorem (ang. receptor-interacting
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p ro te in ), SAPK/JNK — kinaza aktywowana przez czynniki 
stresowe / kinaza końca aminowego białka c-Jun (ang. 
S tre ss-a c tiva ted  pro te in  k in a se /c-Ju n  N -term in a l k inase), SCD 
— domena klastra serynowego (ang. se rin e  c lu s te r  dom ain), 
SMaza —  sfingomielinaza, TACE —  enzym konwertujący 
TN Fa (ang. TN F -a lp h a -co n vertin g  enzym e), TANK/I-TRAF —  
aktywator NFkB związany z czynnikiem z rodziny TRAF/inhi- 
bitor białek TRAF (ang. TR A F  fa m ily  m em b er-a sso c ia ted  N F kB  
ac tiva to r /in h ib ito r  o f  TR A F), TNF —  czynnik martwicy nowo­
tworu (ang. tum or n ecrosis fa c to r ) ,  TNFR — receptor d!a TNF 
(ang. TN F  recep tor), TR.ADD —  białko, posiadające domenę 
śmierci, oddziałujące z receptorem TNF (ang. TN F  recep to r-a s­
so c ia ted  p ro te in  w ith a dea th  dom a in ), TRAF — czynnik 
związany z TNFR (ang. TN F  recep to r-a sso c ia ted  fa c to r ) ,  
TTRAP —  białko związane z TRAF i receptorem TNF (ang. 
TR A F  a n d  T N F  recep to r-a sso c ia ted  p ro te in ),  Ub — ubikwityna.

I. Wstęp

Czynnik martwicy nowotworu (TNF) jes t cyto- 
kiną regulującą reakcję zapalną i odpornościową. 
Poprzez wpływ na liczne procesy metaboliczne, TNF 
jest zdolny do regulacji różnorodnych funkcji kom ó­
rek m. in. wydzielania substancji immunomodu- 
lujących, proliferacji i różnicowania. Wydzielanie 
lokalne TNF modyfikuje przebieg procesu zapalne­
go toczącego się w narządach. Przejawami systemo­
wego działania TNF w reakcji odpornościowej są m. 
in. indukcja gorączki, utrata apetytu, wzrost poziomu 
białek ostrej fazy w osoczu.

TNF jes t  produkowany przez makrofagi, a także 
inne komórki prawidłowe i nowotworowe aktywo­
wane przez czynniki infekcyjne (np. lipopolisacha- 
ryd bakteryjny, wirusy) oraz cytokiny prozapalne 
[ 1 ]. TNF wykazuje aktywność b iologiczną zarówno 
w formie błonowej, jak  i rozpuszczalnej, którą stano­
wi trimer złożony z identycznych cząsteczek TNF. 
Forma rozpuszczalna powstaje wskutek działania 
metaloproteinazy TACE (ang. TNF-alpha-conver­
ting enzym e) na formę b łonow ą TNF i uwolnienia jej 
części odpowiadającej segmentowi zewnątrzkomór- 
kowemu [ 1, 2].

Cechą charakterystyczną TNF jes t plejotropowy 
charakter jego działania. Plejotropia TNF wynika ze 
zdolności receptorów TNF do uruchamiania wielu 
ścieżek sygnalizacji wewnątrzkomórkowej, a w kon­
sekwencji aktywacji różnorodnych czynników' tran- 
skrypcyjnych wpływających na ekspresję wielu ge­
nów. Plejotropię działania TNF potęguje obecność 
receptorów TNF prawdopodobnie na wszystkich 
jądrzastych komórkach, które wskutek swojego 
zróżnicowania w odmienny sposób m ogą reagować 
na obecność tej cytokiny.

Efekty działania TNF są niekiedy przeciwstawne. 
Na przykład TNF indukuje śmierć komórek, ale

zdolny jest również do pobudzenia ich proliferacji i 
wywołania oporności na apoptozę. TNF hamuje 
krwiotworzenie, ale także wzmaga ekspresję hemo- 
poetycznych czynników wzrostu. TNF pobudza re­
akcję zapalną, ale w jej późniejszych etapach j ą  w y­
hamowuje [3]. Wydaje się zatem, że przeciwstawne 
niekiedy działania cytokiny, indukującej uszkodze­
nia komórek i tkanek, a jednocześnie pobudzającej 
m echanizmy naprawcze, ostatecznie pozwalają na 
przezwyciężenie urazu wywołanego pojawieniem 
się czynnika indukującego stan zapalny.

Nieprawidłowe wydzielanie TNF przyczynia się 
do rozwoju wielu chorób takich jak  m. in. wstrząs 
septyczny, postać mózgowa malarii, choroba prze­
szczep przeciwko gospodarzowi (GVHD), stward­
nienie rozsiane, cukrzyca, reumatoidalne zapalenie 
stawów, niedokrwistość, zapalenie mięśnia ser­
cowego [1]. U chorych na nowotwory, zarówno n ie­
dobór, jak  i nadprodukcja TNF mogą przyczyniać się 
do powstawania nieprawidłowej odpowiedzi im m u­
nologicznej ustroju i do przyśpieszenia tworzenia 
przerzutów [4], Nadmierne przewlekłe wydzielanie 
TNF może prowadzić do zmian metabolizmu organi­
zmu, a w konsekwencji do jego wyniszczenia —  ka- 
cheksji nowotworowej [10-12]. TNF może również 
wpływać hamująco na wzrost nowotworów poprzez 
bezpośrednie działanie cytotoksyczne oraz aktywa­
cję komórek układu odpornościowego [5-9],

II. Receptory TNF i kompleks receptorowy

W warunkach niskiego pFI czynnik martwicy no­
wotworu może wpływać na funkcję komórki bez po­
średnictwa specyficznych receptorów. W obrębie tri- 
meru TNF dochodzi bowiem do zmian konformacyj- 
nych polegających na odsłonięciu hydrofobowych 
reszt aminokwasowych (przede wszystkim tryptofa- 
nu), co pozwala na wbudowanie trimeru w błonę ko­
m órkow ą w postaci kanału jonow ego [13]. W w arun­
kach fizjologicznych TNF oddziałuje na komórki za 
pośrednictwem specyficznych receptorów dwóch ty­
pów obecnych niemal na wszystkich komórkach 
jądrzastych ssaków [14, 15]: TNFR1 o masie 55 kDa 
[16, 17] i TNFR2 o masie 75 kDa [18, 19]. O ich 
wspólnym pochodzeniu świadczy podobieństwo se­
kwencji aminokwasowej segmentów zewnątrzko- 
mórkowych receptorów, identycznej w 28%. Seg­
menty pozakomórkowe receptorów TNF są zbudo­
wane z 4 domen bogatych w cysteinę [20], zaanga­
żowanych w wiązanie liganda. Podobnie, jak  w przy­
padku liganda, również receptory TNF funkcjonują 
w postaci trimerów złożonych z identycznych 
cząsteczek receptora TNFR1 lub TNFR2. Ważną
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cechą segmentów pozakom órkow ych receptora 
TNFR1 jes t  ich zdolność do samo-asocjacji, czyli 
zjawiska wiązania cząsteczek receptorów niezale­
żnego od obecności TNF. Samo-asocjacja segm en­
tów zewnątrzkomórkowych TNFR1 uniemożliwia 
samo-asocjację tzw. dom en śmierci (DD, ang. death  
dom ains), znajdujących się w  części w ew nątrzko­
mórkowej receptora TNFR1. Asocjacja domen 
śmierci prowadzi do uruchomienia kaskady sygnali­
zacyjnej apoptozy. Dlatego samo-asocjacja segm en­
tów zewnątrzkomórkowych TNFR1 chroni kom órkę 
przed spontaniczną, n iezależną od liganda, indukcją 
sygnału prowadzącego do śmierci apoptotycznej
[21].

W obrębie segmentu pozakomórkowego, w re jo­
nie łączącym domeny bogate w cysteinę z fragm en­
tem transbłonowym, znajdują się m iejsca rozpozna­
wane przez proteazę TACE, zdolną do odcinania czę­
ści cząsteczki TNF, stanowiącej rozpuszczalną for­
mę receptora [2 1 ].

Ponieważ większa część sygnałów docierających 
do receptorów TNF ulega transdukcji za pośrednic­
twem receptora TNFR1, a duża część efektów b io lo­
gicznych wynikających z pobudzenia TNFR2 pokry­
wa się z funkcjami receptora TNFR1, samodzielna 
rola receptora TNFR2 w transdukcji sygnału stała się 
kwestią dyskusyjną. W 1993 roku T a r t a g l i a  i 
G o e d d e 1 zaproponowali hipotezę “przekazyw a­
nia liganda” (ang. lig a n d p a ssin g ), w yjaśniającą m e­
chanizm współdziałania dwóch receptorów TNF. 
Według tej hipotezy TNFR2 jes t  zdolny do u rucho­
mienia sygnalizacji wewnątrzkomórkowej tylko 
pewnych, specyficznych dla tego receptora funkcji. 
Natomiast aktywności urucham iane zarówno przez 
TNFR2, jak  i TNFR1 są efektem zew nątrzkomórko- 
wego współdziałania receptorów. Receptor TNFR2 
wykazujący wysokie powinowactwo do TNF je s t  b o ­
wiem zdolny do wychwytywania liganda (szczegól­
nie w niskich dawkach cytokiny) i przekazyw ania go 
(ang. ligand p a ssin g ) na powierzchni komórki recep­
torowi TNFR1 [22]. Stwierdzono, że TNFR1 przeka­
zuje sygnał indukowany przez rozpuszczalną formę 
TNF, podczas gdy TNFR2 stanowi receptor specy­
ficzny dla formy błonowej TNF [23]. Dalsze badania 
wykazały możliwość kooperacji obu receptorów nie 
tylko na poziomie zewnątrzkom órkowym  (przekazy­
wanie liganda), ale i w ew nątrzkom órkow ym  —  dzię­
ki białkom adaptorowym.

Związanie trimerycznego liganda przez część 
zewnątrzkomórkową receptora TNF powoduje aso­
cjację domen wewnątrzkom órkow ych niezbędną do 
rozpoczęcia transdukcji sygnału [24]. Inicjacja sy­
gnalizacji receptorów dla TNF wiąże się z etapem

aktywacji .enzymów efektorowych za pośrednic­
twem tzw. białek adaptorowych wiążących się z do­
m eną wew nątrzkom órkową receptora. Białka adap- 
torowe najczęściej nie wykazują aktywności enzy­
matycznej, mają natomiast zdolność do asocjacji 
między sobą tworząc kompleks cząsteczek uczest­
niczących w sygnalizacji różnych efektów w zale­
żności od enzymu, z którym się zwiążą. Białka adap- 
torowe wiążące się z receptorami TNF należą do 
dwóch rodzin białek adaptorowych: 1 . białek zawie­
rających tzw. domenę śmierci (DD, ang. death dom a­
in)'. TRADD (ang. TNF receptor-associated  death 
domain pro te in )  [25], RIP (ang. receptor-in teracting  
protein) [26], FADD/MORT1 (ang. Fas-associated  
death dom ain pro tein  / m ediator o f  receptor-induced  
t_oxicity) [27, 28], RAIDD /CRADD (ang. RIP-asso- 
ciated  Ich-1/CED 3 hom ologous pro tein  with death  
domain  / caspase and R IP  adaptor with death dom a­
in) [29, 30], M ADD (ang. M A P -kinase activating  
death domain pro tein ) [31]; 2 . białek zawierających 
domenę TRAF (ang. TNF receptor-associated  fa c ­
tors) [32]. Domena śmierci została wykryta w 1993 
roku jako 80-aminokwasowy odcinek obecny w czę­
ści cytoplazmatycznej receptora TNFR1 i Fas [33, 
34], zaangażowany w transdukcję sygnału pro­
wadzącego do śmierci komórki [35]. Domena DD 
stanowi z jednej strony sekwencję adaptorową dla 
białek asocjujących, a z drugiej jes t  przekaźnikiem 
zmian konformacyjnych. Domeny DD białek adapto­
rowych mogą ze sobą asocjować, co sprzyja inicjacji 
i amplifikacji sygnału. Asocjacja domen DD opiera 
się prawdopodobnie na wzajemnych oddziaływa­
niach elektrostatycznych, ponieważ rejon ten tworzą 
ułożone przeciwrównolegle amfipatyczne a-helisy  
bogate w reszty aminokwasowe o charakterze zarów­
no kwaśnym (kwas asparaginowy, glutamina), jak  i 
zasadowym (arginina i lizyna) [36], Białka należące 
do rodziny TRAF wykazują obecność na końcu kar­
boksylowym homologicznej domeny TRAF, dzięki 
której są w stanie asocjować zarówno z receptorami 
rodziny TNFR, jak  i pomiędzy sobą [32]. Są one za­
angażowane w transdukcję sygnału zarówno 
TNFR1, jak  i TNFR2 [32, 37-41]. Poza białkami na­
leżącymi do dwóch opisanych grup zidentyfikowano 
jeszcze jedno białko adaptorowe, nazwane FAN. Nie 
posiada ono domen DD i TRAF i przyłącza się do re­
ceptora TNFR1 powyżej domeny śmierci [42].

Pierwszym białkiem adaptorowym przyłącza­
jącym  się do receptora TNFR1 po związaniu TNF jest 
TRADD, które wiąże się za pośrednictwem swojej do­
meny DD do domeny śmierci receptora stanowiąc 
platformę adaptorową dla innych białek biorących 
udział w sygnalizacji TNF: FADD, RIP i TRAF2 [25,
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37-39, 41]. Natomiast z receptorem TNFR2 asocjuje 
bezpośrednio białko TRAF2, a pośrednio TRAFI 
tworzące heterodimer z białkiem TRAF2 [32, 37]. 
Białka TRAF mogą także asocjować z cząsteczkami 
zaangażowanymi w sygnalizację receptora TNFR1, 
TRADD i RIP [38, 39]. W ten sposób związanie TNF 
do jego receptorów powoduje utworzenie złożonego 
kompleksu receptorowego, co umożliwia inicjację 
wielu szlaków transdukcji sygnału.

III. Główne szlaki sygnalizacji TNF

Najważniejsze szlaki sygnalizacji w ewnątrzko­
mórkowej (Ryc. 1) uruchamiane przez receptory

w skutek związania TNF prow adzą do apoptozy oraz 
aktywacji czynników transkrypcyjnych, które regu­
lują ekspresję genów kodujących białka zaanga­
żowane w przebieg reakcji zapalnej oraz w ochronę 
komórki przed śmiercią. Są to przede wszystkim 
czynniki N F kB oraz AP-1. Szlaki sygnalizacji 
wewnątrzkomórkowej uruchamiane przez TNF roz­
poczynają  się od interakcji pomiędzy receptorami a 
białkami adaptorowymi. Kolejnym etapem jest  p rze­
kazanie sygnału od białek adaptorowych do białek 
efektorowych.

Indukcja apoptozy następuje po stymulacji recep­
tora TNFR1, z którym asocjują kolejno przy udziale 
domen śmierci białka TRADD i FADD [28, 39].

TNFRl

Ryc. 1. Szlaki sygnalizacji inicjowane przez pobudzenie receptorów TNF prowadzące do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB. Zastosowane 
oznaczenia i skróty: —> —  aktywacja,— | —  inhibicja, prostokąty białe —  białka adaptorowe posiadające domenę śmierci, sześciokąty —  
białka adaptorowe należące do rodziny TRAF, elipsy ciemne —  białka o aktywności enzymatycznej, elipsy jasne —  białka regulatorowe, elip­
sy białe —  substraty enzymów, prostokąty jasne —  wtórne przekaźniki, ośmiokąty —  inhibitory. Stosowane skróty: ABIN —  inhibitor aktywa­
cji NFkB wiążący A20, aSMaza —  sfingomielinaza kwaśna, CAPK —  kinaza aktywowana ceramidem, CAPP —  fosfataza aktywowana cera- 
midem, DAG —  diacyloglicerol, ERK —  kinaza regulowana czynnikami pozakomórkowymi, FADD —  białko posiadające domeną śmierci 
zwiazane z receptorem Fas, FAN —  czynnik związany z aktywacją obojętnej SMazy, IkB —  inhibitor kB, IKK —  kinaza IkB, MADD — 
białko aktywujące MAPK posiadające domeną śmierci, MEKKI —  kinaza kinazy MAPK/ERK 1, mTNF —  błonowa forma TNF, NAK —  ki­
naza aktywująca NFkB, NEMO —  podstawowy regulator NFKB/kinaza IkB y, NFkB —  czynnik jądrowy kB, NIK —  kinaza indukująca 
NFkB, nSMaza —  sfingomielinaza obojętna, P —  grupa fosforanowa, p38 -— kinaza białka aktywowanego przez mitogeny o masie cząstecz­
kowej 38 kDa, PC -  fosfatydylocholina, PC-PLC —  fosfatydylocholino-specyficzna fosfolipaza C, PKB —  kinaza białkowa B, PKC —  kinaza 
białkowa C, PLC —  fosfolipaza C, RAIDD —  białko związane z RIP homologiczne do Ich-1/CED3 posiadające domenę śmierci, RIP —  
białko oddziałujące z receptorem, SAPK —  kinaza aktywowana przez czynniki stresowe / kinaza końca aminowego białka c-Jun, SM —  sfin- 
gomielina, TANK -  aktywator NFkB związany z czynnikiem z rodziny TRAF, TNF —  czynnik martwicy nowotworu, TNFR —  receptor dia 
TNF, TRADD —  białko, posiadające domenę śmierci, oddziałujące z receptorem TNF, TRAF — czynnik związany z TNFR, TTRAP —  białko 
związane z TRAF i receptorem TNF, Ub —  ubikwityna.
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Drogą alternatywną jest asocjacja z TNFR1 białka 
TRADD, a następnie RIP i RAIDD [26, 30], W 
dalszą sygnalizację procesu zaangażowana jest ka­
skada enzymów z rodziny proteaz cysteinowych 
zwanych kaspazami (ang. caspases —  cysteinyl- 
asparta te-syecific-pro teinases) [43], przeprowadza­
jących cięcie proteolityczne substratów za resztą 
kwasu asparaginowego. Prekursory kaspaz w iążą się 
z białkami regulatorowymi powyżej własnego miej­
sca aktywnego za pośrednictw em sekwencji DED 
(ang. death effector dom ain) lub CARD (ang. caspa- 
se recruitm ent dom ain), wykazujących podobie­
ństwo strukturalne do domen DD [44-46].

Poza szlakiem aktywacji kaspaz aktywowane są 
inne szlaki sygnalizacji wewnątrzkomórkowej. Już 
w kilka minut po związaniu liganda z receptorem 
TNFR1 fosfatydylocholino-specyficzna fosfolipaza 
C (PC-PLC) katalizuje hydrolizę fosfatydylocholiny 
do diacyloglicerolu, który jes t aktywatorem kinazy 
białkowej C i kwaśnej sfingomielinazy (aSMaza). 
Zlokalizowana w lizosomach kwaśna sfingomielina- 
za podobnie jak  znajdująca się w błonie komórkowej 
obojętna sfingomielinaza (nSM aza) hydrolizuje sfin- 
gomielinę do ceramidów, wtórnych przekaźników 
wielu odpowiedzi komórkowych [47]. Aktywacja 
obu rodzajów sfingomielinaz zachodzi z udziałem 
różnych białek adaptorowych. W proces aktywacji 
nSMazy zaangażowane jes t  białko adaptorowe FAN, 
które wiąże się z sekwencją zlokalizowanej powyżej 
domeny DD receptora T N F R 1, określanąjako  dom e­
na aktywująca obojętną sfingomielinazę (ang. NSD  
— neutral sphingom yelinase-activa ting  dom ain) 
[42, 48]. W aktywację kwaśnej sfingomielinazy za­
angażowana jes t  domena DD receptora oraz białka 
adaptorowe TRADD i FADD [49, 50]. Ceramidy z 
kolei aktywują swoistą grupę kinaz CAPK (ang. 
ceram ide-activated protein  kinase) i fosfataz białko­
wych CAPP (ang. ceram ide-activa ted  protein  p h o ­
sphatases) [51]. Innymi białkami, które przypusz­
czalnie m ogą być aktywowane przez ceramidy są: k i­
naza białkowa C JNK i kaspazy [50].

TNF może wpływać na aktywację kaskady kinaz 
MAP, również inne szlaki sygnalizacji inicjowane 
pobudzeniem receptorów TNF m ogą regulować tę 
kaskadę sygnalizacyjną. Kaskady MAP składają się 
z 3 elementów: serynowo-treoninowej kinazy MAP 
(MAPK, ang. m itogen-activa ted  protein  kinase), k i­
nazy fosforylującej kinazę MAP (M AP2K) i seryno­
wo-treoninowej kinazy fosforylującej M AP2K 
(MAP3K). Obecnie znane są u ssaków 3 kaskady ki­
naz MAP pełniące inne funkcje, ale krzyżujące się na 
różnych poziomach, aktywowane przez receptory 
TNF: SAPK/JNK, p38 M A PK  i ERK. SAPK/JNK to

kaskada kinaz aktywowana przez czynniki stresowe 
(ang. stress-activa ted  protein  kinase  / c-Jun N -term - 
inal kinase), uczestnicząca w regulacji ekspresji ge­
nów poprzez aktywację czynników transkrypcyj- 
nych takich jak: AP-1 (poprzez aktywację białka 
c-Jun), ATF2, Elk-1, CREB [3]. Aktywacja tej ka­
skady przez TNF odbywa się za pośrednictwem 
białek adaptorowych TRAF2 i RIP [52, 53], Istnieją 
także przesłanki o zaangażowaniu w sygnalizację 
tego szlaku niedawno zidentyfikowanego białka 
adaptorowego M ADD wiążącego się z dom eną DD 
receptora TNFR1 [31] i ceramidu powstającego po 
aktywacji kwaśnej sfingomielinazy [54]. Kaskada 
p38 M APK uczestniczy w regulacji szeregu genów 
związanych z reakcją zapalną poprzez aktywację 
czynników transkrypcyjnych (ATF2) i enzymów cy- 
tosolowych (fosfolipaza A2, MAPKAPK2). Podob­
nie jak  w przypadku SAPK1/JNK, aktywacja p38 
MAPK odbywa się za pośrednictwem białek adapto­
rowych RIP i TRAF2 [3]. Kaskada ERK (ang. extra­
cellu lar signal-regulated kinase) jes t zaangażowana 
w procesy różnicowania i reakcji zapalnej. Substra- 
tami są czynniki transkrypcyjne (E lk -1) i enzymy cy- 
tosolowe (fosfolipaza A2). Podobnie jak  w przypad­
ku kinaz SAPK1/JNK, w aktywację ERK/M AP jest 
zaangażowane białko MADD wchodzące w skład 
kompleksu sygnalizacyjnego TNFR1 [31].

IV. Czynnik transkrypcyjny NFkB

Czynnik transkrypcyjny NFkB jest wspólnym ele­
mentem licznych szlaków sygnalizacji wewnątrzko­
mórkowej. Do jego aktywacji dochodzi w wyniku 
bezpośredniego oddziaływania patogenów bakteryj­
nych z receptorami komórkowymi lub po stymulacji 
przez cytokiny. Aktywacja NFkB jest jednym  z naj­
istotniejszych procesów indukowanych przez TNF. 
Prowadzi bowiem do aktywacji transkrypcji ponad 
100 genów, które zaangażowane są w proces reakcji 
zapalnej, proliferacji, różnicowania oraz ochrony 
komórki przed apoptozą. Ich produkty to m. in. 
cząsteczki adhezyjne ICAM, chemokiny (np. IL-8), 
cyklooksygenaza II, indukowalna syntaza tlenku 
azotu, białka ochronne (A20, manganowa dysmutaza 
ponadtlenkowa).

Cechą charakterystyczną białek NFkB jes t  w ystę­
powanie ich nieaktywnej formy cytoplazmatycznej 
w postaci kompleksu z białkami inhibitorowymi z 
rodziny Ik B. Białka I k B maskują sekwencję translo­
kacyjną do jądra komórkowego (NLS, ang. nuclear 
localization signal) uniemożliwiając tym samym 
translokacjęNFKB do jądra komórkowego. Stymula­
cja receptorów komórkowych przez czynniki takie,
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jak  TNF, IL-1 lub LPS prowadzi do uwolnienia 
N F k B przez I k B , co umożliwia translokację czynni­
ka do jądra  komórkowego. Dzięki temu, że aktywa­
cja czynników transkrypcyjnych N F k B nie wymaga 
syntezy białka, możliwa jes t szybka i efektywna ak­
tywacja genów docelowych.

IV-ł. Rodzina NFkB

Czynnik transkrypcyjny N F k B został pierwotnie 
zidentyfikowany jako  białko wykazujące pow ino­
wactwo do sekwencji GGG A CTTCC obecnej w re jo­
nie enhancerowym genu kodującego lekki łańcuch 
immunoglobulinowy (Ig) w limfocytach B [55]. Se­
kwencje k B wykryto następnie w rejonach regulato­
rowych wielu innych genów związanych z reakcją 
zapalną (IL-6 , TNF, limfotoksyna), apoptozą (Myc, 
p53, R b l) ,  adhezją komórek (E L A M I, VCAM1, 
ICAM1), różnicowaniem (IL-2, IFN -a ,  IFN-p) [56], 
N F k B występuje w postaci dimeru, w skład którego 
u ssaków mogą wchodzić podjednostki: p65/RelA, 
p50, p52, c-Rel, RelB. Cechą wspólną białek N F k B 

jest znajdująca się na końcu aminowym 300-amino- 
kwasowa domena RHD (ang. R ei hom ology dom ain ). 
W obrębie domeny RHD znajduje się miejsce 
wiążące z DNA, sekwencje odpowiedzialne za dime- 
ryzację, jądrow a sekwencja translokacyjna (NLS) i 
miejsce wiążące dla inhibitora Ik B [57].

Zdolność białek NFkB do regulacji transkrypcji 
wynika z obecności w ich końcu karboksylowym 
tzw. domeny trans aktywując ej. Taką domenę zawie­
rają: p65/ReiA, c-Rel i RelB [58]. Podjednostki p50 i 
p52 w przeciwieństwie do pozostałych białek NFkB 
nie zawierają domeny transaktywującej i jako homo- 
dimery nie są w stanie uczestniczyć w regulacji tran­
skrypcji. Dimery o różnym składzie mogą zatem 
działać jako aktywatory lub represory transkrypcji 
genów z motywem kB. Co więcej, różne dimery 
NFkB mogą preferencyjnie rozpoznawać określone 
sekwencje kB. Transaktywacja genu przez NFkB 
może być także wzmacniana lub blokowana przez 
inne czynniki wiążące się z DNA w pozycji cis 
względem miejsc kB [58],

IV-2. Rodzina IkB

U ssaków zidentyfikowano 6 rodzajów inhibito­
rów NFkB: 1kBcx, Ik B ¡3, IkBc, IkBy, IkB5 oraz Bcl-3 
[57]. Strukturalną cechą charakterystyczną dla 
białek IkB jest domena powtórzeń ankirynowych 
(ARD, ang. ąnkyrin repeat dom ain), składająca się z 
6-7 sąsiadujących ze sobą powtórzeń o długości 
30-33 aminokwasów. Domena ARD odpowiada za

interakcję z cząsteczką N F k B. Jak wykazała analiza 
krystalograficzna struktury kompleksu N F k B /Ik B 

[59], tworzy ona cylinder z pięcioma pętlami wysu­
niętymi poza rdzeń złożony z upakowanych w formie 
stosu a-helis. Pętle pomiędzy powtórzeniami zawie­
rają reszty aminokwasowe odpowiedzialne za specy­
ficzne wiązanie dimerów N F k B. Inhibitorowe 
działanie I k B związane jes t ze zm ianą konformacji 
podjednostki p65 po związaniu inhibitora, co dopro­
wadza do zasłonięcia kluczowych dla wiązania z 
DNA reszt aminokwasowych [57].

Domena SRD (ang. signal receiving domain) 
składająca się z reszt aminokwasowych zaangażowa­
nych w procesie fosforylacji i ubikwitynacji 
cząsteczki inhibitora znajduje się N-terminainie 
względem domeny ARD. Bogata w reszty amino- 
kwasowe proliny, kwasu glutaminowego, seryny i 
treoniny sekwencja PEST występuje C-terminalnie 
względem domeny ARD. Za główną funkcję se­
kwencji PEST przez długi czas uważano jej udział w 
regulacji okresu półtrwania białka, taką rolę wykaza­
no bowiem dla podobnych sekwencji w przypadku 
innych białek [60]. Jak wykazała jednak analiza bio­
chemiczna C-terminalny fragment tej sekwencji ra­
zem z dom eną ARD uczestniczy także w stabilizacji 
kompleksu N F k B /I k B [61].

Dalsze badania nad szlakiem sygnalizacyjnym 
N F k B wykazały, że syntetyzowany w cytoplazmie 
Ik B może przemieszczać się do jądra komórkowego, 
gdzie asocjując z podjednostkami p50 i p65/RelA 
N F k B może usuwać czynnik transkrypcyjny z se­
kwencji promotorowych doprowadzając do zakoń­
czenia transkrypcji [62, 63]. W  rezultacie cały kom ­
pleks N F k B /I k B przemieszcza się z powrotem do cy- 
toplazmy [64], Cząsteczka Ik B jes t zatem w stanie 
kontrolować aktywność N F k B na zasadzie sprzęże­
nia zwrotnego prowadząc z jednej strony do akty w a­
cji, a z drugiej do ham owania transkrypcji genów 
kontrolowanych przez ten czynnik transkrypcyjny 
[59],

V, Aktywacja czynnika transkrypcyjnego 
NFkB przez TNF

Czynnik transkrypcyjny N F k B jes t aktywowany 
w odpowiedzi na stymulację komórki przez TNF 
dzięki transdukcji sygnału wiodącego kilkoma ko­
operującymi ze sobą szlakami. Na podstawie zgro­
madzonej wiedzy można założyć, że do efektywnej 
aktywacji N F k B niezbędne są co najmniej dwa zda­
rzenia: degradacja I k B umożliwiająca translokację 
czynnika do jądra i wiązanie do DNA oraz uzyskanie 
aktywności transaktywacyjnej co najmniej jednej
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podjednostki dimeru (najczęściej p65/RelA) dzięki 
jej fosforylacji.

Szlak prowadzący do degradacji IkB został dosyć 
dobrze poznany. Może on być in icjowany przez po ­
budzenie receptorów TNF obu typów. Rozpoczyna 
się od opisanych wcześniej interakcji pomiędzy 
białkami kompleksu receptorowego. Związanie li- 
ganda z receptorem TNFR2 prowadzi do bezpośred­
niej asocjacji białka adaptorowego TRAF2, najczę­
ściej występującego w formie heterodimeru z 
białkiem TR A FI [37]. Z kolei s tymulacja receptora 
TNFR1 indukuje oddziaływanie z białkiem TRADD, 
a za jego pośrednictwem z RIR Białko RIP następnie 
asocjuje z TRAF2 [38-40]. W ydawało się więc, że 
adaptor TRAF2 stanowi element węzłowy, zaanga­
żowany w sygnalizację obu receptorów  TNF i sku­
piający sygnał aktywujący N FkB . W niosku tego nie 
potwierdziły jednak  wyniki badań z m yszam i nie po­
siadającymi genów kodujących białka RIP i TRAF2. 
Okazało się bowiem, że brak białka RIP skutkuje de­
fektem aktywacji NFkB, natom iast brak białka 
TRAF2 tylko nieznacznie osłabia aktywację NFkB 
[65, 66]. TRAF2 nie wydaje się w ięc niezbędny dla 
mobilizacji tego czynnika transkrypcyjnego. TRAF2 
oddziałuje z pierwszym elem entem  szlaku sygnali­
zacji całkowicie specyficznym dla NFkB: kinazą 
NIK (ang. N FK B-m ducing kinase) [53, 67]. Do akty­
wacji N IK  dochodzi prawdopodobnie w wyniku 
wstępnej fosforylacji w  rejonie N -term inalnym  kina­
zy, która doprowadza do jej częściowej aktywacji i

nieaktywną kinazą NIK w skazują jednak, że jej 
obecność nie jes t niezbędna dla aktywacji NFkB  
przez TNF [69, 70]. Substratem kinazy NIK są k ina­
zy inhibitora kB, określane jako  IK K a  (ang. ¡kB  kin­
ase a ), zidentyfikowana pierwotnie jako kinaza 
CHUK o nieznanej wtedy funkcji [71-73] oraz IKKp 
(ang. Ik B kinase  p) [74, 75], NIK preferencyjnie fos- 
foryluje Ser176 w cząsteczce IK K a, może również 
fosforylować IKKp [76]. Kinaza IKKp wydaje się 
być bardziej istotna dla aktywacji N FkB  w  odpowie­
dzi na TNF i inne cytokiny prozapalne, podczas gdy 
IK K a  steruje transkrypcją zależnych od NFkB ge­
nów w czasie rozwoju embrionalnego —  wykazały 
to badania na komórkach myszy o fenotypie IK K a  
-/- i IKKp -/- [77-79]. Obie homologiczne kinazy 
IKK zawierają charakterystyczny dla M AP2K m o­
tyw pętli aktywacyjnej (SxxxS). M ogą tworzyć za­
równo homo-, jak  i heterodimery z tym, że aktyw­
ność wobec IkB wykazują tylko heterodimery. W 
proces tworzenia heterodimerów zaangażowany jest 
motyw zamka leucynowego obecny w obu kinazach, 
natomiast motyw helisa-pętla-helisa bierze prawdo­
podobnie udział we wzajemnych oddziaływaniach z 
innymi białkami w ramach makromolekularnego 
kompleksu o masie cząsteczkowej ok. 800 kDa, zw a­
nego sygnałosomem (ang. signalosom e) (Ryc. 2) 
[73, 75, 80]. W skład tego kompleksu, poza IK K a  i p 
oraz NIK, wchodzi również białko NEMO/IKKy/ 
IKKAP1/FIP-3 (ang. N F kB essentia l modulator/lKB  
kinase y/IK K -associa tedpro tein  1/14.7K -interacting

Ryc. 2. Schemat kompleksu sygnalosomu. Zastosowane skróty: IKAP —  białko zasocjowane z kompleksem IKK, IKK —  kinaza IkB , MEKKI —  ki­
naza kinazy MAPK/ERK 1, NEM O —  podstawowy regulator NFKB/kinaza IkB  y, NIK —  kinaza indukująca N F k B , RIP —  białko od­
działujące z receptorem, TRAF —  czynnik związany z TNFR.

umożliwia autofosforylację k luczow ych reszt ami- 
nokwasowych. Kinaza N IK  je s t  w spólnym  m ediato­
rem sygnalizacji receptorów szeregu cytokin, oprócz 
TNF-R1 także IL-1RI, Fas, CD30, CD40, IL-17R za­
chodzącej z udziałem białek z grupy TRAF [53, 67, 
68]. Wyniki badań przeprow adzonych na myszach z

protein  3). Delecje zarówno w części N-, jak  i C-ter- 
minalnej tego białka b lokują aktywację czynnika 
NFkB pod wpływem TNF i innych stymulatorów 
(IL-1, LPS, PMA) [81-84]. NEM O zaw ieram , in. za­
mek leucynowy, za pom ocą którego prawdopodob­
nie łączy aktywatory z kompleksem IKK. Domeny
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C-terminalne dimeru NEM O oddziałują z domeną 
wewnętrzną (ang. interm ediate dom aiń) dimeru RIP. 
Wymuszona przez RIP dimeryzacja NEMO 
wywołuje z kolei oddziaływanie domen N -term inal­
nych NEM O z C-terminalnymi domenami SCD (ang. 
serine cluster dom aiń) IK K a  i IKKp, których N-ter- 
minalne domeny kinazowe oddziałując za sobą 
tworzą dimer. Prowadzi to do oligomeryzacji całego 
kompleksu IKK, fosforylacji Ser177 i S er181 w pętli T 
IKKp, skutkiem czego jes t  aktywacja IKK [78, 85, 
86]. Dane te są sprzeczne z wynikami opisanymi w 
jednej z pierwszych prac identyfikujących NEMO, 
nazywane przez autorów FIP-3 [83]. W pracy tej 
FIP-3 opisywane jes t  jako  inhibitor aktywacji NFkB, 
który hamuje aktywację poprzez wiązanie się z 
cząsteczkami RIP i NIK. Sugeruje się, że poza regu­
lacją i koordynacją aktywności IKK, NEM O jest 
białkiem strukturalnym (ang. sca ffo ld  pro tein).

W składzie sygnałosomu zidentyfikowano ponad­
to inne białko strukturalne, nazwane IKAP (ang. 
IK K -com plex-associated  pro tein ) [87]. Wydaje się 
jednak, że w przeciwieństwie do NEM O  obecność 
IKAP nie jes t konieczna dla prawidłowego działania 
kompleksu. IKAP może występować w kompleksie z 
innymi białkami, regulować inne czynniki tran- 
skrypcyjne, a jego zablokowanie przy pomocy oligo- 
nukleotydów antysensownych nie ma wpływu na ak­
tywację NFkB [88].

Niedawno odkryto kolejną kinazę serynowo-tre- 
oninową IKK-i zdolną do fosforylacji Ik B c l  Nie jest 
ona jednak  aktywowana przez znane stymulatory 
NFkB, c o  rodzi wątpliwości co do jej fizjologiczne­
go znaczenia dla aktywacji tego czynnika transkryp- 
cyjnego [89]. H om ologiczna z IKK kinaza 
NAK/TBK1 (ang. N FviB-qctivating kinase/TRAF- 
binding kinase), która tworzy kompleks z 
TANK/I-TRAF oraz TRAF2, może być mediatorem 
aktywacji N FkB przez TRAF2, 5, 6 oraz TANK/
I-TRAF. Wydaje się ona działać powyżej kompleksu 
IKK, przyczyniając się do aktywacji IKKp i urucha­
miając mechanizm dodatniego sprzężenia zwrotnego 
powodującego wzmocnienie tej aktywacji. Nie jes t 
jednak  niezbędna dla aktywacji N F kB przez TNF, 
IL-1 i CD40, w związku z czym wydaje się być 
elementem innego szlaku sygnalizacji [90, 91].

Do zaktywowanego kom pleksu kinaz IkB 
przyłącza się następnie inhibitor IkBoi, który ulega 
fosforylacji w miejscu Ser32 i Ser36 katalizowanej 
przez heterodimer IK K a/IK K p. Fosforylacja inhibi­
tora prowadzi następnie do jego  ubikwitynacji przez 
ligazę ubikwityny E3 i degradacji z udziałem prote­
asomu 26S. Uwolniony czynnik transkrypcyjny 
NFkB przemieszcza się do jądra  komórkowego,

gdzie wiąże się do sekwencji promotorowych kon­
trolowanych przez siebie genów [92].

W ostatnim czasie wykazano, że w proces aktyw a­
cji N FkB  indukowanej przez TNF zaangażowana 
jes t 3-kinaza fosfatydyloinozytolu (PI-3K, ang. pho-  
sphatidy lino sit ol 3-kinase). Produkty lipidowe po ­
wstające na skutek jej działania z lipidowych sub­
stratów błonowych dzia ła ją  jako  wtórne przekaźniki, 
które aktyw ują k inazę serynowo-treoninową 
PKB/Akt. Kinaza ta fosforyluje IK K -a  w pozycji 
Thr32. M utacja punktow a w obrębie tej reszty amino- 
kwasowej hamuje zarówno proces fosforylacji przez 
kinazę PKB/Akt, jak  i proces aktywacji NFkB. D o­
świadczenia z zastosow aniem  zmutowanych cząste­
czek kinaz PK B/A kt i N IK  wykazały, że obie kinazy 
są niezbędne do efektywnej aktywacji czynnika tran- 
skrypcyjnego w kom órkach HeLa i Me 180 [93]. Z 
kolei wyniki innych doświadczeń, przeprow adzo­
nych na kom órkach śródbłonka z użyciem inhibito­
rów PI-3K, poddają  w wątpliwość udział kinazy 
PKB/A kt aktywowanej przez TNF w procesie m obi­
lizacji czynnika transkrypcyjnego NFkB [94],

Postuluje się rów nież możliwość aktywacji NFkB 
za pośrednictw em  kinaz z grupy MAPK. Najczęściej 
podkreślany jes t  udział M E K K I (ang. M APK /ERK  
kinase kinase 1) [95-97]. M E K K I została wykryta w 
aktywnym kompleksie  sygnałosomu. Stwierdzono, 
że preferencyjnie stymuluje aktywność kinazy IKKp 
[97, 98], w wyniku czego fosforylacji i degradacji 
ulega IkBoc [95, 96]. Szlak M EK K I jes t kom plem en­
tarny wobec opisanego powyżej szlaku NIK. M edia­
torem aktywacji M E K K I wydaje się być TRAF2. W 
procesie tym kluczow a jes t  domena efektorowa 
TRAF2 zawierająca palce cynkowe i RING [99]. 
Wyniki p rzeprow adzonych ostatnio eksperymentów 
z makrofagami i f ibroblastami myszy z nieaktywnym 
genem M E K K I negu ją  jednak  kluczowe znaczenie 
tej kinazy w szlaku N F kB  [100]. Oprócz M EK K I o 
udział w procesie aktywacji kinaz IK K a  i p (w w yni­
ku czego dochodzi do fosforylacji iKBa) podejrze­
wane są również M EK K 2 iM E K K 3 [101]. Niektórzy 
autorzy sugerują ponadto  zaangażowanie kaskad 
M A PK  p38 i ERK w indukcji aktywności transakty- 
wacyjnej składnika p65 [102, 103].

Pojaw iają  się również liczne doniesienia o innych 
szlakach aktywacji N F kB , m. in. ścieżce niezależnej 
od TRADD i TRAF2, a zależnej od IRAK (ang. ijiter- 
leukin 1 recep tor-associa ted  kinase ), kinazy kluczo­
wej w głów nym  szlaku aktywacji NFkB przez recep­
tor IL-1. W przeciw ieństw ie do sygnalizacji IL-1, w 
szlaku zależnym od TNF-R1 niezbędna jes t aktyw­
ność enzymatyczna tej kinazy [104], Postuluje się 
również udział kinazy białkowej CX/x w aktywacji
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N FkB [105]. Ponieważ jes t  ona uruchamiana przez 
mediatory lipidowe, m. in. produkty działania PI-3K, 
wydaje się, że może stanowić element szlaku 
PI-3K-PKB/Akt. W odpowiedzi na TNF kinaza 
białkowa C może być także aktywow ana przez fosfo- 
lipazę C zależną od fosfatydylocholiny. Aktywność 
PKC prowadzi do wzrostu aktywności transaktywa- 
cyjnej N F kB, ale nie ma wpływu na degradację 
IkB oc, translokację jąd ro w ą N F kB i jego wiązanie do 
DNA [106]. Również kinaza PKR (kinaza białkowa 
aktywowana przez dwuniciowe RNA) może być za­
angażowana w aktywację N F kB najpraw dopodob­
niej wskutek interakcji z IKK[3 [107].

Wspomniany wzrost aktywności transaktywacyj- 
nej NFkB w  odpowiedzi na pobudzenie receptorów 
TNF polega na fosforylacji specyficznych reszt sery- 
ny w domenie transaktywacyjnej; dotychczas ziden­
tyfikowano fosforylację Ser529 p65/RelA i Ser471 
c-Rel [108, 109],

Regulacja poszczególnych etapów mobilizacji 
NFkB jest skomplikowana, a dane o tych procesach 
tylko fragmentaryczne. Wśród genów odpowiedzi 
wczesnej, których transkrypcję aktywuje NFkB w  

odpowiedzi na TNF, są m. in. geny kodujące białka 
protekcyjne, chroniące komórki przed apoptozą, np. 
A20. Białko A20 wydaje się być ważnym negatyw­
nym regulatorem aktywności NFkB w  odpowiedzi 
na TNF [110]. Regulacja ta zachodzi praw dopodob­
nie dzięki bezpośredniej interakcji pomiędzy N-ter- 
minalną dom eną A20 a TRAF2 [111] oraz pomiędzy 
C-terminalną dom eną A20 a białkiem ABIN (ang. 
A 2 0 -b in d in g  in h ib i to r  o f  N F - k B  a c t iv a t io n ) .  Białko 
A20 pełni wówczas prawdopodobnie rolę białka 
adaptorowego łączącego TRAF2 z białkiem ABIN, 
które negatywnie reguluje działanie domeny transak­
tywacyjnej NFkB [112]. A20 nie ma natomiast 
wpływu ani na translokację czynnika N FkB do jądra, 
ani na jego wiązanie do DN A. Wydaje się, że inhibi­
torowe działanie układu A20-A BIN interferuje nie 
ze szlakiem aktywacji N FkB zależnym od NIK i 
IKK, lecz z innym szlakiem zależnym od RIP i 
TRAF2, prowadzącym do wzrostu aktywności trans­
aktywacyjnej N FkB [112]. Jednakże niedawna praca 
Z h a n g a i w spółpracowników sugeruje, że białko 
A20 może także regulować szlak prowadzący do ak­
tywacji NFkB za pośrednictwem kompleksu IKK: 
A20 może bowiem regulować poziom NEM O, który 
z kolei wpływa na aktywację czynnika transkrypcyj- 
nego [113].

Pod kontrolą N F kB znajdują się również geny 
TRAF 1 i TRAF2 [114]. Aktywność N F kB po induk- 
cji przez TNF może być regulowana przez T R A FI, 
przy czym sugerowany jes t  zarówno negatywny, jak  i

pozytywny wpływ tego białka na aktywność N F k B  
[115, 116]. Niedawno zidentyfikowano nieznane 
dotąd białko TTRAP (ang. T R A F  a n d  T N F  r e c e p ­
to r -a s s o c ia te d  p r o te in ) ,  które może wpływać ha­
mująco na mobilizację czynnika transkrypcyjnego 
N F k B  przez TNFR2. Regulacja ta zachodzi praw do­
podobnie poprzez interakcję TTRAP z białkami ad- 
aptorowymi typu TRAF [117].

VI. Znaczenie NFkB w  terapii nowotworów, 
chorób wirusowych i stanów zapalnych

W związku z rolą, jak ą  N F k B odgrywa w regulacji 
apoptozy oraz procesów zapalnych istotne stało się 
zbadanie jego znaczenia w patogenezie chorób, w 
które zaangażowane są te procesy. Pozwoliłoby to na 
podjęcie prób specyficznego hamowania lub akty­
wowania tego czynnika w trakcie terapii. Okazało 
się, że zmiany w regulacji aktywności N F k B mogą 
mieć udział w patogenezie schorzeń takich jak: ast­
ma, reumatoidalne zapalenie stawów, choroba Croh- 
na, wrzodziejące zapalenie okrężnicy, miażdżyca, 
choroba Alzheimera, liczne nowotwory [ 118J. Do tej 
pory istnieją rozbieżności dotyczące roli N F k B w  in­
dukcji procesu apoptozy. W przypadku chorób neu- 
rodegeneracyjnych, np. choroby Alzheimera stw ier­
dzono fakt nasilenia procesów degeneracyjnych 
związany ze spadkiem aktywności N F k B, co w ska­
zywałoby na protekcyjną rolę tego czynnika. Z dru­
giej strony zaobserwowano efekt ochronny salicyla­
nów w tej chorobie, które działają z kolei jako inhibi­
tory procesu aktywacji N F k B, c o  wskazywałoby na 
proapoptotyczną rolę tego czynnika. Nie ma jeszcze 
także dowodów stwierdzających jednoznacznie czy 
jest to czynnik działający protekcyjnie, czy proapop- 
totycznie podczas procesu onkogenezy. Istnieją na­
tomiast dowody świadczące o zaangażowaniu N F k B 

w kontroli cyklu komórkowego, co może mieć zna­
czenie w regulacji proliferacji komórki now otw oro­
wej [56].

Zarówno badania prowadzone na modelach ko­
mórkowych in v itro  [119, 120], jak  i in vivo na m y­
szach z nieczynnym genem podjednostki p65/RelA 
[121] wykazały zaangażowanie N F k B  w  ochronę ko­
mórki przed apoptozą indukowaną przez różne czyn­
niki, w tym TNF, co może wskazywać na wspólny 
element wielu szlaków sygnalizacji wykorzystyw a­
ny przez komórkę do indukcji mechanizmów 
ochronnych [56].

Wykazano, że pod kontrolą N F k B znajdują się 
geny kodujące inhibitory apoptozy: c-IAP i i C-IAP2, 
a zależny od N F k B proces hamowania apoptozy in­
dukowanej przez TNF odbywa się na poziomie akty­
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wacji kaspazy-8 [114]. Inne białka protekcyjne, k tó­
rych ekspresja jes t zależna od NFkB to wspomniane 
już białko A20 oraz m anganowa dysmutaza ponad- 
tlenkowa [122, 123]. Wobec złożoności aparatu 
ochronnego komórki obserwuje się obecność zarów­
no NFicB-zależnych, jak  i NFicB-niezależnych m e­
chanizmów chroniących kom órkę przed apoptozą 
[124].

Pomimo nie do końca poznanej funkcji regulacyj­
nej NFkB w  procesie apoptozy, jes t on niewątpliwie 
zaangażowany w uruchamianie mechanizmów 
ochronnych komórki, co jes t  elementem zupełnie 
niepożądanym w terapii nowotworów. Jest to o tyle 
istotne, że sama chemioterapia czy radioterapia 
wywołuje aktywację NFkB, a więc może indukować 
oporność komórek nowotworowych. Wspomaganie 
terapii podawaniem IkBoc nieulegającego fosforyla­
cji i degradacji (mutacje kluczowych reszt Ser32 i 
Ser36) zwiększało skuteczność chemioterapii i apop­
tozy pod wpływem TNF w przypadku nowotworu 
krtani u myszy SCID [125]. Innym inhibitorem 
NFkB, który próbowano zastosować w terapii now o­
tworów mysich były antysensowne oligonukleotydy 
skierowane przeciwko podjednostce p65 NFkB. Ich 
zastosowanie wyraźnie obniżało zdolności komórek 
nowotworowych do przylegania, proliferacji i tw o­
rzenia przerzutów [126]. Do zahamowania ścieżki 
NFkB próbowrano także wykorzystać inhibitory pro- 
teasomów. Limfocyty chorych na przewTekłą 
białaczkę leukocytarną traktowane inhibitorem pro- 
teasomu MG 132 lub laktacystyną ulegały apoptozie 
[127]. W innych badaniach nowotworów myszy inhi­
bitory proteasomów okazały się także skutecznymi 
lekami przeciwnowotworowymi w przypadku raka 
okrężnicy i chłoniaka Burkitta. Na przykład u my- 
szy-nosicieli chłoniaka Burkitta, którym podano 
mały hydrofobowy peptyd Z-LLF-CHO stwierdzono 
znamienną statystycznie regresję guza i opóźnienie 
w jego wzroście sięgające 42% [128].

Czynnik NFkB jako  mediator odpowiedzi zapal­
nej można także traktować jako  potencjalny cel w te­
rapii np. reumatoidalnego zapalenia stawów i chorób 
jelit o podłożu zapalnym. N iedawno wykryto, że po­
wszechnie stosowane leki przeciwzapalne, takie jak  
aspiryna czy salicylan sodowy ham ują aktywność 
IKKp zaburzając w ten sposób aktywację NFkB 
[129]. Podobne działanie wykazuje inny niesterydo- 
wy lek przeciwzapalny sulfasalazyna, hamująca fos­
fory lację I k B oc po stymulacji TNF [130], H am ow a­
nie aktywności IKKp zaobserwowano również w 
wyniku działania prostaglandyny A l .  Jej powstanie 
jest katalizowane przez cyklooksygenazę 2 , której 
ekspresję reguluje NFkB; w  tym przypadku mamy

więc do czynienia z negatywnym sprzężeniem 
zwrotnym [131].

Część wirusów zawiera w sekwencjach promoto- 
rowych niektórych genów miejsca wiązania N F k B. 

Zależny od aktywacji N F k B proces ekspresji tych 
genów prowadzi do namnażania wirusa, co potw ier­
dziły badania prowadzone na zmutowanych sekwen­
cjach k B. Podjęto więc próby konstrukcji antysen- 
sownych względem sekwencji k B oligonukleoty- 
dów, które mogłyby być wykorzystywane w terapii 
skierowanej przeciwko HIV-1, herpeswirusom, w i­
rusowi grypy [132].

Z terapeutycznego punktu widzenia istotne w yda­
je  się potrzebne jeszcze lepsze zrozumienie procesu 
regulacji szlaku N F k B , które umożliwi w prow adze­
nie nowych leków hamujących aktywację tego szla­
ku. Obecne próby modulacji farmakologicznej napo­
tykają na trudności związane z niewystarczającą spe­
cyficznością stosowanych inhibitorów N F k B. N ale­
ży jednak pamiętać, że istotnym ograniczeniem dla 
stosowania leków blokujących aktywację N F k B po­
zostanie ryzyko obniżenia odporności wrodzonej, a 
w konsekwencji większa podatność na infekcje 
[118].
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Wykaz stosowanych skrótów: R —  recep to r; E G F —  czynnik  
w zrostu  n askórka  (ang. E p id erm a l G row th Factor)', FG F —  
czynnik  w zrostu  fib ro b lastó w  (ang. F ibrob last G row th F a c to r ); 
H G F —  czynn ik  w zrostu  h ep ato cy tó w  (a n g .H epa tocyte  G rowth  
Factor)', IG F -1 —  insu lin o p o d o b n y  czynn ik  w zro stu  (ang. Insu- 
lin -like  G row th Factor-1)', P D G F a ,  [3 —  czynn ik  w zrostu  p o ­
chodzący  z p ły tek  k rw i, typu a  i P (ang. P la te le t D erived  G rowth  
Factor)', V E G F —  czynn ik  w zro stu  k o m ó rek  nab ło n k a  naczyń 
(ang. V ascular E ndo the lia l C ell G row th  F actor); PT K  —  ty p o ­
w e, b iałkow e k inazy  ty ro zy n o w e (ang. P rotein  Tyrosine K in a ­
se)', SH 2, SH 3 —  d o m eny  h o m o lo g iczn e  do k inazy  Src (ang. Src  
H o m o lo g y  D om ain)', c -S rc  —  k o m ó rk o w a k inaza  Src (ang. c e l­
lu la r k inase  S rc ): v -S rc  —  w iru so w a  k in aza  Src (ang. virus k i­
n ase  Src ).

I. Wstęp

Odwracalna fosforylacja reszt tyrozyny w 
białkach pełni w ażną funkcję w regulacji różnorod­
nych procesów fizjologicznych w organizmach eu­
kariotycznych. Fosforylacja tyrozyny uczestniczy w 
kaskadach przekazywania sygnałów umożliwiając 
kontrolę wzrostu i różnicowania się komórek w od­
powiedzi na działanie hormonów, cytokin i czynni­
ków wzrostu. Kontroluje ona prawidłowy przebieg 
procesów mitozy i apoptozy, zapewniając u trzym y­
wanie stanu homeostazy w komórkach [ 1].

Dr; Insty tu t B iochem ii i B iofizyk i PAN, ul. P aw iń sk ieg o  5a, 
02-106  W arszaw a, tel. 659 70 72 wew. 5717, e-m ail: jo an - 
na@ ibb .w aw .p l

Analiza sekwencji genomu człowieka wykazała, 
że w tym genomie znajduje się 106 genów, przypusz­
czalnie kodujących białkowe kinazy tyrozynowe 
(The Humań Genome, Science  2001).

Ze względu na lokalizację i pełnione w komórce 
funkcje kinazy tyrozynowe można podzielić na k ina­
zy receptorowe i niereceptorowe.

II. Receptorowe kinazy tyrozynowe

Zasadniczą rolą większości receptorowych kinaz 
tyrozynowych jest rozpoznawanie i wiązanie czynni­
ków wzrostu. Struktura i funkcja receptorów czynni­
ków wzrostu była już  wcześniej obszernie omawiana 
m. in. kilkakrotnie w „Postępach B iochem ii” [2, 3] 
oraz innych pracach [4]. W tym artykule przedsta­
wiono wiec jedynie zaktualizowane dane dotyczące 
tego tematu.

Typowe receptorowe kinazy tyrozynowe (RPTKs, 
ang. R eceptor Protein Tyrosine K inases) są białkami 
błonowymi. Można w nich wyróżnić następujące ele­
menty składowe; domenę zewnątrzkomórkową, do­
menę transbłonową, domenę łącznikową, cytopla- 
zmatyczną domenę zawierającą kinazę tyrozynową 
oraz fragment C-końcowy.

Domena zewnątrzkomórkową —  jest to domena 
N-końcowa, w skład której wchodzi od 500 do 850 
reszt aminokwasowych. W obrębie tej domeny znaj­
duje się miejsce wiążące ligand. Zarówno sekwencja 
aminokwasowa, jak  i struktura trzeciorzędowa tej 
domeny są bardzo zróżnicowane, co związane jest z
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rozpoznawaniem i wiązaniem różniących się bu­
dową ligandów oraz odmiennymi funkcjami fizjolo­
gicznymi, jak ie  pełnią poszczególne cząsteczki re­
ceptorowe zaliczane do tej rodziny kinaz.

W skład domeny transbłonowej wchodzi około 
22-26 reszt aminokwasowych, z których większość 
stanowią aminokwasy o charakterze hydrofobowym.

Sekwencja domeny łącznikowej, oddzielającej 
domenę kinazy tyrozynowej od powierzchni błony 
komórkowej ma długość od 41 do 50 aminokwasów.

łańcuchach bocznych, co zapewnia dużą elastycz­
ność konformacyjną tej domeny [5].

Ze względu na różnice w budowie domeny 
zewnątrzkomórkowej receptora, kinazy tyrozynowe 
tej grupy zostały podzielone na 16 odrębnych rodzin 
(Ryc. 1). Ponadto wyróżniono kilka indywidualnych 
typów, nie należących do żadnej z rodzin receptoro­
wych kinaz tyrozynowych [ 1, 6]

Przyłączenie ligandu do zewnątrzkomórkowej do­
meny receptora indukuje dimeryzację receptorów.

EGFR FDGFR FLT1 INSR NGFR FGFR EPH AXL H E  RET HGFR ROR RYK DDR MuSK KLG

r/7 7 1

Ü

Dom eny katalityczne

Regiony bogate w cysteinę 
Dom eny 

im m unoglobulinopodobne 

Dom ena czynnika V III 

Moduł v /kształcie pastorału

Pow tórzenia EGF-podobne 

Pow tórzenia fibronektyny III 

M otywy bogate w leucynę 

Fragm ent kwaśny 

Pow tórzenia kadheryny

Ryc. 1. Rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych (Schemat wg. H u n t e r  1998, modyfikowany).

Do dnia dzisiejszego nie została doświadczalnie w y­
kazana rola, jak ą  domena łącznikowa pełni w przeka­
zywaniu sygnałów przez błonę plazmatyczną.

Cytoplazmatyczna domena posiadająca aktyw­
ność kinazy tyrozynowej jes t najistotniejszą domeną 
dla procesu przekazywania sygnałów. Kinazy tyro­
zynowe wyróżniają się wysokim stopniem homolo- 
gii sekwencji w obrębie tej domeny.

Domena C-końcowa —  charakteryzuje się dużym 
stopniem zmienności zarówno pod względem długo­
ści sekwencji (70-200 aminokwasów), jak  i struktury 
trzeciorzędowej. Region ten zbudowany jes t  głównie 
z reszt aminokwasowych o charakterze hydrofobo­
wym i bogaty w reszty aminokwasowe o krótkich

Dimeryzacja receptorów jes t  mechanizmem pozwa­
lającym na przeniesienie sygnału zmiany konforrna- 
cyjnej z domeny zewnątrzkomórkowej do domeny 
cytoplazmatycznej bez zmian w strukturze domeny 
transbłonowej [7]. W wyniku auto- i transfosforyla- 
cji jednej lub kilku reszt tyrozynowych w katalitycz­
nych domenach cytoplazmatycznych receptorów, 
które po dimeryzacji znajdują się blisko siebie, enzy­
my te zdolne są do fosforylacji specyficznych sub­
stratów, co zapoczątkowuje szlak przekazywania sy­
gnałów w komórce [1]. M echanizm aktywacji recep­
tora poprzez jego  dimeryzację ma charakter uniwer­
salny i cechuje wszystkie klasy receptorów czynni­
ków wzrostu [4].
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III. Niereceptorowe kinazy tyrozynowe

Niereceptorowe kinazy tyrozynowe stanowią gru­
pę enzymów, których w spólną cechą jes t brak dom e­
ny zewnątrzkomórkowej. Niektóre z tych enzymów 
(np. c-Src) mogą być związane z błoną kom órkow ą 
poprzez asocjację z innymi białkami występującymi 
w błonie komórkowej. Większość niereceptorowych 
PTK występuje wyłącznie w cytoplazmie, ale niektó­
re z nich m ogą występować zarówno w cytoplazmie, 
jak  i w jądrze (c-Abl). Do dzisiaj poznano około 36 
niereceptorowych kinaz tyrozynowych tworzących 
oddzielne rodziny [8], co ilustruje Ryc. 2.

la aktywności komórkowego białka c-Src przez auto- 
inhibicję, zachodząca w wyniku wiązania domeny 
SH2 do ufosforylowanej Tyr w C-końcowym regio­
nie enzymu (Tyr 527), co uniemożliwia łączenie k i­
nazy z substratem. Białko v-Src jes t produktem genu, 
biorącego udział w transformacji nowotworowej ko­
mórek przez wirus sarkomy R ous’a (RSV). v-Src nie 
jest zdolny do autoinhibicji, gdyż białko wirusowe w 
pozycji 527 zamiast tyrozyny posiada fenyloalaninę. 
W konsekwencji, v-Src jest enzymem konstytutyw­
nie aktywnym, nie podlegającym procesom regula­
cyjnym. Nieograniczona fosforylacja substratów 
przez aktywne białko v-Src pobudza komórki do nie-

Ro dżiny

&TC (c- Sie)

C*k

kinazy podobne 
doSrc (Fdf)

Dtk(T ec) 

Abl(c-A>Q

kinazy jt o« iadąjące 
podwoi na  domenę 
SH2 (SyHZqp70)

Jak  (Jak i) 

Ach

m jr

Budowa (rodzaje domen) 

SK3 SH2

Ryc. 2. Rodziny niereceptorowych kinaz tyrozynowych (Schemat wg. H u n t e r ,  1998, modyfikowany).

Najlepiej poznaną jes t  rodzina kinaz Src, w skład 
której wchodzi dziewięć spokrewnionych ze sobą ki­
naz niereceptorowych. Kinazy rodziny Src uczest­
niczą w szlakach przewodzenia sygnałów w kom ór­
ce, kontrolując wzrost i różnicowanie komórek w od­
powiedzi na aktywację receptorów czynników w zro­
stu i cytokin. Najwcześniej poznanym przedstawi­
cielem tej rodziny jes t  białko Src, które zostało opi­
sane wcześniej w „Postępach B iochem ii” [9]. W ko­
mórce eukariotycznej białko to może występować w 
dwóch formach, jako białko wirusowe (v-Src, ang. 
virus-Src) oraz jako  białko komórkowe (c-Src, ang. 
cellular-Src). Obie te formy charakteryzuje wysoka 
homologia sekwencji aminokwasów. Jedynie na 
C-końcu, 19 aminokwasów obecnych w c-Src, 
zastąpionych jest przez 12 innych aminokwasów w 
v-Src [10]. Zasadniczą różnicą jes t  natomiast kontro-

ustannej proliferacji, wywołując powstanie now o­
tworu, jes t więc onkogenem [ 11 ].

Białko c-Src (oznaczane wcześniej pp60c src) na 
N-końcu zawiera region zbudowany z 9 -12 am ino­
kwasów, do którego przyłączony jes t kwas mirysty- 
lowy (Ryc. 2). Za pośrednictwem tego kwasu białko 
Src zakotwiczone jest w błonie cytoplazmatycznej 
komórki. W sekwencji N-końcowej tego białka w y ­
różnić można również obszar 40-70 aminokwasów, 
unikalny dla każdej z kinaz należących do tej rodz i­
ny, który określa ich odrębne właściwości.

Niereceptorowe kinazy tyrozynowe odznaczają 
się występowaniem charakterystycznych domen, co 
umożliwia przenoszenie sygnałów (Ryc. 2). Są to 
przede wszystkim domeny SH2 i SH3 (SH, ang. Src 
H om ology D om aiń), zbudowane z około 50-100 am i­
nokwasów. Domena SH2 w białku c-Src wiąże się do
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sekwencji: [P-Tyr]-E-E-I, czyli rozpoznaje ona P-ty- 
rozynę w krótkich peptydowych sekwencjach naj­
częściej od 1 do 5 aminokwasów, położone za fosfo- 
rylowaną resztą tyrozyny P-Tyr [12]. Natomiast do­
mena SH3 jes t g lobu lam ą dom eną zbudow aną z 
około 60 reszt aminokwasowych, która specyficznie 
rozpoznaje siedmioaminokwasowe sekwencje boga­
te w prolinę [13].

K olejną dom eną występującą w niereceptoro- 
wych kinazach tyrozynowych jes t domena wyka­
zująca homologię do plekstryny (PH, ang. Pleckstrin  
H om ology Dom ain). Występuje ona również w wielu 
kinazach białkowych serynowo/treoninowych, sub- 
stratach kinaz białkowych, izoformach fosfolipazy 
C, białkach regulacyjnych małych GTP-az oraz 
białkach cytoszkieletowych. Domena PH posiada 
strukturę g lobu lam ą składającą się z 120 am inokw a­
sów i wiąże swoiście cząsteczki fosfolipidów. Zbu­
dowana jes t ona z dwóch siedmioskrętnych, p iono­
wych struktur p oraz C-końcowej amfipatycznej 
a-helisy  [13]. Domena PH może oddziaływać jako 
zależna od fosfolipidów domena wiążąca kinazy do 
błony cytoplazmatycznej [ 1].

W poszczególnych typach niereceptorowych k i­
naz tyrozynowych, w ystępują także charakterystycz­
ne dla tych kinaz inne domeny [1]. W rodzinie kinaz 
Abl są to: domena wiążąca DNA i domena wiążąca 
aktynę. Natomiast kinazy Jak posiadają dwie dom e­
ny katalityczne: jed n ą  właściw ą i drugą częściowo 
homologiczną do domeny katalitycznej. Dla rodziny 
Ack charakterystyczna jes t  domena wiążąca czynnik 
Cdc-42 [8] (Ryc. 2)

W procesach przekazywania sygnału w komórce 
docelowej opisane powyżej dom eny (SH2, SH3, PH) 
rozpoznają i w iążą  się do różnorodnych białek. 
Białka te można podzielić na cztery grupy, w zale­
żności od pełnionych przez nie funkcji:
—  enzymy: kinazy tyrozynowe (np. Src, Abl, Zap70, 

Syk), fosfataza tyrozynowa (Shp), fosfolipaza 
fosfoinozytolu (PLCy), kinaza fosfoinozytolu 
(PI-3 p l  80), aktywator Ras GTP-azy (GAP);

—  białka adaptorowe (Shc, Nck, Crk, Slap, Grb 2, 
Gap 1);

—  białka „zakotwiczające” (ang. docking pro te ins) 
(IRS, p 130 Cas, Cbl);

—  białka stmkturalne (aneksyna, ezryna, winkulina, 
talina, tenystyna, p80/85, katheryny, integryny) 

[!]•

IV. Udział białkowych kinaz tyrozynowych w 
procesie przekazywania sygnałów

N adrzędną funkcją fosforylacji tyrozyny jest 
przekazywanie sygnałów w komórce. Receptorowe 
kinazy tyrozynowe m ają wiele miejsc autofosforyla- 
cji i w stanie aktywnym w iążą dostępne białka za­
wierające domenę SH2 lub PTB (*).

I tak receptor PDGFp może jednocześnie wiązać 
osiem białek zawierających domeny SH2: kinazy z 
rodziny Src, w iększą podjednostkę regulatorową 
p l l O kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI-3k), fosfoli- 
pazę C (PLCyl), białko aktywujące GTPazę (GAP), 
fosfatazę tyrozynow ą Shp2 (Syp), negatywny regu­
lator (Slap), białka adaptorowe Nck oraz Grb2 [6] 
(Ryc. 3).

Przekazywanie sygnałów za pośrednictwem 
białka Grb2 występuje zarówno przez receptory typu 
PDGFb, jak  i EGF. Białko Grb2 posiadające cen­
tralną domenę SH2, o toczoną dwoma domenami 
SH3 jes t  konstytutywnie związane za pośrednic­
twem domen SH3 z białkiem efektorowym SOS [14], 
SOS jes t czynnikiem wymieniającym GDP na GTP 
(ang. GTP  — exchange fa c to r ) dla Ras —  małego 
białka G związanego z błoną. SOS aktywuje Ras 
przez wym ianę nukleotydu GDP na GTP. Białko Ras 
aktywuje następnie kaskadę kinaz MAP. Po związa­
niu z Ras kompleks Grb2/SOS jest przenoszony do 
błony, gdzie domena PH białka SOS może od­
działywać z fosfolipidami błony plazmatycznej, sta­
bilizując jego  wiązanie z błoną (Ryc. 3). Kompleks 
Grb2/SOS powstaje również pod wpływem sy­
gnałów pochodzących od transbłonowych i b inar­
nych czynników wzrostu, onkogennych kinaz tyro­
zynowych (np. v-Src), NGF, receptora insuliny oraz 
pod wpływem utworzenia kompleksu integryny z bi­
narnym receptorem Fak. Ten system jest w ykorzy­
stywany do odbierania sygnałów ze środowiska zew ­
nętrznego i umożliwia wiele różnorodnych rodzajów 
odpowiedzi komórkowej [ 1].

Fosforylacja reszt tyrozyny w cząsteczce recepto­
ra czynnika wzrostu nerwu (NGFR) indukuje ekspre­
sję czynników transkrypcyjnych AP-1 i AP-2 (AP, 
ang. A ctiva tor Protein ) oraz genów wczesnej odpo­
wiedzi komórkowej (NGFI —  A, B, C) i genu VGF. 
Indukowane przez NGF czynniki transkrypcyjne 
b iorą udział w regulacji ekspresji genów kodujących 
białka związane z procesami neurotransmisji i neuro-

(*) PTB jest domeną globulamą zbudowaną z około 150-200 aminokwasów. Rozpoznaje ona od 1 do 8 reszt aminokwasowych 
leżących przed fosforylowaną resztą tyrozyny, w zachowywanej ewolucyjnie sekwencji: N-P-X-[P-Tyr] [ 1; 14].
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modulacji. Istnieje kilka szlaków przekazywania sy­
gnału w komórkach neuronalnych w odpowiedzi na 
sygnał przyłączenia NGF, co zostało opisane w „P o­
stępach B io c h e m ir  [15].

Natomiast w szlaku Jak/STAT fosforylacja tyro­
zyny w białku STAT przez k inazę Jak jest potrzebna 
do dimeryzacji, a następnie translokacji dimeru 
STAT do jądra i związania z DNA [16].

Kinazy należące do rodziny FGFR są niezbędne 
dla ograniczenia wzrostu chondrocytów w procesie 
rozwoju kości [17]. Receptorowe kinazy tyrozynowe 
rodzin VEGF oraz Tie są konieczne dla praw idłow e­
go przebiegu procesu angiogenezy, zapewniając sko­
ordynowany wzrost i różnicowanie kom órek nabłon­
kowych oraz mięśni gładkich potrzebnych dla zacho­
wania odpowiedniego kształtu naczyń krwionośnych 
[18, 19],

Kinazy tyrozynow e m a ją  także w pływ na p ra­
widłowe funkcjonow anie zróżn icow anych  k om ó­
rek. Degranulacja kom órek  tucznych  po zw iązaniu 
kompleksu: antygen/przec iw ciało  przez pow ierzch ­
niowe receptory Fc w ym aga obecności kinaz ty ro ­
zynowych z rodziny Src. A ktyw ność  kinazy c-Src 
wpływa także w decydujący  sposób na funkcję oste- 
oklastów' w resorpcji kości, zapobiegając  w ystąp ie­
niu procesu osteopetrozy czyli zaham ow aniu  re­
sorpcji kości przez osteoklasty  [20]. Ponadto, k ina­
za c-Src uczestn iczy w p rzenoszen iu  sygnałów od 
pobudzonych receptorów  (takich, ja k  receptor an ty ­
genu kom órek T, receptor an tygenu kom órek  B oraz 
receptor o w ysokim  pow inow actw ie  dla IgE) kom ó­

rek tucznych do cytozolu kom órek efektorowych 
odpowiedzi im munologicznej. Dodatkow o kinazy 
białkowe z tej rodziny asocjują z białkami po­
wierzchniow ym i CD2, CD4, CD5 i CD28 komórek 
układu krwiotwórczego, co w zm acnia  potencjał 
przesyłania sygnałów z innych receptorów. Kinaza 
c-Src jes t  aktywow ana w wybranych typach k om ó­
rek krwiotwórczych przez czynniki wzrostu oraz

Ryc. 3. Przekazywanie sygnału przez ki­
nazę tyrozynową receptora 
PDGF (Schemat wg. H u n t e r  
1998, modyfikowany).

cząsteczki interleukiny-2 i in terleukiny-3. Kinaza 
c-Src jes t  także odpow iedzia lna za przepływ  infor­
macji wewnątrzkom órkow ej generowanej w w y n i­
ku aktywacji receptorow ych kinaz tyrozynow ych, 
takich jak  PDGFR i CSF-1R [8].

Białkowe kinazy tyrozynowe uczestniczą również 
w transdukcji sygnałów w płytkach krwi w odpowie­
dzi na działanie zewnątrzkomórkowych stym ulato­
rów’ m. in. trombiny, ADP, kolagenu, czy też czynni­
ka aktywującego (PAF), co szerzej jes t opisane w 
„Postępach B io c h e m ir  [9].

Natomiast cytoplazmatyczna kinaza tyrozynową 
Bmx, której gen zidentyfikowano na chromosomie X 
jes t członkiem rodziny Btk/Emt/Tec/Txk. Duże stę­
żenia transkryptu genu BMX, znaleziono w kom ór­
kach linii hematopoetycznych. Wydaje się, że Bmx 
może brać udział w transdukcji sygnałów w kom ór­
kach hematopoetycznych, jak  również w komórkach 
endokardialnych i nabłonkowych naczyń [2 1 ].

Podsumowując, fosforylacja reszt tyrozyny 
spełnia wiele funkcji fizjologicznych tkankowo spe­
cyficznych, uczestnicząc w regulacji procesów 
wzrostu, rozwoju i różnicowania komórek.
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V. Onkogenny charakter białkowych kinaz 
tyrozynowych

W procesie now otw orow ym  uczestniczy wiele 
pojedynczych szlaków przekazyw ania sygnałów, 
które n iezależnie od siebie zaburza ją  regulację pod­
stawowych procesów  kom órkow ych. I tak na 
przykład zaburzenie w szlaku sygnalnym  białka Ras 
powoduje n iekontro low aną proliferację, w szlaku 
retinoblastom y zm ienia kontrolę  cyklu kom órko­
wego, w szlaku białka p53 pow oduje apoptozę itd. 
Zaburzone współdziałanie  tych szlaków składa się 
ostatecznie na rozwój pełnej, złośliwej postaci raka
[22 ],

Receptorowe i niereceptorowe kinazy tyro- 
zynowe oraz ich substraty w szlakach transdukcji sy­
gnałów mogą funkcjonować jako  onkogeny. Jedną z 
przyczyn, która powoduje onkogenność kinaz tyro­
zynowych są mutacje w proto-onkogenach je  ko­
dujących. Na przykład proto-onkogen c-ret (ko­
dujący kinazę receptorową, która zawiera w domenie 
zewnątrzkomórkowej struktury podobne do kathery- 
ny o nieznanym ligandzie) ulega mutacjom albo po­
woduje rearanżacje innych genów, w wyniku których 
powstający produkt białkowy powoduje kilka rodza­
jów  endokrynnej neoplazji typu 2 (MEN2). Inny ro ­
dzaj mutacji występuje m iędzychrom osomow o, jako 
translokacja i fuzja sekwencji BCR (ang. B reakpoint 
C luster Region) z ludzkiego chromosom u 22 do frag­
mentu długiego ramienia chromosom u 9, w którym 
kodowana jest kinaza tyrozynowa c-ABL. Powstaje 
chimeryczny gen BCR-ABL, którego produkt ma ak­
tywność kinazy tyrozynowej o kilkakrotnie wyższej 
aktywności niż normalna kinaza c-Abl, co powoduje 
transformację fibroblastów i szybko postępującą leu­
kemię (białaczkę) u dorosłych. Stwierdzono, że w ie­
le rodzajów białaczek jes t  spowodowanych translo- 
kac ją i  fuzją różnych fragmentów chromosomów. Na 
przykład wspomniany już  gen kinazy ABL łączy się 
z genem kodującym czynnik transkrypcyjny TEL z 
chromosomu 12. Produkt tego chimerycznego genu 
wykazuje zwiększoną aktywność kinazy tyrozyno­
wej ABL. Zidentyfikowano również fuzję genu TEL 
z kinazą receptorową PDGFR[3 na chromosomie 5. 
Produkt tego fuzyjnego białka wykazuje zwiększoną 
homodimeryzację receptorów i aktywację kinazy po 
związaniu liganda, co jes t  przyczyną transformacji 
monocytów w krwi i szpiku oraz zaburzeń w norm al­
nym rozwoju i produkcji kom órek krwi. Mutacje za­
chodzące w domenach transbłonowych i zewnątrz­
komórkowych kinaz receptorowych mogą prow a­
dzić do aktywacji kinaz niezależnie od ligandów, co 
stwierdzono u kinaz receptorowych wyizolowanych

z wirusów onkogennych. Ponadto, delecja części re­
gulatorowej kinaz tyrozynowych także prowadzi do 
onkogennej aktywacji tych enzymów [23].

Oprócz mutacji, kolejnym mechanizmem onko­
gennej aktywacji kinaz tyrozynowych jest tzw. za­
mknięcie w „autokrynną pętlę wzrostu” (ang. auto- 
crine growth loops). Zjawisko to występuje w przy­
padku anormalnej ekspresji lub nadekspresji typo­
wej kinazy tyrozynowej, która zachodzi w obecności 
asocjującego z n ią  ligandu lub nadekspresji ligandu 
w obecności norm alnego receptora. Taki mechanizm 
transformacji opisano dla EGFR, czynnika stymu­
lującego proliferację i różnicowanie komórek pre- 
kursorowych krwi (CSF-1R, ang. C olony Stim ula- 
ting Factor-1 Receptor), IG F-IR , MET (receptor 
czynnika rozproszenia, należący do rodziny HGFR) i 
PDGFR. Mechanizm ten jest przyczyną wielu form 
glioblastomy oraz nowotworów takich narządów 
jak: pęcherza moczowego, piersi, płuc, prostaty i 
żołądka. Szczególnie zwiększona ekspresja pro- 
to-onkogenów kinaz rodziny EGFR, tj. EGFR, 
erbB-2 lub H ER-2/NEU (skróty pochodzą od nazwy 
nowotworu, z którego został wyizolowany, np. erb 
ang. erytroblastom a\ neu ang. neuroblastom a\ HER 
—  analog onkogenu neu u ludzi), erbB-3 lub erbB-4 
jes t  przyczyną wielu nowotworów [23].

Trzeci rodzaj m echanizmów obejmuje takie zm ia­
ny w regulacji kinaz tyrozynowych, które wpływają 
na ich aktywność. Są to na przykład mutacje w 
białkach pełniących funkcje negatywnych regulato­
rów szlaków przekazywania sygnałów, zarówno ki­
naz, jak  i fosfataz. W przypadku raka jelita  grubego 
obserwowano średnio 15-krotnie w yższą aktywność 
kinazy Src w stosunku do aktywności w normalnych 
komórkach. Rak ten, drugi pod względem częstotli­
wości w ystępowania po raku płuc, stanowi blisko 
15% wszystkich nowotworów złośliwych. W kom ór­
kach nowotworów rozsianych (złośliwych) aktyw­
ność Src wzrasta średnio 90-krotnie. W tych kom ór­
kach występuje także 5-krotna nadekspresja kinazy 
Src. Przypuszcza się, że przyczyną tak drastycznie 
zwiększonej aktywności tej kinazy są zarówno zm ia­
ny w regulacji aktywności, zwiększona ekspresja, 
jak  i zmiany w samym białku Src.

Dla szybkiego wzrostu guza i rozsiania komórek 
now otworowych ogromne znaczenie ma proces two­
rzenia naczyń krwionośnych. Tutaj także w ażną rolę 
odgryw ają receptorowe kinazy tyrozynowe i ich li- 
gandy jak  np. nabłonkowy czynnik wzrostu naczyń -  
VEGF. Oddziałuje on z dwom a typami receptorów o 
dużym powinowactwie do VEGF z wewnętrzną ak­
tyw nością kinaz tyrozynowych: VEGFR-1/FLT-1 
(ang. Fm s-Like Tyrosine K inase-1) i YEGFR-2/
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FLK-1 (ang. F eta l L iver K in a se -1) /K D R  (ang. K ina­
se Insert Dom ain C ontaining Receptor) [23; 24],

VI. Inhibitory kinaz tyrozynowych i ich 
potencjalne zastosowanie w terapii

W komórkach wielu typów nowotworów można 
zaobserwować zaburzenia przekazywania sygnałów 
mitogennych wskutek zmian aktywności kinaz tyro­
zynowych. Zmiany te m ogą być przyczyną pow sta­
wania nowotworów, a także niektórych chorób 
umysłowych, kardiologicznych i schorzeń endokry­
nologicznych [25]. W związku z tym białkowe k ina­
zy tyrozynowe są atrakcyjnym obiektem badań przy 
poszukiwaniu czynników terapeutycznych przeciw ­
ko nowotworom i innym schorzeniom. Zagadnienia 
te stały się tematem dwóch kolejnych m iędzynarodo­
wych konferencji organizowanych w Warszawie 
przez prof. Davida Sugara {Inhibitors o f  Protein K i­
nases, 1998 i 2001). M ateriały z tych konferencji 
opublikowano w „Pharm acology & Therapeutics” 
oraz „Cellular & M olecular B iology L etters” .

Obecnie prowadzone są intensywne badania do­
tyczące zastosowania farmakologicznego inhibito­
rów kinaz tyrozynowych. W ciągu ostatnich pięciu 
lat utworzono now ą klasę strukturalnych inhibitorów 
kinazy tyrozynowej EGFR. Charakteryzują się one 
wysoką skutecznością, specyficznością i aktyw no­
ścią /«  vitro  i in vivo, a jednocześnie relatywnie małą 
toksycznością dla pacjentów [26].

Wyróżnia się dwa rodzaje inhibitorów stosowane 
w terapii nowotworów: inhibitory wiążące się do 
miejsca wiązania ATP w domenie katalitycznej kinaz 
(np. genisteiny) i inhibitory hamujące aktywność k i­
naz tyrozynowych poprzez wiązanie się do miejsca 
wiązania substratu (np. tyrphostyny).

Większość inhibitorów nowej generacji działa na 
zasadzie współzawodnictwa z ATP w miejscu ak tyw ­
nym kinazy tyrozynowej. N ależą do nich głównie in­
hibitory dla receptorów: EGFR, PDGFR, FGFR oraz 
dla Src [27]. Inhibitory te w iążą  się do wysoko kon­
serwowanej sekwencji w  „kieszeni” wiążącej nukle- 
otydy w domenie katalitycznej. Specyficzne inhibi­
tory kinaz w ykorzystują pew ną zmienność sekw en­
cji wokół miejsca wiązania ATP, jak  i różnice konfor­
macyjne między formą aktyw ną i nieaktywną kinazy 
[28].

Ostatnio odkryto klasę inhibitorów o dużym po­
winowactwie, które bardzo selektywnie i n ieodw ra­
calnie inaktywują kinazę tyrozynow ą EGFR poprzez 
specyficzną, kowalencyjną modyfikację cysteiny w 
miejscu wiążącym ATP. Istnieją dowody, że związki 
te oddziaływują w analogiczny sposób z erb B-2, ale

nie wpływają na inne kinazy tyrozynowe zarówno re­
ceptorowe, jak  i cytozolowe [29].

Inną grupą inhibitorów kinaz są tyrphostyny, któ­
re działają m. in. na: Jak2, Src, p210Bcr Abl, IGF-IR, 
EGFR, PDGFR. Ponieważ wymienione kinazy indu­
kują szlaki sygnalne powstała koncepcja „terapii 
transdukcji sygnałowej” stosowanej w chorobach i 
stanach zapalnych takich jak: rak, łuszczyca, posocz­
nica czy stwardnienie rozsiane [30].

W ciągu ostatnich kilku lat odkryto wiele, łatwo 
wnikających do komórek inhibitorów kinaz białko­
wych, które wykazują relatywnie dużą specyficzność 
do poszczególnych kinaz. Są wykorzystywane do 
identyfikacji fizjologicznych substratów kinaz, jak  i 
badania funkcji komórkowej tych kinaz [31].

Jedynym m echanizmem hamującym wzrost i roz­
przestrzenianie się raka jes t w przypadku wielu ro­
dzajów nowotworów, zahamowanie tworzenia się 
naczyń krwionośnych, w tym także naczynek włoso­
watych, co jest ważne w procesie proliferacji kom ó­
rek rakowych. Na tej zasadzie działa na przykład in­
hibitor PTK 787/ZK 222584, będący specyficznym 
inhibitorem kinazy VEGFR [32].

Wyjątkowo wysokie powinowactwo i specyficz­
ność do niektórych kinaz tyrozynowych wykazano 
dla serii inhibitorów będących pochodnymi 2-fenylo- 
aminopirymidyn. Najbardziej obiecujący spośród 
nich wydaje się STI-571. Posiada on wysokie pow i­
nowactwo do niereceptorowej kinazy tyrozynowej 
Abl, natomiast nie wpływa na aktywność kinaz sery- 
nowo/treoninowych i większości receptorowych ki­
naz tyrozynowych (oprócz dwóch kinaz receptoro­
wych —  PDGF i c-kit). W testach klinicznych w yka­
zano skuteczność inhibitora STI-571 w leczeniu roz­
ległej białaczki szpiku kostnego, której towarzyszy 
wzmożona aktywacja kinazy Abl przy jednocześnie 
niewielkich skutkach ubocznych [33]. Inhibitor ten 
rozpoznaje i wiąże się do kinazy będącej w nieak­
tywnej konformacji, w której miejsce aktywacyjne 
(Tyr393) nie jes t ufosforylowane, utrzymując enzym 
w stanie nieaktywnym. Na podstawie powyższych 
wyników zasugerowano, że związki chemiczne, k tó­
re wykorzystują indywidualne m echanizmy inakty- 
wacji dla konkretnych kinaz białkowych wykazują 
zarówno wyższe powinowactwo, jak  i w yższą specy­
ficzność [29].

VII. Uwagi końcowe

Białkowe kinazy tyrozynowe pełnią  kluczową 
rolę w prawidłowym funkcjonowaniu komórek 
zwierzęcych.
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Różnorodność budowy receptorowych kinaz tyro­
zynowych zapewnia selektywne i sprawne przekazy­
wanie sygnałów czynników wzrostu.

Niereceptorowe kinazy tyrozynowe dzięki obec­
ności domen SH2, SH3 i PH m ają zdolność do w iąza­
nia różnych białek. Są to białka adaptorowe, zako­
twiczające, strukturalne i enzymatyczne. Wskazuje 
to na ich szerokie wykorzystanie w procesach prze­
kazywania sygnału, a tym sam ym  podobnie jak  w 
przypadku kinaz receptorowych w procesach w zro­
stu, rozwoju i różnicowania komórek.

Zaburzenia w szlakach przekazywania sygnałów 
m ogą prowadzić do transformacji nowotworowej - 
tak jak  dzieje się w przypadku mutacji proto-onkoge- 
nów kodujących kinazy tyrozynowe, co prowadzi do 
różnego typu białaczek. Oprócz mutacji, onkogenna 
aktywacja kinaz tyrozynow ych może zachodzić po­
przez anormalną ekspresję lub nadekspresję typowej 
kinazy tyrozynowej lub też nadekspresję ligandu 
skutkując różnymi formami nowotworów.

Ze względu na udział kinaz tyrozynowych w pro­
cesach transformacji nowotworowej wydaje się być 
pożądanym poszukiwanie nowych, specyficznych 
inhibitorów tych enzymów o znaczeniu klinicznym a 
także dalsze badanie budowy i funkcji enzymów od­
powiedzialnych za fosforylację białek.
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Wykaz stosowanych skrótów: CDC — kinaza zależna od cy­
klin (ang. C yclin D ep en d en t K in a se ); CTR1 —  kinaza seryno- 
wo-treoninowa (ang. C on stitu tive  Trip le Response)', DSK — ki­
naza białkowa o podwójnej specyficzności (ang. D u a l Sp ec ific i­
ty Kinase)', EIN2 —  białko receptorowe błony jądrowej niewra­
żliwe na etylen (ang. E th y len e  Insensitive)', EREBP (ang. E th y ­
lene R esp o n se  E lem en t B in d in g  Protein)', ERS (ang. E thylene  
R esp o n se  Sensor); ETR — receptor etylenu (ang. Ę d ty len e  
R eceptor); MAPK —  kinaza MAP (ang. M itogen  A c tiva ted  P ro­
tein K inase); MBP —  białko zasadowe mieliny (ang. M yelin  
B asic  P rotein); MEK —  kinaza fosforylująca i aktywująca ERK 
(ang. M ito g en /E x tra ce llu la r  —  S ig n a l R eg u la ted  K in a se  K in a ­
se); MKK —  kinaza kinazy MAP (ang. M A P  K in a se  K inase); 
MKKK —  kinaza kinazy kinazy MAP (ang. M A P  K in a se  K in a ­
se  K inase).

I. Wstęp

Badania fosforylacji białek u roślin są znacznie 
mniej zaawansowane aniżeli u zwierząt, dlatego też 
początkowo poszukiwano u roślin kinaz tyrozyno­
wych podobnych do znanych kinaz ze świata zw ie­
rzęcego. Ostatnie lata dostarczyły jednakże danych 
molekularnych wykluczających obecność u roślin 
typowych kinaz tyrozynowych.

Jednocześnie wykazano, że zawartość fosfotyro- 
zyny w białkach komórek tytoniu i kukurydzy jest

‘Mgr, 2 dr, 3prof. drhab.; Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Pa- 
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ponad 10-krotnie wyższa [ 1, 2] od ilości w ystę­
pującej normalnie w komórkach zwierzęcych i po­
równywalna z ilością fosfotyrozyny w komórkach 
zwierzęcych transformowanych nowotworowo [3]. 
Fakt ten świadczy o obecności w roślinach swoistych 
kinaz białkowych fosforylujących tyrozynę. Niniej­
szy artykuł przedstawia aktualne wyniki badań do­
tyczące tego problemu.

II. Fosforylacja tyrozyny w białkach 
roślinnych

Badania wpływu fosforylacji tyrozyny na rozwój 
embrionów kokosa (Cocos nucifera L.) wykazały w 
znakowanych [32P] hydrolizatach białkowych obec­
ność wszystkich trzech fosfoaminokwasów: P-Tyr, 
P-Thr i P-Ser. Aktywność kinazy fosfory luj ącej 
reszty tyrozyny identyfikowano przy użyciu prze­
ciwciał monoklonalnych anty-P-Tyr oraz na podsta­
wie fosforylacji substratu RR-Src (fragment peptydu 
kinazy tyrozynowej Src). Stwierdzono zmienny po­
ziom aktywności w zależności od stadium rozwojo­
wego zarodków [4],

Materiałem do badań nad identyfikacją aktywno­
ści kinaz fosforylujących tyrozynę były również ko­
rzenie Catharantus roseus transformowane DNA 
bakterii azotanowej (Agrobacterium  rhizogenes) [5]. 
Badano ekstrakty komórkowe frakcji cytosolowej i 
błonowej. Stwierdzono obecność kilku ufosforylo- 
wanych białek, opornych na działanie hydrolizy al­
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kalicznej, co świadczyło o obecności w tych białkach 
fosforylowanych reszt tyrozynowych i treonino- 
wych. Białka te reagowały z przeciwciałami skiero­
wanymi przeciwko fosfotyrozynie.

Interesujące badania przeprowadzono ostatnio na 
fasoli (Phaseolus vulgaris), badając fosforylację 
profiliny [6]. Profiliny są małymi białkami ~15kD, 
występującymi powszechnie w komórkach eukario­
tycznych, będącymi ważnym  alergenem pyłkowym u 
roślin [7]. Stwierdzono wpływ profiliny na polime­
ryzację aktyny podczas tworzenia filamentów w cy- 
toszkielecie [8]. Wydaje się, że profilina wpływa ta­
kże na metabolizm fosfoinozytoli i pełni w ażną funk­
cję w przekazywaniu sygnałów zarówno u zwierząt i 
drożdży, jak i u roślin. Zastosowanie metod elektro­
forezy dwukierunkowej i immunodetekcji pozwoliło 
na identyfikację w brodawkach korzeniowych fasoli

ślin. Z opisanych prac wynika, że w białkach roślin­
nych zachodzi fosforylacja reszt tyrozyny i fosfory- 
lowane są także substraty egzogenne, jak  np. polim e­
ry syntetyczne zawierające tyrozynę (poli Glu, Tyr) 
oraz RR-Src. Jednakże wyniki większości badań 
wskazują, że w białkach endogennych, jak  i wielu 
egzogennych fosforylowane są wszystkie trzy am i­
nokwasy, a nie wyłącznie tyrozyna. Pierwsze donie­
sienia o występowaniu kinaz o podwójnej specyficz­
ności DSKs (ang. D ual-Specific ity Protein K inases) 
pochodzą z 1992r. [10]. Doniesienia te wzbudziły 
początkowo wiele wątpliwości wśród badaczy kinaz 
białkowych. Dopiero badania molekularne w yka­
zujące, że enzymy te cechuje mozaikowa struktura 
sekwencji zawierająca zarówno motywy charaktery­
styczne dla kinaz serynowo-treoninowych, jak  i tyro­
zynowych (Ryc. 1) pozwoliły na zdefiniowanie tej

HRD LR/A AA/RN

PI/VK/RW T/M APE

Ryc. 1. Budowa typowej domeny katalitycznej kinaz. (Schemat wg. S t o n e  i W a l k e r ,  1995 [12], modyfikowany). Czcionką pogrubioną zaznaczo­
no sekwencje charakterystyczne dla kinaz tyrozynowych, natomiast sekwencje podkreślone są charakterystyczne dla kinaz serynowo/treoni- 
nowych.

pięciu izoform profiliny. Chromatografia cienkow ar­
stwowa i użycie roślinnej fosfatazy tyrozynowej 
(A tPT Pl)  wykazały obecność w profilinie ufosfory- 
lowanej tyrozyny. Można przypuszczać, że profilina 
jest jednym z fizjologicznych substratów dla kinaz 
fosforylujących tyrozynę [6].

Z cytosolu siewek kukurydzy wyizolowano i czę­
ściowo oczyszczono uwie kinazy białkowe fosfory - 
lujące tyrozynę, o masach cząsteczkowych 57 kD i 
64 kD. Kinaza o m. cz. 57 kD ulega silnej autofosfo- 
rylacji. Zarówno w endogennych białkach o masie 
cząsteczkowej 57 kD i 64 kD, jak  i w substracie egzo­
gennym (kazeinie), fosforylowane są: tyrozyna i se- 
ryna. Kinazy te wykazują szeroką specyficzność sub­
stratową, fosfory luj ąc zarówno substraty kinaz tyro­
zynowych, jak  też substraty kinaz serynowo/treoni- 
nowych [9].

Powyżej przedstawiono dotychczasowe wyniki 
biochemicznych badań fosforylacji tyrozyny u ro-

grupy enzymów. I tak np. kinaza z soi G m PK 6 ma 
budowę m ozaikow ą i posiada sekwencje charaktery­
styczne zarówno dla kinaz serynowo-treoninowych 
jak  i tyrozynowych [ 11].

Innym przykładem kinaz o mozaikowej sekwencji 
może być kinaza APK1 (ang. A rabidopsis Protein 
K inase  1). Analiza sekwencji tej kinazy wykazała, że 
rejony VI i VIII domeny katalitycznej są charaktery­
styczne dla kinaz serynowo-treoninowych, nato­
miast rejon IX wykazuje homologię do kinaz tyrozy­
nowych. Stwierdzono, że białko ekspresyjne tej k i­
nazy fosforyluje reszty seryny i treoniny zarówno w 
białkach endogennych, jak  i egzogennych. Jednocze­
śnie jednak  kinaza ta reaguje z przeciwciałami skie­
rowanymi przeciwko fosfotyrozynie. Wydaje się 
więc, że APK1 jest k inazą o podwójnej specyficzno­
ści, która fosforyluje reszty wszystkich trzech am i­
nokwasów, przy czym resztę tyrozyny w ograniczo­
nym zakresie, tylko podczas autofosforylacji [13].
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Kolejnym przykładem  może być kinaza ADK1 
(ang . Arabidopsis D ua l-Specific ity  K inase  1). Otrzy­
mana po ekspresji k inaza ADK1 autofosforyluje 
reszty seryny, treoniny i tyrozyny. Ponadto, w do­
świadczeniach in vitro  k inaza ta fosforylowała reszty 
tyrozyny w egzogennym  substracie poli Glu, Tyr. Po­
dobnie jak  APK1, ADK1 posiada sekwencje podob­
ne zarówno do kinaz serynowo-treoninow ych (wyso­
ka homologia do CKI zwierzęcej i drożdżowej), jak  i 
kinaz tyrozynowych [14].

Do grupy kinaz o podwójnej specyficzności m o­
żna zaliczyć także k inazę kodow aną przez gen A TN 1 
z Arabidopsis  [15]. Kinaza ATN1 posiada także 
strukturę m ozaikow ą oraz na N -końcu sekwencję 
charakterystyczną dla mirystylacji.

Powyżej wym ienione kinazy cechuje zdolność do 
autofosforylacji reszt seryny, treoniny i tyrozyny 
oraz w różnym stopniu fosforylacji tych reszt amino- 
kwasowych w substratach egzogennych. Wyniki 
tych badań sugerują, że poznane dotychczas roślinne 
kinazy fosforylujące tyrozynę są  kinazami o podwój­
nej specyficzności.

III. Kinazy MAPK

Kinazy o podwójnej specyficzności uczestniczą w 
kilku głównych szlakach przekazyw ania sygnałów w 
komórce zwierzęcej, co opisano uprzednio m. in. w 
„.Postępach B iochem ii” [16-18]. W każdym ze szla­
ków przekazywania sygnałów, zw anych kaskadą ki­
naz MAP obecna jes t  kinaza określana jako M APKK 
(ang. M itogen A ctiva ted  Protein K inase K inase) lub 
MEK (ang. M itogen /E xtracellu lar-S igna l R egulated  
Kinase K inase ). M A PK K /M K K /M E K  jes t  kinazą o 
podwójnej specyficzności, ponieważ katalizuje fos­
fory lację reszt treoniny i tyrozyny w sekwencji TXY 
w cząsteczce MAPK. Taki schemat przekazywania 
sygnałów jes t  ewolucyjnie zachow ywany w kom ór­
kach eukariotycznych [19].

Sekwencja TEY była p ierw szą poznaną i 
początkowo uważana za jed y n ą  sekwencję rozpozna­
waną w procesie fosforylacji, przez kinazy o podw ój­
nej specyficzności [20]. Obecnie znanych jest kilka 
motywów sekwencyjnych rozpoznaw anych przez 
grupę kinaz M KK/M EK. W zależności od tego, czy 
MKK fosforyluje kinazy ERK, JN K  (ang. c-Jun  
N Aerm inal K inase) /SA PK  (ang. Stress A ctiva ted  
Protein K inase) czy też p38, m otyw em  sekwencyj­
nym, w którym znajdują się reszty tyrozyny lub tre­
oniny jest; TEY, TPY lub TGY, odpowiednio [21].

Kinazy z rodziny M K K /M E K  pełnią  również 
istotną rolę we właściwej lokalizacji i organizacji ka­
skady kinaz MAP. Ostatnio stwierdzono, że przeka­

zywanie sygnałów szlakiem kinaz MAP zarówno u 
ssaków, jak  i u drożdży (Saccharom yces cerevisiae) 
regulowane jes t przez białka tworzące „rusztowanie” 
dla wieloenzymowych kompleksów (ang. sca ffo ld  
proteins). Białka te ułatwiają aktywację szlaku 
M APK  oraz zapewniają specyficzność sygnałową 
poprzez ochronę kinaz MAP przed działaniem nie­
specyficznych bodźców [22].

Kinazy o podwójnej specyficzności uczestniczą w 
kaskadach kinaz MAP także u roślin. U A rabidopsis  
zidentyfikowano kinazy kinaz MAP (ATMEK1, 
ATMKK2, ATMKK3, ATMKK4, ATMKK5) fosfo­
rylujące tyrozynę i treoninę w charakterystycznej se­
kwencji TEY w regionie VIII domeny katalitycznej 
we wszystkich roślinnych kinazach MAP. Kinazy k i­
naz MAP wyizolowano także z innych roślin, np. z 
pomidora (TMEK1), z tytoniu (NPK2) i z kukurydzy 
(Z m M E K l) [23, 24]. Obecność tych enzymów 
świadczy o istnieniu w roślinach kaskady kinaz 
MAP.

Z biblioteki ekspresyjnej wierzchołków korzenio­
wych kukurydzy wyizolowano klon cDNA 
Z m M E K l.  Z m M E K l zawiera „otwartą ramkę od­
czytu” kodującą białko o długości 355 aminokwasów 
i oszacowanej masie cząsteczkowej - 4 0  kD. Jest to 
kinaza kinazy MAP aktywowana przez stres lub mi- 
togeny M /SA PK K  (ang. M itogen/Stress-A ctivated  
Protein K inase K inase). Do tej rodziny zaliczamy 
również inne kinazy o podwójnej specyficzności, 
których jedynym i substratami in vivo są M/SAPK. 
Do tej pory wyizolowano sześć homologów genów 
M /SA PKK  z A rabidopsis , jeden  z tytoniu i jeden z 
ziemniaka. Domena katalityczna Z m M E K l jes t  p o ­
dobna w 65% do homologicznego genu z tytoniu (Le- 
M EK1) i wykazuje także podobieństwo (39-60%) do 
domen M /SA PKK innych roślin oraz zwierząt i grzy­
bów [25].

U A rabidopsis thaliana  zidentyfikowano kilka k i­
naz MAP —  substratów M EK/M KK, które w ykazują 
dużą homologię do kinaz zwierzęcych i drożdż- 
owych [26]. Kinazy te zostały początkowo sklasyfi­
kowane w trzy grupy: 1) ATMPK1, 2 i 7; 2) ATMPK3 
i 6 ; 3) ATMPK4 i 5, a później zidentyfikowano do­
datkowo grupę 4) ATM PK8 i 9 [27]. Podobieństwo 
aminokwasowe wewnątrz poszczególnych grup w y­
nosiło od 75% do 94%, natomiast pomiędzy grupami 
wahało się w granicach od 53% do 72%.

IV. Rodzina kinaz LAMMER

Kilka lat temu opisano nową rodzinę kinaz o p o ­
dwójnej specyficzności tzw. rodzinę LAMMER. K i­
nazy tej rodziny autofosforylują się na resztach sery-
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ny, treoniny i tyrozyny zarówno in vitro ja k  i in vivo 
oraz posiadają konserwatywny motyw EHLAM - 
M ERI/VLGPLP w rejonie X domeny katalitycznej, 
który jak  początkowo przypuszczano może uczestn i­
czyć w rozpoznawaniu substratu. Do tej rodziny na­
leży ssacza kinaza Clk/STY, kinaza DOA z D ro ­
sophila, ludzka SK-G1, KNS1 u Saccharom yces ce- 
revisiae  oraz kilka innych kinaz eukariotycznych. 
Kinazy te są spokrewnione z rodziną kinaz MAP, ale 
posiadają inną specyficzność substratową in vivo. 
W ykazują także podobieństwo do kinaz zależnych 
od cyklin typu CDC-2. Pomimo, że ich funkcja fizjo­
logiczna nie została jeszcze wystarczająco poznana, 
wiadomo, że kinazy L A M M ER  uczestniczą w fosfo­
rylacji i regulacji czynników alternatywnego składa­
nia RNA (ang. sp lic ing ) bogatych w serynę/argininę 
(SR). Sugeruje się także, że kinazy te m ogą pełnić 
rolę w regulacji wzrostu i różnicowania komórek 
[28, 29].

Roślinną k inazą należącą do rodziny LA M M ER  
jest kinaza PK12. Została ona zlokalizowana w 
jądrze komórek tytoniu. Kinaza PK12, podobnie jak  
zwierzęce kinazy LA M M ER  fosforyluje czynniki al­
ternatywnego składania RNA bogate w serynę/argi- 
ninę (SR) in vitro i zmienia ich aktywność pow o­
dując alternatywne składanie docelowych mRNA. 
PK12 z tytoniu fosforylowała zarówno zwierzęce, 
jak  i roślinne białka SR oraz specyficznie o d ­
działywała z roślinnym czynnikiem a tSR p34/SR l. 
Wykazano ponadto, że sekwencja LAM M ER  jest 
wymagana dla aktywności tej kinazy, ale nie jes t  ko­
nieczna dla rozpoznawania i wiązania substratu. K i­
naza PK12 jes t p ierw szą roślinną kinazą, która fosfo­
ryluje i oddziaływuje z czynnikami SR [30].

V. Udział kinaz o podwójnej specyficzności 
w przekazywaniu sygnałów stresu

Rośliny, które są  szczególnie narażone na różno­
rodne czynniki środowiskowe były zmuszone w y ­
kształcić wiele m echanizm ów obronnych i dlatego są 
interesującym obiektem do badań nad przekazywa­
niem sygnałów.

Do zbadania obecności kaskady kinaz MAP u 
Arabidopsis posłużono się dwiem a technikami m ole­
kularnymi: dwuhybrydow ym  screeningiem białek 
oddziaływujących z poznanym  wcześniej 
ATMEKK1 (M APKKK) oraz analizą fizycznych i 
funkcjonalnych oddziaływań pom iędzy izolow any­
mi z A rabidopsis hom ologam i MAPK, M A PK K  i 
M APKKK za pom ocą komplementacji mutantów 
drożdżowych. Wyizolowano zarówno homolog 
M APKK —  ATMKK2, jak  i homolog M APK —

ATMPK4. A TM K K 2 wykazuje duże podobieństwo 
sekwencyjne do MEK1 (M A PK K ) z Arabidopsis. 
Zaproponowano także schemat ewentualnej kaskady 
kinaz MAP: ATM EKK1 (homolog M APKKK) od-

MAPKKK 
AT MEKKI

MAPK
ATMPK4

Ryc. 2. Hipotetyczny model kaskady kinaz MAP u Arabidopsis th. 
(Schemat wg. I c h i m u r a K. i wsp., 1998 [27], modyfikowa­
ny). Liniami zaznaczono oddziaływania pomiędzy kinazami 
badane poprzez system dwuhybrydowy (linie pogrubione) i 
komplementację mutantów drożdżowych (linie cienkie).

działy wuje z MEK1 i A TM KK 2 (homologi 
MAPKK), które to przekazują sygnał do ATM PK4 
(homolog M APK) [27] (Ryc. 2).

Roślinne kaskady kinaz MAP odgrywają ważną 
rolę w podziałach kom órkowych i odpowiedzi na 
stres, na przykład w przekazywaniu sygnałów 
wywołanych przez takie czynniki jak: patogeny, 
stres abiotyczny oraz horm ony roślinne tj. kwas ab- 
scysynowy (ABA), auksynę lub etylen [31]. ABA 
wywołuje sygnał horm onalny w sposób tkanko- 
wo-specyficzny, aktywując kaskadę kinaz MAP w 
protoplastach warstw y aleuronowej jęczm ienia [32], 
Również m echaniczne uszkodzenia powodują na­
tychm iastową indukcję i aktywację kinaz MAP u ro ­
ślin jedno- i dwuliściennych. U lucerny {Alfa alfa) 
s tymulacja mechaniczna, zranienie, stresy zimna i 
suszy pow odują  szybką, natychm iastową aktywację 
kinaz MAP, a w konsekwencji aktywację transkryp­
cji odpowiednich genów [33]. Kaskada kinaz MAP 
aktywowana jes t  także podczas stresu osmotycznego 
zarówno w kom órkach tytoniu [34], jak  i u A rabi­
dopsis [35].

Z komórek lucerny poddanych hiperosmotyczne- 
mu stresowi solnem u wyizolowano kinazę SIMK 
(SIMKK, ang. Sa lt S tress-Induced  M APK K ), która 
fosforyluje in vitro  i in vivo  reszty treoniny i tyrozy­
ny w miejscu katalitycznym  kinazy MAP nazywanej 
SIMK. Świadczy to, że SIM KK jest, podobnie jak 
inne kinazy M APK, kinazą o podwójnej specyficz­
ności [24].
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Wynika z tego, że kaskada kinaz M A P jest m echa­
nizmem przekazyw ania sygnałów, wspólnym u 
wszystkich Eukariota. A ktyw acja tej kaskady, 
wywoływana przez różne czynniki, stymuluje specy­
ficzną odpowiedź fizjologiczną.

Niedawno w ykazano, że H 20 2 jes t  centralną 
cząsteczką sygnałow ą w odpowiedzi na stres, zranie­
nie i atak patogenu, w regulacji cyklu życiowego i 
śmierci komórki. Ale niewiele dotychczas wiadomo, 
w jaki sposób sygnał H 20 2 jes t p rzekazyw any w ko­
mórkach roślinnych. Wykazano, że kinaza 
M APKKK zA ra b id o p sis  —  A N P 1 (ang. A rabidopsis  
N P K I -like Protein K in a se , gdzie N PK  jes t  kinazą 
białkową tytoniu ang. N icotiana  Protein K inase) 
może być indukowana przez H 20 2 i aktywuje specy­
ficzną klasę kinaz M A P K  —  AtM PK3 i AtMPKó. 
AtMPK3 i 6 są podobne do kinaz M A P u tytoniu i lu­
cerny, biorących udział w transdukcji sygnałowej in­
dukowanej przez stres i patogeny. Kaskada kinaz 
MAP odgrywa rolę w regulacji ekspresji genów: ak­
tywuje geny odpowiedzi na stres, które chronią rośli­
nę przed stresami środowiska i ham uje promotory 
genów indukowanych przez auksynę. K askada kinaz 
MAP z udziałem ANP1 jes t więc molekularnym 
łącznikiem między stresem oksydacyjnym  i roślin­
nym horm onem  w zrostu —- auksyną. Białka 
ANP/NPK1 znaleziono w dużym stężeniu w kom ór­
kach merystemów, co może sugerować, że 
M APKKK odgryw ają  rolę w naturalnej odporności 
merystemów na różnorodne stresy i uczestn iczą w 
regulacji cyklu kom órkow ego i transdukcji sy­
gnałowej stresu oksydacyjnego u roślin [36].

Mechanizm aktywnej obrony rośliny przed inwa­
zją patogenów obejmuje szybką śmierć komórki, 
zwaną reakcją nadw rażliwości H R  (ang. H ypersensi­
tive R esponse ), aktyw ację puli genów  obronnych i 
produkcję antypatogennych fitoaleksyn. W kom ór­
kach tytoniu atak patogenu aktywuje dwie kinazy 
MAP: kinazę b ia łkow ą indukow aną przez kwas sali­
cylowy (SIPK, ang. Salicylic  A c id  Induced  Protein  
Kinase) i k inazę indukow aną przy zranieniu (WIPK, 
ang. W ounding Induced  Protein K inase). Z identyfi­
kowano w tytoniu także kinazę M A PK K  —  Nt- 
MEK2, która aktywując SIPK i W IPK  wywołuje 
śmierć komórki podobną  do reakcji HR i aktywację 
wielu genów, co potw ierdzałoby istnienie kaskady 
NtMEK2 —  SIPK /W IPK  regulującej obronną odpo­
wiedź rośliny na patogen [37].

Jak dotychczas, najlepiej poznanym , specyficz­
nym dla roślin szlakiem  przekazyw ania sygnałów, w 
którym sugerowany jes t  udział k inaz o podwójnej 
specyficzności je s t  szlak etylenowy. Synteza etylenu 
zachodzi zarówno w odpowiedzi na zmiany środow i­

skowe, jak  i podczas rozwoju rośliny, tj. podczas pa­
togenezy, zranienia, zapylenia, starzenia i w iędnię­
cia kwiatów i liści oraz dojrzewania owoców [38].

Etylen wiąże się do lipidów błony komórkowej, w 
których jest około 14-krotnie lepiej rozpuszczalny 
niż w wodzie. Receptorem etylenu jes t białko ETR1 
(ang. Ęthylene R ecep to r1) zakotwiczone w błonie 
jako homodimer, które przenosi sygnał używając 
mechanizmu transferu grupy fosforanowej z reszty 
histydyny na resztę kwasu asparaginowego [39]. 
ETR1 posiada hybrydowy rodzaj połączenia 
cząsteczki “sensora” z białkiem regulatora odpow ie­
dzi” . Zasada działania ETR jako receptora roślinne­
go została już wcześniej opisana w „P ostępach B io­
ch e m ii” [40],

U Arabidopsis zidentyfikowano cztery geny ho­
mologiczne do ETR1: ETR2, EIN4, ERS1 i ERS2. 
Tylko niektóre z nich, tj. ETR1, ETR2 i EIN4 posia­
dają dwuskładnikową budowę, w przeciwieństwie 
do E R S 1 i ERS2, które nie mają domeny „odbiorcy” i 
prawdopodobnie posługują się innymi “regulatorami 
odpowiedzi” [41].

Z ETR1 (lub jego homologów) sygnał jes t  przeka­
zywany na CTR1. CTR1 jes t kinazą serynowo/tre- 
oninową, o wysokim podobieństwie do zwierzęcej 
M APKKK z rodziny Raf. CTR1 negatywnie reguluje 
szlak przekazywania sygnału etylenowego przez za­
hamowanie ekspresji genu EIN2 kodującego białko 
receptorowe błony jądrowej [42] (Rys. 3). W proce­
sie transdukcji sygnałów pomiędzy C T R 1 i EIN2 po­
stuluje się udział całej kaskady kinaz MAP obej­
mującej obok wspomnianej M APKKK, także 
M APKK i M APK [39, 43],

Badania genetyczne wykazały, że czynniki: EIN2, 
EIN3, EIN5 i EIN 6 działające „poniżej” CTR1, są 
pozytywnymi regulatorami odpowiedzi etylenowej. 
Natomiast nieznany jest, jak  dotychczas mechanizm 
działania na poziomie molekularnym cząsteczek 
EIN5 i EIN 6 . [43]. Przy braku etylenu białka recep­
torowe: ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 i EIN4 konstytu­
tywnie aktywują negatywny regulator CTR1, przez 
co hamują dalsze przekazywanie sygnału. Natomiast 
związanie etylenu hamuje receptorową aktywację 
CTR1, prawdopodobnie poprzez inhibicję autofosfo- 
rylacji histydyny oraz fosfotransferu do domeny re­
gulatora odpowiedzi. Przy braku aktywacji CTR1, 
integralna domena błonowa białka EIN2 aktywuje 
swoją C-końcow ą domenę hydrofilową, która na­
stępnie przekazuje sygnał do EIN3. Jądrowe białko 
EIN3 i jego analogi —  białka EILs (ang. EIN3 — 
Like Proteins), działające „poniżej” EIN2 posiadają 
zdolność wiązania DNA. Są one czynnikami tran- 
skrypcyjnymi, które wiążąc się do promotorów akty­
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Ryc. 3. Szlak przekazywania sygnału etylenowego u Arabidopsis th. (Schemat wg. S t e p a n o v a  i E c k e r ,  2000 [44], modyfikowany). Skróty 
oznaczają: C —  C-koniec białka; EBS —  miejsce wiązania czynnika EIN3 (ang. EIN3 Binding Site); GCC —  domena GCC; N —- N-koniec 
białka; R —  odbiorca (ang. Receiver).

w ują geny w odpowiedzi na sygnał etylenowy. U 
Arabidopsis jedynym  znanym genem aktywowanym 
przez EIN3, w odpowiedzi na etylen jes t ERF1 (ang. 
Ethylene Response F actor  1), należący do rodziny 
EREBP. Dimery EIN3 działają na palindromicznie 
powtórzony fragment promotora E R F 1. EREBP są to 
czynniki transkrypcyjne wiążące DNA w miejscu 
GCC-box, promotora genów odpowiedzi na etylen, 
działając jako aktywatory lub represory ich tran­
skrypcji [44, 45].

VI. Kinazy fosforylujące tyrozynę w białkach 
drożdży

Na podstawie analizy sekwencji całego genomu 
drożdży pączkujących (Saccharom yces cerevisiae) 
stwierdzono, że wśród otwartych ramek odczytu w 
DNA tych organizmów brak jes t  genów kinaz b iałko­
wych homologicznych do genów typowych kinaz ty­
rozynowych. Nieobecność typowych kinaz tyrozy-

nowych nie oznacza jednak, że brak jes t  u drożdży 
enzym ów fosforylujących reszty tyrozyny. Przykła­
dowo, w kom órkach drożdży występuje kilka enzy­
mów, fosforylujących tyrozynę. I tak kinaza S w el,  
należąca do rodziny Wee 1, fosforyluje resztę tyrozy­
ny w pozycji 19 w białku Cdc28, które hamuje ak­
tywność CDK. Dwie inne kinazy tej samej rodziny 
S pk l/R ad53 /M ec2 /S ad l  i M p s l /R p k l ,  które auto- 
fosforylują się na resztach seryny, treoniny i tyrozy­
ny są kinazami b iałkowymi o podwójnej specyficz­
ności. Kinazy Spk l uczestn iczą w regulacji przejścia 
z fazy S do G2 w cyklu kom órkowym , a kinazy M psl 
w tworzeniu b iegunów  w rzeciona kinetycznego przy 
podziale komórki. W kom órkach drożdży odkryto ta­
kże kilka fosfataz tyrozynow ych, co potwierdza w y ­
stępowanie fosforylacji reszt tyrozyny u tych organi­
zmów [46].

Innymi kinazami o podwójnej specyficzności w 
kom órkach grzybów  są 4 izoformy kinazy 
CKI-H rr25p u Saccharom yces cerevisiae  oraz H h p l ,
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Hhp2 i Cki 1 u Schizosaccharom ycespom be. W szyst­
kie te kinazy zdolne są do fosforylacji grup hydro­
ksylowych seryny, treoniny i tyrozyny zarówno w 
substratach endogennych, jak  i egzogennych. 
Wyjątkiem jes t  tylko kinaza Cki, która może auto- 
fosforylować wyłącznie resztę tyrozyny. Izoformy 
CKI są bliższe ewolucyjnie kinazom serynowo/tre- 
oninowym niż tyrozynowym, lecz u obu gatunków 
drożdży posiadają aktywność kinaz o podwójnej spe­
cyficzności [47].

Kinazy o podwójnej specyficzności zaangażow a­
ne są także w kaskadę kinaz MAP u S. cerevisiae. 
Biorą one udział w szlaku sygnalizacji feromonów, 
szlaku inwazyjnego pseudonitkowatego wzrostu, 
szlaku zapewniającym integralność ściany kom órko­
wej i szlaku osmoregulacji [48].

VII. Uwagi końcowe

W roślinach brak jes t  typowych kinaz tyrozyno­
wych będących odpowiednikiem kinaz zwierzę­
cych.

Za fosforylację tyrozyny w białkach roślinnych 
odpowiedzialne są kinazy białkowe o podwójnej spe­
cyficzności, fosforylujące nie tylko reszty tyrozyny, 
lecz również seryny lub/i treoniny.

Zwierzęce i drożdżowe DSKs w ystępują przede 
wszystkim w kaskadach kinaz MAP, natomiast ro ­
ślinne kinazy tworzą bardziej zróżnicow aną grupę 
enzymów. Rola biologiczna wielu roślinnych DSK 
jest jak  dotychczas nieznana.

Najlepiej dotychczas poznana jes t  rola roślinnych 
M EK w przekazywaniu sygnałów stresu.

Artykuł otrzymano 11 października 2001 
Zaakceptowano do druku 2 stycznia 2002
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Wykaz stosowanych skrótów: C4H —  4-hydroksylaza kwasu 
cynamonowego, 4CL —  ligaza 4-kumaroilo-KoA, COMT — 
o-metylotransferaza kwasu kawowego, CuA i CuB —  centrum 
aktywne enzymu zawierające atomy miedzi, DIECA —  sól so­
dowa kwasu dietyloditiokarbamowego, DTT —  ditiotreitol, 
EDTA —  kwas etylenodiaminotetraoctowy, MeJa — jasmonian 
metylu, PAL —  amoniakoliaza L-fenyloalaniny, PPO —  (ang. 
polyphenol oxidases) oksydazy polifenolowe, PSI —  fotosys- 
tem I.

I. Wstęp

Oksydazy polifenolowe (PPO) katalizują reakcje 
hydroksylacji monofenoli i utleniania orto-difenoli 
do o-chinonów (Ryc. 1). Enzym y te w ystępują po­
wszechnie w królestwach roślin, zwierząt i grzybów 
oraz u bakterii [ 1, 2] w postaci jedno lub dwu-funk- 
cyjnych metaloprotein, zawierających po dwa atomy 
miedzi w centrum aktywnym  białka. Pomimo że u ro ­
ślin zostały wykryte ju ż  50 lat temu [3] ich rola fizjo­
logiczna jes t  poznana bardzo fragmentarycznie. Po­
wstające przy udziale oksydaz fenolowych chinony

Mgr.; Zakład Fizjologii Wzrostu i Rozwoju Roślin, Instytut 
Biologii Eksperymentalnej Roślin, Wydział Biologii, Uniwer­
sytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, tel.; 
554 30 15, fax.: 554 20 22, e-mail: wanilia@biol.uw.edu.pl

oraz produkty ich polimeryzacji i addycji są  istotnym 
elementem hamującym wnikanie i rozprzestrzenia­
nie się patogenów roślinnych (powstawanie nekroz) 
oraz ograniczającym żerowanie owadów. Postuluje 
się również udział reakcji orto -difenole —  orto-chi­
nony w pseudocyklicznej fosforylacji fotosyntetycz- 
nej (reakcja Mehlera). Produkty działania oksydaz 
—  bardzo reaktywne chinony powodujące ciemnie­
nie bulw i owoców, przyczyniają się także do obniże­
nia ich walorów konsum pcyjnych i estetycznych. 
Cechą PPO o aktywności monooksygenaz, która 
może mieć istotne znaczenie w biosyntezie 
związków fenolowych, lecz nie została w pełni udo­
wodniona, jes t zdolność do hydroksylacji m onofeno­
li do or/o-difenoli. Funkcje i sposoby regulacji enzy­
m ów zaangażowanych w metabolizm wtórny roślin, 
ciągle stosunkowo mało poznane, budzą stałe zainte­
resowanie badaczy. Oksydazy polifenolowe i ich 
geny, choć stosunkowo dobrze scharakteryzowane u 
roślin dwuliściennych, są w bardzo małym stopniu 
poznane u jednoliściennych (badania prowadzono 
głównie na owocach bananowca i daktylach [4-7]). 
Początkowo charakteryzowano oksydazy o własno­
ściach difenolaz, które są zdolne do utleniania dife- 
noli do chinonów. Obecnie coraz częściej badane są 
monofenolazy, występujące zazwyczaj w formach
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Ryc. 1. Reakcje katalizowane przez oksydazy polifenolowe.

nieaktywnych, w ym agających zapewnienia odpo­
wiednich warunków reakcji.

Nazewnictwo oksydaz polifenolowych jes t  bar­
dzo różnorodne. Enzymy hydroksylujące monofeno- 
le i utleniające difenole zwane są monooksygenaza- 
mi, monofenolazami lub krezolazami (EC
I.14.18.1), podczas gdy te zdolne tylko do utleniania 
difenoli —  difenolazami, katecholazami, tyrozyna- 
zami, o-difenol:0 2 -oksydoreduktazami lub fenola- 
zami (EC 1.10.3.1) [1]. Do grupy oksydaz polifeno­
lowych zalicza się również lakazy, enzymy utle­
niające p-difenole do /?-chinonów.

Mechanizm reakcji katalizowanej przez oksydazy 
polifenolowe polega na wiązaniu się jonów  miedzi w 
centrum aktywnym białka z cząsteczką tlenu oraz 
grupą hydroksylową substratów i przebiega jak  
przedstawiono na rycinie 2 [1]. Specyficzność sub­
stratowa oksydaz zależy od organizmu: u roślin u tle­
niane są różnorodne fenole, natomiast u zwierząt 
specyficzność jes t bardzo wąska (oksydazy utleniają 
tylko dihydroksyfenyloalaninę i jej bliskie pochod­
ne).

Pomimo, że oksydazy polifenolowe znane są od 
bardzo dawna i występują powszechnie, ich rola fi­
zjologiczna (np. w reakcjach zabezpieczających apa­
rat fotosyntetyczny przed fotoutlenieniem, jak  też 
udział w biosyntezie zw iązków fenolowych, w tym 
barwników, czy poznanie szczegółów mechanizmów 
zaangażowania enzymów w reakcjach odpornościo­
wych) ciągle pozostaje nie wyjaśniona i wym aga dal­
szych badań.

II. Właściwości oksydaz polifenolowych 

II-l. Specyficzność substratowa

U roślin występują oksydazy zarówno o aktywno­
ści mono-, jak  i difenolaz [4, 8-13]; tylko o aktywno­
ści monofenolazy lub tylko o aktywności difenolazy 
[8, 14, 15]. W wielu przypadkach, kiedy PPO przeja­
wia aktywność difenolazy, aktywność monofenolazy 
poprzedza „lag faza” (opóźnienie w wytwarzaniu 
produktów reakcji), która może być skrócona w

82
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difenolaza R

obecności związków redukujących oraz katalitycz­
nych ilości o-difenoli [1, 4, 9, 10]. PPO u roślin w y­
kazują różną specyficzność substratową. Większość 
z nich jest aktywna w stosunku do katecholu, 4-met- 
ylokatecholu, kwasu chlorogenowego i katechin [3, 
8, 12, 16, 17], natomiast słabo utlenia 3,4-dihydroks- 
yfenyloalaninę —  typowy substrat oksydaz zwierzę­
cych [ 1].

II-2. Aktywatory i inhibitory

Oksydazy polifenolowe u roślin, grzybów i 
zwierząt występują w zdrowych tkankach najczę­
ściej w formie nieaktywnej. Enzymy te mogą być ak­
tywowane przez wiele czynników, zarówno biotycz­
nych, jak  i abiotycznych (detergenty, enzymy proteo­
lityczne, poliaminy, zmiany pH, kwasy tłuszczowe, 
lipidy, hormony, skład podłoża, atak patogenów, m e­
chaniczne zranienia) (Tabela 1). Spośród detergen­
tów najsilniejszy wpływ na oksydazy mają detergen­
ty anionowe. Wysokie stężenia detergentów mogą 
obniżać aktywność PPO [18].

Niektóre oksydazy są aktywowane przez enzymy 
proteolityczne, inne w tych warunkach nie ulegają 
aktywacji lub ich aktywność jest nawet hamowana 
[19, 20].

Większość roślinnych oksydaz fenolowych ulega 
aktywacji w środowisku silnie kwaśnym (pH 
3,0-3,5) lub zasadowym (pH 11), [21]. Obecność de­
tergentu w mieszaninie reakcyjnej przesuwa opti­
mum pH w kierunku zasadowym [9, 22], Poliaminy 
działające jako  związki zwiększające aktywność 
PPO powodują wzrost wrażliwości białka na zmiany 
pH i temperaturę [23].

Nienasycone kwasy tłuszczowe, a zwłaszcza wol­
ny kwas linolenowy (główny składnik lipidów błon 
tylakoidów) i arachidowy oraz kwas palmitynowy są 
silnymi aktywatorami oksydaz ze szpinaku in vivo 
(Spinacia olerácea) [24], Przypuszcza się, że kwas 
linolenowy wpływa destrukcyjnie na strukturę tyla­
koidów, umożliwiając tym samym lepszy dostęp sub­
stratów do PPO związanych z błonami chloropla­
stów.
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Aktywatory roślinnych oksydaz polifenolowych.

Tabela 1

Czynnik
Synteza de novo 
białka

Gatunek Literatura

Detergenty* :

Anionowe: SDS, DS.
-

V. faba, S. tuberosum, S. olerácea, V. vinifera, P. ma- 
lus, B. vulgaris, Lactuca sativa

[12, 22, 80, 19, 18, 81, 
23, 38, 9, 45]

Kationowe: CTAB, CP - V faba, V. vinifera [12, 81]

Obojętne: C12E9, Brij 96 - V. faba, V. vinifera [12, 81]

Enzymy proteolityczne: trypsyna
-

V faba, V. Vinifera, S. olerácea, D. carota [12, 81, 18, 24, 20, 79, 
82, 25]

Poliaminy: spermina, putrescyna, etyle­
nodiamina, diaminopropan -

V vinifera [23]

PH
-

V faba, P. malus, V. vinifera, I. batatas, P.communis, 
Avocado, L. sativa

[22 ,34 ,83 ,43 ,10 ,45]

Mocznik - V. faba, V. vinifera [21]

Kwasy tłuszczowe: kwas linolenowy, 
arachidowy, palmitynowy -

S. olerácea, V. faba [24, 25, 77]

Hormony:

Kinetyna +? N. tabacum [28]

IAA +? N. tabacum [28]

Giberelina +? Triticum, Prunus pérsica [29, 21]

Skład podłoża:

Zasolenie - Triticum, Hordeum [25]

Deficyt lub nadmiar boru - dwuliścienne, N. tabacum [25, 26]

Jony Ca2+ - D. carota [79, 82, 25]

Odwodnienie - M. acuminata [94]

Atak patogena:

Bakterie 4- L. esculentum [30, 30]

Grzyby + L. esculentum [31]

Zranienie

+

L. esculentum, P. malus, S. tuberosum, Zea mays, T. 
aestivum, Oryza sativa, N. tabacum, Capsicum an­
num, Solanum nigrum, B. napus, Brassica nigra, Me- 
dicago sativa, Phaseolus vulgaris, Lens culinaris, Ci­
cer arienitum, Salix

[31-36]

Związki sygnałowe:

Kwas salicylowy + L. esculentum [31]

Systemina +? L. esculentum [36]

Jasmonian metylu, kwas jasmonowy

+

L. esulentum, S. tuberosum, Z. mays, Hordeum, Triti­
cum, 0. sativa, N. tabacum, C. annum, S. nigrum, 
B. napus, M. sativa, P. vulgaris, L. culinaris, C. arieni­
tum, Salix

[31, 32, 35, 36]

Etylen + L. esculentum [31]

* SDS —  siarczany dodecylu, DS. —  kwas 1 -dekanosulfonowy, CTAB —  brom ek cetylotrim etyloam oniow y, CP —  brom ek cetylepirydy- 
niowy, C12E9 —  eter poli(9)oksyetylenolaurylow y, Brij 96 —  eter poli(10)oksyetylenooleilow y.

Bardzo ważnym czynnikiem decydującym o ak- że dostępność boru w podłożu wywiera regulacyjny
tywności oksydaz polifenolowych jes t skład wpływ na aktywność P P O —■ rośliny jednoliścienne
podłoża, na którym rosną tkanki i rośliny. Wykazano, mają niską wrażliwość na zmiany stężenia boru w
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podłożu, natomiast dwuliścienne dużą [25, 26]. D efi­
cyt jonów  C a 2+, C u 2+, P oraz niskie dodatnie tem pe­
ratury obniżają aktywność roślinnych oksydaz poli- 
fenolowych [25, 27].

Hormony oraz związki sygnałowe pojawiające się 
pod wpływem ataku patógena lub zranienia podw yż­
szają aktywność PPO najprawdopodobniej przez sty­
mulację syntezy białka enzymu de novo [21,28-36].

Promieniowanie UV powoduje wzrost aktywno­
ści oksydaz u roślin i grzybów [1]. Niektóre PPO są 
także aktywowane przez światło białe, niebieskie lub 
czerwone [20, 37].

tergenty, mocznik) w mieszaninie reakcyjnej [4, 8, 
19, 21, 40-43].

PPO są silnie hamowane przez reduktanty (kwas 
askorbinowy, [3-merkaptoetanol, DTT), utleniacze 
(K 3[Fe(CN)6]) oraz chelatory (EDTA, DIECA, 
KCN). Kompleksowanie jonów  miedzi przez azydki 
i cyjanki może być przyczyną inaktywacji centrum 
aktywnego białek. Wykazano, że związki takie jak: 
tropolon, mimozyna, kwas fuzarynowy i 3-aminoty- 
rozyna są również zdolne do chelatowania jonów 
miedzi z centrum aktywnego enzymów [1]. Związki 
o właściwościach redukujących (glutation, cysteina,

Stopień aktywacji oksydaz fenolowych zależy od 
rodzaju czynnika aktywującego, tkanki oraz sposobu 
aktywacji enzymu. Z reguły tkanki młode w ykazują 
silniejszą reakcję na określony czynnik. Mechanizm 
aktywacji PPO może polegać na zmianie struktury 
przestrzennej białek (dysocjacja podjednostek lub/i 
zmiany konformacyjne) [22, 38] lub na częściowej 
proteolizie enzymów (odblokowanie centrum aktyw­
nego lub oddysocjowanie enzymów połączonych ze 
strukturami błoniastymi komórki) [39].

Inhibitory oksydaz polifenolowych można zali­
czyć do trzech grup: zw iązków wiążących miedź w 
centrum aktywnym białka (azydki, cyjanki, chelato­
ry), aromatycznych zw iązków w spółzaw od­
niczących z substratem o centrum aktywne enzymu 
oraz związków wpływających na stopień utlenienia 
miedzi (reduktanty i utleniacze) [1]. Wrażliwość 
PPO na inhibitory jes t zależna od gatunku rośliny, 
pH reakcji i obecności czynnika aktywującego (de-

Ryc. 2. Schemat reakcji utleniania fenoli 
przez oksydazy polifenolowe [1], 
Zredukowane jony miedzi z centrum 
aktywnego białka wiążą się z tlenem 
cząsteczkowym, a następnie z grupą 
hydroksylową monofenolu; przenie­
sienie tlenu połączonego z miedzią 
w pozycję orto-pierścienia aroma­
tycznego powoduje utworzenie 
struktury or/o-difenolowej; po prze­
mieszczeniu elektronów i zreduko­
waniu atomów miedzi w centrum 
aktywnym enzymu, powstaje 
cząsteczka chinonu.

tiosiarczany, p-merkaptoetanol, DTT) reagują z m ie­
dzią w centrum aktywnym białek oraz z produktami 
reakcji katalizowanej przez PPO —  o-chinonami. 
Kwas askorbinowy redukuje o-chinony do o-difenoli 
uniemożliwiając powstawanie końcowych produk­
tów reakcji (Ryc. 1). Oksydazy z grzybów nie są w ra­
żliwe na kwas askorbinowy w niskich stężeniach, 
które u roślin m ogą skracać długość „lag fazy” PPO o 
aktywności monofenolaz. U niektórych roślin (Mu- 
cana ) kwas askorbinowy (nawet w wysokich stęże­
niach) nie wpływa na aktywność PPO [1].

Związki współzawodniczące z typowymi substra- 
tami o centrum aktywne białek to: kwas benzoesowy, 
kwas cynamonow y i ferulowy, hydrochinon, 4-nitro- 
katechol, 4-nitrofenol, 4-chlorofenol, [1]. W rośli­
nach stwierdzono obecność naturalnych inhibitorów 
oksydaz polifenolowych, jak  np.: szczawiany i leu- 
koantocyjaniny [25].
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Tabela 2

Wielkości roślinnych oksydaz polifenolowych.

Gatunek Liczba genów
mRNA

(kb)

Prekursor (po 
translacji), 

(kDa)

Białko po usu­
nięciu lidera

Białko aktywne Literatura

L. esulentum >7 2.2 66-71 57-62 43-59 [83, 66, 54, 65]

S. tuberosum >6 2.0 67 57-60 42-45 [3, 49, 52]

Pisum sativum - - 67 62 45-59 [85, 65, 86, 66]

N. tabacum 1 2.3 73 57.5 45 [65, 53]

S. olerácea 1 2.2 73 62-64 42-45 [64, 84 ,24 ,77,86]

V vinifera 1 2.2 67 57-60 40-42 [85, 39]

V faba $3 2.2 68 58-60 42-60 [88, 65, 86, 89]

P. vulgaris - - - - 45 [65]

D. carota - - - 59 36-43 [2]

P. malus $4 2.0 66 57 42-64 [33, 38]

P. americana 2 2.1-2.3 64.7 54 - [92]

P. armeniaca 1 2.1 67.1 56.2 - [93]

Saccharum sp. 1 2.2 67 59 45-? [48]

Z. mays - - 67 62 59 [66]

II-3. Stabilność termiczna PPO

Stabilność termiczna roślinnych oksydaz polife­
nolowych jes t wysoka. Enzym y te nie tracą akty wno- 
ści w temperaturze 50°-60°C [7 ,44-46],  natomiast po 
inaktywacji w temperaturze 90°C m ają  zdolność do 
szybkiej renaturacji [47]. Wrażliwość enzymów na 
temperaturę wzrasta w obecności aktywatorów (SDS 
i poliamin, [23]) oraz w rozpuszczalnikach organicz­
nych (brak wody uniem ożliw ia przebieg denaturacji 
białek) [1]. Enzymy m ogą być przechowywane w 
roztworach wodnych w temperaturze -20°C  przez 
wiele miesięcy bez znacznej utraty aktywności [46].

III. Synteza białka enzymatycznego i jego 
budowa

Oksydazy polifenolowe kodowane są w genomie 
jądrow ym  przez rodzinę genów (od dwóch u Phyto- 
lacca am ericana  do co najmniej siedmiu u pomidora 
(Lycopersicon esculentum ) (Tabela 2). Dotychczas 
stwierdzono obecność tylko jednego genu ko­
dującego PPO w owocach winorośli (Vitis vinifera) i 
moreli {Prunus arm eniaca), liściach szpinaku, ty to­
niu {Nicotiana tabacum ) i trzciny cukrowej (Saccha - 
rum sp.). Geny oksydaz u roślin m ają otwartą ramkę 
odczytu, wielkości około 2 kb i nie zawierają intro- 
nów. Sekwencje genów oksydaz polifenolowych z

roślin dwuliściennych są znane, podczas gdy z jedno- 
liściennych gen PPO zsekwencjonowano i sklono- 
wano tylko w przypadku trzciny cukrowej. W ykaza­
no przy tym istotne różnice w sekwencji białka po­
między oksydazami polifenolowymi z tych dwóch 
klas roślin (Ryc. 3), [48].

Każde białko oksydazy polifenolowej zbudowane 
jes t z trzech części: domeny N-końcowej, centrum 
aktywnego (CuA i CuB) i domeny C-końcowej 
(Ryc. 4). Centrum aktywne PPO zawiera parę jonów  
miedzi, z których każdy jes t  połączony z trzema (sil­
nie konserwowanymi u wszystkich organizmów) 
resztami histydynowymi. Stopień homologii regionu 
CuA i CuB na poziomie sekwencji aminokwasów po­
między PPO człowieka i bakterii wynosi odpowied­
nio 53% i 74%. Jony miedzi są miejscem od­
działywania enzymu zarówno z tlenem cząsteczko­
wym, jak  i z fenolowymi substratami (Ryc. 2). R o­
ślinne oksydazy posiadają jeszcze  jeden (oprócz cen­
trum aktywnego) obszar bogaty w reszty histydyno- 
we, który również zdolny jes t do wiązania jonu m ie­
dzi [49, 49], jednak  funkcja tego obszaru nie została 
jeszcze określona. Domena N -końcowa roślinnych 
oksydaz polifenolowych jest odpowiedzialna za 
transport prekursora PPO do chloroplastów. Domena 
ta, której motyw w sekwencji aminokwasów 
(SPIPPPDLKSXGV ) jest bardzo podobny u wielu 
roślin [39,49, 51, 52] zbudow ana jest z trzech części:
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L. esculentum -e

Ryc. 3. Dendrogram ilustrujący stopień podobieństwa pomiędzy se­
kwencjami białek PPO u roślin [48], Numery genów w banku 
genów: P. malus (L29450), P. vulgaris (Z 11702), V. vinifera 
(Z27411), S. tuberosum  —  1 (M95196), S. tuberosum  —  2
(U22921), L. esculentum  —  a (Z 12833), L. esculentum —  b
(Z 12834), L. esculentum —  c (Z12835), L. esculentum —  d
(Z12836), L. esculentum  —  e (Z12837), L. esculentum  —  f
(Z 12838), P. americana (D45386), S. olerácea (Z6655), Sac- 
charum sp. (U46014).

N-końcowej bogatej w serynę i treoninę, odpow ie­
dzialnej za transport PPO do stromy; środkowej nie 
konserwowanej (,,n”-region) oraz C-końcowej, za ­
wierającej reszty hydrofobowe, odpowiedzialnej za 
transport białka do tylakoidów [39 ,48 , 52-54]. C-ko- 
ńcowa domena PPO z roślin, podobnie jak  N-końco- 
wa, wrażliwa jes t  na proteolizę. Przypuszcza się, że 
domena C-końcowa pełni funkcje regulacyjne —  
blokuje centrum aktywne i decyduje o zmianach 
strukturalnych białka, może wiązać jony  miedzi n ie ­
zbędne do działania enzymu lub też pełni funkcje 
białka transmembranowego zakotwiczającego oksy­
dazy w błonach tylakoidów [2, 39].

Do lat siedemdziesiątych oksydazy polifenolowe 
uważano za tetramery o wielkości podjednostek 30 
kDa. W latach osiemdziesiątych wyizolowano 45 
kDa białka, które in vivo  prawdopodobnie mogło 
tworzyć tetramer. W latach dziewięćdziesiątych 
stwierdzono, że większość PPO z roślin to jednak  
białka monomeryczne. Obecnie wiadomo, że oksy­
dazy polifenolowe są syntetyzowane w postaci p re ­
kursorów o masie od 73-66 kDa, które następnie u le­
gają proteolizie w trakcie transportu do plastydów. 
Białka PPO zlokalizowane w chloroplastach m ają 
m asę od 59-68 kDa i w zależności od rośliny nie tracą

aktywności po częściowej proteolizie lub stają się 
aktywne dopiero po odcięciu fragmentu białka (Ta­
bela 2).

IV. Lokalizacja PPO

Oksydazy polifenolowe u roślin wyższych zloka­
lizowane są w różnego typu plastydach: chloropla­
stach [55-58], amyloplastach [59-61], leukoplastach 
[61], etioplastach [59], chromoplastach [21, 60], a ta­
kże w mitochondriach i peroksysomach [54, 62, 63] 
oraz mikrosomach [64]. Ponieważ oksydazy polife­
nolowe są u większości roślin dwuliściennych akty­
wowane przez detergenty [65], uważa się, że jednym  
z mechanizmów tej aktywacji jes t rozluźnienie 
połączenia PPO ze strukturami błoniastymi komórki. 
W transgenicznych roślinach o zm ienionych funk­
cjonalnie plastydach oraz w roślinach poddanych 
działaniu elicitorów grzybowych (tentoksyna) spe­
cyficznie działających na plastydy, nie obserwowano 
obecności oksydaz polifenolowych [60]. W chloro­
plastach PPO są obecne w tylakoidach (na terenie 
stromy lub związane z błonami) [60, 61, 66 , 67]. 
Obecność oksydaz nie związanych z błonami na tere­
nie cytoplazmy lub wakuoli stwierdzono tylko w doj­
rzewających owocach oraz starzejących się i uszko­
dzonych tkankach [60, 68]. Pod wpływem zranienia 
lub zgniecenia bulw ziemniaka obserwowano zm ia­
nę w lokalizacji PPO —  z powierzchni ziaren skrobi 
do cytoplazmy i wakuoli, w której obecność enzymu 
stwierdzono w połączeniu ze złogami melanin [68].

Lokalizacja oksydaz fenolowych jes t  specyficzna 
tkankowo. Enzymy zlokalizowano tylko w kom ór­
kach mezofilu u sorgo (nie występują natomiast w 
komórkach pochwy okołowiązkowej i komórkach 
szparek) [60], epidermie A egopodium  (ale nie w ko­
mórkach szparkowych); w parenchymie otaczającej 
naczynia, w komórkach pochwy okołowiązkowej 
oraz komórkach magazynujących fenole hiacynta 
wodnego (nie występują w miękiszu palisadowym i 
gąbczastym) [58] oraz w endodermie korzeni 
bawełny (Gossypium)  (brak tych enzymów w korty- 
kalnej warstwie komórek oraz w epidermie i walcu 
osiowym) [69]. Nie wszystkie plastydy badanych 
tkanek zawierały aktywne formy enzymów [55, 58]. 
U niektórych roślin PPO można zlokalizować tylko 
za pomocą przeciwciał, pod wpływem  stresu lub 
czynnika aktywującego enzymy [58, 70]. Pojawienie 
się aktywnych form oksydaz zależy wtedy od typu 
stresu działającego na roślinę i tkankę, w której 
nastąpi indukcja lub aktywacja (klony specyficzne 
tkankowo).
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Obserwowano korelacje między w ysoką zaw arto­
ścią fenoli i obecnością PPO w komórkach mezofilu 
sorgo, idioblastach pomidora, niektórych warstwach 
endodermy korzeni bawełny, w tkance hiacynta w od­
nego i tp\ĆLQrm\Q Aegopodium  [31, 58-61, 69], co su­
gerowałoby udział PPO w biosyntezie związków fe­
nolowych. Z drugiej strony u roślin transgenicznych 
pozbawionych aktywności oksydaz fenolowych, po ­
ziom fenoli (a w szczególności kwasu kawowego, 
or/o-flawonoidów, rutyny i delfmidyny) nie ulegał 
zmianie [60, 61 ]. P rawdopodobnie aktywność perok- 
sydaz i innych enzymów hydroksylujących (takich 
jak m onooksygenazy zawierające cytochrom P450) 
była w tych tkankach wystarczająca do utrzymania 
biosyntezy orto-difenoli na niezbędnym poziomie.

V. Transport enzymu w komórce

U roślin transport oksydaz polifenolowych do 
chloroplastów przebiega dwuetapowo. Prekursor o 
masie 67 kDa w trakcie transportu do stromy chloro­
plastów ulega proteolizie do 62 kDa (reakcja zależna 
od ATP), a następnie w trakcie translokacji do stromy 
tylakoidów —  do białka o masie 59 kDa (reakcja za­
leżna od światła). Jony miedzi nie są konieczne do 
tych procesów, choć niskie stężenia Cu2+ hamowały 
pierwszy etap transportu PPO [66]. Efektywność 
transportu oksydaz zależała od światła, stopnia roz­
woju chloroplastów oraz wieku roślin. Elicitory 
grzybowe hamowały transport PPO do chloropla­
stów blokując przejście prekursora przez błony lub 
uniemożliwiając proteolizę białek niezbędną do ich 
aktywacji [59, 60, 66].

VI. Ekspresja PPO w tkankach roślinnych

Oksydazy polifenolowe ulegają ekspresji przede 
wszystkim w młodych, rozwijających się częściach

Ryc. 4. Struktura genu oksydaz polifenolowych u roślin. 
[7] —  region bogaty w reszty cysteinowe,

| —  region bogaty w reszty histydynowe,
—> miejsca wrażliwe na proteolizę,

CuA i CuB —  centrum aktywne enzymu [2],

roślin (pąkach, liściach, korzeniach) oraz kwiatach i 
owocach. Zaobserwowano w ysoką ekspresję PPO w 
młodych liściach i korzeniach oraz merystemach api- 
kalych u winorośli, ziemniaka, pom idora i trzciny 
cukrowej [31, 39, 48, 49]. Oksydazy z owoców m o ­
reli i P. am ericana  u legają ekspresji tylko w n iedoj­
rzałych, zielonych, zawierających betalainy ow o­
cach. U tytoniu i pomidora PPO ulegają ekspresji we 
wczesnych etapach rozwoju kwiatów (primordia 
kwiatowe, zamknięte kielichy), natomiast u z iem nia­
ka tylko w całkowicie otwartych kwiatach [49, 53, 
54]. Nie stwierdzono obecności mRNA okysdaz w 
dojrzałych organach roślin, nawet (u tytoniu) pod 
wpływem działania stresu [53]. Ponieważ oksydazy 
polifenolowe są kodowane przez rodzinę genów, 
ekspresja poszczególnych genów podlega regulacji 
czasowej i tkankowej [52],

VII. Funkcje oksydaz polifenolowych

Rola oksydaz fenolowych nie jest do końca pozna­
na. Uważa się, że pełnią  one funkcje obronne przy 
zranieniach i ataku patogenów, a w zdrowych tkan­
kach uczestniczą w syntezie fenylopropanoidów 
(barwników i prekursorów ściany komórkowej) oraz 
b io rą  udział w reakcjach fotosyntetycznych.

VII-1. Rola PPO w metabolizmie fenylopro­
panoidów

Szlak biosyntezy fenylopropanoidów prowadzący 
do powstania lignin, flawonoidów, izoflawonoidów, 
kumaryn i innych ważnych metabolitów wtórnych u 
roślin jes t od lat przedmiotem intensywnych badań. 
Wiele enzymów szlaku fenylopropanoidów (PAL, 
C4H, 4CL, COM T) zostało oczyszczonych do homo- 
genności, sklonowanych i zbadanych na poziomie 
molekularnym. O ile drogi metoksylacji związków
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fenolowych zostały stosunkowo dobrze poznane, to 
wciąż niewiele wiadomo o reakcjach hydroksylacji 
w pozycji 3 i 5 pochodnych kwasu /?-kumarowego. 
Nie wiadomo, czy w reakcjach tego typu substratami 
dla enzymów hydroksylujących są wolne związki 
typu C6-C3 i C6-Ci, czy też ich estrowe lub glikozy- 
dowe pochodne [71]. Już w roku 1969 scharaktery­
zowano i oczyszczono enzym, który utleniał difenole 
i hydroksylowa! (w w arunkach redukujących) kwas 
p-kum arow y do kwasu kaw owego [72]. W 1983 roku 
B o l w e l l i B u t t  wysunęli przypuszczenie o udziale 
PPO w biosyntezie lignin w hypokotylach szpinaku
[73].

Obecnie wydaje się, że oksydazy fenolowe mogą 
brać udział w hydroksylacji m onofenoli do orto-di- 
fenoli (podobnie jak  hydroksylazy zawierające cyto- 
chrom P450) będąc jednym  z enzymów szlaku biosyn­
tezy fenylopropanoidów [71]. Przypuszczenie o 
udziale PPO w biosyntezie fenylopropanoidów w y ­
daje się uzasadnione, zwłaszcza, że u roślin dwuliś­
ciennych oksydazy polifenolowe w ystępują głównie 
w strukturach, w których zachodzi synteza związków 
fenolowych —  w plastydach i mikrosomach [60]. 
PPO z niektórych roślin (banany, pataty (Ipom ea ba- 
tatas), maliny, morele) są aktywne w pH zasado­
wym, podobnie jak  kluczowy enzym w biosyntezie 
fenylopropanoidów —  amoniakoliaza L-fenyloala- 
niny. Aktywacja oksydaz fenolowych w chloropla­
stach nieuszkodzonych tkanek następowałaby na 
skutek alkalizacji stromy na świetle. H a 11 i w e 11
[74] stwierdził, że hydroksylacja kwasu p-kum aro- 
wego do kwasu kawowego zachodziła tylko w ośw ie­
tlonych chloroplastach, a reakcja była hamowana 
przez typowe inhibitory oksydaz. Udział PPO w hy­
droksylacji kw asup-kum arow ego  i jego  estrowych i 
glukozydowych pochodnych do kwasu kawowego w 
warunkach zasadowych wykazali W  a n g i wsp. [71 ] 
u Lithosperm um  erythrorhizon  oraz T a n a k a i K o j i  
m a [40] w korzeniach patatów.

Produkty działania oksydaz polifenolowych —  
bardzo reaktywne chinony pow odują  (w czasie prze­
chowywania lub transportu) ciemnienie bulw i ow o­
ców, czym przyczyniają się do obniżenia walorów 
konsumpcyjnych i estetycznych produktów spożyw­
czych. Wielu hodowcom  zależy na obniżeniu aktyw­
ności PPO w tkankach roślin, gdyż to z ich 
działaniem wiążą swe straty. W  czasie dojrzewania 
kwiatów i owoców oksydazy ulegają odłączeniu od 
błon (stają się enzymami cytoplazmatycznymi). 
Mając kontakt z substratami utleniają je, powodując 
powstawanie zabarwienia, które świadczy o doj­
rzałości kwiatu lub owocu, a po pew nym  czasie o 
jego przekwitaniu lub psuciu się. Od lat siedemdzie­

siątych postuluje się udział PPO w syntezie barwni­
ków melaninowych u zwierząt, a także tanin, flawo- 
noidów oraz alkaloidów u roślin [21, 25, 6 8 , 75]. Po­
nadto stwierdzono, że oksydazy polifenolowe 
uczestniczą w powstawaniu twardych okryw nasien­
nych [76], choć niektórzy uważają, że taką rolę nale­
ży raczej przypisywać peroksydazom [61].

VII-2. Rola PPO w fotosyntezie

W zdrowej tkance funkcje oksydaz polifenolo­
wych w roślinach dwuliściennych wiąże się z lokali­
zacją enzymów na terenie chloroplastów. O bserw o­
wano korelacje między w ysoką zawartością  tlenu a 
obecnością PPO w chloroplastach [60, 61]. Przy­
puszcza się, że enzymy te m ogą pełnić buforującą 
rolę w stosunku do 0 2, którego nadm iar uszkadza 
aparat fotosyntetyczny. Powstające w wyniku utle­
nienia o-difenoli o-chinony byłyby z pow rotem  redu­
kowane przy udziale elektronów pochodzących z PSI 
i NADPH (Ryc. 5) [61, 77, 37].

VII-3. Rola PPO w reakcjach obronnych

Oksydazy polifenolowe zaangażowane są w m e­
chanizm reakcji obronnych roślin przy zranieniach i 
ataku patogenów. Funkcję tę pełnią przede w szyst­
kim enzymy aktywne w niskim pH. W uszkodzonej 
tkance dochodzi do zakwaszenia treści komórek na 
skutek rozerwania wakuoli, co sprawia, że uaktyw ­
niają się oksydazy polifenolowe, które rozpoczynają 
reakcje utleniania fenoli (w uszkodzonej tkance en­
zymy mają swobodny dostęp do potencjalnych sub­
stratów). Powstające w reakcjach oksydacyjnych 
chinony szybko polimeryzują tworząc fizyczne ba­
riery odgraniczające zdrow ą tkankę od tkanki uszko­
dzonej, zapobiegając wnikaniu patogenów [60, 61]. 
Dodatkowo produkty reakcji katalizowanej przez 
PPO wiążą się z białkami obniżając potencjalne w ar­
tości odżywcze zranionej lub zaatakowanej tkanki i 
tworzą ciemne barwniki charakterystyczne dla 
uszkodzonej tkanki [75]. Związki fenolowe ham ują 
wzrost bakterii oraz aktywność enzymów degra­
dujących ścianę komórkową. Nadekspresja PPO w 
transgenicznych roślinach pomidora powodowała 
wyraźne zmniejszenie się populacji Pseudom onas 
syringae  [30]. Produkty reakcji katalizowanej przez 
PPO ham ują enzymy związane z patogenezą (poliga- 
lakturonazę, syntazę glukanu) oraz reagują z 
białkami (taniny) tworząc nierozpuszczalne kom ­
pleksy, co w przypadku pektynaz prowadzi do ich in- 
aktywacji [75]. Akumulacja fenoli i PPO w idiobla- 
stach pomidora wskazuje, że funkcją oksydaz je s t  ge­
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nerowanie chinonów w reakcji obronnej na uszko­
dzenie [31]. Działanie fenoli jes t  selektywne —  
związki te pełnią  rolę obronną tylko w stosunku do 
niektórych patogenów. Choć PPO działa miejscowo 
(kontroluje obszar infekcji), to plamy nekrotyczne 
(obumieranie zaatakowanej tkanki) pojawiają  się nie 
tylko wokół miejsca wtargnięcia patogenu, ale rów ­
nież tam gdzie patogen penetruje tkankę [31].

OH

R
o 2 o 2..

Interesujące w ydają się interakcje roślinnych i 
grzybowych oksydaz polifenolowych. O ile PPO z 
roślin m ogą hamować enzymy grzybów i inaktywo- 
wać ich toksyczne związki (fitotoksyny produkowa­
ne przez patogeny [61 ]), to PPO z grzybów mogą po­
wodować t lenową polimeryzację fenoli gospodarza, 
czyniąc je  mniej efektywnymi [21, 25].

Przeprowadzono wiele badań wskazujących na 
udział oksydaz polifenolowych w szlaku systemicz- 
nej odpowiedzi na stres. W liściach pomidora nadek- 
spresja genu prosysteminy powodowała aktywację i 
70-krotny wzrost ilości białka PPO. Podobny efekt 
aktywacji oksydaz obserwowano po inkubacji liści w 
roztworze jasm onianu metylu. M eJa był silniejszym 
aktywatorem enzymów niż systemina i zranienie [35, 
36]. Związki sygnałowe pojawiające się pod 
wpływem stresów (kwas salicylowy, etylen, MeJa) 
specyficznie indukują syntezę m RN A —  poszcze­
gólne geny z rodziny genów PPO ulegają  transkryp­
cji w zależności od rodzaju stresu, wieku i rodzaju 
tkanki poddawanej działaniu określonego czynnika i

jej zdolności do odpowiedzi na sygnał [31-34], Z w y­
kle, niezależnie od wieku rośliny, najbardziej wrażli­
we są tkanki młode, u których indukcja oksydaz fe­
nolowych powoduje zahamowanie wzrostu [31, 32]. 
Choć Ci p o 11 i n i [32] nie obserwował zmian w ak­
tywności PPO w czasie wzrostu roślin, to wraz z w ie­
kiem rośliny zmniejszała się wrażliwość enzymu na 
działanie czynnika stresowego. Synteza mRNA w

 o 2

PPO

— ► H 2o

O

cjr0
Ryc. 5. Rola PPO w fotosyntetycznej reakcji 

Mehlera [61].

młodych liściach ziemniaka następowała pod 
wpływem zranienia, ataku patogenów, MeJa i kwasu 
salicylowego, natomiast w starych liściach —  pod 
wpływem etylenu [31]. Nie obserwowano natomiast 
syntezy białek de novo  w uszkodzonych bulwach 
ziemniaka [68]. Niektóre rośliny (G lycine m ax) mają 
konstytutywny wysoki poziom aktywności oksydaz 
wystarczający do obrony przed zranieniem, nie­
zmienny w odpowiedzi na MeJa lub stres m echanicz­
ny, u innych (pomidor, tytoń, ziemniak) aktywność 
PPO wielokrotnie wzrasta przy zranieniu i działaniu 
M eJa [35]. W dużej grupie roślin (B rassica , H or­
deum, Oryza, Phaseolus, Lens, C icer) aktywność en­
zymów jes t  niska i nie wzrasta lub wzrasta niewiele 
pod wpływem stresów. Związki sygnałowe indukują 
oksydazy fenolowe nie tylko w miejscu działania 
stresu, ale również w tkankach oddalonych [34].

Dotychczasowe osiągnięcia nie wyjaśniają w 
pełni funkcji oksydaz polifenolowych u roślin. O ile 
ich rola w reakcjach obronnych jes t  stosunkowo do­
brze udokumentowana, wciąż brakuje danych o
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funkcji PPO w zdrowej tkance (np. o przypuszczal­
nym udziale oksydaz w reakcjach fotosytetycznych 
czy syntezie związków fenolowych w szlaku fenylo- 
propanoidów). Obecnie trwają badania nad uzyska­
niem roślin transgenicznych z obniżoną ekspresją 
genów oksydaz polifenolowych w celu weryfikacji 
hipotezy o udziale enzymów w tworzeniu barwni­
ków w kwiatach oraz w dojrzewających lub/i doj­
rzałych owocach.

Artykuł otrzymano 11 czerwca 2001 
Zaakceptowano do druku 6 grudnia 2001
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Recenzja książki „Inżynieria genetyczna — u progu 
nowej ery”, pracy zbiorowej pod redakcją Andrzeja 
Zimniaka

SŁAWOMIR PIKUŁA

Ostatnio nie można narzekać na polski rynek 
książek popularnonaukowych, ponieważ ukazuje się 
wiele pozycji dobrze wybranych, ciekawych, a także 
starannie wydanych. Jest kilka zasłużonych na tym 
polu wydawnictw, od lat redagujących serie popular­
nonaukowe, na które składają się przeważnie tłuma­
czenia. Nie oznacza to jednak, że nie mamy rodzi­
mych popularyzatorów. Wydawcy w ybierają tłuma­
czenia ze względu na szybkość i łatwość zakupienia 
wybranego, gotowego tomu.

W tym kontekście pozytywnie należy ocenić nie­
bagatelną pracę, w łożoną przez Centrum U po­
wszechniania Nauki (CUN) Polskiej Akademii 
Nauk, w wydanie tomu na temat inżynierii genetycz­
nej autorstwa kilkunastu polskich naukowców. Trzy­
nastu autorów tomu prezentuje kolejne rozdziały, 
przedstawiając wiedzę z punktu widzenia swoich 
specjalności. Należy przy tym podkreślić, że pom i­
mo takiej strategii wydawniczej, zbiór napisany jest 
dobrą polszczyzną i zrozumiałym językiem, spełnia 
więc kryteria nie tylko merytoryczne (co jest oczywi­
ste), lecz także wszelkie warunki stawiane pozycjom 
popularyzatorskim, przeznaczonym  dla dużej grupy 
odbiorców. Niewątpliwie spora w tym zasługa redak­
tora, który trudniejsze partie tekstu umieścił osobno 
w ramkach; te fragmenty w trakcie lektury można po­
minąć, co zasadniczo nie wpłynie na zrozumienie 
wymowy całego rozdziału. Teksty zawierają ponadto 
poglądowe tablice, ilustracje i tabele, co ułatwia czy­
tanie. Humorystyczne rysunki ożyw iają  i urozmai­
cają całość pracy zbiorowej.

Bieżąca rynkowa oferta popularyzatorska obej­
muje przynajmniej kilka pozycji dotyczących inży­
nierii genetycznej. Książki te tradycyjnie zawierają 
krótkie wprowadzenie do genetyki (np. wyjaśnienie, 
co to jest gen, transgenizacja, klonowanie i dodatko­
wo słowniczek stosowanych w tej dziedzinie termi-

Instytut Biologii Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiego 
PAN w Warszawie

nów naukowych), a potem opisy osiągnięć i m ożli­
wości. W recenzowanym tomie wydanym przez 
CUN takie klasyczne (i również bardzo dobre) teksty 
zajmują tylko połowę objętości książki, reszta to w y­
powiedzi bioetyków, prawników, teologa, ewolucjo- 
nisty i krytyka literackiego, a także oficjalne deklara­
cje i stanowiska różnych gremiów, w tym prezydium 
Polskiej Akademii Nauk. Właśnie ta część wyróżnia 
książkę na rynku i szczególnie warta jes t polecenia. 
Uzyskujemy bowiem podczas jej lektury nie tylko 
odpowiedź na pytanie „jak?” , ale także „dlaczego?” , 
„czy możemy?” , „co z tego wyniknie?” , a także „co 
myślą o tym inni?” . A jeśli nawet odpowiedzi nie 
zawsze są jednoznaczne (bo przy naszej dzisiejszej 
wiedzy być nie mogą), to dają do myślenia i dostar­
czają całościowej informacji. Właśnie to jest w tomie 
najważniejsze: przedstawienie całościowej, przekro­
jowej informacji o naukowym i cywilizacyjnym w y­
zwaniu, jakim jest  możliwość ingerencji między in­
nymi w genom człowieka.

O treści książki wiele m ówią tytuły wybranych 
rozdziałów: „Manipulacje genetyczne —  przekleń­
stwo czy nadzieja?” , „Naturalne procesy transgeni- 
zacji” , „Klonowanie zwierząt” , „Bioetyka a genety­
ka”, „Stwórczość człowieka w dziedzinie gentechno- 
logii” , „Deklaracja w obronie klonowania i nieza­
wisłości badań naukow ych” , „Stanowisko Prezy­
dium PAN w sprawie form transgenicznych...” , 
„Strach przed sobowtórem —  literackie i filmowe 
egzemplifikacje naszych lęków i nadziei” .

Gorąco polecam tę dobrze zaplanowaną, przekro­
jo w ą  i ciekawą książkę. Adresowana jes t  do w szyst­
kich, od młodzieży szkolnej do naukowców z innych 
specjalności niż genetyka —  chociaż i genetycy od­
najdą w drugiej części tomu cywilizacyjne, kulturo­
we i socjologiczne echa swojej własnej działalności.

„Inżynieria genetyczna —  u progu nowej ery” , 
praca zbiorowa pod redakcją Andrzeja Zimniaka, 
cena 25 zł; sprzedaż wysyłkowa: CUN PAN, PKiN, 
00-901 Warszawa; tel. (0-22) 656 7131, 826 2537; 
e-mail: cunpkin@pan.pl (koszt przesyłki pokrywa 
Wydawca).
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Wroclaw 
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Dear Colleagues
You are cordially welcomed to attend the 4lh Parnas Conference organized by the Polish and 

Ukrainian Biochemical Societies and Wroclaw University. The Conference will be held from September 
15 to 17 as one of the scientific meetings celebrating the 300 anniversary of Wroclaw University.

This is a way to express appreciation for Polish scientists from Lviv University for their 
participation in the restoration of Wroclaw University after the second world war as well as for the 
previous generations of German scientists who created and developed our University. This unique 
multinational cultural heritage makes Wroclaw the best place for the meeting of Polish and Ukrainian 
biochemist and famous scientist, Jakub Karol Parnas, who founded the Lviv biochemical school.

We hope that this Conference will stimulate further development of this collaboration and 
consolidation of the friendship of Polish and Ukrainian Scientists.
For the Organizing Committee 
Andrzej Dżugaj
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Włodzimierz Zagórski-Ostoja (Poland)
Antoni Polanowski (Poland)
Andrij Slbirny (Ukraine)
Rostyslav Stoika (Ukraine)
Tadeusz Wilusz (Poland)
Lech Wojtczak (Poland)
Zofia Zielińska (Poland)
GENERAL INFORMATION 
Deadlines
April 30, 2002 — Registration
May 31, 2002 — Payment, Confirmation, Abstract
Conference Venue
Institute of Chemistry, Wroclaw University
The working language of the Conference will be English
Registration
Registration will be accepted on the Accommodation Form only (please visit: 
w w w .biol.uni.wroc.pl/instzool). All participants will receive additional information with an official invitation 
after their Application Form has been confirmed.

http://rcin.org.pl
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Hotel Accommodation & Social program
Hotel Accommodation will be provided at the hotels "Mercure Panorama" and "Sajgon". 
Prices per day are:
"Mercure Panorama": single room — 300 PLN (appr. 82 EURO) 
double room — 330 PLN (appr. 90 EURO)
"Sajgon".: single room — 175 PLN (appr. 48 EURO) 
double room — 188 PLN (appr. 52 EURO)

Conference Fee
Conference fee Before April 30, 2002 After April 30, 2002
PBS members 150 PLN 200 PLN
Participants under 26 80 PLN 100 PLN
Full participants 250 PLN 300 PLN

The conference fee includes: a conference bag with conference papers, the conference program, the 
abstract book, a welcoming party, coffee and refreshments during breaks.

CALL FOR ABSTRACT
Conference registrants are welcome to submit abstracts for oral presentation and poster sessions (oral 
presentations will be made by the invited speakers).

The abstracts are to be received by May 31, 2002 and should be submitted together with the 
completed Registration Form.

Abstracts must be written in English (the A4 formate).
MS Word 7.0 or 6.0 are preferable. 14 point Times New Roman Font type, left alignment should be 
used. All margins should be set to 2.5 cm (top, bottom, left and right).
The title should be typed in capitals (left alignment). The author's name (s) should precede the initials 
without scientific degrees or titles, the name of the presenting author should be underlined. The name, 
address, phone, Fax and e-mail numbers of the institution should be given on the separate line. Single 
spacing should be used.
The abstract should not exceed 2400 signs with spaces.
The abstract should be sent on a floppy disc (3,5' only) plus two printed copies. The disc should be 
labeled carefully with the author's name and the title of the abstract.

THE CONFERENCE SESSIONS;
I. Metabotropic receptors and cross-talk signalling
II. Signalling in cell differentiation
III. Immune system and intracellular signalling
IV. Target enzymes
V. Signalling mediated by ionotropic receptors, voltage dependent channels and low molecular

weight molecules

ALL CORRESPONDENCE SHOULD BE ADDRESSED TO: 
Organizing Commitetee of 
the 4th Parnas Conference 

30 Cybulskiego Str.
50-205 Wrocław 

Phone: +48 71 328 82 46 
FAX: +48 71 375 92 13 

e-mail: drakus@biol.uni.wroc.pl

http://rcin.org.pl
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Wskazówki 
dla Autorów

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

Wskazany jest podział 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, gwary laboratoryjnej, a takie 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. Wydruk powinien być jednostronny z lewym marginesem 
około 4 cm, z  zachowaniem podwójnego odstępu między wier­
szami, z użyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W  przypadku sto­
sowania w tekście liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie 
ołówkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i 
nazwisko (a) Autora (ów), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail

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

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

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

PIŚMIENNICTWO: Wykaz 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), rozdziałów z tomów serii 
opracowanych przez różnych redaktorów (5) wskazują poniżej 
podane przykłady.

1. H i l d e b r a n d t G R ,  A r o n s o n  N N (  1980) Bio- 
chim Biophys Acta 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, Norfh-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 of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 
541-553

4. D e l e j J ,  K e s t e r s K  (1975) W: F I o r k i n M, 
S t o t z EH  (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

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

Wydruk 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 Warszawa
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KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO 

POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Prosimy o wnoszenie opłat za składki członkowskie na nasze konto w PBK XIII Oddz. Warszawa nr 
11101053-411050000371.

Jednocześnie uprzejmie informujemy, że decyzją Zarządu Głównego PTBioch. została zmieniona 
wysokość składki członkowskiej. W  roku 2002 wynosi ona:

dla Członków rzeczywistych 70.- zł.
dla Członków studentów 35.- zł

Członkowie, którzy opłacą składkę członkow ską za rok 2002, otrzym ają bezpłatną prenum eratę kwar­
talnika Polskiego T owarzystwa B iochem icznego „Postępy B iochem ii”. M ałżeństw a m ogą opłacać: 70.- 
+ 45.- = 115.-zł, otrzym ają w ów czas jeden  egzem plarz „Postępów  B iochem ii” .

Powyższe zm iany nie dotyczą Członków Honorowych Towarzystwa. Natomiast Członkowie-Emery- 
ci -  nadal zwolnieni z opłacania składki członkowskiej -  p łacą za prenumeratę „Postępów Biochem ii” 25.- zł.

Biblioteki p łacą  za prenum eratę  „Postępów Biochem ii” w roku 2002 100.- zł.

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, k tórym  będzie Dariusz Stępkowski, sekretarz Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego, tak więc nie będzie Ci grozić zalew śmieciowej poczty i zawirusowanych „attachmentów”. 
Mam nadziej ę, 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 b iochem ików ” redagowane przez p. Teresę W esołowską będą obok wersji drukowanej 
kolportowane przez naszą  listę. Zapraszam  także do odwiedzenia strony w w w naszego Towarzystwa

Dariusz Stępkowski

Sekretarz Zarządu Głównego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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