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POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE 
Składki c z ło n k o w sk ie  w  2 0 1 2  roku

Szanowni Państwo!

1. Przypominamy, że 31 marca mija termin opłacania składki członkowskiej za 2012 r. Wysokość składki wynosi 100 zł (50 zł w przypadki 
składek ulgowych). Bardzo prosimy o terminowe opłacenie składek. Członkowie, którzy są na emeryturze zwolnieni są z płacenia składek, 
nie otrzymują kwartalnika "Postępy Biochemii", ale mogą go zaprenumerować po ulgowej cenie 50 zł rocznie.
2. Członkowie, którzy opłacą składkę członkowską do 31 marca 2012 r. mają zapewnioną bezpłatną prenumeratę kwartalnika "Postępy 
Biochemii". Członkowie, którzy opłacą składkę po 31 marca powinni liczyć się z faktem, że mogą nie otrzymać wszystkich zeszytów roc
znika 2012 r. (będą otrzymywać kwartalnik do czasu wyczerpania nakładu).
3. Przypominamy także osobom, które zalegają ze składkami od roku 2010, że opłata zaległych składek do 31 marca 2012 r., uchroni 
przed wszczęciem procedury skreślenia tych osób z listy członków Towarzystwa. Apelujemy o uregulowanie zaległych składek za 2011 
rok.
Jeszcze raz serdecznie zachęcamy do skorzystania z przywilejów, jakie daje opłata składki członkowskiej w terminie.

Prenumerata "Postępów Biochemii" w 2012 roku
1. Prenumeratorzy instytucjonalni płacą za prenumeratę "Postępów Biochemii" 180 zł rocznie.
2. Osoby fizyczne nie będące członkami Towarzystwa mogą zaprenumerować "Postępy Biochemii" w cenie 120 zł rocznie.
3. Studenci i doktoranci nie będący członkami Towarzystwa prenumerują "Postępy Biochemii" po ulgowej cenie 50 zł rocznie. Konieczne 
jest przy tym udokumentowanie statusu studenta lub doktoranta odpowiednim zaświadczeniem.

Opłaty należy wnosić do banku PEKAO S.A. Oddział Warszawa, ul. Krucza 24-26; na konto 81 1240 6003 1111 0000 4947 2703; 
Opłaty z zagranicy: IBAN: PL81 1240 6003 1111 OOOO 4947 2703; SWIFT Code: PKOPPLPW
Koszt przelewu ponosi wpłacający.

Joanna Bandorowicz-Pikuła 
Skarbnik PTBioch
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W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

Odnowienie doktoratu profesora 
Andrzeja Kajetana Wróblewskiego
(Fot. 1), światowej sławy fizyka, jed
nego z głównych twórców w arszaw 
skiej szkoły fizyki cząstek, która zy-

skała uznanie na świecie. Prom otorem  
odnowienia doktoratu prof. Andrzeja 
Kajetana W róblewskiego był prof. 
Jan Królikowski z W ydziału Fizyki 
UW. Uroczystość odbyła się 23 maja 
br.; było to wielkie święto U niw ersy
tetu W arszawskiego, którem u Jubilat 
poświęcił lata intelektualnej pracy 
twórczej. Uchwałę o odnowieniu dok
toratu Senat UW podjął 15 grudnia 
2010 r. Recenzentami dorobku na
ukowego wybitnego uczonego zostali 
profesorowie: Ryszard Sosnowski z 
Instytutu Problem ów Jądrowych im. 
Andrzeja Sołtana, Kacper Zalewski 
z Uniwersytetu Jagiellońskiego oraz 
Danuta Kisielewska z Akademii G ór
niczo-Hutniczej im. Stanisława Sta
szica w  Krakowie. Kariera naukow a 
prof. W róblewskiego była związana z 
Uniwersytetem  W arszawskim, gdzie 
spraw ow ał w ażne funkcje. Był dyrek
torem Instytutu Fizyki Doświadczal
nej, dziekanem  W ydziału Fizyki oraz 
rektorem UW w latach 1989-1993. 
Wielokrotnie przebywał w  zagranicz
nych uczelniach jako visiting professor, 
m.in. na University of W ashington w  
Seattle oraz na Uniwersytetach w  A n
twerpii, D ortm undzie i Siegen. Dołą
czając do zespołu naukowców w Eu
ropejskim C entrum  Badań Jądrowych 
CERN, którzy prowadzili badania z 
zastosowaniem  nowatorskiej na owe

czasy, techniki kom ór pęcherzyko- 
watych, odbył tam  staż naukowy. Po 
powrocie z CERN prof. W róblewski 
w prow adził tę m etodę badania czą
stek elem entarnych do w arszaw skie
go ośrodka naukowego. Do najwięk
szych osiągnięć uniwersyteckiego 
fizyka należy znalezienie opisu liczby 
cząstek produkow anych w zderze
niach wielkich energii, nazyw anego 
w światowej literaturze „zależnością 
W róblewskiego". Profesor wsławił 
się rów nież tym, że w yprow adził i 
zbadał współczynnik tłum ienia czę
stości pojawiania się w  w ysokoener
getycznych zderzeniach kw arków  s, 
który znany jest jako „współczynnik 
W róblewskiego". Profesor Andrzej 
Kajetan W róblewski jest autorem  lub 
w spółautorem  ponad 200 publika
cji naukowych, z czego ośm iu z nich 
przypisano kategorię tzw. Famous 
papers. Uczony był wielokrotnie za
praszany jako prelegent na m iędzy
narodow e konferencje. Jako jeden z 
niewielu Polaków wygłosił referat 
plenarny na „Konferencji Rochester- 
skiej", będącej najważniejszą konfe
rencją poświęconą fizyce wysokich 
energii. Profesora pasjonuje rów nież 
historia fizyki. O publikow ał na ten te
mat wiele prac, szczególnie znane są 
jego książki pt. „Historia fizyki od cza
sów najdawniejszych do współczesności" 
oraz „Prawda i mity w fizyce". Niega- 
snącym zainteresowaniem  studentów  
nie tylko kierunków ścisłych, ale i h u 
m anistycznych cieszy się w ykład prof. 
W róblewskiego na tem at historii fizy
ki. Znana i doceniona jest działalność 
Profesora W róblewskiego zw iązana 
z oceną stanu polskiej nauki. Profe
sor był zastępcą przewodniczącego 
Komitetu Badań Naukowych. Nie 
w szystkim  wiadomo, ale to właśnie 
za jego spraw ą w  Polsce zaczął funk- 
q'onować termin „lista filadelfijska" 
dla określenia spisu czasopism indek
sowanych w bibliograficznych bazach 
danych, tworzonych przez Instytut 
Informacji Naukowej ISI w  Filadelfii. 
Profesor W róblewski przew odniczył

radom  naukow ym  C entrum  Badań 
Kosmicznych PAN oraz Insty tutu  H i
storii Nauki PAN. W spółtworzył też 
Extended Scientific Council w  O środ
ku Niemieckiego Synchrotronu Elek
tronowego DESY w H am burgu oraz 
Scientific Policy Committee w  Euro
pejskim Laboratorium Fizyki Cząstek 
CERN. Obecnie jest wiceprezesem  
Polskiej Akademii Umiejętności. P ro 
fesor Andrzej Kajetan W róblewski 
otrzymał liczne wyróżnienia, m.in. 
nagrodę Prezesa Rady M inistrów za 
w ybitny dorobek naukowy, nagrodę 
im. Marii Skłodowskiej-Curie p rzy 
znaw aną przez PAN, m edal im. M. 
Smoluchowskiego Polskiego Tow a
rzystwa Fizycznego. Został odznaczo
ny Krzyżem Komandorskim z G w iaz
dą O rderu O drodzenia Polski oraz 
Krzyżem Oficerskim O rderu  Zasługi 
Republiki Francuskiej. Tytuł doktora 
honoris causa przyznał Profesorowi, 
m.in. Uniwersytet w  Siegen, C hap 
m an University w Orange, U niw ersy
tet w  Glasgow, a w  kwietniu br. także 
Politechnika Warszawska.

Druga edycja Konkursu Bioche
micznego dla młodzieży ze szkół 
ponadgimnazjalnych, odbyła się 1 
kwietnia 2011 roku w Lublinie. O r
ganizatorem konkursu był Zakład 
Biochemii W ydziału Biologii i N auk 
o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie- 
Skłodowskiej w Lublinie pod  pa
tronatem  m erytorycznym  O ddziału 
Lubelskiego Polskiego Tow arzystw a 
Biochemicznego. Obecna edycja kon
kursu spotkała się z jeszcze w iększym  
zainteresowaniem wśród szkół niż w 
roku 2010, co wymusiło ograniczenie 
liczby uczestników. Po etapie w stęp 
nym, przeprow adzonym  w  zain te
resowanych szkołach, w  konkursie 
wzięło udział 68 uczniów z 17 liceów 
z województwa lubelskiego (I LO w 
Białej Podlaskiej, LO w Dęblinie, LO 
w Hrubieszowie, II LO w  Krasnym- 
stawie, LO w Kraśniku, I, II i V LO 
w Lublinie, I i IV LO w Łukowie, I i 
III LO w Puławach, I LO w  R adzy

Fot. 1. Prof. Andrzej Kajetan W róblewski i prof. Ka
tarzyna Chałasińska-M acukow, rektor U niw ersyte
tu  W arszawskiego.
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niu Podlaskim, I LO w Rykach, I LO 
w Świdniku, I i II LO w  Zamościu) 
(Fot. 2). Uczniowie mieli do rozw ią
zania 14 zadań o charakterze pytań 
testowych, a także schematów, cykli 
oraz tablic do uzupełnienia lub opisa
nia. Nowością w obecnej edycji było 
w prow adzenie zagadnień z bioche
mii stosowanej, obejmującej elementy 
biotechnologii i inżynierii genetycz-

Fot. 2. U czestnicy K onkursu Biochemicznego w  
Lublinie.

nej. W szystkie zadania konkursowe 
zostały opracowane przez Radę N a
ukow ą Konkursu w składzie: prof. dr 
hab. Teresa Jakubowicz (kierownik 
Zakładu Immunologii Bezkręgow
ców UMCS), dr hab. Anna Jarosz- 
W ilkołazka (adiunkt w  Zakładzie 
Biochemii UMCS, przewodnicząca 
O ddziału  Lubelskiego Polskiego To
w arzystw a Biochemicznego) oraz 
m gr chemii i m gr biologii Tadeusz 
W alczyński (doktorant w  Zakładzie 
Biochemii UMCS). W przerwie po
przedzającej ogłoszenie wyników, 
uczestnicy wysłuchali kilku krótkich 
w ykładów  autorstw a studentów  kół

naukow ych UMCS (biochemicznego 
i biotechnologicznego). Komisja oce
niająca, składająca się z pracowni
ków  naukow ych Zakładu Biochemii, 
na podstaw ie uzyskanych wyników 
wyłoniła laureatów (Fot. 3). Dyplo

m y i nagrody (1-3 miejsce) w  posta
ci atrakcyjnych książek otrzymali: I 
miejsce — Piotr Horoszewicz z I LO 
w  Białej Podlaskiej, II miejsce — Syl
w ia Stylińska z I LO w Lublinie, III 
miejsce — Agnieszka Kwiatkowska 
z I LO w Białej Podlaskiej. Dyplom y i 
drobne upom inki otrzym ały również 
osoby wyróżnione: I wyróżnienie — 
Katarzyna Kuźlik z I LO w Rykach, 
II w yróżnienie — Agnieszka Goral z 
I LO w  Lublinie, III w yróżnienie — 
Ewelina Rybak z I LO w Puławach, IV 
w yróżnienie — Ryszard Górski z I LO 
w  Łukowie. Ponadto w śród uczest
niczących szkół odbyło się losowa
nie „biochemicznych upom inków ". 
Fundatoram i nagród byli: Polskie 
Towarzystwo Biochemiczne O ddział 
Lubelski, Zakład Biochemii UMCS, 
Firma GENORE, Firma SIGMA-AL- 
DRICH, Centrum  Innowacji i Trans
feru Technologii Lubelskiego Parku 
Naukowo-Technologicznego Sp. z o. 
o. oraz Stowarzyszenie Pomocy Ro
dzinie Zagrożonej Patologią Społecz
ną „Postis" w  Lublinie. Zwycięzcom 
serdecznie gratulujemy, a fundato 
rom  dziękujemy za ufundow anie 
atrakcyjnych nagród. Organizatorzy 
dziękują pracownikom  naukow ym  
z Zakładu Biochemii UMCS za ich 
ogrom ny wysiłek w  pracach komisji 
oceniającej oraz studentom  z kół na
ukow ych W ydziału BiNoZ UMCS, 
za zaangażowanie w  realizację Kon
kursu. W przyszłym  roku planow a
na jest trzecia edycja Konkursu, a 
Organizatorzy zapraszają wszystkich 
zainteresowanych! (wg opracowania 
autorstw a Anny Jarosz-Wilkołazkiej 
i Tadeusza Walczyńskiego — UMCS; 
zdjęcia Grzegorz Janusz).

SUPERHELISA 2011. W dniach 
13-14 maja 2011 roku przeprow a
dzono po raz ósmy Konkurs W iedzy 
Biochemicznej dla studentów  Uczel
ni M edycznych (Fot. 4 i 5). O rgani
zatorem  tegorocznego Konkursu był 
Zakład Biochemii Ogólnej W ydziału 
Lekarskiego z Oddziałem  Lekarsko- 
Dentystycznym  w Zabrzu Śląskiego 
U niw ersytetu Medycznego w Ka
towicach. Flonorowy Patronat nad 
Konkursem  objęła Prezydent Miasta 
Zabrze pani M ałgorzata Mańka-Szu- 
lik. Konkurs odbywał się w  Ośrodku 
Konferencyjno-Szkoleniowym IN 
NOWACJA w Zabrzu. W konkursie 
wzięły udział zespoły reprezentują
ce dziesięć Uczelni Medycznych tj.

Fot. 3. L aureat K onkursu Biochemicznego Piotr Ho
roszew icz (po prawej) i przedstaw iciel firmy Geno- 
re K onrad Stępień (po lewej).

Collegium M edicum im. Ludwika 
Rydygiera w  Bydgoszczy Uniwersy
tetu Mikołaja Kopernika w Toruniu,

Fot. 4. Uczestnicy K onkursu W iedzy Biochemicznej 
SUPERHELISA 2011.

G dański Uniwersytet Medyczny, Col
legium  M edicum  U niwersytetu Ja
giellońskiego, Uniwersytet M edyczny 
w  Lublinie, Uniwersytet M edyczny w 
Łodzi, U niw ersytet M edyczny im. Ka
rola M arcinkowskiego w Poznaniu, 
Pomorski Uniwersytet Medyczny, 
W arszawski Uniwersytet Medyczny, 
Akadem ia M edyczna im. Piastów 
Śląskich we W rocławiu oraz Śląski 
U niw ersytet Medyczny. W arszawski 
U niw ersytet M edyczny był reprezen
tow any przez niezależne drużyny z 
dw óch W ydziałów. Inauguracja Kon
kursu  odbyła się 13 maja 2011 r. W 
imieniu W ładz Uczelni uczestników 
K onkursu powitała profesor Ewa 
Birkner, kierownik Zakładu Bioche-

Fot. 5. SUPERHELISA 2011 -  zw iedzanie kopalni.

mii Ogólnej W ydziału Lekarskiego w 
Zabrzu ŚUM w  Katowicach. Pierwszy 
dzień konkursu składał się z części 
testowej, trwającej 120 m inut i części 
pisemnej trwającej 60 minut. W czasie 
trw ania konkursu  dyskutow ano nad 
zagadnieniam i dydaktycznym i w  bio
chemii. Oceny prac dokonała Komisja 
K onkursu w  Zakładzie Biochemii; w 
tym  czasie studenci zwiedzali zabyt
kow ą kopalnię „Guido" w Zabrzu. W
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pierwszym  dniu Konkursu w yłonio
no zwycięzców w kategorii zespołowej. 
Pierwsze miejsce zajął Uniwersytet 
M edyczny im. Karola M arcinkow
skiego w Poznaniu, drugie miejsce — 
Akademia M edyczna im. Piastów Ślą
skich we W rocławiu, trzecie miejsce 
— Gdański Uniwersytet Medyczny. 
Drugi dzień Konkursu, część ustna, 
wyłonił zwycięzców w kategorii indy
widualnej. Zostali nimi (w kolejności 
zajmowanych miejsc) studenci: M arta 
Szymoniak z Poznania, Łukasz Dziur- 
kowski z G dańska i Sylwia Michalik 
z Poznania. Uroczyście wręczono na
grody indyw idualne i zespołowe, a 
wszyscy laureaci otrzymali pam iąt
kowe dyplom y (wg relacji dr hab. Sła
wom ira Kasperczyka).

Stypendia konferencyjne Fun
dacji na Rzecz N auki Polskiej,
na  dofinansowanie uczestnictwa 
polskich uczonych w m iędzynaro
dowych kongresach, sympozjach i 
konferencjach naukow ych w  Polsce 
lub za granicą. O  s ty p en d iu m  m o 
gli ubiegać się pracownicy lub dok
toranci krajowej szkoły wyższej lub 
innej instytucji prowadzącej badania 
naukowe, którzy zamierzali wygłosić 
na konferencji zaaprobow any przez 
organizatorów referat, komunikat, 
lub przedstawić plakat, a jednocze
śnie mieli udokum entow any dorobek 
naukowy w dziedzinie odpow iadają
cej tematycznie konferencji. Stypen
dia przeznaczone są dla obywateli 
polskich, w  wieku do 35 lat. Proce
durą konkursow ą związaną z p rzy 
znaw aniem  stypendiów  konferencyj
nych FNP zajmuje się Towarzystwo 
N aukowe W arszawskie. L aureatam i 
drugiej edycji, w iosennej, p ro g ra 
m u  „stypend ia  konferencyjne" 2011 
roku  zostali m.in.: W ojciech Brze
zicki (fizyka) z UJ, w yjazd  do H isz 
panii; Rafał Bułdak (biochemia) z 
ŚUM w  Katowicach, w yjazd  do  Ja
ponii; M ichał C hm ielew ski (chemia) 
z U niw ersy te tu  W arszaw skiego, 
w yjazd  do  Wielkiej Brytanii; Beata 
E ilip (biologia m edyczna) z In sty tu 
tu  Im m unologii i Terapii D o św iad 
czalnej PA N  w e W rocław iu, w yjazd  
d ó  Szwecji; K rzysztof G oryński (far
m aceutyka i farm akologia) z Colle
gium M edicum w  Bydgoszczy, w y 
jazd do W łoch; R adosław  K am iński 
(chemia) z U niw ersy te tu  W arszaw 
skiego, w yjazd  do H iszpanii; P io tr

Korcyl (fizyka) z UJ, w yjazd  do 
USA; A nna K urek (biologia) z U ni
w ersy te tu  W arszaw skiego, w yjazd  
do Szwajcarii; P iotr K w iatkow ski 
(chemia) z U n iw ersy te tu  W arszaw 
skiego, w yjazd  do  Grecji; M arta  Le- 
m ieszek  (biologia m edyczna) z In 
s ty tu tu  M edycyny W si w  Lublinie, 
w yjazd  do Chorwacji; M arek Łucz- 
kow ski (chemia) z U n iw ersy te tu  w e 
W rocław iu, w yjazd  do  H iszpanii; 
M ichał M arszałł (farm aceutyka i 
farm akologia) z Collegium M edicum  
w  B ydgoszczy, w yjazd  do Brazylii; 
M agdalena  M ilczarek (biologia m e 
dyczna) z In s ty tu tu  Im m unologii i 
Terapii D ośw iadczalnej w e W rocła 
w iu , w yjazd  do  Sztokholm u; R enata 
M odzelew ska-Ł agodzin  (fizyka) z 
U n iw ersy te tu  P rzyrodn iczo-H um a- 
n istycznego  w  Siedlcach, w yjazd  
do  Chin; Ilona N enko  (biologia) z 
U n iw ersy te tu  Jagiellońskiego, w y 
jazd  do  Francji; Paw eł Paśko (nauki 
o żyw ieniu) z UJ, w yjazd  do  H isz 
panii; A neta  P obudkow ska-M irecka 
(chemia) z  Politechniki W arszaw 
skiej, w y jazd  do Chorwacji; Paw eł 
Paśko (nauki o żyw ieniu) z CM  UJ, 
w yjeżdżający do  H iszpanii; A neta  
Pobudkow ska-M irecka  (chemia) z 
Politechniki W arszaw skiej, w yjazd  
do  Chorwacji; A nna  P tak  (biologia) 
z UJ, w yjazd  do  Francji; A gn iesz 
ka R ak-M ardyła (biologia) z  UJ, 
w yjazd  do  Francji; K atarzyna Szot 
(chemia) z In s ty tu tu  C hem ii F izycz
nej PA N , w yjazd  do  Japonii; M oni
ka W alczak (fizyka) z In sty tu tu  Fi
zyki PA N , w yjazd  do  Chin; H alina  
W aś (biologia m edyczna) z UJ, w y 
jazd  do  Francji; B enedykt W ładyka 
(biologia) z UJ, w yjazd  do Szw ajca
rii. R ozpatrzen iem  w niosków  zło 
żonych  do  30 w rześn ia  2011 roku  
Fundacja kończy finansow anie p ro 
g ram u  S typend ia  konferencyjne.

W  drugiej edycji Konkursu  
„Droga na Harvard" dla uczn iów  i 
s tu d en tó w  (Fot. 6) zw ycięzcam i zo 
stali: A drianna W iącek z Lublina, Ja
kub  N agrodzk i z K onarzyc, T om asz 
W dow ik  z W arszaw y i A gnieszka 
Szefer z Lubichow a. Laureaci po 
jadą we w rześniu na 10-dniową w y 
cieczkę do Bostonu i odw iedzą U ni
w ersytet H arvarda. Spotkają się tam  
m.in. z profesorami i studentam i,

w ezm ą udział w  wykładach, a tak 
że odw iedzą uczelniane laboratoria. 
Dw udziestu najlepszych uczestników 
konkursu zostanie objętych progra
m em  mentorskim, który zapew nia 
im dostęp do wiedzy i dośw iadczenia 
270 polskich absolwentów U niw er
sytetu Harvarda. Program  m entorski 
ma na celu wsparcie laureatów  kon
kursu w  ich staraniach o miejsce w  
najlepszych uczelniach na świecie. 
Konkurs zorganizował H arvard  Club 
of Poland. W konkursie mogli wziąć 
udział uczniowie gimnazjów i szkół 
średnich, studenci uczelni państw o
wych i pryw atnych oraz absolwenci 
szkół, którzy chcieli studiow ać na 
uczelniach amerykańskich, zwłaszcza 
na Uniwersytecie Harvarda. H arvard  
Club of Poland jest stowarzyszeniem; 
zrzesza ono prawie 270 polskich s tu 
dentów, absolwentów oraz byłych i 
obecnych pracowników U niw ersy
tetu H arvarda w  Cambridge w  Sta
nach Zjednoczonych. Celem H arvard  
Club of Poland jest popularyzow a
nie wśród młodych zdolnych Pola
ków idei studiowania na najlepszych 
uczelniach świata. W tym roku Stowa
rzyszenie rozpoczęło budow ę F undu 
szu Stypendialnego dla Polaków na 
Harvardzie. Darczyńcami pierw szego 
1 miliona dolarów są Anna i Dariusz 
M ioduscy z Warszawy. W tym  roku, 
po raz pierwszy w  Polsce odbędzie się 
prestiżowa konferencja europejskich 
absolwentów H arvardu, European 
Leadership Conference. Gala Finało
w a konkursu odbyła się 15 czerwca w 
Pałacu Sobańskich, w  obecności m ar
szałka Sejmu Grzegorza Schetyny.

Fot. 6. Laureaci K onkursu „Droga na  H arvard".

Szczegóły na temat projektu m ożna 
znaleźć na stronie: h t tp : / /w w w .d r o -  
gan ah arv a rd .p l / .

W drugim  etapie tegorocznej edy 
cji konkursu GreenEvo, tzw. akcele
ratora zielonych technologii M inister
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stw a Środowiska wybrano spośród 36 
zgłoszeń 21 technologii w  dziedzin ie  
ochrony  środow iska, k tóre mają 
szansę  n a  św iatow ą prom ocję. W 
dziedzinie ochrony powietrza uzna
nie jurorów  zdobyły palniki ograni
czające zanieczyszczenie przy spala
n iu  ciężkich paliw  ciekłych, biopaliw 
i m ieszanin paliw  ropopochodnych z 
biopaliw em  i w odą oraz technologia 
termicznej utylizacji niskokalorycz- 
nych gazów odpadowych. W dziedzi
nie gospodarki odpadam i firma za
proponow ała technologię energetycz
nego recyclingu biomasy i odpadów  
kom unalnych, przem ysłowych i szpi
talnych. Wszystkie trzy technologie, 
w ybrane do udziału w  drugim  etapie 
konkursu  zgłosiła jedna firma — spół
ka ZBUS-TKW Combustion z Głowna 
(woj. Łódzkie). W ochronie powietrza 
do dalszej części konkursu zakwalifi
kow ano Reduxco, katalizator popra
wiający efektywność spalania paliw  
w ęglow odorow ych przygotowany 
przez firmę Dagas z Warki (woj. Ma
zowieckie). Dwie wybrane technolo
gie gospodarki odpadam i przedstaw i
ła firma Multichem Eko z Pyrzyc (woj. 
Zachodniopomorskie). Jej produkt 
FuelCal pozwala na wykorzystanie 
odpadów  z produkcji rolnej do pozy
skiw ania energii, albo do nawożenia. 
W drugim  etapie konkursu znalazła 
się też technologia unieszkodliwiania 
odpadów  niebezpiecznych metodą 
m ikrofalową firmy Aton HT z W ro
cławia, które pozwalają unieszkodli
wić m.in. azbest, odpady poubojowe 
i zanieczyszczenia ze spalania paliw 
konwencjonalnych oraz redukujące 
przykre zapachy. W grupie techno
logii dotyczących odnawialnych źró
deł energii na liście 21 opracowań są 
system y zasilania z ogniwem paliw o
w ym  firmy APS Energia z Zielonki 
koło W arszawy, palenisko kotła do 
spalania granulowanego paliwa tzw. 
peletów  firmy Fu-Wi z Elbląga, linia 
do brykietowania słomy LTBS firmy 
POL-MOT W arfama z Dobrego Mia
sta. Jest też technologia do oczyszcza
nia biogazu Biosulfex firmy Zespół 
Innowacyjny PROMIS z W arszawy 
oraz „zapora" elektryczna w wodzie, 
chroniąca ryby przed wpłynięciem 
do u rządzeń  elektrowni wodnych, 
przygotow ana w firmie PROCOM 
SYSTEM z Wrocławia. Cztery roz
w iązania wspierają oszczędność 
energii — sterownik zdalnej kontroli

urządzeń elektrycznych firmy APA- 
NET Andrzej Lis, Piotr Leszczyń
ski z Wrocławia, oprogram ow anie 
wspierające optymalizacją zużycia 
mediów energetycznych firmy NMG 
z Bydgoszczy, system lamp solarnych 
PPHU R. Macek W. Wichary z Zabrza 
oraz geotermalna pom pa ciepła VA- 
TRA opracowana w  WSK Kraków. 
W dziedzinie gospodar
ki wodno-ściekowej do 
dalszej części konkursu 
wybrano 5 technologii.
Są to: m etoda „PROTE 
fos" blokująca fosfor w  
osadach dennych zbior
ników wodnych przy 
użyciu koagulantów  
przygotow ana w  firmie 
PROTE Technologie dla 
Środowiska z Poznania, 
m ieszadła stosowane 
w  oczyszczalniach ście
ków firmy Redor z Bielska Białej i 
hybrydow e suszarnie osadów ścieko
wych firmy EKOTOP Roman Sobczyk 
z Piły. W tej grupie jest też technolo
gia biologiczno-mechaniczna zasto
sowana w kontenerowej oczyszczalni 
ścieków firmy CTE Carbotech Engi
neering ze Szczecina oraz technolo
gia oczyszczania ścieków przem ysło
wych Chemadex warszawskiej firmy 
o tej samej nazwie. Firmy, które opra
cowały wybrane technologie, skorzy
stają z bezpłatnych szkoleń, obejmują
cych zagadnienia z zakresu transferu 
technologii, strategicznych rynków  
zagranicznych oraz rynku krajowego, 
czy zasad promocji. Po szkoleniach 
nastąpi kolejna selekcja firm i w ybór 
laureatów, których technologie będą 
prom ow ane za granicą na targach i 
wystawach oraz poprzez sieć polskich 
am basad i przedstawicielstw handlo 
wych. M inisterstwo stworzyło akcele
rator, by znaleźć na polskim rynku i 
w yprom ow ać za granicą innowacyjne 
technologie firm zajmujących się eko
logią. Celem resortu jest stworzenie 
marki GreenEvo, która ma gw aranto
wać wysoką jakość zielonych techno
logii z Polski. Ministerstwo zakłada, 
że uczestniczące w  tym konkursie fir
my uzyskają większy prestiż i zaufa
nie na światowym  rynku. Informacje 
o akceleratorze m ożna znaleźć na 
stronie internetowej greenevo.gov. 
pl. W ubiegłorocznej edycji konkursu 
w ybrano 13 firm laureatów.

Doktor hab. inż. Andrzej Boro- 
dziński (Fot. 7) z Instytutu Chemii Fi
zycznej PAN w W arszawie prowadzi 
badania nad ogniwami paliwowymi 
zasilanymi kwasem  mrówkowym; są 
tanie, lżejsze od dotychczasowych i 
zapewniają możliwość ciągłej pracy. 
Mają wszelkie szanse unowocześnić 

rynek przenośnej elektro
niki. Ogniwo paliwowe to 
urządzenie przetwarza
jące energię chemiczną w 
elektryczną. Prąd powstaje 
bezpośrednio wskutek spa
lania paliwa w  obecności 
katalizatorów, stosowanych 
na anodzie i katodzie ogni
wa. Katalizator wydajny i 
trwały, zapewniający stabil
ność ogniwa, został opraco
wany w  Instytucie Chemii 
Fizycznej PAN. Najlepsze 
istniejące obecnie ogniwa, 

wodorowe, w  praktyce dochodzą do 
60% zamiany energii chemicznej na 
elektryczną, a w  paliwowych ogni
wach ta teoretyczna sprawność może 
sięgać 100%. Na drodze do komercja
lizacji ogniw wodorow ych czy meta
nolowych stoją problemy techniczne i 
bezpieczeństwa (toksyczność, wysoka 
tem peratura reakcji, w arunki przecho
wywania). A lternatywnym  rozwią
zaniem okazują się ogniwa paliwowe 
działające na kwasie m rówkowym  
(można stosować kw as mrówkowy o 
niskiej czystości, reakcja w  tem peratu
rze pokojowej, łatwość przechowywa
nia i transportu kwasu); kwas m rów 
kowy można produkow ać z biomasy i 
uzyskiwać w ten sposób bardzo tanie 
oraz ekologiczne paliwo do ogniwa. 
Zdaniem naukowców z IChF PAN, 
ogniwa paliwowe na kwasie m rów 
kowym  znalazłyby liczne zastosowa
nia, przede wszystkim w  przenośnych 
urządzeniach elektronicznych, telefo
nach komórkowych, laptopach, u rzą
dzeniach GPS. Ogniwa te mogłyby być 
instalowane także jako źródła zasilania 
pojazdów, od wózków inwalidzkich, 
przez elektryczne rowery, po jachty. W 
Instytucie Chemii Fizycznej PAN roz
poczynają się badania nad pierwszy
mi bateriami zbudow anym i z ogniw 
paliwowych na kwasie mrówkowym. 
Przewiduje się, iż prototyp komercyj
nego urządzenia powinien być gotowy 
w  ciągu kilku lat. (Źródło: IChF P A N / 
Grzegorz Krzyżewski)
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Fot. 7. Dr hab. inż. Andrzej Bo- 
rodziński.
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Polskie centra badaw cze  złożyły 
5 spośród  20 zw ycięskich p ro jek tów  
um ieszczonych  na  głównej liście 
rankingow ej k o n k u rsu  Potencjał 
B adaw czy w  ram ach  7. P ro g ram u  
R am ow ego. Polskie projekty uzyska
ły łączne dofinansowanie przekracza
jące 18 m in euro, czyli blisko jedną 
czwartą całkowitej wartości budżetu  
konkursu. W ciągu ostatnich czterech 
lat ponad 34 m in euro dofinansow a
nia trafiło do 13 polskich centrów 
badawczych. W w yniku rozstrzy
gniętego w  kwietniu b.r. konkursu, 
pieniądze na zakup aparatury badaw 
czej, zatrudnienie doświadczonych 
uczonych, m iędzynarodow ą w ym ia
nę pracow ników  naukow ych oraz 
organizację warsztatów, konferencji i 
działań promocyjnych otrzymają: In
stytut Chemii Fizycznej PAN na pro 
jekt NOBLESSE o budżecie 3715640 
euro, Instytut Energetyki na projekt 
SENERES o budżecie 2683464 euro, 
Collegium M edicum  U niwersytetu 
Jagiellońskiego na projekt OMICRON 
o budżecie 4387839 euro, Instytut 
N auk Geologicznych PAN na projekt 
ATLAB o budżecie 3942524 euro oraz 
Szkoła Główna G ospodarstw a Wiej
skiego na projekt WULS Plant H ealth 
o budżecie 4466897 euro. Wysoko 
oceniony został również projekt zło
żony przez Europejskie Regionalne 
Centrum  Ekohydrologii M iędzynaro
dowego Instytutu PAN, który znalazł 
się na rezerwowej liście projektów. 
Finansowana w  ram ach projektu 
wym iana pracow ników  naukowych, 
konferencje i w arsztaty oraz inne 
przedsięwzięcia prow adzone w raz 
z najlepszymi europejskimi centra
mi badawczym i zwiększają szansę 
polskich jednostek na dołączenie do 
konsorcjów naukow ych składają
cych projekty badaw cze zarówno w 
ram ach 7 PR oraz innych systemów 
wsparcia UE. Przeciętna wartość do
finansowania dla polskich jednostek 
uzyskiw ana w 7. PR, największym eu
ropejskim m echanizmie finansowania 
badań, nie przekracza 200 tys. euro. 
W ynika to z faktu, że w  projektach 
7 PR bierze udział kilkunastu part
nerów, stąd, m im o dużych budże
tów projektowych, do pojedynczych 
partnerów  trafiają względnie niskie 
kwoty. Środki finansowe trafiające 
do polskich jednostek w  ramach kon
kursu  Potencjał Badawczy są ponad 
20-krotnie wyższe niż średnia w ar

tość dofinansowania uzyskiwanego 
w  pozostałych konkursach 7 PR (wg 
portalu N auka w  Polsce).

M obilność naukow ców  i s tu 
d en tów , przyszłość europejskich 
un iw ersy te tów , innow acje w  go
spodarce  i b ad an ia  finansow ane ze 
ś ro d k ó w  UE to g łów ne tem aty  n a 
u kow e i akadem ickie, k tóre będą 
po ruszane  na  spo tkaniach  w  czasie 
polskiej prezydencji. Polski rząd 
zorganizuje podczas polskiego prze
wodnictw a w  Radzie UE kilka spo
tkań poświęconych problematyce na
uki i szkolnictwa wyższego. 20 lipca 
br. w  Sopocie odbyła się konferencja 
ministerialna na tem at Europejskiej 
Przestrzeni Badawczej. Dzień póź
niej, również w  Sopocie, obradowała 
na nieform alnym  posiedzeniu Rada 
UE ds. konkurencyjności. Sopot bę
dzie też gościł 24-25 października 
konferencję na tem at modernizacji 
uniwersytetów. N a koniec września 
zaplanow ano spotkanie poświęcone 
unijnem u program ow i stypendialne
m u dla naukow ców  „Marie Curie" i 
zjazd jego uczestników w 15. rocznicę 
utw orzenia tego program u wspiera
jącego badaczy europejskich. Spotka
nie organizuje M inisterstwo Nauki i 
Szkolnictwa Wyższego. Towarzyszyć 
m u będzie sym pozjum  „Nauka — pa
sja, misja, odpowiedzialność".

6 i 7 lipca w warszawskim  Cen
trum  Nauki Kopernik odbyła się kon
ferencja „W schodni W ymiar Mobil
ności", poświęcona edukacji i nauce, 
w  aspekcie zwiększenie mobilności 
m iędzy Unią Europejską i krajami 
objętymi program em  Partnerstwa 
W schodniego. Organizatoram i byli: 
M inisterstwo Kultury i Dziedzictwa 
N arodowego, M inisterstwo Edukacji 
Narodowej, M inisterstwo Sportu i Tu
rystyki oraz Komisja Europejska; na
tomiast partneram i spotkania: Insty
tu t Adam a Mickiewicza, Punkt Kon
taktowy Program u Kultura, Punkt 
Kontaktowy Program u Europa dla 
Obywateli, U rząd Miasta Stołecznego 
W arszawa. Osobna seria spotkań bę
dzie dotyczyć dotychczasowych w y
ników działania 7. Program u Ramo
wego do spraw  Badań i Rozwoju, czy
li głównego m echanizm u finansowa
nia badań w  UE. Poświęconych temu 
będzie siedem m iędzynarodow ych 
konferencji naukowych, począwszy 
od sym pozjum  zaplanowanego na 5-8

września w  Gdańsku, a związanego z 
(bio) technologiami dla ochrony śro
dowiska. Na konferencję zapraszał 
profesor dr hab. Korneliusz Miksch z 
Katedry Biotechnologii Środowisko
wej Politechniki Śląskiej.

W dniach 20 i 21 w rześnia w  W ar
szawie zaplanow ano największą eu 
ropejską konferencję dotyczącą b a 
dań  na rzecz bezpieczeństwa: Securi
ty Research Conference 2011, o rgani
zow aną przez Przem ysłowy Insty tu t 
Autom atyki i Pom iarów (PIAP). 
Podczas sesji tem atycznych zostaną 
zaprezentow ane innowacyjne roz 
w iązania w ypracow ane w ram ach 
m iędzynarodow ych i krajow ych 
projektów, takich jak na p rzykład  
system y „Proteus" i „TALOS". Kon
ferencji będzie towarzyszyć w ystaw a 
naukow o-przem ysłow a. Pom iędzy 
22 i 23 w rześnia, też w  W arszawie, 
zorganizow ana zostanie konferencja 
poświęcona m ateriałom  przyszłości, 
które mają sprostać „w yzw aniom  
naszych czasów". Sym pozjum  Fu- 
m at 2011 organizują m.in. Insty tu t 
Podstaw ow ych Problem ów Tech
niki PAN i Politechnika W arszaw 
ska. Kolejna konferencja, w  dniach 
19 i 20 października, będzie d o ty 
czyć procesu integracji europejskiej. 
Projekt EUINTEGRATIO prow adzi 
profesor Ewa Latoszek ze Szkoły 
Głównej Handlowej w  W arszawie. O 
w spółpracy naukowej Unii E uropej
skiej z krajami Europy W schodniej 
i Azji Środkowej (EU-EECA) będzie 
m ow a 15 i 16 listopada w W arsza
wie. O siągnięcia E uropejsk ich  In i
cjatyw  P rzem ysłow ych  o raz  efek ty  
w p ro w ad zo n y ch  p rzez  n ich  p la 
n ów  z zak resu  w y tw arzan ia  e n e r 
gii zostaną  zap rezen to w an e  28 i 29 
lis to p ad a  w  W arszaw ie  n a  k o n fe 
rencji pośw ięconej eu ro p e jsk iem u  
stra teg icznem u  p lanow i w  d z ie 
dzin ie  technologii en e rge tycznych  
SET-Plan. O dbędzie  się też  w ie le  
zeb rań  eksperck ich , pośw ięco n y ch  
poszczegó lnym  z ag ad n ien io m  p o 
lityki naukow ej i akadem ickiej UE 
oraz trzy  fo rm alne  sp o tk an ia  m in i
s trów  w  Brukseli: d w a  p o sied zen ia  
R ady UE do  sp raw  k o n k u ren cy jn o 
ści w e w rześn iu  i w  g ru d n iu  o raz  
R ady UE ds. edukacji, m ło d z ieży , 
k u ltu ry  i sp o rtu  w  lis to p ad z ie  (w g 
inform acji zaw artej na p o rta lu  N a 
u k a  w  Polsce).
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A cadem ia  E uropaea , z rzeszająca  
2,5 tys. n aukow ców , w  ty m  50 la u 
rea tó w  N ag ro d y  N obla , o tw ie ra  w e 
W rocław iu  sw oje d ru g ie , p o  L on 
dyn ie , b iuro . List intencyjny po d p i
sali prezydent W rocławia Rafał D ut
kiewicz i prezes A cadem ii prof. Lars 
Walloe (Fot. 8). A cadem ia Europaea 
rozw ażała otwarcie b iura  w  m.in. 
M onachium , Barcelonie i S trasburgu, 
aby ostatecznie zdecydow ać o w y 
borze W rocławia; doceniono tym  sa
m ym  konsekw entne w drażan ia  stra 
tegii W rocławia polegającej na  w spie
ran iu  rozw oju gospodarki opartej na 
w iedzy. W rocławskie b iuro  będzie 
nosić nazw ę C entrum  
W iedzy Academia 
Europaea (Academia 
Europaea Knowledge 
Hub). Academ ia Eu
ropaea jest europej
ską instytucją skupia 
jącą naukow ców  z 35 
krajów. Powstała w  
1988 roku, a pełni d o 
radczą i opiniotw ór
czą rolę w  zakresie 
nauki. Do Academii 
należy 40 polskich 
naukow ców , w  tym  
dw óch z Wrocławia. W edług infor
macji p rezydenta D utkiew icza zło
żonej podczas konferencji prasowej 
b iuro  zostanie o tw arte jeszcze w bie
żącym  roku, a siedzibę będzie miało 
p raw dopodobnie  na w rocław skim  
Rynku. Rafał D utkiew icz uw aża, iż 
dzięki otw arciu b iura do W rocławia 
będą przyjeżdżać znani naukow cy, 
nobliści, będą się odbyw ać różnego 
rodzaju  konferencje, sym pozja n a 
ukow e, i być może będzie m ożna też 
zw iększyć zasilania finansow e nauki 
polskiej (nie w ydarzy  się to od razu). 
Prof. Lars Walloe przed  podpisan iem  
listu  intencyjnego m ów ił o w rażeniu  
jakie na nim  zrobił w rocław ski en tu 
zjazm  środow isk naukow ych  i całe 
miasto. Dodał, że liczy na w spół
pracę ze środow iskam i akadem ic
kimi, instytucjami naukow ym i, ale 
p rzede  w szystkim  liczy na m łodych 
wrocławskich, polskich naukow ców  
zainteresow anych rozszerzeniem  i 
zdobyw aniem  w iedzy (wg inform a
cji uzyskanej z U rzędu M iasta W ro
cław).

Fingolimod w  terapii stwardnie
nia rozsianego. W yniki badań  m ię

dzynarodowego program u kliniczne
go z zastosowaniem fingolimodu w  
terapii stwardnienia rozsianego (SM) 
om aw iano  podczas konferencji n e u 
rologicznej na  początku  czerw ca b.r. 
w  W arszaw ie. Obiecujące w yniki 
b ad ań  zaprezen tow ali prof. d r  hab. 
K rzysztof Selmaj (Fot. 9), k ierow nik  
K atedry  i Kliniki N eurologii 
UMŁ i za razem  prezes Pol
skiego T ow arzystw a N eu ro 
logicznego oraz  d r  A ndrew  
C han z Kliniki N eurologii 
U niw ersy tetu  R uhry, St. Jo
seph  w  Bochum  w  N iem 
czech. Fingolim od ham uje 

p ostęp  SM; ba
dan ia  klinicz
ne w ykazały  
jego znaczną 
s k u t e c z n o ś ć  
terapeutyczną. Jak 
wyjaśniał prof. d r hab. 
Krzysztof Selmaj, fin
golimod zatrzymuje 
limfocyty w  węzłach 
chłonnych i zmniejsza 
ilość operatywnych 
limfocytów, które z w ę
złów chłonnych docie
rają do mózgu. Fingo

limod jest antagonistą receptora sfin- 
gozyny. Receptory te zostały 
odkryte około 10 lat tem u i 
ciągle jest badane ich znacze
nie biologiczne. W ystępują 
one na różnych komórkach, 
również układu nerwowego, 
w  tym  na samych neuronach.
W pracach doświadczalnych 
potwierdzono w pływ  fingo
lim odu nie tylko na proces 
zapalny, który zapocząt
kowuje rozsiane zmiany w 
mózgu, ale i na ośrodkowy 
układ nerwowy. Badania kliniczne 
z udziałem  ludzi, polegają na ocenie 
atrofii (zaniku) mózgu, co pośrednio 
może potwierdzić ochronny w pływ  
terapii. W konsekwencji zapalenia 
komórki ulegają degeneracji. W bada
niach prow adzonych na pacjentach z 
SM wykazano, że fingolimod w pływ a 
na procesy chorobowe w centralnym  
układzie nerwowym , silnie ham u
jąc atrofię. W edług prof. Selmaja lek 
obecnie jest badany w grupie 15 proc. 
pacjentów z odm ianą SM, gdzie uw a
ża się, że zapalenie odgryw a mniejszą 
rolę niż procesy degeneracyjne. Jeże

li ten lek rzeczywiście ma potencjał 
działania naprawczego, to w  tej po
pulacji pacjentów, powinien również 
wykazać skuteczność. To więcej niż 
nadzieje, bo są już wyniki naukowe. 
Potw ierdzanie wyników naukow ych 
zajmie 2-3 lata, wyniki mogą być po
znane za 4 lata. W edług współprow a- 

dzącego badania, d r Chana, 
oddziaływ anie preparatu  za
wierającego fingolimod bada 
się także w  tych postaciach 
SM, gdzie do tej pory nie m oż
na było mówić w  ogóle o żad 
nych terapiach (wg informacji 
zawartej na portalu N auka w 
Polsce).

M echanizm  w yzw alający  
lęk  w yw ołan y  stresem za
chodzący w  m ózgu odkrył
zespół naukow ców  kierowany 

przez dr Roberta Pawlaka z U niw er
sytetu w  Leicester w  Anglii. W spół
autoram i sukcesu naukowego są ba
dacze z grupy prof. Ryszarda Prze
włockiego (Fot. 10) z Zakładu Neuro- 
farmakologii Molekularnej Instytutu 
Farmakologii PAN i prof. Sadao Shio- 
saka z Instytutu Nauki i Technologii 
w  japońskiej Narze. W yniki sw oich 
b a d a ń  nau k o w cy  opublikow ali n ie 
daw n o  w  czasopiśm ie „N atu rę". 

W ed ług  w y pow iedz i prof. 
R yszarda  Przew łockiego, 
do pow staw ania zm ian neu- 
roplastycznych wywołanych 
stresem  i przebudow y połą
czeń nerwowych w m ózgu 
niezbędne jest białko o na
zwie neuropsyna. N europsy- 
na powstaje w  jądrze m igda
łowatym, czyli m ózgow ym  
ośrodku emocji, w  reakcji na 
stres. Badania mechanizm u 
pow staw ania lęku trwały 

trzy lata; m.in. badano w pływ  zmian 
m olekularnych powstałych w  w yni
ku stresu w jądrze m igdałow atym  na 
zachowanie myszy. W odpow iedzi 
na stres zwierzęta starają się unikać 
zagrożenia. Farmakologiczne zaha
m ow anie działania neuropsyny lub 
genetyczne usunięcie białka niweluje 
zm iany zachowania wywołane przez 
stres. Badacze wykazali, że usunięcie 
z kom órek nerw ow ych neuropsyny, 
lub jej molekularnych partnerów , 
prow adzi do zablokowania neuronal- 
nego m echanizm u pow staw ania lęku. 
W szystkie elementy szlaku działania 
neuropsyny występujące u gryzoni

Fot. 8. Prof. Lars W alloe i prezydent 
W rocławia Rafał Dutkiewicz (zdjecie po
chodzi z  h ttp :/ /w ro c law .g a ze ta .p l/)

Fot. 9. Prof. d r  hab. 
Krzysztof Selmaj.
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Fot. 10. Prof. R yszard 
Przewłocki.
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można znaleźć także w ludzkim  m ó
zgu, zatem  mogą one pełnić podob
ną rolę u człowieka. Dalsze badania 
powinny ocenić możliwości poten
cjalnej terapii wywołanych stresem 
zachowań. W edług autorów  wyniki 
pracy opublikowanej w  „N aturę" po 
zwalają przypuszczać, że neuropsyna 
może stanowić cel nowej terapii prze- 
ciwstresowej. Praca stwarza nadzie
ję na rozwój takiego leczenia i może 
przyczynić się do zapobiegania w y
woływanych stresem zaburzeń neu 
ropsychiatrycznych. Istnieją indyw i
dualne różnice w  podatności na stres, 
który coraz częściej staje się przyczy
ną wielu chorób psychiatrycznych, 
ale przeżycia traum atyczne tylko u 
niektórych rozwijają zależne od stre
su choroby, tj. depresję, zespół stresu 
pourazowego, zaburzenia lękowe, 
fobie, zespoły paniki, czy uogólnio
nego lęku. Zdaniem  prof. Przewłoc
kiego, w spółautora badań, sposób 
funkcjonowania neuropsyny może 
przynajmniej w  części odpow iadać 
za te różnice i w ystępowanie chorób 
w ywołanych stresem. Do tej pory su 
gerowano istotny udział neuropsyny 
w  procesach uczenia się i pamięci, 
niewiele w iadom o o biochemicznym 
mechanizmie działania neuropsyny 
w procesach przetw arzania emocji. 
Praca „Neuropsin cleaves EphB2 in the 
amygdala to control ankiety" opubliko
w ana w „Naturę" wyjaśnia tę kwestię.

B adania n ad  w p ły w em  w a ru n 
ków  zew nętrznych  na  tw orzen ie  
się różnych  kom órek  tłuszczow ych 
rozpocznie  w krótce 
w  Instytucie Rozrodu 
Zwierząt i Badań Żyw 
ności w  O lsztynie ze
spół am erykańskiego 
biologa d r  Leslie Ko
zaka (Fot. 11), k tóry  
przyjechał do  Polski 
w  ram ach  p ro g ram u  
„W elcom " Fundacji na 
Rzecz N auki Polskiej.
Celem jego prac będzie 
zbadanie mechanizmów 
genetycznych, które de
cydują o tw orzeniu się 
tkanki tłuszczowej w  zależności od 
w arunków  zewnętrznych, a zw łasz
cza od tem peratury otoczenia. Wia
domo, że nadm iar tkanki tłuszczowej 
powstaje przy nadm iarze energii, 
której organizmowi dostarczamy w

pożywieniu. Ciało nie jest w  stanie 
jej całej spalić i odkłada na zapas w 
postaci tkanki tłuszczowej. Mówiąc 
o zużyciu energii przez organizm 
m am y zwykle na myśli 
aktywność fizyczną. W 
rzeczywistości dostoso
wanie tem peratury cia
ła do niższej tem pera
tury  otoczenia również 
zwiększa w ydatkow a
nie energii. N a pewno 
nie w  stopniu takim  jak 
przy podjętej aktyw no
ści fizycznej, ale wynik 
jest w arty zauważenia. 
Doświadczenia pokaza
ły, że obniżenie tem pe
ratury  (np. przez założenie chłodzącej 
kamizelki) wokół chorej osoby, nie 
mogącej podjąć ćwiczeń gimnastycz
nych, daje możliwość spalenia części 
tłuszczu, bo organizm  musi w tedy 
zużywać więcej energii dla ogrzania 
się. Dr Kozak poinformował, że bada
nia w  Olsztynie będą prow adzone na 
myszach. Zwierzęta będą podzielone 
na grupy i hodow ane w różnych w a
runkach, np. jedna grupa w  otoczeniu 
o tem peraturze niecałych 30°C, w  któ
rej organizm  nie m usi wcale zużywać 
energii na podtrzym yw anie ciepłoty 
ciała, a druga w  tem peraturze obni
żonej do około 17-18°C, kiedy trzeba 
zużyć dużo energii na podtrzym y
wanie tem peratury ciała. Myszy będą 
ponadto żyły w w arunkach sprzy
jających otyłości, czyli będą miały 
ograniczoną możliwość ruchu i w y
sokokaloryczny pokarm. Po zakoń

czeniu doświadczenia tkanki 
tłuszczowe, biała i brązowa, 
myszy zostaną zbadane. O 
tym, jakiego rodzaju kom ór
ki tłuszczowe pow staną w 
organizmie, decyduje specjal
ny m echanizm  różnicowania 
się. Wiąże się to z ekspresją 
poszczególnych genów. Ze
spół dr Leslie Kozaka będzie 
badał m.in. właśnie ekspresję 
genów w komórkach tkanek 
tłuszczowych myszy. Po
znanie mechanizm ów różni
cowania tkanki tłuszczowej 

może też pomóc w  tw orzeniu do
skonalszych leków, pomagających w 
zwalczaniu otyłości; dla niektórych 
otyłych ludzi terapia farmakologicz
na jest jedynym  wyjściem w walce z 
otyłością. Przy badaniach dr Kozaka

znajdzie zatrudnienie czterech dokto 
rów  i sześciu m agistrów  oraz asystent 
kierownika całego projektu. Czasowo 
potrzebni będą też studenci. Łącznie 

na ich prow adzenie 
biolog otrzym ał 7,2 
m in zł. Są to środki po 
chodzące z Fundacji na 
Rzecz N auki Polskiej i 
Europejskiego F undu 
szu Rozwoju Regio
nalnego (wg portalu 
N auka w Polsce).

M agister Katarzy
na Z am elczyk  (Fot. 
12), ab so lw en tk a  
U n iw ersytetu  Szcze 
c iń sk iego , obecn ie  

doktorantka na W ydziale Geologii 
U niw ersy tetu  w  Trom so w  N orw egii 
jest w sp ó ła u to rk ą  a r ty k u łu  Enhan- 
ced Modern heat transfer to the Arctic 
by warm Atlantic Water w  czaso p i
śm ie „Science". W spólnie z m iędzy 
narodow ą g rupą  badaczy dow odzi, 
że zm niejszanie się pokryw y lodowej 
na oceanie A rktycznym  oraz gw ał
tow ne ocieplenie klim atu w Arktyce 
to efekt zw iększonej w ym iany ciepła 
z w odam i A tlantyku. Badania do ty 
czą w zrostu  tem pera tu ry  w cieśni
nie Fram, jako bezprecedensow ego 
zjawiska w  ciągu ostatnich dw óch 
tysięcy lat. Tezę tę udow adniają  ba
dania osadów  morskich, które p rze 
prow adziła  m iędzynarodow a g rupa 
naukow ców . Uczeni zbadali m orskie 
m ikroskopijne i skam ieniałe o rgani
zmy, otw ornice. W ydobyli je z rd ze 
nia osadow ego w  zachodniej części 
w ybrzeża Svalbardu i w ykorzystali 
ich preferencje ekologiczne oraz li
czebność do rekonstrukcji tem pera 
tu ry  w ody w  cieśninie Fram. O tw or
nice żyją na głębokości w ody od 50 
do 200 m etrów  i budują w apienne 
skorupki. G dy um ierają, puste  sko
rupki g rom adzą się na dnie m orza 
w raz z cząstkam i osadu. Różne ga
tunki otw ornic preferują określone 
w arunki term iczne wód, w  których 
żyją; g rupy  gatunków  zaw artych  w  
próbkach osadów  pom agają określić 
w arunki oceaniczne i klim atyczne p a 
nujące w  przeszłości. A naliza sk ładu  
chem icznego w apiennych  skorupek, 
w  których żyły otw ornice pozw ala 
na rekonstrukcję tem pera tu ry  w ody. 
W ykorzystanie tych dw óch nieza
leżnych m etod, pozw oliło grupie  
naukow ców  na odkrycie ciepłych i
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Fot. 12. M gr K atarzyna Zamelczyk.

Fot. 11. Dr Lesli Kozak.
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chłodnych okresów  w cieśninie Fram 
w  ciągu ostatnich dw óch tysięcy lat 
i w ykazanie w zrostu tem peratury  o 
około 2°C w  ciągu ostatnich stu lat. 
W m iędzynarodow ej grupie badaw 
czej znaleźli się naukow cy z Insty tu 
tu  do Badań M orza IFM-GEOMAR w 
Leibniz, Insty tu tu  Alfreda W egenera 
Badań Polarnych i Morskich w  Bre
m erhaven, Akadem ii N auk Fluma- 
nistycznych i Literatury w Moguncji 
oraz U niw ersytetów  z Tromso (Nor
wegia) i z Boulder (USA) (wg infor
macji zaw artej na portalu  N auka w 
Polsce).

We w rześniu  w Sztokholmie zo
stanie otw arta  wystawa „Marie

Skłodowska/M me Curie". Inform a
cję o w ydarzeniu  podało M uzeum  
Noblowskie; kuratorem  w ystaw y jest 
Anna Stenkula. W ystaw a ma p rzy 
pomnieć Szwedom, że noblistka była 
Polką. W Szwecji M aria Skłodow ska- 
Curie znana jest przede w szystkim , 
jako Marie Curie, i tak jest zanotow a
na informacja o Uczonej w  szw edz
kich encyklopediach i podręczni
kach. W ystawa ma być pretekstem  
do dyskusji nad  tożsam ością naro 
dow ą noblistów. Jedna z części w y 
staw y poświęcona zostanie sytuacji 
w spółczesnych kobiet nauki. W tym  
celu przedstaw iciele M uzeum  No- 
blowskiego przeprow adzili w yw ia
dy z kobietam i naukow cam i w Pol

sce, Francji oraz Szwecji. O dw iedzili 
rów nież M uzeum  Marii Skłodow- 
skiej-Curie w  W arszawie. Ekspozy
cja o pow ierzchni 300 m 2 przedstaw i 
także dokonania Marii Skłodow- 
skiej-Curie, jej pracę w laboratorium  
oraz problem  prom ieniotwórczości. 
W ystawę „M arie Skłodow ska/M m e 
Curie" będzie m ożna odw iedzać od 
16 w rześnia do stycznia 2012 roku w 
prestiżow ym  M uzeum  Noblowskim . 
Każdego roku laureaci N agrody  N o
bla przed cerem onią w ręczenia (10 
grudnia) zw iedzają m uzeum  w raz z 
rodzinam i i przyjaciółmi. W ystawa 
otrzym a logo polskiej prezydencji.

Pod redakcją Teresy W esołow skiej

Bioetyka dla wszystkich. Przystępne, systematyczne i całościowe opracowanie
najważniejszych zagadnień bioetyki.

Michele Aramini. Wydawnictwo eSPe, ISBN 978-83-7482-388-3, Kraków 2011, 336 stron

D ynam iczny rozwój innowacyj
nych technologii połączony jest za
rów no z gospodarką jak i zagadnie
niam i społecznymi. Powstanie i duże 
znaczenie ekonomiczne nowych tech
nik w  zakresie produkcji leków (jak 
horm ony), diagnostyka (przeciwciała 
monoklonalne), przeszczepy (homo-, 
hetero- i ksenotransplantacje), pro 
dukcja żywności, nano- _________
technologie i wiele in
nych m uszą prowadzić 
do dyskusji społecznych, 
zaangażow ania przed 
stawicieli „starych", kla
sycznych dziedzin nauk 
społecznych i hum ani
stycznych: socjologów,
psychologów, morali
stów, filozofów, etyków, 
teologów. W odniesieniu 
do biotechnologii i dzie
dzin pokrew nych w  Pol
sce brak jest literatury i 
dyskusji takich eksper
tów, jak również niejed
nokrotnie obserwujemy 
brak przygotow ania merytorycznego 
zapalonych dyskutantów. Książka 
„Bioetyka dla wszystkich" mogła
by wypełniać bardzo istotna lukę na 
rynku w ydaw niczym  i społecznym. 
Celowo i świadom ie używ am  sfor
m ułow ania „mogłaby", bowiem po
zycję m ożna byłoby rekomendować 
i polecić szerokim kręgom czytelni

ków, jeżeli dana pozycja spełniałaby 
określone kryteria w ydaw nicze i m e
rytoryczne.

Zgodnie z zapow iedzią na okładce 
„Bioetyka dla wszystkich" omawia 
zagadnienia z zakresu inżynierii ge
netycznej, aborcji, przeszczepów, klo
nowania i kom órek macierzystych.

__________ Spektrum  zagadnień jest
bardzo szerokie i dys
kusja dotyczy rzeczy
wiście bardzo gorących 
społecznie zagadnień, 
a przy tym  szalenie 
istotnych gospodarczo. 
Ogrom nym  w alorem  
książki jest podejm ow a
nie zagadnień, w  sto
sunku do których w za
sadzie nikt nie jest obo
jętny. Przecież problem y 
czystości naszego śro
dowiska, wykorzystania 
najnowszych osiągnięć 
biologii molekularnej 
do wyżywienia ludzko

ści czy też „części zastępczych" dla 
naszego organizm u lub zapłodnienie 
in vitro — to problemy dotyczące nas 
osobiście lub naszych bliskich.

Autor, jak i Wydawnictwo, podkre
ślają i jednoznacznie akcentują, że za
gadnienia są omawiane z pozycji i zgod
nie z filozofią i nauczaniem Kościoła

Rzymsko-katolickiego. Pozycja posiada 
zresztą imprimatur (nihil obstat) Zako
nu Pijarów. Natomiast natychmiast na
suwa się pytanie, dlaczego zignorowa
ne są inne religie i inne światopoglądy? 
Czy nie byłoby zasadne przedstawienie 
poglądów innych kościołów? Aczkol
wiek jest przywilejem i prawem Autora 
zajęcie określonego stanowiska, to dla 
czytelnika byłoby bardzo cenne pozna
nie także innej, odmiennej opinii czy też 
stanowiska. Jednakże jestem przekona
ny, że w  tej konkretnej kwestii w  odnie
sieniu do polskiego czytelnika, gdzie 
ogromna większość z nas ma korzenie 
w  tym właśnie Kościele, nie jest to zbyt 
istotna kwestia. Bardzo ważne i cenne 
jest sformułowanie celów i zadań bio
etyki, aczkolwiek przedstawienie kry
tyki innych poglądów i autorytatywne 
uznanie tych innych poglądów za błęd
ne wydaje się niewłaściwe i niegodne 
pozycji uczonego (str. 32). Natomiast 
zasadnicze zastrzeżenia budzi zawę
żenie rozważań do sytuacji legislacyj
nej i społecznej Włoch, z marginalnym 
uwzględnieniem Francji oraz Niemiec, 
jak również w  minimalnych stopniu 
z odniesieniem do Unii Europejskiej. 
Przede wszystkim w przypadku legi
slacji oraz opinii publicznej to dla pol
skiego czytelnika podstawowe znacze
nie ma sytuacja w  naszym kraju w  kon
tekście Unii Europejskiej. Niewątpliwie 
jest bardzo ciekawe poznanie specyfiki 
włoskiej, ale z pewnością jest to sprawa
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wtórna. Ma to szczególne znaczenie w  
odniesieniu do tak ważnych kwestii jak 
przykładowo „wyrażenie woli" doty
czące naszej przyszłości, a w  szczegól
ności traktowania naszego ciała -  jest to 
przedmiot szerokiej i poważnej dysku
sji społecznej i uregulowań prawnych, 
które mają istotne znaczenie dla krajo
wej medycyny i transplantologii. W od
niesieniu do transplantologii Autor cał
kowicie pominął zagadnienia bulwer
sujące opinię publiczną, a mianowicie 
ksenotransplantacje, czyli przeszczepy 
odzwierzęce (str. 237). Jednoznacznie 
Autor wskazuje na brak dostępnych 
organów do przeszczepów (w książce 
stosowany jest zwrot „w naszym kraju" 
co oznacza we Włoszech, str. 237, ale 
podobna sytuacja ma miejsce w  Polsce), 
natomiast nie wskazuje i rozważa jakże 
ciekawego problemu możliwości w y
korzystania zupełnie nowego podejścia 
opartego na osiągnięciach nowoczesnej 
biologii molekularnej: osłabienia barie
ry immunologicznej i chorób odzwie- 
rzęcych, aby wykorzystać zwierzęta 
(świnie) jako źródło materiału do prze
szczepów.

Osobnym, przykrym zagadnieniem 
są liczne błędy merytoryczne i języko
we, zwłaszcza w  zakresie biologii mo
lekularnej i inżynierii genetycznej. Z 
pewnością nie jest zadaniem recenzen
ta wyszukiwanie takowych, ale wska
zanie szczególnie istotnych jest bardzo 
ważne dla oceny książki i determinuje 
jej wartość jako ewentualnego podręcz
nika. Przykładowo na stronie 75 auto
rytatywnie stwierdzono, „... władza 
medycyny nad chorobą jest faktem ..." a 
„... inżynieria genetyczna posługuje się 
rDNA w celu wytwarzania enzymów 
niesyntetyzowanych przez organizm 
ludzki, takich jak np. insulina ..." -  oso
biście wątpię we władzę medycyny nad 
chorobami, a jestem pewny, że mój or
ganizm (a jestem człowiekiem) biosyn- 
tetyzuje insulinę. Na stronach 122-123 
inżynieria genetyczna jest definiowana 
jako „... każdy zabieg zmierzający do 
zmodyfikowania dziedzictwa gene
tycznego . . ." ,  a na stronie 126 „... inży
nieria genetyczna łączy dwie komórki 
w  jedną w  celu uzyskania hybrydy , 
a głównym celem takiego zabiegu jest 
„... tak właśnie powstają tzw. przeciw
ciała monoklonalne . Prawdziwą 
perełką jest definicja zawarta na stronie 
127 „ ... krótkie sekwencje zasad po
przedzające gen, zwane enhancerami, 
zbudowane z występujących w natu

rze protein zwiększających prędkość 
transkrypcji". Na tejże stronie są me
tody „diagnostyczne przedkoncepcyj- 
ne". Zapewne także do grupy błędów 
tłumacza należy zaliczyć omawianie 
komórek macierzystych „pluripotecja- 
nych" i „totipotencjalnych" (winno być: 
potentnych), str. 161. Inna kwestia, że 
mają miejsce sprzeczności logiczne w 
ramach jednego rozdziału: omawiając 
prawa własności intelektualnej Autor 
myli na stronach 145 i 146 patentowa
nie produktu i procesu. Stwierdzenie, 
„... należy uznać za niedopuszczalne 
uzyskiwanie patentów dla ludzkiej 
istoty jako takiej... " jest bez znaczenia, 
bowiem zarówno włoskie, jak i polskie 
prawo patentowe, a także wzmianko
wana Konwenq'a Monachijska wyklu
czają patentowanie człowieka per se. 
Natomiast zdolność patentową mają 
nie tylko mikroorganizmy genetycz
nie zmodyfikowane, ale również orga
nizmy wyższe jak rośliny i zwierzęta 
(str. 146). Inna sprawa, że wbrew opinii 
prezentowanej w  książce Konwencja z 
Rio de Janeiro nie podejmuje zagadnień 
własności intelektualnej i zdolności pa
tentowej (str. 147). Z całym naciskiem 
należy podkreślić, że tego typu błędy 
prowadzą do zasadniczych nieporo
zumień merytorycznych, co dosko
nale ilustruje sformułowanie zawarte 
na str. 137: „... poprzez analizę gene
tyczną można poznać swe genetyczne 
przeznaczenie ...". Sądzę, że tego typu 
„determinizm genetyczny" sprzeczny 
jest nie tylko z podstawami biologii 
molekularnej ale także z nauczaniem 
Kościoła. Podawanie definicji, które nie 
są poprawne jest częste w  całej książce, 
ale w  zakresie biologii wydaje się szcze
gólnie częste, jak np. zdefiniowanie 
„... klonowanie jest owocem techniki 
sztucznego zapłodnienia ..." (str. 150). 
Zapewne Autor nic nie wie o klono
waniu np. fragmentów DNA, co jest 
standardową procedurą przemysłową, 
a być może Autor jak i Wydawca, za
żywają leki pozyskiwane w ten sposób. 
Trudno zaakceptować inne fragmenty 
książki, bardzo wartościowe, w  sytu
acji gdy prezentowane są tak „ciekawe" 
definicje procedur i procesów szczegó
łowo opisane w  podstawowych pod
ręcznikach akademickich, zarówno w 
języku polskim jak i włoskim, a zatem 
dostępne zarówno dla Autora jak i dla 
Tłumacza.

Do zasadniczych braków książki 
zaliczam także całkowite zignorowa

nie (co już wzmiankowałem) polskiej 
opinii publicznej oraz polskiego (a 
przez to także europejskiego) stanu 
prawnego. Z pewnością właściwe by 
łoby zawarcie aneksu lub odnośników  
przedstawiających aktualną sytuację 
w  naszym  kraju w  kontekście Unii 
Europejskiej, niezależnie od doskona
le przedstawionego stanu praw nego 
Włoch. Jestem głęboko przekonany, 
że ten polski aspekt om aw ianych za
gadnień ma zasadnicze znaczenie dla 
polskiego czytelnika. Przecież norm y 
praw ne regulujące w ykorzystanie 
m ateriału ludzkiego do przeszcze
pów, zasady pracy z GMO czy też 
p raw a własności intelektualnej są w  
Polsce uregulow ane i zgodne z kody 
fikacją unijną.

W artościowym uzupełnieniem  
książki byłaby notka biograficzna A u
tora (ku m em u zaskoczeniu nie zna
lazłem nazwiska i informacji biogra
ficznej autora tej pozycji na stronach 
WWW korzystając z w yszukiw arki 
Google). Dla czytelnika w ażne było
by również opracowanie słowniczka 
term inów  oraz indeksu rzeczowego, 
jak również spisu literatury polskiej 
dotyczącej om awianych zagadnień.

O dnoszę wrażenie, że poglądy i 
sposób myślenia Autora tej książki 
doskonale ilustruje zw rot ze strony 
315: „bioetyka i ekologia to dyscy
pliny, które skutecznie w prow adza 
ją tem at (środowiska) do dyskusji 
prow adzonych na poziomie ku ltu 
row ym  i społecznym". A zatem  z 
pominięciem aspektów naukow ych, 
czyli reproduktyw nych i obiektywnie 
sprawdzalnych. Takie stanowisko nie 
może prowadzić do weryfikowalnych 
i możliwych do reproduktyw nego 
udow odnienia konkluzji. Szkoda, że 
tak wartościowa tematyka, tak cenna 
książka, zawiera tak wiele usterek, 
błędów  oraz pomija tak wiele zasad 
niczych i ważkich aspektów. Te braki 
merytoryczne i wydaw nicze unie
możliwiają rekomendację tej pozycji 
do szerokiego rozpowszechniania.

Recenzja została przygotow ana 
na prośbę W ydawcy, a jedyną formą 
gratyfikacji jest bezpłatny egzem plarz 
książki otrzym any z W ydawnictwa.

Tom asz Twardowski

Insty tu t Chemii Bioorganicznej PAN, Poznań
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STRESZCZENIE

Zmienność fenotypową populacji człowieka determinowana jest w  większości przez dwa 
uzupełniające się czynniki: w pływ  środowiska oraz w pływ  informacji genetycznej. Za 

zmienność genetyczną odpowiedzialne są różnice (polimorfizmy, mutacje) występujące w  
genomie człowieka. Do niedawna uważano, że większość tych różnic stanowią n iew iel
kie zmiany jednego lub kilku nukleotydów (SNP), których m iliony występują w  genomie  
człowieka. Najnowsze badania całych genom ów pokazały jednak, że w  genomie człowieka  
występują również polimorfizmy, obejmujące setki tysięcy par zasad DNA. Takie warianty 
sekwencji, określane mianem polimorfizmu liczby kopii (CNV), często obejmują geny i inne  
funkcjonalne elementy genomu. W  artykule tym, na tle ogólnej charakterystyki polimorfi
zmu liczby kopii, przedstawiamy kilka przykładów wpływ u tego polimorfizmu na fenotyp  
człowieka.

WPROWADZENIE

Genom człowieka obejmuje blisko 3 miliardy nukleotydów. Ich charaktery
styczny układ  zawiera informację genetyczną, będącą w spólną cechą genomów 
wszystkich ludzi. Mimo tego podobieństwa, porów nanie genom ów reprezentu 
jących różne ludzkie populacje, jak również bezpośrednie porów nanie indyw i
dualnych genom ów naw et blisko spokrewnionych osób, wykazuje istnienie sze
regu różnic, czyli polimorfizmu. To właśnie polimorfizm genetyczny w  znacz
nym  stopniu odpow iedzialny jest za zróżnicowanie w  obrębie naszej populacji. 
Zróżnicowanie to dotyczy większości cech fenotypowych, takich jak w ygląd 
zewnętrzny, poziom  m arkerów  biochemicznych czy stan zdrowia. Polimorfizm 
genetyczny może determ inować występow anie chorób, modyfikować ich ryzy
ko, ostrość objawów, przebieg oraz reakcje na stosowane terapie. Polimorfizmy 
o bardzo niskiej częstości w  populacji lub polimorfizmy o bardzo silnym oddzia
ływaniu na fenotyp nazyw a się mutacjami.

Do niedaw na sądzono, że główną przyczyną genetycznej zmienności w  po
pulacji ludzkiej jest polimorfizm pojedynczych nukleotydów  (SNP), który sta
nowi najpowszechniejszą formę polimorfizmu w  genomie człowieka. Z tego 
pow odu podjęto szereg w ieloośrodkowych projektów (np. International Hap- 
Map Project, Program s for Genomie Applications NHLBI-PGA), zmierzających 
do dokładnego scharakteryzowania tego polimorfizmu w genomie człowieka 
[1,2]. Obecnie baza danych dbSNP zawiera ponad 11 milionów SNP w genomie 
człowieka [3], co odpow iada częstości ponad 1 SNP na 300 pz.

Analiza asocjacji setek tysięcy m arkerów SNP, doprow adziła w  ostatnich 
latach do identyfikacji szeregu miejsc w  genomie (loci), których polimorfizm 
związany jest z różnymi, powszechnie występującymi chorobami lub ich feno
typami składow ym i (ang. subfenotypes). W przypadku fenotypów o charakterze 
ilościowym (np. wysokość, czy masa ciała), takie loci określa się m ianem  QTL 
(ang. quantitative trait loci). Przykładam i największych osiągnięć w  tym  zakresie 
jest identyfikacja loci, których związek z takimi chorobami jak cukrzyca, choro
by krążenia, astm a czy rak płuc, piersi i prostaty, został potw ierdzony w  kilku 
różnych populacjach [4-8]. Pomimo tych osiągnięć, dotychczas wykryte sygnały 
asocjacji (markery SNP korelujące z chorobą) tłum aczą zaledwie niewielki p ro 
cent (<5%) zmienności genetycznej badanych chorób, a w  wielu przypadkach, 
pomimo wykrycia sygnału asocjacji, nie udało się zidentyfikować funkcjonal
nych w ariantów  sekwencji, faktycznie modyfikujących ryzyko choroby.

Nowe spojrzenie na polimorfizm genomu człowieka pojawiło się w  2004 
roku, kiedy to w  dwóch niezależnych pracach wykazano, że duże zm iany 
strukturalne mogą powszechnie występować w  genomie człowieka [9,10]. Ta
kie zm iany nazyw ane są zmiennością liczby kopii lub wariantam i liczby kopii 
(CNV). Wcześniej, tak zdefiniowane w arianty sekwencji znane były głównie,
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jako mutacje utraty funkcji w genach związanych z choro
bami człowieka.

STRUKTURA I CHARAKTERYSTYKA 
POLIMORFIZMU LICZBY KOPII

W arianty liczby kopii definiowane są, jako segmenty 
DNA o wielkości od 1 kpz do kilku Mpz, w  których zaob
serwowano relatywne zwiększenie lub zmniejszenie liczby 
kopii w porów nyw anych genomach [11], CNV mogą w y 
stępować zarówno w postaci delecji (Ryc. IB), jak i insercji 
(Ryc. 1C). Większość insercji to duplikacje znanych frag
m entów genomu. Takie duplikacje zwykle mają charakter 
bezpośrednich, tandem ow ych pow tórzeń i często w ystę
pują w formie pow tórzeń wielokrotnych (Ryc. ID). Część 
CNV ma charakter bardziej złożonych rearanżacji, często 
będących wynikiem  wielokrotnych insercji, delecji i inw er
sji. Dodatkowym  typem  zm ian strukturalnych są inwersje 
i translokacje, które jednak nie prow adzą do zmiany liczby 
kopii.

Jako że miejsca pęknięć chromosomu (końce CNV) często 
występują w  obrębie segmentowych duplikacji, zwanych 
również powtórzeniam i o niskiej liczbie kopii LCR (ang. 
low-copy repeat), najczęściej dyskutow anym  mechanizm em  
pow staw ania CNV jest niealleliczna rekombinacja hom o
logiczna (NAHR) [12-14]. Segmentowe duplikacje definiu
je się, jako długie (>10 kpz) odcinki DNA, występujące w 
genomie w kilku kopiach charakteryzujących się wysokim 
stopniem  homologii (>95%). Odpow iednie umiejscowienie 
tych kopii może indukować NAHR, a tym sam ym  prow a
dzić do pow staw ania delecji lub duplikacji flankowanego 
przez segmentowe duplikacje odcinka DNA [15]. NAHR 
najczęściej zachodzi pom iędzy segmentowymi duplikacja
mi leżącymi w ramieniu tego samego chrom osom u (zwykle 
w odległości <1 Mpz). Systematyczne badania przeprow a
dzone w skali całego genomu wykazały, że CNV występują 
około 4-krotnie częściej w  rejonach o wielkości 50 kpz-10 
Mpz, otoczonych przez segmentowe duplikacje [16]. Nie

Rycina 1. Najczęściej występujące typy polim orfizm u CNV. (A) G enotyp refe
rencyjny — dw ie kopie w dip lo idalnym  genomie, (B) delecja, (C) insercja (dupli
kacja), (D) polim orfizm  liczby tandem ow ych powtórzeń. N iebieska pogrubiona 
linia reprezentuje polimorficzny region o zmiennej liczbie kopii.
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wszystkie znane CNV można jednak wytłumaczyć induko
w aną przez segmentowe duplikacje NAHR.

Więcej światła na mechanizm powstawania CNV rzuciły 
wyniki najnowszych badań, w  których z wykorzystaniem 
masowego sekwencjonowania precyzyjnie (z nukleotydową 
rozdzielczością) zidentyfikowano pozycje setek CNV [17]. 
Badania te pokazały, że tylko 10-15% CNV może być w ytłu 
maczonych mechanizmem NAHR. Końce pozostałych CNV 
(i) w  około 50% wykazywały mikrohomologie (homologia 
odcinków DNA o długości 1-10 nt), (ii) w  10-15% zlokalizo
wane były w obrębie regionów o zmiennej liczbie tandem o
wych powtórzeń (VNTR, ang. variable number tandem repeatś), 
(iii) w  30% zawierały krótsze lub dłuższe insercje, a (iv) w  
5% były zakończone tępo (ang. blunt endś). Częste w ystępo
wanie mikrohomologii w obrębie końców CNV sugeruje, że 
znacząca część CNV może powstawać w wyniku błędów 
replikacji polegających na uwolnieniu syntetyzowanej nici i 
przeniesieniu jej do innych widełek replikacyjnych, gdzie od 
miejsca wykazującego niewielką homologię kontynuow ana 
jest replikacja. Proces ten określany jest mianem FoSTeS (ang. 
replication fork stalling and témplate switching) [18].

Prowadzone w wielu ośrodkach badania, pozwoliły na 
dokładniejsze poznanie strukturalnego polimorfizmu ge
nom u człowieka i wykazały, że przynajmniej część poli- 
morfizmów CNV ma charakter założycielski i cechuje się 
podobnym i właściwościami jak powszechne polimorfizmy 
SNP: dziedziczenie mendlowskie w  rodzinie, dystrybucja w  
populacji zgodna z zasadą Hardy'ego-W einberga, podob
ny jak SNP rozkład częstości, zakres nierównowagi sprzę
żeń (ang. linkage disequilibrium, LD) oraz w ystępow anie w  
tych samych hapłotypach w różnych populacjach ludzkich 
[12,16,19,20],

POLIMORFIZM LICZBY KOPII W GENOMIE CZŁOWIEKA

Zidentyfikowanie pojedynczych przypadków  CNV spo
wodowało wzrost zainteresowania poznaniem  struktury  
i funkcjonalnego znaczenia CNV w genomie człowieka. 
Dotychczas do identyfikacji CNV w skali całego genom u 
najczęściej wykorzystywano takie narzędzia jak: porów 
nawcza hybrydyzacja genomowa do macierzy (aCGH) [13], 
mikromacierze SNP [19] czy analiza błędów dziedziczenia 
markerów SNP (w regionach CNV polimorfizmy SNP czę
ściej wykazują niezgodność z równowagą H ardy'ego-W e- 
inberga lub brak zgodności z zasadami dziedziczenia men- 
dlowskiego) [21,22]. W przypadku zastosowania aCGH i 
mikromacierzy SNP, CNV identyfikowane są na podstaw ie 
porównania sygnałów hybrydyzacyjnych dwóch genom ów, 
z których jeden traktowany jest jako genom referencyjny. 
Dodatkowo mikromacierze SNP pozwalają na identyfikację 
CNV w oparciu o wzory genotypów sąsiadujących ze sobą 
SNP. Przykładowo, nadreprezentacja (zgrupowanie) w  
określonym regionie genomu m arkerów SNP o genotypie 
homozygotycznym, sugeruje występowanie delecji jednego 
allelu. Ostatnio do identyfikacji CNV zastosowano rów nież 
technologię masowego sekwencjonowania [17,23]. M etoda
mi, stosowanymi do charakterystyki pojedynczych CNV są: 
zależna od ligacji m ultipleksowa amplifikacja sond (MLPA) 
[24], ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy (qPCR, ang. 
quantitative PCR) [25], fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
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(FISH, ang. fluorescense in situ hybridization) oraz PRT (ang. 
paralogue ratio test) [26]. W metodzie MLPA liczba kopii ba
danego regionu genomu określana jest na podstawie inten
sywności sygnałów amplifikacji specjalnie przygotowanych 
sond, z których każda składa się z dwóch oligonukleoty- 
dów  (pół-sond), rozpoznających bezpośrednio sąsiadu
jące sekwencje w  genomie. Tylko pół-sondy prawidłowo 
rozpoznające sekwencje docelowe mogą podlegać ligacji, 
a sygnał ich amplifikacji jest proporcjonalny do liczby ko
pii badanego regionu w genomie [27,28]. FISH jest metodą 
cytogenetyczną, która umożliwia bezpośrednią obserwację 
badanych regionów genomu, rozpoznaw anych przez w y
znakow ane fluorescencyjnie sondy. Chociaż metoda ta cha
rakteryzuje się niską rozdzielczością, pozwala ona nie tylko 
na określenie liczby kopii badanego regionu, ale również na 
określenie jego orientacji i pozycji w  genomie. Metoda PRT, 
która została zastosowana do analizy genu DEFB4, polega 
na porów naniu  intensywności sygnałów amplifikacji frag
m entów  genu, podlegającego zmienności liczby kopii oraz 
niepolimorficznych paralogów tego genu [26].

Zastosowanie wyżej wymienionych metod pozwoliło 
na identyfikację tysięcy w ariantów  CNV w różnych popu
lacjach ludzkich. Przykładowo, Redon i wsp., z w ykorzy
staniem  aCGH i mikromacierzy SNP, zidentyfikowali 1447 
regionów  CNV w  czterech populacjach z Europy, Afryki i 
Azji [19]. Sumaryczna długość tych regionów wynosi 360 
Mpz, co stanowi około 12% całkowitej długości genomu 
człowieka. Do tej pory w największej bazie danych poli
m orfizm u strukturalnego (Database of Genomie Variants, 
DGV) zgrom adzono informacje o ponad 14 tys. regionów 
CNV, obejmujących około 30% genomu człowieka. Praw 
dopodobnie jednak, przynajmniej część z opisanych poli- 
morfizm ów CNV jest fałszywie pozytywnym i artefaktami 
lub reprezentuje bardzo rzadkie, „pryw atne" warianty se
kwencji. Wyniki ostatnich prac uzyskane za pomocą metod 
umożliwiających dokładne m apowanie końców CNV i pre
cyzyjne genotypowanie poszczególnych CNV [13,29], po 
zwalają oszacować, że częsty (>1%) polimorfizm typu CNV 
obejmuje około 10% genomu człowieka.

ZWIĄZEK CNV Z FENOTYPEM CZŁOWIEKA

Chociaż wielokrotnie wykazano, że CNV (szczególnie 
delecje) częściej występują w  regionach genomu o małym 
lub nieznanym  znaczeniu funkcjonalnym, to jednak w ob
rębie znanych regionów CNV znajdują się setki ważnych, 
funkcjonalnych elementów genomu (np. geny kodujące 
białka). Przykładowo, w  obrębie CNV zidentyfikowanych 
przez Redon i wsp. znajduje się blisko 3 tys. genów kodu
jących białka, w  tym 285 genów związanych z chorobami 
człowieka, zaklasyfikowanych do bazy danych OMIM (On
line M endelian Inheritance in Man). Ponadto w regionach 
tych zlokalizowanych jest wiele innych, funkcjonalnych 
(lub potencjalnie funkcjonalnych) elementów genomu, w  
tym  50 sekwencji ultrakonserwatywnych, ponad 130 tys. 
zachowawczych elementów niekodujących oraz 67 sekwen
cji niekodujących RNA [19]. W innych badaniach, w wysoce 
polimorficznych obszarach CNV zidentyfikowano ponad 
600 genów [13], Takie CNV mogą wpływać na poziom eks
presji oraz funkcje genów i innych elementów funkcjonal
nych, znajdujących się w  ich obrębie.

Rycina 2. W pływ polim orfizm u CNV na struk tu rę  i funkcję genu. (A) Allel re 
ferencyjny z jedną funkcjonalną kopią genu. (B) Delecja genu pow oduje zm niej
szenie liczby funkcjonalnych kopii genu (zmniejszenie daw ki genu). (C) Insercja 
(duplikacja) genu w raz z regionem  regulatorow ym , pow oduje  zw iększenie licz
by funkcjonalnych kopii genu (zwiększenie daw ki genu). (D) Duplikacja genu 
bez regionu regulatorow ego nie pow oduje  zm iany liczby funkcjonalnych kopii 
genu (daw ka genu pozostaje bez zmian). (E, F i G) Delecje lub insercje fragm en
tów  genu prow adzące do uszkodzenia s truk tury  genu. W iększość tego typu  w a
riantów  sekwencji prow adzi do u tra ty  funkcji genu (zmniejszenie daw ki genu). 
(H) Translokacja/duplikacja sekwencji regulatorow ej wzmacniającej ekspresję w 
pobliże genu (wzrost poziom u ekspresji bez zm iany daw ki genu). (I) Translo
kacja genu w  pobliże sekwencji wzm acniającej ekspresję - efekt pozycji (wzrost 
poziom u ekspresji bez zm iany daw ki genu).

WPŁYW POLIMORFIZMU CNV NA EKSPRESJĘ GENÓW

Podstawowym fenotypem, mogącym podlegać modyfi
kacji pod wpływem  zmiany struktury genu jest ekspresja, 
która na poziomie m olekularnym w yraża się, jako poziom 
transkrybowanego RNA oraz poziom białka. CNV może 
oddziaływać na ekspresję genu poprzez: uszkodzenie/ prze
rwanie genu, efekt pozycji (przeniesienie fragmentu genu) 
lub modyfikowanie elementów regulatorowych (np. regio
nów promotorowych) (Ryc. 2). Jednak najbardziej oczywi
stym mechanizmem w pływ u CNV na ekspresję genu, jest 
zmiana liczby kopii, czyli efekt dawki, do którego zaistnienia 
niezbędne jest, aby region polimorficzny obejmował cały gen 
wraz z regionem regulatorowym. Zjawisko efektu dawki po
lega na tym, że liczba funkcjonalnych kopii genu wpływa na 
poziom jego transkryptu (mRNA), a tym samym na poziom 
kodowanego przez ten gen białka (Ryc. 3). Efekt dawki został 
potwierdzony dla wielu CNV, zarówno na poziomie trans
kryptu, jak i na poziomie białka [30-34],
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Liczba kopii koreluje z poziomem ekspresji wielu genów

W celu kompleksowego zbadania, w  jaki sposób CNV 
w pływ a na ekspresję genów kodujących białka, porów nano 
ekspresję (poziom transkryptu mRNA) ponad 14000 genów 
z liczbą kopii ponad 1300 najlepiej potw ierdzonych regio
nów CNV w czterech populacjach ludzkich. Znaczącą kore
lację między CNV a poziomem mRNA zaobserw ow ano dla 
99 genów. Dla blisko połowy tych genów, leżących w  ob
szarach polimorficznych, w pływ  CNV na ekspresję wynikał 
najprawdopodobniej z efektu daw ki (pozytywna korelacja). 
Pozostałe geny albo leżały poza obszarem  polimorficznym, 
z którym  korelował poziom ich ekspresji albo ich ekspresja 
wykazywała negatyw ną korelację z liczbą kopii zasocjowa- 
nego polimorfizmu. Sugeruje to, że zm ienne poziom y eks
presji tych genów nie były skutkiem  efektu dawki, ale w y
nikały z innych form oddziaływ ania CNV na ekspresję, np. 
uszkodzenia struktury genów, efektu pozycji, czy oddzia
ływania na sekwencje regulujące ekspresję genów [35]. Bar
dziej szczegółowe badania, w  których porów nano poziom y 
transkrypcji kilku genów, leżących w  obrębie delecyjnych 
polimorfizmów CNV, wykazały, że obserw ow ane różnice 
w  ekspresji tych genów w znacznym  stopniu korelowały 
z liczbą kopii. Zmienność poziom u mRNA w  26-88% w y
nikała ze zmienności dawki (liczby kopii) poszczególnych 
genów. Zmniejszenie liczby kopii badanych genów o jeden 
pow odow ało obniżenie poziom u mRNA o 30-38% [21]. W 
innych badaniach oszacowano, że zróżnicowanie ekspresji 
(poziomu mRNA) genów leżących w obrębie CNV w  około 
50% wynika ze zmienności liczby kopii tych genów [36],

W pływ CNV na poziom mRNA sugeruje, że zmiana 
liczby kopii może również modyfikować poziom  pow sta
jącego w procesie translacji białka. W literaturze przed 
stawiono kilka przykładów  pozytywnej korelacji m iędzy 
liczbą kopii genów a poziomem kodow anych przez te geny

Rycina 3. W pływ  polim orfizm u CNV na fenotyp za pośrednictw em  efektu daw 
ki. Porównanie efektu dw óch kopii genu (A) i zw iększonej liczby (5) kopii tego 
genu (B). Polim orfizm  CNV zm ienia liczbę funkcjonalnych kopii genu, co z ko
lei ma w pływ  na poziom  transkryptu  oraz poziom  kodow anego przez ten gen 
białka. Zm iana poziom u białka w pływ a na regulow ane p rzez to białko procesy 
kom órkowe, co w  konsekwencji może prow adzić do  modyfikacji fenotypu czło
wieka.

białek [31,33,36-38]. Przykładem takiej korelacji jest CNV 
genu FCGR3B, znajdującego się na chromosomie 1 (lq23.3). 
Gen FCGR3B koduje receptor FcyRIIIb występujący na 
powierzchni komórek układu odpornościowego człowie
ka (głównie neutrofili, czyli granulocytów obojętnochłon- 
nych), który umożliwia ich przyleganie do pow ierzchni 
pokrytych immunoglobulinami G (IgG) podczas wtórnej 
odpowiedzi immunologicznej. Przeprow adzone badania 
wykazały, że liczba receptorów FcyRIIIb na pow ierzchni 
neutrofili pozytywnie koreluje z liczbą kopii genu FCGR3B. 
Ponadto u osób z wyższą liczbą kopii genu FCGR3B obser
w ow ano cztery razy wyższy poziom adhezji neutrofili do 
powierzchni pokrytych przeciwciałami IgG [38]. W innych 
badaniach obserwowano różnice w  poziomach horm onów  
steroidowych, które wynikały z liczby kopii genu UGT2B17, 
kodującego enzym UDP-glukuronozylotransferazę, biorący 
udział w inaktywacji horm onów steroidowych [33].

Jednak nie zawsze zmiana liczby kopii genu m usi p ro 
wadzić do zmiany poziomu jego ekspresji [35]. Przykładem  
takiego polimorfizmu jest CNV, w obrębie którego znajdu 
je się gen OPN1MW. Gen ten koduje światłoczuły barw nik 
— opsynę, obecną w czopkach siatkówki oka, które odpo 
wiedzialne są za widzenie barw. Pojedynczy allel (chromo
som X) zawiera zwykle od 1 do 3 kopii genu OPN1MW. 
Obserwowany brak korelacji między liczbą kopii a pozio
mem ekspresji genu OPN1M W  może wynikać z faktu, iż 
region polimorficzny obejmuje wyłącznie sekwencję genu, 
natomiast nie obejmuje regionu regulatorowego, zlokalizo
wanego 40 kpz powyżej tego genu. W związku z tym, bez 
względu na całkowitą liczbę kopii, tylko pierw sza kopia 
genu O PN1M W jest kopią funkcjonalną, kolejne, z pow odu 
zbyt dużego dystansu od regionu regulatorowego, nie ule
gają ekspresji [39,40].

CVN genów mikroRNA może mieć istotny 
udział w modyfikacji fenotypu człowieka

Jak już wcześniej wspom niano, polimorfizm liczby kopii 
może modyfikować nie tylko ekspresję genów kodujących 
białka, ale również sekwencje regulatorowe, m.in. nieko- 
dujące RNA, w tym  mikroRNA. MikroRNA (miRNA) są 
to krótkie, jednoniciowe cząsteczki RNA (-21 nt), regulu 
jące ekspresję genów na poziomie translacji, poprzez, nie w 
pełni komplementarne, oddziaływanie miRNA z regionem  
3'UTR cząsteczek mRNA. Szacuje się, że u człowieka w y 
stępuje około 1000 różnych miRNA, regulujących ekspresję 
przynajmniej 30% genów.

Autorzy niniejszego artykułu przeprow adzili badania, 
mające na celu identyfikację genów miRNA, leżących w 
polimorficznych obszarach CNV (CNV-miRNA, ang. copy 
number variable microRNA genes). W badaniach tych porów 
nano lokalizację wszystkich znanych genów miRNA z lo
kalizacją znanych CNV [60]. Porównanie to pozwoliło na 
identyfikację 209 miRNA, z których 11 zlokalizowanych jest 
w  grupie wysokopolimorficznych CNV. W śród zidentyfiko
w anych CNV-miRNA występują: delecje (np. hsa-mir-384, 
hsa-mir-1324), duplikacje (np. hsa-mir-1972, hsa-mir-1977) 
i wielokrotne duplikacje (np. hsa-mir-1233, hsa-mir-1268), a 
liczba kopii tych miRNA w aha się od 0 do 8. Dodatkowo, 
porównanie frakcji genomu objętej polimorfizmem CNV 
oraz frakcji miRNA zlokalizowanych w tych regionach, po 
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zwoliło ustalić, że geny miRNA występują rzadziej w rejo
nach podlegających częstemu polimorfizmowi liczby kopii. 
W ynik ten sugeruje, że CNV podlegają negatywnej selekcji 
w regionach w ystępowania genów miRNA, co potw ierdza 
funkcjonalny charakter tych ostatnich.

Zmienność liczby kopii genów miRNA, poprzez efekt 
dawki, może modyfikować poziom dojrzałych miRNA, 
które z kolei mogą mniej lub bardziej efektywnie wyciszać 
translację białek z docelowych cząsteczek mRNA. Zmiana 
poziom u białka może mieć w pływ  na szereg m odyfikow a
nych przez te białka procesów /fenotypów . Funkcje wielu 
miRNA, zidentyfikowanych jako CNV-miRNA, zosta
ły wcześniej powiązane z różnymi ważnym i fenotypami 
człowieka. W śród fenotypów tych występują m.in.: męska 
niepłodność (hsa-mir-383) [41], odrzucanie przeszczepów 
(hsa-mir-142) [42], czy stwardnienie rozsiane (hsa-mir-1275)
[43], W szeregu prac wykazano również, że zidentyfikow a
ne CNV-miRNA mogą odgrywać w ażną rolę w  kanceroge- 
nezie [44-47].

PRZYKŁADY WPŁYWU POLIMORFIZMU 
CNV NA FENOTYP CZŁOWIEKA

W zw iązku z tym, że polimorfizm CNV może modyfiko
wać poziom  ekspresji genów, m ożna założyć, że będzie on 
rów nież w ażnym  czynnikiem modyfikującym fenotyp czło
wieka, zarów no w stanie norm y i w  stanach chorobowych. 
Poniżej zostanie opisanych kilka przykładów  zw iązku poli
m orfizm u CNV z fenotypem człowieka.

Polimorfizm CNV modyfikuje przystosowanie 
do zmiennych warunków środowiskowych

Przykładem  genu, którego CNV modyfikuje fenotyp w 
sposób pozwalający na przystosowanie populacji do śro

Rycina 3. W pływ  polim orfizm u CNV na fenotyp za pośrednictw em  efektu daw 
ki. Porów nanie  efektu dw óch kopii genu (A) i zwiększonej liczby (5) kopii tego 
genu (B). Polim orfizm  CNV zm ienia liczbę funkcjonalnych kopii genu, co z ko
lei m a w p ływ  na poziom  transkryp tu  oraz poziom  kodow anego przez ten  gen 
białka. Z m iana poziom u białka w pływ a na regulow ane p rzez to białko procesy 
kom órkow e, co w  konsekwencji m oże prow adzić do modyfikacji fenotypu czło
w ieka.

dowiska, jest gen AM Y1  (lp21.1) [31]. Gen AM Y1  koduje 
amylazę, enzym  obecny w ślinie i soku trzustkow ym , któ
ry odpow iedzialny jest za hydrolizę skrobi i innych wielo- 
cukrów. Gen AM Y1  znajduje się w  obrębie CNV, którego 
liczba kopii różni się znacząco zarów no między poszcze
gólnymi osobami jak i m iędzy różnym i populacjami. Liczba 
kopii genu AM Y1  w  diploidalnym  genomie człowieka może 
wynosić od dwóch do naw et 15. Analiza liczby kopii genu 
AM Y1  (analiza qPCR) oraz ilości amylazy w ślinie (analiza 
Western biot) u 50 osób pochodzenia europejskiego, ujaw 
niła pozytyw ną korelację (R2=0.351; P<0.0001) m iędzy licz
bą kopii AM Y1  a poziom em  am ylazy w  ślinie [31]. Jako że 
efektywność trawienia skrobi, na którą w pływ a aktywność 
amylazy, jest czynnikiem mogącym  podlegać zróżnicowa
nej selekcji w  różnych populacjach, podjęto badania mające 
na celu porów nanie liczby kopii genu AM Y1  m iędzy popu 
lacjami różniącymi się pod w zględem  stosowanej diety. Ba
dania przeprow adzono na grupie 133 osób z trzech popula 
cji tradycyjnie stosujących dietę wysokoskrobiową (społe
czeństwa rolnicze oraz zbieracze, których dieta oparta jest 
o korzenie i bulwy) oraz na grupie 93 osób z czterech popu 
lacji tradycyjnie stosujących dietę o niskiej zawartości skro
bi (społeczeństwa zamieszkujące lasy deszczowe, jedzące 
dużo owoców oraz populacje północne, których podstaw ą 
żywienia są zwierzęta hodow lane i ryby). Przeprow adzo
na analiza wykazała, że osoby z populacji tradycyjnie spo
żywających dużo produktów  skrobiowych miały średnio 
więcej (6,7) kopii genu AM Y1  w  diploidalnym  genomie niż 
osoby z populacji o niskiej konsumpcji skrobi (średnio 5,4) 
[31] (Ryc. 4A).

Istnienie różnicy w liczbie kopii AM Y1  i poziomie am y
lazy między poszczególnymi populacjami potwierdziło hi
potezę, że w  populacjach o diecie wysokoskrobiowej dobór 
naturalny faworyzował większą liczbę kopii genu AM Y1, a 
tym  sam ym  wyższy poziom amylazy. W tym przypadku, 
zależna od CNV modyfikacja fenotypu ma w pływ  na przy 
stosowanie się poszczególnych populacji do środowiska, 
poprzez ułatwienie trawienia dostępnego pokarm u, a tym 
samym złagodzenie niekorzystnych objawów ew entual
nych chorób jelitowych (np. biegunki) [31].

Polimorfizm CNV genów kodujących (3 defen- 
syny zwiększa ryzyko łuszczycy

Łuszczyca (OMIM #177900) jest przewlekłą chorobą za
palną skóry człowieka, występującą u 2% populacji krajów 
rozwiniętych. Charakteryzuje się czerwonymi, łuszczącymi 
się plamami, występującymi zwykle na łokciach, kolanach i 
torsie. Badania histologiczne zmian łuszczycowych wykazują 
obecność stanu zapalnego i zakłócone różnicowanie naskór
ka. Ponadto w  zmianach tych obserwuje się wysoki poziom p 
defensyn, małych białek o właściwościach antybakteryjnych, 
które odgrywają ważną rolę w inicjacji systemu odpornościo
wego skóry [36], (3 defensyny kodowane są przez kilka ge
nów (DEFB1, DEFB4, SPĄGU, DEFB103, DEFB104, DEFB105, 
DEFB106 i DEFB107) zlokalizowanych na chromosomie 8 
(8p23.1). Wszystkie te geny, z wyjątkiem DEFB1, znajdują się 
w dużym, powtórzonym regionie, obejmującym około 300 
kpz, który w różnych populacjach ludzkich występuje zwy
kle w  2 do 7 kopiach w diploidalnym genomie. Spotykane 
są jednak genotypy zawierające nawet 12 kopii tego regionu 
(Ryc. 4D). W związku z anty bakteryjny mi i prozapalnymi

244 www.postepybiochem ii.pl
http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


właściwościami (3 defensyn, wnioskuje się, że zmiana liczby 
kopii kodujących je genów może modyfikować ryzyko za
padalności na choroby infekcyjne i zapalne, m.in. łuszczycę. 
W przeprowadzonych badaniach asocjacji typu case-control1 
porównano liczbę kopii genów P defensyn u chorych na łusz
czycę oraz w  odpowiednio dobranych próbkach kontrolnych z 
Niemiec i Holandii [36]. Wykonane analizy pokazały, że liczba 
kopii genów p defensyn w grupach chorych na łuszczycę jest 
wyższa (średnio 4,51 i 4,54, odpowiednio w populacji niemiec
kiej i holenderskiej) w  porównaniu z grupami osób zdrowych 
(4,14 i 4,18) (t-test, p=2,95xl0'5 i p = l,65x1o6). Oszacowano, że 
każda dodatkowa kopia (powyżej 2) grupy genów p defen
syn, zwiększa relatywne ryzyko zachorowania na łuszczycę 
o około 34%. Wynika to najprawdopodobniej z efektu dawki 
jednego, kilku lub wszystkich genów p defensyn w regionie 
polimorficznym. Wyższa liczba kopii powoduje zwiększoną 
ekspresję p defensyn, a te z kolei intensywniej stymulują ke- 
ratynocyty do uwalniania szeregu interleukin, które mają wła
ściwości prozapalne. To prowadzi do podwyższenia podsta
wowego poziomu czynników zapalnych, zwiększając ryzyko 
wystąpienia łuszczycy. W związku z tym, że region polimor- 
ficzny obejmuje kilka genów p defensyn, trudno jednak jedno
znacznie określić, efekt którego genu (lub genów) jest związa
ny z ryzykiem łuszczycy [36].

Polimorfizm CNV genu UGT2B17 
modyfikuje ryzyko osteoporozy

Osteoporoza (OMIM #166710) to najpowszechniejsza 
choroba kości charakteryzująca się występowaniem  szere
gu fenotypów składowych: niską gęstością mineralną kości 
(BMD, ang. bone mineral density), osłabieniem struktury prze
strzennej kości (zmniejszeniem grubości kory kości (CT, ang. 
cortical thinckness) i podwyższeniem wskaźnika odkształ
cenia (BR, ang. buckling ratio) oraz występowaniem  złamań 
osteoporotycznych (OF, ang. osteoporotic fracture). Chociaż 
wszystkie powyższe fenotypy składowe w znacznym stop
niu determinowane są przez czynniki genetyczne, do tej pory 
udało się zidentyfikować zaledwie kilka genów lub SNP, któ
re mogą zwiększać ryzyko rozwoju osteoporozy.

W związku z powyższym, przeprowadzono analizę CNV 
w całym genomie w grupie 350 osób ze zdiagnozowaną oste
oporozą oraz w  grupie 350 odpowiednio dobranych osób 
kontrolnych (niewykazujących sym ptom ów choroby) z po
pulacji chińskiej. Analiza asocjacji w  badaniach typu case-con- 
trol wszystkich zidentyfikowanych CNV ujawniła jeden czę
sty polimorfizm delecyjny w locus 4ql3.2, który wykazywał 
znaczące różnice w  rozkładzie genotypów w badanych gru
pach. Częstość obserwowanych genotypów w locus 4ql3.2 
w grupie badanej oraz kontrolnej wynosiła odpowiednio: 0 
kopii (delecje homozygotyczne) 62,9% i 75,5%, jedna kopia 
(delecje heterozygotyczne) 34% i 23,1% oraz 2 kopie 3,1% i 
1,4% (Ryc. 4B). Wyniki te pokazują, że posiadanie jednej lub 
dwóch kopii tego regionu, zwiększa ryzyko wystąpienia 
osteoporozy w porównaniu do osób nieposiadających żad
nej kopii tego regionu (iloraz szans OR=l,73, p=2,0xl0'4). 
Powyższe wyniki zostały potwierdzone również w  innych 
badaniach typu case-control, zarówno w  innych populacjach 
azjatyckich jak i w populacji europejskiej [33].

'W  polskiej literaturze naukowej takie badania określa się często jako 
badania kliniczno-kontrolne.
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Chociaż w  locus 4ql3.2 znajduje się pięć genów (UGT2B17, 
YTHDC1, TMPRSS11E, TMPRSS11E2 i UGT2B15), dokładna 
analiza wykazała, że polimorfizm CNV obejmuje region 150 
kpz i obejmuje tylko gen UGT2B17 [33]. W dalszych badaniach 
przeanalizowano więc asocjację polimorfizmu genu UGT2B17 
w  locus 4ql3.2 z poszczególnymi fenotypami składowymi w  
patogenezie osteoporozy. Wyniki analiz w populacji chińskiej 
i europejskiej wyraźnie wskazały, że liczba kopii genu nega
tywnie koreluje z fenotypami BMD oraz CT, natomiast pozy
tywnie koreluje z fenotypem BR [33]. Z powyższych analiz 
wynika, że wpływ  liczby kopii genu UGT2B17 na ryzyko oste
oporozy odbywa się poprzez modyfikację fenotypów składo
wych związanych z metabolizmem i strukturą kości.

Analiza funkcji genu UGT2B17 pozwoliła na ustalenie 
mechanistycznego związku między liczbą kopii tego genu 
a ryzykiem wystąpienia osteoporozy. Gen UGT2B17 koduje 
enzym z grupy UDP-glukuronylotransferaz, który odgryw a 
kluczową rolę w  utrzym yw aniu homeostazy i metabolizmie 
wielu endogennych molekuł, w  tym hormonów steroido
wych [48]. Niektóre z tych hormonów, androgeny i ich po
chodne estrogeny, odgrywają znaczącą rolę w  utrzym yw aniu 
integralności kości gąbczastej i mają właściwości stymulujące 
formowanie kości. Wykazano, że wyższa liczba kopii genu 
UGT2B17 pow oduje podwyższenie poziomu syntezy enzy
mu inaktywującego androgeny, a w  konsekwencji obniżenie 
poziomu horm onów  steroidowych (testosteron, estradiol). 
To z kolei zwiększa ryzyko osteoporozy w wyniku niepra
widłowego formowania lub wzmożonej resorpcji kości [33],

Wyższa liczba kopii genu chemokiny CCL3L1 
obniża ryzyko infekcji wirusem HIV

Wirus HIV czyli wirus niedoboru odporności człowieka 
(ang. human immunodeficiency virus), to wirus, który atakuje 
głównie limfocyty T-pomocnicze i wywołuje zespół nabytego 
niedoboru odporności, czyli AIDS (OMIM #609423). Przebieg 
zakażenia wirusem HIV jest wynikiem oddziaływania między 
czynnikami wirusowymi (poziom wiremii, wirulencja, zdol
ność transmisji, tropizm komórkowy wirusa) oraz czynnikami 
zależnymi od gospodarza, które w  znacznym stopniu deter
minowane są genetycznie [49], Jednym z takich czynników jest 
polimorfizm CNV na chromosomie 17. Polimorfizm ten obej
muje dwa geny: CCL3L1 i CCL4L1, które kodują chemokiny 
CCL3L1 i CCL4L1. Głównym receptorem chemokiny CCL3L1 
jest receptor CCR5. Ze wszystkich znanych ligandów recepto
ra CCR5, chemokina CCL3L1 wykazuje do niego największe 
powinowactwo. Jednocześnie receptor CCR5 wraz z korecep- 
torem CD4 jest miejscem rozpoznawanym przez wirusa HIV, 
które umożliwia integrację i wnikanie wirusa do komórki [50].

Liczba kopii genu CCL3L1 wykazuje dużą zmienność za
równo w obrębie populacji, jak i m iędzy populacjami. A na
liza CNV genu CCL3L1 u 1064 osób pochodzących z 57 róż
nych populacji pozwoliła na identyfikację genotypów  za
wierających od 0 do 14 kopii tego genu. Jednocześnie w yka
zano, że populacje afrykańskie charakteryzują się znacznie 
większą średnią liczbą kopii genu CCL3L1 (średnio 6 kopii) 
niż populacje nieafrykańskie. Przykładowo, populacje euro 
pejskie (np. H iszpanie, Francuzi) mają średnio dw ie kopie, 
populacje centralno- i południowoazjatyckie mają średnio 
trzy kopie, a populacje wschodnioazjatyckie (np. Japończy
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cy, Chińczycy) i amerykańskie (np. Kolumbijczycy) mają 
średnio cztery kopie genu CCL3L1. Ustalono że, geograficz
ny region zamieszkiwania lub pochodzenia badanych osób 
tłumaczy blisko 35% zmienności rozkładu liczby kopii genu 
CCL3L1 w  populacjach ludzkich [37].

Podjęte badania typu case-control osób zakażonych HIV 
(HIV+) oraz osób niezakażonych (HIV), pochodzących z 
czterech różnych populaqi ludzkich wykazały, że we wszyst
kich tych populacjach średnia liczba kopii genu CCL3L1 była 
wyższa u osób zdrowych niż u nosicieli wirusa HIV (Ryc. 
4C). Wynik ten sugeruje, że wyższa liczba kopii genu CCL3L1 
może mieć działanie ochronne, zmniejszające ryzyko zakaże
nia wirusem  HIV. Oszacowano, że każda dodatkowa kopia 
tego genu obniża ryzyko zakażenia wirusem HIV o 4,5-10%. 
Wynika to najprawdopodobniej z efektu dawki genu CCL3L1. 
Zwiększenie liczby kopii CCL3L1, wpływa na zwiększoną 
syntezę chemokiny CCL3L1, która jako ligand o wysokim 
powinowactwie, konkuruje z wirusem HIV o dostęp do re
ceptora CCR5, tym samym utrudnia wiązanie wirusa do re
ceptora, co w konsekwencji zmniejsza szanse infekcji i ryzyko 
zakażenia wirusem  HIV (Ryc. 5). Dalsze badania wykazały, 
że liczba kopii genu CCL3L1 wpływa nie tylko na obniżenie 
ryzyka infekcji wirusem HIV, ale również na przebieg choro
by. Analiza liczby kopii genu CCL3L1 u nosicieli wirusa HIV 
wykazała, że osoby z wyższą liczbą kopii tego genu, później 
rozwijały pełne objawy AIDS oraz wykazywały niższą śmier
telność w badanych przedziałach czasowych [37],

Wyższa liczba kopii genu CCL3L1, a tym samym w yż
szy poziom  chemokiny CCL3L1, zmniejsza ryzyko infekcji 
w irusem  HIV oraz praw dopodobnie innych chorób infek
cyjnych. Jednak te same alíele (wyższa liczba kopii genu

Rycina 5. W pływ  poziom u chem okiny CCL3L1 na efektywność infekcji w irusa 
HIV. (A) Chem okina CCL3L1 jest ligandem  w ykazującym  największe pow ino
wactw o do receptora CCR5, znajdującego się na pow ierzchni limfocytów pom oc
niczych T. (B) Receptor CCR5 w raz z koreceptorem  CD4 jest miejscem rozpo
znaw anym  przez  w irusa HIV, które um ożliw ia integrację i w nikanie w irusa do 
komórki. (C) Zwiększony, w  w yniku efektu dawki, poziom  chem okiny CCL3L1 
utrudn ia  dostęp  w irusa HIV do receptora CCR5, a tym  sam ym  zmniejsza ryzyko 
infekcji.
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CCL3L1) zwiększają ryzyko w ystąpienia chorób zapalnych 
i autoimmunologicznych. Podobne zjawisko obserwuje się 
także w przypadku innych polimorfizmów, których allele 
obniżają ryzyko chorób infekcyjnych. Podjęte badania typu 
case-control wykazały, że osoby z w yższą liczbą kopii genu 
CCL3L1 mają większe ryzyko w ystąpienia ostrej choroby 
zapalnej Kawasaki [51] oraz dwóch chorób autoim m uno
logicznych: reum atoidalnego zapalenie staw ów  (RA, ang. 
rheumatoid arthritis) [52] i układow ego toczenia rum ienio
watego (SLE, ang. systemie lupus erythematosus) [53].

Polimorfizm CNV genu CYP2D6 wpływa na 
szybkość metabolizmu wielu leków

Innym  przykładem  w pływ u polim orfizm u na fenotyp 
człowieka jest modyfikacja m etabolizm u leków. Zmienność 
indywidualnej zdolności metabolizowania leków może 
mieć daleko idące konsekwencje, zarów no w  kontekście 
toksyczności leków, jak również ich skuteczności w lecze
niu. W metabolizmie leków znaczną rolę odgryw a cyto- 
chrom P450, katalizujący rozkład leków. P450 występuje 
w  wielu formach izoenzym atycznych (szerzej opisanych w 
[54]), z których najważniejsze to CYP3A4 oraz CYP2D6 [55], 
Enzym CYP2D6 jest zaangażow any w metabolizm 20-25% 
zatw ierdzonych obecnie leków [56], w  tym  leków antyde
presyjnych, przeciwbólowych, leków usuwających n u dno 
ści, neuroleptycznych, leków przeciw arytm iom  serca oraz 
leków przeciw now otw orow ych (np. tamoxifen) [57],

Gen kodujący enzym CYP2D6 (CYP2D6) zlokalizowany 
jest na chromosomie 22 (22ql3.2) i występuje u człowieka w 
różnej liczbie tandemowych powtórzeń [58]. Liczba kopii (po
wtórzeń) genu CYP2D6 w diploidalnym genomie waha się od 
jednego do nawet 12. Wykazano, że liczba funkcjonalnych ko
pii genu CYP2D6 wpływa na poziom jego ekspresji, a ta z kolei 
jest silnie skorelowana z szybkością metabolizowania leków. 
Osoby nieposiadające funkcjonalnych kopii genu CYP2D6, 
należą do grupy charakteryzującej się wolnym metabolizmem 
leków (PM, ang. poor metabolizers). W przeciwieństwie do nich, 
osoby posiadające dużą liczbę kopii genu CYP2D6 (więcej niż 
4 w diploidalnym genomie) charakteryzują się fenotypem bar
dzo szybkiego metabolizmu leków (UM, ang. ultra-rapid meta
bolizers). Fenotyp ten związany jest z brakiem odpowiedzi na 
terapie przy standardowych dawkach leków. Dodatkowym 
czynnikiem modyfikującym powyższe zależności, są mutacje 
punktowe, wpływające na poziom ekspresji i funkqonalność 
poszczególnych kopii genu CYP2D6 [59],

Poza dużym  zróżnicowaniem osobniczym, średnia liczba 
kopii genu CYP2D6, a tym samym efektywność metabolizmu 
leków, różni się znacząco także między różnymi ludzkimi po
pulacjami. Przykładowo, 30% populacji etiopskiej czy popu 
lacji saudyjskiej charakteryzuje się fenotypem UM, co korelu
je z częstym występowaniem  w tej populacji alleli zawierają
cych 2, 3 ,4  czy nawet 5 funkcjonalnych kopii genu CYP2D6 i 
jednoczesnym brakiem w tej populacji osób nieposiadających 
ani jednej funkcjonalnej kopii tego genu. W przeciwieństwie 
do populacji wymienionych powyżej, fenotyp UM występuje 
bardzo rzadko w populacjach północno-europejskich i prak
tycznie nie występuje w  populaqach azjatyckich, co koreluje 
z bardzo niską częstością alleli, zawierających więcej niż jed
ną kopię genu CYP2D6 w  tych populacjach [57,59].
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PODSUMOWANIE

Polimorfizm liczby kopii w  genomie człowieka jest inten
sywnie badanym zjawiskiem w wielu ośrodkach naukowych. 
Wymienione w niniejszej pracy przykłady związków tego po
limorfizmu z fenotypem człowieka, to zaledwie kilka spośród 
obecnie znanych. Dotychczas prowadzone badania, identyfi
kujące coraz to nowsze CNV i ich wpływ na fenotyp człowie
ka, są jednak w znacznym stopniu ograniczone przez brak od
powiednich metod, pozwalających na precyzyjne określenie 
liczby kopii pojedynczych CNV w indywidualnych próbkach. 
Pewne nadzieje w  tym zakresie można wiązać z zastosowa
niem do genotypowania CNV metod masowego sekwencjo- 
nowania. Chociaż wiedza dotycząca udziału polimorfizmu 
CNV w zmienności fenotypu człowieka jest jeszcze niepełna, 
to jednak już teraz można stwierdzić, że polimorfizm liczby 
kopii jest istotnym czynnikiem modyfikującym nasz fenotyp.
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ABSTRACT
The variability of human populations in a large part is determined by two complementary factors: environment and genetic information. 
Genetic variation is caused by different genetic variants (polymorphisms and mutations) present in the human genome. Until recently it was 
thought that most of these variants are small changes of one or several nucleotides (SNPs) which in their m illions are present in the human 
genome. However, it was recently shown that there are also polymorphisms that extend over hundreds of thousands of DNA base pairs in 
the human genome. Such alternations called copy number variation (CNV) often include genes and other functional genetic elements. In this 
article w e present the general characteristics of copy number polymorphism and w e discuss some examples of CNVs that influence human 
phenotypes.
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Rola piRNA oraz białek Piwi w regulacji 
rozwoju komórek płciowych

STRESZCZENIE

N owa grupa m ałych, n iekodujących cząsteczek RN A, piR N A , o d ługości 24-30 nukleoty- 
dów, w ystępu je  przede w szystk im  w  kom órkach  płciow ych. Cząsteczki te tw orzą kom 

p leksy  z b iałkam i Piw i, należącym i do ro dziny  A rgonautę. W  przeciw ieństw ie  do w iększości 
n iskocząsteczkow ych RNA, pow stają bez u d z ia łu  RN azy Dicer. Ich obecność stw ierdzono 
w  kom órkach lin ii płciow ej m ęskiej i w  żeńsk iej różnych organizm ów , od ow adów  do czło
w ieka. M echanizm  biogenezy piR N A  nie został do końca poznany, jednak  zakłada się, że 
pow stają  one z d ługich, jednoniciow ych prekurso rów  RNA, kodow anych przez w ystępujące 
w  genom ie sekw encje pow tarzające się. Z naczna część piR N A  odpow iada sekw encjom  re- 
tro transpozonów , co w skazu je  na ich udz ia ł w  w yciszan iu  eksp resji elem entów  ruchom ych 
i u trzym aniu  in tegralności genom u kom órek  płciow ych. N atom iast zakłócenia szlaku synte
zy piRN A  oraz m utacje b iałek  Piw i pow o d u ją  aktyw ację transpozonów  oraz liczne defekty  
w  przeb iegu  gam etogenezy, czem u tow arzyszą zaburzen ia  rozrodu. W  nin ie jszym  artykule  
przeglądow ym  przedstaw iono  ak tu a ln y  stan  w iedzy  na tem at struk tu ry , biogenezy i funkcji 
cząsteczek piR N A  oraz oddziału jących z n im i b ia łek  Piwi.

WPROWADZENIE

Dzięki projektom sekwencjonowania genom ów odkryto, że liczba genów, jak 
i długość sekwencji kodujących białka u zwierząt nie wykazują znacznych róż
nic, pomimo ogromnej różnorodności tych organizm ów [1]. Zbudow any z około 
1000 komórek nicień Caenorhabditis elegans posiada w  przybliżeniu 20 tysięcy 
genów [2], podobnie jak człowiek, u  którego 100 bilionów kom órek tworzy pre
cyzyjnie uform owane tkanki [3]. Jaki zatem  mechanizm powoduje tak znaczne 
zróżnicowanie organizm ów zwierzęcych? Po części może to wynikać z częstsze
go wykorzystania mechanizm u różnicowego składania pierwotnego transkryp- 
tu (ang. alternative splicing) przez bardziej złożone organizmy, w  celu powiększe
nia proteomu. Jednakże hipoteza ta nie została w  pełni potw ierdzona z uwagi na 
brak danych pochodzących z sekwencjonowania transkryptom u organizmów 
na różnych stadiach ich rozwoju [4]. Inna hipoteza dotyczy regulacji ekspresji 
informacji genetycznej oraz przekształcania kom órek zawierających identycz
ny genom w komórki zróżnicowane fenotypowo i funkcjonalnie przy udziale 
niekodującego RNA (ncRNA) [5]. Większość genom u (ponad 70%) ulega trans
krypcji, jednak tylko niewielka część transkryptom u koduje sekwencje białek. 
Wydaje się zatem, że ncRNA, którego zawartość w zrasta w raz ze złożonością 
organizmu, może pełnić funkcje regulatorow e w komórkach eukariotycznych.

Zidentyfikowano wiele elem entów regulatorowych działających na poziomie 
RNA, które m ożna podzielić na elementy kontroli ekspresji genów typu cis i 
trans. Sekwencje regulatorowe działające in cis kontrolują transkrypcję, przetw a
rzanie mRNA, jego lokalizację i stabilność, a także translację. Zalicza się do nich 
m. in. sekwencje prom otorowe w raz z sekwencjami wzmacniającymi i osłabia
jącymi transkrypcję, rejony, które nie ulegają translacji (UTR), sygnały poliade- 
nylacji i regulatory splicingu [6]. N atom iast badania prow adzone w ostatnich 
latach dostarczyły wielu informacji na tem at roli elementów typu trans, głównie 
niskocząsteczkowych RNA1. O rganizm y eukariotyczne produkują różne typy 
m ałych cząsteczek RNA o długości od 19 do 30 nukleotydów  (nt), które uczest
niczą w wielu szlakach komórkowych. Oddziałując z białkami z rodziny Argo
nautę, biorą udział w rozpoznaniu specyficznej sekwencji nukleotydowej, co w 
konsekwencji może doprow adzić do degradacji mRNA, zaham ow ania transla
cji lub tworzenia heterochrom atyny [7], Jak dotąd dobrze scharakteryzowano 
dw ie klasy niskocząsteczkowych RNA: microRNA (miRNA) oraz krótkie inter
ferencyjne RNA (siRNA). Powstają one z dwuniciowych prekursorów  RNA jako

1W ostatnich latach ukazało kilka artykułów  przeglądow ych w  języku polskim  poświęconych 
tem u zagadnieniu: W arkocki Z, Figlerowicz M (2006) Krótkie interferencyjne RNA działające 
in trans. Postępy Biochem 52: 253-259; Filip A (2007) MikroRNA now e m echanizm y regulacji 
ekspresji genów. Postępy Biochem 53: 413-419; Sobkowiak Ł, Szarzyńska B, Szweykowska- 
Kulińska Z (2008) Biogeneza roślinnych m ikro RNA. Postępy Biochem 54: 308-316.
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Tabela 1. Porów nanie właściwości w ybranych klas niskocząsteczkow ych RNA.

W łaściwości miRNA siRNA piRNA

Długość ~ 21 n t - 2 2  nt -  24-30 nt

Pochodzenie egzogenny RNA endogenny  RNA endogenny RNA

Struktura dw uniciow y RNA jednoniciow y RNA jednoniciow y RNA

Liczba w  kom órce brak danych kilkaset -  50 000

W ystępow anie
nie w ystępuje w  
tkankach i kom órkach

różne tkanki i kom órki sperm atocyty, sperm atydy

Cząsteczki wiążące białka Ago białka Ago białka Piwi

U dział RNazy Dicer w ym agany w ym agany nie w ym agany

Funkcja
udział w  m echanizm ie 
interferencji RNA

regulacja ekspresji 
genów

represja retro transpozonów  i 
regulacja potranskrypcyjna

produkty  działania RNazy Dicer. Wiążąc się z docelową 
sekwencją mRNA, powodują jego degradację lub represję 
translacji. Najnowsze doniesienia wskazują, że biogene- 
za niektórych miRNA i siRNA może zachodzić także bez 
udziału  RNazy Dicer [8,9]. Podobnie jak to stw ierdzono w 
przypadku  odkrytej w ostatnich latach, nowej klasy nisko
cząsteczkowych RNA — piRNA [10]. Ta now a g rupa m a
łych RNA oddziałuje z podrodziną białek Piwi i wykazuje 
wiele różnic w porów naniu z siRNA oraz miRNA (Tab. 1).

CHARAKTERYSTYKA BIAŁEK NALEŻĄCYCH 
DO RODZINY ARGONAUTĘ

Białka Argonautę stanowią główny składnik białkowy 
kom pleksów  RISC biorących udział w  wyciszaniu ekspresji 
genów  w  procesie interferencji RNA [11]. Łączą się one z ni- 
skocząsteczkowymi RNA w celu rozpoznania specyficznej, 
docelowej sekwencji nukleotydowej. Jak dotąd, najlepiej 
scharakteryzowanym i partneram i dla tych białek są miR
NA, które biorą udział głównie w potranskrypcyjnym  w y
ciszaniu genów oraz siRNA, które uczestniczą zarów no w 
transkrypcyjnej, jak i potranskrypcyjnej regulacji ekspresji 
genów [12]. W oparciu o podobieństwo sekwencji amino- 
kwasowej, rodzinę Argonautę można podzielić na trzy pod- 
rodziny. Największa z nich to podrodziną Ago, której na 
zw a pochodzi od białka A gol z rzodkiew nika pospolitego 
(Arabidopsis thaliana). Białka należące do tej podrodziny są

syntetyzow ane w wielu róż
nych tkankach i komórkach 
i wiążą się z miRNA oraz 
siRNA. D ruga podrodziną, 
to podrodziną Piwi, której 
nazw a pochodzi od białka 
Piwi (ang. P-element induced 
wimpy testis) występującego 
u m uszki owocowej (Droso- 
phila melanogaster). W prze
ciwieństwie do białek Ago, 
synteza białek Piwi jest ogra
niczona głównie do komórek 
płciowych. Trzecią podro- 
dzinę białek A rgonautę sta

nowi podrodziną Class 3, która zawiera wyłącznie białka 
występujące u C. elegans [13].

Białka A rgonautę to zasadow e białka o masie cząstecz
kowej około 90 kDa, których sekwencja am inokw asow a 
została zachow ana w  ewolucji organizm ów  eukariotycz
nych. Posiadają one dw ie główne dom eny białkowe: do 
menę PAZ (Piwi A rgonautę i Zwille) oraz dom enę PIWI
[11]. Dom ena PAZ, zbudow ana z około 100-200 reszt 
am inokw asow ych (aa), w iąże jednoniciow e kw asy nukle
inowe. O dpow iada ona za oddziaływ anie z końcem  3' ni
skocząsteczkowych RNA. N atom iast dom ena PIWI o d łu 
gości 400-600 aa w ykazuje struk turalne podobieństw o do 
dom eny rybonukleazy H. W przypadku  niektórych białek 
m oże ona działać jako endonukleaza rozpoznająca specy
ficzne dw uniciow e sekwencje i przecinać mRNA kom ple
m entarne do niskocząsteczkowych RNA [13]. Co ciekawe, 
m otyw  pełniący funkcje katalityczne jest różny u różnych 
białek. RNazy H  w  dom enie katalitycznej zawierają m o
tyw  Asp-Asp-Glu, podrodziną Ago posiada m otyw  Asp- 
Asp-His, natom iast podrodziną Piwi m otyw  Asp-Asp-Leu
[14]. N iektóre białka Ago (np. Ago2) oraz białka Piwi u 
D. melanogaster w ykazują aktyw ność endonukleolityczną
[15]. Białka A rgonautę posiadają rów nież dom enę MID 
zbudow aną z około 150 aa odpow iedzialną za wiązanie 
g rupy fosforanowej znajdującej się na końcu 5' niskoczą
steczkowych RNA [13].

Tabela 2. Porów nanie białek A rgonautę i oddziałujących z n im i niskocząsteczkow ych RNA u  D. melanogaster i m yszy.

Podrodziną Ago Podrodziną Piwi

m ysz D. melanogaster m ysz D. melanogaster

Członkow ie A g o l-4 A go l, Ago2 Mili, Miwi, Miwi2 Piwi, Ago3, Aub

Synteza
w w ielu tkankach 
i kom órkach

w w ielu tkankach i kom órkach
. , . . , . , . ,  . . , . żeńskie i m ęskie 
kom orki płciowe (głównie lądra) . . . .  . .

r  vo ’ kom órki płciowe

M ałe RNA, wielkość
miRNA i egzogenne 
siRNA, 21-23 nt

m iRNA (A gol), w irusow e 
siRNA (Ago2), 21-23 n t

piRNA, 26-30 n t piRNA, 24-28 n t

A ktyw ność 
przecinania RNA

Ago2 A gol, Ago2 N ieznana Piwi, Aub, Ago3

Biogeneza 
m ałych RNA

miRNA: Drosha, Dicer
miRNA: Drosha, Dicer-1 
siRNA: Dicer-2

pierw otne piRNA: m echanizm  nieznany; d rugorzędow e 
piRNA: aktyw ność hvdrolitvczna białek Piwi oraz 
nieznany czynnik przetw arzający koniec 3'

Funkcja

m iRN A: represja 
translacji i degradacja 
endogennego mRNA; 
egzogenne siRNA: RNAi

m iR N A : represja 
translacji i degradacja 
endogennego mRNA; 
w irusow e siRN A: ham ow anie 
w irusow ej replikacji

w yciszanie transpozonów , 
metylacja pow tórzeń DNA?

wyciszanie
transpozonów , regulacja 
heterochrom atyny?
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Białka Piwi występują u w ielu różnych zwierząt, od ow a
dów  do człowieka, a ich obecność jest ściśle skorelowana 
z pojawieniem się wyspecjalizowanych komórek rozrod 
czych. Na wczesnym etapie rozwoju u większości zw ierząt 
dochodzi do rozdzielenia kom órek linii płciowej i som a
tycznej, a synteza białek Piwi zostaje ograniczona tylko do 
kom órek płciowych [16]. U płazińców białka Piwi są syn
tetyzow ane w  komórkach rozrodczych oraz neoblastach, 
czyli niezróżnicowanych kom órkach macierzystych odpo
w iedzialnych za zdolności regeneracyjne tych organizm ów  
[17]. Chociaż neoblasty są uw ażane za somatyczne kom órki 
macierzyste, to mogą one dać początek kom órkom  płcio
wym. A zatem  zachowana ewolucyjnie obecność białek 
Piwi w  różnych organizm ach świadczy o ich ważnej funkcji 
w kom órkach płciowych.

U D. melanogaster występują trzy białka należące do 
podrodziny Piwi: Piwi, Aubergine (Aub) oraz A rgonautę 3 
(Ago3). Syntetyzowane są one w męskich i żeńskich kom ór
kach płciowych (Tab. 2). Obecność białka Piwi stw ierdzo
no rów nież w komórkach somatycznych, które pozostają 
w bliskim kontakcie z kom órkam i płciowymi [15,18,19]. Z 
kolei synteza trzech białek myszy: Miwi, Mili i Miwi2 (zna
nych rów nież jako Piw ill, Piwil2 i Piwil4) jest ograniczona 
głównie do męskich kom órek płciowych [20,21], Białka te są 
syntetyzow ane na różnych etapach sperm atogenezy [22,23], 
Białko Miwi2 jest obecne tylko w  prenatalnych kom órkach 
m acierzystych linii płciowej, które nie ulegają podziałom  
mitotycznym. Ponadto, ulega syntezie w  kom órkach pod 
porow ych kanalików nasiennych (komórkach Sertoliego), 
jednak nie jest to niezbędne dla podtrzym ania funkcji roz
rodczych organizm u [20]. N atom iast synteza białka Mili 
rozpoczyna się już w  pierw otnych komórkach płciowych i 
trw a aż do stadium  okrągłej sperm atydy (Ryc. 1). Z kolei

Rycina 1. Ekspresja piRNA i synteza białek Piwi podczas sperm atogenezy u 
myszy. Po lewej stronie kolorem  czerw onym  oznaczono prenatalny  okres życia 
osobnika oraz dzień narodzin, natom iast kolorem  niebieskim  okres od  narodzin  
do osiągnięcia dojrzałości płciowej. N a schemacie w yróżniono poszczególne 
stadia sperm atogenezy. Zarów no in tensyw ne podziały m itotyczne sperm atogo- 
nii, jak i w ytw arzanie plem ników  zachodzą p rzez całe życie osobnika. Kolorem 
żółtym  oznaczono m om ent zatrzym ania  sperm atogenezy w  p rzypadku  mutacji 
poszczególnych białek Piwi. Po prawej stronie z kolei zaznaczono syntezę bia
łek Miwi, Mili i Miwi2 oraz dw óch populacji p iRNA na poszczególnych etapach 
sperm atogenezy. O pracow ano na podstaw ie  [24,37], szczegółowy opis w  tekście.

białko M iwi jest w ykryw ane od stadium  pachytenu profazy 
pierw szego podziału mejotycznego, aż do stadium  w yd łu 
żonej sperm atydy [24], Zgodnie ze zróżnicowanym czasem 
syntezy rów nież m om ent zatrzym ania sperm atogenezy 
u m yszy z m utacjami powodującymi dezaktywację białek 
Piwi jest różny. W przypadku mutacji genu kodującego 
białko Miwi2 sperm atogeneza jest blokowana w profazie 
pierw szego podziału  mejotycznego, w  stadium  leptotenu. 
Również u tych myszy obserwuje się degenerację sperm a- 
togonii, co może wskazywać na rolę tego białka w u trzym a
niu populacji kom órek macierzystych linii płciowej [20]. Z 
kolei defekt białka Mili powoduje zatrzym anie sperm atoge
nezy na etapie wczesnego pachytenu, w  profazie pierw sze
go podziału mejotycznego, podczas gdy u myszy z mutacją 
w  genie kodującym  białko Miwi dochodzi do zatrzym ania 
sperm atogenezy w fazie okrągłej sperm atydy (Ryc. 1).

W celu lepszego zrozum ienia funkcji białek Piwi p rze
prow adzono liczne badania z wykorzystaniem  osobników 
posiadających zm utow ane bądź nieaktywne (zastosowano 
technikę „knock-out") geny kodujące białka Piwi. O dkryto, 
że re tro transpozon LI, występujący w genomie myszy, nie 
jest m etylow any u osobników posiadających białko Mili z 
defektam i będącym i wynikiem  mutacji, co sugeruje, że biał
ko to m oże brać udział w  metylacji pewnych rejonów DNA. 
Podobnie, nie dochodzi do metylacji DNA niektórych trans- 
pozonów  u  m yszy z nieaktyw nym  genem kodującym biał
ko Miwi2 [25]. W yniki tych badań wskazują, że białka Piwi 
mogą brać udział w  transkrypcyjnym wyciszaniu genów  z 
w ykorzystaniem  procesu metylacji DNA.

Interesujące cechy posiada białko Piw ill występujące u 
człowieka (znane również jako Hiwi), będące ortologiem 
białka Miwi myszy. Jak dotąd, nie zidentyfikowano nisko- 
cząsteczkowych RN A, które oddziaływałyby z tym  biał
kiem. W ystępuje ono w męskich komórkach płciowych, a 
także w tkankach somatycznych, a jego wzmożony poziom  
został zaobserw ow any w kilku rodzajach now otw orów  
[26,27],

ODKRYCIE I CHARAKTERYSTYKA piRNA

Pierwsze w zm ianki dotyczące nowej, odrębnej popu la 
cji niskocząsteczkowych RNA oddziałujących z białkami 
Piwi, pochodzą z badań prow adzonych na muszce ow o
cowej. Obecność frakcji 25-27 nt RNA homologicznych do 
bogatego w  pow tórzenia locus Stellate została pow iązana z 
w yciszaniem  jego ekspresji. Ponadto proces ten wym agał 
obecności białek z podrodziny Piwi [28]. Profilowanie eks
presji niskocząsteczkowych RNA podczas rozwoju m uszki 
owocowej umiejscowiło specyficzne dla locus Stellate małe 
RNA w  obrębie szerszej klasy rasiRNA [29]. Niskocząstecz- 
kowe RNA przypom inające rasiRNA zostały także zidenty 
fikowane w jądrach i jajnikach ryby danio pręgow any (Da
nio rerio) oraz w  jądrach ssaków i nazwano je piRNA (ang. 
Piwi-interacting R N  As) [30]. Chociaż te niskocząsteczkowe 
RNA posiadały kilka cech wspólnych z rasiRNA, to istniały 
rów nież znaczne różnice m. in. brak sekwencji odpow iada
jących elem entom  powtarzającym  się w genomie. Obecnie 
w iadom o jednak, że piRNA mogą wywodzić się zarów no z 
elem entów  powtarzających się, jak i z unikatowych sekw en
cji DNA, i że rasiRNA stanowią podklasę piRNA [31].
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Cząsteczki piRNA zostały wyizolowane z jąder myszy 
(Mus musculuś) w  2006 roku przez cztery niezależne grupy 
badawcze. Rozdział w  żelu całkowitego RNA izolowanego 
z jąder doprowadził do wstępnej identyfikacji frakcji piRNA 
zawierającej cząsteczki o długości około 30 nt piRNA. Było 
to możliwe, ponieważ w komórkach płciowych występuje 
znacznie więcej piRNA niż pozostałych niskocząsteczko- 
w ych RNA [32-35]. Oszacowano, że około milion cząsteczek 
piRNA przypada na jeden spermatocyt lub wczesną sper
ma ty dę [32],

W celu zidentyfikowania niskocząsteczkowych RNA 
oddziałujących z białkiem Miwi przeprow adzono analizy, 
które doprow adziły do odkrycia cząsteczek RNA o nieocze
kiwanej wielkości (29-30 nt). W w yniku sekwencjonowania 
otrzym ano ponad 50 tysięcy sekwencji RNA. Wiele z nich 
pojawiło się tylko raz, co świadczy o dużym  zróżnicowaniu 
populacji piRNA [33]. Odkryte piRNA ulegały precypitacji 
z przeciwciałem skierowanym  przeciwko białku Miwi, co 
wskazuje, że białko to wiąże się z tą klasą niskocząsteczko
w ych RNA i jest niezbędne do ich akumulacji w  komórce 
[35]. Zauw ażono także, że 30 nt cząsteczki piRNA nie były 
w ykryw ane u myszy z mutacją powodującą całkowitą u tra
tę funkcji genu miwi [35]. Natomiast, przeprowadzając im- 
m unoprecypitację z przeciwciałem rozpoznającym białko 
Mili odkryto 26-28 nt piRNA oddziałujące z tym białkiem 
oraz dodatkow ą populację cząsteczek RNA dłuższych śred
nio o 3 nt, która nie oddziaływała z białkiem Mili [32],

Rozkład wielkości zidentyfikowanych RNA wskazuje, że 
istnieją dw ie odrębne populacje piRNA [32-35]. Pierwsza 
grupa zawiera piRNA o długości od 29 do 31 nt, oddziałują
ce z białkiem Miwi. Ich ekspresja zbiega się w czasie z syn
tezą białka Miwi czyli od połowy pachytenu profazy pierw 
szego podziału mejotycznego do stadium  wczesnej sperma- 
tydy. D ruga grupa zawiera nieco krótsze piRNA (26-28 nt), 
które specyficznie wiążą się z białkiem Mili [32]. Ulegają 
one ekspresji już w  stadium  spermatogonii i zaczynają za
nikać w stadium  okrągłej sperm atydy (Ryc. 1). U dorosłych 
m yszy pierwsza grupa zawierająca dłuższe cząsteczki jest 
liczniejsza niż druga grupa krótszych piRNA. Obie grupy 
m ogą być generowane z tych samych loci, ale w odm ien
ny sposób, gdyż sondy dla niektórych piRNA wykrywają 
zarów no 30 nt, jak i 26 nt cząsteczki RNA [32,34], Analiza 
m etodą RACE (ang. rap id amplification of cDNA ends), pole
gająca na wykorzystaniu kilku reakcji PCR z odpowiednio 
dobranym i starterami w  celu ustalenia sekwencji jednego z 
końców cDNA [36], wykazała, że końce 5' piRNA są iden
tyczne, podczas gdy końce 3' są krótsze o 2 nt w przypad
ku piRNA wiążących się z białkiem Mili [32], Jak dotąd nie 
w iadom o, czy te dwie grupy piRNA pełnią różne funkcje.

Cząsteczki piRNA mają kilka interesujących cech. Po 
pierwsze, te niskocząsteczkowe RNA są dłuższe niż miR- 
NA i siRNA. Po drugie, znaczna większość piRNA (około 
96%) w ystępuje w genomie w postaci klastrów, które mają 
długość od 1 tys. do 100 tys. par zasad i zawierają od 10 
do 4 500 niskocząsteczkowych RNA, co oznacza że tysiące 
piRNA może powstawać z tego samego locus [37], Klastry 
te w ykazują ciekawe właściwości. Niektóre z nich są jedno
kierunkow e, co oznacza, że wszystkie piRNA są kodowane
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Rycina 2. Biogeneza piRNA. Klaster piRNA ulega jedno- lub dw ukierunkow ej 
transkrypcji, w w yniku której pow stają długie, p ierw otne transkryp ty  p rze tw a
rzane następnie do  dojrzałych cząsteczek piRNA. M echanizm  obróbki jednoni- 
ciowych prekursorów  piRNA do dojrzałych cząsteczek nie został poznany. O pra 
cow ano na podstaw ie [24,37].

przez jedną z nici, podczas gdy wiele klastrów  jest d w u 
kierunkowych, w  których centralny rejon ubogi w  piRNA 
oflankowany jest piRNA kodow anym i przez przeciw ne nici 
(Ryc. 2). Klastry są z reguły zlokalizowane w  m iędzy geno
wych lub ubogich w geny rejonach genom u [24], Po trzecie, 
analiza sekwencji piRNA wiążących białka M iwi i Mili w y 
kazała obecność w wielu cząsteczkach reszty urydyny na 
końcu 5' piRNA. Cecha ta jest rów nież charakterystyczna 
dla siRNA i miRNA, które są przetw arzane z dwunicio- 
wych prekursorów  przez enzym y o aktywności RNazy III. 
Jednakże analiza kom puterow a, z użyciem program ów  do 
zwijania cząsteczek RNA w struktury  drugorzędow e, nie 
wykazała obecności struktur typu „spinka do w łosów" w 
rejonach flankujących piRNA W przypadku biogenezy 
miRNA, RNaza Dicer przekształca około 70 nt pre-miR- 
NA tworzące charakterystyczną strukturę typu  „spinka do 
włosów" do krótkich 22 nt dsRNA. Brak takich struktur 
drugorzędow ych w  transkryptach piRNA sugeruje, że me
chanizm ich pow staw ania różni się od biogenezy miRNA 
[38]. Po czwarte, około 17% piRNA ssaków odpow iada se
kwencjom powtarzającym  się, takim  jak LINE, SINE i kilka 
klas transpozonów  DNA [39]. Wreszcie, większość piRNA 
została zidentyfikowana tylko raz, co sugeruje dużą złożo
ność populacji tych niskocząsteczkowych RNA. Porów na
nie sekwencji różnych genom ów pokazuje, że loci piRNA są 
zachowane w  ewolucji w  przeciwieństwie do ich sekwencji. 
Obserwacja ta może wskazywać, że sekwencja piRNA nie
koniecznie określa jego funkcję, a raczej jego funkcja może 
być determ inow ana przez obecność dużej liczby cząsteczek 
piRNA produkow anych z poszczególnych loci [38].

BIOGENEZA piRNA

Jak w spom niano powyżej, brak struk tu r d rugorzędo 
wych w pierw otnych transkryptach piRNA oraz długość 
dojrzałych cząsteczek piRNA (24-30 nt) wskazują, że nie 
są one generow ane przez rybonukleazę Dicer, k tóra w y 
tw arza zazwyczaj cząsteczki o długości 21-23 n t [40] Tak
że ostatnio p rzeprow adzone analizy genetyczne D. rerio i 
D. melanogaster dow odzą, że rybonukleaza Dicer nie jest 
zaangażow ana w produkcję piRNA [30,41]. Zrozum ienie 
m echanizm u biogenezy piRNA stało się m ożliw e dzięki
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Rycina 3. M odel potranskrypcyjnej amplifikacji piRNA u D. melanogaster. piR- 
NA tw orzące kom pleks z Piwi lub A ub odpow iadają antysensow nej nici DNA 
i posiadają resztę U na końcu 5'. Z kolei Ago3 oddziałuje z piRNA, które od 
pow iadają nici sensownej, posiadają resztę A w  pozycji 10 i są kom plem entarne 
do antysensow nych piRNA na długości 10 nt. Zatem  kom pleksy A go3/piR N A  
m ogą rozpoznaw ać i przecinać antysensow ne transkrypty  generując now e an- 
tysensow ne piRNA, które po zw iązaniu z P iw i/ A ub biorą udział w  w yciszaniu 
mRNA transpozonów , tworząc tym  sam ym  pętlę amplifikacyjną. O pracow ano 
na podstaw ie [16,38]; szczegółowy opis w tekście pracy.

badaniom  nad  ich genom ow ym  pochodzeniem  oraz od 
działyw aniem  z białkami A rgonautę u  D. melanogaster. 
W jajnikach m uszki owocowej znaczna większość piR
NA w yw odzi się z telom erowych i pericentrom erow ych 
rejonów bogatych w  sekwencje retro transpozonów  [18]. 
Najliczniejszą grupę stanow ią piRNA pochodzące z anty 
sensownej nici transpozonów . Cząsteczki te specyficznie 
oddziałują z białkami Piwi i Aub. Z kolei piRNA odpo 
wiadające sensownej nici transpozonów  w iążą się z biał
kiem Ago3 [18,19]. Białka Piwi, Aub i Ago3 w kompleksie 
z piRNA mogą przecinać docelowy RNA pom iędzy 10 i 
11 nukleotydem  od końca 5' nici naprow adzającej (ang. 
guide strand) [15,19]. Zaobserw ow ano rów nież, że piRNA 
z przeciw nych nici są do siebie kom plem entarne na koń
cach 5' na długości 10 nukleotydów . Co więcej, antysen
sowne piRNA oddziałujące z Piwi i Aub na końcu 5' mają 
resztę urydyny (U), podczas gdy w  sensow nych piRNA 
wiążących Ago3, w  pozycji 10 najczęściej w ystępuje resz
ta adenozyny (A). Zatem, reszta A w  pozycji 10 sensow 
nych piRNA jest kom plem entarna do reszty U na końcu 
5' antysensow nych piRNA. Na podstaw ie tych obserw a
cji dw ie grupy badaw cze rów nocześnie zaproponow ały 
m odel biogenezy piRNA [18,19], W edług tego m odelu, 
wzajem ne oddziaływ anie transkryptów  pochodzących 
z genom owych klastrów piRNA oraz mRNA transpozo
nów przy udziale białek Piwi prow adzi do w ytw orzenia 
cyklu, w  trakcie którego dochodzi do potranskrypcyjnej 
amplifikacji cząsteczek piRNA (Ryc. 3). Cykl ten, zw any

pętlą amplifikacyjną „ping-pong", rozpoczyna się p rze 
tw arzaniem  pierw otnych piRNA, które pochodzą z w a 
dliwych kopii transpozonów  znajdujących się w  rejonach 
heterochrom atynowych. Białka Piwi przecinają sekwencję 
docelową pom iędzy nukleotydam i 10 i 11 od końca 5' piR
NA, a niezidentyfikow ana endonukleaza generuje koniec 
3' prekursora piRNA. Pierwotne piRNA są an tysensow 
ne i w iążą się z białkiem Piwi lub Aub. Kompleks P iw i/ 
Aub-piRNA rozpoznaje i przecina docelowe transkrypty  
transpozonów , wyciszając ekspresję genów oraz generując 
now e sensowne piRNA, które oddziałują z białkiem  Ago3. 
N astępnie kom pleks sensow ny piR N A /A go3 katalizuje 
cięcie nici antysensownej, będącej transkryptem  klastra 
piRNA, w miejscu sparow ania A-U, generując tym  sam ym  
now e antysensow ne piRNA, zdolne do w iązania się z biał
kam i Piwi lub Aub [18,19]. Cykl ten trw a tak długo, jak 
kom pleksy zawierające antysensow ne piRNA rozpoznają 
i przecinają docelowe sekwencje transpozonów , generując 
now e sensowne piRNA. Model ten oparty jest na b ad a 
niach przeprow adzonych u D. melanogaster, ale doniesie
nia literaturow e sugerują, że podobny m echanizm  m oże 
działać w  kom órkach płciowych myszy [42].

Białka, które biorą udział w  zaproponow anym  m ode
lu produkcji piRNA, nie zostały jeszcze zidentyfikowane, 
aczkolwiek wyniki ostatnich badań dostarczają informacji, 
które mogą pomóc w  ich odkryciu. N a przykład, u m uszki 
owocowej mutacje w  genach zucchini i squash kodujących 
nukleazy, zaburzają powstawanie piRNA, w  w yniku cze
go nie dochodzi do wyciszenia retrotranspozonów  [43]. 
Zatem, produkty genów zucchini i squash mogą brać udział 
w  przycinaniu transkryptów  piRNA od końca 3', generu 
jąc dojrzałe cząsteczki piRNA o odpowiedniej długości. 
Dodatkowo koniec 3' dojrzałych piRNA jest m etylow any 
[44,45]. U D. melanogaster reakcja ta jest p rzeprow adzana 
przez metylotransferazę RNA H en i i zdaje się zachodzić po 
związaniu piRNA z białkami Argonautę [46,47]. Mutacja w 
genie henl redukuje długość i trwałość piRNA, co sugeruje, 
że metylacja ma w pływ  na tworzenie praw idłow ego koń
ca 3' piRNA oraz zwiększa stabilność tych cząsteczek [46]. 
Modyfikacja ta może również wpływać na oddziaływ ania 
pom iędzy piRNA a innymi składnikami szlaku piRNA. 
Jednakże, muszki owocowe ze zm utow anym  genem  henl 
są płodne, co wskazuje, że metylacja nie jest niezbędna dla 
funkcji piRNA w rozrodzie [47],

Obecnie model potranskrypcyjnej amplifikacji stanowi 
atrakcyjną hipotezę opartą głównie na analizach bioinfor- 
matycznych i w ym aga on doświadczalnego potw ierdzenia. 
Wiele pytań wciąż pozostaje bez odpowiedzi. Czy m echa
nizm „ping-pong" jest aktywny wyłącznie w cytoplazmie? 
Czy białka z podrodziny Piwi wykazują aktywność nukle- 
olityczną in vivo? Jakie kofaktory są niezbędne dla tej ak
tywności? Czy transpozony kiedykolwiek są degradow ane 
do sekwencji krótszych niż cząsteczki piRNA? Jak piRNA 
są transportow ane z jednych rybonukleoprotein do innych 
oraz czy białka Ago3 i Aub są wyłącznie zlokalizowane w 
cytoplazmie? Czy powstałe piRNA, a przynajmniej ta ich 
część, która asocjuje z białkiem Piwi, są transportow ane z 
pow rotem  do jądra? O dpow iedzi na te pytania w  znacznym  
stopniu pozwolą dokładniej wyjaśnić mechanizm biogene
zy piRNA.
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CZĄSTECZKI piRNA I BIAŁKA PIWI JAKO 
REGULATORY AKTYWNOŚCI TRANSPOZONÓW

Ostatnie doniesienia literaturowe prezentują liczne do
w ody na udział piRNA i białek podrodziny Piwi w  regulacji 
aktywności transpozonów. Po pierwsze, znaczna większość 
wyizolowanych do tej pory piRNA odpow iada rejonom ko
dującym  transpozony [48]. Po drugie, na podstawie badań 
u  m uszki owocowej zaproponow ano model wyjaśniający 
wyciszanie transpozonów  przy udziale piRNA. Mobilność 
trzech retroelem entów występujących u D. melanogaster: 
gypsy, Idefix i ZA M  jest kontrolowana przez rejon flamenco 
będący specyficznym heterochrom atynowym  łocus wystę
pującym na chromosomie X. Pomimo intensywnych badań 
tego rejonu, nie udało się zidentyfikować w jego obrębie 
żadnej sekwencji pełniącej funkcję represorową w stosunku 
do transpozonów. Zawierał on raczej mieszaninę różnych 
typów  elem entów ruchomych, ale dokładny sposób, w  jaki 
te elementy mogły być zaangażowane w obronę przeciwko 
transpozonom , pozostawał niejasny [38]. Później wykaza
no, że wyciszanie retroelementu gypsy przy udziale flamen
co przebiega w sposób zależny od białka Piwi [49] oraz, że 
flamenco koduje jeden z największych klastrów piRNA u 
D. melanogaster, a jego mutacja prow adzi do spadku ekspre
sji piRNA i w  konsekwencji zwiększonej aktywności trans
pozonów  [18]. Uważa się, że łocus flamenco tworzą wadliwe 
transpozony, których transkrypcja prow adzi do powstania 
długiego transkryptu stanowiącego matrycę w biogenezie 
piRNA. Setki piRNA generowanych z tego łocus odpow ia
da elem entom  powtarzającym się rozproszonym  po całym 
genomie. Zgodnie z obecnie panującym modelem, powstałe 
piRNA oddziałują z białkami Piwi w  komórkach płciowych 
i prow adzą do przecięcia docelowych sekwencji transpo
zonów [38]. Klonowanie piRNA oraz zastosowanie metod 
„głębokiego sekwencjonowania", pozwoliło na scharakte
ryzow anie piRNA występujących podczas rozwoju zarod
kowego myszy, które w większości reprezentują sekwencje 
transpozonowe, chociaż ich znaczenie biologiczne pozosta
je nadal nieznane [25],

U D. melanogaster białka Piwi oddziałują z białkiem HP1 
(ang. Heterochromatin Protein 1), które uczestniczy w  tw o
rzeniu heterochromatyny. Natom iast brak oddziaływania 
m iędzy nimi powoduje dekondensację heterochromatyny 
[50]. Również u kręgowców białka Piwi pełnią funkcje epi- 
genetyczne. W komórkach myszy nie dochodzi do metylacji 
rejonów kodujących transpozony, gdy brakuje białek Mili i 
Miwi2, co prow adzi do w zrostu aktywności transpozonów. 
A zatem  brak funkcjonalnych białek Piwi powoduje brak 
metylacji DNA i utratę kontroli epigenetycznej [42]. Rów
nież piRNA mogą odgrywać rolę w  represji transpozonów, 
gdyż delecja małych klastrów piRNA w komórkach myszy 
prow adzi do w zrostu ich aktywności [51]. Dowody na po- 
transkrypcyjną amplifikację piRNA w komórkach ssaków 
także potwierdzają ich zachowaną w ewolucji funkcję w re
gulacji transpozonów.

FUNKCJA BIAŁEK PIWI I piRNA W 
ROZWOJU KOMÓREK PŁCIOWYCH

Analiza osobników ze zm utow anym i białkami Piwi 
wskazuje na udział tych białek w  rozwoju komórek płcio
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wych, zarówno u bezkręgowców, jaki i kręgowców. U D. 
melanogaster białko Piwi potrzebne jest w  kom órkach płcio
wych i w  komórkach stanowiących niszę kom órek macie
rzystych do regulacji podziałów  oraz utrzym ania komórek 
macierzystych linii płciowej. Z kolei u myszy utrata po
szczególnych białek Piwi powoduje zatrzym anie sperm a
togenezy. W przypadku mutacji w  genie kodującym  białko 
Miwi dochodzi do eliminacji komórek płciowych w sta
d ium  okrągłej sperm atydy na drodze apoptozy. Natomiast, 
skutkiem mutacji w  genach kodujących białka Mili i Miwi2 
jest wcześniejsze zatrzym anie mejozy już w  stadium  pa
chy tenu [16]. M om ent zatrzym ania rozwoju koreluje z cza
sową syntezą tych białek w komórkach płciowych myszy. 
Mutacje w  każdym  z trzech genów białek Piwi prow adzą 
do degeneracji męskich komórek płciowych, podczas gdy 
komórki somatyczne zdają się pozostawać nienaruszone. 
Podobny efekt fenotypowy, zatrzym ania spermatogenezy, 
zaobserwowano u m utantów  z zaburzonym  procesem na
praw y DNA. Dodatkowo, w  komórkach płciowych myszy 
z mutacją genu kodującego białko Miwi2 zauw ażono wyso
ki poziom uszkodzeń DNA. Powyższe obserwacje sugeru
ją, że mutacje w  białkach Piwi myszy, jak również mutacje 
w  szlaku piRNA w  kom órkach płciowych D. melanogaster 
prow adzą do uszkodzeń DNA i aktywacji odpow iedzi ko
mórkowej na te uszkodzenia, co w konsekwencji kończy się 
apoptozą i degeneracją komórek płciowych [31]. Kluczo
wym  pytaniem  jest, czy obserwowane efekty mutacji genów 
kodujących białka Piwi mogą być wyjaśnione wyłącznie na 
podstawie ich udziału w kontroli aktywności transpozo
nów, czy może białka Piwi pełnią inne, dotąd nie pozna
ne, funkcje w  gametogenezie. U m uszki owocowej więk
szość piRNA ma sekwencje odpowiadające transpozonom  
i innym  elementom powtarzającym się. Mutacje w  szlaku 
piRNA u tych organizm ów  powodują uszkodzenia DNA 
kom órek płciowych w w yniku nadekspresji retrotranspozo- 
nów [18,41]. Obserwacje te wskazują, że uszkodzenie DNA 
komórek płciowych jest spow odow ane przez mobilizację 
transpozonów, chociaż nie zostało to ostatecznie udow od 
nione. Natom iast piRNA występujące w jądrach dorosłych 
myszy są prawie pozbawione sekwencji powtarzających 
się. Aczkolwiek, w yniki ostatnich badań umożliwiły iden
tyfikację populacji piRNA pojawiającej się przed stadium  
pachytenu w trakcie spermatogenezy, która oddziałuje z 
białkiem Mili oraz zawiera znaczną liczbę sekwencji retro- 
transpozonowych i innych elementów repety ty wnych [42], 
Co więcej, mutacje genów kodujących białka Mili i Miwi2 
powodują, że nie dochodzi do inaktywacji transkryptów  
retrotranspozonów. Zatem szlak piRNA może uczestni
czyć w wyciszaniu retrotranspozonów  i w ten sposób za
pobiegać uszkodzeniom  DNA komórek płciowych oraz w 
konsekwencji ich apoptozie. Jednakże, w  przeciwieństwie 
do m uszki owocowej, pojedyncze mutacje w  genach kodu 
jących białka podrodziny Piwi myszy nie uszkadzają żeń
skich komórek płciowych. Możliwe zatem, że w żeńskich 
komórkach płciowych ssaków istnieje odrębny szlak, który 
spełnia tę funkcję [31].

Genetyczne i biochemiczne analizy wskazują, na udział 
białek Piwi przede wszystkim  w kontroli transpozonów. 
Jednak, istnieją rów nież takie właściwości szlaku piR N A / 
Piwi, które trudno wyjaśnić tylko na podstawie regulacji 
transpozonów. Populacja piRNA występująca u ssaków w
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stadium  pachytenu jest uboga w  sekwencje powtarzające 
się, a naw et ta część, która zawiera sekwencje transpozo- 
nów, jest bardzo zróżnicowana, dlatego mało p raw dopo
dobne jest, by brała ona udział w  supresji transpozonów . 
Nie wykryto również aktywacji transpozonów  w przypad 
ku mutacji białka Miwi, z którym  ta populacja oddziałuje
[16]. Zatem funkcja pojawiających się w  pachytenie piRNA 
pozostaje jak na razie tajemnicą. W ażną rolę podczas sper
matogenezy u ssaków odgryw a regulacja potranskrypcyjna 
mRNA. Utratę białka Miwi pow iązano ze zm ianam i w  za
wartości pewnych mRNA w ażnych dla rozwoju komórek 
haploidalnych [23], Jest więc praw dopodobne, że wyjątko
wa różnorodność pojawiających się w  pachytenie piRNA 
może umożliwiać białkom Miwi i Mili w ywieranie w pływ u 
na transkryptom  przy udziale m echanizm u podobnego do 
miRNA.

PODSUMOWANIE

Odkrycie białek Piwi, a zwłaszcza oddziałujących z nimi 
piRNA, ukazało nowy w ym iar regulacji ekspresji genów. 
W iadomo, że białka te są zaangażow ane w rozwój komórek 
płciowych wielu gatunków  zw ierząt oraz, że tw orzą kom 
pleksy z piRNA i są niezbędne dla ich biogenezy. Jednak
że udział białek Piwi w pow staw aniu piRNA, jak również 
funkcje tej nowej klasy niskocząsteczkowych RN A, nie są 
dokładnie poznane. Badania przeprow adzone nad  piRNA 
wskazują na ich udział w  utrzym aniu integralności geno
m u komórek płciowych. Co ciekawe, piRNA są tylko o 
kilka nukleotydów  dłuższe od znacznie lepiej zbadanych 
miRNA i siRNA, a ich rolą wydaje się być wyciszanie re- 
trotranspozonów, elementów powtarzających się i rejonów 
heterochromatynowych, podczas gdy rolą miRNA i siRNA 
jest obniżenie ekspresji genów. Z pewnością jednym  z w aż
niejszych zadań stojących przed badaczam i będzie dokład
ne wyjaśnienie m echanizm u biogenezy cząsteczek piRNA. 
Konieczne będzie również zbadanie funkcji białek Piwi w 
regulacji epigenetycznej i translacyjnej, a także sposobu po
wiązania tych mechanizm ów z funkcjami biologicznymi, ta 
kimi jak wyciszanie transpozonów, pow staw anie komórek 
płciowych, utrzym anie macierzystych kom órek płciowych, 
przebieg mej ozy i gametogenezy. W ażne będzie także usta
lenie, w  jaki sposób piRNA uczestniczą w funkcjach białek 
Piwi oraz czy piRNA pełnią jakąś samodzielną, niezwiąza- 
ną z białkami Piwi, rolę. O dpow iedzi na te pytania z pew 
nością, w znaczący sposób, pozwolą na lepsze zrozum ienie 
molekularnych mechanizm ów regulacji rozrodu.
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ABSTRACT
A new group of small noncoding RNAs of 24-30 nucleotides in length, piRNAs, are mainly expressed in germline cells. They form complexes 
with Piwi proteins, members of the Argonaute family and unlike other small RNAs they are created without RNase Dicer participation. They 
are present in male and female germinal cells of numerous animals, from flies to humans. The piRNA biogenesis mechanism is unknown, 
however, it is postulated that they are formed from long single-stranded RNA precursors coded by repetitive sequences occurring in  the 
genome. A large part of piRNA corresponds to retrotranspozon sequences, which may indicate their participation in silencing the mobile  
elements and maintaining genom e integrity o f germinal cells. However, disruption of the piRNA biosynthesis pathway and mutations genes 
encoding Piwi proteins cause the activation of transpozons and a number of defects in the course of gametogenesis, resulting in reproduction 
disturbance. In this review, the current state of knowledge on the structure, biogenesis and function of piRNA and their interactions with  
Piwi proteins is presented.
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Zaburzenia różnicowego składania 
pierwotnego transkryptu w kancerogenezie

STRESZCZENIE

Składan ie  (ang. splicing) p ierw otnego  tran sk ry p tu  to jeden  z etapów  obróbk i po transkryp- 
cyjnej, polegający na w ycinan iu  z RN A in tronów  i łączeniu  ze sobą eksonów . K olejne 

etapy sk ład an ia  RNA są ka ta lizow ane przez dynam iczny kom pleks składający (ang. spli- 
ceosome). E ksony m ogą być ze sobą łączone na różne sposoby, dzięk i czem u na m atrycy 
jednego  genu m oże pow staw ać w ięcej n iż  jedno  b iałko . Proces różnicow ego sk ładan ia  p ier
w otnego tran sk ry p tu  (ang. alternative splicing) pod lega regulacji, w  której udzia ł biorą ele
m enty cis, z lokalizow ane w ew nątrz  eksonów  bądź in tronów  oraz czynnik i trans. Do tych 
ostatn ich  należą elem enty  kom p lek su  składającego, m iędzy innym i czynnik i splicingow e 
z rodzin  b ia łek  SR i hnR N P. W  n in ie jszej pracy om ów iono m utacje w  elem entach cis bądź 
n iep raw id łow e dz ia łan ie  czynników  trans, k tóre prow adzą do zaburzeń  różnicow ego sk łada
n ia transk ryp tów  genów  m .in. kon tro lu jących  proliferację kom órkow ą i procesy przerzuto- 
w ania. Przedstaw iono  rów nież m ożliw ości potencjalnego w ykorzystan ia  n iepraw idłow ych 
w arian tów  splicingow ych jako m arkerów  d iagnostycznych i celów  dla terap ii przeciw now o- 
tw orow ej.

WPROWADZENIE

U organizm ów eukariotycznych pierw otny transkrypt składa się zarówno z 
sekwencji kodujących, eksonów, jak i z sekwencji niekodujących, do których na
leżą introny. Istnieje kilka grup intronów , różniących się sekwencjami najwyż
szej zgodności i mechanizm em  wycinania, specyficznych dla poszczególnych ty
pów  cząsteczek RNA [1], Introny grupy I występują w  jądrow ych cząsteczkach 
pre-rRNA (rybosomowym pre-RNA) oraz w  pre-rRNA i pre-mRNA (pre-RNA 
kodujących białka) m itochondriów  i chloroplastów. G rupa II również obejmuje 
introny wchodzące w  skład pierw otnego transkryptu organelli komórkowych. 
Cechą charakterystyczną intronów  należących do obu grup jest to, że działają 
one jako rybozymy, czyli cząsteczki RNA o zdolnościach katalitycznych. Oprócz 
dwóch w ym ienionych grup intronów  istnieją też inne, a wśród nich odrębną 
grupę tw orzą introny wchodzące w skład jądrow ych cząsteczek pierwotnego 
transkryptu kodujących białka (pre-mRNA). Niniejsza praca poświęcona jest in- 
tronom  tej ostatniej grupy.

Jednym  z etapów  obróbki potranskrypcyjnej jest składanie pre-mRNA (ang. 
pre-mRNA splicing) czyli proces, w  którym  introny są wycinane, a eksony łączo
ne są ze sobą. [1]. Można wyróżnić dw a typy składania pre-mRNA: kanoniczne 
i różnicowe. Podczas składania kanonicznego (ang. constitutive splicing) eksony 
są zawsze składane w  jednakow y sposób, co prow adzi do powstania tylko jed
nego rodzaju cząsteczek mRNA, a co za tym idzie jednego rodzaju cząsteczek 
białkowych. Natom iast podczas składania różnicowego (ang. alternative splicing) 
eksony mogą być składane na różne sposoby, dzięki czemu może powstawać 
wiele w ariantów  mRNA, a w  konsekwencji wiele w ariantów  cząsteczek białek i 
peptydów , różniących się właściwościami biologicznymi i biochemicznymi [2] 
(Rye. 1). To dzięki różnicowem u składaniu pre-mRNA możliwa jest synteza tak 
wielu izoform horm onów  białkowych, receptorów czy enzym ów [3].

Różnicowe składanie pre-mRNA może zachodzić na kilka różnych sposo
bów. Jednym  z nich jest pominięcie eksonu albo w ybór jednego z dwóch ekso
nów podczas składania pre-mRNA. Innym  sposobem jest w ybór alternatywne
go miejsca splicingowego 5' lub 3' przez kompleks składający. Podczas różnico
wego składania eksonów może również dochodzić do zatrzym ania intronu w 
cząsteczce mRNA [4,5] (Rye. 1).

MECHANIZM SKŁADANIA PRE-mRNA U CZŁOWIEKA

Aby introny zostały popraw nie wycięte z pierwotnego transkryptu muszą 
posiadać określone elementy w swojej budowie. Są to sekwencje najwyższej
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Rycina 1. Typy składania pre-mRNA. Składanie kanoniczne: pre-m RNA składany jest zaw sze w taki sam  sposób, co pow oduje, że na  m atrycy jednego genu zaw sze po 
w staje jedno białko. Składanie różnicowe: pre-m RNA m oże być składany na różne sposoby. W rezultacie, na m atrycy jednego genu m oże pow staw ać w iele p roduktów  
białkowych. W zajemnie wykluczające się eksony: do cząsteczki mRNA w łączany jest alternatyw nie jeden z dw óch eksonów  (tu: ekson 2 lub 3). A lternatyw ne miejsce 5' 
splicingowe: w w yniku w ykorzystania miejsca 5' splicingowego położonego bliżej bądź dalej 5' m oże pow stać dłuższa bądź krótsza cząsteczka mRNA. A lternatyw ne 
miejsce 3' splicingowe: analogicznie do alternatyw ngo w yboru miejsca 5' splicingowego, m ogą pow stać cząsteczki mRNA różnej długości. Zatrzym anie intronu: sekw en
cja niekodująca nie jest usuw ana lecz w chodzi w  skład cząsteczki mRNA.

zgodności, do których należy miejsce donorowe, tworzone 
przez sekwencję GU na końcu 5' intronu i miejsce akceptoro
we, tworzone przez sekwencję AG na końcu 3' intronu ((inne, 
rzadziej spotykane warianty sekwencji to np. 5'-AU-AC-3'). 
Ponadto w ew nątrz intronu występują inne sekwencje bio
rące udział w  procesie składania pre-mRNA. Jest to miejsce 
rozgałęzienia (ang. BPS-Branch Point Sequence) z nukleoty- 
dem  adeninow ym  i trakt pirym idyn zlokalizowane na koń
cu 3' in tronu [6] (Ryc. 2).

Kolejne etapy składania pierwotnego transkryptu są ka
talizowane przez kompleks składający, który powstaje z 
białek i pięciu małych jądrowych snRNA (ang. small nuclear 
RNA), tworzących razem małe jądrowe rybonukleoproteiny 
snRNP zwane: U l, U2, U4, U5 i U6 [7], Jego formowanie 
u człowieka (Ryc. 3) przebiega wieloetapowo, z w ytw orze
niem kom pleksów pośrednich: E, A, B i aktywnego katali
tycznie kom pleksu C. Kompleks E powstaje w momencie, 
w  którym  snRNP U l przyłącza się do miejsca splicingo
wego 5', a do końca 3' intronu wiąże się cząsteczka U2AF. 
Cząsteczka ta składa się z dwóch podjednostek, z których 
większa o masie 65 kDa przyłącza się do traktu pirym i
dyn, a mniejsza o masie 35 kDa do miejsca splicingowego 
3'. Cząsteczka U2AF pełni funkcję pomocniczą w w iązaniu 
snRNP U2 z miejscem rozgałęzienia [8]. Gdy dochodzi do 
związania U2 z miejscem rozgałęzienia powstaje kompleks 
A. Następnie przyłącza się do niego zespół rybonukleopro-

tein U 4 /5 /6 -tri snRNP, co prow adzi do uform owania kom 
pleksu B, który podlega przekształceniom w aktywny kata 
litycznie kompleks C. W trakcie tych przekształceń snRNP 
U l i U4 oddysocjowują od kompleksu B, a pozostały zespół 
rybonukleoprotein U 2 /5 / 6-tri snRNP katalizuje dwie reak
cje transestryfikacji, w  w yniku których dochodzi do wycię
cia intronu i połączenia ze sobą eksonów [9] (Ryc. 3).

W pierwszej reakcji transestryfikacji grupa 2'-OH reszty 
adeniny w miejscu rozgałęzienia dokonuje ataku nukleofi- 
lowego na wiązanie 3'-5' fosfodiestrowe w  miejscu 5' spli- 
cingowym. Następuje przecięcie połączenia ekson-intron w

Pre-mRNA

Rycina 2. Sekwencje najwyższej zgodności w  procesie w ycinania intronów  GU- 
AG z pre-mRNA.
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Rycina 3. Etapy składania pre-m RN A  katalizow ane przez kom pleks składający u  człowieka. Form owanie kom pleksu składającego u  człowieka przebiega z w y tw orze 
niem  kom pleksów  pośrednich: E, A, B i ak tyw nego katalitycznie kom pleksu C, który katalizuje reakcje wycinania intronu z pierw otnego transkryptu. K om pleksy for
m ow ane są p rzez cząstki snRN P U l, U2, U4-U6, w iążące się ze specyficznymi nukleotydam i w obrębie intronu i na granicy intron-ekson. Wycięty w  form ie lassa in tron  
podlega degradacji.

tym  miejscu, powstanie eksonu 5' z wolną grupą hydrok
sylową na końcu 3' i u tw orzenie przez intron pętli przyłą
czonej do miejsca rozgałęzienia. W drugiej reakcji transe- 
stryfikacji wolna grupa hydroksylow a na końcu 3' eksonu 
5' atakuje wiązanie 3'-5' fosfodiestrowe w  miejscu 3' spli- 
cingowym. Dochodzi do przecięcia połączenia ekson-intron 
w tym  miejscu i zastąpienia pętli intronu grupą 3'OH. N a
stępnie intron zostaje uw olniony w formie lassa, a eksony 
połączone ze sobą [10].

REGULACJA SKŁADANIA PRE-mRNA

W ykazano, że ponad 90% genów człowieka posiada 
wiele różnych form splicingowych, co jest dow odem  na to, 
że różnicowe składanie pre-mRNA jest jednym  z mechani
zm ów odpow iedzialnych za kom pletow anie zestaw u białek 
w komórce [11]. Zatem, aby każda kom órka była w yposażo
na w praw idłow y i kom pletny zestaw białek niezbędny do 
jej praw idłow ego funkcjonowania, proces ten musi podle
gać kontroli. Jego regulacja zw iązana jest m.in. z typem  ko
mórki, stadium  rozwojowym, płcią, odpow iedzią komórki 
na sygnały zew nątrzkom órkow e [12]. W regulacji różnico
wego składania pre-mRNA genów biorą udział elementy cis 
i czynniki trans. Do elem entów cis m ożna zaliczyć miejsca 
splicingowe 5' i 3', a także wzmacniacze (ang. enhancers) i 
wyciszacze (ang. silencers) zlokalizowane w ew nątrz ekso
nu (ESEs, ang. exonic splicing enhancers; ISEs, ang. intronic 
splicing enhancers) lub intronu, najczęściej w  pobliżu miejsc 
splicingowych (ESSs, ang. exonic splicing silencers; ISSs, ang. 
intronic splicing silencers). Pomagają one w  lokalizacji złącz 
ekson /in tron  przez kompleks składający. W spółdziała
ją z nimi czynniki trans, do których należą liczne czynniki 
splicingowe, wśród których m ożna wyróżnić białka SR i 
cząsteczki należące do rodziny heterogennych rybonukle- 
oprotein hnRNP (ang. heterogeneous nuclear ribonucleopro- 
teins). Czynniki splicingowe oddziałując z elementami cis 
wpływają na wiązanie elementów kom pleksu składającego. 
Białka SR oddziałują zwykle z sekwencjami ESE i stymulują 
składanie pierwotnego transkryptu, podczas gdy cząstecz

ki hnRNP wiążą się z sekwencjami ESS i ISS i ham ują ten 
proces. Białka SR i cząsteczki hnRNP mogą konkurow ać ze 
sobą o wiązanie się z elementami cis [13].

FUNKCJA BIAŁEK SR I hnRNP W 
REGULACJI SKŁADANIA PRE-mRNA

W budowie białek SR można wyróżnić jedną lub dwie 
domeny rozpoznające i wiążące RNA (tzw. domeny RRM), 
zlokalizowane na aminowym końcu cząsteczki białka oraz do
menę bogatą w  reszty seryny i argininy (tzw. domena RS), zlo
kalizowaną na karboksylowym końcu cząsteczki białka i od
powiedzialną za oddziaływania z innymi białkami. Białka SR, 
oprócz regulacji składania pre-mRNA, biorą udział również w 
regulacji transkrypcji, transporcie mRNA z jądra do cytopla- 
zmy oraz regulacji translacji [14]. Czynnikiem wpływającym 
na procesy, w których uczestniczą białka SR jest ich fosforyla
cja. Decyduje ona również o ich lokalizacji w  komórce. Wśród 
białek SR można wyróżnić dwie grupy. Jedna z nich, to białka 
„wędrujące" między jądrem a cytoplazmą. Białka te cały czas 
pozostają związane z transkryptem mRNA i biorą udział w  
kolejnych etapach obróbki potranskrypcyjnej. Druga to białka 
„niewędrujące", które oddysocjowują od gotowego transkryp
tu i nie biorą udziału w  dalszym dojrzewaniu mRNA np. w  
jego transporcie z jądra do cytoplazmy [15].

Białka SR uczestniczą w regulacji składania pre-m RNA 
na sposób zarówno kanoniczny, jak i różnicowy. W skła
daniu kanonicznym umożliwiają rozpoznawanie eksonów 
i odróżnienie ich od intronów przez kompleks składający. 
Białka SR oddziałując z ESE, pośredniczą w przyłączaniu 
snRNP U l do miejsca splicingowego 5', cząsteczki U2AF 
do traktu pirym idyn i snRNP U2 do miejsca rozgałęzienia 
na końcu 3' intronu. Dodatkowo biorą udział w  rekrutacji 
zespołu U 4 /5 /6 -tri snRNP i pośredniczą w w ycinaniu in
tronu. W różnicowym składaniu pre-mRNA białka SR od 
działując z ESE wpływają na wybór alternatywnych miejsc 
splicingowych 3' i 5' przez kompleks składający. O tym, w 
jaki sposób ostatecznie połączą się eksony w procesie skła
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Rycina 4. W pływ  białek SF2/ASF i hnR N PA l na w ybór miejsca 5' splicingowe- 
go w g  [20]. W yższe stężenie czynników  SF2/ASF prom uje w iązanie cząsteczki 
snRN P U l z miejscami 5' splicingowym i i w ybór miejsca 5' splicingow ego bliż
szego podczas składania pre-mRNA. W yższe stężenie cząsteczek hnR N P A l blo
kuje w iązanie  snRNP U l, co pow oduje w ybór miejsca 5' splicingow ego położo
nego dalej.

dania pre-mRNA, decyduje wybór bliżej bądź dalej położo
nych miejsc 3' i 5' splicingowych. Czynniki SR regulują w y
bór tych miejsc, a więc bezpośrednio wpływają na końcowy 
efekt różnicowego składania pre-mRNA. Białka SR dzia
łają antagonistycznie w stosunku do czynników hnRNPs 
[16,17]. Istnieją również pary białek SR, które działają anta
gonistycznie względem  siebie [18].

W budow ie białek hnRNP można wyróżnić dom enę 
RRM rozpoznającą i wiążącą RNA oraz dom enę pom ocni
czą odpow iedzialną za oddziaływanie z innym i białkami. 
Białka hnRNP biorą udział w  regulacji różnicowego składa
nia pre-mRNA, transkrypcji, transporcie mRNA z jądra do 
cytoplazm y i regulacji translacji [19].

Regulacja różnicowego składania pre-mRNA przez biał
ka SR, których przedstawicielem jest czynnik SF2/ASF i 
białka hnRNP, do których należy czynnik hnR N PA l, zw ią
zana jest z ich konkurow aniem  o wybór miejsca 5' splicin
gowego i zależy od stężenia tych cząsteczek w komórce 
(Ryc. 4). W yższe stężenie cząsteczek SF2/ ASF prom uje wią
zanie cząsteczki snRNP U l z miejscami 5' splicingowymi

i ostatecznie w ybór miejsca 5' splicingowego położonego 
bliżej, czego skutkiem  jest łączenie ze sobą sąsiadujących 
eksonów. Natom iast wyższe stężenie cząsteczek hnRN PA l 
blokuje taką aktywność SF2/ASF i wiązanie snRNP U l, w 
w yniku czego dochodzi do pominięcia bliżej położonego 
eksonu podczas składania pre-mRNA [20] (Ryc. 4).

ZABURZENIA SKŁADANIA PRE-mRNA -  MUTACJE 
ELEMENTÓW CIS I ZABURZENIA CZYNNIKÓW TRANS

Nieprawidłowa regulacja składania pre-mRNA powoduje 
zaburzenia tego procesu, które mogą prowadzić do powsta
wania nieprawidłowych izoform mRNA. Gdy przestają dzia
łać podstawowe mechanizmy kontrolujące jakość składania 
mRNA, takie jak NMD (ang. nonsense mediated decay), czyli 
proces degradacji cząsteczek mRNA, zawierających przed
wczesne kodony STOP, dochodzi do translacji tych cząste
czek i syntezy skróconych, niefunkcjonalnych białek. To z 
kolei może skutkować zaburzeniami w  funkcjonowaniu ko
mórki i w konsekwencji może prowadzić do rozwoju procesu 
chorobowego, m.in. nowotworów [21,22], Źródłem zaburzeń 
składania pre-mRNA mogą być mutacje w  elementach cis, 
bądź nieprawidłowości w  działaniu czynników trans [23].

Mutacje w  elementach cis m ożna podzielić na dwie g ru 
py. Pierwsza to mutacje które w ystępują w  miejscach spli
cingowych. Prow adzą one do modyfikacji bądź utraty ka
nonicznych miejsc splicingowych i pow stania pseudomiejsc 
splicingowych lub utw orzenia całkiem nowych, alternatyw 
nych miejsc splicingowych. Skutkiem tych mutacji może być 
pomijanie kanonicznych eksonów lub włączanie intronów 
do transkryptu mRNA, co może doprow adzić do zmiany 
ramki odczytu lub pojawienia się przedwcześnie kodonu 
STOP i zaburzenia syntezy właściwych komórce białek [24]. 
Mutacje cis mogą też dotyczyć sekwencji wzmacniających 
lub wyciszających położonych w eksonach bądź intronach. 
Uniemożliwia to wiązanie się z tymi elementami czynników 
trans, czego skutkiem  jest najczęściej zaburzona regulacja 
składania pre-mRNA, co prow adzi do zmiany stosunków 
między praw idłow ym i a niepraw idłow ym i izoformami 
m R N A /białek w  komórce [25-27].

Zaburzenia czynników trans dotyczą przede wszystkim  
elementów kom pleksu składającego oraz czynników re
gulujących składanie pre-mRNA. Zaburzenia te polegają 
głównie na zmianie stężeń, aktywności, jak również loka
lizacji komórkowej czynników trans. Zm iany w funkcjono
w aniu tych czynników wpływają negatywnie na regulację 
procesu składania pre-mRNA i mogą naw et pow odow ać 
całkowite zaham ow anie ekspresji [28],

ZABURZENIA SKŁADANIA PRE-mRNA 
A PROCES NOWOTWORZENIA

Nieprawidłowości podczas różnicowego składania pre- 
mRNA są szczególnie często obserwowane w nowotworach. 
Zaburzenia te polegają na pow staw aniu niepraw idłow ych 
w ariantów  splicingowych bądź zaburzaniu stosunków ilo
ściowych pom iędzy praw idłow ym i izoformami (Tab. 1).

Szczególne znaczenie mają zaburzenia składania pre- 
mRNA prowadzące do zm ian właściwości onkogenów,
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supresorów  nowotworowych i regulatorów  apoptozy. 
Przykładem  takiej sytuacji jest zaburzenie różnicowego 
składania pre-mRNA genu BIN1. Białko Binl oddziałuje z 
protoonkogenem  c-myc, hamując jego onkogenne działanie. 
Włączenie eksonu 12A do transkryptu Binl prow adzi do 
utraty tych supresorowych właściwości Binl. Nadekspresję

Tabela 1. Z aburzenia różnicowego składania pre-m RN A  w  now otw orach.

w ariantów  transkrypcyjnych zawierających ekson 12A za
obserw ow ano w czerniaku [29],

Zaburzenie różnicowego składania pre-mRNA mogą 
prow adzić do pow staw ania w ariantów  splicingowych 
p roduktów  tego samego genu o przeciwstawnych właści
wościach: prom ujących bądź hamujących kancerogenezę.

Białko Funkcja
Efekty zaburzeń składania 
pre-m RN A

Konsekwencje na 
poziom ie białka 
i kom órki

N ow otw ór Piśm iennictw o

Binl
supresor
now otw orow y

izoform a Binl z eksonem  12A
białko pozbaw ione
w łaściwości
supresorow ych

czerniak [29]

KLF6
czynnik
splicingowy

izoform a KLF-SV1
białko o
w łaściw ościach
onkogennych

rak  prostaty, piersi, jajnika [30]

Ron
receptor o 
aktyw ności kinazy 
tyrozynowej

izoform a ARon
w pływ  na
przerzu tow anie
now otw oru

rak  piersi, jajnika [31]

GLI1
czynnik
transkrypcyjny

izoform a tGLIl
w p ływ  na m igrację i 
inw azyjność kom órek 
now otw orow ych

glejak w ielopostaciow y [32]

Racl
białko G regulujące
proliferację
kom órek

izoform a R aclb
białko o
właściw ościach
onkogennych

rak  jelita grubego [36]

BRCA1
supresor
now otw orow y

skrócone izoform y BRCA1
białko pozbaw ione
właściw ości
supresorow ych

rak piersi [39,40]

APC
supresor
now otw orow y

skrócone izoform y APC
białko pozbaw ione
właściw ości
supresorow ych

zespół gruczolakowatej 
polipow atości 
rodzinnej (FAP)

[42]

hM LH l
białko napraw y 
DNA

izoform a hM L H l bez 
fragm entu  eksonu 1

białko pozbaw ione 
zdolności nap raw y  
niesparow anych 
zasad w  DN A

dziedziczny rak jelita 
grubego niezw iązany z 
polipow atością (HNPCC)

[44]

C eacam l
białko regulujące 
proliferację, adhezję 
i apoptozę kom órek

zaburzony stosunek izoform  
C aecam l: krótkiej C aecam lS 
i długiej C aecam lL

zaburzona regulacja 
adhezji, proliferacji i 
apoptozy kom órek

rak  piersi i jelita grubego [64,65]

Kaspaza 9 regulator apoptozy
zaburzony stosunek izoform  
kaspazy-9: proapoptotycznej 
9a i antyapoptotycznej 9b

zaburzona regulacja 
procesu apoptozy

rak  nerki typu 
j asnokom órkow ego

[47]

Surw iw ina regulator apoptozy

zaburzony stosunek izoform  
surw iw iny: proapoptotycznej 
surw iwiny-2B i antyapoptotycznej 
surwiwiny-AEx3

brak informacji
rak  nerkow okom órkow y 
(RCC)

[66]

CD44

receptor 
uczestniczący 
w  adhezji 
kom órkowej

izoform y CD44v pow stające w  
w yniku różnicow ego składania 
środkow ych eksonów

w pływ  na 
p rzerzu tow an ie

rak płuca, prostaty, 
żołądka

[67-69]

YEGF
czynnik w zrostu
śródblonka
naczyniow ego

obniżona ekspresja 
izoform y VEGF165b

obniżona ekspresja 
czynnika anty- 
angiogennego

rak nerkow okom órkow y 
(RCC)

[70]
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Przykładem  takiego genu jest KLF6, należący do wielkiej 
rodziny czynników transkrypcyjnych KLF (ang. Kriippel-like 
zinc finger transcription factorś). W ariant splicingowy KLF6- 
SV1 ma właściwości onkogenne i jego synteza jest podw yż
szona w szeregu nowotworów. Nasilona synteza KLF6-SV1 
jest złym prognostykiem  w raku prostaty, piersi i jajnika. 
KLF6-SV1 działa antagonistycznie w  stosunku do KLF6, 
który ma właściwości supresorowe [30].

N iepraw idłow e składanie pre-mRNA może też wpływać 
na przerzutow anie nowotworów, co wykazano na przykła
dzie białek Ron i GLI1. Białko Ron jest receptorem o aktyw 
ności kinazy tyrozynowej, wiążącym białko stymulujące 
m akrofagi (MSP, ang. macrophage stimulating protein). Ron 
w pływ a przede wszystkim na zanikanie połączeń między 
komórkami, ich przemieszczanie się i inwazję sąsiednich 
tkanek, co ma miejsce podczas organogenezy lub w  czasie 
przerzutow ania nowotworów. Zaburzenia różnicowego 
składania pierwotnego transkryptu genu Ron wynikające 
np. z nadprodukcji czynnika splicingowego SF2/ASF pro 
w adzą do ciągłego usuw ania eksonu 11 z transkryptów  
Ron i pow staw ania izoform ARon, które powodują zw ięk
szoną migrację i inwazyjność komórek nowotworowych. 
Zwiększoną syntezę ARon zaobserwowano w raku piersi i 
jelita grubego [31]. Białko G lil należy do czynników trans
krypcyjnych będących częścią szlaku sygnałowego białek 
hedhehog (HH), który odgryw a istotną rolę podczas pro 
liferacji, podziałów i apoptozy komórek, przede wszystkim  
w  okresie embriogenezy. W komórkach glejaka wieloposta- 
ciowego zidentyfikowano w ariant splicingowy tGLIl, który 
aktywując ekspresję genu CD24 powoduje nasiloną ruchli
wość i inwazyjność komórek nowotworowych [32].

Białko Racl należy do rodziny białek GTPaz podobnych 
do białek Rho (ang. Rho-like GTPases), które poprzez regulację 
aktyny budującej cytoszkielet wpływają na komórkową adhe
zję, migrację i inwazję. Racl wpływa również na transkrypcję 
wielu genów oraz proliferację komórkową. W raku piersi i je
lita grubego zidentyfikowano izoformę Raclb powstającą w 
wyniku różnicowego składania pre-mRNA genu Racl [33,34]. 
Wykazano, że Raclb pozostaje cały czas w formie aktywnej, 
związanej z GTP i może powodować transformację komórek 
mysich fibroblastów [35] oraz wpływać na przeżywalność ko
mórek nowotworowych jelita grubego [36].

PRZYCZYNY ZABURZEŃ RÓŻNICOWEGO SKŁADANIA 
PIERWOTNEGO TRANSKRYPTU W NOWOTWORACH

Jedną z przyczyn pow staw ania nieprawidłowych w arian 
tów  splicingowych w nowotworach są mutacje elementów 
cis. Liczne mutacje tego typu wykryto w genie kodującym 
supresor now otw orow y BRCA1, którego produkt białkowy 
uczestniczy w napraw ie DNA. Wszelkie nieprawidłowości 
w  działaniu genu BRCA1, w  tym  zaburzenia różnicowego 
składania pre-mRNA zwiększają praw dopodobieństw o 
zachorowania na raka piersi. Do tej pory zidentyfikowano 
szereg nieprawidłowości zachodzących podczas składania 
pre-mRNA BRCA1. Stwierdzono m.in. w ystępow anie m u
tacji nonsensownej w eksonie 18, która blokuje związanie 
się czynnika SF2/ ASF z ESE oraz mutację punktow ą w eks
onie 5. Obie te mutacje powodują usunięcie tych eksonów z 
transkryptów  BRCA1 [37,38]. Oprócz tego zidentyfikowa
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no wiele mutacji w  miejscach splicingowych genu BRCA1. 
Mutacje te pow odują na przykład usunięcie eksonu 3 lub 
5 z mRNA, co prow adzi do syntezy białka pozbawionego 
kilkunastu am inokw asów  tworzących N-końcową domenę 
RING odpow iedzialną za oddziaływ anie białka BRCA1 z 
białkami BARD1 i BAP1 (oddziaływanie to jest decydują
ce dla supresorow ych właściwości białka BRCA1). Mutacje 
miejsc splicingowych, w  w yniku których dochodzi do u su 
wania eksonu 18 i 19 oraz 20 pow odują natom iast pow sta
wanie przedw czesnych kodonów  STOP i degradację takich 
transkryptów  na drodze m echanizm u NMD [39,40]. Za
obserwowano rów nież różne profile składania pre-mRNA 
czterech głównych izoform genu BRCA1 w kom órkach no
w otw orow ych i prawidłowych, co sugeruje, że zaburzenia 
składania pre-mRNA genu BRCA1 mogą w pływać na roz
wój raka piersi [41].

W zespole gruczolakowatej polipowatości rodzinnej (FAP, 
ang .familial adenomatous polyposis), który stanowi stan przed- 
rakowy, prowadzący do raka jelita grubego, również stwier
dzono liczne zaburzenia różnicowego składania pre-mRNA 
genu APC, kodującego białko pełniące funkcję supresora no
wotworowego w jelicie grubym. Składanie pre-mRNA genu 
APC decyduje o jego aktywności, zatem wszelkie nieprawi
dłowości podczas tego procesu mogą prowadzić do pow sta
nia niefunkcjonalnego białka APC i transformacji now otw o
rowej. Zidentyfikowano szereg mutacji w  miejscach splicin
gowych oraz w ESE w eksonach 4,14 oraz 15 (który stanowi 
70% sekwencji kodującej), prowadzących do usunięcia ich w 
całości lub w części z transkryptu APC i utratę przez białko 
APC właściwości supresorowych [42], Na przykład mutacja 
punktow a w eksonie 14 zachodzi w  rejonie ESE i uniemożli
wia związanie się w  tym miejscu czynnika SF2/ ASF. Powo
duje to usunięcie eksonu 14 z transkryptu APC, co prowadzi 
do przesunięcia ramki odczytu i powstania przedwczesnego 
kodonu STOP, a w  konsekwenqi syntezę skróconego białka 
APC, które jest pozbawione możliwości ham owania nad 
miernego wzrostu komórek [43],

W dziedzicznym raku jelita grubego niezwiązanym z po- 
lipowatością (HNPCC, ang. hereditary nonpolyposis colorectal 
cancer) zaobserwowano zaburzenia składania pre-mRNA 
jednego z genów napraw y DNA, hMLFll, który koduje biał
ko MLFI1, biorące udział w  naprawie niesparowanych zasad. 
W eksonie 1 genu hM LHl stwierdzono występowanie m uta
cji punktowej, która prowadzi do utraty kanonicznego miej
sca splicingowego i powstania pseudomiejsca splicingowego
[44]. Powoduje to przesunięcie ramki odczytu i usunięcie 17 
kodonów z transkryptu hM LHl, a w  konsekwencji prow adzi 
do syntezy skróconego białka MLH1, posiadającego krótszą 
domenę odpowiedzialną za wiązanie ATP, która decyduje o 
możliwości przemieszczania się białka MLH1 w zdłuż czą
steczki DNA do miejsca niesparowania.

Oprócz mutacji elementów cis prow adzących do pow sta
wania niepraw idłow ych w ariantów  splicingowych, częstą 
przyczyną nieprawidłowości w  różnicowym składaniu 
eksonów są zaburzenia syntezy czynników splicingowych. 
Co więcej, zm iany te mogą być bezpośrednią przyczyną 
procesu nowotworzenia. Karni i wsp. [45] wykazali, że 
gen kodujący czynnik splicingowy SF2/ASF należący do 
rodziny białek SR jest typow ym  protoonkogenem, którego
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synteza jest podw yższona w szeregu now otw orów , m. in. 
raku jelita grubego, tarczycy, jelita cienkiego, nerki i płuca. 
N adsynteza SF2/ASF w mysich fibroblastach powoduje ich 
now otw orow ą transformację i form owanie guzów now o
tw orow ych u myszy. Proces ten jest ham ow any w skutek 
wyłączenia syntezy SF2/ASF. Na poziomie m olekularnym  
onkogenne działanie SF2/ASF polega m.in. na regulacji 
składania pre-mRNA supresora now otw orow ego Binl w 
kierunku syntezy w ariantu pozbawionego aktywności su- 
presorowej. SF2/ASF reguluje też składanie transkryptów  
innych supresorów  now otw orow ych (BRCA1/2) oraz on- 
kogenów (MKNK2, S6K1, C-myb, B-myb) [45].

Różne prace sugerują, że zaburzenia różnicowego skła
dania pre-mRNA w now otw orach wynikają z niepraw idło
wej syntezy całych grup czynników splicingowych. Tak jest 
na przykład w  raku nerki, w  którym  wykazano zaburzenie 
syntezy siedmiu czynników splicingowych z grupy SR oraz 
białka hnRNP A l [46,47], Zaburzeniom  tym tow arzyszą nie- 
prawidłości w  składaniu pre-mRNA regulatorów  genów 
uczestniczących w kontroli procesu nowotworzenia: RON, 
CEACAM1, Racl, kaspazy 9 i GLI1, a także genu kodujące
go jodotyroninow ą dejodynazę typu  1, enzym u biorącego 
udział w  aktywacji horm onów  tarczycy [46,47]. Nasiloną 
syntezę białek SR SF2/ASF, SRp20 i SC35 stw ierdzono w 
raku szyjki macicy [48], W raku jelita grubego wykazano 
niepraw idłow ą syntezę czynników splicingowych SF2/ 
ASF, SRp40, SRp55 i SRp75 wraz z zaburzonym  składaniem 
produk tu  genu CD44 [49], Podobne wyniki uzyskano anali
zując mysi model raka piersi [50], w  którym  zm iany w  skła
daniu pre-mRNA genu CD44 towarzyszyły zaburzeniom  
ekspresji kilku czynników SR, m.in. SRp20. W mysim m o
delu raku płuca stw ierdzono zaburzenia syntezy antagoni- 
stycznie działających czynników SF2/ASF i hnRN PA l, cze
m u towarzyszyła synteza związanego z przerzutow aniem  
w ariantu splicingowego CD44 [51]. W raku jajnika w yka
zano podw yższoną syntezę czynników splicingowych PTB 
i SRp20 oraz zaburzone składanie produktu  genu MRP1 
(ang. multidrug resistant protein 1) [52].

ZABURZENIA RÓŻNICOWEGO SKŁADANIA 
PRE-mRNA -  IMPLIKACJE KLINICZNE

Obserwowane w licznych typach nowotworów zaburze
nia różnicowego składania pre-mRNA coraz częściej skłania
ją badaczy do podejmowania prób wykorzystania tej wiedzy 
w opracowaniach nowych testów diagnostycznych i metod 
leczenia. Najbardziej efektywną metodą poszukiwania spli
cingowych markerów nowotworowych są masowe analizy 
na poziomie transkryptomu. Najpopularniejszą metodą ta
kiej analizy są mikromacierze oparte na oligonukleotydach 
z wykorzystaniem sond zawierających połączenia ekson- 
intron. Wyniki mikromacierzy są następnie weryfikowane 
tradycyjną metodą wykorzystującą reakcję odwrotnej trans
krypcji i PCR (RT-PCR). Wykorzystując tę metodę poszuki
wano markerów nowotworowych chłoniaka Hodgkina [53], 
białaczki [54], linii komórkowych raka piersi [55], raka jeli
ta grubego [56], nowotworów m ózgu [57] i raka płuca [58]. 
Wyniki tych analiz pokazały, że istnieją specyficzne dla grup 
komórek nowotworowych wzory wariantów splicingowych 
pozwalające niekiedy nawet na klasyfikowanie nowotworów 
zgodnie ze stopniem zróżnicowania histopatologicznego.
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Przykładem analizy łączącej tradycyjne podejście mikroma- 
cierz-weryfikacja RT-PCR jest LISA (ang. layered and integra
ted system for splicing annotation), będąca platformą pozw a
lającą na wykonywanie i analizowanie 3000 reakcji RT-PCR 
dziennie. Wykorzystując platformę LISA zidentyfikowano 
wzory wariantów splicingowych specyficznych dla raka 
jajnika i wykazano, że wzory te są skutecznym narzędziem  
diagnostycznym pozwalającym na odróżnienie komórek 
prawidłowych od nowotworowych. [59]. To samo podejście 
zastosowane do raka piersi pozwoliło na opracowanie testu 
pozwalającego na identyfikację komórek nowotworowych z 
96% skutecznością, a także na uszeregowanie nowotw orów  
według stopnia zróżnicowania histopatologicznego [60].

Udowodnione specyficzne anty- bądź proproliferacyjne 
działanie poszczególnych w ariantów  splicingowych sta
nowi punkt wyjścia do prób m anipulowania składaniem  
eksonów in vivo, w  celu uzyskania przewagi w ariantów  ha
mujących kancerogenezę. Przykładem  takiego podejścia jest 
praca Mercatante i wsp. [61], w  której zastosowanie anty- 
sensownych oligonukleotydów pozwoliło na zm ianę w zo
ru składania pre-mRNA genu Bcl-x, którego dw a w arian 
ty splicingowe wykazują przeciwstawne działanie: Bcl-xL 
hamuje apoptozę, a Bcl-xS ją promuje. Przesunięcie reakcji 
składania pre-mRNA genu Bcl-x w kierunku wariantu Bcl-xS 
spowodowało indukcję apoptozy w liniach kom órkow ych 
wywodzących się z raka piersi i raka prostaty. Zm iana skła
dania pierwotnego transkryptu tego genu uw rażliw iła rów 
nież badane komórki na chemioterapeutyki stosowane w 
terapii antynowotworowej [61]. Podobne wyniki uzyskano 
zwiększając ekspresję proapoptotycznego w ariantu genu 
surwiwiny 2B, co spowodowało zaham owanie w zrostu  ko
mórek ostrej białaczki limfocytarnej i uwrażliw ienie ich na 
indukow aną doksorubicyną apoptozę [62].

Fakt, że nasilona synteza czynników splicingowych może 
być bezpośrednią przyczyną nowotworzenia pow oduje 
podejmowanie prób obniżenia syntezy tych białek w celu 
zaham owania proliferacji nowotworowej. W 2003 r. w yka
zano, że obniżenie poziomu syntezy białek hnRNP A 1/A 2 
powoduje indukcję apoptozy w liniach kom órkowych w y
wodzących się z raków szyjki macicy, jelita grubego, piersi, 
jajnika i nowotworów m ózgu [63]. We wspomnianej w cze
śniej pracy [45] wykazano, że zaham owanie ekspresji SF2/ 
ASF prow adzi do zmniejszenia guzów now otw orow ych 
wywoływanych doświadczalnie u myszy.

PODSUMOWANIE

Nieprawidłowości różnicowego składania pierw otnego 
transkryptu są molekularnymi zaburzeniam i często obser
wowanym i w komórkach nowotworowych. Najważniejsze 
kierunki badań nad tymi zaburzeniam i skupiają się na ich 
wykorzystaniu jako narzędzi diagnostycznych; trwają też 
badania (głównie in vitro) nad manipulacją składania pre- 
mRNA w komórce w celu uzyskania efektu terapeutyczne
go. Najpoważniejsze ograniczenia wydają się wynikać ze 
znacznych różnic indyw idualnych we wzorach splicingu, 
różniących się pom iędzy poszczególnymi chorymi z tymi 
samymi typam i nowotworów. Przyszłościowa wobec tego 
może się okazać molekularna diagnostyka i terapia „szyta 
na miarę pacjenta" i dobór odpowiednich strategii zm ienia
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jących reakcję składania pre-mRNA w zależności od indy
w idualnego profilu w ariantów  splicingowych.
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ABSTRACT
Splicing of pre-mRNA is one of the post-transcriptional modifications in which introns are removed from primary transcript and exons are 
joined. pre-mRNA splicing reactions are catalyzed by dynamic complex called spliceosome. Exons can be joined on different manners in a 
process known as alternative splicing, that provide production of multiple mRNA and protein isoforms from relatively low number of genes. 
Alternative splicing is regulated by cis elements localized within exons or introns and frans-acting factors including spliceosome components 
and members of the SR and hnRNP protein family that exert antagonistic effects on splicing. Aberrant pre-mRNA splicing may be caused 
by mutations in cis elements and altered expression of splicing factors. This review describes disturbances in splicing of genes controlling  
proliferation and metastasis that can lead to tumoral transformation. Also, potential applications of abnormally spliced transcripts that may 
potentially serve as diagnostic biomarkers of cancer or targets in anticancer therapy are discussed.
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Słowa kluczow e: krypty kom órkowe, M V P/ 
LRP, TEP1, vPARP, oporność wielolekowa, 
now otw ory

Stosow ane skróty: kDa — kilodaltonów ; LRP 
(ang. Lung Resistance-related Protein) — białko 
oporności raka płuc; MDR (ang. Multidrug Re
sistance) — oporność wielolekowa (now otw o
rów); MVP (ang. Major Vault Protein) — głów
ne białko krypt; TEP1 (ang. Telomerase-associa- 
ted Protein 1) — białko 1 zw iązane z telom era
zą; vPARP (ang. poly(ADP)-ribose polymerase) 
— polim eraza poli(ADP)-rybozy; vRNA (ang. 
vault R NA) — RNA krypt

Podziękow ania: Przedstaw iona praca zosta
ła sfinansow ana z projektu badaw czego nr 
0172/ B / POI/  2009/36 M inisterstw a N auki i 
Szkolnictwa W yższego.

STRESZCZENIE

Krypty  kom órkow e będące kom pleksam i ry b onuk leinopro teinow ym i złożonym i z trzech 
b ia łek  (MVP, TEP1, vPARP) oraz k ilk u  łańcuchów  vRNA  odkry to  w  1986 roku. Badania 

b iochem iczne i struk tu ralne  w ykazały  ich obecność w  cytoplazm ie w ie lu  kom órek organ i
zm ów  eukario tycznych oraz beczułkow atą  s tru k tu rę  w skazu jącą na ich funkcję  transporto 
wą. Ponadto, w ysoka hom ologia b ia łka  M VP do b ia łka  LRP zaangażow anego w m echanizm  
lekooporności now otw orów  otw orzyła trw ającą do dziś dyskusję  o funkcji k ryp t w  kom órce 
zdrow ej oraz zm ienionej now otw orow o. Prace z zakresu  h istopato log ii w ykazały  w zrost po
ziom u b ia łk a  MVP/LRP w w ie lu  now otw orach, a także w skazały  na m ożliw ość przem iesz
czania się k ry p t kom órkow ych z cytoplazm y do otoczki jądrow ej, co m oże być w ażnym  czyn
n ik iem  chroniącym  jądro  kom órkow e przed  bezpośredn im  dz ia łan iem  cytostatyków .

WPROWADZENIE

W 1986 roku po raz pierwszy opisano nowy rodzaj struktur komórkowych 
nazw anych kryptam i [1] (tłumaczenie na język polski zaczerpnięto z [2]). Zaska
kująco późne odkrycie krypt kom órkowych wynikało z niedoskonałości technik 
mikroskopii elektronowej oraz podobieństw a tych struk tur do pęcherzyków cy- 
toplazmatycznych. Dopiero szczegółowa analiza izolowanych frakcji pęcherzy
ków, przeprow adzona przez pierwszych odkrywców, ujawniła obecność krypt 
komórkowych w badanych przez nich hepatocytach szczura. Scharakteryzowa
no je jako struktury o długości 65 i szerokości 35 nanom etrów  (nm) o zawsze 
jednolitym beczułkowatym kształcie. Przeprow adzone później analizy krysta
lograficzne zweryfikowały nieznacznie ich wielkość w komórkach szczura (od
powiednio 67 nm  i 40 nm, Ryc. 1A). Badania biochemiczne opisane w pierwszej 
publikacji o kryptach ujawniły obecność w tych strukturach polipeptydów  o 
różnej długości (54 kDa, 104 kDa, 192 kDa, 210 kDa) oraz kilku łańcuchów RNA 
o długości ok. 90-140 nukleotydów  [1].

Krypty komórkowe występują powszechnie w  kom órkach eukariotycznych. 
Od czasu ich odkrycia zostały opisane w wielu odległych filogenetycznie orga
nizmach. Przykładami są ameba Dictyostelium discoideum [3], jeżowce Lytechinus 
pictus [4] i Strongylocentrotus purpuratus [5], drętw a pstra Torpedo marmorata [6] 
oraz różne gatunki płazów, ptaków  i ssaków (np. żaba rycząca Rana catesbeia- 
na i żaba szponiasta Xenopus laevis, kura dom ow a Gallus gallus, szczur Rattus 
noroegicus) [3,5]. Oczywiście potw ierdzono też w ystępow anie krypt w  kom ór
kach człowieka [7], przede wszystkim  zaś w wielu w yprow adzonych liniach ko
mórek now otw orow ych [8]. Co jednak ciekawe, brak jest doniesień o obecności 
krypt komórkowych w tak dobrze przebadanych organizm ach jak drożdże pie
karnicze Saccharomyces cerevisiae, nicień Caenorhabditis elegans, muszka owocowa 
Drosophila melanogaster, czy  rzodkiew nik pospolity Arabidopsis thaliana. Krypty 
opisane w różnych organizmach różnią się tylko nieznacznie swoją budową. 
Struktury wyizolowane z komórek ameby mają wielkość ok. 35 x 60 nm, a zatem 
są tylko nieco mniejsze niż ich odpow iedniki izolowane z kręgowców (ok. 35 x 
65 nm) [3]. Odkrycie zatem  nowych struktur, o tak dużych rozmiarach, otw o
rzyło toczącą się do dziś dyskusję nad ich rolą w  komórce. Ponadto, obecność 
krypt w  wielu odległych ewolucyjnie organizmach, a przy tym  wysoki stopień 
ich zachowania w ewolucji potwierdza, że rola ta jest na pewno podstaw ow a i 
niebagatelna.

W 1995 wykazano, że jedno z białek tworzących krypty komórkowe - białko 
MVP (ang. Major Vaut Protein) jest ortologiem białka LRP (ang. Lung Resistant- 
related Protein), którem u już wcześniej przypisano znaczącą rolę w  mechanizmie 
oporności komórek now otw orow ych na cytostatyki [9]. Stało się jasne, że białko 
MVP jak i całe krypty kom órkowe mogą być w ten proces również zaangażo
wane. W niniejszym przeglądzie literatury pragniem y przedstaw ić czytelnikowi 
obecny stan wiedzy na temat budow y krypt komórkowych, ich lokalizacji w
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Rycina 1. A. M odel struk tu ry  przestrzennej kryp ty  kom órkowej uzyskany m eto
dą krystalograficzną. Kolorem czerw onym  zaznaczono pojedynczy łańcuch biał
ka MVP (na podstaw ie s truk tu r 2ZUO, 2ZV4 oraz 2ZV5 zdeponow anych w bazie 
Protein Data Bank) [16], B. Szlaki eliminacji cytostatyków  za pom ocą k ryp t ko
m órkow ych oraz białek transbłonow ych [55], (1) Przechow yw anie cytostatyków  
we w nętrzu  krypt; (2) przeciwdziałanie przem ieszczaniu się cytostatyków  do 
w nętrza  jądra kom órkow ego przez zam knięcie cząsteczką k rypty  światła porów  
jądrow ych (NPC); (3) eliminacja cytostatyków  przez ich transport w e w nętrzu  
krypty  w stronę błony komórkowej; (4) usuw anie  leków przez pom py transbło- 
now e (PM), które w chodzą w  skład m echanizm ów  MDR.

komórce oraz ich roli w  rozwoju oporności na leki cytosta
tyczne przez komórki nowotworowe.

BUDOWA KRYPT KOMÓRKOWYCH

KRYPTY JAKO KOMPLEKSY BIAŁKOWO-NUKLEINOWE

Krypty kom órkowe zbudow ane są z trzech białek i za
zwyczaj kilku łańcuchów vRNA (ang. vault RNA). Podsta
wow ym  białkiem strukturalnym  jest MVP o masie 99 kDa 
(Swiss-Prot nr Q14764), które może samo spontanicznie for
mować cząsteczki podobne do krypt kom órkowych [10]. 
Białko vPARP (ang. vault poly(ADP-ribose) polymerase) o m a
sie 193 kDa (Swiss-Prot nr Q9UKK3) to enzym  praw dopo
dobnie odpowiadający za rybozylację substratu (m.in. krypt 
komórkowych) resztami adenozynodifosorybozy [11]. Naj
większe białko krypt — TEP1 (ang. telomerase-associated pro
tein 1) o masie 290 kDa (Swiss-Prot nr Q99973) odpow iada za 
stabilizację vRNA [12,13]. Łańcuchy vRNA, wchodzące w 
skład krypt, wyizolowane z hepatocytów szczura posiadały

długość 141 par zasad i zawierały sekwencję o charakterze 
niekodującym [14]. W stępne badania biochemiczne w yka
zały obecność w kryptach 96 białek MVP, 8 vPARP i 2 TEP1 
oraz przynajmniej 6 kopii vRNA [15]. Po uzyskaniu jednak 
struktury krystalicznej cząsteczki krypty komórkowej jej 
skład został zmodyfikowany. Wykazano, że pojedyncza 
krypta zawiera wyłącznie 78 kopii białka MVP, a zatem  po
zbawiona jest pozostałych składników białkowych i nukle
inowych [16].

Krypty komórkowe posiadają kształt beczułki zbudow a
nej z dwóch symetrycznych połówek, które łączą się ze sobą 
w przewężeniu centralnym  (Rye. 1 A). Każda z połówek jest 
zbudow ana z 39 białek MVP tworzących wspólnie symetrię 
39-krotną. Pojedyncza cząsteczka krypty posiada wysokość 
ok. 67 nm  i szerokość mierzoną pośrodkowo ok. 40 nm. 
Struktura beczułki zwęża się do biegunów, gdzie zlokalizo
w ane są tzw. czapeczki (ang. cap) o wysokości ok. 15,5 nm  
i średnicy ok. 20 nm. Ściana beczułki o grubości zaledwie 2 
nm  ogranicza w ew nętrzną przestrzeń o długości ok. 62 nm  i 
średnicy ok. 35 nm, a zatem jest wystarczająco duża, aby po
mieścić większość obiektów występujących w cytoplazmie 
komórki (np. kilku rybosomów).

Struktura krystaliczna krypty komórkowej wykazuje 
obecność wyłącznie białka MVP [16], co było zaskoczeniem, 
ponieważ wcześniejsze badania biochemiczne i struk tural
ne opisywały w krypcie także białka TEP1 oraz vPARP [17]. 
W ysunięto jednak podejrzenie, że wyższa gęstość elektro
now a obserwowana w rejonach obu czapeczek krypty może 
odpowiadać lokalizacji białka TEP1 [16]. Ponadto opisany 
wcześniej stosunek białka MVP do pozostałych składników 
krypt (tj. TEP1, vPARP i vRNA) wynoszący około 1:8 [15] 
wyklucza możliwość utworzenia przez te wszystkie skład
niki cząsteczki o symetrii 39-krotnej ujawnionej w  struk tu 
rze krystalicznej krypty [16]. Wskazuje to, że białka TEP1 
oraz vPARP wiążą się tylko z pewną frakcją krypt kom ór
kowych.

Cechą charakterystyczną krypt jest ich zdolność do dy- 
socjacji na dwie połówki, a ich podział ma miejsce na linii 
przewężenia centralnego (Rye. 1A). Proces ten zachodzi w 
niskim pH, poniżej wartości 4,0 [18]. Znaczenie fizjologicz
ne tego procesu nie jest do końca jasne, ale wiąże się go z 
funkcją transportow ą krypt, zwłaszcza pomiędzy macierzą 
cytoplazmatyczną a lizosomami [19]. W odróżnieniu od 
krypt, lizosomy są stabilne w  niskim pH, co może w ska
zywać, że „załadunek" bądź „rozładunek" krypt zachodzi 
w ew nątrz lizosomów. M echanizm dysocjacji krypt potw ier
dzony został przez szczegółową analizę dwóch m ap gęsto
ści elektronowej, które uzyskane zostały niezależnie przez 
zespoły badawcze z H iszpanii [20] i z Japonii[16],

BIAŁKO MVP

Białko MVP jest podstaw ow ym  składnikiem krypt i sta
nowi ono przynajmniej 75% masy całej krypty, co potw ier
dzono badaniam i biochemicznymi [1,21]. Gen M VP  czło
wieka znajduje się na krótszym  ramieniu 16 chrom osom u 
[22] i posiada, podobnie jak jego odpow iednik u myszy, 15 
eksonów [23]. Porównanie sekwencji reszt amino kw aso
wych białek MVP uzyskanych z komórek człowieka, szczu
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ra i myszy ujawniło wysoki stopień zachowania w  ewolucji 
tego białka, utrzymującego się na poziomie ponad  90% ho- 
mologii [23].

Białko MVP nie wykazuje endogennej aktywności enzy
matycznej. Ulega ono natomiast rybozylacji przez białko 
vPARP [11], które również związane jest z kryptam i, oraz 
fosforylacji przez różne kinazy białkowe [24, 25]. W eks
traktach cytoplazmatycznych białko MVP m oże też ulegać 
fosforylacji na resztach tyrozyny indukowanej horm onem  
w zrostu naskórka (EGF, ang. epidermal growth factor) [26]. 
Fosfataza tyrozynowa SHP-2 (ang. Src homology phosphatase 
2) będąca fragm entem  czynnościowym dom eny SH2 (ang. 
Src homology 2) jest zdolna wiązać w  w arunkach in vitro 
uprzednio defosforylowany MVP [26]. Białko MVP może 
ulegać inaktywacji na drodze ubikwitylacji za pomocą tzw. 
białek SUMO (ang. Small Ubiquitin-like Modifier), którą w y
kazano w komórkach jeżowca [5], Duża ilość modyfikacji 
odzwierciedla wysoką kontrolę aktywności białka MVP i 
może również wskazywać na istotny udział całych krypt 
kom órkowych w rozwoju em brionalnym  lub w innych pro 
cesach fizjologicznych.

Białko MVP potrafi spontanicznie, bez udziału  innych 
czynników, tworzyć struktury podobne do krypt. Stymulo
w ana synteza szczurzego białka MVP w linii komórkowej 
Sf9, która pochodzi z komórek jajników ćmy z gatunku rol
nicy gwoździówki (łac. Spodoptera frugiperda) i charaktery
zuje się w rodzonym  brakiem krypt, doprow adziła do for
m owania się organelli o cechach morfologicznych i bioche
micznych podobnych do naturalnie występujących krypt 
w  komórkach w ątroby szczura [10]. To zjawisko potw ier
dza podstaw ow ą rolę MVP w form ow aniu strukturalnym  
krypt. Ponadto, białka MVP nie w ystępują z reguły jako 
wolne monomery, ale ulegają one szybkiem u w budow yw a
niu do powstających krypt kom órkowych [27],

Białko MVP posiada strukturę dom enow ą i zbudow ane 
jest z 861 reszt aminokwasowych [16]. Szczegółowa analiza 
danych krystalograficznych ujawniła, że białko MVP ulega 
pofałdow aniu w 12 domen, tj. 9 powtarzających się takich 
samych dom en tworzących wybrzuszenie centralne w czą
steczce krypty, pojedynczą dom enę centralną (ang. shoulder 
domain), dom enę czapeczki o strukturze helisy (ang. cap-helix 
domain) oraz domenę pierścienia zamykającego czapeczkę 
(ang. cap-ring domain) [16] (Ryc. 1A). Struktura dom enow a 
białka MVP została potw ierdzona przez inną grupę bada
czy, choć zauw ażono pewne różnice we w zajem nym  ułoże
niu przestrzennym  dom en strukturalnych R1 i R2 w rejonie 
N-końcowym  białka MVP [20].

BIAŁKO vPARP

Białko vPARP (inaczej określane jako PARP4) posiada 
homologię do dom eny katalitycznej rodziny białek PARP 
(ang. poly(ADP)-ribose polymerase) cechujące się aktyw no
ścią polimerazy poli(ADP)-rybozy [11]. Najlepiej poznano 
białko jądrowe PARP-1, które przyczynia się do utrzym ania 
stabilności genetycznej i jest aktyw ow ane uszkodzeniem  
DNA. Gen vPARP człowieka znajduje się na chromosomie 
13 i składa się z 34 eksonów kodujących białko o długości 
1724 reszt aminokwasowych [11]. W białku vPARP w y
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różniono kilka dom en [11]: (1) dom ena BRCT (ang. BRCA1 
C-terminus) zlokalizowana przy końcu N peptydu , która 
przeważnie znajdow ana jest w białkach kontrolujących cykl 
komórkowy i praw dopodobnie odpow iada za oddziaływ a
nia typu białko-białko [28], (2) dom ena PARP, (3) dom ena 
wykazująca 30% homologię do białka ITIH (ang. inter-alpha- 
trypsin inhibitor heavy chain [29]), (4) dom ena przy końcu 
C peptydu oddziałująca z białkiem MVP. Dodatkow o w e
w nątrz dom eny ITIH scharakteryzowano dom enę von Wil- 
lebranda typu A (VWA), występującą często w  białkach m a
cierzy zewnątrzkomórkowej, w  tym  w peptydach odpow ia
dających za adhezję kom órek oraz w  peptydach w ew nątrz
komórkowych uczestniczących w transporcie rybosomów 
oraz błon biologicznych [30]. Podobnie jak dom ena BRCT, 
dom ena VWA odpow iada za oddziaływ ania białko-białko 
[30], Ponadto, za pomocą system u dw uhybrydow ego w  ko
mórkach drożdży (ang. yeast two-hybrid system) wykazano 
brak autooddziaływ ań w ew nątrz samej cząsteczki vPARP 
pom iędzy jej częścią N- i C-końcową [31]. W przeciwień
stwie do białek MVP, tylko pew na frakcja peptydów  vPARP 
jest związana z kryptam i kom órkowym i [11]. W olne białka 
vPARP mogą znajdować się zarów no w cytoplazm ie jak i w 
jądrze komórkowym.

BIAŁKO TEP1

Białko TEP1 jest największym peptydem  zw iązanym  z 
kryptam i kom órkowym i o masie 240 kDa [12], Odkryto, że 
białko TEP1 występujące u ssaków to hom olog wcześniej zi
dentyfikowanej u  pierw otniaka Tetrahymena telom erazy p80
[12]. Jednak samo białko TEP1 izolowane z k rypt kom órko
wych nie wykazuje aktywności telomerazy [12]. Gen TEP1 
człowieka jest zlokalizowany na 14 chromosomie i koduje 
białko o długości 2627 reszt am inokwasowych. Trzy rejo
ny obejmujące jedną trzecią tego peptydu od strony końca 
N wykazują podobieństw o do telomerazy p80. Fragment 
C końcowy zawiera natom iast przynajmniej 16 pow tórzeń 
sekwencji WD40 (WD40 to m otyw  białkowy zbudow any z 
ok. 40 reszt am inokwasowych często zakończony sekwen
cją Trp-Asp, tj. WD [32]) [33]. W białku TEP1 wyróżniono 
również m otyw TROVE (ang. Telomerase, Ro and Vaults mo
tif) charakterystyczny dla wielu rybonukleinoprotein [34], 
domenę vWA (domena czynnika A von W illebranda) [34], 
opisywaną już wcześniej dla białka vPARP oraz dom enę 
NACHT (nazwa dom eny od nazw  białek NAIP, CIITA, HE- 
T-E i TP1, które zaliczane są do tzw. białek zw iązanych z 
apoptozą [35]). W białku TEP1 rejon o wysokiej homologii 
do białka p80 odpow iada za oddziaływ anie z vRNA [36].

Jak wyżej wspom niano, opis struktury krystalograficznej 
wskazuje na obecność w  kryptach kom órkowych szczura 
wyłącznie białka MVP [16]. Niemniej autorzy podejrze
wają obecność białka TEP1 w rejonie czapeczki, ponieważ 
znajduje się tam  obszar o podwyższonej gęstości elektrono
wej, który pod w zględem  masy molowej odpow iada w ła
śnie tem u białku. Potwierdzają to wcześniejsze badania z 
wykorzystaniem  mikroskopii elektronowej mrożeniowej 
(ang. cryo-EM). W ykazano, że m utanty myszy z wyłączo
nym  białkiem TEP1 posiadały krypty o znacznie mniejszej 
gęstości elektronowej w  obrębie czapeczki w  porów naniu  z 
typem  dzikim [13,17], niemniej myszy z w yłączonym  biał
kiem TEP1 nie wykazyw ały żadnych zaburzeń rozwojo
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wych [13,37]. Wyniki te wskazują, że białko TEP1 wiąże się 
z białkami MVP lub innymi składnikam i krypt w  pewnych 
w arunkach fizjologicznych i odpow iada za wykonanie nie
określonej jeszcze funkcji bądź też aktywuje przemieszcze
nie się cząsteczki krypty w określone miejsce w  komórce.

R N A  KRY PT

Krypty, występujące we wszystkich opisanych gatunkach, 
zawsze posiadają kilka łańcuchów RNA (vRNA, ang. vault 
RNA), które znajdują się w  obszarze czapeczki [19]. Ilość łań
cuchów vRNA przypadających na pojedynczą cząsteczkę 
krypty jak również sekwencje RNA są zmienne i charakte
rystyczne dla poszczególnych gatunków. Dla przykładu, u 
szczurów wykazano obecność pojedynczego łańcucha vRNA
0 długości 141 par zasad, podczas gdy u żab (R. catesbeiana) 
występują 2 łańcuchy vRNA o długościach odpowiednio 89
1 94 pary zasad [14]. Komórki człowieka posiadają krypty z 
trzema łańcuchami vRNA (88-98 pary zasad) ulegającymi 
ekspresji z trzech różnych genów (HVG 1-3) [38], Geny te 
znajdują się na chromosomie 5p wew nątrz rejonu o długo
ści 16 kb, co wskazuje na ich ewolucyjną duplikację. Ponad
to genom człowieka zawiera czwarty gen kodujący vRNA 
(HVG4) na chromosomie X, jednak praw dopodobnie nie ule
ga on ekspresji [38], Ciekawe jest to, że pomimo różnic ga
tunkowych w sekwencji genów HVG  struktura przestrzenna 
vRNA wydaje się być u wszystkich opisanych organizmów 
zachowana w ewolucji [14,38].

Łańcuch vRNA m oże w ystępow ać w cytoplazm ie w 
stanie w olnym  lub zw iązanym  z kryp tam i kom órkow ym i. 
W ykazano, że tylko 20% vRNA obecnych w cytoplazm ie 
w iąże się z kryptam i [39]. N atom iast sucha m asa krypty  
zaw iera  tylko około 5% vRNA [40]. Z auw ażono, że liczba 
cząsteczek vRNA w zrasta  w  liniach kom órek now otw o
row ych opornych na cytostatyki. P rzykładem  m oże być 
linia C L C 4/adr z kom órkam i opornym i na adriam ycynę, 
gdzie poziom  vRNA w zrósł dziesięciokrotnie w  po rów 
naniu  do kom órek w rażliw ych  [39], N ie w yk azan o  je d 
nak, aby ekspresja  określonego  ty p u  vRN A  (HVG1-3) 
w  kom órce now otw orow ej w iąza ła  się bezpośrednio  
z jej opornością na cytostatyki. W ykazano, że ekspresja 
typu  HVG3 vRNA była znacznie w yższa w porów naniu  
do ekspresji innych, jednak  ten typ vRNA nie w iązał się 
z k ryptam i i nie pow odow ał zw iększenia oporności ko 
m órki na cytostatyki [38].

LOKALIZACJA KRYPT W KOMÓRCE

Obecność krypt komórkowych zaobserwowano w  wielu 
rodzajach tkanek. Oszacowano ich liczbę na mniej więcej 
104—10'’ w pojedynczej komórce, choć są to dane wyłącznie 
szacunkowe, a liczba ta może się zmieniać w  zależności 
od miejsca w ystępow ania danej komórki [39], Najbardziej 
bogate w  krypty są makrofagi oraz komórki nabłonkowe, 
zwłaszcza te spełniające funkcje wydzielnicze [7], Uogól
niając, krypty występują w  komórkach długotrw ale podda
wanych działaniu ksenobiotyków. Przykładam i są komórki 
nabłonka dróg oddechowych oraz nabłonka pokrywające
go ścianę przew odu pokarm owego [8]. Lokalizacja krypt w 
tkankach okrywających nasuw a przypuszczenie o ich funk
cji ochronnej dla całego organizmu.
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Krypty w komórce w ystępują w  znakomitej większości w  
cytoplazmie, ale spotyka się je również w otoczce jądrowej. 
W cytoplazmie oddziałują z elementami cytoszkieletu, ta 
kimi jak filamenty aktynow e [41] oraz m ikrotubule [42,43], 
Ponadto, krypty  ulegają dynam icznym  zm ianom  położenia 
w  cytoplazmie w zależności od fazy cyklu kom órkow ego 
[41]. Ponadto, zmieniają one swoją lokalizację w  komórce 
w  trakcie ontogenezy. U jeżowca podczas rozwoju p łodo 
wego białka MVP znajdowały się w  cytoplazmie kom órek 
embrionów, natom iast u  osobników dorosłych ulegały one 
translokacji do jąder kom órkow ych [4,5]. W obrębie sam e
go jądra kom órkow ego były one zlokalizowane w  rejonie 
jąderka lub w  otoczce jądrowej [4], W oocytach świńskich 
oraz em brionach nie zauw ażono zależności pom iędzy loka
lizacją białka MVP w  jądrze kom órkowym  a etapem  roz
woju zwierzęcia, ale było ono czasami związane z otoczką 
jądrową i ciałkami prekursorow ym i jąderka [44], Szczegó
łowa analiza frakcji subkom órkow ych wykazała, że około 
5% cząsteczek krypt m oże być związana z jądrem  kom ór
kowym  [45].

ROLA KRYPT W KOMÓRCE

Krypta kom órkow a jest największą poznaną strukturą 
rybonukleinową. Cechuje się olbrzymią w ew nętrzną p rze
strzenią, w  której mogą pomieścić się struktury o długości 
do 35 nm  i średnicy do 33 nm  [16]. Zatem każda krypta po 
siada potencjalną zdolność transportu setek białek. Krypty 
wyizolowane z kom órek jeżowca zawierały dodatkow e nie
określone białko o masie ok. 14-55 kDa, które potencjalnie 
stanowiło przenoszony ładunek [5]. Ponadto zdjęcia krypt 
wyizolowanych z kom órek wątroby szczura w ykonane 
techniką elektronowej m ikroskopii mrożeniowej często za
wierały „zaciemnioną" w ew nętrzną przestrzeń krypty, co 
wskazuje na jej w ypełnienie przez przenoszone białka bądź 
inne cząsteczki [19].

Wczesne badania wykazały, że niewielki procent krypt 
w  komórkach szczurzych jest związany z otoczką jądro 
wą, praw dopodobnie z jądrow ym  kompleksem porow ym  
(NPC, ang. Nuclear Pore Complex) [46]. Skłoniło to bada 
czy do stw orzenia hipotezy, że krypty mogą działać jako 
transportery pom iędzy jądrem  a cytoplazmą. Pośrednim  
potw ierdzeniem  tej hipotezy może być porów nanie masy, 
średnicy i kształtu cząsteczki krypty i w ew nętrznego kana
łu NPC. Są one bardzo podobne. Uwzględniając, że przez 
kanał w ew nętrzny NPC są transportow ane cząstki o śred 
nicy do 39 nm  [47] wydaje się, że cząsteczka krypty może 
przecisnąć się przez kanał NPC lub ulec zakotwiczeniu w 
jego w nętrzu. Ta ostatnia możliwość wydaje bardziej p raw 
dopodobna, poniew aż kilkukrotnie przedstaw iono loka
lizację białek MVP nie w  sam ym  jądrze kom órkowym , ale 
w  otoczce jądrowej [48,49]. Ponadto stosując technikę FRET 
(ang. Forster Resonance Energy Transfer) oraz mikroskopię sił 
jądrowych (ang. Atomie Force Microscopy) wykazano obec
ność cząsteczek krypt w ew nątrz kompleksu NPC [50].

Jedną z niewielu potw ierdzonych funkcji krypt jest ich 
udział w  pow staw aniu  de novo kom pleksu NPC w  otocz
ce jądrowej [51]. Proces ten w ym aga obecności m.in. w ielu 
białek zw iązanych z błoną jądrow ą (nukleoporyn), które
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oddziałując ze sobą układają się w  określone miejsca kom 
pleksu NPC. Niespodziewanie okazało się, że krypty ko
m órkowe są niezbędnym  ogniwem tego procesu, a funkcjo
nują jako fizyczne rusztowanie dla nukleoporyn w trakcie 
biogenezy kom pleksu NPC. To wyjaśnia obecność krypt 
kom órkow ych w  otoczce jądrowej, lecz jednocześnie nie 
w yklucza ich funkcji transportowej pom iędzy cytoplazm ą a 
jądrem  komórkowym.

Pośrednim dowodem wskazującym na funkcję transpor
tową krypt jest opis oddziaływania białka MVP budującego 
krypty z różnego rodzaju cząsteczkami, które intensywnie 
przemieszczają się w  komórce. Przykładem są podjednostki 
rybosomów ulegające składaniu w jąderkach i będące dalej 
transportowane do cytoplazmy [52], Okazało się, że krypty ko
mórkowe oddziałują z rybosomami [4], Ponadto, ci sami auto
rzy wykazali obecność białka MVP w jąderkach coelomocytów. 
Czy zatem jedną z funkcji krypt komórkowych jest transport 
podjednostek rybosomów z jądra komórkowego do cytopla
zmy? Tej hipotezy nie udało się ostatecznie potwierdzić. Obok 
rybosomów, wykazano również, że składniki krypt — białko 
MVP oraz vRNA tworzą kompleksy z receptorem estrogeno
w ym  [53], Białko MVP wiązało się z fragmentem receptora, 
który obejmował sygnał lokalizacji jądrowej (NLS, ang. nuclear 
localization signal). Z tym samym fragmentem oddziaływało 
również białko opiekuńcze Hsp90, a jego związanie powodo
wało inaktywację całego receptora. W przeprowadzonym do
świadczeniu podanie estradiolu do komórek wywołało wzrost 
liczby kompleksów krypta-receptor estrogenowy. Jednak rów
noczesne dodanie molibdenianu sodu, który zatrzymuje dyso- 
qację Hsp90 od receptora zapobiegło w ogóle utworzeniu się 
tych kompleksów. Zatem krypty mogą aktywować receptor 
estrogenowy lub nawet odpowiadać za jego transport do jądra 
komórkowego.

UDZIAŁ KRYPT W POWSTANIU MECHANIZMU 
LEKOOPORNOŚCI NOWOTWORÓW

Przełomem w badaniach nad kryptam i kom órkow y
mi, o którym  już w spom niano we wstępie, było odkrycie, 
że białko MVP jest ortologiem białka LRP [9], Temu biał
ku już wcześniej przypisyw ano istotny udział w  rozw o
ju lekooporności komórek nowotworowych. Odkrycie to 
zapoczątkowało dyskusję o roli białka MVP i całych krypt 
kom órkowych w mechanizmie oporności wielolekowej no
w otw orów  [54-56]. Ich naturalne występowanie w  tkance 
nabłonkowej doskonale pasuje do ich potencjalnej roli jako 
czynników chroniących przed cytostatykami. Jak wcześniej 
w spom niano są to m.in. tkanki nabłonkowe wyścielające 
drogi oddechowe oraz nabłonek przew odu pokarm ow e
go oraz makrofagi i komórki dendrytyczne, a więc miej
sca narażone na działanie ksenobiotyków [7,8,57]. Zatem 
krypty kom órkowe w podobny sposób jak chronią zdrow ą 
komórkę, będą również uczestniczy w ochronie komórki 
nowotworowej. Obecnie nie ulega wątpliwości, że krypty 
kom órkowe uczestniczą w nabyw aniu przez komórki no
w otw orow e oporności na leki cytostatyczne. Nie ma jednak 
jednoznacznego i w iarygodnego opisu w jaki sposób zacho
dzi ten mechanizm. Temat ten w literaturze om aw iany jest 
wielokrotnie, a prow adzone badania bazują zarów no na 
m ateriale pozyskiwanym  od pacjentów jak i na dośw iad
czeniach in vitro na w yprow adzonych liniach kom órek no
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wotworowych, zarów no wrażliwych jak i opornych na leki 
cytostatyczne.

W stępne badania przesiewowe przeprow adzone na 61 
liniach kom órkowych w yprow adzonych z różnych typów 
now otw orów  człowieka wykazały, że M VP/LRP ulegało 
syntezie w  78% linii komórkowych, a w zrost poziom u syn
tezy tego białka zwykle wiązał się ze w zrostem  oporności 
komórek na różnorodne leki przeciwnowotworowe [58], 
Dane te zostały potw ierdzone w dalszych badaniach 8 li
nii komórkowych, które wykazywały zw iązek pom iędzy 
ekspresją mRNA dla M VP/LRP a ich chemioopornością 
na szereg cytostatyków [59]. Podwyższony poziom MVP 
zaobserwowano w linii komórek glejaka gwieździstego, 
który wykazywał oporność na różne klasy leków cytosta
tycznych, tj. doksorubicynę, metotreksat, etopozyd, win- 
krystynę, cytarabinę i cisplatynę [60], Aktywność krypt 
kom órkowych wydaje się być zależna od tkanki, z której 
rozwinął się now otw ór oraz wykazywać specyficzność sub
stratową. W komórkach raka niedrobnokom órkowego płuc 
w zrost poziom u syntezy białka MVP korelował z pojawie
niem się oporności tylko na cisplatynę, ale nie zaobserwo
wano jednoczesnego w zrostu oporności na inne leki, takie 
jak daunorubicuna, doksorubicyna, etopozyd, winblastyna 
i bleomycyna [61].

W komórkach zdrowego mózgu poziom syntezy białka 
MVP pozostaje na granicy wykrywalności za pomocą me
tod immunohistochemicznych, z wyjątkiem naczyń krwio
nośnych, gdzie jest on stosunkowo wysoki [60], Przebadano 
pod kątem syntezy białka MVP próbki zwojakoglejaków 
uzyskanych od 30 różnych pacjentów i okazało się, że jest on 
tam znacznie wyższy w porównaniu do zdrowych tkanek 
grupy kontrolnej [62]. Wzrost poziomu białka MVP został 
potwierdzony również dla innych nowotworów mózgu, za
równo w materiale operacyjnym jak i w pierwotnych hodow 
lach komórkowych wyprowadzonych z tkanek pochodzenia 
neuroektodermalnego [60]. Nie wszystkie jednak nowotwo
ry mózgu wykazują wyższy poziom syntezy białka MVP. 
Był on niewielki w  komórkach pochodzących z nerwiaka 
niedojrzałego oraz z rdzeniaka [60]. Jednak tam  gdzie zaob
serwowano wzrost poziomu białka MVP wzrastała również 
oporność na antracykliny, cisplatynę i etopozyd.

Udział krypt kom órkowych jest również istotny w  lecze
niu epilepsji, ponieważ wysoki poziom białka MVP obniża 
skuteczność terapii [63]. Efekt ten został potw ierdzony na 
m odelu szczurzym. Zaobserwowano, że stym ulow any atak 
epilepsji pow odow ał w yższą syntezę MVP zarów no w  za
kręcie zębatym  jak i w  korze pola przyhipokam pow ego [64],

Dla now otw oru gruczołu piersiowego trzy zespoły ba
dawcze opisały podw yższony poziom białka MVP w tkan
ce patologicznej, jednak żaden z zespołów nie wykazał 
związku samego białka MVP z opornością na zastosowaną 
chemioterapię ani z prognozą rozwoju choroby [65-67]. W 
innym  zespole wykazano jednak, że wysoki poziom synte
zy białka MVP u pacjentów z zaawansowanym  now otw o
rem  piersi, którzy otrzymali wcześniej chemioterapię, mia
ła związek ze znacząco krótszym  przeżyciem [68]. Należy 
zaznaczyć, że w  przypadku zastosowania chemioterapii 
opartej na 5-fluorouracylu, doksorubicyny/epirubicyny i
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cuklofosfamidu poziom białka MVP wzrastał w  komórkach 
guza [68].

Niestety białko MVP nie może być rozpatrywane jako uni
wersalny marker rozwoju choroby nowotworowej ani tym 
bardziej jako czynnik decydujący o wyborze konkretnego 
typu chemioterapii. Niekiedy zdarza się, że poziom syntezy 
białka MVP w ogóle nie koreluje ze wzrostem oporności ko
mórek na leki cytostatyczne [69], Należy pamiętać, że głów
nymi czynnikami odpowiadającymi za wzrost lekooporności 
są białka rodziny ABC (ang. ATP-binding cassette proteins), 
przede wszystkim glikoproteiny P, a krypty komórkowe ra
czej spełniają rolę pomocniczą w tym  procesie [70],

LOKALIZACJA JĄDROWA MVP I /L U B  KRYPT 
KOMÓRKOWYCH W NOWOTWORACH

W pewnych warunkach pomocnicza rola krypt komór
kowych może okazać się jednak krytyczna dla rozwoju le
kooporności. Podczas długotrwałego leczenia cytostatykami 
zaobserwowano dodatkową lokalizację białek transbłono- 
wych związanych z mechanizmem MDR (ang. Multidrug Re
sistance). Przykładem może być obecność glikoproteiny P w 
otoczce jądrowej komórek nowotworu piersi człowieka opor
nych na doksorubicynę (MCF-7/DX) [71]. Inkubacja z dokso- 
rubicyną komórek wrażliwych pow odow ała przejście leku 
do jądra komórkowego, natomiast w  komórkach opornych 
lek ten pozostawał wyłącznie w  cytoplazmie. Identyczne 
rezultaty otrzymano pracując na komórkach raka pęcherza 
i wprowadzając epirubicynę do cytoplazmy za pomocą mi- 
kroiniekcji [72], W obu typach komórkach opornych na dzia
łanie cytostatyków jądra komórkowe były pozbawione leku.

Podobnie do glikoproteiny P rów nież krypty kom órko
we mogą ulegać translokacji do jądra komórkowego. Nie 
w iadom o jednak, w  jaki sposób m ogą one eliminować leki 
z jądra. W przeciwieństwie do glikoproteiny P żaden z ich 
składników nie jest pom pą transbłonową. Zaobserwowano 
jednak, że w  komórkach opornych ilość białka MVP zw iąza
nego z otoczką jądrow ą w zrasta [49].

W celu zweryfikowania w pływ u białka MVP na proces 
eliminacji leku z jądra kom órkowego zaprojektowano rybo- 
zym, który specyficznie blokował ekspresję MVP [73,74], Li
nię kom órkową raka okrężnicy (SW620) poddano działaniu 
m aślanu sodu (ang. sodium butyrate), co doprow adziło do 
syntezy białek MVP i w  konsekwencji spow odow ało naby
cie przez komórki SW620 oporności na działanie doksoru- 
bicyny, etopozytu, winkrystyny, paklitakselu oraz gramicy
dyny. W ykazano, że doksorubicyna ulegała akumulacji w 
jądrach komórek wrażliwych (nie traktowanych m aślanem 
sodu), natom iast nie była obecna w jądrach komórek opor
nych (traktowanych maślanem sodu). Następnie, p roduk 
cja każdego z dwóch rodzajów rybozym ów  specyficznych 
dla MVP spow odow ała cofnięcie się zaobserwowanego 
wcześniej fenotypu oporności w  komórkach traktowanych 
m aślanem  sodu. W ynik ten wskazuje na czynne zaangażo
wanie krypt komórkowych w jądrow ym  eksporcie leku, co 
prow adzi do rozwoju oporności wielolekowej.

Badania przeprow adzone na innych komórkach również 
ujawniły różnice w  wewnątrzkom órkowej dystrybucji do-
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ksorubiny. Indukow ana działaniem benzo[a]pirenu (ang. 
benzo[a]pyrene) synteza MVP w komórkach epiderm alnych 
powodowała eliminację doksorubicyny z ich jąder [75]. Po
nadto, obserwacje w  mikroskopie konfokalnym kom órek 
A549 (rak niedrobnokom órkowy płuc) wykazały lokaliza
cję MVP i doksorubicyny w pęcherzykach cytoplazmatycz- 
nych, co wskazuje na rolę tego białka w  separacji leku w 
obrębie komórki [76],

PODSUMOWANIE

Krypty komórkowe zostały odkryte prawie 25 lat temu 
[1], Od tego czasu udało się zidentyfikować strukturę prze
strzenną tych organelli [16]. Analizy biochemiczne mające 
na celu opis ich funkcji zostały przeprow adzone w  wielu 
laboratoriach i jak dotąd nie przyniosły oczekiwanych w y
ników. Do dzisiaj nie w iadom o jaka jest podstaw ow a rola 
krypt komórkowych. Przypuszcza się, że mogą one w yko
nywać funkcje transportow e oraz uczestniczyć w mechani
zmach ochronnych komórki, zwłaszcza przed działaniem 
naturalnych ksenobiotyków (Rye. IB). Ponadto, interesują
ce są doniesienia o oddziaływaniach krypt komórkowych 
z porami jądrowym i i ich zaangażowaniu w formowanie 
się porów jądrowych [51]. Niemniej, jedną z ważniejszych 
cech krypt jest ich udział w  rozwoju lekooporności now o
tworów, negatywnego zjawiska powodującego znaczne 
obniżenie efektywności leczenia pacjentów z rozpoznaną 
chorobą nowotworową. Wydaje się, że prace prow adzone 
w następnych latach skierowane będą właśnie na szczegóło
we poznanie m echanizmów działania krypt komórkowych 
w  aspekcie lekooporności.
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The structure of cellular vaults, their role in the normal 
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ABSTRACT
The cellular vaults have been described for the first time in 1986 as ribonucleoprotein complexes composed of three proteins, MVP, TEP1 and 
vPARP and several vRNA strains. Biochemical and structural studies revealed their ubiquitous existence in the cytoplasm of many eukary
otic cells and their barrel-like structure indicating their engagement in the intracellular transport. Furthermore, the high hom ology between  
MVP and LRP which was already known to be involved in multidrug resistance mechanism opened a discussion about the role of vaults in 
both normal and cancer cells. The histopathology research demonstrated an increased amount of MVP/LRP proteins in the cancer as w ell as 
showed translocation possibility between cytoplasm and nuclear envelope, which can be of crucial point in the prevention of nucleus against 
anticancer drugs.
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Słowa kluczowe: ATPazy Cip, autofagia, biał
ka opiekuńcze, BAG1, CHIP, fałdow anie bia
łek, proteazy

Wykaz skrótów: ALS (ang. amyotrophic lateral 
sclerosis) — stw ardnienie zanikow e boczne; 
APP (ang. amyloid beta A4 precursor protein)
— białko prekursorow e am yloidu (1; białka 
AAA (ang. ATPase associated with various acti
vities) — ATPazy zw iązane z różnym i proce
sam i kom órkowym i; CFTR (ang. cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator) — białko 
błonow e tw orzące kanał chlorkow y, którego 
b rak /zab u rzen ie  funkcji w yw ołuje m ukow i- 
scydozę; CMA (ang. chaperone-mediated auto- 
phagy) — autofagia zależna od białek opiekuń
czych; DRPLA (ang. dentatorubral-pallidoluysian 
atrophy) — zanik jąder zębatych, gałek bladych 
i ciał podw zgórzow ych; H sps (ang. heat shock 
proteins) — białka szoku cieplnego; ER (łac. re
ticulum endoplasmaticum) — siateczka śródpla- 
zm atyczna; sH sps (ang. small heat shock prote
ins) — białka szoku cieplnego o niskiej m asie 
cząsteczkowej; SBMA (ang. spinal and bulbar 
muscular atrophy) — opuszkow o-rdzeniow y 
zanik mięśni; SCA (ang. spinocerebellar atalia)
— ataksje rdzeniow o-m óżdżkow e; TBP (ang. 
TATA-binding protein) — białko wiążące się 
z sekwencją TATA-box, wchodzące w  skład 
transkrypcyjnego kom pleksu preinicjacyjnego; 
TPR (ang. chaperone-interacting tetratricopeptide)
— m otyw  struk turalny  spotykany w  białkach, 
pośredniczący w oddziaływ aniach białko-biał- 
ko

Podziękowanie: Praca pow stała w  trakcie re 
alizacji g ran tu  UG B W /130-5-0410-0.
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STRESZCZENIE

W  a rtykule opisano rolę b ia łek  op iekuńczych i proteaz kom órkow ych w  cytoplazm a- 
tycznym  system ie kontro li jakości b iałek . System  ten  kon tro lu je  i regu lu je  stan  sfał- 

dow ania  b ia łek  oraz ich praw id łow e funkcjonow an ie  w  kom órkach  organizm ów  prokario- 
tycznych i eukariotycznych. W  w y n ik u  w spó łdz ia łan ia  b ia łek  opiekuńczych i p ro teaz w  
cytoplazm ie zostaje ograniczona akum ulacja  n iep raw id łow o  zw in iętych  b iałek. W  artyku le  
szczególną uw agę zw rócono na pow iązan ia  b ia łek  opiekuńczych  z procesam i degradacji b ia 
łek  oraz na  ich rolę w  bio log ii chorób neurodegeneracyjnych.

WPROWADZENIE

Prawidłowe funkcjonowanie komórek, ich przeżywalność zależą w dużej mierze 
od procesu fałdowania białek. W procesie tym zgodna z zapisem genetycznym, li
niowa, ściśle określona struktura pierwszorzędowa białka, zostaje przeobrażona w 
odpowiednią strukturę przestrzenną. Proces fałdowania białek jest bardzo istotny w  
komórce z uwagi na kluczową rolę białek we wszystkich procesach biologicznych. 
Przestrzenne ułożenie łańcucha polipeptydowego i jego konformaq'a decydują o 
specyficznej funkcji biologicznej białka w  komórce. Jedynie białka prawidłowo zwi
nięte, posiadające stabilną konformację są w  pełni funkcjonalne. Rozciągnięty lub 
ułożony przypadkowo łańcuch polipeptydowy jest pozbawiony aktywności biolo
gicznej. Stan fałdowania białek oraz ich prawidłowe funkcjonowanie w komórkach 
prokariotycznych, jak i eukariotycznych kontroluje i reguluje tzw. potranslacyjny 
system kontroli jakości białek. System ten tworzą białka opiekuńcze oraz proteazy 
komórkowe. Białka opiekuńcze w warunkach fizjologicznych chronią nowo synte
tyzowane polipeptydy przed agregacją i pośredniczą w ich poprawnym zwijaniu 
nie wchodząc w skład ich ostatecznej struktury [1,2]. Natomiast w  warunkach stre
su chronią one inne białka komórkowe przed inaktywacją i denaturacją, uczestni
czą w  reaktywacji zagregowanych białek lub też kierują je do degradacji, jeśli ich 
naprawa jest niemożliwa [3-8], Z kolei główne zadanie proteaz sprowadza się do 
wyeliminowania z komórki nieodwracalnie uszkodzonych białek, których obec
ność ze względu na ich tendencję do tworzenia agregatów, mogłaby niekorzystnie 
wpływać na funkcjonowanie innych białek komórkowych [9,10]. W wyniku wspól
nego działania białek opiekuńczych i proteaz zostaje ograniczona w cytoplazmie 
komórek akumulacja nieprawidłowo zwiniętych białek [11].

ROLA BIAŁEK OPIEKUŃCZYCH I PROTEAZ W 
SYSTEMIE KONTROLI JAKOŚCI BIAŁEK

Wiele białek opiekuńczych znanych jest jako białka szoku cieplnego (Hsp), któ
rych poziom syntezy znacznie wzrasta w  komórkach w  warunkach stresu cieplne
go. Zadaniem tej grupy białek jest przede wszystkim ochrona komórki przed zgub
nymi skutkami zmian czynników zewnętrznych. Nagłe zmiany czynników środo
wiskowych często zaburzają proces fałdowania nowo powstających polipeptydów 
oraz naruszają prawidłową konformację białek, co sprzyja ich agregacji. Dzięki biał
kom opiekuńczym każdy żywy organizm może kontrolować proces agregacji po
lipeptydów i przeciwstawiać się temu, m.in. poprzez zapobieganie niepożądanym 
oddziaływaniom międzycząsteczkowym. Stosując kryterium masy cząsteczkowej 
można wyróżnić 6 głównych rodzin białek opiekuńczych (Tab. 1). Jedną z nich jest 
rodzina białek HsplOO, do której należą m.in. bakteryjne białka ClpA, ClpB, ClpX, 
ClpY (HslU), drożdżowe białka Hspl04 (cytosol) i Hsp78 (mitochondria), będące 
homologami bakteryjnego białka ClpB oraz roślinne białko HsplOl. Białka należą
ce do rodziny HsplOO są ATPazami o strukturze przypominającej heksameryczny 
pierścień, zaliczanymi do tzw. ATPaz AAA+. W centrum tego pierścienia znajduje 
się kanał, przez który przeciągany jest substrat białkowy [12-14]. Większość ATPaz 
HsplOO, z wyjątkiem ClpB/Hspl04, tworzy kompleksy proteolityczne współpracu
jące z podjednostkami peptydazowymi (ClpP lub ClpQ (HslV)), odpowiedzialne w
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Tabela 1. G łów ne rodziny  białek opiekuńczych i ich przedstaw iciele [27,73-75].

komórce bakteryjnej za degradację nieprawidłowo zwiniętych 
polipeptydów [15,16]. ClpB/Hspl04, w  przeciwieństwie do 
innych przedstawicieli ATPaz Cip, nie jest zaangażowane w 
degradację białek, lecz wraz z systemem DnaK/DnaJ (Hsp70/ 
Hsp40) bierze udział w  dysocjacji agregatów białkowych i re
aktywacji białek [17-20]. Aktywność tego dwuskładnikowego 
systemu białek opiekuńczych jest krytyczna dla przeżywalno- 
ści bakterii, drożdży i roślin w warunkach stresu. Do tej pory 
nie zidentyfikowano homologów białek C lpB/H spl04 w cy- 
tosolu wyższych organizmów eukariotycznych. Przypuszcza 
się, że ich funkcję w komórkach ssaków przejęły inne ATPazy 
AAA+, np. białko VCP (ang. valosin-containing protein) znane 
także jako p97, którego zaburzenia funkcji prowadzą m.in. 
do akumulacji nierozpuszczalnych i ubikwitylowanych bia
łek [21]. Rola ATPaz Cip w procesach degradacji i dysocjacji 
agregatów białkowych/reaktywacji białek została szczegóło
wo opisana w pracach przeglądowych [14,21-26]. Kolejnymi 
rodzinami białek opiekuńczych są Hsp90, Hsp70 współpracu
jące m.in. z Hsp40 oraz Hsp60 tworzące kompleks z HsplO.
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Przedstawiciele tych rodzin występują we wszystkich organi
zmach; są obecne zarówno w komórkach bakteryjnych, jak i 
w komórkach człowieka, a ich docelowym miejscem jest nie 
tylko cytoplazma, ale także różne organella komórkowe, takie 
jak siateczka śródplazmatyczna (ER), chloroplasty i mitochon- 
dria [26-28] (Tab. 1). Niektóre z omawianych białek syntety
zowane są konstytutywnie, inne takie jak np. Hsp70(Hsp72) 
i Hsp90a, są indukowane pod wpływem działania różnych 
czynników stresogennych. Hsp90, Hsp70/Hsp40 oraz H sp60/ 
HsplO działają przede wszystkim jako tzw. foldazy (ang .folder 
chaperones) ponieważ pośredniczą one w fałdowaniu i w  reak
tywacji białek inaktywowanych pod wpływem stresu, przy
wracając im właściwą konformację oraz właściwości biolo
giczne [11,26,29]. Działanie tej grupy białek opiekuńczych jest 
zależne od ATP. Innym typem białek opiekuńczych są biał
ka o masie cząsteczkowej 12-43 kDa, takie jak a(3-krystaliny, 
Hsp25/Hsp27 lub bakteryjne białka IbpA, IbpB (Tab. 1). Biał
ka te funkcjonują w  komórkach jako tzw. holdazy (ang. holder 
chaperones), ponieważ wiążą się one do nieprawidłowych kon
formacji białek (niezależnie od ATP) i tworzą z nimi stabilne 
kompleksy, zapobiegając ich agregaq'i [30-33]. Nie posiadają 
one jednak aktywności przywracania właściwej konformacji. 
Białka opiekuńcze w obrębie poszczególnych rodzin charak
teryzują się stabilnością w ewolucji zarówno strukturalną, jak 
i funkcjonalną, co potwierdza ich niezastąpioną rolę w  pra
widłowym funkcjonowaniu komórek [34], Białka te nie tylko 
chronią inne białka komórkowe przed utratą ich prawidłowej 
konformacji, ale także biorą one udział w transporcie polipep
tydów przez błony komórkowe, w  apoptozie komórek lub w 
prezentacji antygenów na ich powierzchni [27].

Białka opiekuńcze stanowią pierwszą linię obrony ko
mórki w walce z nieprawidłowo zwiniętymi i niefunkcjo
nalnymi białkami. To przede wszystkim od tej g rupy białek 
zależy u trzym anie krytycznej dla przeżywalności kom órek 
rów now agi pom iędzy procesami fałdowania i degradacji 
niepraw idłow o zwiniętych białek (Ryc. 1). Białka opiekuń
cze rozpoznają nienaturalne konformacje białek i wiążąc się 
z nimi prom ują ich fałdowanie w  sposób zależny od ATP 
oraz zapobiegają hydrofobowym  oddziaływ aniom  białek, 
które mogą doprow adzić do ich agregacji. Dopiero białka 
trwale uszkodzone pod wpływ em  stresu lub mutacji, czyli 
takie, którym  białka opiekuńcze nie są w stanie przywrócić 
właściwej im konformacji są degradow ane przez kom órko
we proteazy, stanowiące drugi kluczowy element system u 
kontroli jakości białek. W degradacji białek biorą udział 
proteazy zlokalizowane w różnych przedziałach kom órko
wych. W kom órkach eukariotycznych głównym  miejscem 
odpow iedzialnym  za degradację cytoplazmatycznych bia
łek jest proteasom  26S (Ryc. 2), multikatalityczna proteaza, 
która degraduje wyłącznie białka naznaczone wcześniej 
przez ubikwitynę, małe globularne białko składające się z 
76 reszt am inokw asow ych [35-37]. Ten sposób degradacji 
białek jest wysoce selektywny. Oznacza to, że degradow a
ne są tylko w ybrane białka. Ubikwityna jest przyłączana do 
białka przeznaczonego do degradacji w w yniku kaskady 
reakcji enzym atycznych z udziałem  3 enzymów: enzym u 
aktywującego ubikwitynę (El), enzymów koniugujących 
(E2) i ligaz ubikwitylowych (E3), które decydują o specy
ficzności substratowej reakcji ubikwitylacji [35,38]. Ligazy 
ubikwitylowe są w ażnym  elementem systemu kontroli ja
kości białek.
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Hsps zależne od ATP

Podjednostki kom pleksów  proteolitycznych oraz 
dezagregazy w spółpracujące z H sp70/H sp40

HsplOO/Clp
E. coli: ClpA, ClpX, ClpY (HslU), ClpB (cytosol)
S. cerevisiae: H sp l04  (cytosol), Hsp78 (m itochondria) 
Arabidopsis łhaliana: A tH sp lO l/C lpB l (cytosol) 
Foldazy

Hsp90
E. coli: H tpG  (cytosol)
S. cerevisiae: Hsp83 (cytosol/jądro  kom órkowe) 
Ssaki: H sp90a, Hsp90(3 (cytosol/jądro kom órkowe) 

Grp94 (ER)

Hsp70
E. coli: DnaK (cytosol)
S. cerevisiae: Ssa 1-4 i Ssb 1,2 (cytosol)

Kar2 (ER), Sscl (m itochondria)
Ssaki: Hsp70 (Hsp72) (cytosol/jądro kom órkowe) 

Hsc70 (Hsp73) (cytosol/jądro kom órkowe) 
Hsp75 (G rp75/m tH sp70) (m itochondria)
BiP (G rp78/H sp78) (ER)

Hsp60
E. coli: GroEL (cytosol)
S. cerevisiae: Hsp60 (m itochondria)
Rośliny: Cpn60 (chloroplasty)
Ssaki: HspóO (m itochondria/cytosol)

Hsp40 (partnerzy Hsp70)
E. coli: DnaJ (cytosol)
S. cerevisiae: Y djl (cytosol/jądro  kom órkow e)
Ssaki: Hsp40 (cytosol/m itochondria), Hsp47 (ER)

HsplO (partnerzy HspóO)
£. coli: GroES (cytosol)
Rośliny: CpnlO (chloroplasty)
Ssaki: HsplO (m itochondria/cytosol)

H sps niezależne do ATP (sHsps)

H oldazy
E. coli: IbpA i IbpB
S. cerevisiae: Hsp27 (cytosol)
Ssaki: aA - i aB-krystaliny (cytosol)

H sp25/H sp27 (cytosol/jądro kom órkowe)

http://rcin.org.pl



Rycina 1. Rola białek opiekuńczych w u trzym aniu  rów now agi pom iędzy procesam i fałdow ania i degradacji źle zw inię
tych białek [54]. Białka opiekuńcze pośredniczą w fałdow aniu now o syntetyzow anych białek. M ogą one także wiązać 
się do  nienatyw nych konformacji białek, powstających podczas denaturacji (np. w w arunkach  stresu) i prom ow ać ich 
fałdow anie w  sposób zależny od ATP. Białka opiekuńcze zapobiegają także hydrofobow ym  oddziaływ aniom  białek, 
które m ogą sprzyjać tw orzeniu  agregatów  białkowych. Dopiero białka trw ale uszkodzone, którym  białka opiekuńcze 
nie są w stanie przywrócić natywnej konformacji, zostają usunięte z kom órki na drodze proteolizy. W kom órkach eu 
kariotycznych proces ten  zazwyczaj w iąże się z ubikwitylacją białek z udziałem  ligaz ubikw itylow ych (E3) i ak tyw no
ścią pro teasom u 26S. W niektórych przypadkach, ubikwitylacja substratów  zw iązanych z białkam i opiekuńczym i jest 
m ożliw a dzięki specyficznym oddziaływ aniom  niektórych H sps (Hsp70 czy Hsp90) z enzym am i E3 (takimi jak CHIP) 
zaw ierającym i m otyw y TPR (warunkujące ich oddziaływ ania z H sps). Stres, mutacje czy proces starzenia się zaburzają 
praw id łow e funkcjonowanie system u kontroli jakości białek. Pojawia się wów czas zw iększona ilość n iepraw idłow o 
zw iniętych białek, które często mają tendencję do  tw orzenia agregatów . Obecność nierozpuszczalnych agregatów  m oże 
doprow adzić  do  zaburzenia funkcji kom órkow ych i rozw oju choroby neurodegeneracyjnej.

Drugim  fundam entalnym  mechanizmem odpow iedzial
nym  w kom órkach organizm ów eukariotycznych za degra
dację białek i utrzym anie homeostazy jest autofagia. Jest 
ona mniej selektywnym mechanizmem w porów naniu z 
proteolizą białek zależną od ubikwityny. W procesie auto- 
fagii przede wszystkim białka o długim  okresie półtrwania 
oraz niepraw idłow o funkcjonujące organella komórkowe 
są kierowane do lizosomów, gdzie ulegają degradacji. W y
różnia się 3 główne typy autofagii: makrofagię, mikrofagię 
i autofagię zależną od białek opiekuńczych (CMA, ang. 
chaperone-mediated autophagy). Makroautofagia polega na 
usuw aniu  z komórki zbędnych białek lub całych organelli 
kom órkowych, poprzez formowanie autofagosomu, który 
w dalszej kolejności ulega fuzji z lizosomem lub wakuolą, 
gdzie jego zawartość zostaje zdegradow ana przez hydro- 
lazy. Z kolei mikroautofagia to proces, który prow adzi do 
wyelim inowania mniejszych elementów komórki przez in- 
waginację błony lizosomalnej. Natom iast w CMA substraty 
białkowe, zawierające m otyw KFERQ, są rozpoznaw ane 
przez kom pleks cytoplazmatycznych białek opiekuńczych 
i dostarczane do powierzchni błony lizosomalnej, gdzie zo
stają związane przez białko receptorowe LAMP-2A (ang. ly- 
sosome-associated membrane protein type2A) biorące udział za
rów no w ich praw idłow ym  rozpoznaniu, jak i w  transloka- 
cji do w nętrza lizosomu. Translokacja cytoplazmatycznych 
białek przez błonę lizosomalną w ym aga ich całkowitego 
rozwinięcia, dlatego też w  procesie tym niezbędne są białka

opiekuńcze. Zatem  CMA jest to 
proces, który zachodzi wyłącz
nie w  obecności białek opiekuń
czych i polega na selektywnej 
proteolizie pojedynczych białek 
cytoplazmatycznych, które ule
gają rozfałdowaniu, a nie białek 
tworzących oligomeryczne czy 
m ultim eryczne kompleksy, takie 
jak agregaty. Z tego pow odu całe 
organella kom órkow e nie są de
gradow ane na d rodze autofagii 
zależnej od białek opiekuńczych. 
CMA została do tej pory opisana 
wyłącznie u  ssaków. Makrofagia 
i CMA są aktyw ow ane w  w arun 
kach stresu i głodu, które prow a
dzą do uszkodzenia struktury 
białek. Bardzo często makrofagia 
i CMA działają synchronicznie 
lub w  określonej kolejności. Z 
dotychczas zebranych danych 
literaturow ych wynika, że auto
fagia może być alternatyw nym , 
kom pensującym  m echanizm em  
degradacji białek, który jest akty
w ow any w przypadku  zaham o
w ania aktywności proteasom u, 
co może świadczyć o „kom uni
kow aniu się" głównych szlaków 
degradacji białek [39-44],

W komórkach prokariotycz- 
nych, które są pozbaw ione ubi
kwityny w ażną rolę w  degradacji 

niefunkcjonalnych, cytoplazmatycznych białek odgrywają 
ATP-zależne proteazy, zaliczane do czterch klas, tj. w spo
mniane wcześniej kompleksy proteolityczne C lpA P/C lpX P 
i ClpYQ (HslVU) oraz proteazy Lon i FtsH [45]. Bakteryjne 
kompleksy proteolityczne, z ATPazą Cip funkcjonującą jako 
podjednostka regulatorow a proteazy, przypom inają pod 
w zględem  strukturalnym  i m echanizm u działania eukario
tyczny proteasom  26S [12,46,47]. N a przykład w  kompleksie 
ClpAP można wyróżnić część proteolityczną, ClpP, będącą 
odpow iednikiem  proteasom u 20S i kompleks 19S zaw ie
rający ATPazę Cip. ClpP (białko szoku cieplnego) tworzy 
m ultim er złożony z 14 podjednostek uporządkow anych w 
dw a siedmioczłonowe pierścienie, które przylegają do sie
bie. Heksameryczne pierścienie ClpA wiążą się do jednego 
lub obu końców proteolitycznej beczułki ClpP. ATPaza Cip 
w  takim kompleksie funkcjonuje jako podjednostka regula
torowa proteazy.

POWIĄZANIA BIAŁEK OPIEKUŃCZYCH 
Z PROCESEM DEGRADACJI BIAŁEK

Istnieje szereg obserwacji świadczących o komunikowa
niu się systemów białek opiekuńczych i proteaz zarówno w 
komórkach organizmów prokariotycznych, jak i eukario
tycznych [11,48-50]. Udział białek opiekuńczych w degrada
cji niewłaściwie zwiniętych białek nie jest w pełni poznany. 
Przypuszcza się, że ich udział w proteolizie polega na stabi-
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Rycina 2. Struktura proteasom u 26S. Proteasom  jest m ultikatalityczną proteazą, 
która degraduje poliubikw itylow ane białka do  krótkich peptydów . Składa się on 
z dw óch zasocjowanych ze sobą subkom pleksów  białkowych: rdzenia katalitycz
nego 20S i kom pleksu regulatorow ego 19S. Kom pleks 20S (proteasom  20S) ma 
kształt zam kniętej beczułki złożonej z czterech w spółosiow ych pierścieni, dw óch 
zew nętrznych a  i dw óch w ew nętrznych p. Każdy z pierścieni składa się z sied
m iu  różnych podjednostek tworzących ogólną s truk tu rę  kom pleksu 20S: a l-7 p i-  
7p i-7al-7 . Miejsca aktyw ne proteazy zlokalizowane są na  końcach am inow ych 
podjednostek p, które zawierają reszty Thr lub  Ser. Taka struk tu ra  kom pleksu 20S 
pozw ala na izolację miejsca aktyw nego p roteazy  od potencjalnych substratów , 
dopóki nie zostaną one skierow ane do w nętrza  katalitycznej beczułki. Substraty 
są stopniow o degradow ane bez uw alniania pośrednich  p roduk tów  degradacji, 
do m om entu aż substrat zostanie rozłożony do pep tydów  o długości 7-9 reszt 
am inokwasowych. Dostęp do w nętrza  katalitycznej kom ory jest kontrolow a
ny p rzez kom pleks 19S, zbudow any z 17 podjednostek, 9 z nich znajduje się w 
tzw. podstaw ie kompleksu, zaś 8 tw orzy w ieczko kom pleksu. Jedną z najw aż
niejszych funkcji kom pleksu 19S jest rozpoznaw anie  i w iązanie ubikw itylow a- 
nych białek. Ponadto kom pleks 19S otw iera substratow i wejście do kom ory ka
talitycznej znajdujące się w pierścieniu a  i um ożliw ia jem u przedostanie się do 
w nętrza kom pleksu. Jeżeli substrat jest w iększy niż otw ór kanału prow adzącego 
do katalitycznego rdzenia to kom pleks 19S bierze udział rów nież w  rozwijaniu 
substratu  białkowego. O twieranie kanału, czyli indukcja zm ian konformacyjnych 
proteasom u 20S oraz rozwijanie substratu  w ym aga nakładu energii. Pochodzi 
ona z hydrolizy ATP. Dlatego też kluczow ym  składnikiem  kom pleksu 19S, jego 
podstaw y, jest 6 różnych ATPaz należących do  białek AAA+. Podjednostka 19S 
zaw iera także izopeptydazę, która odcina n ienaruszone cząsteczki ubikw ityny. 
Zatem  proteasom  nie pow oduje degradacji ubikw ityny, lecz um ożliw ia ponow ne 
jej wykorzystanie. Ubikwitylacja i aktyw ność pro teasom u w spółgrają ze sobą w 
degradacji niepożądanych białek. Uw olniona ubikw ityna zostaje ponow nie w y 
korzystana, a peptydy powstające w w yniku działania pro teasom u 26S zostają 
rozłożone do pojedynczych am inokw asów  przez inne proteazy kom órkowe.

lizacji populacji rozpuszczalnych, niewłaściwie sfałdowanych 
polipeptydów, poprzez wiązanie się z nimi [29], Obserwacja, 
że niektóre z eukariotycznych białek opiekuńczych specyficz
nie oddziałują z ligazami ubikwitylowymi E3 nasuwa przy
puszczenie, że przynajmniej w niektórych przypadkach białka 
opiekuńcze rozpoznają niewłaściwie sfałdowane polipeptydy 
i pośredniczą w ich poliubikwitylacji poprzez werbowanie 
enzymów E3 i oddziaływanie z nimi [51-53], Zatem udział 
białek opiekuńczych w proteolizie mógłby polegać na utrzy
mywaniu w  formie rozpuszczalnej nieprawidłowo sfałdowa
nych polipeptydów i udostępnianiu ich systemowi ubikwity- 
lacji, który następnie kieruje białka do proteasomu 26S (Ryc. 
1). Białka opiekuńcze mogą również uczestniczyć w selekcji 
białek przeznaczonych do degradacji [54]. Rola białek opie
kuńczych w degradacji białek w lizosomach także sprowadza 
się do ich udziału w prawidłowym rozpoznaniu substratu 
białkowego, rozwinięciu jego struktury i wytworzeniu kon
formacji optymalnej dla translokacji oraz dostarczaniu go do 
błony lizosomalnej. Ponadto białka opiekuńcze zaangażowa
ne w CMA regulują dynamikę składania i rozkładania kom
pleksu translokacyjnego oraz stabilizują jego multimeryczną 
strukturę [41]. Ze względu na udział białek opiekuńczych za
równo w proteasomalnej, jak i lizosomalnej degradacji białek

przypisuje się im rolę mediatorów, cząsteczek (ang. sensing or 
cross-communication molecules), które pośredniczą w  wymianie 
informaqi między dwoma głównymi szlakami degradacji nie
funkcjonalnych białek.

ROLA BIAŁEK CHIP I BAG1 W 
SYSTEMIE JAKOŚCI BIAŁEK

Pewne rodziny białek mogą uczestniczyć w  procesie łą
czenia białek opiekuńczych z systemem ubikwitylacji oraz z 
aktywnością proteasomu [54,55], Białka te posiadają charakte
rystyczną strukturę domenową (Ryc. 3). Pierwszymi zidentyfi
kowanymi tego typu białkami były CHIP i BAG1. Białko CHIP 
zawiera na N- końcu trzy motywy TPR oddziałujące z H sp70/ 
Hsp90 oraz tzw. domenę U-box charakterystyczną dla enzy
mów E3 czyli ligaz ubikwitylowych. Drugie z białek, BAGI, jest 
przedstawicielem dużej rodziny białek zawierających domenę 
BAG wiążącą Hsp70 i domenę UBL (ubikwitynopodobną), 
odpowiedzialną za oddziaływania z proteasomem 26S. Białka 
BAG działają jako czynniki wymieniające nukleotyd w zależ
nym  od ATP cyklu Hsp70. Białka CHIP i BAG1 jednocześnie 
mogą oddziaływać z Hsp70. BAG1 oddziałuje z N-końcową 
domeną ATPazową Hsp70, podczas gdy CHIP z domeną 
C-końcową. Według jednego z modeli białka CHIP i BAG1 
mogą wpływać na substrat białkowy związany z H sp70/

Rycina 3. Organizacja dom enow a w ybranych białek integrujących działanie bia
łek opiekuńczych i pro teasom u 26S [54]. CRN (ang. crooked neck) — białko zaw ie
rające n ietypow y m otyw  TPR; U-box i RING — dom eny charakterystyczne dla 
ligaz ubikw itylow ych (E3); UBL — dom ena ubikw itynopodobną odpow iedzialna  
za oddziaływ ania z proteasom em ; UIM (ang. ubicjuitin-interacting motif) — m otyw  
wiążący ubikwitynę; dom eny odpow iedzialne za oddziaływ ania z białkam i opie
kuńczym i zaznaczono kolorem  różowym .
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Hsp90 w następujący spo
sób (Ryc. 4). Przyłączenie 
się białka CHIP do Hsp70 
(najprawdopodobniej po 
nieudanej próbie fałdowa
nia substratu przez Hsp70) 
uruchamia w obecności 
enzymów El, E2, ATP i 
ubikwityny poliubikwity- 
lację substratu związanego 
z Hsp70, następnie biał
ko BAG1 zasocjowane z 
Hsp70 i proteasomem 26S 
pośredniczy w  przekaza
niu substratu białkowego 
do proteasomu, w którym 
zostaje on zdegradowany 
[54], W wyniku współ
działania BAG1 i CHIP 
dochodzi do indukcji 
procesu degradacji białek 
z udziałem Hsp70 i pro
teasomu 26S. Oba białka 
regulują aktywność ATPa- 
zową Hsp70. W związku 
z tym, mogą one nie tylko 
fizycznie łączyć system 
białek opiekuńczych z ak
tywnością proteasomu, ale 
również mogą modulować 

przejście między procesami fałdowania i degradacji nieprawi
dłowo zwiniętych białek. Z dotychczasowych doświadczeń 
wynika, że CHIP jest kluczowym regulatorem procesów fał
dowania i degradacji białek w komórkach człowieka [51,52].

ZABURZENIA W FUNKCJONOWANIU 
SYSTEMU JAKOŚCI BIAŁEK

Omawiany system kontroli jakości białek nie jest dosko
nałym systemem. Stres cieplny, stres oksydacyjny, mutacje

genetyczne i proces starzenia się organizmu zaburzają jego 
sprawne działanie (Ryc. 1). W takich przypadkach pojawia się 
w  komórkach zwiększona liczba nieprawidłowo zwiniętych 
białek. Białka takie mają często tendencję do tworzenia agrega
tów. Zaczynający się proces agregacji zakłóca działanie syste
m u kontroli jakości białek. System ten nie jest w  stanie „prze
robić" zwiększonej liczby agregatów białkowych, dochodzi 
do jego przeładowania. Początkowo powstają oligomeryczne 
(globulame) intermediaty, które następnie tworzą profibrylar- 
ne struktury. Asocjacja tych struktur prowadzi do powstania 
nierozpuszczalnych włókien amyloidowych, które odkładane 
są jako agregaty i inkluzje widoczne w mikroskopie świetlnym 
[56]. Istnieje hipoteza, że intermediaty agregacji są bardziej 
toksyczne niż białko prekursorowe czy inkluzje. Wobec tego 
zahamowanie wczesnych etapów agregacji byłoby korzystne 
dla komórki, ponieważ zapobiegałoby tworzeniu toksycznych 
oligomerów i interemediatów. Natomiast hamowanie później
szych etapów mogłoby spowodować akumulację toksycznych 
agregatów.

CHOROBY NEURODEGENERACYJNE 
ZWIĄZANE Z AGREGACJĄ NIEPRAWIDŁOWO 
SFAŁDOWANYCH BIAŁEK

Niewłaściwe fałdowanie białek, któremu towarzyszy utra
ta ich funkcji biologicznej jest przyczyną szeregu chorób czło
wieka, w  tym tzw. chorób agregacyjnych (konformacyjnych). 
Zdecydowaną większość tych chorób stanowią choroby neu- 
rodegeneracyjne takie jak choroba Alzheimera, Parkinsona, 
stwardnienie zanikowe boczne (ALS), choroba Huntingtona 
(pląsawica), opuszkowo-rdzeniowy zanik mięśni (SBMA) lub 
ataksje rdzeniowo-móżdżkowe (SCA) (Tab. 2). Ostatnie z w y
mienionych chorób, tzw. choroby poliglutaminowe (polyQ), 
powodowane są przez mutację, która polega na zwiększeniu 
liczby powtórzeń tripletu CAG w kodujących regionach ge
nów kodujących huntingtynę (HD/IT-15), receptor androge- 
nów (AR), ataksynę-1 (SCA1), ataksynę-2 (SCA2), ataksynę-3 
(MJD/SCA3), ataksynę-7 (SCA7), atropinę-1 (ATN1), podjed- 
nostki a 1A kanału wapniowego (CACNA1A) oraz czynnik 
transkrypcyjny TBP (TBP) [57] (Tab. 2). Produktami zmie

Rycina 4. O ddziaływ anie  białek CHIP 
i BAG1 na substrat białkowy zw iązany 
p rzez Hsp70 [54]. W w yniku w spółdzia 
łania CHIP i BAG1 dochodzi do indukcji 
procesu degradacji białek z udziałem  
Hsp70 i p ro teasom u 26S. E l — enzym  
aktywujący ubikw itynę; E2 — enzym  
koniugujący i przenoszący ubikwitynę; 
Ub — ubikw ityna.

Rycina 5. Rodzaje agregatów  niepraw idłow o sfałdow anych białek tow arzyszące chorobom  neurodegeneracyjnym  [56]. a, b — w ew nątrzjądrow e agregaty charaktery 
styczne d la  choroby H untingtona; c, d — płytki starcze charakterystyczne dla choroby Alzheimera; e, f — ciała Lew y'ego tworzące się na  terenie cytoplazm y neuronów  u 
chorych z zespołem  Parkinsona; g, h — cytoplazm atyczne sploty neurofibrylarne w ykryw ane w stw ardnieniu  zanikow ym  bocznym  (ALS). W  detekcji większości ag regu 
jących białek w ykorzystano odpow iednie przeciwciała, wyjątek stanow ią płytki starcze (panel d), które w ybarw iono m etodą srebrzenia (m etoda Hirano).
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Tabela 2. Choroby neurodegeneracyjne, których patogeneza jest związana z agregacją nieprawidłowo zwiniętych białek [44,45,49,57,72].

Schorzenie Patogenne białko 
tw orzące agregaty

R odzaj/struk tu ra  agregatu białkowego

choroba A lzheim era

choroba Parkinsona 

stw ardnienie zanikow e boczne (ALS)

am yloid (3 (Ap peptyd) powstający z APP, 
hiperfosforylow ane białko tau

a-synukleina

cytoplazm atyczna dysm utaza 
ponadtlenkow a (CuZn SOD)

płytki starcze (zew nątrzkom órkow e agregaty), 
sploty neurofibrylarne 
(w ew nątrzkom órkow e agregaty)

ciała Lew y'ego w ykryw ane w  cytoplazm ie 
neuronów , często blisko jądra 

neurofibryle (tzw. agresomy) 
ciała Buniny (neurofilam enty), ciała szkliste, 
agregaty typu  SLI (ang. skein-like inclusions)

choroby poliglutaminowe (polyQ):

choroba H unting tona hunting tyna inkluzje w ew nątrzjądrow e i cytoplazm atyczne

opuszkow o-rdzeniow y zanik m ięśni (SBMA) 

ataksje rdzeniow o-m óżdżkow e (SCA)

receptor androgenow y

ataksyny-1-3 (SCA1,2,3), ataksyna-7 (SCA7), 
podjednostka a 1A kanału w apniow ego (SCA6), 
białko TBP (SCAl 7)

inkluzje w ew nątrzjądrow e oraz 
cytoplazm atyczne w ykryw ane w neuronach 

inkluzje w ew nątrzjądrow e

zanik jąder zębatych, gałek bladych i 
ciał podw zgórzow ych (DRPLA)

atrofina-1 inkluzje w ew nątrzjądrow e

choroby prionowe:

pasażow alne encefalopatię gąbczaste: kuru, 
w arianty choroby C reutzfeldta-Jakoba 
(CJD), choroba G erstm anna-Strausslera- 
Scheinkera (GSS), śm iertelna rodzinna 
bezsenność (FFI, a n g .fatal familial insomnia)

białko prionow e PrP 
(ang. prion protein)

agregaty zarów no zew nątrzkom órkow e,
jak i w ew nątrzkom órkow e;
agregaty mające cechy am yloidu lub inne

nionych genów są białka zawierające wielokrotne powtórze
nia reszt glutaminowych, w  liczbie 36 lub więcej. Do chorób 
neurodegeneracyjnych należą także choroby prionowe, zwane 
pasażowalnymi encefalopatiami gąbczastymi (Tab. 2). Spe
cyficzną i wspólną cechą chorób neurodegeneracyjnych jest 
występowanie w  komórkach nerwowych nierozpuszczalnych 
agregatów białkowych lub ciał inkluzyjnych [56,58] (Ryc. 5). 
W zależności od jednostki chorobowej są one zlokalizowane w 
cytoplazmie lub w  jądrze bądź też występują w  obydwu prze
działach komórkowych. Agregaty tworzące się w  chorobach 
neurodegeneracyjnych zazwyczaj składają się z włókien za
wierających nieprawidłowo zwinięte, czyli patogenne białko o 
charakterystycznej strukturze p [44]. Konformacje P są wykry
wane w białkach polyQ, w  amyloidzie p, który jest głównym 
składnikiem tzw. płytek starczych tworzących się w  chorobie 
Alzheimera. W ymienione choroby neurodegeneracyjne to 
choroby nieuleczalne, prowadzące do drastycznego pogorsze
nia się jakości życia pacjentów a często do śmierci. Dokładne 
poznanie przyczyn neurodegeneracji na poziomie komórki, 
a także mechanizmów rządzących agregacją i toksycznością 
zagregowanych białek, występujących w różnych zespołach 
chorobowych jest niezwykle ważne, ponieważ od ich pozna
nia uzależnione jest leczenie tych chorób.

ROLA BIAŁEK OPIEKUŃCZYCH W  
H A M O W A N IU  NEURODEGENERACJI I 
AGREGACJI PATO G ENN YC H  BIAŁEK

W ham ow aniu neurodegeneracji i agregacji niepraw idło
wych białek w ażną rolę przypisuje się białkom opiekuńczym, 
co czyni z nich potencjalny obiekt badań terapeutycznych
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[54,59]. O roli białek Hsps w ham owaniu neurodegeneracji 
może świadczyć ich lokalizacja, m.in. w płytkach starczych, 
splotach neurofibrylarnych czy agregatach złożonych z bia
łek polyQ. W agregatach tych przede wszystkim zidentyfiko
wano członków dwóch rodzin białek opiekuńczych Hsp40 i 
Hsp70. Białka te współpracują ze sobą w komórce. Ponadto u 
chorych obserwuje się podwyższony poziom syntezy Hsp70. 
Stwierdzono, że nadprodukcja Hsp70 hamuje neurotoksycz
ność m.in. amyloidu [3 i białka tau związanych z chorobą Al
zheimera, a-synukleiny (głównego składnika ciał Lewy'ego), 
cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej (CuZn SOD), 
głównego enzymu antyoksydacyjnego agregującego w  ALS 
oraz tzw. białek polyQ, które łączy się z chorobami H unting
tona, opuszkowo-rdzeniowym zanikiem mięśni oraz ataksja- 
mi rdzeniowo-móżdżkowymi [60]. Przypuszcza się, że białka 
opiekuńcze nie tyle zapobiegają powstawaniu agregatów, ile 
raczej zmieniają strukturę patogennych białek z nierozpusz
czalnej w  detergentach na rozpuszczalną, co wiąże się ze 
spadkiem ich toksyczności. Stwierdzono bowiem, że Hsp70 
wraz z Hsp40 indukuje przebudowę konformacji zm utow a
nego białka huntingtyny, czego efektem jest akumulacja spe
cyficznych rozpuszczalnych fibry li polyQ [60,61]. Białka opie
kuńcze mogą tłumić neurotoksyczne działanie białek polyQ 
czy amyloidu (3. Z wiekiem jednak dochodzi do zmniejszenia 
się liczby funkcjonalnych białek opiekuńczych, co ostatecznie 
prowadzi do wystąpienia objawów chorobowych. Najnow
sze badania dowodzą także, że system Hsp70/40 odgryw a 
ważną rolę w  blokowaniu przyjmowania przez białka polyQ 
konformacji umożliwiających ich oddziaływanie z czynni
kami transkrypcyjnymi. Możliwe, że ta grupa białek chro
ni same czynniki transkrypcyjne, zapobiegając zmianie ich
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struktury w wyniku bezpośredniego kontaktu ze zm utowa
nym i białkami powodującymi schorzenia poliglutaminowe
[62]. Nadprodukcja Hsp70 i Hsp40 zwiększa również zależ
ną od ubikwityny degradaqę patogennych białek, takich jak 
a-synukleina czy białek polyQ [60].

N a stopień agregacji patogennych białek może w pły
wać także białko opiekuńcze H spl04 z rodziny HsplOO. 
H sp l04  wraz z systemem H sp70/H sp40 posiada zdolność 
odw racania już zaistniałej agregacji białek. Wykazano, 
że nadprodukcja tego białka w  komórkach drożdżowych 
zmniejsza agregację białek z ekspansją reszt glutamino
w ych [58], Omawiane wcześniej białko CHIP (funkcjonują
ce przede wszystkim jako ligaza ubikwitylowa w spółpra
cująca z Hsp70/H sp90) również może zmniejszać agregację 
i toksyczność patogennych białek. Stwierdzono bowiem, 
że białko to w  układach modelowych (transfekowane li
nie komórkowe) zmniejsza agregację zm utowanych białek 
polyQ oraz zwiększa ich rozpuszczalność [49]. W procesie 
tym  w ym agana jest obecność N-końcowej domeny TPR, 
odpowiedzialnej za oddziaływania z Hsp70. Przypuszcza 
się, że zmniejszona agregacja białek polyQ jest wynikiem 
wzm ocnionego refałdowania białek przez Hsp70 a nie ich 
proteasomalnej degradacji. Uważa się, że białko CHIP jest 
kluczow ym  m ediatorem  systemu kontroli jakości białek 
w  kom órkach nerwowych. Dlatego też białko to jest brane 
pod uw agę jako potencjalny cel terapeutyczny w przypad 
ku chorób neurodegeneracyjnych, wywołanych akumulacją 
białek z ekspansją reszt glutaminowych. Znany jest także 
udział CHIP w procesach ubikwitylacji i degradacji białek 
CFTR czy p53 [63,64]. CHIP może stymulować zarówno re- 
fałdowanie, jak i ubikwitylację oraz degradację białek. Co 
więcej, istnieją doniesienia, które sugerują, że białko CHIP 
m oże również pełnić rolę „przełącznika molekularnego" 
pom iędzy proteasomalnym i lizosomalnym szlakiem de
gradacji białek [65]. Zatem jego rola w  systemie jakości bia
łek zależy przede wszystkim od substratu białkowego.

Ostatnie lata przyniosły znaczne poszerzenie wiedzy na 
tem at m olekularnych podstaw  rozwoju chorób neurodege
neracyjnych oraz udziału w ich patogenezie procesu agre
gacji białek. Z dotychczasowych badań przeprowadzonych 
z wykorzystaniem  przede wszystkim zwierzęcych modeli, 
linii kom órkowych i doświadczeń in vitro wynika, że agre
gacja białek jest wieloetapowym procesem komplekso
w ym , który odzwierciedla zmienność struktury, wielkość 
i w ew nątrzkom órkow ą lokalizację agregatu białkowego i 
jest tym, co łączy choroby neurodegeneracyjne. Jednakże 
opinie dotyczące toksyczności agregatów białkowych, któ
re tow arzyszą chorobom neurodegeneracyjnym są kontro
wersyjne. Istnieją trzy alternatywne hipotezy opisujące rolę 
agregacji białek w rozwoju chorób neurodegeneracyjnych 
[43,66]. Pierwsza z nich zakłada, że inkluzje białkowe, które 
powstają w  chorobach neurodegeneracyjnych są pośrednio 
lub bezpośrednio toksyczne dla komórek nerwowych. We
dług drugiej hipotezy nierozpuszczalne agregaty białkowe 
powstają w wyniku procesu detoksykacji i pełnią raczej 
funkcję neuroprotekcyjną. Zatem odizolowanie patogen
nego białka w postaci agregatu znosi jego toksyczność. Z 
kolei ostatnia z hipotez głosi, że inkluzje białkowe mogą 
korelować z chorobą, ale mają niewielki wpływ  na jej roz
wój. Biorąc po uwagę czas ujawnienia się choroby, jej kom
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pleksowość, możliwa jest kombinacja trzech wymienionych 
hipotez. Pomimo dyskusyjnej roli agregacji białek w pato
genezie chorób neurodegeneracyjnych istnieje silny argu
ment, który potwierdza, że eliminacja zakum ulowanych i 
zagregowanych białek może być skutecznym środkiem w 
walce z neurodegeneracją [43,66]. Stąd duże zainteresowa
nie wielu laboratoriów w ew nątrzkom órkow ą degradacją 
agregatów białkowych i udziałem  w  niej systemu ubikwity- 
na/pro teasom , a przede wszystkim  ligaz ubikwitylowych 
oraz makrofagii, której przypisuje się coraz większą rolę 
w selektywnym usuw aniu  nieprawidłowych neurobia- 
łek, które mogą wywoływać sym ptom y neurodegeneracji 
[40,44,67-71]. Duże nadzieje w  walce z zaburzeniami neu- 
rodegeneracyjnymi wiąże się także z autofagią zależną od 
białek opiekuńczych. Istnieje hipoteza, że ten rodzaj auto- 
fagii może być odpow iedzialny za usuw anie patogennych 
białek jeszcze przed ich agregacją, oraz że zmniejszająca się 
aktywność CMA z wiekiem może być jednym  z czynników, 
które sprzyjają rozwojowi neurodegeneracji [41]. Zatem sty
mulacja, usprawnienie tego procesu może przyczynić się 
do spowolnienia rozwoju przynajmniej niektórych chorób 
neurodegeneracyjnych.

PO D SUM O W AN IE

Utrzymanie właściwej równowagi pomiędzy procesami 
fałdowania a degradacji nieprawidłowo zwiniętych białek 
jest krytyczne dla przeżycia komórek. Kluczową rolę w tych 
procesach odgrywa system kontroli jakości białek, na który 
składają się białka opiekuńcze i proteazy. Białka opiekuńcze 
sprawują pieczę nad prawidłowym  fałdowaniem nowo po
wstających polipeptydów oraz uczestniczą w przywracaniu 
prawidłowej struktury zdenaturowanych i zagregowanych 
białek, przywracając im odpowiednią konformację prze
strzenną. Z kolei proteazy są odpowiedzialne za usuwanie 
trwale uszkodzonych i niefunkcjonalnych białek. Zatem 
sprawny przebieg procesu kontroli jakości białek jest efektem 
skoordynowanego działania białek opiekuńczych i proteaz 
komórkowych. Mechanizm molekularny, który decyduje o 
fałdowaniu lub przekazaniu białka do proteolizy jest mało 
poznany. W przypadku organizmów eukariotycznych rolę 
integrującą działanie systemów białek opiekuńczych i pro
teaz (proteasomu 26S) przypisuje się białkom modularnym, 
jak CHIP czy BAG1. Zachwianie naturalnej homeostazy spo
wodowane przez mutacje genetyczne, stres czy starzenie 
się organizmu stanowi dla każdej komórki poważne zagro
żenie. Akumulacja źle zwiniętych białek oraz ich agregacja 
może prowadzić do poważnych schorzeń i chorób neurode
generacyjnych, takich jak: choroby Alzheimera, Parkinsona, 
Huntingtona, stwardnienie zanikowe boczne czy choroby 
prionowe. Ze względu na istotną rolę białek opiekuńczych w 
hamowaniu neurodegeneracji i agregacji nieprawidłowych 
białek, stanowią one ważny obiekt badań terapeutycznych. 
Wspomniane wcześniej białka modularne, jak CHIP, które 
mogą pełnić rolę „przełączników molekularnych" w proce
sach fałdowania i degradacji białek także są niezwykle ważne 
z punktu widzenia medycyny ze względu na możliwość za
stosowania ich w terapii chorób neurodegeneracyjnych. Ma
nipulacja mechanizmami degradacji białek, zwłaszcza ma- 
krofagią i CMA, również brana jest pod uwagę w strategiach 
terapeutycznych chorób neurodegenracyjnych. Być może 
wkrótce wpływając na aktywność autofagii przy użyciu od-
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powiednich m odulatorów farmakologicznych będzie można
korzystnie wpływać na homeostazę komórek nerwowych i 
przeciwstawić się nieuleczalnym do tej pory chorobom.
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ABSTRACT

In this article we describe the role of molecular chaperones and cellular proteases in the cytosolic protein quality control system that controls 
and regulates in all living organisms folding status of proteins and their proper function. Thanks to cooperative action of molecular chap
erones and proteases the acumulation of m isfolded proteins in the cytosol is limited. In particular, the links between chaperones to protein 
degradation and the role of molecular chaperones in the biology of neurodegnerative diseases are discussed.
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Patogeneza molekularna choroby 
Charcot-Marie-Tooth 2

STRESZCZENIE

Choroba Charcot-Marie-Tooth 2 (CMT2) jest dziedziczną neuropatią aksonalną ruchowo- 
czuciową. Jest niezw ykle heterogenna pod w zględem  klinicznym oraz genetycznym. Do 

tej pory wyodrębniono 15 podtypów tej choroby, znanych jest 14 loci i 13 genów odpowie
dzialnych za rozwój CMT2. Poznanie mechanizmów patogenezy molekularnej jest kluczo
w e dla opracowania terapii osób chorych, jednak różnorodność zaangażowanych w  rozwój 
choroby białek znacznie to utrudnia. W patogenezę molekularną CMT2 zaangażowane są 
m iędzy innym i białka zewnętrznej błony mitochondrialnej o przeciwstawnych funkcjach 
(mitofuzyna 2 i GDAP1) odpowiedzialne za fuzję i podział sieci mitochondrialnej. Ważną 
rolę w  patogenezie CMT2 odgrywają mutacje w  genach, kodujących syntetazy tRNA, białko 
cytoszkieletu komórki nerwowej, białka tworzącego kanał jonow y oraz białka opiekuńcze. 
Praca jest podsum owaniem  dotychczasowej w iedzy na temat choroby CMT2 w  kontekście 
patogenezy molekularnej.

W PRO W ADZENIE

Pom im o znacznego rozwoju badań nad podłożem  m olekularnym  wielu 
chorób genetycznie uw arunkow anych, jaki obserwujemy w  ostatnich latach, w 
większości z nich nie m ożna mówić o przełomie terapeutycznym. Nadzieję na 
rozpoczęcie terapii eksperym entalnych w  wielu chorobach dziedzicznych stwa
rzają badania nad  ich patogenezą molekularną. Dziedziczne neuropatie rucho- 
wo-czuciowe (HMSN) wydają się być dobrym  przykładem  zaawansowanych 
badań nad  patogenezą molekularną, w  grupie chorób, w  których jak dotąd nie 
opracow ano żadnego m odelu terapii eksperymentalnej. Istotą dziedzicznych 
neuropatii ruchowo-czuciowych, nazyw anych również zwyczajowo chorobami 
kręgu Charcot-Marie-Tooth (CMT), jest powoli postępujący zanik mięśni od- 
siebnych1 kończyn dolnych i górnych. W niektórych formach CMT zanik mięśni 
nie ogranicza się do mięśni odsiebnych, lecz rozszerza się na mięśnie dosieb- 
ne, czego skutkiem jest unieruchomienie chorych na w ózku inwalidzkim. Za
nikowi mięśni obserw ow anem u w HMSN towarzyszą dodatkow o zaburzenia 
czucia, które w  skrajnych przypadkach prow adzą do masywnych, niepodat
nych na żadne leczenie, ow rzodzeń zlokalizowanych głównie w kończynach 
dolnych, kończących się zwykle amputacją części kończyny [1]. W niektórych 
przypadkach HMSN, oprócz zaniku mięśni i zaburzeń czucia, występują obja
wy dodatkow e, takie jak chrypka (porażenie nerw u krtaniowego wstecznego), 
skrzywienie boczne kręgosłupa (zanik mięśni przykręgosłupowych), niedo- 
słuch (uszkodzenie nerw u słuchowego) i zaburzenia wegetatywne (uszkodzenie 
autonom icznego układu nerwowego) [2], Od wielu lat w iadom o, że neuropatie 
dziedziczne mogą rozpoczynać się od uszkodzenia osłonki mielinowej (CMT1 
— typ demielinizacyjny) albo od uszkodzenia aksonu (CMT2 — typ aksonalny 
o dziedziczeniu autosom alnym  dominującym i CMT4C — typ aksonalny o dzie
dziczeniu autosom alnym  recesywnym). W ostatnich latach dokonano bardzo 
znaczących odkryć w badaniach nad biologią neuropatii dziedzicznych. W pra
cy prezentujem y obecny stan w iedzy na temat podłoża m olekularnego choroby 
Charcot-Marie-Tooth typu 2 oraz typu 4C, uwzględniając dotychczas zidentyfi
kow ane geny (Ryc. 1).

FORMY A K SONALNE CHORÓB KRĘGU CHARCOT-M ARIE-TOOTH  
O DZIEDZICZENIU AUTO SO M ALNY M  DOM INUJĄCYM

CHOROBA CMT2A

Większość przypadków  choroby CMT2A rozpoczyna się w  pierwszej deka
dzie życia. Przebieg choroby może być postępujący bądź stacjonarny. W niektó
rych przypadkach zanik mięśni jest tak duży, że prow adzi do unieruchomienia 
chorych na wózku inwalidzkim. U niektórych chorych z CMT2A obserwuje się
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Rycina 1. Schem at przedstaw iający lokalizację i funkcję białek, których mutacje są zaangażow ane w  m echanizm y patogenezy m o
lekularnej choroby Charcot-M arie-Tooth 2. GARS — tRNA syntetaza glicyny; AARS -  tRNA syntetaza alaniny; HSPB1 i HSPB8 — 
białka szoku  cieplnego; RAB7A -  ang. Ras-related protein Rab-7a; KIF1B — kinezyna; NEFL — lekki łańcuch filam entów pośrednich; 
M FN2 — m itofuzyna 2; GD API — ang. ganglioside-induced differentiation-associated protein 1; TRPV4 — kanał kationowy; LM NA 
— lam ina; M PZ — ang. myelin protein PO; MED25 — białko zaangażow ane w  transkrypcję, połączone z kom pleksem  polim erazy 
RNA II.

rów nież zanik nerw u wzrokowego (HMSN VI) [3] oraz neu- 
ropatię z objawami piram idowym i (HMSN V) [4] Czasami 
dochodzi także do utraty słuchu [5] oraz zmian w istocie 
białej m ózgu [6].

Choroba CMT2A stanowi 20% przypadków  CMT2 [7], 
CMT2A zm apow ano w locus lp36.2 [8]. Wcześniejsze do
niesienia mówią o mutacji w  genie KIF1B, jako o odpow ia
dającej za chorobę [9], Produkt tego genu należy do rodziny 
białek m otorycznych -  kinezyn, odpowiadających za trans
port aksonalny w zdłuż m ikrotubul w  aksonie komórki ner
wowej (Ryc. 1). Mimo że gen KIF1B jest dobrym  kandyda
tem, którego uszkodzenia mogłyby powodować neuropatie 
i locus w  chromosomie odpow iada zidentyfikowanemu dla 
postaci choroby CMT2A, to znaleziono tylko jedną m uta
cję u  chorych na CMT2A w jednej rodzinie japońskiej [9], 
Do dzisiaj nie udostępniono materiału DNA w celu w yklu
czenia istnienia innych mutacji u opisywanych pacjentów. 
W pozostałych rodzinach poddaw anych badaniom  gene
tycznym  nie zidentyfikowano mutacji w  tym genie, jednak 
analizy sprzężeń wskazywały na to samo locus w  chromo
somie 1 [8].

G rupa Ziichnera do swoich badań wykorzystała próbki 
DNA siedm iu rodzin o różnym  pochodzeniu etnicznym z 
klinicznie rozpoznaną chorobą CMT2 i przeprowadziła ana
lizę sprzężeń genetycznych. Badanie genetyczne wskazało 
znane już locus kojarzone z CMT2A, w  którym znajduje się 
gen KIF1B. Sekwencjonowanie obu izoform a  i p nie przy
niosło rezultatów w postaci mutacji, jedynie niepatogen-

nych polimorfizmów. W 
związku z tym  Ziichner 
przebadał 14 innych ge
nów, znajdujących się w 
regionie lp36.2 i w yklu 
czył w ystępowanie w 
nich mutacji w śród ba
danych pacjentów. N a
tomiast wszyscy chorzy 
z grupy badanej posia
dali mutacje zm iany sen
su w genie, kodującym 
m itofuzynę 2 (MFN2). 
Badania te zajęły wiele 
lat i doprow adziły do 
identyfikacji genu, w  
którym  mutacje są od 
powiedzialne za najczę
ściej występującą formę 
CMT2 [8],

Białko MFN2 zlokali
zowane jest w  zew nętrz
nej błonie mitochon- 
drialnej i odpow iada za 
łączenie się mitochon- 
driów, czyli tworzenie 
tzw. sieci mitochondrial- 
nej w  komórce (Ryc. 1) 
[10]. Kluczową dla tego 
procesu jest dom ena N- 
końcowa o aktywności 
GTPazy, ponieważ to 

hydroliza GTP jest niezbędna do łączenia się organelli. W 
tym regionie zidentyfikowano największą liczbę mutacji pa 
togennych. Dodatkowo hydrofobowa dom ena C-końcowa 
(HR2) również odgrywa ważną rolę w fuzji mitochondriów, 
łącząc się z dom eną HR m itofuzyny 1 lub 2 drugiego or- 
ganellum. Dwie dom eny transbłonowe (TM, ang. transmem- 
brane) zakotwiczają białko w zewnętrznej błonie mitochon- 
drialnej [10]. Dodatkowo mitofuzyna 2 oprócz regulowania 
morfologii mitochondriów, reguluje także morfologię sia
teczki śródplazmatycznej (ER). Przy braku m itofuzyny 2 
stwierdzono pęcznienie i agregację siateczki. Białko MFN2 
stanowi swoisty łącznik między m itochondrium  i ER. W 
miejscach kontaktu tych organelli zaobserwowano zw ięk
szony poziom białka MFN2 w ich błonach. Zmiany w  genie 
MFN2 zaburzają kontakt między m itochondrium  a siatecz
ką śródplazmatyczną, a tym sam ym  zaburzają pobieranie 
jonów w apnia przez mitochondrium . W pływa to negatyw 
nie na ścieżkę przekazywania sygnału przy pomocy Ca2+
[11]. M itofuzyna 2 jest również konieczna do transportu m i
tochondriów w zdłuż aksonów, dzięki połączeniom m itofu
zyny 2 zakotwiczonej w  zewnętrznej błonie m itochondrium  
z białkami motorycznymi (Ryc. 2) [12],

Gen MFN2 ulega ekspresji we wszystkich tkankach, jed
nak w sercu, mięśniach szkieletowych i m ózgu wykryto naj
wyższy poziom mRNA dla m itofuzyny 2 [13], Do tej pory 
zidentyfikowano 59 różnych mutacji patogennych, w śród 
osób chorych na CMT2A, z których przeważająca część 
przypadków  jest o dziedziczeniu autosom alnym  dominują-
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Rycina 2. Rola białka m itofuzyny 2 (MFN2) w  kom órce nerw ow ej — transport 
aksonalny m itochondriów  dzięki połączeniu MFN2 z białkam i m otorycznym i i 
transportow i w zdłuż m ikrotubul, u trzym anie morfologii m itochondrium  i sia
teczki śródplazm atycznej oraz ich kontaktu.

cym [10]. Stwierdzono, że dynamika sieci mitochondrialnej 
może być istotna dla proliferacji komórek, procesu apopto- 
zy, przekazywania sygnałów i regulacji procesów metabo
licznych związanych strukturalnie z błoną mitochondriów. 
Zaburzona dynam ika sieci mitochondrialnej może pow o
dować nieprawidłową dystrybucję m itochondriów w  akso
nach, co prow adzi do nieefektywnego m etabolizm u ener
getycznego. Postuluje się, że w  następstwie wym ienianych 
zjawisk może dochodzić do degeneracji aksonów, która jest 
bezpośrednią przyczyną neuropatii aksonalnych [14].

CHOROBA CMT2B

Choroba Charcot-Marie-Tooth typu 2B rozpoczyna się 
najczęściej w  drugiej dekadzie życia i charakteryzuje się 
autosom alnym  dominującym sposobem dziedziczenia. 
Pierwszym  objawem u chorych są trudności w  porusza
niu się. Dochodzi do osłabienia i zaniku odsiebnych mięśni 
kończyn dolnych. Przebieg choroby może być zarówno lek
ki, jak i ciężki z utratą czucia, prow adzącą do owrzodzeń, 
nawracających zakażeń i amputacji kończyn [15]. Stwier
dzono, że za rozwój neuropatii CMT2B są odpow iedzialne 
mutacje w  genie kodującym białko Rab7A, szczególnie w 
zachowanych w ewolucji domenach wiążących i hydrolizu- 
jących GTP [15-17], Do tej pory zidentyfikowano 4 mutacje 
zm iany sensu w genie RAB7A (3ql3-q22) [15,18,19].

Białko Rab7A pełni ważną rolę w  kontroli transportu 
struktur obłonionych w komórce (Ryc. 1). Dzięki cyklicznej 
wym ianie GTP na GDP oraz zaangażow aniu białek moto- 
rycznych, białka Rab pośredniczą w  transporcie pęcherzy
kow ym  w zdłuż cytoszkieletu oraz w  w iązaniu i zakotwi
czaniu pęcherzyków w docelowych błonach w komórce
[20]. Białko Rab7A zlokalizowane jest w  błonach późnych 
endosom ów oraz w błonach lizosomalnych i fagosomach. 
Do rekrutacji białek motorycznych, kom pleksu dyneina-dy- 
naktyna, do białka Rab7A, konieczne jest białko efektorowe 
RILP (ang. Rab7-interacting lysosomal protein). Białko RILP 
wiąże się z rejonem C-końcowym białka Rab7A związanego 
z GTP. Cały kompleks umożliwia transport pęcherzyków w 
kierunku końca (-) mikrotubul [20-22].

W komórkach nerwowych centralnego układu nerw o
wego białko Rab7A jest zaangażowane we wsteczny trans
port aksonalny receptorów neurotrofin [23]. Dodatkowo 
cząstka efektorowa RILP jest konieczna do uform owania 
ciałek wielopęcherzykowych zaangażowanych w degra
dację receptorów neurotrofin [24]. Zależność ta potw ierdza 
hipotezę, że choroba CMT2B może być pow odow ana przez 
zaburzenia w  transporcie receptorów dla neurotrofin, jako 
konsekwencji mutacji w  genie RAB7A  [17]. Mutacje w  ge
nie, kodującym białko Rab7A, dotyczą przede wszystkim  
dom en uczestniczących w formowaniu miejsca wiążącego 
nukleotydy. Zmiany te powodują zaburzenia w  dysocjacji 
i hydrolizie GTP, akumulację białka ze związanym GTP w 
komórce oraz obniżenie powinowactwa do GDP [17]. Zabu 
rzenia w  funkcjonowaniu białka Rab7A, a zatem i transpor
tu endosomów, mogą powodować zahamowanie w zrostu  
neuronu lub wpływać na promocję apoptozy [25].

W chorobie CMT2B uszkodzeniu ulegają, oprócz neu 
ronów  ruchowych, również neurony czuciowe. N eurony 
czuciowe mają wyjątkowo długie aksony, a zachodząca 
tylko na ich wierzchołku endocytoza wym usza transport 
cząsteczek sygnałowych oraz pęcherzyków endocytarnych 
na dość długie odległości, do ciała komórki nerwowej. Sub
telne zaburzenia w  takim transporcie są szkodliwe dla neu 
ronu czuciowego, ale mogą być niezauważalne w innych 
typach komórek. Jest to między innymi powód, dlaczego 
mutacje w  genie ulegającym ekspresji w  różnych tkankach, 
wywołują tak poważne zaburzenia w  obwodowych kom ór
kach nerwowych, gdzie transport pęcherzykowy m usi być 
ściśle kontrolowany, a w  innych komórkach efekt ich jest 
niezauważalny [17,25].

CHOROBA CMT2C

Choroba Charcot-Marie-Tooth typu 2C, będąca dzie
dziczną neuropatią ruchowo-czuciową (HMSN IIC, ang. 
hereditary motor and sensory neuropathy type IIC) jest rzad 
ko występującą formą tego schorzenia. Pierwsze objawy 
zazwyczaj pojawiają się w drugiej dekadzie życia, jednak 
znane są przypadki zachorowań od pierwszej do trzeciej 
dekady. Choroba CMT2C dziedziczy się w  sposób autoso- 
malny dominujący i mutacje powodujące tę formę charak
teryzuje wysoka penetracja. Do tej pory opisano 7 rodzin  
dotkniętych chorobą CMT2C [26-30], Niektórymi objawami 
CMT2C jest postępujące słabnięcie mięśni odsiebnych koń
czyn, mięśni przepony i krtani, zaburzenia czucia oraz za 
nik odruchów głębokich.

Analiza sprzężeń genetycznych przeprow adzona przez 
grupę Landoure w 2010 roku wykazała, że gen odpow ia
dający za powstawanie choroby zlokalizowany jest w  lo- 
cus 12q24.1. W rejonie tym poznano sekwencje wszystkich 
występujących tam genów i zidentyfikowano gen TRPV4 
odpowiedzialny za chorobę CMT2C [30]. Białko TRPV4 
(ang. transient receptor potential cation channel, subfamily V, 
member 4) należy do nadrodziny białek TRP kanałów ka
tionowych (Ryc. 1). Gen TRPV4 ulega ekspresji na niskim 
poziomie w komórkach nerwowych. Białko TRPV4 jest nie- 
selektywnym  kanałem kationowym  indukow anym  przez 
bodźce środowiskowe, jak tem peratura, środowisko hipoto-
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niczne komórki i związki chemiczne, np. pochodne forbolu 
i kwasu arachidonowego. Stwierdzono, za pomocą badań 
w  oocytach Xenopus, że w  komórkach ze zm utow anym i 
białkami, po poddaniu  ich działaniu czynników środowi
skowych, aktywność kanałów była wyższa w porów naniu 
do białek niezmienionych. Taki efekt okazał się być toksycz
ny dla komórki z pow odu podw yższonego napływ u jonów 
w apnia do cytoplazmy [30]. W apń odgryw a dużą rolę, jako 
cząsteczka sygnałowa w  neuronach, reguluje ich wzrost, 
synaptogenezę, plastyczność i przekazywanie synaptyczne, 
dlatego zbyt duże stężenia Ca2+ były już wcześniej kojarzo
ne z neurodegeneracją [31].

Struktura białka TRPV4 jest domenowa, składa się z 6 do
m en transbłonowych, tworzących por jonowy między piątą, 
a szóstą dom eną transbłonową oraz z wew nątrzkom órko
wych dom en N-końcowej, zawierającej 6 pow tórzeń anki- 
rynowych i C-końcowej. Powtórzenia ankirynowe biorą 
udział w  oligomeryzacji, w łączaniu do błony cytoplazma- 
tycznej i w  oddziaływaniach z innymi białkami. Mutacje w 
kodonie Arg269 nie występują w  regionie, który bezpośred
nio uczestniczy w interakcjach z białkami, jednak łańcuch 
boczny argininy jest eksponow any w miejscu łączenia się z 
innymi peptydam i, stąd postulat, że może być kluczowy dla 
prawidłowego funkcjonowania kanału, jednak nie narusza 
jego struktury i fałdowania [32],

CHOROBA CMT2D

Choroba Charcot-Marie-Tooth typu 2D jest neuropatią 
aksonalną ruchowo-czuciową typu drugiego, która dziedzi
czy się w  sposób autosom alny dominujący. Powodowana 
jest przez mutacje w  genie GARS, który koduje syntetazę 
glicylo-tRNA [33]. Po raz pierwszy została opisana w 1996 
roku przez Ionasescu i wsp., w  dużej rodzinie z Ameryki 
Północnej, której członkowie chorowali na neuropatię ob
w odow ą kończyn górnych [34]. Mutacje w  genie GARS 
mogą powodować także dziedziczne neuropatie ruchowe 
typu 5 (dHMN, HMN5a) oraz dSMA [35].

Istnienie formy dH M N /dSM A /C M T2D  nie sprow adza 
się wyłącznie do różnorodności nazewnictwa wynikającej z 
nom enklatury wypracowanej przez różne „szkoły". W nie
których rodzinach (dH M N /dSM A ) opisuje się wyłącznie 
deficyt neurologiczny wynikający z uszkodzenia włókien 
ruchowych nerw ów  obwodowych. W innych rodzinach 
oprócz przeważającego znacznie uszkodzenia włókien ru 
chowych nerw ów  obserwuje się dyskretne zaburzenia neu
rologiczne wynikające z uszkodzenia włókien czuciowych. 
W tym przypadku upraw nione staje się używanie nazwy 
CMT2D. Wreszcie opisano w literaturze fachowej rodziny, 
w  których u części chorych występuje forma dHM N, pod
czas gdy inni chorzy członkowie tej samej rodziny mają do
datkowo zaburzenia czucia (CMT2D). W takich rodzinach 
upraw nione jest używanie skrótu dH M N /dSM A /C M T2D , 
gdzie dSMA oznacza dystalną formę rdzeniowego zaniku 
mięśni [36].

Początek choroby CMT2D przejawia się osłabieniem 
mięśni dłoni, pojawiającym się pom iędzy 16 a 30 rokiem ży
cia [34,37], Poza tym dochodzi do zaniku odsiebnych mię
śni rąk oraz niewielkiego osłabienia mięśni nóg. CMT2D
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cechuje zanik głębokich odruchów ścięgnistych w  kończy
nach górnych i obniżenie w  kończynach dolnych. Dodatko
wo występują zaburzenia czucia dotyku, czucia głębokiego 
oraz czucia wibracji w  kończynach górnych [34],

Gen GARS został zm apowany w  locus 7pl5 . G en ten skła
da się z 17 eksonów, które obejmują około 14 kpz. Jego eks
presja jest obserwowana we wszystkich tkankach. Zmiany 
w genie GARS w  mózgu i rdzeniu kręgow ym  przyczyniają 
się do powstania chorób neurodegeneracyjnych [34], Pene
trację mutacji w  genie GARS szacuje się na 80% [37], Do tej 
pory zostało opisanych jedenaście różnych mutacji w  tym 
genie [35]. Gen GARS koduje syntetazę glicylo-tRNA, która 
należy do drugiej klasy syntetaz. Enzym  ten odgryw a w aż
ną rolę w  syntezie białka, katalizując aminoacylację glicy
lo-tRNA [38], Do utrzym ania wierności translacji potrzeba 
odpowiedniego rozpoznania przez enzym  zarów no rodzaju 
tRNA jak i danego aminokwasu [37], Funkcjonalny holoen- 
zym występuje jako homodimer. Białko składa się z trzech 
domen: katalitycznego rdzenia odpow iedzialnego za ligację 
am inokwasu z odpow iednim  tRNA, C-terminalnej dom eny 
rozpoznającej antykodon oraz z dom eny WHEP-TRS, któ
ra odpowiedzialna jest za połączenie z innym i syntetazam i 
aminoacylo-tRNA w  kompleksach enzym atycznych [34,39].

Badania nad innymi rodzajami syntetaz tRNA (syntetaza 
tryptofanylo-tRNA oraz syntetaza glutaminylo-tRNA) w y
kazały, że aktywność cytoplazmatycznych syntetaz tRNA 
jest niezbędna w rozwoju aksonów, natom iast aktywność 
mitochondrialnych syntetaz tRNA odgryw a większą rolę w 
funkcjonowaniu dojrzałych dendrytów  [40], Syntetaza gli
cylo-tRNA jest transportowana w  powstających aksonach i 
związana jest z ich norm alnym  wzrostem. N atom iast m u 
tacje, skutkujące powstawaniem  uszkodzonych białek po
wodują ich wadliwe rozmieszczenie. Defekt ten m oże być 
związany ze zmianą w powierzchniach oddziaływ ania pod- 
jednostek dim eru [41].

Mechanizm, w edług którego mutacje w  genie pow szech
nie ulegającym ekspresji prow adzą do wysoce specyficzne
go fenotypu, wymaga dodatkow ych badań. Obecnie przyj
muje się kilka hipotez. Dwie z nich sugerują, że m oleku
larny mechanizm patogenetyczny wynika ze zmniejszonej 
aktywności enzymu. Zakłada się pow staw anie fenotypu 
w skutek zmniejszonej wydajności translacji, z uw agi na za
burzenia włączania reszty glicyny do nowo powstającego 
polipeptydu. W większości komórek defekt ten m oże nie 
mieć negatywnych skutków. Jednak komórki nerw ow e z 
długimi aksonami mogą być szczególnie w rażliw e na re
dukcję prawidłowych produktów  białkowych, docierają
cych do końca aksonu. [34], Pomimo iż aminoacylacja jest 
jedyną znaną funkcją GARS, w ykazano bardzo wiele, nie 
związanych bezpośrednio z aminoacylacją funkcji, takich 
jak zaangażowanie w splicing, apoptozę, transkrypcję i zw i
janie białek dla innych syntetaz aminoacylo-tRNA. Dlatego 
możliwe jest, że choroba nie powstaje w  w yniku defektów 
translacji, ale jest skutkiem zaburzeń w innych, nieznanych 
funkcjach GARS [38,42]. Badania prow adzone przez Achilli 
i wsp. wykazały, że większość opisanych u ludzi mutacji w 
genie GARS, wpływa na połączenia dim erów  glicylo-tRNA 
syntetazy, czasem poprzez słabe oddziaływania, co skutku
je wzrostem  lub spadkiem  intensywności procesu dimery-
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zacji [42], Jednakże nadal niewyjaśnione pozostaje, jaki ma 
to związek z patogenezą choroby.

Wszystkie opisane dotychczas mutacje w  GARS są do
minujące, co sugeruje, że fenotyp powstaje albo z dom inu 
jących mutacji uzyskania funkcji albo z niewystarczającej 
ilości p roduktu  białkowego spowodowanej obecnością tyl
ko jednej funkcjonalnej kopii genu (ang. haploinsufficiency). 
Badania przeprow adzane na myszach i muszce owocowej 
wykazały, że obie hipotezy są praw dopodobne [40,41]. Do
datkowo sugeruje się, że fenotyp CMT2D powstaje przez 
mutacje utraty  funkcji, takie jak u trata aktywności enzymu. 
Może to bezpośrednio wpływać na translację, która jest 
istotna dla funkcjonowania aksonów, plastyczności synap
tycznej, migracji i polarności komórek oraz innych funkcji 
związanych z funkcjonowaniem  układu nerwowego [42].

CHOROBA CMT2E

W 2000 roku po raz pierwszy zidentyfikowano i opisa
no postać choroby CMT2E. Zm apow ano locus tej choroby w 
regionie 8p21, a następnie zidentyfikowano gen, odpow ie
dzialny za tę chorobę. Początek choroby CMT2E następuje 
między drugą a trzecią dekadą życia, jednak występowały 
także przypadki zachorow ań już w  pierwszych dziesięciu 
latach życia. Pierwsze objawy CMT2E to trudności w  cho
dzeniu, osłabienie i zanik mięśni kończyn dolnych, defor
macje stóp. D odatkow o u niektórych pojawiają się zaniki 
mięśni kończyn górnych, skutkujące pow staniem  tzw. 
szponiastych rąk, zaburzenia czucia, zaburzenia zmysłu 
równowagi, obniżenie poziom u odruchów, opadanie po
wiek, zmiany derm atologiczne [43-45].

We wszystkich opisanych rodzinach z CMT2E stw ier
dzono mutacje w  genie NEFL. Zmiany w NEFL są także 
odpowiedzialne za demielinizacyjną formę choroby Char- 
cot-Marie-Tooth (CMT1F) oraz postać mieszaną aksonalno- 
demielinizacyjną. Gen NEFL koduje łańcuch lekki neurofila- 
m entu i jest jednym  z kluczowych składników cytoszkieletu 
komórki nerwowej (Ryc. 1). Neurofilamenty są filamentami 
pośrednimi, których średnica wynosi 10-12 nm  czyli jest 
mniejsza od średnicy m ikrotubul (około 25 nm), a większa 
od średnicy m ikrofilamentów (7-10 nm). Neurofilamenty 
składają się z trzech białek, z łańcucha lekkiego (NF-L) o 
masie 68 kDa, łańcucha o średniej masie (NF-M) 145 kDa 
oraz łańcucha ciężkiego (NF-H) o masie 200 kDa. Każdy z 
nich ma trójdzielną budowę. W yróżnia się a-helikalną do
menę centralną, liczącą około 300 reszt aminokwasowych, 
zachowaną w ewolucji dom enę N-końcową, tzw. head doma- 
in oraz dom enę C-końcową, tzw. taił domain. Podjednostki 
neurofilamentu syntetyzowane są w  perikarionie i stam tąd 
transportow ane w aksonach, w zdłuż mikrotubul, przez 
białka motoryczne, kinezyny i dyneiny [46], Tworzenie sieci 
filamentów w neuronach jest ściśle związane ze wzrostem  
średnicy aksonu podczas mielinizacji, a więc determ inu
je szybkość przew odzenia w  nerwach obw odow ych [47], 
Stwierdzono, że białka neurofilamentów są fosforylowane 
w  domenach N-końcowych i praw dopodobnie jest to m e
chanizm regulujący łączenie się podjednostek filamentów 
pośrednich. Fosforylacja dom en N-końcowych przez ki
nazy białkowe A, C i N  zachodzi w  kilku odosobnionych 
miejscach w NFL i NFM, zapobiegając łączeniu się w  neu 

rofilamenty lub rozdzielając je [48]. Natomiast dom ena cen
tralna typu coiled-coil jest odpowiedzialna za formowanie 
dimerów, co jest jednym z kroków doprowadzających do 
utworzenia się filamentów [49],

Przeprow adzono szereg badań w hodowlach kom órko
wych z wykorzystaniem  białek NF-L z niektórymi m uta
cjami uznanym i za przyczyniające się do rozwoju choroby 
CMT2E. Stwierdzono, że mutacje w  genie NEFL powodują 
zaburzenia w  łączeniu się poszczególnych łańcuchów w 
neurofilamenty, w  ich transporcie, jak również w  transpor
cie m itochondriów i innych organelli i białek podlegających 
transportowi aksonalnemu, zarówno w kierunku synapsy, 
jak i transportu wstecznego, powodują także agregację NF- 
L, co zaburza powstawanie całej sieci neurofilamentów. Opi
sane zjawiska są praw dopodobnie mechanizmem pow odu
jącym powstawanie choroby CMT2E [48,50]. Przypuszcza 
się, że niektóre zmiany w genie NEFL mogą być modyfika
torami fenotypu CMT2E. Badania funkcjonalne mutacji Ile- 
214Met wykazały, że komórki z mutacją Ile214Met w genie 
NEFL w ykazywały tendencję do tworzenia zbitych struktur 
filamentów [51]. Przykładem mutacji zbadanych szczegó
łowo są mutacje Pro22 (Pro22Ser i Pro22Thr). Mutacje te 
powodują, że zależna od cykliny kinaza 5 (Cdk5) i kinaza 
regulowana zewnętrznym  sygnałem (ERK2) nie fosforylują 
reszty treoniny 21, co hamuje łączenie filamentów. Wyniki 
sugerują, że mutacje reszty Pro22, powodujące CMT indu 
kują powstawanie nieprawidłowych agregatów filamen
tów, poprzez zaburzanie pow staw ania praw idłow ych oli
gomerów. Powstawanie agregatów jest u trudnione dzięki 
fosforylacji przez białkowa kinazę A (PKA), która staje się 
dobrym  kandydatem  dla celów terapeutycznych [49].

CHOROBA CMT2F

U 6-pokoleniowej rodziny z Rosji stwierdzono chorobę 
Charcot-Marie-Tooth typu 2 o dziedziczeniu autosomalnym 
dominującym. Na podstawie analizy genetycznej wyłonio
no now ą postać choroby -  neuropatię ruchową CMT2F, 
zm apow aną w locus 7qll-q21. Zbadano 14 pacjentów. 
Wszyscy mieli podobny fenotyp kliniczny. Objawy ujaw
niały się między 15. a 25. rokiem życia. Chorzy w ykazyw a
li symetryczne osłabienie w  mięśniach kończyn dolnych, 
zanik odsiebnych mięśni nóg, opadanie stóp i charaktery
styczny chód. Zanik drobnych mięśni dłoni doprow adza 
do pow staw ania po upływie kilku lat zniekształceń, tzw. 
szponiastych rąk. We wczesnym stadium  choroby obser
w ow ano obniżone odruchy głębokie, a nawet ich zanik. U 
wszystkich pacjentów stwierdzono zaburzenia czucia bólu 
i tem peratury zarówno w dłoniach, jak i stopach. U star
szych pacjentów obserwowano drżenie rąk i nóg. Zmiany 
troficzne2 są stałym elementem obrazu klinicznego w tych 
przypadkach. Postęp choroby jest bardzo powolny, brak 
sprawności następuje po 15-20 latach [52].

Dodatkowo zbadano locus 7qll-q21 za pomocą m arke
rów molekularnych i odnaleziono mutację zm iany sen
su c.404C>T (Serl35Phe), segregującą z chorobą, w genie 
HSPB1, kodującym białko szoku cieplnego (HSPB1). Zmia
nę Serl35Phe znaleziono także w innych rodzinach, w  któ

2Zm iany o charakterze ow rzodzeń zlokalizowanych w dystalnej części 
kończyn.
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rych stw ierdzono chorobę Charcot-Marie-Tooth 2. Zidenty
fikowano także cztery inne mutacje zmiany sensu w genie 
HSPB1 [53]. Cztery z pięciu zidentyfikowanych zm ian w se
kwencji, znajdują się w  domenie Hsp20-a-krystaliny, która 
jest dom eną niezmienną ewolucyjnie wśród wszystkich bia
łek szoku cieplnego człowieka. Są to Argl27Trp, Serl35Phe, 
Argl36Trp i Thrl51Ile. Piąta zmiana Prol82Leu znajduje się 
w zm iennym  ogonie C-końcowym białka HSPB1. Mutacje 
w genie HSPB1 dziedziczą się w  sposób autosomalny do
minujący.

Białko HSPB1 należy do rodziny białek szoku cieplnego 
(Ryc. 1). Składa się z dom eny WDPF w rejonie N-końcowym, 
domeny a-krystaliny oraz części C-końcowej. Ekspresja 
genu HSPB1 jest indukow ana w  odpowiedzi na czynniki 
stresowe środowiska. Białko HSPB1 jest białkiem opiekuń
czym, odpow iada zatem za ochronę komórki przed stre
sem, blokadę sygnałów proapoptotycznych, za ruchliwość 
komórki oraz stabilizację cytoszkieletu [54-57], Bierze także 
udział w  fałdowaniu białek, zależnym od ATP lub kiero
waniu niepraw idłow o sfałdowanych białek do degradacji w  
proteasomach. Dowiedziono, że HSPB1 oddziałuje z bardzo 
wieloma partneram i białkowymi w środowisku kom órko
wym, m iędzy innymi z podjednostkami mikrofilamentów, 
filamentów pośrednich i mikrotubul. Zmiany w  poziomie 
ekspresji genu HSPB1 mają bezpośredni wpływ na orga
nizację cytoszkieletu, polimeryzację i depolimeryzację ak
tyny, stabilizację mikrotubul oraz filamentów pośrednich. 
Stwierdzono, że białko HSPB1 oddziałuje z białkami NFL i 
HSPB8. Mutacje w  genach, kodujących te białka powodują 
odpowiednio, w spom nianą już, CMT2E oraz CMT2L. Wy
kazano, że mutacje w  genach NEFL i HSPB8 mają bardzo 
podobny w pływ  na sieć neurofilamentów. Prow adzą do 
agregacji łańcucha lekkiego neurofilamentów oraz postępu
jącej degeneracji neuronów  ruchowych. Mutacja Serl35Phe 
dziedziczy się w  sposób dominujący i powoduje agregację 
białka NFL. Koprodukcja dzikiego białka HSPB8 i zm uto
wanego NFL w hodowli komórkowej znosi toksyczne efek
ty m utanta [50]. Okazało się, że białko HSPB1 ma wpływ  
na żywotność neuronów  ruchowych i czuciowych [58], co 
w przypadku nieprawidłowości w  genie HSPB1, skutkuje 
rozwojem CMT2.

CHOROBA CMT2G

Tę postać choroby CMT2 w yodrębniono na podstawie 
genetycznego badania sprzężeń w hiszpańskiej rodzinie, 
w  której wykluczono inne znane loci. Analiza wskazała na 
locus w chromosomie 12ql3.13. W ykluczono także geny, 
których mutacje mogłyby odpowiadać za rozwój choroby 
CMT2G -  AVIL, CENTG1, RAB5B oraz DHH. U większo
ści pacjentów objawy uwidoczniły się w  drugiej dekadzie 
życia, chociaż wiek zachorowania wahał się między 9. a 76. 
rokiem życia. Na obraz kliniczny składały się deformacje 
stóp, utrudnienia w chodzeniu, brak lub obniżenie odru 
chów skokowych. Postęp choroby był powolny i skutkował 
um iarkow aną niepełnosprawnością [59].

CHOROBA CMT2I

Tę postać choroby w yodrębniono  na podstaw ie ana
lizy genetycznej i w yłonienia now ego locus, w którym

288

zm iany odpow iadają  za zachorow anie. Z identyfikow ano 
10 m utacji w  genie M PZ  (ang. myelin protein zero), p o 
w odujących chorobę Charcot-M arie-Tooth, k tórą  uznaje 
się za aksonalną. Jednak m utacje w  tym  genie pow odują 
p rzede w szystkim  dem ielinizacyjną form ę choroby CMT 
(CMT1B), a oprócz tego także odpow iadają  za rozw inię
cie syndrom u Dejerine-Sottas (DSS). Jednoznaczne okre
ślenie p ierw otnych  zm ian, dem ielinizacyjnych bądź ak- 
sonalnych, jest jednak  bardzo  trudne. U w aża się bowiem, 
że p raw dopodobn ie  to dem ielinizacja jest zm ianą p ier
w otną  i pow odującą określone fenotypy. W takich p rzy 
padkach  choroba w ykazuje cechy zarów no neuropatii de- 
mielinizacyjnej jak i aksonalnej [60], Dokonano podziału  
aksonalnej form y choroby, pow odow anej przez mutacje 
w  genie MPZ na chorobę CMT2I oraz CMT2J [61]. Stw ier
dzono, że pacjenci z postacią choroby CMT2I w yróżniają 
się nieco zw olnionym  przew odzeniem  nerw ow ym  [62], 
natom iast pacjenci z chorobą CMT2J chorują na neuropa- 
tię aksonalną z objaw am i dodatkow ym i, takim i jak głębo
ki niedosłuch, objaw  Agryll R obertsona3 [63].

Opisano wiele rodzin, w  których odnaleziono mutacje 
w genie, kodującym białko MPZ u osób dotkniętych cho
robą CMT. Część z nich zidentyfikowano, jako CMT2 na 
podstawie badań klinicznych i elektrofizjologicznych w 16 
rodzinach oraz u dwóch izolowanych pacjentów [64-66]. 
Najczęstszą mutacją identyfikowaną w genie MPZ u cho
rych na CMT2 jest substytucja Thrl24M et w białku MPZ. 
Osoby z tą zm ianą charakteryzowały się pewnym i cechami 
wspólnymi, objawy pojawiały się między 4. a 5. dekadą ży
cia, przebieg choroby był szybki, prowadzący do znacznego 
osłabienia kończyn dolnych, co skutkowało unieruchom ie
niem na wózku inwalidzkim. Wiele osób skarżyło się na 
przeszywające bóle w  nogach [64].

Białko MPZ (PO) jest zachow anym  w  ewolucji białkiem 
transbłonow ym , w ystępującym  jedynie w komórkach 
Schwanna (Ryc. 1). Jest głów nym  składnikiem  mieliny 
(strukturalna część obw odow ego układu nerwowego) i 
lokalizuje się w osłonkach mielinowych. PO składa się z 
zew nątrzkom órkow ej dom eny im m unoglobulino-podob- 
nej, pojedynczej dom eny transbłonowej, oraz w ew nątrz 
komórkowej dom eny C-końcowej. M onom ery PO łączą się 
w  tetram er, tworząc struk turę  podobną do kanału. Naj
praw dopodobniej pełni funkcje jako elem ent pozwalający 
na adhezję otoczki mielinowej, co zapew niałoby zachow a
nie organizacji osłonek m ielinowych komórek. Substytucja 
Asp61Gly znajduje się w  dom enie wew nątrzkom órkow ej, 
którą uw aża się za odpow iedzialną za oligomeryzację. 
Proces ten polega na oddziaływ aniach m iędzy łańcucha
mi bocznymi am inokw asów , dlatego brak reszty kw asu 
asparaginowego, a obecność reszty glicyny, skutkuje b ra 
kiem łańcucha kwasowego, a tym  sam ym  zaburzeniam i 
w tw orzeniu się tetram erów. Substytucja Tyrll9C ys, w 
dom enie zew nątrzkom órkow ej, w prow adza dodatkow ą 
grupę tiolową, pom iędzy resztam i cysteiny w pozycjach 
50 i 127, które w  norm alnych w arunkach tworzą mostki 
disiarczkowe. Może to pow odow ać agregację z p raw idło 
wym i partneram i białkowymi, opartą na w iązaniach di- 
siarczkowych.

-’Objaw Agryll Robertsona cechują wąskie nieraz nieokrągłe źrenice, 
niereagujące obustronnie na światło, natom iast reagujące na zbieżność.
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Efektem kolejnej mutacji jest substytucja Thrl24M et 
(najczęściej spotykana). Jest zlokalizowana w środku 
P-harmonijki dom eny transbłonowej. Następuje w  tym 
przypadku zmiana am inokwasu hydrofilowego na hydro 
fobowy, czego skutkiem  są praw dopodobnie niepraw idło
wości w fałdowaniu białka lub braku stabilności takiego 
białka. Podejrzewa się, że kodon 124 jest wyjątkowo podat
ny na mutacje. Obecność mutacji Thrl24M et udokum ento 
wano u wielu pacjentów. Może tak być ze w zględu na efekt 
założyciela, ale także ze w zględu na istnienie tzw. hotspot w 
kodonie 124. Zmianie ulega kodon ACG na ATG, a uw aża 
się, że dinukleotydy CpG są wyjątkowo podatne na mutacje 
[67].

Mechanizm patogenezy aksonalnej formy CMT, pow o
dowanej przez mutacje w  genie MPZ  nie jest dobrze pozna
ny. Wiadomo, że te zmiany sekwencji nie pow odują znaczą
cych zm ian w budow ie białka, jednak mogą naruszać jego 
funkcję. Przypuszcza się, że mutacje te zaburzają oddzia
ływania między kom órkami Schwanna a aksonem, które 
powodują drobne nieprawidłowości w aksonie, ale przede 
wszystkim  degenerację aksonów. Skutkiem jest rozwinięcie 
łagodnej formy CMT2 o późnym  początku [68].

CHOROBA CMT2K

Podtyp choroby Charcot-Marie-Tooth 2K jest pow o
dow any przez dominujące mutacje w  genie GDAP1 (ang. 
ganglioside-induced differentiation associated protein-1). Jednak 
najczęściej spotykany jest recesywny sposób dziedziczenia 
mutacji w  genie GDAP1 (choroba CMT4C4). Poza tym  m uta
cje w  tym genie mogą powodować formy demielinizacyjne 
choroby CMT (CMT4A) oraz formy mieszane. N europatia 
aksonalna z objawami piramidowymi, zm apow ana została 
do locus 8q21.3, które charakteryzuje chorobę CMT4A [69], 
Autorzy zaklasyfikowali tę postać choroby o dziedziczeniu 
autosom alnym  recesywny jako CMT4C2, natom iast Baird 
wyróżnił ją, jako CMT2H.

Białko GDAP1 jest zakotwiczone w zewnętrznej błonie 
mitochondrialnej i jego podwyższony poziom (w stosunku 
do innych tkanek) obserwuje się w  obw odow ym  układzie 
nerw ow ym  (Ryc. 1) [70], W przeciwieństwie do mitofuzy
ny 2, białko GDAP1 odpowiada za rozpad sieci mitochon
drialnej, promuje zjawisko określane w piśmiennictwie jako 
„fission". Jest zaangażowane w  praw idłow y kształt, struk
turę i podział sieci mitochondriów. GDAP1 posiada dwie 
N-końcowe domeny GST oraz dwie C-końcowe dom eny 
transbłonowe. Mimo strukturalnego podobieństw a do S- 
transferaz glutationu, w badaniach na kom órkach E. coli nie 
stw ierdzono ich funkcji enzymatycznej w  białku GDAP1 
[71].

Z m utow ane form y białka dziedziczone w  sposób auto- 
som alny dom inujący prow adziły  do obniżonej zdolności 
łączenia się m itochondriów , a więc do ich uszkodzenia  
poprzez  częściową u tratę  potencjału błonow ego, w zrost 
poziom u reaktyw nych form  tlenu (ROS) o raz w zm ożoną 
podatność na sygnały proapoptotyczne. M utacje dz iedz i
czone w sposób autosom alny recesyw ny pow odow ały  
obniżoną zdolność do podziału  sieci m itochondrialnej

w porów naniu  do organelli z niezm ienionym  białkiem  
GDAP1. D odatkow o stw ierdzono, że takie zróżnicow anie 
ze w zględu na sposób dziedziczenia ma odzw ierciedle
nie w  fenotypie w śród  pacjentów z CMT2. Pacjenci z m u 
tacjami recesyw nym i zapadali na chorobę CMT już we 
w czesnym  dzieciństw ie, natom iast objawy u pacjentów  
z m utacjam i dom inującym i pojaw iały się późno w  w ieku 
dorosłym  [72].

CHOROBA CMT2L

Za tę postać choroby Charcot-M arie-Tooth odpow ie 
dzialne są m utacje w  genie HSPB8, kodującym  białko 
szoku cieplnego HSPB8 (Ryc. 1). Mutacje w  tym  genie 
pow odują także neuropatie  ruchow e, bez kom ponenty  
czuciowej. M echanizm  m olekularnej patogenezy CMT2L 
nie jest dobrze poznany. P raw dopodobnie  zaburzenia  
w  białku HSPB8 prow adzą do pow staw ania agregatów , 
które m ogą blokować transport aksonalny. W ykazano, że 
białko HSPB8 oddziałuje z opisanym  już białkiem  HSPB1. 
Sugeruje to, że oba białka przechodzą tę sam ą ścieżkę w 
komórce. Białko HSPB8 m oże w ystępow ać w form ie mo- 
nom erycznej lub jako hom odim er. Białko HSPB8 może 
także tw orzyć kom pleksy z innym i białkam i szoku ciepl
nego, HSPB1, aB-krystaliną. S tw ierdzono, że poszczegól
ne m utanty  białka HSPB8 w ykazują n iepraw idłow ości w 
oddziaływ aniach  z innym i białkam i oraz w tw orzeniu  
kom pleksów  zarów no hom o- jak i heterom erycznych. 
P rzykładem  m oże być w zm ożona tendencja do tw orze 
nia agregatów  przez białka zm ienione [73]. Taka w iedza 
daje nadzieje na opracow anie terapii oraz na kom pensa 
cję skutków  uszkodzeń  białek w obw odow ym  układzie  
nerw ow ym .

CHOROBA CMT2N

N ow a postać choroby Charcot-M arie-Tooth ty p u  2 o 
dziedziczeniu  au tosom alnym  dom inującym  została op i
sana przez g rupę francuską. Chorzy to 17 osób, w y k azu 
jących objawy kliniczne, oraz dw ie osoby bezobjawowe, 
w w ieku 30 i 50 lat, u których w ystępow ało  ryzyko zacho
row ania. Średni wiek, w  którym  następow ało  rozw inię 
cie choroby w ynosił 28 lat. U w szystkich pacjentów, na 
podstaw ie badania  elektrom iograficznego, s tw ierdzono 
zaniki nerw ów  ruchow ych i czuciowych. Przy pom ocy 
badania  genetycznego stw ierdzono, że u w szystkich osób 
chorych w ystępuje mutacja zm iany sensu (c.986G>A, 
p.Arg329His) w  ósm ym  eksonie genu AARS, kodujące
go cytoplazm atyczną syntetazę alanylo-tRNA (AlaRS). 
Tę sam ą zm ianę znaleziono w innej francuskiej rodzinie, 
jednak w ykluczono efekt założyciela analizą sekwencji 
m ikrosaletitarnych [74].

Syntetazy am inoacylo-tRNA są enzym am i odpow ie 
dzialnym i za w ierność translacji, dzięki łączeniu o d p o 
w iednich am inokw asów  z w łaściw ym i tRNA (Ryc. 1). W 
ram ieniu  akceptorow ym  tRNAAla pojedyncza para nukle- 
o tydów  odpow iada za łączenie tRNA z alaniną poprzez  
aminoacylację w  miejscu katalitycznym  syntetazy a lany 
lo-tRNA. Jest to szczególny enzym , poniew aż rozpoznaje 
tRNA nie poprzez sekwencję antykodonu, jak w iększość 
syntetaz tRNA, ale poprzez ram ię akceptorow e [75]. Biał
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ko to m a budow ę m odułow ą, w  której w yróżnia  się do 
m enę aminoacylacji (AD), środkow ą dom enę helikalną 
(HD) i dom enę edycji (ED). Sekwencja am inokw asow a 
białka AlaRS jest w  dużym  stopniu  zachow ana w ew olu 
cji. AlaRS człowieka jest m onom erem  lub hom odim erem
[76]. Gen A A R S  zaw iera 21 eksonów  i koduje białko zbu 
dow ane z 968 reszt am inokw asow ych. Z identyfikow a
na m utacja w  kodonie 329, zam ieniająca resztę argininy 
na resztę h istydyny, znajduje się w  środkowej dom enie 
helikalnej białka. W iadom o, że łańcuch boczny argininy 
jest bardziej elastyczny od łańcucha bocznego histydyny. 
D odatkow o arginina jest akceptorem  protonów , podczas 
gdy h istydyna zaw iera zm iennie upro tonow any  p ier
ścień im idazolow y. Podejrzew a się, że d inukleotyd CG w 
kodonie 329 m oże być, tzw. „gorącym  miejscem" mutacji, 
poniew aż zidentyfikow ano tam  zm iany w dw óch niespo- 
krew nionych rodzinach.

Przeprow adzono  m utagenezę w  bakteriach E.coli, k tó 
rej w ynikiem  było ustalenie dw óch głów nych determ i
nan t dla w iązania  i efektywnej aminoacylacji tRNAAla — 
reszta kw asu  asparaginow ego w  pozycji 285 oraz reszta 
argininy w  pozycji 314. Substytucje w  tych pozycjach po 
w odow ały  obniżenie poziom u aminoacylacji w  w yniku 
zmniejszonej efektywności w iązania tRNA. D odatkow o 
m utan ty  nie kom plem entow ały  szczepu pozbaw ionego 
AlaRS, jednak  m utan t Arg314Lys częściowo pozw alał na 
przeżycie kom órek. U tw orzono także m odel mysi, w któ 
rym  uszkodzenie  obu alleli w  AA R S  pow odow ało  defekt 
w  funkcji edytującej AlaRS, co skutkow ało w łączeniu 
tRN A Ala z seryną lub glicyną zam iast alaniny. Takie zm ia
ny prow adziły  do niepraw idłow ości w  fałdow aniu  białek 
oraz neurodegeneracji. Z tych dośw iadczeń w yw niosko
w ano, że zaburzenia  w w ierności działania syntetazy ala- 
nylo-tRNA są wystarczające dla procesu neurodegenera 
cji. Z identyfikow ano także m utacje w  aminoacylo-tRNA 
syntetazach glicyny i tyrozyny, które pow odow ały  inne 
pod typy  choroby CMT, odpow iednio  CMT2D oraz neu- 
ropatię m ieszaną. D latego ta klasa białek jest dobrym  ce
lem do badań  i być m oże identyfikacji kolejnych postaci 
tej choroby [74,75].

FORMY A K SO N ALN E CHORÓB KRĘGU  
CHARCOT-M ARIE-TOOTH O DZIEDZICZENIU  
A U TO SO M ALNY M  RECESYWNYM

D odatkow o za polineuropatie aksonalne odpow iadają 
też mutacje o dziedziczeniu autosom alnym  recesywnym . 
W yróżniono cztery podtypy  choroby: CMT4C1, CMT4C2, 
CMT4C3 i CMT4C4. Podłoże m olekularne choroby 
CMT4C2 nie jest znane. Za postać CMT4C4 odpow iadają 
mutacje w  opisyw anym  już genie GDAP1 dziedziczone w 
sposób autosom alny recesywny. Podtyp CMT4C1 pow o
dow any jest przez mutacje w  genie LM NA  [77], kodującym  
laminę A /C  natom iast podtyp  CMT4C3 pow odują m uta 
cje w  genie MED25 (Ryc. 1) [78]. Mutacje w  obu  genach 
dziedziczą się w  sposób autosom alny recesywny. Białko 
lam ina A /C  należy do rodziny białek filam entów pośred 
nich i lokalizuje się w  jądrze kom órkow ym  w w ew nętrz 
nej otoczce jądrowej. Postuluje się, że stabilizuje strukturę  
jądra kom órkow ego i w chodzi w  skład cytoszkieletu tego 
organellum . U trzym uje również strukturę chrom atyny 
oraz jest zaangażow ana w ekspresję genów. Podczas po 
działów m itotycznych białka laminy są rozdzielane w od 
w racalnym  procesie fosforylacji. Produktam i genu laminy 
są cztery transkrypty  (lamina A, AD10, C i C2), powstające 
na drodze różnicowego cięcia i składania [79,80]. Jedna ze 
zidentyfikow anych mutacji (Arg298Cys) znajduje się w  
rejonie genu, kodującym  dom enę ROD białka, co w pływ a 
na pow staw anie wszystkich czterech zm utow anych trans
kryptów . Motyw, w  którym  znajduje się reszta argininy 
298 jest zachow any w  ewolucji i bierze udział w  oddzia 
ływ aniu z innym i białkami, więc substytucja na inną resz
tę am inokw asow ą zaburza funkcje kom órkowe pep tydu
[77]. Mysi m odel mutacji genu Lmna potw ierdzał zw iązek 
mutacji z chorobą neurodegeneracyjną. U tych zw ierząt 
stw ierdzono aksonopatię, oprócz objawów klinicznych 
stw ierdzono brak pełnej długości transkryptów  Lmna oraz 
silne zmniejszenie zagęszczenia aksonów, w zrost ich śred 
nicy i obecność aksonów pozbaw ionych mieliny, co silnie 
koreluje z obrazem  histologicznym  u pacjentów z CMT2 
[77,81],

Produkt genu MED25 wchodzi w  skład 
kompleksu koaktywatora transkrypcyjnego 
zwanego kompleksem Mediatora. Kompleks 
ten jest wym agany do procesu transkrypcji 
większości genów transkrybowanych przez 
polimerazę RNA II. Białko MED25 bierze 
udział w  modyfikacjach chrom atyny oraz 
inicjacji tworzenia się całego kom pleksu me
diatora [78].

POD SUM O W AN IE

Badanie podłoża m olekularnego choro
by Charcot-M arie-Tooth typu  2, aksonalnej 
neuropatii czuciowo-ruchowej, stanowi 
ogrom ne w yzw anie stawiane przed  leka
rzami, genetykam i oraz biologami. CMT2 
charakteryzuje ogrom na różnorodność 
objawów oraz heterogenność genetyczna. 
Do tej pory zidentyfikow ano 13 genów, w 
których mutacje pow odują poszczególne

Tabela 1. Z estawienie pod  typów  chorób, loci, nazw  genów, liczby mutacji, odpow iadających za poszcze
gólne choroby. AD — dziedziczenie autosom alne dominujące; AR — dziedziczenie autosom alne rece- 
sywne. N a podstaw ie bazy danych h ttp ://w w w .m olgen .ua .ac .be /C M T M utations oraz bazy PubM ed 
(stan na 15.11.2010 r.)

N azw a choroby Locus Symbol genu Liczba mutacji
Sposób
dziedziczenia

CMT2A1 lp36.2 KIF1B 1 AD

CMT2A2 lp36.2 MFN2 59 A D /A R

CMT2B 3q21 RAB 7 4 AD

CMT2C 12q24.1 TRPV4 4 AD

CMT2D 7pl5 GARS U AD

CMT2E 8p21 NEFL 4 AD

CMT2F 7qll.2 HSPB1 4 AD

CMT2G 12ql2-ql3.3 nieznany

CMT2I/J/P0 lq22 M PZ 22 AD

CMT2K/CMT4C4 8q21.11 GDAP1 14 A D /A R

CMT2L 12q24 HSPB8 6 AD

CMT2N 16q22 AAR S 1 AD

CMT4C1 lq21.2 LM NA 4 AR

CMT4C3 19ql3.3 MED25 1 AR
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formy CMT2 (Tab. 1). Mutacje w  opisyw anych genach po 
w odują szereg uszkodzeń komórki nerwowej, które p ro 
w adzą do degeneracji aksonu (Ryc. 1) poprzez zaburzenia 
transportu  aksonalnego, dynam iki sieci m itochondrialnej, 
niepraw idłow ości translacji, zwijania białek.

W archiw um  Zespołu Chorób Nerwowo-M ięśniowych 
IMDiK PAN znajduje się ponad 500 rodow odów  rodzin 
CMT. Szacuje się, że w Polsce choruje około 16 tysięcy osób. 
Polineuropatie aksonalne stanowią niewielki procent w  tej 
grupie. Diagnostyka molekularna chorych z CMT dotyczy 
choroby CMT1A oraz neuropatii z nadwrażliwością na 
ucisk (HNPP) i jest to analiza duplikacji/delecji w  genie 
PMP22. CMT2 jest chorobą, w  której nie wykonuje się ru ty 
nowych testów molekularnych ani nie opracowano jeszcze 
żadnej terapii. Rozważa się próby zastosowania m etod bio
logii molekularnej w  leczeniu pacjentów, stosując m echa
nizm y oparte na wyciszaniu nieprawidłowych alleli genu 
oraz poszukiw aniu substancji np. degradujących agregaty 
białkowe. W chwili obecnej stan naszej w iedzy nie pozwala 
jednak na skuteczne stosowanie rozległych możliwości bio
logii molekularnej (Tab. 1).
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ABSTRACT

Charcot-Marie-Tooth disease 2 is an inherited axonal motor and sensory neuropathy. It is very heterogenous, both clinically and genetically. 
Till present, 15 types of CM T 2,14 loci and 13 genes are known to be causative of CMT2. Studying mechanisms of molecular pathogenesis 
is very important for finding a therapy for patients but the diversity of proteins involved in pathogenesis makes this very difficult. Proteins 
involved in molecular pathogenesis are e.g. proteins of the mitochondrial outer membrane with opposite functions (mitofusin 2 and GDAP1) 
responsible for fusion and fission of the mitochondrial network. Mutations also occur in genes encoding tRNA-synthetases, neuronal cy- 
toskeletal protein, cation channel protein and molecular chaperones. This review presents knowledge of CMT2 and possible pathogenetic 
mechanisms responsible for the disease.
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STRESZCZENIE

Sygnalizacja z udziałem  puryn odgrywa kluczową rolę w  regulacji w ie lu  procesów  
fizjologicznych. Ektonukleotydy aktywując receptory typu P wpływają na szereg pro

cesów  m etabolicznych i fizjologię w ie lu  narządów. Stężenie tych zw iązków  w  przestrze
ni pozakom órkowej jest kontrolowane przez enzym y należące do kilku rodzin nukleoty- 
daz. Degradując nukleotydy uczestniczą one w  terminacji transmisji sygnału z udziałem  
nukleotydów  i receptorów P2 oraz produkują inne cząsteczki sygnałow e takie, jak ADP  
i adenozynę. NPPazy i NTPDazy stanowią przykład ewolucji konwergencyjnej białek. 
Białka te nie są filogenetycznie spokrew nione, a m ino to katalizują ten sam typ reakcji. 
Celem  ich działania jest degradacja tri- i d ifosfon uk leozyd ów  do m onofosfonukleozy-  
dów  oraz ortofosforanu lub pirofosforanu. W iększość dotychczas opisanych NTPDaz i 
NPPaz zwierzęcych to ektoenzym y błonow e lub ich rozpuszczalne formy występujące w  
płynach tkankowych. Celem tej pracy jest zebranie informacji dotyczących lokalizacji, 
budow y, w łaściw ości i funkcji NTPDaz i NPPaz w  regulacji stężenia nukleotydów poza 
komórką, a tym samym transmisji sygnału z udziałem  puryn i pirymidyn.

WPROW ADZENIE

N ukleo tydy  są cząsteczkam i o kluczow ym  znaczeniu dla funkcjonow ania 
kom órek. T ransportują energię n iezbędną w procesach m etabolicznych, są 
elem entem  struk tu ry  kw asów  nukleinow ych, uczestniczą w katalizie enzy
m atycznej jako koenzym y, kofaktory i substraty , a ich cykliczne pochodne 
pełnią funkcję w tórnych  cząsteczek sygnalizacyjnych. W ielokierunkow y za 
kres działania nukleo tydów  przenosi się rów nież do macierzy pozakom ór
kowej [1,2].

Ektonukleotydy to rów nież cząsteczki sygnałow e, które regulują przebieg 
w ielu procesów  fizjologicznych. ATP jest sygnałem  bólowym , a w układzie 
krw ionośnym  reguluje ciśnienie krwi. ATP znajdujący się poza kom órką w 
w ysokich (mM) stężeniach, p rzy  jednoczesnym  braku  jonów dw uw artościo- 
wych, staje się cytotoksyczny [3]. W naczyniach krw ionośnych uw olniony z 
uszkodzonych kom órek ADP aktyw uje agregację płytek, co inicjuje proces 
hem ostazy [3]. E ktonukleotydy regulują mineralizację tkanki kostnej, przez 
co w pływ ają na praw id łow y rozwój szkieletu [3-7]. Zw iązki te biorą rów nież 
udział w transm isji synaptycznej, percepcji dotyku i reakcji naczyniow o-ru- 
chowej. Na poziom ie kom órkow ym  ektonukleo tydy  kontrolują proliferację, 
uczestniczą w m itogenezie, apoptozie  oraz transporcie jonów  i wody [3,8].

E ktonukleotydy aktyw ują receptory P2 [1,9-11], Obecność receptorów  P2 
stw ierdzono  we w szystkich zbadanych  dotąd  narządach  i tkankach. W y
różniam y dw a pod typy  receptorów  P2: 1/ receptory P2Y (m etabotropowe) 
— zbudow ane z siedm iu hydrofobow ych dom en transbłonow ych i w spó ł
działając z białkam i G oraz I I /  receptory P2X (jonotropowe) — kanały jo
nowe, których podjednostki mają 2 dom eny transb łonow e połączone dużą  
zew nątrzkom órkow ą pętlą [1,8-11]. Mimo, że kom órkow e stężenie nukleo ty 
dów  jest na poziom ie 1-2 mM [12], do aktywacji sygnału  nukleotydow ego na 
zew nątrz  kom órki w ystarczą już stężenia m ikrom olow e, a naw et nanom olo- 
we. Pow inow actw o receptorów  w zględem  agonistów  jest różne dla różnych  
ich podtypów . Receptory P2X aktyw ow ane są przez 1-10 gM stężenia ATP 
(dla P2X7 EC50 od 300 gM do 1 mM), natom iast receptory P2Y w rażliw e są 
na stężenia ATP w zakresie 0,01-30 gM [13-17]. Ź ródłem  nukleo tyców  poza 
kom órką są uszkodzone i rozpadające się kom órki, egzocytoza, transport z 
udziałem  transporterów  błonow ych (białka ABC). W przestrzeni pozako 
mórkowej ATP jest degradow any  do ADP i AMP, a ADP jest hydrolizow any 
do AMP lub w ykorzystyw any do resyntezy ATP [1,6,8,18].
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Tabela 1. Enzym y zaangażow ane w  regulację stężenia ektonukleotydów .

Enzymy

Ektonukleotydazy Katalizowane reakcje

NTP NM P + 2Pi
1 NTPDazy NTP NDP + Pi

NDP NM P + Pi

2 NPPazy NTP NM P + PPi

3 5 'nukleotydaza NM P N ukleozyd + Pi

4 Fosfatazy X-P** X + Pi

■ Kinazy Katalizowane reakcje*

5 Kinaza adenylanow a 2NDP NTP + NM P

‘specyficzność substratow a om aw ianych enzym ów  została p rzedsta 
w iona w  tekście w  rozdziale „W łaściwości fizykochem iczne NTPDaz"; 
**X-P- ester fosforanowy zw iązku organicznego lub nieorganicznego

EN Z Y M Y  K O N T R O L U JĄ C E  STĘ ŻENIE E K T O P U R Y N

Stężenie nukleotydów i nukleozydów  w przestrzeni 
pozakomórkowej jest kontrolowane przez enzym y należą
ce do kilku rodzin z klasy hydrolaz oraz przez kinazy. Ich 
obecność stwierdzono we wszystkich przebadanych dotąd 
organizmach i tkankach. Są to ektonukleotydazy i ektoki- 
nazy (Tab. 1) [8-11,18], W wyniku działania ektonukleoty- 
daz powstają nukleotydy i nukleozydy. Ektonukleotydazy 
to enzym y zaliczane do klasy hydrolaz, które metabolizują 
nukleotydy w przestrzeni pozacytoplazmatycznej oraz w 
płynach fizjologicznych. Z uwagi na pochodzenia oraz na 
różnice w mechanizmie katalizowanych reakcji w yróżnia
my cztery rodziny ektonukleotydaz: E-NPPazy (EC 3.1.4) 
(ekto-pirofosfatazy/fosfodiesterazy nukleotydów, ang. ec- 
to-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase), E-NTPDazy 
(EC 3.6.1.5) (ekto-fosfohydrolazy di- i trifosfonukleozydów, 
ang. ecto-nucleotdie triphosphate diphosphohydrolase) nazyw a
ne wcześniej ekto-apirazami lub E-ATPazami oraz alkalicz
ne fosfatazy (EC 3.1.3.1) i ekto-5'-nukleotydazy (EC 3.1.3.6) 
(ang. ecto-5'-nucleotidase) [8-11,18],

Drugą grupą ektoenzymów regulujących stężenie n u 
kleotydów są kinazy nukleotydowe (ang. nucleotide kinase) 
oraz kinaza adenylanowa (miokinaza, ang. miokinase) (EC 
2.7.4.3) [11], które katalizują transfer grupy fosforanowej

między nukleotydami. Enzymy różnych klas i rodzin mogą 
współwystepować [15].

ATP znajdujące się w  przestrzeni pozakomórkowej jest 
hydrolizowane do ADP i/ lu b  AMP oraz piro- lub ortofosfo- 
ranu. AMP, z kolei, jest substratem 5'-nukleotydazy hydro- 
lizującej ten nukleotyd do adenozyny, agonisty receptorów 
adenozynowych (PI). Aktywacja receptorów adenozyno- 
wych w wielu przypadkach, inicjuje efekty przeciwstawne 
do skutków aktywacji receptorów nukleotydowych [13,19- 
21]. Tak więc jedną z funkcji ektonukleotydaz jest u trzym y
wanie w przestrzeni pozakomórkowej równowagi m iędzy 
ligandami receptorów PI i P2 [20,21], (Ryc. 1). Wiele dow o
dów  wskazuje, że ektoenukleotydazy degradując nukleoty 
dy uczestniczą w zakończeniu procesu przekazywania sy
gnału z udziałem  nukleotydów i receptorów P2 [19,22,23]. 
Jednocześnie produkty działania ektonukleotydaz i ektoki- 
naz (ATP, ADP i adenozyna) powstające poza komórką, są 
także cząsteczkami sygnalizacyjnymi (Ryc. 1).

Ostatnie lata badań nad sygnalizacją z udziałem  nukle
otydów i nukleozydów wskazują na ogromny w pływ  tych 
związków na szereg procesów metabolicznych i fizjologię 
wielu narządów. Celem tej pracy jest przedstawienie rezul
tatów dotychczasowych badań dotyczących lokalizacji, bu 
dowy, właściwości i funkcji dwóch rodzin nukleotydaz — 
NTPDaz i NPPaz. Szczególne zainteresowanie tymi rodzi
nam i enzymów wynika z faktu, że to one głównie m etabo
lizują nukleotydy poza komórką i w  ten sposób uczestniczą 
w  przekazywaniu sygnału z udziałem  puryn i pirym idyn.

R O D Z IN A  N T P D a z

NTPDazy (ang. ecto-nucleoside triphosphate diphosphohy
drolase) są strukturalnie i katalitycznie jednorodną grupą 
enzymów, rozpowszechnioną we wszystkich przebada
nych dotąd narządach i tkankach zwierząt i roślin [24-28], 
Wszyscy przedstawiciele tej rodziny enzymów mają zdol
ność hydrolizy nukleozydów 5 '-tri- lub difosforanowych 
do monofosforanów nukleozydów oraz nieorganicznego 
fosforanu zgodnie ze schematami reakcji zamieszczonymi 
w  tabeli 1 [24,25,29].

W skład rodziny NTPDaz zwierząt wchodzi osiem en
zym ów kodowanych przez osiem różnych genów, które 
zostały ponum erow ane zgodnie z kolejnością ich odkrycia 
[21,30,31], Ze w zględu na topografię, budow ę i lokalizację 

funkcjonalnego białka, NTPDazy m o
żemy podzielić na trzy grupy (Ryc. 2) 
[4,5,21,31]. Do pierwszej należą NTPDazy 
1, 2, 3, 8 posiadające dwie dom eny trans- 
błonowe znajdujące się na N  i C końcach 
łańcucha polipeptydowego. Są to białka 
błonowe zlokalizowane na powierzchni 
komórki z miejscem katalitycznym skie
row anym  do przestrzeni zewnątrzko- 
mórkowej (Ryc. 2). NTPDazy 4 i 7, w y 
kazują również obecność dwóch dom en 
transbłonowych, ale zlokalizowane są w  
błonach aparatu Golgiego (GA), siateczki 
śródplazmatycznej lub lizosomów. Miej
sce katalityczne tych enzymów położo-
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Ekto-NTPDazy 1,3,8; NPPazy

Rycina 1. Z integrow any łańcuch przem ian ektonukleotydów  adeninow ych. Szlaki przem ian nukleotydów  
p row adzące do pow stania cząsteczek sygnalizacyjnych zostały pogrubione.
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PRZESTRZEŃ
EKSTRACYTOPLAZMATYCZNA

NBh COOH NH2  COOH

BŁONA
KOMÓRKOWAKOMÓRKOWA ' 2 |  ORGANELLUM

NTPDazaSCYTOPLAZMA
N T P D azal NTPDaza4

m p n . , . 7  NTPDazaó
N TPD aza2 N TPDaza7

NTPDaza3

N TPD aza8

Rycina 2. Schemat budow y enzym ów  należących do rodziny  NTPDaz.

ne jest w  świetle w /w  struktur (Ryc. 2). Do grupy trzeciej 
zaliczane są NTPDaza 5 i 6. Białka te są również zw iąza
ne z błonami komórkowymi. Posiadają jednak tylko jedną 
dom enę transbłonową znajdującą się na N-końcu łańcucha 
polipeptydowego, która może być odcięta z udziałem  pro
tez. Powstająca rozpuszczalna forma NTPDazy metaboli
zuje nukleotydy we krwi lub w płynach śródtkankowych 
(Ryc. 2) [26, 31-36].

BUDOWA NTPDaz

Masa cząsteczkowa znanych NTPDaz w aha się w grani
cach 50-189 kDa. Wszystkie NTPDazy posiadają pięć za
chowanych w  ewolucyji regionów tzw. "apyrase conserved 
regions” (ACR 1-5) (Ryc. 2) [31,34,37-39]. Badania tych re
gionów wskazują, że pełnią one praw dopodobnie kluczo
wą rolę w  procesie katalizy [34,37-39]. Większość mutacji 
punktow ych w obrębie regionów ACR wywołuje inaktywa- 
cję, zmniejszoną aktywność enzymatyczną i / lu b  niższym 
poziom syntezy białka. Niektóre mutacje (np. substytucje) 
powodują zmianę stosunku hydrolizy ATP:ADP, zwiększa
jąc aktywność ATPazową lub ADPazową NTPDaz.

NTPDazy należą do nadrodziny ak tyn /hsp70 /hekso- 
kinaz. Wszystkie białka tej grupy posiadają dwie ważne 
dom eny (N- i C-końcowa) o charakterystycznej pow tarza
jącej się strukturze drugorzędowej ((3ip2(33al(34a2p5a3), 
które powstały najprawdopodobniej w  wyniku duplikacji 
genu. Między tymi dom enam i znajduje się kieszeń, na dnie 
której wiążą się substraty [21]. W oparciu o podobieństwo 
znanych sekwencji NTPDaz do sekwencji białek należą
cych do nadrodziny aktyn zaproponow ano kom puterow y 
model trzeciorzędowej struktury NTPDazy3 człowieka. 
Zgodnie z tym modelem ACR1 i ACR4 tw orzą dwie struk
tury (3 zlokalizowane po obu stronach dom eny zew nątrz
komórkowej. W rejonie tych ACR (1 i 4) znalezione zastały 
motywy wiążące (3- i y-fosforan (DXG), charakterystyczne 
dla białek należących do nadrodziny ak tyn /hsp70 /hekso- 
kinaz [28,31,37]. ACR3 i ACR5 to a-helisy, zlokalizowane 
między N- i C-końcową dom eną [37]. Struktura trzeciorzę
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dow a zbudow ana w oparciu o pomiary kryształu domeny 
zewnątrzkomórkowej NTPDazy2 szczura charakteryzuje 
się podobnym  planem  budowy. Zawiera ona dwie domeny, 
między którymi zostało zidentyfikowane miejsce aktywne 
[40]. Dodatkowo niektóre z enzymów tej rodziny zwierają 
w  swojej strukturze niezbędne dla aktywności katalitycznej 
mostki disiarczkowe [35,36].

Na granicy dom eny zewnątrzkomórkowej i błony ko
mórkowej (między N-końcową dom eną transbłonow ą (TM) 
i ACR1 oraz C-końcową TM i ACR5) zlokalizowane są dwie 
zachowane w ewolucji reszty proliny ułatwiające przyjęcie 
prawidłowej konformacji i usztywnienie struktury  domeny 
zewnątrzkomórkowej. Taka budow a umożliwia NTPDa- 
zom (i innym białkom należącym do nadrodziny aktyn) ro
tacyjny ruchów dom en zewnątrzkom órkowych w zględem  
siebie powodując ich zbliżanie i odsuwanie. Ruchy te na
zywane „butterfly-like" umożliwiają zbliżenie rejonu ACR1 
i ACR4 do substratu, a następnie katalizę oraz uwolnienie 
produktu. Wydaje się więc, że te skoordynow ane ruchy 
związane z resztami proliny są niezbędne do przeprow a
dzenia katalizy [37]. Ruchy dom en zewnątrzkom órkow ych 
dotyczą jednak tylko NTPDaz związanych z błoną kom ór
kową (1-3 i 8) i są funkcjonalnie i strukturalnie związane 
z ruchem domen transbłonowych. Domeny transbłonowe 
NTPDaz (1-3 i 8) w rejonach zlokalizowanych po stronie 
ekstracytoplazmatycznej silnie ze sobą oddziałują, podczas 
gdy po stronie cytoplazmatycznej ich współdziałanie jest 
niewielkie. Stwierdzono również, że aktywność NTPDazyl 
jest uw arunkow ana możliwością przemieszczania się helis 
TM względem siebie [37], Domeny transbłonowe NTPDaz 
mogą również uczestniczyć w oligomeryzacji enzymów. 
NTPDazy łatwo tworzą homooligomery (dimery, trim ery 
i tetrametry). Nie stwierdzono jednak tworzenia przez te 
białka heterooligomerów. Formy oligomeryczne różnią się 
od form monomerycznych aktywnością katalityczną oraz 
właściwościami biologicznymi [30,34,37]. Zwierzęce NTP
Dazy są modyfikowane po translacji. Najważniejszą z nich 
jest glikozylacja [4,24,37], która jest niezbędna dla ich praw i
dłowej lokalizacji w błonie komórkowej [21].
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WŁAŚCIWOŚCI FIZYKO-CHEMICZNE NTPDaz

NTPDazy wykazują specyficzność substratow ą wzglę
dem  wszystkich nukleotydów, a ich aktywność wym aga 
obecności jonów dwuwartościowych [27-32,41], W ykazują 
alkaliczne optim um  pH  (7,5-8,5) [4,24,28,34]. NTPDazy róż
nią się wrażliwością na jony, preferencjami substratowymi, 
oraz produktam i katalizy [21]. NTPDazy 1-3 i 8 hydrolizują 
wszystkie nukleotydy, ale ich reakcja przebiega najefektyw
niej dla nukleotydów  adeninowych. NTPDaza 1 hydrolizuje 
ATP i ADP ze zbliżoną szybkością, podczas gdy NTPDazy 
3 i 8 mają w yższe powinowactwo do ATP niż ADP. Z kolei 
NTPDaza 2, nazyw ana czasami ektoATPazą, wykorzystuje 
jako substraty głównie trifosforany nukleozydów  [4,5,21,26, 
39]. W przeciwieństwie do zwierzęcych, NTPDazy 1 i 2, 
które są najsilniej aktywowane w  obecności jonów Mg2+, 
NTPDazy 3 i 8 ulegają silnej aktywacji w  obecności jonów 
Ca2+ [21]. NTPDaza 4 najefektywniej hydrolizuje UDP i nu- 
kleozydy 5 '-di- oraz 5'-trifosforanowe z wyjątkiem ATP i 
ADP [4,5,26]. NTPDaza 7 katalizuje przede w szystkim  re
akcję hydrolizy trifosfonukleozydów (UTP, GTP, CTP) [21]. 
NTPDaza 5 i 6 hydrolizują głównie nukleozydy 5'-difosfo- 
ranow e (GDP, UDP i IDP) [4,5,26,32,33], N TPD azal hydro 
lizuje ATP i ADP do AMP, jeśli jednak substratem  jest UTP, 
to głównym  produktem  tego enzym u jest UDP, a nie UMP. 
W przeciwieństwie do NTPDazy 1, NTPDaza 2 hydrolizuje 
ATP do ADP, które z udziałem innych NTPDaz może być 
defosforylowane do AMP. Z kolei NTPDaza 3 i 8 hydroli
zują ATP do produktu  przejściowego jakim jest ADP, który 
przez te same enzymy degradow any jest do m onofosforanu 
adenozyny [21].

M echanizm katalizy NTPDaz nie został w pełni poznany. 
W oparciu o kom puterow e modele i analizy rentgenogra- 
ficzne postuluje się, że specyficzność substratow a NTPDaz 
w zględem  tri- i difosforanów nukleotydów  jest wynikiem  
plastyczności centrum aktywnego i zarów no NTP jak i 
NDP konkurują o to samo miejsce hydrolityczne. Hydroliza 
rozpoczyna się od aktywacji cząsteczki w ody przez grupę 
karbonylową glutam inianu 165. Następnie powstający po 
deprotonacji w ody jon akoholanowy atakuje wiązanie piro- 
fosforanowe y i (3 i uwolnione zostają reszty fosforanowe. 
Jony dwuwartościowe uczestniczą tak w aktywacji wody, 
jak i stabilizują substrat w  centrum  katalitycznym.

INHIBITORY NTPDaz

Aktywność NTPDaz może być regulow ana za pom o
cą różnych związków. Znanym i inhibitoram i NTPDaz 
są: analogi nukleotydów , związki chelatujące jony metali 
dw uw artościow e, suram ina, azydki i w  p rzypadku  nie
których typów  NTPDaz HgCĘ i polioksom etale [34,42,43]. 
Najsilniejszym inhibitorem aktywności NTPDaz, który 
jednocześnie nie w pływ a na przekazyw anie sygnału z 
udziałem  receptorów nukleotydow ych jest struk turalny  
analog ATP (6-N,N-dietylo-D-(3-y-dibromometyleno-ATP
[21]. Innym i proponow anym i inhibitoram i tych enzym ów  
o dużej specyficzności są również: 5 '-trifosforan 8-tiobuty- 
loadenozyny (8BuS-ATP) i kw as l-naftol-3,6-disulfonowy 
(BG0136) [21]. W ykazano również, że jony gadolinu 
ham ują NTPDazy z organu elektrycznego w ęgorza elek
trycznego (Torpedo mormorata) oraz apirazę z ziem niaka
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[21,42], Większość prezentow anych wyżej inhibitorów 
charakteryzuje się jednak niską specyficznością, bowiem  
poza NTPDazami ham ują rów nież aktywność innych nu- 
kleotydaz, jak i receptorów  P2. Enzymy rodziny NTPDaz 
są niew rażliw e na specyficzne inhibitory ATPaz typu P, F 
i V [27-29,34,43],

FUNKCJE NTPDaz

Podstaw ow ą funkcją metaboliczną NTPDaz jest kontrola 
stężenia nukleotydów  w komórce i w  przestrzeni zewną- 
trzkomórkowej. W ewnątrz komórki degradacja tri-, di- oraz 
m onofosfonukleotydów zmienia jej ładunek energetyczny, 
potencjał fosforylacyjny oraz stężenie jonów fosforano
wych. Ponadto enzymy te mogą uczestniczyć również w 
glikozylacji białek, metabolizmie cukrów oraz utrzym yw a
niu integralności błon komórkowych [24,29,44],

Poza komórką NTPDazy hydrolizują nukleotydy do mo- 
nofosforanów nukleozydów, które są następnie degrado
w ane przez inne enzymy metabolizujące puryny do adeni
ny, rybozy i ortofosforanu. Powyższa aktywność nie tylko 
uwalnia receptory od ich nukleotydowych agonistów, ale 
powstające produkty degradacji nukleotydów mogą być z 
udziałem  odpowiednich kanałów (ortofosforan) i transpor
terów białkowych (adenozyna) transportow ane do komórki 
i ponownie wykorzystane w resyntezie nukleotydów. NTP
Dazy mogą również w  bezpośredni sposób wpływać na re
gulację wielu ważnych procesów fizjologicznych. NTPDazy 
degradując nukleotydy obecne we krwi i ścianie naczyń 
regulują hemostazę, ciśnienie krwi oraz odpow iedź im m u
nologiczną (hamują procesy prozapalne) co może w  istotny 
sposób wpływać nie tylko na metabolizm układu krwiono
śnego ale również na inne narządy i tkanki.

W układzie nerw ow ym  NTPDazy degradując nukle
otydy nie tylko kończą sygnał purynowy, ale powstające 
w  w yniku hydrolizy produkty mogą modyfikować proce
sy fizjologiczne [41], takie jak percepcja bólu i neurotran- 
smisja [29,34,36,44]. W szczelinie synaptycznej i na płytce 
nerwowo-mięśniowej znajdują się NTPDaza 1 i 2. Oba en
zymy degradują ATP natomiast NTPDazal również ADP. 
Wiele dow odów  wskazuje, że powyższe enzym y kończą 
sygnał nukleotydow y przekazywany z udziałem  recepto
rów P2 [34, 45-49], Jednak analizy kinetyczne wykazały, że 
różnią się one wartością KM względem ATP. KM NTPDazy 
1 jest o rząd wielkości mniejsze od KM NTPDazy 2 i zbli
żone do stężenia ATP wystarczającego do aktywacji recep
torów P2. Milimolarne stężenia ATP wymagają szybkiego 
usunięcia z synapsy. NTPDaza 2, której KM w zględem  ATP 
jest wyższe niż NTPDazy 1, może działać wydajniej w  w a
runkach wysokiego, cytotoksycznego stężenia ATP, np. 
towarzyszącego drgaw kom  epileptycznym, niedotlenieniu 
lub niedokrwieniu [34], Powyższe wyniki wskazują, że za 
zakończenie sygnału nukleotydowego odpowiedzialna 
jest N TPD azal podczas, gdy NTPDaza 2 uczestniczy w 
obniżaniu wysokich, toksycznych stężeń ATP w szczelinie 
synaptycznej i / lu b  produkcji ADP, kolejnej cząsteczki sy
gnalizacyjnej [34,46,48-52], NTPDaza 2, hydrolizując ATP 
do ADP, produkuje również agonistę receptorów P2Yr  W 
wielu komórkach stw ierdzono kolokalizację receptorów 
P2Y1 i aktyw ow anych przez ATP receptorów P2Y^. A ktywa
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Rycina 3. Schemat budow y enzym ów  należących do  rodziny  NPPaz. A) budow a N PPazy 1, 2 i 3; B) dw ie przypuszczalne struktury  N PPaz 4-7.

cja tych ostatnich może hamować uwalnianie z neuronów  
neurotransm iterów  stymulujących.

R O D ZIN A  NPPAZ

NPPazy są enzymami posiadającymi aktywność alka
licznej fosfodiesterazy i pirofosfatazy nukleotydowej [4,7]. 
Enzymy te odpowiedzialne są za hydrolizę w iązań pirofos- 
foranowych nukleotydów  oraz w iązań fosfodiestrowych 
kwasów nukleinowych [6,8,9], Katalizują reakcję hydrolizy 
3', 5'-cAMP do AMP, ATP do AMP i PPi, ADP do AMP i Pi 
lub NAD+ do AMP i m ononukleotydu nikotynoam idowego 
(Tab. 1) [4,5,9]. Białka homologiczne do NPPaz zwierzęcych 
zidentyfikowano w komórkach roślin, bakterii, drożdży 
oraz w genomie w irusa z rodzaju Avipoxvirus (Fowlpox vi
rus) [4-6].

Błonowe formy NPPaz zlokalizowane zostały w więk
szości analizowanych tkanek zwierzęcych. Ich obecność 
stwierdzono w mózgu, sercu, nerkach, trzustce, łożysku, 
wątrobie, jelicie cienkim, jajnikach, gruczole krokowym, 
jądrach, komórkach kości, komórkach chrząstki i w  maci
cy [3-7,53-55]. Poszczególne enzymy związane są z reguły 
ze specyficznymi typami komórek lub strukturam i subko- 
mórkowymi. Mogą również współwystępować w  jednej 
tkance [4-6,56]. Rozpuszczalne formy NPPaz zlokalizo
w ane zostały przede wszystkim  w surowicy krwi, płynie 
m ózgowo-rdzeniowym  i żółci [53] kręgowców oraz jadzie 
węży (np. u Crotalus adamanteus) [4-7,53]. W skład rodziny 
NPPaz wchodzi siedem białek oznaczonych num eram i 1-7 
zgodnie z kolejnością ich odkrycia. Ze względu na różni
ce w  sekwencji reszt am inokwasowych budujących białka 
rodziny NPPaz możemy wyróżnić dwie oddzielne grupy 
tych białek (Ryc. 3). Pierwszą z nich stanowią NPPazy 1-3 
(Ryc. 3A). W skład drugiej grupy w chodzą natomiast NPPa
zy 4-7 (Ryc. 3B) [54]. Cechą wspólną białek należących do 
obu grup jest budow a centrum  katalitycznego, które jest 
najbardziej zachowanym  w ewolucji miejscem cząsteczki 
(podobieństwo w składzie reszt am inokwasowych między 
poszczególnymi NPPazami u ludzi wynosi 24-60%). Zacho
wanie w ewolucji dotyczy reszty treoniny oraz otaczających 
ją reszty am inokwasowych centrum  aktywnego [3,6,7,57- 
59]. Ponadto wszystkie NPPazy (NPPazy 1-7) posiadają od 
4 do 10 potencjalnych miejsc N-glikozylacji (Asn-X-Ser/
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Thr). Ich funkcja właściwie nie została jeszcze wyjaśniona, 
ale uważa się, że mogą one uczestniczyć w transporcie tych 
enzymów na powierzchnię błony komórkowej [3,6,7].

NPPAza 1-3

Enzymy należące do tej grupy wykazują duże zróżnico
wanie. Geny kodujące NPPazę 1 i NPPazę 3 zlokalizowano 
na chromosomie 6 (6q22-q23) co sugeruje, że powstały one 
przez duplikację jednego genu [3,6,7]. Podobieństwo se
kwencji reszt aminokwasowych między tymi dw om a enzy
mami wynosi około 50% [6]. Gen NPPazy 2, z kolei, zloka
lizowany został na chromosomie 8 (8q24.1) i jego sekwencja 
jest tylko w 39-41% homologiczna do NPPaz 1 i 3 [3,6,7]. 
NPPazy 1 i 3 zbudow ane są z dwóch identycznych podjed- 
nostek o masie ok. 110 kDa każda, połączonych mostkami 
dwusiarczkowymi. NPPaza 2 natomiast jest m onomerem 
[3,7,59]. Ta grupa NPPaz zaliczana jest do glikoprotein 
transbłonowych typu II [54,55,57-62]. NPPaza 1, 2 i 3 mogą 
występować również w formie rozpuszczalnej [53,58,59,61],

Błonowe formy NPPaz 1-3 zbudow ane są z trzech do
men: 1, zewnątrzkomórkowej zawierającej m otyw y podob
ne do somatomedyny B (SMB), motyw o właściwościach 
nukleazy, domenę katalityczną oraz m otyw dłoni EF; 2, 
pojedynczej domeny transbłonowej i 3, krótkiej N-końcowej 
dom eny wewnątrzkomórkowej (Ryc. 3A) [54,55,60,61].

W obrębie centrum  katalitycznego tych enzym ów  znaj
duje się zachowana w ewolucji reszta treoniny oraz sześć 
zachowanych w ewolucji reszt aminokwasowych wiążą
cych metale [6,57]. Dodatkowo w domenie katalitycznej 
NPPazy 1 i 3 występuje zachowana w ewolucji sekwencja 
Gly-X-Gly-X-X-Gly [7,60], a w  NPPazie 2 Phe-X-Gly-X-X- 
Gly (X oznacza dowolną resztę aminokwasowa) [60]. Ten 
bogaty w reszty glicyny motyw jest niezbędny dla katalizy, 
ponieważ przedostatnia reszta am inokwasowa jest jednym  
z sześciu zachowanych w  ewolucji reszt am inokwasowych 
biorących udział w  wiązaniu jonów metali [60],

NPPAZY 4-7

Enzymy te są bardzo blisko ze sobą spokrewnione. Podo
bieństwo między NPPazą 4 i NPPazą 5 wynosi ponad 51%.
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NPPazy 4-7 są z reguły znacznie krótsze od białek należą
cych do pierwszej grupy (u ludzi NPP 4 zbudow ana jest z 
453, a NPP 5 z 477 reszt aminokwasowych). Geny kodujące 
te białka posiadają tylko dw a introny homologiczne do in- 
tronów 13 i 15 występujących w  genach kodujących NPPa
zy 1-3, co wskazuje na wspólne pochodzenie obu grup en
zym ów [57].

Struktura NPPaz 4-7 nie została jeszcze poznana. W lite
raturze pojawiają się dw a różne modele strukturalne tych 
cząsteczek. Pierwszy z nich zakłada, że enzym y te nale
żą do I typu białek transbłonowych posiadających krótką 
C-końcową domenę wewnątrzkom órkową, która nie jest 
zachowana w ewolucji, domenę transbłonow a i krótszą w  
porów naniu z NPPazami 1-3 dom enę zewnątrzkom órko- 
w ą zawierającą jedynie motyw fosfodiesterazy (Ryc. 3B)
[3,6,7,58,62].

Inny model zakłada, że NPPazy 4 i 5 mają budow ę 
zbliżoną dla fosfataz. Enzymy te nie m iałyby wów czas N- 
końcowej dom eny cytoplazmatycznej, ani regionu trans- 
błonowego (Ryc. 3B). W zakotwiczonej w  błonie dom e
nie zew nątrzkom órkow ej brak m otyw ów  podobnych do 
som atom edyny B, w  w yniku czego dom ena ta jest o 250 
reszt am inokw asow ych krótsza od dom eny zew nątrzko 
mórkowej występującej w  NPPazach 1-3 [57], Nie znana 
jest s truktura  oligomeryczna tych enzym ów  [3,6,7,58,62]. 
Większość znanych NPPaz jest białkami transbłonow ym i. 
Jednak niektórzy autorzy sądzą, że istnieją rów nież for
my pozbaw ione dom eny transbłonowej a zakotw iczone 
w  błonie kotwicą glikofosfatydyloinozytolową. Ta forma 
enzym u miałyby być wynikiem  różnicowego cięcia i skła
dania mRNA NPPaz 1-7 lub modyfikacji potranslacyjnej 
tych białek [6].

ROZPUSZCZALNE FORMY NPPaz

NPPazy 1, 2, 3, 6 i 7 występują również w  formie roz
puszczalnej [58,62]. Większość z tych białek może powstać 
w w yniku różnicowego cięcia i składania mRNA kodujące
go błonową formę enzym u [3] lub podobnie jak w  przypad 
ku niektórych NTPDaz jest efektem proteolitycznego od- 
szczepienia domeny zewnątrzkomórkowej tuż przy błonie 
komórkowej [3,4,6,7], Enzymy te mają takie same właściwo
ści oraz takie same miejsca glikozylacji jak białka związane 
z błoną komórkową.

Rozpuszczalna NPPaza 1 człowieka jest wynikiem  prote
olitycznego rozszczepienia formy błonowej m iędzy reszta
mi proliny 152 i alaniny 153. Przypuszcza się, że proteoliza 
przebiega w aparacie Golgiego. Enzym ten o masie około 
100 kDa ma budow ę analogiczną do zewnątrzkomórkowej 
dom eny NPPaz błonowych. Nie zawiera on jednak dom eny 
podobnej do som atom edyny B uczestniczącej w  tworzeniu 
m ostków dwusiarczkowych [7], Inną rozpuszczalną formą 
N PPaz ssaków jest NPPaza 2 (autotaksyna), glikoproteina 
o masie 125 kDa wydzielana między innymi przez kom ór
ki czerniaka. Białko to powstaje jako pre-pro-enzym, który 
po odcięciu proteolitycznym dom eny zew nątrzkom órko
wej przyjmuje formę rozpuszczalną [58,59]. Enzym ten ma 
identyczną strukturę jak domena zew nątrzkom órkow a bło
now ych form NPPaz [63,64].
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AKTYWNOŚĆ BIOLOGICZNA NPPaz

Enzymy należące do tej rodziny wykazują niewielką 
specyficzność substratową. Katalizują reakcję hydrolizy 
wiązań pirofosforanowych i w iązań fosfodiestrowych w 
wielu różnych związkach zawierających tego typu wiąza
nia [55,57,58,60], Enzymy te są również zdolne do hydrolizy 
wiązań siarkowo-fosforanowych w  cząsteczkach 3'-fosfo- 
adenozyno 5'-fosfosiarczanu [3,6]. NPPazy 1-3 posiadają 
wysoką specyficzność w stosunku do nukleotydów  jako 
substratów. NPPaza 2 dodatkowo posiada aktywność lizo- 
fosfolipazy D. Podstawowym  substratem dla tego enzymu 
jest lizofosfatydylocholina, która jest hydrolizowana do 
kwasu lizofosfatydowego (ang. lyśophosphatidic acid) będą
cego cząsteczką sygnałową. Natomiast NPPaza 6 i 7 hydro- 
lizują tylko wiązania fosfodiestrowe lizofosfolipidów oraz 
innych estrów fosforanowych choliny [56,58,59,62].

MECHANIZM REAKCJI KATALIZOWANEJ PRZEZ NPPazy

Na podstaw ie strukturalnego podobieństw a NPPaz do 
fosfataz zaproponow ano dw uetapow y m echanizm  hydro 
lizy substratu. Proces ten zależny jest od obecności dwóch 
jonów metali dwuwartościowych. Jony te są koordynacyj
nie w iązane przez am inokwasy centrum  katalitycznego 
[6,7,57]. W pierw szym  etapie reakcji jeden atom  m etalu 
(Me2) aktywuje, obecną w  centrum  katalitycznym, grupę 
hydroksylow ą reszty treoniny. Z jej udziałem  p row adzony 
jest atak nukleofilowy na atom  fosforu a  substratu  i tw o
rzy się w iązanie kowalencyjne. Prow adzi to do uw olnienia 
z cząsteczki substratu grupy alkoholowej i pow stania ko
walencyjnego zw iązku pośredniego — kom pleksu enzym - 
substrat [53]. W drugim  etapie reakcji nukleofilem jest czą
steczka w ody związana z jonem M el, która przeprow adza 
nuleofilowy atak na centralny atom  fosforu zw iązku po
średniego, utw orzony zostaje kom pleks enzym-monofos- 
foran nukleozydu, w którym  NM P jest niekowalencyjnie 
zw iązany z enzymem. Następnie kompleks ten ulega dy- 
socjacji do wolnego enzym u i 5'- m onofosforanu nukleozy
du [6,7,57].

WŁAŚCIWOŚCI FIZYKO-CHEMICZNE NPPaz

Wszystkie NPPazy posiadają alkaliczne optim um  pH 
(8,5-9,5) [55,56,59,62] (8,9-9,3 dla NPPazy 1). Umożliwia 
ono praw idłow y przebieg katalizy, ponieważ kwaśne pH 
powoduje zaham owanie drugiego etapu reakcji. Do pełnej 
aktywności tych enzym ów w ym agana jest obecność dw u 
wartościowych jonów metali [4,6,7,56,65] takich, jak Ca2+, 
Mg2+, M n2+ lub Zn2+. W ykazano, że kationy Ca2+ stabilizują 
cząsteczki PC-1 (NPPaza 1 człowieka) [4,5,65] oraz chronią 
je przed termiczną denaturacją i proteolizą [7,65]. Wartości 
Km tej grupy enzym ów zależą od rodzaju substratu oraz 
typu NPPazy uczestniczącej w  reakcji.

INHIBITORY NPPaz

NPPazy są kompetycyjnie ham ow ane przez produkty  
katalizow anych reakcji, jak rów nież przez glikozoamino- 
glikany, takie jak heparyna i siarczan heparanu  [3,7]. Do
datkow o działanie enzym ów  może być blokow ane przez 
EDTA oraz inne związki chelatujące jony metali, które są
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niezbędne do przeprow adzenia  katalizy [3,57]. Niekom- 
petycyjnym  inhibitorem  drugiego etapu reakcji jest imida- 
zol. Związek ten wiąże się do kom pleksu enzym -substrat 
powstającego w pierw szym  etapie reakcji. Innym  zw iąz
kiem ham ującym  działanie NPPaz poprzez w iązanie jo
nów  metali jest dietylopirokarbonian przeprow adzający 
acylację reszty histydyny [57], H ydroliza polifosforanów 
diadenozyny jest ham ow ana w obecności błękitu cybakro- 
now ego (ang. Cibacron Blue), niespecyficznego inhibitora 
receptora P2 [55], PPADS [4,66] oraz suram iny [66]. P ierw 
szy z nich jest inhibitorem  dla wszystkich NPPaz, drugi 
wykazuje silniejszy w pływ  na NPPazę 1 i NPPazę 3, trzeci 
natom iast ham uje jedynie NPPazę 1 i N PPazę 2 [66]. Inhi
bitorami tych enzym ów  występujących w  formie dim erów  
są związki redukujące takie, jak 2-m erkaptoetanol i ditio- 
treitol [3,7], które niszczą m ostki dw usiarczkow e łączące 
podjednostki.

FUNKCJE NPPaz

Funkcje NPPaz 1-3 zostały dobrze poznane i scharakte
ryzowane jednak fizjologiczna rola NPPaz 4-7 wciąż nie jest 
do końca wyjaśniona [55]. Zmiany w działaniu pierwszej 
grupy enzym ów towarzyszą w ielu schorzeniom. Nie w ia
domo jednak, czy pojawienie się stanów patologicznych 
jest skutkiem dysfunkcji tych enzymów, czy też następ
stwem  choroby [3]. NPPazy w raz z innym  ektoenzymami 
regulując stężenie zew nątrzkom órkowych nukleotydów, 
które współdziałają z receptorami P2, wpływają na wiele 
procesów biologicznych, takich jak skurcz mięśni gładkich, 
agregacja płytek krwi, wydzielanie horm onów, odpow iedź 
immunologiczna oraz proliferacja, różnicowanie i apoptoza 
komórek [3,7]. Hydroliza ATP przez NPPazy może rów 
nież chronić komórki przed zależną od ATP apoptozą in
dukow aną w wyniku aktywacji receptora P2X7. Inhibitory 
NPPazy 1, 6-azofenylofosforan pirodoksalu i kwas 4'-disul- 
fonowy hamują tworzenie adenozyny i inicjację apoptozy 
za pośrednictwem  receptora A3 w komórkach nerwiaka 
niedojrzałego linii N1E-115 myszy [3],

NPPazy, podobnie jak NTPDazy, degradując ektonu- 
kleotydy biorą również udział w  wychwycie zwrotnym  
uwolnionych z nich nukleozydów i ortofosforanu [3,6,7], 
Ponadto enzymy te utrzymując równowagę między stęże
niem pirofosforanu (PP;) i ortofosforanu (P.) uczestniczą w 
regulacji procesu mineralizacji kości [3,7]. NPPaza 2, dzięki 
aktywności lizofosfolipazy D, stymuluje ruchliwość kom ó
rek [60,61,64,67], Dodatkowo istnieją liczne dowody prze
mawiające za udziałem  NPPazy 1 w oporności na insulinę. 
Nie jest jednak znane molekularne podłoże tego procesu, a 
w  literaturze pojawia się wiele sprzecznych danych doty
czących tych procesów.

NPPazę 2 zlokalizowano w  komórkach wielu typów 
now otw orów  włączając raka wątroby, nerwiaka niedojrza
łego, raka prostaty oraz raka płuc. W ykazano, że enzym 
ten zwiększa możliwości inwazyjne i przerzutow e kom ó
rek rakowych oraz komórek zawierających onkogen ras 
[7,60,61,67]. Dodatkowo NPPaza 2 uczestniczy w indukcji 
angiogenezy, co może być wynikiem  działania adenozyny, 
końcowego produktu  enzymatycznej degradacji ATP zapo
czątkowanego przez NPPazę.
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NUKLEOTYDAZY ROZPUSZCZALNE

Kolejna rodzina rozpuszczalnych enzym ów, które hy- 
drolizują ektonukleotydy zidentyfikowana została w  gru 
czołach ślinowych stawonogów żywiących się krwią (Ci- 
mex lectularius, Phlebotomus papatasi i Lutzomyia longipalpis). 
Enzymy te hydrolizując ADP, które inicjuje agregację pły
tek, hamują krzepnięcie krwi żywicieli w /w  owadów. Se
kwencje genów homologiczne do tych, które znaleziono u 
wymienionych owadów zlokalizowane zostały również w 
układzie krwionośnym  i nerw ow ym  człowieka oraz w ge
nomie muszki owocowej (Drosophila melanogaster), nicieni 
(Caenorhabditis elegant) i pierwotniaka (Cryptosporidium pa- 
ruum) [70-74]. Enzymy te są białkami o masie cząsteczkowej 
ok. 35-37 kDa i należą do grupy nukleotydaz filogenetycz
nie spokrewnionych z 5'nukleotydazą [73,74]. Ich aktyw
ność jest ściśle zależna od jonów wapnia. U pluskw y Cimex 
lectularius w  wiązaniu jonów Ca2+ uczestniczą przypusz
czalnie reszty Asp znajdujące się w motywie DDRTG zloka
lizowanym w krótkiej pętli między dw om a strukturam i [3. 
O ptim um  pH  dla tej grupy enzymów u człowieka zawiera 
się w  zakresie 6,2-7,2, podczas gdy u ow adów  wynosi ono 
8,5. Enzymy te ulegają licznym modyfikacjom posttransla- 
cyjnym: glikozylacji, fosforylacji, N-mirystylacji [70-72],

Ta grupa rozpuszczalnych białek znacznie różni się od 
dotychczas omawianych NPPaz i NTPDaz tak pod wzglę
dem  pochodzenia, budowy, jak i właściwości. Enzymy te 
kodowane są przez inne geny niż omawiane wcześniej ro
dziny enzymów. Sekwencja reszt am inokwasowych tych 
białek wykazuje brak homologii do wcześniej opisanych 
rodzin nukleotydaz. Niewielkie podobieństwa dotyczą 
przede wszystkim obszarów miejsca katalitycznego. Ma to 
najprawdopodobniej związek z katalizowaniem hydrolizy 
identycznych nukleotydów. Jednak aktywność katalityczna 
enzymów pochodzących z gruczołów ślinowych owadów 
jest ściśle zależna od jonów wapnia, podczas, gdy NTPDazy 
i NPPazy mogą wiązać różne jony metali dwuwartościo- 
wych.

N TPD azy I NPPazy REGULUJĄ 
STĘŻENIE NUKLEOTYDÓW

Podsumowując NPPazy i NTPDazy nie są filogenetycz
nie spokrewnione lecz pełnią w  tkankach zwierząt i roślin 
podobną funkcję. Stanowią więc przykład ewolucji konwer- 
gencyjnej białek. NPPazy należą do nadrodziny enzymów 
fosforosiarkowych wiążących metale i wykazują duże po 
dobieństwo do fosfataz. NTPDazy natomiast posiadają naj
prawdopodobniej wspólnego przodka z kinazami cukrów 
(ang. actin-hsp 70 sugar kinases), ponieważ zawierają m otyw  
heksokinazy (ang. hexokinase actin-hsp70) wiążący p i y  fosfo
ran [4,5]. Analiza sekwencji aminokwasowych kodujących 
enzymy należące do obu rodzin wykazuje brak podobień
stwa między tymi grupam i białek. Wyjątek stanowią te re
giony łańcuchów białkowych, które uczestniczą w  katalizie. 
W ich obrębie można zauważyć niewielką homologię. Ma to 
praw dopodobnie związek z rodzajem katalizowanej reakcji.

W procesach degradacji nukleotydów uczestniczy wiele 
rodzin enzymów. Oznacza to, że prawidłowe ich stężenie i 
przemiany tych związków w komórce i poza nią są bardzo
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ważne dla m etabolizmu komórek i tkanek. Każda z om a
wianych w tym  przeglądzie rodzin enzym ów  degraduje 
ATP i inne nukleotydy do NDP lub NMP. Ich funkcja w 
komórce i poza nią z pozoru wydaje się odmienna. Obni
żenie stężenia ATP poza komórką skutkuje zaham owaniem  
procesów prozapalnych, hamuje cytotoksyczne działanie 
tej cząsteczki, kontroluje agregację płytek krwi oraz procesy 
transmisji sygnału z udziałem  nukleotydów.

Rzeczą charakterystyczną jest to, że większość dotychczas 
opisanych NTPDaz i NPPaz zwierzęcych to ektoenzymy 
związane z błonami, a ich rozpuszczalne formy znajdziemy 
we krwi, płynie m ózgow o-rdzeniow ym  i innych płynach 
tkankowych. Hydroliza trifosforanów nukleozydów  przez 
NPPazy prow adzi do uwolnienia AMP i PP Związki te są 
identyczne do produktów  NTPDaz (AMP), lecz różnią się 
drugim  z produktów  reakcji PP.. Enzymy te posiadają do
datkowo aktywność fosfatazy i kinazy.

U zw ierząt sku tk iem  obniżenia stężenia tri- i difosfo- 
nukleozydów  poza kom órkam i pow oduje  uw olnienie 
receptorów  P2 od ich agonistów  i przerw anie  sygnału 
purynow ego. Pow stający w w yniku  tej reakcji NM P i 
jest degradow any  do stosow nego nuk leozydu  i ortofos- 
foranu. Tylko w  takiej form ie p roduk ty  degradacji di- i 
trifosfonukleozydów  m ogą być transpo rtow ane  z u d z ia 
łem specyficznych transporterów  białkow ych i kanałów  
z przestrzeni zew nątrzkom órkow ej do kom órki i u zu p e ł
niać w  niej pule zw iązków  niezbędnych do syntezy n u 
kleotydów .

PO D SU M O W A N IE

W utrzym aniu  hom eostazy p u ryn  i p irym idyn  w  p rze 
strzeni pozakom órkow ej uczestniczy w iele różnych en 
zym ów  należących do kilku rodzin  nuk leo tydaz  (w tym 
6 NTPDaz i 7 NPPaz) oraz deam inaza i k inaza adenyla- 
nowa. Enzymy te zw ykle w spółw ystępują  w  narządach  i 
tkankach. Ektoenzym y uczestniczące w m etabolizm ie ek- 
tonukleo tydów  form ują w przestrzeni pozakom órkow ej 
łańcuch przem ian, którego substratem  jest ATP, a koń 
cow ym  produk tem  adenozyna. Enzym y uczestniczące w 
tym  szlaku m etabolicznym  są nie tylko odpow iedzia lne  
za uw alnianie recep torów  od ich agonistów , ale rów nież 
p roduku ją  inne cząsteczki sygnałow e, takie jak ADP i 
adenozynę. Egzocytoza ATP pow oduje w  końcow ym  
etapie przem ian produkcję ekw im olarnych ilości ade 
nozyny, zw iązku, który  pełni funkcje neuroprotekcyjne 
[75-79], K rótkotrw ałe incydenty n iedotlenienia  aktyw ują 
w neuronach  i kom órkach endotelium  syntezę 5 '-nukle- 
o tydazy  i zw iększają efektywność kaskady  enzym ów  d e 
gradujących nuk leo tydy  poza kom órką [13,49,50,80]. W 
efekcie w w arunkach  stresow ych zw iększa się stężenie 
ektoadenozyny [50]. Powstająca poza kom órką adenozy 
na jest czynnikiem  cytoprotekcyjnym  i za pośrednic tw em  
receptorów  P I obniża m etabolizm  kom órek nerw ow ych i 
zm niejsza uw aln ian ie  z kom órki p rzekaźników  p o b u d za 
jących [75-79,81-83], E ktopuryny uczestniczące w  proce
sie sygnalizacji oraz m etabolizujące je enzym y tw orzą 
więc unikalny, sam okontrolujący się m echanizm  regu la 
cji m etabolizm u kom órek, który jest n iezbędny  do p raw i
d łow ego funkcjonow ania organizm u.
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ABSTRACT

Purinergic signaling plays an important role in the regulation of many physiological processes. The concentration of nucleotides in extra
cellular space is controlled by at least two fam ilies of nucleotidases: NPPases and NTPDases. These families are examples of convergent 
evolution of proteins. Above ezymes are not phylogenetically related, but they catalyze the same type of reaction. They hydrolyzed tri- and 
diphosphonucleosides to m onophosphonucleosides and orthophosphate or pyrophosphate. This degradation terminates the nucleotide si
gnaling process and also produces other signaling m olecules like ADP, and with 5'-nucleotidase, adenosine. Most of known animal NPPases 
and NTPDases were found as membranous ectoenzymes or soluble proteins localized in tissue fluids. The aim of this work is to provide  
information about localization, structure, properties and function of NPPases and NTPDases in the regulation of extracellular concentration 
of nucleotides and purinergic signaling.
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Słowa kluczowe: ATP, cykl kw asów  trójkar- 
boksylow ych, pirofosforan tiam iny, FAD, jony 
m etali dw uw artościow ych, kom pleks wieloen- 
zym ow y, kw as liponow y, NADH

Wykaz skrótów: E l — dehydrogenaza 2-okso- 
g lu taranow a (pierw szy enzym  kom pleksu); E2 
— transferaza sukcynylodihydroliponianow a 
(drugi enzym  kom pleksu); E3 — dehydroge
naza d ihydroliponianow a (trzeci enzym  kom 
pleksu); OGDHC — kom pleks dehydrogenazy 
2-oksoglutaranow ej (ang. 2-oxoglutarate dehy
drogenase complex); Pi — fosforan nieorganicz
ny; SQ 5 — stężenie substratu  w arunkujące osią
gnięcie połow y prędkości m aksym alnej reakcji 
katalizow anej przez enzym ; TPP — pirofosfo
ran tiam iny (ang. thiamine pyrophosphate)

STRESZCZENIE

Enzymy są odpowiedzialne za szybki i skoordynowany przebieg reakcji biochemicznych, 
wśród których szczególnie istotną rolę odgrywają te związane z zaspokojeniem  potrzeb 

energetycznych komórki. Do takich właśnie biokatalizatorów należy kom pleks dehydroge
nazy 2-oksoglutaranowej (OGDHC) będący kluczowym ogniwem  cyklu Krebsa, który in 
tegruje podstawowe szlaki przemian węglowodanów, kwasów tłuszczowych oraz amino
kwasów zarówno w  kierunku katabolicznym, jak też anabolicznym. Ze w zg lęd u  na ważną 
pozycję aktywność OGDHC jest wielostronnie kontrolowana. Służy temu przede wszyst
kim mechanizm regulacji allosterycznej z udziałem efektorów dodatnich, takich jak ADP, 
Pi, Ca2+, Mn2ł silnie zwiększających powinowactwo pierwszego enzym u kom pleksu do 
2-oksoglutaranu, oraz inhibitorów: ATP, NADH, sukcynylo-CoA wpływających na wszyst
kie trzy enzymy kompleksu. Oprócz szybkiej regulacji izosterycznej i allosterycznej aktyw
ność OGDHC zależy od tempa biosyntezy jego poszczególnych składników związanego z 
ekspresją odpowiednich genów, a także od potranslacyjnych modyfikacji sk ładników kom
pleksu. W szystkie te procesy utrzymują odpowiedni stan dynamicznej równowagi procesu 
katalizowanego przez OGDHC, co w  niektórych sytuacjach metabolicznych chroni go przed 
negatywnymi skutkami nadmiernej aktywności.

W PROW ADZENIE

Przemiany enzymatyczne związane z kluczowymi m etabolitam i usy tuow a
nymi na skrzyżowaniu podstaw ow ych szlaków metabolicznych podlegają swo
istej i wielopłaszczyznowej kontroli. Jednym z takich m etabolitów  jest 2-okso- 
glutaran, w ażny substrat przy generowaniu NADH w  cyklu Krebsa. Proces 
ten pośrednio przyczynia się do przepływ u elektronów oraz pow staw ania siły 
protonomotorycznej w mitochondriach, czego wynikiem  jest synteza ATP [1- 
4], OGDHC dzięki katalizowaniu jednej z głównych, nieodw racalnych reakcji 
utleniania w  cyklu Krebsa, w której 2-oksoglutaran zostaje przekształcony w 
sukcynylo-CoA, ma swoiste znaczenie w  ogólnej kontroli m etabolizm u. Reakcja 
ta należy bowiem do zachowanych w ewolucji podstaw ow ych przem ian, odgry 
wających ważną rolę w  adaptacjach organizmów żywych. Badając rolę OGDHC 
w  różnych rodzajach komórek można dostrzec, że prócz regulacji p rzem ian cy
klu Krebsa kompleks ten przyczynia się do tak ważnych dla funkcjonowania ko
mórki procesów jak: produkcja wolnych rodników, przem iany azotowe, synteza 
hemu, zapobieganie niekorzystnemu działaniu glutam inianu na neurony, odpo 
wiedź na zranienia u roślin [5]. Mutacje prowadzące do syntezy nieaktyw nego 
OGDHC są letalne już w  okresie embrionalnym [6], a te, które znacznie obniżają 
jego aktywności powodują głębokie zmiany homeostazy kom órek [7], zw łasz
cza neuronów, wywołując schorzeniach neurodegeneracyjne jak choroba Alzhe
imera, Parkinsona, Huntingtona, syndrom  W ernickiego-Korsakoffa i inne [8,9], 
Utrzym ywanie należytej aktywności tego kompleksu jest więc szczególnie istot
ne w ochronie neuronów podczas działania różnego rodzaju czynników neu- 
rotoksycznych [8,10,11]. Tempo utleniania 2-oksoglutaranu przez OGDHC ma 
więc kluczowe znaczenie dla metabolizmu wszystkich komórek, a szczególnie 
dla procesów zachodzących w  układzie nerwowym, co m a bezpośredni w pływ  
na kondycję organizmu. Dlatego OGDHC staje się obecnie w ażnym  obiektem w 
kontekście rozwiązywania niektórych problemów medycznych. W celu pełnego 
wykorzystania możliwości katalityczno-regulacyjnych OGDHC należy głębiej 
poznać i zrozumieć mechanizmy jego funkcjonowania w komórkach.

Poszczególne rozdziały niniejszego artykułu przedstawiają aktualną w iedzę 
z zakresu enzymologii, akcentując mechanizmy regulacji OGDHC, które po
zwalają komórce m odulować jego aktywność zgodnie z bieżącymi potrzebam i 
(Ryc. 1). Z w iedzy tej wyłaniają się potencjalne możliwości sterowania ak tyw 
nością kom pleksu w w arunkach doświadczalnych. Możliwości te już w n ieda
lekiej perspektywie mogą zostać wykorzystane w praktyce klinicznej podczas 
terapii chorób neurodegeneracyjnych, nowotworowych i innych.
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PODSTAW Y STRUKTURY I 
FUNKCJONOW ANIA O G D H C

OGDHC należy do rodziny w ieloenzym ow ych kom 
pleksów dehydrogenaz 2-oksokwasów i jest obecny za
rów no u organizm ów  prokariotycznych jak i eukariotycz
nych. Mimo subtelnych różnic w  budow ie katalizuje on 
ten sam proces u w szystkich organizm ów  żyw ych (Tab. 1). 
Sferyczną struk turę  kom pleksu tw orzą pow tarzalne kopie 
dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej (El, EC 1.2.4.2), trans- 
ferazy sukcynylodihydroliponianow ej (E2, EC 2.3.1.61) i 
dehydrogenazy dihydroliponianow ej (E3, EC 1.8.1.4). Bu
dow a przestrzenna OGDHC nie jest jednak absolutnie un i
w ersalna i często w ykazuje różnice specyficzne tkankowo 
i gatunkowo. U bakterii rdzeń  kom pleksu zbudow any jest 
z 24 cząsteczek enzym u E2 tworzących oktaedr, natom iast 
ilościowy udział enzym ów  El i E3 m oże być różny w za
leżności od źródła i sposobu izolacji. U ssaków kompleks 
składa się najczęściej z sześciu hom odim erów  E l i sześciu 
hom odim erów  E3 [12]. W zw iązku z tym  sposób ostatecz
nej konstrukcji O G D H C może mieć znaczenie regulacyjne, 
gdzie ważną rolę odgryw a liczba pow ierzchniow ych czą
steczek E l i E3 otaczających rdzeń  kom pleksu [13]. Przy
kładowo, nowo opisana forma m olekularna OGDHC z 
m ózgu ma odm ienny stosunek poszczególnych enzym ów  
składowych od form y wyizolowanej z serca [13]. Funkcjo
now anie kom pleksu w ym aga zaangażow ania aż pięciu 
kofaktorów: TPP, kw asu  liponowego, CoA, FAD i N AD+. 
Produkty  procesu katalizow anego przez ten kompleks 
powstają w w yniku sekwencyjnych reakcji, w  których ko
lejno działają poszczególne jego enzymy. OGDHC prze
kształca 2-oksoglutaran do sukcynylo-CoA z w ykorzysta
niem koenzym u A oraz N A D + po stronie substratów  i w y
tw orzeniem  N A D H +H + i CO, po stronie produk tów  (Ryc. 
2). W procesie katalizy jako koenzym y, uczestniczą: TPP 
połączony z enzym em  E l kom pleksu, g rupa liponianow a 
w budow ana w struk tu rę  enzym u E2 i FAD zw iązany z 
enzym em  E3. N ależy podkreślić, że reakcja katalizow ana 
przez OGDHC jest jednym  z dwóch, obok dehydrogenazy 
izocytrynianowej, najistotniejszych ogniw  regulacji cyklu 
Krebsa [12]. U św iadam iając sobie kluczow ą rolę cyklu 
Krebsa w m etabolizm ie komórki, zrozum iały staje się sens 
mnogości i w ielopoziom ow ości m echanizm ów  regulacji 
OGDHC (Ryc. 1).

Rycina 1. C zynniki istotne w  regulacji kom pleksu dehydrogenazy 2-oksogluta- 
ranowej u  kręgowców. E l — dehydrogenaza 2-oksoglutaranow a (pierwszy en
zym  kom pleksu); E2 — transferaza sukcynylodihydroliponianow a (drugi enzym  
kom pleksu); E3 — dehydrogenaza dihydroliponianow a (trzeci enzym  kom plek
su); żółte tło — substraty; niebieskie tło — produkty  funkqonow artia kom pleksu; 
zielone strzałki ze znakiem  „+" — działanie aktywujące w iązanie substratów  i 
katalizowane reakcje; czerw one strzałki ze znakiem  — działanie ham ujące 
w iązanie substratów  i katalizow ane reakcje.

REGULACJA BIOSYNTEZY KOMPONENTÓW OGDHC

U organizmów prokariotycznych geny kodujące enzy
my El i E2 kompleksu wchodzą w skład jednego operonu, 
w  związku z czym ich ekspresja jest kontrolowana wspólnie 
[14-15]. Gen enzymu E3 może wchodzić w  skład tego samego 
operonu lub niezwiązanej z nim sekwencji DNA [14]. Trans
krypcja genów poszczególnych enzymów OGDHC u droż
dży podlega wspólnym mechanizmom regulacji [16]. Białka 
regulatorowe HAP2 i HAP3 są aktywatorami transkrypcji ge
nów wszystkich enzymów kompleksu. U eukariontów geny 
kodujące poszczególne enzymy OGDHC są zlokalizowane 
w  genomie jądrowym i mogą być rozmieszczone na różnych 
chromosomach. Procesy regulacji ekspresji tych genów jak 
dotąd są poznane w małym stopniu. W przypadku dobrze 
zbadanego enzymu El OGDHC z serca człowieka, kodowa
nego przez gen zlokalizowany na 7 chromosomie wiadomo,

Tabela 1. Porównanie n iektórych właściwości kom pleksu dehydrogenazy  2-oksoglutaranowej u bakterii i organizm ów  eukariotycznych.

Cecha Bakterie O rganizm y eukariotyczne Piśm iennictw o

struk tura  rdzenia 24 podjednostki E2 24 podjednostki E2 [12,30]

właściwości 
kinetyczne E l

ham ow anie przy w ysokich 
stężeniach 2-oksoglutaranu

niew rażliw y na wysokie stężenia 
2-oksoglutaranu (ssaki)

[24,59]

właściwości 
regulacyjne El

aktyw ow any przez AMP aktyw ow any przez ADP [30,63]

lokalizacja genów
geny kodujące E l i E2 u lokow ane w  tym  sam ym  
operonie, E3 m oże być w  innym  operonie

w szystkie geny w  genom ie jądrow ym , u  człowieka 
E l i E3 na chrom osom ie 7, E2 na chrom osom ie 14

[14,15,17,18]

w iązanie TPP nietrw ałe, podczas izolacji kom pleks traci TPP
podczas izolacji z roślin kom pleks traci TPP, 
zwierzęcy OGDHC utrzym uje koenzym

[24]

aktyw acja liponianu 
przed  w budow aniem

przez ATP przez GTP (u ssaków) [46,47]

w budow yw anie
liponianu

w ym aga aktyw ności jednego enzym u: LplA
w ym aga w spółdziałania dw óch enzym ów: 
LAE i transferazy liponianowej

[46,47]

w pływ  Ca2+ brak aktywacji
u ssaków aktywacja, u ow adów  
i roślin brak aktywacji

[62,63,68]
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że glutaminian, którego stężenie w  komórce jest związane z 
dostępnością 2-oksoglutaranu, jest aktywatorem transkrypcji 
tego genu. Kluczowy koenzym kompleksu, TPP oraz wolna 
tiamina i jej analogi, jak również cAMP, deksametazon, mle
czan i metabolity cyklu Krebsa z wyjątkiem 2-oksoglutaranu, 
nie wykazują istotnego w pływu na poziom transkrypcji genu 
kodującego enzym El kompleksu [17]. Ekspresja zlokalizowa
nego na 14 chromosomie genu kodującego enzym E2 OGDHC 
człowieka jest regulowana przez efektory reagujące na glu- 
kokortykoidy, cAMP i czynnik transkrypcyjny Spl [18]. Gen 
kodujący enzym E3 OGDHC człowieka jest zlokalizowany na 
chromosomie 7. Promotor tego genu posiada sekwencje odpo
wiadające budową miejscom reagującym na białka związane z 
cAMP. Wykazano również możliwość regulacji ekspresji tego 
genu niezwiązaną z białkami reagującymi z cAMP [19], Zosta
ły ustalone warunki, w  których ekspresja genów kodujących 
poszczególne enzymy OGDHC ulega zasadniczym zmianom. 
W przypadku E. coli zaobserwowano 5-krotne obniżenie eks
presji genu kodującego enzym E3 w  warunkach beztlenowych. 
Proces ten przebiega pod kontrolą białkowych regulatorów 
transkrypcji (FNR, ang. ferńc nitńte reductase i ArcAB, ang. ae- 
robic respiratory control 2-component system) odpowiedzialnych 
za przełączanie metabolizmu tlenowego i beztlenowego. U 
mutantów E. coli pozbawionych FNR i ArcAB odnotowano 
istotny wzrost ekspresji genu kodującego enzym E3 nawet w 
warunkach beztlenowych [20]. W mitochondriach wątroby 
szczurów poddawanych działaniu etanolu ekspresja genu ko
dującego enzym El wzrastała trzykrotnie [21], Zawartość en
zymu E2 była dwukrotnie większa w  sercach szczurów pod
dawanych treningowi fizycznemu [22], natomiast chroniczny 
brak potasu w  diecie powodował dwukrotny wzrost ekspresji 
genu kodującego enzym E3 w mięśniach szkieletowych [23]. W 
rozważaniach nad regulacją aktywności OGDHC należy brać 
pod uwagę występowanie podobnego enzymu E3 we wszyst
kich kompleksach dehydrogenaz 2-oksokwasów. Aby ocenić 
znaczenie ekspresji genu kodującego enzym E3 w aktywności 
konkretnych kompleksów, należy brać pod uwagę różne po
winowactwo enzymu E3 do tych kompleksów. W badaniach 
nad organizmami prokariotycznymi wykazano, że bakteryjny 
OGDHC wiąże enzym E3 z około 30 razy mniejszym powi
nowactwem w porównaniu z kompleksem dehydrogenazy 
pirogronianowej [24], Wynika z tego, że ograniczenie ekspresji 
genu kodującego enzym E3 może być bardzo wydajną meto
dą obniżenia aktywności OGDHC na zasadzie konkurencji w 
wiązaniu dostępnych cząsteczek enzymu E3 przez wszystkie 
trzy kompleksy dehydrogenaz 2-oksokwasów.

REGULACJA AKTYWNOŚCI OGDHC 
POPRZEZ WIĄZANIE KOFAKTORÓW

Jednym z głównych koenzymów OGDHC jest pirofosfo- 
ran tiaminy (TPP). Kompleks wyizolowany z bakterii i roślin 
zazwyczaj traci związany TPP podczas procedury izolacji 
i oczyszczania, podczas gdy kompleks pochodzący z tka
nek zwierzęcych utrzymuje związany TPP [24]. Kompletny 
OGDHC stabilniej wiąże TPP w porównaniu z wyizolowa
nym enzymem El. Oczyszczony enzym E l zachowuje TPP w 
około połowie centrów aktywnych. Przykładowo, w  wyizolo
wanym El z serca świni [25] zawartość TPP wynosiła 0,5-0,6 
m ola/m ol enzymu, a wzbogacenie mieszaniny reakcyjnej 
egzogennym TPP powodowało dwukrotny wzrost aktywno
ści enzymu El. Wyniki uzyskiwane przez różnych autorów

wskazują na różne powinowactwo centrów aktywnych dime- 
rycznego El do TPP [26-28]. Oprócz bezpośredniego wpływu 
na aktywność kompleksu jako koenzymu w centrach aktyw
nych enzymu El, TPP zmienia również kształt krzywej kine
tycznej wysycania kompleksu przez 2-oksoglutaran. Badania 
przeprowadzone na OGDHC z serca żubra wykazały, że uzu
pełnienie mieszaniny reakcyjnej TPP w odpowiednim stęże
niu znacząco przyspiesza początkową prędkość reakcji przy 
niskich stężeniach 2-oksoglutaranu (wartość S05 dla 2-okso- 
glutaranu obniżała się trzykrotnie w obecności egzogennego 
TPP przy jednoczesnym braku różnic w  wartości Vmax [29]). 
Wpływ TPP na funkcjonowanie OGDHC jest skorelowany 
z dostępnością ADP. Wzbogacenie mieszaniny reakcyjnej w 
ADP powoduje zniesienie efektu TPP. Wyniki te wskazują, 
że TPP i ADP mogą wpływać na wiązanie 2-oksoglutaranu w  
centrum aktywnym El poprzez wbudowanie się do sąsiadują
cych lub częściowo wspólnych centrów allosterycznych kom
pleksu. Centra te mogą się znajdować w cząsteczce enzymu 
El OGDHC [29]. Obecność centrum allosterycznego specyficz
nego dla nukleotydów adenylowych w cząsteczce El została

Rycina 2. Sekwencja reakcji katalizowanych przez poszczególne enzym y kom 
pleksu dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej. Reakqe 1 i 2 są katalizowane przez 
dehydrogenazę 2-oksoglutaranową (El). Reakcja 3 jest katalizowana p rzez  trans- 
ferazę sukcynylodihydroliponianow ą (E2). Reakcje 4 i 5 są katalizowane przez 
dehydrogenazę d ihydroliponianow ą (E3). Reakcja 6 p rzedstaw ia  sum aryczny 
bilans przem ian zachodzących podczas aktu katalitycznego kom pleksu. Żół
tym  tłem  zaznaczono substraty; niebieskim  — końcowe produkty . 1 — reakcja 
oksydacyjnej dekarboksylacji 2-oksoglutaranu z udziałem  pirofosfoianu tiam iny 
(TPP). 2 — reakcja przeniesienia g rupy sukcynylowej na  liponian. 3 — przenie 
sienie grupy  sukcynylowej z liponianu na CoA z w ytw orzeniem  sulcynylo-C oA  
i d ihydroliponianu. 4 — odtw orzenie utlenionej formy liponianu przy udzia le  
FAD jako akceptora elektronów. 5 — reakcja redukcji N AD+ przy udziale elektro
nów  z FAD z w ytw orzeniem  NAD H  i utlenionej formy FAD.
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ostatnio potwierdzona doświadczalnie w  badaniach struktu
ralnych tego enzymu [30]. Oprócz danych kinetycznych, za 
występowaniem w cząsteczce El centrum allosterycznego 
specyficznego dla TPP, przemawiają dane uzyskane w  bada
niach z zastosowaniem dichroizmu kołowego [31]. Przytoczo
ne wyniki wskazują, że TPP oprócz dobrze znanej funkcji jako 
koenzymu odgrywa również rolę efektora allosterycznego en
zymu E l OGDHC. Najnowsze odkrycia sugerują, że oprócz 
TPP inna pochodna tiaminy, adenylowany pirofosforan tiami- 
ny (niedawno zidentyfikowany związek powstający z połą
czenia TPP z adeniną [32]) może, oprócz przypisywanych mu 
właściwości cząsteczki sygnałowej, pełnić także rolę regulato
ra allosterycznego OGDHC [32].

Badania oddziaływań TPP i jego strukturalnych analo
gów z OGDHC są bardzo istotne w aspekcie poznawczym, 
ale m ogą mieć również praktyczne znaczenie w  m edycy
nie. W edług danych niektórych autorów  od 30% do 80% 
alkoholików jest dotkniętych niedoborem  tiaminy [33]. 
Badania nad enzymami zależnymi od tiaminy z m ózgu 
alkoholików wskazują na obniżenie aktywności kom plek
su dehydrogenazy pirogronianowej i transketolazy, efektu 
takiego nie stwierdzono zaś w  przypadku OGDHC [34], 
Inna sytuacja ma miejsce w doświadczeniach, w  których 
u zw ierząt wywyoływano stany niedoboru tiaminy przez 
podaw anie im analogów tej witaminy. W iązanie analogu 
przez enzym  powinno być w prost proporcjonalne do pow i
now actw a tego enzym u do TPP. Wysokie powinow actw o

enzym u El do TPP powinno czynić OGDHC wrażliwym 
na hamowanie przez analogi tiaminy mogące zastępować 
TPP w centrach aktywnych El. W w arunkach podawania 
zwierzętom analogów tiaminy OGDHC często reaguje jako 
pierwszy z enzym ów zależnych od tiaminy [35,36]. Prefe
rencyjne ham owanie OGDHC w tkankach zwierzęcych 
może być uzależnione od sposobu podaw ania analogów 
tiaminy. Podczas gdy pojedyncza wysoka dawka oksytia- 
miny prow adzi do zaham owania aktywności OGDHC, to 
długotrwałe podawanie oksytiaminy zwierzętom w małych 
dawkach powoduje hamowanie transketolazy i kompleksu 
dehydrogenazy pirogronianowej przy braku reakcji ze stro
ny OGDHC [37], Różnice w  reakcji na analogi tiaminy mogą 
wynikać z różnic w  mechanizmach ham owania enzymów 
zależnych od TPP. Działanie analogów tiaminy w znacznej 
mierze zależy od zdolności organizm u do ich fosforylacji 
i późniejszego w budow ania w centra aktywne enzymów. 
Natomiast niedobór tiaminy powoduje braki w  zaopatrze
niu komórki w  koenzym w postaci TPP. W przeciwieństwie 
do braku tiaminy, podawanie jej analogów powoduje kon
kurencję pom iędzy TPP a analogami w trakcie włączania 
do centrów aktywnych apoformy enzymów. Oksytiamina 
jako antymetabolit tiaminy może być łatwo fosforylowana 
w  w arunkach in vivo, pirytiamina była uważana za zwią
zek, który hamuje aktywność pirofosfokinazy tiaminy. Jed
nak ostatnio stwierdzono, że pirytiamina może być również 
fosforylowana in vivo [38], Oba w spom niane analogi tiami

ny mogą być więc przekształcane w nieaktywny 
biologicznie koenzym  i po włączeniu w strukturę 
enzym u hamować jego aktywność, szczególnie 
w  przypadkach, gdy duża pula enzymu w ko
mórkach występuję w  postaci apoformy. Biorąc 
również pod uw agę także inne funkcje TPP nale
ży przypuszczać, że ufosforylowane analogi tia
miny mogą oddziaływać z centrum  allosterycz- 
nym  enzym u El, wpływając także w ten sposób 
na funkcjonowanie OGDHC. W odróżnieniu od 
faktycznego niedoboru tiaminy w diecie, efekt 
uzyskiwany doświadczalnie przez podawanie in 
vivo jej analogów może sprzyjać występowaniu 
zjawiska preferencyjnego ham owania aktywno
ści OGDHC wynikającego z wysokiego pow ino
wactwa El do koenzymu. Nie jest to zazwyczaj 
brane pod uwagę podczas interpretacji wyników 
badań aktywności OGDHC u alkoholików z syn
drom em  W ernicke-Korsakoffa [39], jak też przy 
m odelowaniu hipowitaminozy Bj u szczurów 
poprzez podawanie pirytiaminy [35] i innych an
ty metabolitów tiaminy [40-42],

Grupa liponianowa jest kowalencyjnie związana 
poprzez grupę aminową e reszty lizyny z drugim 
enzymem (E2) OGDHC. Komórkowy system kon
troli włączania grupy liponianowej w  łańcuchy biał
kowe E2 ma znaczenie regulatorowe dla OGDHC. 
Obecność genów o podobnych sekwencjach nukle
otydów [43], wznowienie syntezy kwasu liponowe- 
go u mutantów LipA E. coli, pozbawionych moż
liwości jego syntezy, przez inplantację genu LIP1 
myszy [44], jak też dane dotyczące funkcjonowania 
transferaz liponianowych [45,46] wskazują na po
dobieństwa w  sposobie wbudowywania liponianu

Rycina 3. W budow yw anie grupy  liponianowej w struk tu rę  enzym u E2 kom pleksu dehydroge
nazy 2-oksoglutaranowej. Kolorem niebieskim oznaczono enzym y biorące udział w procesie. 1 
— proces w budow yw ania grupy  liponianowej w struk turę  E2 przy  obfitości liponianu w ko
mórce. W przypadku  organizm ów  prokariotycznych (’) obie reakcje procesu katalizuje ten sam  
enzym  LplA (ang. lipoate-protein ligase), a liponian jest w stępnie aktyw ow any przez ATP. W przy 
padku  organizm ów  eukariotycznych (2) każdy etap jest katalizow any przez inny enzym . Akty
wacja g ru p y  liponianowej p rzez GTP jest katalizow ana p rzez enzym  LAE (ang. lipoate-actwating 
enzyme) natom iast przeniesienie liponianu na apoform ę E2 katalizuje transferaza liponianow a 
(LT). 2 — proces w budow ania  grupy lipinianowej w struk tu rę  E2 p rzy  ograniczonym  dostępie li
pon ianu  w  komórce. G rupa liponianow a jest syntetyzow ana z w ykorzystaniem  łańcucha w ęglo
w odorow ego  kaprylanu dostarczanego do apoform y E2 p rzez przenośnik  ACP (ang. lipoyl-acyl 
carrier protein) z udziałem  enzym u LipB (ang. lipoyl-octanylo-ACP-protein lipotransferase), następ 
nie enzym  LipA (syntaza liponianowa) w prow adza  atom y siarki do łańcucha w ęglow odorow ego 
w ykorzystując S-adenozylometioninę.
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w strukturę cząsteczki E2 u ssaków i bakterii. Wszystko to 
świadczy o ewolucyjnej zachowawczości tego procesu. Istnie
ją dwie możliwości włączenia liponianu do OGDHC (Ryc. 3). 
Pierwsza z nich polega na wbudowaniu liponianu w cząstecz
kę E2. U E. coli reakcja ta jest katalizowana przez jeden enzym 
kodowany przez gen LplA, podczas gdy u ssaków wymaga 
współdziałania dwóch różnych enzymów [46]. Wstępnie gru
pa liponianowa jest aktywowana przez ATP u bakterii [47] lub 
GTP u ssaków [46], Następnie grupa liponianowa ze związku 
„liponian-AMP" lub „liponian-GMP" o wysokiej energii swo
bodnej jest włączana w  strukturę E2. Druga możliwość jest re
alizowana w warunkach ograniczonej dostępności liponianu. 
Wtedy koenzym ten powstaje z przenoszonej na E2 za pomocą 
transportera białkowego ACP (ang. lipoyl-acyl carrier protein) 
reszty kwasu tłuszczowego, kaprylanu. Następnie, wykorzy
stując S-adenozylometioninę syntaza liponianowa zawierająca 
grupę Fe-S (enzym kodowany przez Lip A  u  E. coli lub LIP1 u 
myszy), wprowadza siarkę do ośmiowęglowej domeny. Ta 
druga droga wprowadzania kofaktora do enzymu E2 OGDHC 
jest szczególnie wrażliwa na uszkodzenia wywołane oksydan- 
tami [47], Proces wprowadzania liponianu do OGDHC może 
być niezwykle istotny w  powstawaniu stanów patologicznych, 
u podłoża których leży ograniczanie aktywności OGDHC. 
Usuwanie liponianu z podjednostek E2 OGDHC jest katali
zowane przez lipoamidazę. Jednak enzym ten wyizolowany z 
tkanek ssaków nie był aktywny wobec liponianu związanego 
z białkiem, lecz hydrolizował in vitro połączenie liponianu z 
lizyną [48]. Wyniki te wskazują, że w  przypadku ssaków kwe
stia uwalniania liponianu z OGDHC pozostaje otwarta. Zakła
dając jednak zgrane działanie lipoamidaz i układów enzyma
tycznych wprowadzających liponian do OGDHC, można do
strzec potencjalną zdolność komórki do naprawy cząsteczek 
E2 uszkodzonych przez czynniki utleniające. Jeżeli uszkodzo
ne grupy liponianowe będą usuwane z kompleksu i zamienia
ne na grupy prawidłowe, może to być skuteczny mechanizm 
reparacyjny nie wymagający proteolitycznej degradacji całych 
podjednostek E2, w  których oksydacyjne uszkodzenia doty
czyły tylko grup liponianowych. Oprócz regulacji aktywności 
OGDHC poprzez wbudowywanie grup liponianowych do 
E2, regulacyjna rola liponianu ujawnia się również w udziale 
kompleksu w  reakcjach związanych z wytwarzaniem i elimi
nacją wolnych rodników [49].

Wolne rodniki cieszą się wzrastającym zainteresowa
niem z pow odu ich udziału w  przekazyw aniu sygnałów 
w komórce, różnicowaniu, apoptozie i starzeniu komórek 
[50,51]. Jednym z generatorów wolnych rodników w ko
mórce może być OGDHC [49,50,52]. W ytwarzanie anio- 
norodników  ponadtlenkowych z wykorzystaniem  NADH 
przez izolowany enzym E3 jest procesem znanym  od daw 
na [49], Reakcja ta jest regulowana przez dostępność jonów 
Zn2+, których homeostaza jest zaburzona w przypadkach 
chorób neurodegeneracyjnych. OGDHC jest w  stanie gene
rować anionorodniki ponadtlenkow e podczas reakcji oksy
dacyjnej dekarboksylacji 2-oksoglutaranu. Reakcja zachodzi 
przy braku NAD+, co prow adzi do redukcji liponianu zwią
zanego z OGDHC. Produkt tej reakcji, rodnik siarczkowy 
dihydroliponianu może być w ykorzystany przez odpo
wiednią dysm utazę zw aną tioredoksyną [53,54]. Takie w ła
ściwości katalityczne pozwalają tioredoksynie zapobiegać 
inaktywacji OGDHC przez rodniki tiolowe pochodzące z 
liponianu [49]. W związku z tym  zależna od tioredoksyny
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reakcja pozwala OGDHC zachować aktywność przy niedo
borach NAD+ [54], Może to mieć istotne znaczenie podczas 
dostarczania sukcynylo-CoA do biosyntezy hem u i substra
towej fosforylacji nukleotydów  adenylowych i guanydy- 
lowych przy ograniczonej produkcji NADH. Odwracalne 
oddziaływania grup liponianowych kompleksu z biologicz
nie aktywnymi związkami tiolowymi, takimi jak glutation, 
wykazują działanie ochronne w  stosunku do formowania 
rodników holowych z grup liponianowych i innych nieko
rzystnych modyfikacji tych grup [55], Glutationylacja lipo
nianu związanego z OGDHC zachodzi podczas traktow a
nia nadtlenkiem w odoru m itochondriów z tkanek szczura. 
Reakcja taka może chronić kompleks przed utratą aktyw 
ności spowodowaną w olnorodnikowym i uszkodzeniami 
koenzymów, a także powodować częściowe odzyskanie 
utraconej aktywności [55].

Innym kofaktorem uczestniczącym w procesie katalizo
w anym  przez OGDHC jest FAD w budowany niekowalen- 
cyjnie do enzymu E3. Wiązanie to jest jednak trwałe, ponie
waż wyizolowany kompleks nie wymaga wprowadzenia 
egzogennego FAD do mieszaniny reakcyjnej, aby osiągnąć 
VmaX. Wbudowanie FAD w podjednostki E3 jest kluczowym 
etapem formowania dimeru, który jest aktywną formą en
zymu E3 [56]. FAD można usunąć z E3 poprzez denaturację 
chlorkiem guanidyny. Po uwolnieniu koenzymu dimer ulega 
rozpadowi na monomery, które po wprowadzeniu FAD do 
mieszaniny reakcyjnej ponownie formują aktywne dimery.

REGULACJA AKTYWNOŚCI OGDHC PRZEZ 
SUBSTRATY I PRODUKTY REAKCJI

Krzywe wysycania OGDHC przez każdy z trzech sub
stratów mają cechy kinetyki niehiperbolicznej. Izosteryczny 
mechanizm współzawodniczącego ham owania produktem  
reakcji w  odniesieniu do odpowiedniego substratu jest zna
ny w przypadku drugiego i trzeciego enzym u składowego 
OGDHC. Ponadto produkt reakcji enzym u E3 — NADH w 
sposób allosteryczny hamuje enzym El (Ryc. 1).

Kinetyka wysycania OGDHC przez 2-oksoglutaran może 
wykazywać cechy zarówno pozytywnej, jak też negatywnej 
kooperacji centrów wiążących ten substrat [57,58], w  zależ
ności od źródła kompleksu oraz w arunków  w jakich pro 
w adzono pomiary. Przykładowo, obecność lub brak takich 
kofaktorów jak Ca2+, M n2+ czy TPP może znacząco zmieniać 
kinetykę. Zazwyczaj sigmoidalny kształt krzywej wysyce- 
nia kompleksu przez 2-oksoglutaran zmienia się w hiperbo- 
liczny pod wpływ em  dodatnich efektorów allosterycznych: 
ADP i P. [58], Kompleksy o różniących się właściwościach 
kinetycznych enzym u El względem  2-oksoglutaranu zna
leziono u bakterii [24,59]. Wszystkie te kompleksy w yka
zywały hamowanie aktywności przy wysokich (05-5 mM) 
stężeniach tego substratu. Podobnego efektu nie stw ierdza
no w przypadku OGDHC pochodzącego z tkanek zw ie
rzęcych. Wielce praw dopodobne jest więc występowanie 
różnych izoform El wykazujących odmienną kinetykę w 
stosunku do 2-oksoglutaranu. Odpow iedni skład kom plek
su pod względem izoform enzym u El oraz uw arunkow ane 
tym właściwości kinetyczne kompleksu w odniesieniu do 
2-oksoglutaranu mogą być ważnym  elementem regulacji 
jego aktywności. W ystępowanie różnych izoform enzym u 
El o różnym  powinowactwie do substratu ma zapew ne
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istotne znaczenie w dystrybucji 2-oksoglutaranu do pro
cesów bioenergetycznych i syntezy neurotransm iterów  w 
mózgu [13], co ściśle wiąże funkcjonowanie kom pleksu z 
patologiami układu nerwowego.

OGDHC pochodzenia zwierzęcego wykazuje pozytywną 
kooperację centrów wiążących Co A [60]. Produkt reakcji E2, 
sukcynylo-CoA, hamuje aktywność kompleksu (Ryc. 1). Re
akcja ta jest współzawodnicząca względem CoA i dotyczy 
przemian zachodzących w centrum aktywnym  E2. OGDHC 
uzyskany z mięśnia piersiowego gołębia [61] charakteryzuje 
się stosunkiem Ksukcynyk>CoA/  KmCoA około 1,4. Wskaźnik ten su
geruje, że hamowanie E2 przez sukcynylo-CoA jest w ażnym  
mechanizmem regulacyjnym OGDHC w warunkach in vivo.

OGDHC z mięśnia piersiowego gołębia charakteryzuje 
się pozytywną kooperacją centrów wiążących N AD+, na
tomiast w obecności ADP kształt krzywej wysycenia kom 
pleksu przez ten substrat przybiera hiperboliczny przebieg 
[57]. Natomiast NADH hamuje aktywność enzym ów El 
i E3 kompleksu [57], Działanie NAD+ i NADH na enzym 
E3 zachodzi na poziomie centrum  aktywnego, podczas 
gdy ich efekt w  stosunku do enzym u El ma charakter al- 
losteryczny. Hamowanie El przez NADH jest niwelowane 
przez NAD+. NADH zwiększa wartość Sn _ dla 2-oksogluta- 
ranu i nieznacznie obniża Vmax reakcji katalizowanej przez 
OGDHC [57], wpływa też na kooperację centrów w iążą
cych 2-oksoglutaran. Preinkubacja kom pleksu z NADH za
kłóca wiązanie 2-oksoglutaranu w centrum  aktyw nym  El 
poprzez zależną od NADH redukcję grup liponianowych 
związanych z enzymem E2 kompleksu [28]. N aw et jeżeli 
w mieszaninie reakcyjnej są ciągle dostępne inne niezbęd
ne substraty, dłuższa preinkubacja kom pleksu z NADH 
prow adzi do nieodwracalnej inaktywacji enzym u El [52], 
Można przyjąć, że kontrola funkcjonowania OGDHC przez 
końcowy produkt reakcji, jakim jest NADH, realizuje się na 
dw a sposoby: krótkie ujemne sprzężenie zw rotne poprzez 
ham owanie enzymu E3 i długie ujemne sprzężenie zwrotne 
poprzez allosteryczne ham owanie enzym u El (Ryc. 1).

REGULACJA OGDHC PRZEZ 
NUKLEOTYDY ADENYLOWE I P,

Aktywność OGDHC jest nierozerwalnie związana z pro
dukcją ATP w mitochondriach. W związku z tym kompleks 
musi reagować na status energetyczny komórki odpowied
nio modulując swoją aktywność. Wskaźnikiem statusu ener
getycznego komórki jest stan ufosforylowania nukleotydów 
adenylowych. Badania kinetyczne OGDHC z różnych źródeł 
[57,62-64] wskazują, że kompleks silnie reaguje na ten para
metr. Przykładowo, kompleks wyizolowany z bakterii [30] 
jest wydatnie aktywowany przez AMP, który posiada swoiste 
centrum allosteryczne w enzymie El. Kompleks pochodzenia 
zwierzęcego (serce szczura) jest bardzo wrażliwy na ADP, 
który silnie obniża wskaźnik S0_ dla 2-oksoglutaranu bez 
znaczących zmian w prędkości maksymalnej katalizowanej 
reakq'i [63], Wpływ ADP na kinetykę kompleksu wzmacniają 
jony Mg2+, co według niektórych autorów świadczy o tym, że 
właściwym jego aktywatorem może być związek „ADP-Mg" 
[43]. Wykazano, że stężenie ADP zapewniające osiągnięcie 
połowy maksymalnej aktywności kompleksu wynosi około 
115 pM, podczas gdy dla związku „ADP-Mg" tylko 6,9 pM. 
OGDHC do osiągnięcia swojej maksymalnej aktywności wy

maga jonów magnezu, są więc podstawy by uważać że Mg2+ 
włączony do centrum aktywnego El znacznie nasila pozytyw
ne działanie ADP. Może to świadczyć o strukturalnym i funk
cjonalnym zintegrowaniu miejsc wiążących oba te regulatory 
w  cząsteczce El kompleksu. Badania kinetyczne prowadzone 
w  warunkach niskich stężeń 2-oksoglutaranu wykazały, że 
krzywa zależności aktywności kompleksu od stężenia ADP 
ma kształt sigmoidalny, wskazując na pozytywną kooperację 
centrów wiązania tego efektora [12]. Ta właściwość OGDHC 
może mieć istotne znaczenie regulacyjne, gdyż stężenie ADP 
w tkankach zwierzęcych jest zmienne w szerokim zakresie, 
od 10 do nawet 200 pM [65] w zależności od statusu energe
tycznego komórek. W odróżnieniu od ADP wysokie stężenie 
ATP świadczy o wysokim potencjale energetycznym i hamuje 
aktywność OGDHC, przez co wpływa na ograniczenie pro
dukcji ATP (Ryc. 4). Hamujące działanie ATP może wynikać z 
jego powinowactwa do miejsc wiążących NAD+ i CoA w kom
pleksie oraz konkurencyjnego ich blokowania w warunkach 
wysokiego stężenia ATP. Badania kinetyczne prowadzone w 
obecności niewysycających stężeń 2-oksoglutaranu wykazały, 
że ATP działa antagonistycznie w stosunku do ADP na pozio
mie enzymu El [12],

Podobnie do ADP, P. jest pozytywnym efektorem OGDHC
[58,62], Fosforan nieorganiczny obniża wartość S05 dla 2-okso
glutaranu bez wpływu na prędkość maksymalną kompleksu 
przy wysycających stężeniach tego substratu. Przykładowo, w 
obecności P. wartość S05 dla 2-oksoglutaranu OGDHC z serca 
żubra była 12-krotnie niższa niż przy braku P w mieszaninie 
reakcyjnej [60], Stężenia P  i ADP w odniesieniu do stężenia 
ATP są wyznacznikami stanu energetycznego komórki. Wy
sokie stężenia ADP i P. na tle niskiego stężenia ATP wskazują 
na obniżony potenqał energetyczny komórki oraz wysokie 
zapotrzebowanie na ATP. OGDHC jako ogniwo cyklu Krebsa 
generujące NADH (niezbędny do syntezy ATP) jest aktywo
wany przez ADP i P  (Ryc. 4) w wyniku zwiększenia powino
wactwa kompleksu do 2-oksoglutaranu. Natomiast ATP wy
wiera na kompleks efekt przeciwstawny do ADP. Biorąc pod 
uwagę niewrażliwość OGDHC pochodzenia zwierzęcego na 
AMP, jak też jego regulację przez stosunek [ATP]/[ADP] [P.] 
można przyjąć, że potencjał fosforylacyjny, a nie tzw. ładunek 
energetyczny zależny od AMP, jest pierwszorzędowym czyn
nikiem kontrolującym aktywność OGDHC w mitochondriach 
komórek zwierzęcych. W porównaniu z nukleotydami adeny- 
lowymi nukleotydy guanydylowe wywierają o wiele mniejszy 
wpływ na aktywność i kinetykę OGDHC, chociaż produkt 
reakcji katalizowanej przez kompleks, czyli sukcynylo-CoA, 
ulega fosforylacji substratowej z wytworzeniem GDP w  cyklu 
Krebsa. W świetle przytoczonych wyników badań należy pod
kreślić, że OGDHC jest bardzo istotnym punktem regulacji cy
klu Krebsa wrażliwym na nukleotydy adenylowe, szczególnie 
ADP, jak też stężenie R (Ryc. 4). Oznacza to, że kompleks ten 
jest jednym z trzech kluczowych, obok zależnej od NAD+ de
hydrogenazy izocytrynianowej i kompleksu dehydrogenazy 
pirogronianowej, ogniw regulacji procesu pozyskiwania ATP
[12].

JONY METALI DW UW ARTOŚCIOW YCH W  
REGULACJI AKTYW NOŚCI O G D H C

Jony Mg2+ pełnią funkcję pomocniczą podczas wiązania 
grupy pirofosforanowej TPP w centrum aktywnym enzymu
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El [30]. W związku z ich uczestnictwem w składaniu holoen- 
zymu, dodatek Mg2+ może zwiększać efekt aktywacji enzymu 
El powodowany przez TPP w przypadkach, gdy El stracił ko
enzym w toku izolacji i oczyszczania. W niektórych pracach 
wykazano, że jony magnezu również nasilają pozytywne, al- 
losteryczne działanie ADP i Pi [43] w  odniesieniu do OGDHC.

Spośród enzymów mitochondrialnych powiązanych z cy
klem Krebsa takich jak zależna od NAD+ dehydrogenaza izo- 
cytrynianowa i kompleks dehydrogenazy pirogronianowej, 
OGDHC jest regulowany przez stężenie jonów wapnia [66]. 
Wapń odgrywa dobrze znaną rolę wtórnego przekaźnika w 
metabolizmie i funkcjonowaniu komórek [67]. Zmiany we- 
wnątrzmitochondrialnego stężenia Ca2+ są bardzo istotne dla 
odpowiedniej aktywności mitochondriów. Jony wapnia są 
silnym aktywatorem OGDHC u kręgowców [62,63], ale nie 
wpływają istotnie na jego aktywność u owadów, roślin (ziem
niak) lub bakterii (E. coli) [68], Jony wapnia powodują wielo
krotne zwiększenie powinowactwa enzymu El do 2-okso- 
glutaranu (obniżenie wartości Km), bez wpływu na prędkość 
maksymalną katalizowanej reakcji. Stosując niewysokie, fizjo
logiczne stężenia Ca2+ in vitro udało się 5-krotnie zwiększyć 
aktywność kompleksu wyizolowanego z serca świni przy 0,1 
mM stężeniu 2-oksoglutaranu. Podobny efekt dawały jony 
Sr2+, które są raczej nietypowe dla organizmów żywych. W 
przypadku kompleksu z nadnerczy wołu wskaźnik S05 dla 
2-oksoglutaranu obniżał się z 25 mM do 0,23 mM po zwięk
szeniu stężenia Ca2+ z 1 nM do 10 pM. Spowodowane przez 
wapń podwyższenie powinowactwa OGDHC do 2-oksogluta
ranu może być wzmacniane przez oddziaływanie z dodatnimi 
efektorami allosterycznymi, takimi jak ADP lub fosforan nie
organiczny [62], Ponadto jony wapnia znacząco redukują ha

mowanie aktywności OGDHC wywołane przez NADH. Wie
dząc, że nadmierne stężenie wapnia indukuje procesy związa
ne ze śmiercią komórki, można sądzić, że kompleks OGDHC 
odgrywa rolę w  zależnym od wapnia uszkodzeniu neuronów. 
Przykładowo, neurotoksyczność glutaminianu związana z 
podwyższonym stężeniem wapnia w mitochondriach została 
ograniczona przez zastosowanie specyficznych inhibitorów 
OGDHC [5,10,11],

Na szczególną uwagę w  aspekcie regulacji OGDHC zasłu
guje mangan. We wcześniejszych pracach dotyczących kom
pleksu z serca świni nie wykazano wpływu jonów manganu 
na aktywności OGDHC. Późniejsze badania z wykorzysta
niem kompleksu z serca żubra wykazały, że mangan działa na 
OGDHC podobnie jak wapń wywołując 50-krotne obniżenie 
wartości SQ5 dla 2-oksoglutaranu przy niezmienionej warto
ści Vmax [69]. Różne wyniki dotyczące wpływu manganu na 
OGDHC mogą zależeć od gatunkowo specyficznych właści
wości kompleksu, jednak efektywność manganu w  świetle 
niektórych danych jest wysoka i zasługuje na uwagę w kon
tekście ewentualnego wykorzystania do regulacji aktywności 
OGDHC w praktyce klinicznej [70]. Przykładowo, podawanie 
Mn2+ szczurom, które wcześniej przeszły wywołany doświad
czalnie zawał serca, może redukować efekt obniżenia aktyw
ności OGDHC w pozawałowym mięśniu sercowym [71].

MODYFIKACJE STRUKTURY O G D H C  I 
ICH REGULACYJNE ZNACZENIE

Oprócz kowalencyjnego włączania liponianu w struktu
rę enzymu E2 kompleksu również inne rodzaje modyfikacji 
potranslacyjnych mogą wpływać na jego funkcjonowanie.

W odróżnieniu od kompleksu dehydrogenazy pi
rogronianowej i dehydrogenazy 2-oksokwasów o 
rozgałęzionych łańcuchach, aktywność OGDHC 
nie zależy od fosforylacji enzym u El. Jednak wyniki 
ostatnich badań wskazują, że oksydacyjna dekar
boksylacja 2-oksoglutaranu może być także regu
lowana przez fosforylację, lecz poprzez odmienny 
mechanizm [72-74], U sinic sery now o/treoninow a 
kinaza białkowa G (PknG) jest zaangażowana w re
gulację aktywności OGDHC poprzez inhibitorowe 
białko Odhl [72], Gdy białko inhibitorowe pozosta
je nieufosforylowane wywołuje silne hamowanie 
OGDHC (Ki=2.4nM). Fosforylacja Odhl następuje 
na N-końcu białka w reszcie Thrl4 zachowanego w 
ewolucji motywu ETTS, osłabiając oddziaływanie 
Odhl z kompleksem, co skutkuje wzrostem jego ak
tywności (Ryc. 5).

OGDHC jest bardzo wrażliwy na stres oksydacyj
ny. Reakcje uruchamiane w takich warunkach mogą 
być odpowiedzialne za modyfikacje struktury kom
pleksu prowadzące do jego inaktywacji [9,70], co jest 
szczególnie ważne w rozwoju chorób wywołanym 
stresem oksydacyjnym. Około 60-70% aktywności 
OGDHC ulega odwracalnemu zahamowaniu w ciągu 
kilku minut po zainicjowaniu reakcji, natomiast po
zostałe 30-40% aktywności ulega nieodwracalnemu 
wygaśnięciu w  tempie 0,1-0,2 U /  min. Prędkość inak
tywacji zależy od rodzaju metabolizowanego 2-okso- 
kwasu. Wykazano, że pierwszy limitujący enzym El

Rycina 4. Udział kom pleksu dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej w regu laq i cyklu Krebsa i 
produkcji ATP u  zw ierząt. Kolorem niebieskim  zaznaczono dw a główne punkty  regulacyjne 
cyklu Krebsa, zielone strzałki ze znakiem  „+" w skazują aktywację enzym ów  i jej skutek, czer
w one strzałki ze znakiem  w skazują ham ow anie enzym ów  i jego skutek. 1 — acetylo CoA, 
2 — cytrynian, 3 — izocytrynian, 4 — 2-oksoglutaran, 5 — sukcynylo CoA, 6 — sukcynian, 7 — 
fum aran, 8 — jabłczan, 9 — szczawiooctan. Po lewej, wysokie stężenie ADP i Pi pow oduje akty
wację OGDHC i dehydrogenazy izocytrynianowej, co skutkuje podniesieniem  tem pa przem ian 
cyklu Krebsa i zw iększeniem  produkcji z redukow anych dinukleotydów , a w zw iązku z tym  
także ATP. Po prawej, w ysokie stężenie ATP w pływ a ham ująco na OGDHC i dehydrogenazę 
izocytrynianow ą ograniczając tem po przem ian cyklu Krebsa i produkcję ATP.
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wzrost aktywności

Rycina 5. Regulacja aktyw ności prokariotycznego kom pleksu  dehydrogenazy 
2-oksoglutaranowej poprzez  fosforylację/defosforylację białkow ego inhibitora 
OdhI. Ufosforylowany p rzez serynow o-treoninow ą kinazę białkow ą G (PknG) 
białkowy inhibitor kom pleksu (OdhI) traci pow inow actw o do OGDHC i oddy- 
socjowuje, pow odując w zrost jego aktywności. Defosforylacja O dhI pow oduje 
w zrost pow inow actw a inhibitora do OGDHC, w iązanie go i ham ow anie  aktyw 
ności kompleksu.

podlega nieodwracalnej inaktywaqi w  trakcie katalizy, będąc 
odpowiedzialnym za inaktywację OGDHC [10,75,76]. Jeden z 
mechanizmów inaktywacji w  obrębie struktury OGDHC obej
muje ukierunkowane działanie wolnego rodnika holowego 
reszty liponianowej związanej z enzymem E2 na kompleks 
El-substrat. Inny prawdopodobny mechanizm inaktywacji 
enzymu El, poznany u bakterii, wynika z możliwości gene
rowania wolnych rodników w wyniku bezpośredniej reakcji 
z tlenem [77] lub obocznej reakcji oksygenazowej enzymu El, 
która może prowadzić do powstawania wysoce reaktywnych 
nadtlenków kwasów, co tłumaczy silne hamowanie enzymu 
El wysokimi stężeniami 2-oksoglutaranu [70], Inne organicz
ne nadtlenki mogą modyfikować aktywność OGDHC zarów
no in vitro jak też in situ w  mitochondriach. Inaktywacja zacho
dziła na poziomie centrów aktywnych El, jednak enzym był 
skutecznie zabezpieczany przed tego typu czynnikami przez 
wysokie stężenia TPP [70,77].

Wysoce reaktywne metabolity, takie jak rodniki holowe, 
nadtlenki organiczne, nadtlenki kwasów mogą towarzyszyć 
reakcji katalizowanej przez OGDHC [52,70,77]. Generowanie 
tych wysoce aktywnych chemicznie cząsteczek ma silny zwią
zek z nieodwracalną inaktywacją kompleksu. Interesującym 
jest, że naturalne analogi 2-oksoglutaranu, takie jak malo- 
nian, sukcynian czy glutaran obniżają zakres autoinaktywacji 
kompleksu [76]. Jednakże nawet najsilniejszy z naturalnych 
analogów-protektorów, malonian w stężeniu 3 mM, powo
duje jedynie 40% ochrony, podczas gdy syntetyczne analogi 
2-oksoglutaranu zapewniają 50% protekcję OGDHC już w stę
żeniach 5 pM [10]. Efektywna protekcja kompleksu przez syn
tetyczne pochodne 2-oksoglutaranu jest skorelowana z obni
żeniem produkcji wolnych rodników generowanych podczas 
aktu katalitycznego kompleksu. Obserwacja ta jest szczególnie 
interesująca w  świetle danych wskazujących, że obniżenie ak
tywności OGDHC jest skorelowane z występowaniem chorób 
neurodegeneracyjnych [70],

U W AGI KOŃCOW E

W tym artykule zawarliśmy przegląd aktualnej wiedzy 
dotyczącej mechanizmów regulacji wieloenzymowego kom 
pleksu dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej. Oprócz bardziej 
znanej regulacji poprzez interakcje różnych kofaktorów, sub
stratów i efektorów, z centrami aktywnymi i allosterycznymi

Postępy Biochemii 57 (3) 2011

enzymów składowych OGDHC, najnowsze dane doświad
czalne wskazują na obecność i duże biologiczne znaczenie 
mniej znanych sposobów regulacji aktywności OGDHC 
związanych z obocznymi reakcjami modyfikującymi struktu
rę i właściwości składników kompleksu. Enzymatyczne reak
cje oboczne są najczęściej odbierane jako enzymologiczne cie
kawostki lub osobliwości, których znaczenie w  kontekście re
gulacji aktywności OGDHC jest często niedoceniane. Wydaje 
nam  się jednak, że zrozumienie tych mechanizmów może być 
bardzo przydatne w  poszukiwaniach sposobów kontrolowa
nia kluczowych dla metabolizmu enzymów, takich jak kom
pleks dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej. Jest to szczególnie 
cenne i aktualne w  aspekcie naprawy metabolicznych niepra
widłowości leżących u podstaw szeregu poważnych stanów 
patologicznych [5,8,50,51,78]. Zgromadzona obecnie wiedza 
dotycząca regulacji OGDHC poprzez różnorodne efektory z 
jednej strony, jak też wskazująca na możliwości kontroli en
zymatycznych reakcji obocznych z drugiej strony, przyczyni 
się do odnajdywania nowych możliwości korygowania pro
cesów zachodzących w żywych organizmach. Nabiera to co
raz większego znaczenia w  najnowszych metodach leczenia, 
które koncentrują się na zapewnieniu „zdrowia komórki" 
czyli odnajdywaniu nieprawidłowości i ich korygowaniu na 
jak najwcześniejszych etapach choroby (choroby nowotwo
rowe, neurodegeneracyjne), nawet przed ujawnieniem się 
klasycznych objawów klinicznych.
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ABSTRACT

Enzymes control the course of biochemical reactions. The enzymes involved in bioenergetic processes play most important role in cell metabolism. 
One of them is 2-oxoglutarate dehydrogenase complex (OGDHC), the key regulatory enzyme of Krebs cycle. Krebs cycle integrates basic metabolic 
pathways of carbohydrates, fatty acids and amino acids during catabolic as well as anabolic reactions. Due to the key position of OGDHC in mito
chondrial metabolism, its activity is controlled by many factors. Allosteric regulation by positive effectors (ADP, Pi, Ca2+, Mn2+) of the complex is 
very important. These effectors strongly enhances affinity of the first component of OGDHC to 2-oxoglutarate. Moreover there are negative effectors 
(ATP, NADH, succinyl-CoA) which affect all three enzymes of the complex. Regulation of biosynthesis of individual components of the complex 
by activation or inactivation of genes expression is very important for proper OGDHC activity too. Activity of OGDHC also depends on posttransla- 
tional modifications of its components. All of this control processes maintain OGDHC activity on adequate level and prevent the complex against 
its excessive action.

Postępy Biochemii 57 (3) 2011 313http://rcin.org.pl

mailto:atyl@uwb.edu.pl


Mechanizmy regulacji biosyntezy kwasów żółciowych 
— autoregulacyjna rola kwasów żółciowych

Areta Hebanowska

Gdański Uniwersytet Medyczny, Katedra i Za
kład Biochemii, Gdańsk

EGdański Uniwersytet Medyczny, Katedra 
i Zakład Biochemii, ul. Dębinki 1, 80-211 
Gdańsk; teł.: (58) 349 14 64, e-mail: areta@ 
gumed.edu.pl

Artykuł otrzymano 8 września 2010 r.
Artykuł zaakceptowano 1 marca 2011 r.

Słowa kluczowe: kwasy żółciowe,
7a-hydroksylaza cholesterolowa, 27-hydrok- 
sylaza sterolowa, 12a-hydroksylaza sterolowa, 
hydroksylaza oksysterolowa, receptory jądro
we

Wykaz skrótów: BAAT — N-acylotransferaza 
kwas żółciowy-CoA:aminokwas; CYP27A1 
— 27a-hydroksylaza sterolowa; CYP7A1 — 
7a-hydroksylaza cholesterolowa; CYP8B1 — 
12a-hydroksylaza sterolowa; CYP7B1 — hy
droksylaza oksysterolowa; FXR (ang. famesoid 
X  receptor) — receptor farnezoidowy X; HNF 
(ang. hepatocyte nuclear factor) — hepatocytar- 
ny czynnik jądrowy; LRH-1 (ang. liver receptor 
homolog 1) — homolog receptora wątrobowego 
1; LXR (ang. liver X receptor) -  wątrobowy re
ceptor X; PPARa (ang. peroxisome proliferator- 
activated receptor a) — receptor aktywowany 
przez proliferatory peroksysomalne a; PXR 
(ang. pregnane X  receptor) — receptor pregnanu 
X; SHP (ang. small heterodimer partner) — mały 
heterodimeryczny czynnik towarzyszący; 
SREBPlc (ang. sterol response element binding 
protein) — białko wiążące element odpowiedzi 
na sterole lc; VDR (ang. vitamin D receptor) — 
receptor witaminy D

Podziękowania: Praca powstała w  ramach re
alizacji projektu ST-41.

STRESZCZENIE

Kwasy żółciowe są produktami przemian cholesterolu w  wątrobie. Najważniejszym en
zymem regulującym biosyntezę kwasów żółciowych jest 7a-hydroksylaza cholesterolo

wa (CYP7A1), której aktywność jest regulowana przede wszystkim na poziomie transkryp
cji. Kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym, uczestniczącym w  tym procesie, jest receptor 
jądrowy FXR, aktywowany przez inne receptory jądrowe (SHP, HNF-4a, LRH-1) oraz same 
kwasy żółciowe. Skutkiem aktywacji FXR jest represja genu CYP7A1. Innymi represorami 
tego genu są PXR, VDR oraz PPARa. Głównym aktywatorem transkrypcji CYP7A1 jest re
ceptor LXR (u gryzoni). Aktywność CYP7A1 wzrasta także pod wpływ em  insuliny czy glu- 
kokortykoidów. Ponadto jest regulowana rytmem dobowym. Wiele z wym ienionych czyn
ników reguluje też aktywności innych ważnych enzymów biosyntezy kwasów żółciowych  
(CYP7B1, CYP27A1, CYP8B1, BAAT). Kwasy żółciowe są ligandami nie tylko receptora FXR, 
ale także innych receptorów jądrowych (PPARa, VDR czy PXR), m.in. uczestniczących w  
przemianach glukozy i lipidów. Sugeruje to na istotną rolę kwasów żółciowych w  regulacji 
wym ienionych procesów. Celem artykułu jest przedstawienie najnowszych danych dotyczą
cych mechanizmów regulacji aktywności kluczowych enzymów szlaku biosyntezy kwasów  
żółciowych. Poznanie tych mechanizmów może w istotny sposób przyczynić się do poszerze
nia w iedzy na temat przyczyn i mechanizmów rozwoju takich chorób, jak np. cukrzyca czy 
miażdżyca, a także pomóc w  bardziej efektywnym ich leczeniu

W PROW ADZENIE

Kwasy żółciowe są głównym składnikiem żółci, a ich podstaw ow ą funkcją 
jest emulgacja lipidów, co ułatwia ich trawienie. Pośrednio biorą także udział we 
wchłanianiu lipidów oraz witam in rozpuszczalnych w lipidach (A, D, E, K). Jed
nocześnie są produktam i przem ian cholesterolu odgrywając tym  samym istotną 
rolę w  regulacji jego homeostazy. Kwasy żółciowe są również regulatorami me
tabolizmu. Jako cząsteczki sygnalizacyjne aktywują receptory jądrowe, takie jak 
FXR (receptor farnezoidowy X, ang .famesoid. X  receptor), PXR (receptor pregna
nu  X, ang. pregnane X  receptor) czy  jądrowy receptor witam iny D (VDR, ang. vi
tamin D receptor). Wpływają na przemiany glukozy, lipidów oraz swoje własne. 
Produkow ane w nadm iarze mogą być toksyczne dla komórek. Proces biosyn
tezy kwasów żółciowych (Ryc. 1) musi być więc bardzo precyzyjnie kontrolo
wany. Kontrola ta dotyczy kilku białek uczestniczących w tym procesie, przede 
wszystkim  hydroksylaz katalizujących reakcje jego pierwszej fazy. Głównym 
mechanizm em  regulacji aktywności tych enzym ów jest kontrola ekspresji ge
nów. Najważniejszym enzymem podlegającym regulacji jest 7a-hydroksylaza 
cholesterolowa (CYP7A1) katalizująca pierwszą reakcję na drodze klasycznej 
biosyntezy kwasów żółciowych. Pozostałe istotne enzymy biosyntezy kwasów 
żółciowych podlegające regulacji to 27a-hydroksylaza sterolowa (CYP27A1), 
7a-hydroksylaza oksysterolowa (CYP7B1) oraz 12a-hydroksylaza sterolowa 
(CYP8B1).

RECEPTOR JĄDROWY FXR

Jak już wcześniej wspomniano, głównym receptorem wiążącym kwasy żół
ciowe jest receptor jądrowy FXR. Ekspresja genu kodującego ten receptor zacho
dzi w  wielu tkankach, przy czym najwyższy jej poziom jest w  wątrobie, jelicie 
cienkim, nerkach i nadnerczach. Udział dwóch promotorów w kontroli trans
krypcji genu FXR, a ponadto możliwość alternatywnego składania produktów  
ekspresji, powoduje powstawanie czterech izoform receptora FXR (FXRal-4). 
FXRal i 2 obecne są przede wszystkim w wątrobie, jelicie i nadnerczach, nato 
m iast a3 i 4 w  wątrobie, jelicie cienkim i nerkach. Izoformy te charakteryzują 
się różną aktywnością regulacyjną [1,2]. Ekspresja genu FXR jest kontrolowana 
przez wiele czynników, wśród których wymienić można glukozę, glutaminę 
(czynniki indukujące) oraz represory: insulinę, interleukinę 1 czy czynnik m ar
twicy now otw orów  a  (TNFa, ang. tumor necrosis factor a) [3-5]. Gen ten ulega 
indukcji również w  stanie głodu [6].
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Rycina 1. Regulowane etapy biosyntezy kw asów  żółciowych (w ram kach -  enzym y ulegające regulacji).

Najsilniejszym aktywatorem jest kwas chenodeoksycho- 
lowy. Kwasy litocholowy i deoksycholowy są słabszymi 
Ugandami [7]. W badaniach in vitro Ugandami FXR okazały 
się także wielonienasycone kwasy tłuszczowe (PUFA, ang. 
polyunsaturated fatty acids), takie jak kwas arachidonowy 
czy linolenowy oraz metabolity pośrednie szlaku biosynte
zy kwasów żółciowych. Znanych jest także wiele ligandów, 
środków farmakologicznych, takich jak syntetyczny agonista 
FXR, GW4064, czy też pochodna kwasu chenodeoksycholo- 
wego, kwas 6-etylochenodeoksycholowy (6-ECDCA) [8],

Wiele genów, których aktywność jest regulow ana przez 
FXR zawiera w rejonie prom otorow ym  sekwencje odpow ie
dzi na ten receptor (FXRE, ang. FXR response element). Se
kwencje te mają różnorodną budowę. W szystkie zawierają 
powtórzenia sekwencji AGGTCA ale w różnych konfigura
cjach. Najczęściej są to odwrócone powtórzenia oddzielone 
jednym  nukleotydem  (tzw. IR-1). Ponadto, spotykane są od 
wrócone powtórzenia nie oddzielone od siebie (IR-0), pro 
ste powtórzenia lub elementy, w  których sekwencja rdze
niowa jest podzielona na dwie części, rozdzielone ośmioma

nukleotydam i [1,9]. FXR może wiązać się 
do DNA jako monom er (np. do promotora 
genu kodującego apolipoproteinę Al) lub 
jako heterodimer, z receptorem retinoido- 
wym  X (RXR, ang. retinoic X receptor), np. do 
prom otora genu kodującego apolipoproteinę 
CIII, (Ryc. 2). Ponadto, FXR może regulować 
aktywność genów za pośrednictwem innych 
receptorów jądrowych (np. SHP, FGF-19 czy 
PPARa), a nie poprzez bezpośrednie wiąza
nie się z DNA [1,10].

Regulacji przez FXR podlega wiele genów 
kontrolujących metabolizm energetyczny or
ganizmu. Są to przede wszystkim geny od
powiedzialne za metabolizm kwasów żółcio
wych, ich wydzielanie, transport, absorpcję i 
detoksykację. Ponadto FXR reguluje przemia
ny glukozy oraz lipidów, w tym lipoprotein i 
triacylogliceroli. Indukcji pod wpływem FXR 
ulegają np. geny kodujące apolipoproteinę 
CII, apolipoproteinę E, receptor VLDL (lipo
protein o bardzo niskiej gęstości, ang. very low- 
density lipoprotein), represji natomiast gen ko
dujący apolipoproteinę CIII [11-13]. SREBPlc 
(białko wiążące element odpowiedzi na ste
role lc, ang. sterol response element binding pro
tein), które jest czynnikiem transkrypcyjnym 
aktywującym proces lipogenezy, także ulega 
represji pod wpływem  FXR, natomiast PPA
Ra oraz palmitoilotransferaza karnitynowa 
I indukcji, co z kolei prowadzi do aktywacji 
procesu utleniania kwasów tłuszczowych 
[6,14]. FXR hamuje także syntezę triacylogli
ceroli w  hepatocytach, np. poprzez hamo
wanie aktywności mikrosomalnego białka 
przenoszącego triacyloglicerole (MTP) [15]. W 
ten sposób przyczynia się do zmniejszenia stę
żenia triacylogliceroli we krwi [16,17]. Wpły
wa on też na przemiany HDL (lipoproteiny 
o bardzo wysokiej gęstości, ang. high-density 
lipoprotein). Dostępne obecnie dane wskazują, 

że gen kodujący apoliporoteinę Al ulega represji w obecności 
FXR, co może zmniejszać stężenie HDL we krwi [18,19]. Jed
nocześnie, FXR indukuje gen kodujący białko przenoszące 
fosfolipidy (PLTP, ang. phospholipid transporting protein) oraz 
gen lipazy wątrobowej, co z kolei może wywołać odwrotny 
skutek [20,21]. Można więc stwierdzić, że FXR wpływa na 
przemiany HDL. Metabolizm glukozy także pozostaje pod 
wpływem FXR. Przede wszystkim czynnik ten jest represo- 
rem genów odpowiedzialnych za regulację glukoneogene- 
zy (karboksykinazy fosfoenolopirogronianu, glukozo-6-f- 
osfatazy czy fruktozo-l,6-bisfosfatazy), indukuje natomiast 
geny związane z biosyntezą glikogenu [22-24]. Skutkiem jest 
zmniejszenie stężenia glukozy we krwi, a w  efekcie wzrost 
wrażliwości na insulinę. Ostatnio zaobserwowano także 
ochronny wpływ FXR na hepatocyty. Aktywacja tego recep
tora następuje w  trakcie regeneracji wątroby oraz zmniejsza 
prawdopodobieństwo rozwoju nowotworów wątroby [1]. 
Kwasy żółciowe, będące głównymi Ugandami FXR, mogą 
więc za jego pośrednictwem regulować wszystkie wyżej w y
mienione procesy.
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Rycina 2. Kwasy żółciowe jako regulatory ekspresji genów  -  rola czynnika FXR. 
A ktyw ow any przez kw asy żółciowe receptor jądrow y FXR m oże wyw oływ ać 
zarów no indukcję, jak i represję regulow anych genów. M oże on bezpośrednio, 
jako m onom er, w iązać się do odpow iedniego elem entu odpow iedzi (FXRE) w 
prom otorach kontrolow anych genów, takich jak gen kodujący UDP-glukurony- 
lotransferazę 2 czy apolipoproteinę AL FXR m oże łączyć się z receptorem  RXR i 
jako heterodim er oddziaływ ać z FXRE. Tak dzieje się w  p rzypadku  genów  ko
dujących białko przenoszące fosfolipidy (PLTP) oraz apolipoproteinę CII. Gen 
CYP7A1 kontrolow any jest w  sposób pośredni, poprzez aktywację (przy pomocy 
heterodim eru  FXR/RXR) receptora SHP. N astępnie, aktyw ny SHP w pływ a na 
czynniki transkrypcyjne H N F4a i LRH1 (dokładny opis m echanizm u tej regulacji 
znajduje się w  tekście). W  oparciu o [10].

REGULACJA AKTYWNOŚCI CYP7A1

7a-hydroksylaza cholesterolowa (CYP7A1) jest enzy
mem ograniczającym biosyntezę kwasów żółciowych. Kata
lizuje pierwszą reakcję, jaką jest hydroksylacja cholesterolu 
w  pozycji 7, w  klasycznym szlaku syntezy tych związków 
(Ryc. 1). Kontrola aktywności CYP7A1 zachodzi przede 
wszystkim na poziomie transkrypcji. Kwasy żółciowe po
wodują represję genu 7a-hydroksylazy cholesterolowej, 
natomiast jego indukcja następuje pod w pływ em  choleste
rolu i oksysteroli. Nie są to jedyne czynniki regulacyjne, a 
ponadto mechanizmy ich działania różnią się w  zależności 
od gatunku. U ludzi, w  przeciwieństwie do gryzoni, stym u
lujący wpływ  oksysteroli na aktywność CYP7A1 nadal nie

Rycina 3. Struktura prom otora genu CYP7A1 oraz miejsca w iązania czynników 
transkrypcyjnych regulujących jego aktywność. W ystępująca u  gryzoni regulacja 
ekspresji CYP7A1 p rzez heterodim er LXR/RXR, u  człowieka nie została do tej 
pory  potw ierdzona. W oparciu o [26].
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został potwierdzony. W promotorze genu CYP7A1 zidenty
fikowano dw a rejony odpowiedzialne za oddziaływ anie z 
wieloma różnymi czynnikami transkrypcyjnymi. Są to za
chowane w ewolucji sekwencje BARE-I i BARE-II (element 
odpow iedzi na kwasy żółciowe, ang. bile acid response ele
ment) [25] (Ryc. 3). Elementy BARE-I i II zawierają pow tó
rzenia sekwencji odpowiedzi na horm ony (HRE, ang. hor
mone response element). BARE I jest położony bliżej miejsca 
inicjacji transkrypcji (-72/-52). W jego skład w chodzą dwie 
sekwencje HRE rozdzielone jednym  nukleotydem , tzw. se
kwencja DR4 (ang. direct repeat 4). Do tej sekwencji przyłą
cza się sierocy receptor jądrowy COUP-TFII (ang. chicken 
ovalbumin upstream promoter-transcription factor), który wraz 
z czynnikiem HNF-4a, wiążącym się do BARE-II, silnie in
dukują transkrypcję CYP7A1. Element BARE II jest położo
ny dalej od miejsca startu transkrypcji (-149/-128). Z budo
w any jest z nakładających się trzech sekwencji HRE. Two
rzą one dw a miejsca wiązania czynników transkrypcyjnych, 
DR1 i DR5. W DR1 sekwencje HRE rozdzielone są jednym  
nukleotydem, natomiast w DR5 pięcioma. Element DR1 jest 
odpowiedzialny za wiązanie HNF-4oc, jednego z głównych 
czynników regulujących ekspresję genu CYP7A1. Do DR5 
wiąże się heterodimer RXR/RAR (RXR, ang. retinoic X  recep
tor — receptor retinoidowy X; RAR, ang. retinoic acid receptor 
— receptor kwasu retinojowego), konkurujący z HNF-4a. 
Przyłączenie RXR/RAR prowadzi do represji transkrypcji. 
W BARE II u gryzoni jest też element odpow iedzi na LXR 
(u człowieka nie występuje). W prom otorze genu CYP7A1 
znajdują się także elementy wiążące inne czynniki, jak np. 
HNF-3, który jest transaktywatorem  zarów no podstawowej 
transkrypcji CYP7A1, jak i indukowanej receptoram i jądro
wym i [26,27],

Kwasy żółciowe są najważniejszym czynnikiem  regulu 
jącym ekspresję CYP7A1. Skutkiem ich działania jest repre 
sja genu 7a-hydroksylazy, pod w pływ em  aktywowanego 
przez nie receptora FXR. Po zw iązaniu liganda czynnik 
ten nie wiąże się bezpośrednio do elem entu odpow iedzi w 
DNA, aktywuje natomiast inne receptory jądrowe, takie jak 
SHP (mały heterodimeryczny czynnik towarzyszący, ang. 
smali heterodimer partner). Receptor jądrow y SHP nie ma 
możliwości wiązania się do DNA, poniew aż nie posiada 
odpowiedniej domeny wiążącej. Ma natom iast możliwość 
oddziaływania z wieloma białkami, zarów no czynnikami 
transkrypcyjnymi, koregulatorami transkrypcji, jak też re
ceptorami jądrowymi. Jednym z tych ostatnich jest czynnik 
HNF-4a (hepatocytarny czynnik jądrow y, ang. hepatocyte 
nuclear factor). Aktywuje on CYP7A1, wiążąc się z sekwencją 
BARE-II [28]. Utworzenie kompleksu H N F-4a z SHP unie
możliwia prawidłowe oddziaływanie tego pierwszego z ko- 
aktywatoram i (przede wszystkim PG C -la  - koaktywatorem  
1 receptorów aktywowanych przez proliferatory peroksy- 
somalne, ang. peroxisome proliferator-activated receptor coac
tivator 1). Ich oddysocjowanie od H N F-4a pod w pływ em  
SHP wywołuje represję genu CYP7A1 [22] (Ryc. 4).

SHP reguluje również procesy deacetylacji i metylacji 
histonów. Deacetylaza histonów (HDAC1) pod w pływ em  
kwasów żółciowych przemieszcza się do jądra kom órko
wego, gdzie łączy się z SHP i grupą innych białek represo- 
rowych. Skutkiem jest deacetylacja histonu H3. Następnie 
SHP poprzez oddziaływanie z metylotransferazą G9a akty-
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Rycina 4. Regulaq'a ekspresji genu  CYP7A1 przez  kw asy żółciowe, za pośred 
nictw em  czynnika FXR. Pod w pływ em  FXR następuje represja genu CYP7A1. 
P ierwszy z m echanizm ów  represji polega na aktywacji receptora SHP przez FXR, 
a następnie w iązanie tego p ierw szego z czynnikiem  transkrypcyjnym  HNF4a. 
To uniem ożliw ia w iązanie H N F4a do prom otora CYP7A1 i indukcję genu. Drugi 
mechanizm  w ykorzystuje do represji CYP7A1 ak tyw ow any przez FXR czynnik 
FGF-19 oraz kinazę MAP. W  oparciu  o [10],

wuje metylację histonu H3 i w końcu sam się z nim  łączy, co 
prow adzi do wyciszenia transkrypcji genu CYP7A1 [29,30]. 
Dodatkowo, SHP pom aga w przyłączeniu do BARE kom 
pleksu Sw i/Snf (ang. mating-type switch/sucrose nonfermen- 
ting), odpow iedzialnego za przebudow ę chrom atyny [31]. 
SHP współdziała także z innym  korepresorem  transkrypcji, 
GPS2 (ang. G protein supressor 2) [32], Wszystkie te badania 
dotyczące w pływ u SHP na strukturę chrom atyny zostały 
wykonane w w arunkach  in vitro. Do tej pory nie wiadomo 
jednak, czy ten m echanizm  regulacji aktywności CYP7A1 
jest możliwy w  w arunkach fizjologicznych. U myszy za
blokowanie genu Shp nie prow adzi do istotnego wzrostu 
aktywności genu CYP7A1 [33]. Być może taka regulacja 
aktywności 7a-hydroksylazy cholesterolowej następuje w 
wyjątkowych sytuacjach, takich jak uszkodzenie wątroby, 
cholestaza, regeneracja wątroby. Możliwe także, że chroni 
on komórki przed toksycznym  działaniem wysokiego stę
żenia kwasów żółciowych [34],

FXR, poza oddziaływ aniem  z receptorem jądrow ym  SHP, 
może regulować szlak biosyntezy kwasów żółciowych, tak
że za pośrednictw em  czynnika wzrostowego fibroblastów 
(FGF-19, ang. fibroblast growth factor-19) (Ryc. 4). Wzrost 
stężenia kw asów  żółciowych w świetle jelita, prowadzący 
do aktywacji jelitowej formy FXR, indukuje gen kodujący 
FGF-19. Indukcja genu kodującego FGF-19, pod wpływem  
FXR, zachodzi także w  wątrobie, choć ilość powstającego 
czynnika jest tu stosunkow o niewielka. W obu przypadkach 
dochodzi do w zrostu  stężenia FGF-19 we krwi. Czynnik ten 
w iąże się ze swoim  receptorem  w błonie komórkowej hepa- 
tocytów (FGF-R4, ang. fibroblast growth factor receptor 4) i sty
muluje działanie ścieżki sygnałowej kinazy MAP. Skutkiem 
jest represja genu CYP7A1 [35].

FXR reguluje ponadto  aktywność CYP7A1, aktywując 
na poziomie transkrypcji czynnik PPARa (receptor akty
wowany przez proliferatory peroksysomalne a, ang. pero
xisome proliferator-activated receptor a). Aktywny PPARa nie 
w iąże się bezpośrednio do CYP7A1. Konkuruje on nato
miast z HN F4a o miejsce wiązania w  prom otorze genu tego
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czynnika. HNF4a indukuje transkrypcję własnego genu, a 
związanie się PPARa uniemożliwia tę indukcję. Zaham o
wanie syntezy HNF4a powoduje zmniejszenie aktywności 
7a-hydroksylazy cholesterolowej a w  konsekwencji całego 
procesu biosyntezy kwasów żółciowych [14].

Kwasy żółciowe hamują ekspresję genu CYP7A1 także 
w  sposób niezależny od FXR. Kwas litocholowy jest ligan- 
dem  receptorów PXR i jądrowego receptora witaminy D. 
Oba receptory mają zdolność wiązania sekwencji BARE-I 
w  prom otorze genu CYP7A1, co prow adzi do jego represji. 
PXR jest czynnikiem zaangażowanym , między innymi, w 
procesy detoksykacji kwasów żółciowych. Jego udział w 
regulacji metabolizmu (detoksykacji) kwasów żółciowych 
może chronić organizm przed toksycznym działaniem 
kwasów żółciowych, grom adzonych w nadmiarze. PXR re
guluje nie tylko biosyntezę kwasów żółciowych, ale także 
aktywuje ich wydalanie z organizmu. Blokuje oddziaływa
nie HN F4a z jego aktywatorem  PG C la, co uniemożliwia in
dukcję genu 7a-hydroksylazy cholesterolowej [36]. Wpływ 
VDR na ekspresję genu CYP7A1 jest podobny do w pływ u 
PXR, przy czym regulacja ta zachodzi przy udziale kilku 
mechanizmów. Jądrowy receptor witaminy D, podobnie jak 
PXR, uniemożliwia połączenie HNF4a z PG C la, ale także 
współzawodniczy z HNF4a o miejsce wiązania w  prom o
torze kontrolowanego genu. Ponadto współzawodniczy o 
wiązanie z koaktywatorami i ułatwia przyłączanie kom pre
sorów DNA [37],

Kwasy żółciowe są głównym ale nie jedynym regulato
rem  aktywności CYP7A1. Czynnikiem indukującym bio
syntezę kwasów żółciowych jest aktywowany przez oksy- 
sterole czynnik LXRa (wątrobowy receptor X, ang. liver X  
receptor). Element odpowiedzi na LXRa jest obecny w genie 
7a-hydroksylazy cholesterolowej u myszy i u szczura. U 
człowieka i królika taki element nie występuje, natomiast u 
chomika jest on niefunkcjonalny [38,39]. Zdolność do akty
wacji CYP7A1 przez LXRa, u gryzoni, pozwala na zwiększe
nie zużycia cholesterolu np. przy spożywaniu diety bogatej 
w  cholesterol. U ludzi nie ma takiej możliwości, co może 
przyczyniać się do rozwoju hipercholesterolemii [40],

Bardzo w ażnym  regulatorem  biosyntezy kwasów żółcio
wych jest insulina. W pływa ona na aktywność genu CYP7A1 
(i innych) za pośrednictwem  dwóch czynników transkryp- 
cyjnych: FoxOl (ang .forkhead box Ol) i SREBP-lc. U szczura 
przy niskim stężeniu insuliny czynnik FoxOl wiąże się do 
elementu odpowiedzi na insulinę (IRE, ang. insulin response 
element), obecnego w prom otorze genu CYP7A1 i indukuje 
jego ekspresję. Obecność insuliny prow adzi do fosforylacji 
tego czynnika przez kinazę białkową B. To powoduje jego 
migrację z jądra komórkowego do cytosolu, a następnie re
presję genu CYP7A1. Aktywacja czynnika SREBP-lc przez 
insulinę prow adzi do w zrostu ekspresji CYP7A1 u szczura. 
U ludzi mechanizm regulacji biosyntezy kwasów żółcio
wych jest inny i zależy od stężenia insuliny oraz czasu dzia
łania. Krótkotrwałe działanie insuliny w fizjologicznych 
stężeniach (1.4-14 nM) prow adzi do aktywacji tego procesu. 
Czynnik FoxOl u ludzi nie wiąże się do DNA, ponieważ w 
prom otorze genu CYP7A1 nie ma odpowiedniego elementu 
wiążącego. Jest on jednak korepresorem  transkrypcji. Unie
możliwia przyłączenie czynnika P G C la  do HNF4a, co pro-
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Rycina 5. Czynniki regulujące aktyw ność CYP7A1. N ajważniejsze podkreślono. 
Białka regulatorow e oznaczono kolorem  niebieskim  (opis w  tekście). W oparciu 
o [47],

w adzi do represji CYP7A1. Obecność insuliny, prowadząca 
do degradacji Fox01, indukuje transkrypcję CYP7A1 [41]. 
Takie działanie insuliny w stanie resorpcyjnym praw do
podobnie ułatwia wchłanianie składników pokarmowych, 
przy jednoczesnym ham ow aniu glukoneogenezy (Fox01 
jest aktywatorem  genu karboksykinazy fosfoenolopirogro- 
nianu), co zapobiega hiperglikemii. D ługotrwałe działanie 
insuliny (jak w cukrzycy typu II) prow adzi do wzrostu ak
tywności czynnika SREBP-lc, który u ludzi również działa 
jako korepresor hamujący działanie czynnika HNF4a. W 
takiej sytuacji biosynteza kwasów żółciowych ulega zaha
m owaniu [24],

O ile w  stanie resorpcyjnym istnieje potrzeba syntezy 
kwasów żółciowych, stąd pozytywna regulacja tego proce
su przez insulinę, o tyle w stanie głodu takiej potrzeby nie 
ma. W zrost stężenia glukagonu hamuje (poprzez cykliczny 
AMP) w ytwarzanie kwasów żółciowych, prow adząc do in
aktywacji czynnika HNF4a. Aktywowana przez cykliczny 
AMP kinaza białkowa A fosforyluje HNF4a (Ser 304), co 
przyczynia się do zmniejszenia jego stabilności, zdolności 
do homodimeryzacji a także wiązania się do DNA. Podobny 
mechanizm zaobserwowano w hepatocytach szczura [42].

Poza regulacją biosyntezy kwasów żółciowych omawia
ną powyżej zaobserwowano także, że proces ten jest regulo
w any przez rytm  dobowy, zarówno u ludzi jak i szczurów. 
W prom otorze genu CYP7A1 obecne są elementy wiążące 
czynniki transkrypcyjne regulujące rytm  dobowy takie jak 
DBP (białko wiążące miejsce D, ang. D-site binding protein), 
DEC2 (czynnik transkrypcyjny zróżnicowanych, embrio
nalnych chondrocytów, ang. differentiated embryo chondrocy- 
te) czy E4BP4. DBP indukuje, a DEC2 i E4BP4 hamują eks
presję CYP7A1. Czynniki DBP i DEC2 pojawiają się w ko
mórce mniej więcej w tym samym czasie, jednak wiążą się 
do różnych sekwencji w DNA. Przypuszczalnie zadaniem 
czynnika DEC2 jest zapobieganie nadmiernej aktywności 
CYP7A1 w obecności DBP. E4BP4 pojawia się w  komórce w 
czasie gdy DBP jest nieobecny i wiąże się do sekwencji od
powiedzi na DBP hamując transkrypcję [43,44]. Aktywność 
E4BP4 jest kontrolowana przez białko Rev-erba (receptor ją
drow y z rodziny NR1D1). Jest to sierocy receptor regulują
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cy metabolizm lipidów, glukozy, różnicowanie adipocytów 
oraz wiele innych procesów, przy czym jego bardzo istot
ną funkcją jest regulacja rytm u dobowego. Rev-erba wiąże 
się do promotora genu E4BP4 hamując ekspresję genu, co 
z kolei prowadzi do obniżenia ekspresji genu kodującego 
CYP7A1. Innym skutkiem działania Rev-erba, jako repre- 
sora transkrypcji, jest zahamowanie aktywności genu kodu
jącego czynnik SHP czego skutkiem jest również obniżenia 
ekspresji genu kodującego CYP7A1 [45].

Z regulacją procesu biosyntezy kwasów żółciowych łą
czy się także takie czynniki jak TNFa, TGFp (transformu
jący czynnik wzrostowy (3, ang. transforming growth factor 
f) ,  EGF-R (receptor epidermalnego czynnika wzrostowego, 
ang. epidermal growth factor receptor), HGF (hepatocytarny 
czynnik wzrostowy, ang. hepatocyte growth factor), a także 
horm ony tarczycy i glukokortykoidy [36,42,46]. Cholestyra- 
mina, lek stosowany w leczeniu hipercholesterolemii, tak
że w pływ a na aktywność CYP7A1. Wiążąc w jelicie kwasy 
żółciowe zapobiega ich reabsorpcji, ale jednocześnie przy
czynia się do wzrostu aktywności 7a-hydroksylazy chole
sterolowej [47], Najważniejsze czynniki wpływające na ak
tywność CYP7A1 są wymienione na rycinie 5.

REGULACJA AKTYWNOŚCI CYP27A1

Enzymem inicjującym a zarazem ograniczającym alter
natywną drogę biosyntezy kwasów żółciowych jest 27-hy- 
droksylaza sterolowa. Jest to enzym biorący także udział 
w etapie utleniania łańcucha bocznego, związany ponadto 
z innymi szlakami metabolizmu cholesterolu. Aktywność 
CYP27A1 jest skoordynowana z aktywnością CYP7A1 z 
tym, że nie wszystkie omówione powyżej czynniki regulu 
jące wpływają jednocześnie na aktywność obu enzymów, 
a stopień tej koordynacji zależny jest od gatunku (Ryc. 6). 
Regulacja CYP27A1 dotyczy przede wszystkim transkrypcji 
ale istnieje też duże prawdopodobieństwo udziału potran- 
skrypcyjnych mechanizmów regulacyjnych. Stwierdzono, 
że istnieje znaczna różnica pomiędzy ilością powstającego 
mRNA a aktywnością enzymu [48]. W potranskrypcyjnej 
regulacji biorą udział praw dopodobnie fosfolipidy [49]. 
Mechanizm regulacji transkrypcji jest poznany dużo do
kładniej. Wiadomo, że najważniejszymi czynnikami regula
torowymi są kwasy żółciowe i cholesterol. Kwasy żółciowe 
są czynnikiem hamującym aktywność genu CYP27A1 np. u 
szczura, ale nie u królika czy myszy (Ryc. 6). U człowieka 
wpływ  kwasów żółciowych na ekspresję CYP27A1 jest dys
kusyjny. W promotorze genu CYP27A1 obecna jest sekw en
cja wiążąca czynnik HNF4a, ale jest ona różna od sekwencji 
BARE w promotorze CYP7A1. Wydaje się, że jest to jeden 
z najważniejszych regulatorów traskrypcji tego genu, przy 
czym nie wykazano współdziałania z czynnikami SHP i 
FXR. Jeśli więc ulega on inaktywacji powodując tym sam ym  
represję CYP27A1, to dzieje się to niezależnie od FXR. Być 
może, kwasy żółciowe, za pośrednictwem cytokin prozapal- 
nych aktywują drogę sygnałową kinazy MAP (kinaza akty
wowana mitogenami, ang. mitogen-activated kinase), p row a
dzącą do fosforylacji tego czynnika, co z kolei uniemożliwia 
jego wiązanie z transaktywatorami. Dodatkowo, dopuszcza 
się możliwość regulacji ekspresji CYP27A1 przez receptory 
PXR oraz VDR [50,51]. Z kolei, cholesterol jest aktywatorem 
tego genu u królika, ale nie u szczura i myszy [52],
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Rycina 6. Czynniki regulujące aktyw ność CYP27A1. N ajważniejsze podkreślono. 
Białka regulatorow e oznaczono kolorem  niebieskim  (opis w  tekście). W oparciu 
o [47],

CYP27A1 podlega także regulacji hormonalnej. Insulina 
i horm ony tarczycy hamują jej aktywność [46], Glukokorty- 
koidy aktywują 27-hydroksylazę cholesterolową. Regulacja 
polega przede wszystkim na aktywacji ekspresji genu przez 
receptor glukokortykoidów, GRa, ale praw dopodobnie tak
że na stabilizacji mRNA [53]. Ponadto CYP27A1 jest regulo
wany przez horm on w zrostu i IGF-1 (czynnik wzrostowy 
podobny do insuliny 1, ang. insulin-like growth factor 1), a 
także androgeny i estrogeny [54,55]. W innych niż w ątro 
ba tkankach aktywność 27-hydroksylazy sterolowej jest 
również regulowana. W makrofagach enzym  ten odgrywa 
praw dopodobnie istotną rolę w  ich ochronie kom órek przed 
grom adzeniem  nadm iernych ilości cholesterolu. Chroni 
więc przed rozwojem miażdżycy. W ażną funkcję pełnią tu 
czynniki RXR i PPARy [56]. W jelicie cienkim czynnikiem 
aktywującym ekspresję CYP27A1 jest PXR. W zrost aktyw 
ności enzym u po spożyciu pokarm u bogatego w  cholesterol 
prow adzi do wzrostu stężenia oksysteroli a te przyczynia
ją się do aktywacji czynnika LXR. LXR, pobudzając trans
portery z rodziny ABC, przyczynia się do przyspieszenia 
zwrotnego transportu cholesterolu do światła jelita oraz 
produkcji HDL [57]

REGULACJA AKTYWNOŚCI CYP7B1

Podobnie jak CYP27A1, CYP7B1 jest enzym em  uczestni
czącym w alternatywnej drodze biosyntezy kw asów  żółcio
w ych i jego aktywność również podlega regulacji (Ryc. 7). 
Rola podstawowych czynników regulujących biosyntezę 
kwasów żółciowych, czyli cholesterolu i samych kwasów 
żółciowych, nie jest tu tak oczywista jak w przypadku po 
przednio omawianych enzymów. U gryzoni stw ierdzono

Rycina 7. Czynniki regulujące aktywność CYP7B1. N ajważniejsze podkreślono. 
Białka regulatorow e oznaczono kolorem  niebieskim  (opis w tekście). W oparciu 
o [47],

w pływ  kwasów żółciowych na transkrypcję genu CYP7B1, 
natom iast u ludzi zaobserwowano działanie wyłącznie 
kw asu chenodeoksycholowego [47,58]. Z kolei w pływ  cho
lesterolu stwierdzono tylko w  hepatocytach szczura. Nie 
stw ierdzono go jednak w  w arunkach in vivo [58], Niedawno 
zaobserwowano udział czynnika RORa (retinoidowy recep
tor sierocy, ang. retinoic orphan receptor) i LXR w  regulacji 
transkrypcji CYP7B1. W promotorze genu CYP7B1 w ystępu
je element odpowiedzi na RORa. Po związaniu tego czynni
ka następuje indukcja ekspresji genu. LXR praw dopodobnie 
konkuruje z RORa o miejsce wiązania lub też o koaktywato- 
ry, prowadząc tym samym do represji genu [59], N egatyw 
nym i regulatorami transkrypcji są również czynniki SREBP 
(1 i 2), przy czym nie wiążą się one bezpośrednio do DNA 
a oddziaływują praw dopodobnie za pośrednictwem  LXR 
[60]. Rytm dobowy reguluje aktywność CYP7B1 w sposób 
skoordynow any z aktywnością CYP7A1, przy czym aktyw 
ność tego pierwszego narasta nieco później [58]. Dodatkowe 
czynniki wpływające na aktywność CYP7B1 to estrogeny i 
androgeny, horm ony tarczycy, glukokortykoidy i cytokiny 
[58,61],

REGULACJA AKTYWNOŚCI CYP8B1

12a-hydroksylaza sterolowa (CYP8B1) jest enzym em  bio
rącym udział w produkcji kwasu cholowego, wpływając w 
ten sposób na skład puli powstających kwasów żółciowych 
(stosunek ilości kwasu cholowego do chenodeoksycholo
wego). Kwasy żółciowe w istotny sposób regulują aktyw 
ność tego enzym u na poziomie transkrypcji. M echanizm tej 
regulacji (Ryc. 8) jest bardzo podobny do m echanizm u re
gulacji ekspresji genu CYP7A1 (Ryc. 4). Udział w  niej biorą 
czynniki FXR, SHP oraz HNF4a i LRH-1, przy czym, inaczej 
niż w  przypadku CYP7A1, ważniejsza jest tu rola LRH-1 
niż HNF4a [62]. Kwasy żółciowe mogą hamować CYP8B1 
także na drodze niezależnej od SHP, z udziałem  kinazy 
MAP, która prow adzi do zablokowania indukcji genu przez 
czynnik HNF4a [63]. Aktywność 12a-hydroksylazy jest też 
regulowana cyklem głodzenia/karm ienia. W stanie głodu 
za pośrednictwem  czynnika PPARa dochodzi do indukcji 
genu CYP8B1 [64]. Insulina natomiast jest czynnikiem ha-

Rycina 8. Regulacja ekspresji genu CYP8B1 p rzez kw asy żółciowe, za pośred 
nictw em  czynnika FXR. Pod w pływ em  FXR następuje represja genu CYP8B1. 
P ierw szy z m echanizm ów  represji polega na aktywacji receptora SH P przez FXR, 
a następnie w iązanie tego pierw szego z czynnikiem  transkrypcyjnym  LRH1. To 
uniem ożliw ia w iązanie LRH1 do prom otora  CYP8B1 i indukcję genu. D rugi m e
chanizm  w ykorzystuje do represji CYP8B1 aktyw ow any przez FXR czynnik FGF- 
19 oraz kinazę MAP. W oparciu o [10].
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Rycina 9. C zynniki regulujące aktyw ność CYP8B1. Najważniejsze podkreślono. 
Białka regulatorow e oznaczono kolorem  niebieskim  (opis w  tekście). W oparciu 
o [47],

mującym [47,65]. Stwierdzono także, że czynniki SREBP 
mają zdolność regulacji genu kodującego 12a-hydroksylazę 
sterolową. Skutek działania jest zależny od typu czynnika. 
SREBP-1 prow adzi do indukcji, natom iast SREBP-2 do re
presji genu [65,66]. Do innych czynników wpływających 
na funkcjonowanie genu CYP8B1 zalicza się cholesterol 
i horm ony tarczycy. Dieta bogata w  cholesterol prowadzi 
do zaham owania ekspresji CYP8B1, inaczej niż w  przy
padku CYP7A1. Podobny efekt obserwuje się w  przypad
ku horm onów tarczycy, które aktywują CYP7A1 a hamują 
CYP8B1 [65], Aktywność 12a-hydroksylazy jest też zależ
na od fazy dnia. Jest ona najwyższa wtedy, gdy aktywność 
7a-hydroksylazy cholesterolowej jest najniższa [67] (Ryc. 9).

REGULACJA KONIUGACJI I TRANSPORTU 
KWASÓW ŻÓŁCIOWYCH

Regulacji przez kwasy żółciowe podlega też ostatni etap 
biosyntezy, czyli koniugacja z glicyną lub tauryną. Prowadzi 
ona do zwiększenia rozpuszczalności kwasów żółciowych, 
dzięki czemu mogą być one przeniesione przez odpow ied
nie transportery z rodziny ABC do kanalików żółciowych i 
następnie uczestniczyć w trawieniu lipidów w jelicie. Kwa
sy żółciowe, które nie uległy koniugacji pozostają w  hepa- 
tocytach, a gdy ich stężenie nadm iernie wzrośnie stają się 
dla komórki toksyczne, wywołując cholestazę. W związku 
z tym wym agana jest precyzyjna regulacja zarówno pro
cesu koniugacji, jak i transportu koniugowanych kwasów 
żółciowych poza komórkę, a głównym regulatorem są 
same kwasy żółciowe. Zarówno aktywacja kwasów żółcio
wych katalizowana przez syntetazę kwas żółciowy-CoA 
(BACS), jak i przyłączanie am inokwasu katalizowane przez 
N-acylotransferazę kwas żółciowy:aminokwas (BAAT), 
pozostają pod kontrolą receptora FXR. Aktywowany kwa
sami żółciowymi receptor tworzy heterodimer z innym 
receptorem jądrowym  — RXR. Kompleks ten następnie łą
czy się z FXRE położonym  w prom otorze genu BACS oraz 
z FXRE położonym w pierwszym  intronie genu BAAT. W 
obu przypadkach następuje aktywacja procesu transkrypcji, 
prow adząca do przyspieszenia koniugacji kwasów żółcio
wych [68]. Etap koniugacji jest ponadto regulowany przez 
czynnik PPARa. Jest on w tym przypadku negatywnym  re
gulatorem. Jego aktywacja prow adzi jednocześnie do zaha
m owania koniugacji i przyspieszenia reakcji odwrotnej, cze
go skutkiem jest zwiększenie stężenia nieskoniugowanych

kwasów żółciowych w  hepatocycie. Znaczenie regulacji 
biosyntezy kwasów żółciowych przez PPARa nie zostało 
jeszcze dokładnie wyjaśnione. Wiadomo, że jego transkryp
cja jest indukow ana przez FXR (a więc kwasy żółciowe) 
oraz, że praw dopodobnie współdziałanie obu czynników 
wykracza poza regulację biosyntezy kwasów żółciowych. 
Prawdopodobnie odgryw a ono istotną rolę w  szeroko poję
tej regulacji homeostazy lipidów [69,70].

W utrzymaniu odpowiedniego stężenia kwasów żółcio
wych w hepatocycie istotną rolę odgrywa też krążenie jelito- 
wo-wątrobowe. Kwasy żółciowe transportowane do kanali
ków, a następnie do pęcherzyka żółciowego, oraz kwasy żół
ciowe powracające z jelita żyłą wrotną do wątroby biorą udział 
w  kontroli szlaku biosyntezy kwasów żółciowych de novo. 
Transport z wątroby do kanalików żółciowych odbywa się 
przede wszystkim przy udziale pompy eksportu soli kwasów 
żółciowych (BSEP) (Ryc. 10). Zaburzenia jej działania, spowo
dowane np. zwiększoną internalizacją w  stanach zapalnych 
wątroby, prowadzą do gromadzenia się kwasów żółciowych 
we wnętrzu komórki, czego skutkiem może być rozwój chole- 
stazy [71]. BSEP występuje tylko w wątrobie i jest glikoprote- 
iną P [72], Przenosi przez błonę hepatocytu głównie koniu go- 
wane kwasy żółciowe, przy czym największe powinowactwo 
wykazuje w  stosunku do kwasu taurochenodeoksycholowe- 
go. Transportuje także inne jony organiczne, ale w  bardzo 
ograniczonym stopniu. Jej aktywność jest stymulowana przez 
same kwasy żółciowe, za pośrednictwem heterodimeru FXR/ 
RXR, który wiąże się do elementu odpowiedzi w promotorze 
genu BSEP [73]. Do uzyskania pełnej aktywności tego genu 
niezbędna jest też modyfikacja chromatyny przy udziale spe
cyficznych metylotransferaz. Transporter ten regulowany jest 
też posttranslacyjnie. Ulega fosforylacji pod wpływem kinazy 
białkowej C a [71,74]. Z kolei przemieszczanie cząsteczek BSEP 
do błony komórkowej pozostaje pod kontrolą kwasów żółcio
wych i cAMP [75]. Pomocniczą rolę w usuwaniu kwasów żół
ciowych z hepatocytów do dróg żółciowych odgrywa białko 
Mrp2 (białko oporności wielolekowej 2). Przenosi koniugaty 
bilirubiny, glutationu, glukuronianu oraz siarczanu. Spośród 
kwasów żółciowych transportowane tym sposobem są przede 
wszystkim kwasy tauro- i glikolitocholowy [71]. Jego aktyw-

Rycina 10. Transport kw asów  żółciowych do kanalika żółciowego. G łów nym  
transporterem  jest białko BSEP w spom agane przez Mrp3 i 2. T ransportery te są 
aktyw ow ane p rzez czynniki transkrypcyjne, takie jak FXR, VDR, PXR i CAR, na 
skutek w zrostu  stężenia kw asów  żółciowych w  hepatocycie. A lternatyw nym  
sposobem  usuw an ia  kw asów  żółciowych z kom órki jest ich transport do krążenia 
ogólnego, p rzy  udziale przenośników  M rp 2, 4 i Osta/(3. System ten ulega rów 
nież aktywacji przez FXR, zwłaszcza przy  zmniejszonej aktywności BSEP (np. 
w  cholestazie). Za absorpcję kw asów  żółciowych z żyły wrotnej do hepatocytu 
odpow iadają odm ienne transportery (białka N tcp i Oatp), których aktyw ność 
zm niejsza się, gdy stężenie kw asów  żółciowych w  hepatocycie jest wysokie.
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ność regulowana jest na poziomie transkrypq'i, prawdopo
dobnie za pośrednictwem receptorów LXR [76], W procesie 
transportu kwasów żółciowych do kanalików, a następnie do 
pęcherzyka żółciowego, uczestniczy także białko Mrp3.

Kwasy żółciowe w pewnych w arunkach mogą trafiać 
także do krążenia ogólnego za pośrednictwem  białek Mrp2 
i 4 oraz O s ta / (3 (ang. organie solute and steroid transporter), 
przy czym to ostatnie jest najbardziej istotne. Jego aktyw 
ność jest stym ulowana przez FXR, a więc przez same kwasy 
żółciowe [77,78].

Powracające z jelita kwasy żółciowe trafiają do hepatocy- 
tów za pośrednictwem dwóch białek. Kotransporter Na+/  
kwasy żółciowe (Ntcp) przenosi kwasy żółciowe przez bło
nę komórki przy udziale jonów sodu, więc jego działanie 
wymaga udziału aktywnej ATPazy N a+/K +. Transporter ten 
przenosi zarówno koniugowane jak i niekoniugowane kwasy 
żółciowe, z przewagą tych pierwszych [79], Wysokie stężenie 
kwasów żółciowych w  hepatocycie wywołuje represję genu 
kodującego Ntcp. Ma to uniemożliwić napływ dodatkowych 
kwasów żółciowych do komórki i dalszy wzrost stężenia. 
Za tę represję odpowiada FXR we współpracy z czynnikiem 
SHP, aktywującym heterodimer RAR/RXR. Ponadto, sugeru
je się zachodzącą wówczas supresję czynników H N F la  i 4a 
[36]. Dodatkowymi czynnikami, hamującymi ekspresję genu 
Ntcp, są cytokiny prozapalne. Z kolei aktywaq'a zachodzi w  
obecności glukokortykoidów, cyklicznego AMP (transport do 
błony) oraz Ca2+ i kinazy białkowej C [80,81]. Drugi system 
transportu jest niezależny od sodu i wykorzystuje białko Oatp 
(transporter anionów organicznych). W ten sposób przenoszo
ne są głównie niekoniugowane kwasy żółciowe, przy jedno
czesnym usunięciu z komórki różnego rodzaju anionów (jak 
np. HCOy), czy zredukowanego glutationu. Podobnie jak w 
przypadku Ntcp, jednym z czynników regulujących działanie 
tego transportera są kwasy żółciowe, prawdopodobnie przy 
udziale H N F la  i 4a [71,82],

PODSUMOWANIE

Do niedawna kwasy żółciowe postrzegane były jedynie 
jako detergenty ułatwiające trawienie i wchłanianie lipidów 
oraz związków rozpuszczalnych w  lipidach. Ponieważ są 
także produktam i przem ian cholesterolu, uznaw ano ich 
istotną rolę w  utrzym yw aniu jego homeostazy w organi
zmie. Odkrycie receptorów jądrowych mogących wiązać 
kw asy żółciowe, w  tym receptora FXR jako receptora dla 
nich specyficznego, pokazało jednak, że wywierają one 
znacznie większy wpływ  na funkcjonowanie organizmu. 
Receptory te (zarówno FXR jak i VDR czy PXR) obecne są 
nie tylko w narządach / tkankach tradycyjnie postrzeganych 
jako uczestniczące w przemianach kwasów żółciowych, jak 
w ątroba czy nabłonek jelita, ale także innych (tkanka tłusz
czowa, nerki). Wymienione receptory jądrowe biorą udział 
w regulacji wielu procesów metabolicznych takich jak prze
m iany kwasów tłuszczowych, triacylogliceroli, lipoprotein, 
cholesterolu, glukozy, wreszcie samych kw asów  żółcio
wych. Mogą także regulować proliferację komórek i brać 
udział w kontroli procesów zapalnych. Receptory jądrowe 
aktyw ow ane przez kwasy żółciowe są obecnie obiektem ba
dań mających na celu opracowanie nowych leków m ogą
cych pomóc w zwalczaniu takich stanów chorobowych jak
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kamica żółciowa, stłuszczenie wątroby, otyłość, cholestaza, 
cukrzyca, oraz niektórych chorób układu krążenia. Już w tej 
chwili dostępnych jest kilka pochodnych kwasów żółcio
wych, poddanych w stępnym  fazom badań klinicznych, któ
re potencjalnie mogą zostać takimi lekami. Z tego względu, 
dokładne poznanie m echanizmów regulacji metabolizmu 
kwasów żółciowych jest niezwykle istotne. Większość ba
dań, jakie w ykonano do tej pory, dotyczyła jednak gryzoni 
i o ile regulacja aktywności ludzkiej 7a-hydroksylazy cho
lesterolowej jest obecnie przedm iotem  dość intensywnych 
prac, to w ażne jest także bardziej dokładne poznanie m e
chanizm ów kontroli aktywności pozostałych istotnych en
zym ów  szlaku biosyntezy kwasów żółciowych u człowieka.
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Mechanisms of bile acid biosynthesis regulation — autoregulation by bile acids 

Areta Hebanowska

M edical University of Gdansk, D epartm ent of Biochemistry, 1 Debinki St., 80-211 G dansk, Poland 

a e-mail: areta@ gumed.edu.pl

Key words: bile acid, 7a-cholesterol hydroxylase, 27-cholesterol hydroxylase, 12a-sterol hydroxylase, oxysterol hydroxylase, nuclear receptors 

ABSTRACT
Bile acids play significant role in body homeostasis regulation. They are products of cholesterol catabolism and ligands for some nuclear re
ceptors regulating crucial metabolic pathways. The main enzyme regulating bile acids biosynthesis is CYP7A1 (7a-cholesterol hydroxylase). 
Its activity is controlled mainly at the transcription level and the key transcription factor is FXR. It is activated by other nuclear receptors like 
SHP, HNF-4a or LRH-1 and bile acids themselves, and represses CYP7A1 gene. The other transcription factors that inhibit CYP7A1 activity, are 
PXR, VDR, PPARa. The main activator is LXR (in rodents), increasing CYP7A1 transcriptional activity. CYP7A1 activity increases in presence  
of insulin and glucocorticoids. It is also regulated by diurnal rhythm. Some of those factors influence the activities of other bile acids biosyn
thesis enzymes — CYP7B1, CYP27A1, CYP8B1. Because of bile acids significant function in body metabolism this article presents the newest 
knowledge on mechanisms of key enzymes activities control.
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STRESZCZENIE

Transportery ABC (ang. A T P  B ind ing  C assette) stanowią jedną z największych rodzin  
białek o k luczow ym  znaczeniu m edycznym , przem ysłow ym  i ekonom icznym . W y

stępują w e w szystkich  organizmach. Białka te odpow iedzialne są za oporność mikro
organizm ów na antybiotyki i fungicydy, jak i oporność komórek now otworowych na 
chemioterapię. Mutacje w  genach transporterów ABC powodują poważne choroby jak 
np. m ukowiscydozę, adrenoleukodystrofie, ataksję. Białka ABC transporterów w ykazują  
podobną budow ę dom enow ą, a do transportu używają energii uzyskanej z wiązania i 
rozkładu ATP. Działają n ie tylko jako transportery ale również jako receptory, kana
ły, regulatory kanałów. Analiza sekw encji genom u Saccharom yces cerevisiae  wykazała  
obecność 30 potencjalnych genów  transporterów ABC, które podzielono na 6 podrodzin. 
Ich ogromne strukturalne i funkcjonalne podobieństw o do transporterów ABC człow ieka  
pozwala na użycie w  badaniach drożdży jako doskonałego m odelow ego organizmu. W  
niniejszej pracy przedstawiono charakterystykę białek ABC u Sacharom yces cerevisiae.

WPROWADZENIE

Białka ABC w ystępują  pow szechnie w kom órkach w szystkich organizm ów  
od m ikroorganizm ów  do człowieka. Są zlokalizow ane w błonach kom órko 
w ych i katalizują zależny od ATP transport różnych substratów  przez błony. 
Chociaż białka ABC zostały z identyfikow ane już kilkadziesiąt lat tem u, do 
piero teraz stały sie gorącym  punk tem  zainteresow ania. Zw iązane jest to z 
ich ogrom ną m edyczną, przem ysłow ą i ekonom iczną rolą. T ransportery  ABC 
są bow iem  odpow iedzia lne  za w ieloraką oporność kom órek na inhibitory. 
W pływają na obniżenie stężenia leku w cytoplazm ie, poprzez aktyw ne w y 
rzucanie go na zew nątrz  kom órki. Ekspresja genów  kodujących białka ABC 
zw iązana jest np. z opornością m ikroorganizm ów  na antybiotyki i fungicy
dy, z opornością Plasmodium na leki antym alaryczne, z opornością roślin  na 
herbicydy [1]. Wiele chorób człowieka zostało pow iązanych z m utacjam i w 
genach ABC transporterów . M utacje pow odujące n iepraw id łow e funcjono- 
w anie transporterów  ABC (mutacje typu  loss-of-function) p row adzą np. do 
m ukow iscydozy (mutacje w  genie CFTR; ang. Cystic fybrosis transmembrane 
regulator), zespołu D ubina-Johnsona (mutacje w  genie cMOAT; DJS, ang. Du- 
bin-Johnson syndrom e, hyperbilirubinem ia II), zaburzeń  w transporcie chole
sterolu, choroby tangierskiej (mutacje w genie ABCA1, ang. Tangier disease), 
choroby S targardta (mutacja w  genie ABCA4; STGD, ang. Stargardt's disease) 
i w ielu innych [2-5]. O bszerna lista chorób pow odow anych przez m utacje 
w genach ABC dostępna jest na stronie h t tp //n u tr ig e n e .4 t.c o m /h u m a n a b c . 
htm . Mutacje pow odujące nadekspresje genów  białek ABC prow adzą do n a 
bycia przez kom órki cech oporności wielolekowej. Cecha ta stanow i og rom 
ny problem  zarów no w antybiotykoterapi przeciw ko bakteriom  ale rów nież 
w chem ioterapi kom órek now otw orow ych. D latego w ażne jest zrozum ienie  
system u aktyw ności i regulacji genów transporterów  ABC, jak i zasady dz ia 
łania i specyfiki substratow ej białek ABC.

Wszystkie znane transportery  ABC w ykazują podobną budow ę dom enow ą. 
Z budow ane są z zachowanej w  ewolucji NBD dom eny (ang. Nucleotide-Binding 
Domaiń) wiążącej i hydrolizującej ATP i dom eny MSD (ang. Membrane-Span- 
ning Domaiń) — dom eny transm em branowej. Energia w ykorzystana do trans
portu substancji przez błony niezgodnie z gradientem  stężeń pozyskiw ana jest 
z hydrolizy ATP, dlatego też białka ABC zw ane są często pom pam i. Należy 
jednak pamiętać, że białka ABC działają nie tylko jako transportery ale rów 
nież jako receptory, kanały, regulatory kanałów  i proteazy [6].

W badaniach biochemicznych i genetycznych wykorzystuje się organizm y 
m odelowe np. drożdże Saccharomyces cerevisiae. D rożdże od wieków sa zw ią 
zane z postępem  i rozwojem  cywilizacji ludzkiej. Stosowane w przem yśle pie-
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Tabela 1. Wykaz i charakterystyka białek ABC u Saccharomyces cereińsiae z podziałem na podrodziny.

Podrodzina Gen ORF ( l ic z b ^ A A )^ ^  Topologia Lokalizacja w komórce Funkcja

ABCB
(MDR)

STE6
ATM 1
M DLI
MDL2

YKL209c
YMR301c
YLR188w
YPL279w

1290
694
696
820

(MSD-NBD)2
MSD-NBD
MSD-NBD
MSD-NBD

błona kom órkowa 
wew.błona m itochondrialna 
w ew .błona m itochondrialna 
wew.błona m itochondrialna

tansport ferom onu a 
hom eostaza F e /S  białek 
transport peptydów  
?

YOR1 YGR281c 1477 (NBD-MSD)2 błona kom. transport inhibitorów
YCF1 YDR135c 1515 NTE-(NBD-MSD)2 błona wakuoli transport metali

ABCC BPT1 YLL015w 1559 NTE-(NBD-MSD)2 błona wakuoli transport inhibitorów
(MRP/CFTR) VMR1 YHL035c 1592 NTE-(NBD-MSDy błona wakuoli transport inhibitorów

YBT1 YLL048c 1661 NTE-(NBD-MSDÿ błona wakuoli transport inhibitorów
NFT1 YKR103 w /104  w 1524 NTE-(NBD-MSD)2 ? ?

ABCD PXA1 YPL147w 870 MSD-NBD peroksysom y
pobieranie 
długołańcuchow ych 
kw. tłuszczowych

(ALDP) PXA2 YKL188c 853 MSD-NBD peroksysom y

ABCE (RLI) RL11 YDR091c 608 NBD-NBD ? hom eostaza Fe/S

ABCF
(YEF)

YEF3
Newl
GCN20

YLR249w
YPL226w
YFR009w

1044
1196
752

NBD-NBD
NBD-NBD
NBD-NBD cytoplazm a, rybosom y

w pływ a na translacje białek 
pow iązany z bigenezą 
rybosom ów
aktywacja kinazy Gcn2p

Hef3
ARB1

YNL014w
YER036c

1044
610

NBD-NBD
NBD-NBD

?

pow iązany z biogenezą 
rybosom ów

ABCG
(PDR)

Inne

PDR5 YOR153w 1511 (MSD-NBD)2 błona kom órkowa
SNQ2 YDROllw 1501 (MSD-NBDh błona kom órkow a
PDR15 YOR406w 1529 (MSD-NBD)" błona kom órkowa
PDR10 YOR328w 1564 (MSD-NBD)' błona kom órkowa
PDR12 YPL058c 1511 (MSD-NBD), błona kom órkow a
PDR11 YI:013c 1411 (MSD-NBD)2 błona kom órkowa
PDR18 YNR070w 1333 (MSD-NBD)2 błona kom órkow a
AUS1 YOROllw 1394 (MSD-NBD), błona kom órkowa

YOL075c 1093 (MSD-NBD)2 błona kom órkowa
ADP1 YCROllc 1049 MSD-NBD-MSD błona kom órkow a

CAF16 YFL028c 289 NBD
YDR061w 539 NBD

wieloraka oporność 
w ieloraka oporność 
w ieloraka oporność 
w ieloraka oporność 
oporność na słabe 
kw. organicznych 
transport steroli 
?
transport steroli 
?
?

?
7

ORF — ang. open reading frame, o tw arta ram ka odczytu, sekwencja, która potencjalnie m oże ulec translacji na białko; AA — am inokwasy; MSD — 
dom ena transbłonow a; NBD — dom ena w iązania i hydrolizy ATP; NTE — dodatkow a N-końcowa dom ena transbłonow a podrodziny ABCC.

karniczym, browarnictw ie czy przem yśle farm aceutycz
nym  komórki drożdży stały sie najstarszym  i najw dzięcz
niejszym biotechnologicznym partnerem  człowieka. Droż
dże są m ateriałem  tanim, łatwo dostępnym  i bezpiecznym. 
Duże podobieństw o strukturalne i funkcjonalne białek 
człowieka i drożdży daje ogrom ną szansę na scharaktery
zow anie w ielu białek człowieka poprzez badanie ich droż- 
dżow ych hom ologów lub poprzez heterologiczną ekspre
sję w  komórkach drożdży.

BUDOWA BIAŁEK ABC

Białka należące do rodziny ABC charakteryzują  się za 
chow aną w ewolucji budow ą. Z budow ane są z dw óch ho 
m ologicznych części, z których każda obejmuje dom enę 
MSD i dom enę NBD odpow iedzialną za hydrolizę  ATP 
[6-8], U eukariotów  te hom ologiczne połow y są kodow a
ne jako jeden po lipeptyd  (tzw. pełne ABC transportery) 
lub jako oddzielne białka (tzw. transporte ry  połow icz
ne), które tw orzą funkcjonalne hom o- lub heterodim ery  
[6,7,9]. Domeny MSD zwykle, choć nie zaw sze, zaw ierają 
6a-helikalnych m otyw ów  transbłonow ych. D om ena wia-
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zania i hydrolizy  ATP, dom ena NBD, jest krytyczna dla 
funkcji białek ABC. Dom eny te zawierają najbardziej za
chow ane w ewolucji rejony sekwencji reszt am inokw aso
wych charakterystyczne dla białek z rodziny ABC. Każ
da z dom en NBD, zbudow anych  z około 200 reszt am i
nokw asow ych, zaw iera zachow ane w ewolucji m otyw y 
W alker A i W alker B [10], które są rozdzielone rejonem 
zbudow anym  z 90-120 reszt am inokw asow ych i tzw. 
„ABC signature motif' zaw erającym  sekwencję LSGGQ 
(czasem zw aną m otyw em  C) [6,8,11].

Bazując na m olekularnej architekturze, w zajem nym  
układzie  dom en NBD i MSD, obecności poszczególnych 
dom en i hom ologii w obrębie dom en NBD m ożna w y 
różnić kilka typów  białek ABC transporterów , co jest 
podstaw ą ich klasyfikacji w  podrodziny  (Ryc. 1). Białka 
ABC człowieka zostały na tej podstaw ie podzielone na 
7 pod rodz in  ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF 
i ABCG (h ttp //n u tr ig en e .4 t.co m /h u m an ab c .h tm ). U 
d rożdży  S. cerevisiae w yróżniono 6 podrodzin  białek 
ABC (Tab. 1, Ryc. 2): ABCB/M DR, ABCC/M RP, ABCD/ 
ALDP, ABCE/RLI, ABCF/YEF i A BCG/PDR [12-14].
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Rycina 1. Topologia białek ABC. U kład dom en w  białkach ABC. M olekularna architektura cząsteczek 
i wzajem ny uk ład  dom en stanow ią podstaw ę do podziału  białek ABC w  podrodziny. NBD — dom ena 
w iązania i hydrolizy ATP; MSD — dom ena transbłonow ą; NTE — ang. N-terminal Extention, dodatkow y 
rejon w ystępujący w  białkach z podrodziny  ABCC.

cji dom eny NBD białka Ste6p, które było 
pierw szym  zidentyfikow anym  transporte 
rem ABC. W ykazano w  ten sposób istnie
nie 30 potencjalnych genów  ABC transpo r
terów u S. cerevisiae. W śród w yszukanych  
białek znalazły się dw adzieścia  dw a ABC 
transportery  posiadające dom eny NBD i 
dom eny MSD i osiem białek posiadających 
tylko sekwencje NBD. W śród d rożdżow ych 
transporterów  w yrożniono  sześć pod- 
rodzin: PDR, MDR, ALDP, M RP/CFTR, 
YEF3 i RLI [12,13]. Obecnie do klasyfikacji 
białek ABC drożdży  zaproponow ano  sys
tem nazew nictw a stosow any w  p rzy p ad 
ku ich hom ologów  w ystępujących u czło
wieka. W yróżniam y więc podrodz iny  od 
ABCB do ABCG (Tab. 1) [17]. U drożdży  
S. cerevisiae brak jest p rzedstaw icieli p o d 
rodziny ABCA występującej u  człowieka. 
Obecność białek ABC w ykazano  w  błonie 
komórkowej, błonie wakuoli, b łonie m ito 
chondrialnej, błonie peroksysom ów  i cyto- 
plazm ie (Ryc. 4).

BIAŁKA ABC S. CEREVISIAE

C ałkow ita sekwencja genom u S. cerevisiae została o p u 
blikow ana w 1996 roku  [15,16]. D rożdże piekarnicze były 
p ierw szym  organizm em  eukariotycznym , dla którego 
w ykonano analizę sekwencji genom u w  celu w yszuka 
nia genów  w szystkich potencjalnych ABC transporterów . 
W yszukiw anie hom ologów  oparto  na znanej sekwen-

PODRODZINA ABCB

Do podrodziny  ABCB zakw alifikow ano cztery białka: 
Ste6p, A tm lp , M d llp  i M dl2p. Białko Ste6p lokalizuje się 
w  błonie komórkowej, pozostałe białka lokalizują się w 
w ew nętrznej błonie m itochondrialnej. Białko Ste6p (ang. 
STErile) było pierw szym  ABC transporterem  zidentyfiko
w anym  u drożdży  i to na podstaw ie znanej sekwencji do-

______________  m eny NBD tego białka w yszukiw ano
hom ologów  w  obrębie całego genom u 
drożdżow ego [18-21]. Chociaż obec
ność Ste6p w ykazano w endosom ach 
i pęcharzykach Golgiego, jednak  funk 
cjonalna form a białka lokalizuje się 
tylko w błonie kom órkowej. Ste6p jest 
pełnym  transporterem  o s truk tu rze  
MDS1-NBD1-MDS2-NBD2 odpow ie 
dzialnym  za zależny od ATP trans
port ferom onu a, który jest n iezbęd 
ny dla koniugacji drożdży. Ste6p jest 
białkiem  specyficznym dla kom órek 
haploidalnych typu  koniugacyjnego 
MAT a [22-24]. W yjaśnienie m oleku 
larnego m echanizm u katalizow anego 
przez Ste6p transportu  ferom onu a 
jest szansą na wyjaśnienie ogólnego 
m echanizm u transportu  inhib itorów  i 
endogennych  białek przez ABC trans
portery. Po w ydzieleniu  from onu a na 
zew nątrz  kom órki, Ste6p jest u suw any  
z błony przez zależną od ubikw ityny  
endocytozę i degradow any w w akuoli 
[25]. '

Rycina 2. Drzewo filogenetyczne białek ABC u Saccharomyces cerevisiae. Analizie filogenetycznej poddano całe 
sekwencje reszt am inokw asow ych białek. Sekwencje porów nano przy  użyciu program u Clustal W [81], anali
zę filogenetyczną w ykonano przy  użyciu m etody „N eighbour-Joining M ethod" [82],

Do rodziny  ABCB zostały zakw ali
fikowane rów nież transportery  poło 
w iczne M d llp i M dl2p (ang. M ultiDrug  
resistance Like) o struk turze MSD-NBD,
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Rycina 3. M odel m echanizm u transportu  katalizowanego przez ABC transpor
tery. Zgodnie z m odelem  klasycznej pom py substrat usuw any  jest z cytoplazm y 
p rzez kanał centralny. Substrat m oże być usuw any  bezpośrednio  z dw uw arstw y  
fosfolipidowej, poprzez kanał centralny białka (model m olekularnego odkurza 
cza) lub poprzez ruch flip-flop (model flipazy). MSD — dom ena transbłonow a; 
NBD — dom ena w iązania i hydrolizy ATP.

w ystępujące w  w ew nętrznej błonie m itochondrialnej. 
Pom im o wielkiego podobieństw a tych dw óch tran sp o r
terów , funkcjonują one raczej jako hom odim ery  niż he- 
terodim ery. M d llp  został scharak teryzow any jako białko 
odpow iedzialne za zależny od ATP tran sp o rt pep tydów , 
zbudow anych  z 6-20 reszt am inokw asow ych, z w nętrza  
m itochondriów  do przestrzeni m iędzybłonow ej, skąd 
p raw dopodobnie  pasyw nie są przepuszczane do cy topla 
zm y [26], Krótkie pep tydy  transportow ane przez  M d llp  
są p roduktam i degradacji białek źle sfałdow anych  przez 
system  m -A A A -proteaz (np. białka Afg3p i Y tal2p). Po
m im o lokalizacji w  m itochonriach, funkcja M d llp  nie jest 
zw iązana z procesem  oddychania, a gen M DLI  nie jest 
niezbędny do praw id łow ego funkcjonow ania kom órki. 
W ykazano jednak, że jego dełecja pow oduje uw raż liw ie 
nie kom órek na stres oksydacyjny [27-29].

Białko M dl2p rów nież lokalizuje się w  w ew nętrznej 
błonie m itochondrialnej [11]. Funkcja tego białka nie jest 
znana. M d llp  i M dl2p są najbliższym i hom ologam i lu d z 
kich białek ABC transporterów  TAP1 i TAP2 tw orzących 
heterodim er odpow iedzialny  za transport białek z cyto 
p lazm y do siateczki śródplazm atycznej. N iepraw id łow e

Rycina 4. W ew nątrzkom órkow a lokalizacja białek ABC u d rożdży S. cerevisiae. 
Rycina przedstaw ia lokalizacje poszczególnych białek ABC w organellach ko
mórkowych: V — w akuola; P — peroksysomy; M — mitochondria.

działanie TAP1 i TAP2 zostało pow iązane z zespołem  
nagich limfocytów (BLS, ang. Bare lymphocytes syndrome 
typel) i z iarniakow atością W egenera (ang. Wegener granu- 
lomatosis) [30],

Białko A tm lp  (ang. ABC Transporter Mitochondrial) to 
kolejny połow iczny transporter należący do podrodziny
ABCB. A tm lp  zlokalizow ane jest w  w ew nętrznej błonie 
m itochondriów , z częścią NBD po stronie m atriks. Ko
m órki pozbaw ione genu ATM1  nie rosną na podłożach z 
n ieferm entow alnym  źródłem  węgla, a ich w zrost na g lu 
kozie jest ograniczony. Komórki są narażone na zniszcze
n ia a naw et u tra tę  m itochondrialnego DNA, co sugeruje 
rolę ATM 1  w  stabilności m itochondrialnego D NA [31,32]. 
N iepraw id łow a funkcja A tm lp  pow oduje akum ulację jo
nów  Fe w ew nątrz  m itochondriów , jak rów nież stanow i 
sygnał stresu  oksydacyjnego dla kom órki. Brak A tm lp  
zabuża grom adzenie klasterów  Fe-S w cytoplazm ie lecz 
nie w pływ a na grom adzenie się k lasterów  F e /S  w mi- 
tochondriach [33], N ajbliższym  hom ologiem  A tm lp  u 
człow ieka jest ABCB7, który został pow iązany z n iedo 
krw istością syderoblastyczną (ang. Sideroblastic anemia) i 
ataksją (ang. ataxia) [34],

PODRODZINA ABCC (MRP/CFTR)

P odrodzina ta zaw iera białka zw iązane z detoksykacją 
ksenobiotyków . Zostały do niej zaklasyfikow ane białka 
Y orlp , Ycflp, Y btlp , B p tlp , V m rlp  i N ftlp . Białka te zbu 
dow ane są w ed ług  schem atu MSD1-NBD1-MSD2-NBD2. 
W szystkie za w yjątkiem  Y orlp  posiadają dodatkow y N- 
końcow y rejon NTE (ang. N-Terminal Extention), w  obrę
bie którego znajduje się zw ykle 4-5 rejonów transbłono- 
wych. Białka z podrodziny  ABCC transportu ją  substraty  
raczej w  form ie koniugantów  g lutationu, kw asu  glukuro- 
now ego lub kw asy siarkow ego niż w formie niezm odyfi- 
kowanej [17].

Y orlp  jest jednym  z lepiej zbadanych  białek grupy
ABCC. Gen YOR1 koduje białko o budow ie MSD1-NBD1- 
MSD2-NBD2 bez dodatkow ego N -końcow ego fragm entu  
NTE. Jest to jedyny przedstaw iciel tej rodziny  zlokalizo
w any w błonie kom órkowej. Choć YOR1 (ang. Yeast Oli- 
gomycin Resistance) został w yizolow any jako gen nadają
cy kom órkom  oporność na oligomycynę, w  p rzypadku  
jego nadekspresji w zrasta  oporność kom órki na wiele 
niezw iązanych struk tu ra ln ie  i chemicznie zw iązków  [35]. 
Białko Y orlp , obok Pdr5p i Snq2p, jest jednym  z głów 
nych m ediatorów  w arunkujących w ieloraką oporność 
kom órek na inhibitory, a specyfika substratow a Pdr5p, 
Snq2p i Y orlp  częściowo się pokryw a [36-38]. W ykazano, 
że Y orlp  jest rów nież odpow iedzialny  za transpo rt jonów 
kadm u w formie koniugantów  g lutationu [39].

Białko Y cflp zlokalizow ane jest wyłącznie w  błonie 
wakuoli. Y cflp (ang. Yeast Cadmium Factor) był p ierw 
szym  poznanym  przedstaw icielem  rodziny ABCC i jest 
obecnie najlepiej scharakteryzow anym . Białko Y cflp jest 
kluczow ym  czynnikiem  odpow iedzialnym  za usuw anie  
kadm u w form ie koniugantów  g lutationu do w akuoli 
[40,41]. W ykazano, że w  formie koniugantów  glutatio 
nu, Y cflp  transportu je  do w akuoli rów nież jony arsenu
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(AsIII), o łow iu (Pbll), rtęci (Hgll) i an tym onu  (Sblll) [42], 
Delecja genu YCF1 pow oduje  nadw rażliw ość kom órek na 
jony metali, a nadw rażliw ość ta m oże być kom plem en 
tow ana przez heterologiczną ekspresję hom ologów  genu 
YCF1 czyli genu MRP1 człow ieka łub A tM R Pl roślin. N a 
leży pam iętać, że białko MRP1 jest jednym  z głów nych 
m ediatorów  oporności kom órek now otw orow ych na che
m ioterapię. W prow adzanie  mutacji do poszczególnych 
dom en białka lub skracanie sekwencji Y cflp  pozw oliło 
na w stępne określenie roli poszczególnych dom en  białka. 
Jak w  p rzypadku  innych ABC transporterów , zm iany w 
sekwencji dom en NBD są krytyczne, pow odują  n iep raw i
dłow ą funkcję lub degradację białka Ycflp. Badania m u 
tacji w  obrębie charakterystycznej tylko dla tej podrodzi- 
ny dom eny NTE w ykazały, że hydrofilow a część sekw en
cji NTE jest n iezbędna do praw idłow ego funkcjonow ania 
białka zaś część transb łonow a tej dom enny jest n iezbędna 
do praw idłow ej w ew nątrzkom órkow ej lokalizacji [43-45].

Kolejni reprezentanci rodziny  ABCC, białka B ptlp , 
Y b tlp  i V m rlp  nie są tak dobrze scharakteryzow ane. Za
rów no B ptlp , Y btlp , jak i V m rlp  są z lokalizow ane w bło
nie w akuoli i są zw iązane z detoksykacją egzogennych i 
endogennych  substratów . Białko B p tlp  (ang. Bile Pigment 
Transporter), najbliższy hom olog Ycflp, jest odpow ie 
dzialne za w akuolarny  transport bilirubiny w  nieskoniu- 
gowanej form ie [46]. Usunięcie obu genów  YCF1 i BPT1 
pow oduje całkowite zaham ow anie transpo rtu  bilirubi
ny do wakuoli. Fizjologiczną rolą B p tlp  m oże więc być 
detoksykacja p roduk tów  degradacji białek, w  których 
g rupą prostetyczną jest hem. Badania in vitro w ykazały, 
że białko B p tlp , podobnie jak Y cflp, transportu je  gluta- 
tion, koniuganty  g lu tationu  i kw asu g lukuronow ego  do 
w akuoli, choć głów na rola w  tym  transporcie  p rzypada  
Y cflp [47]. W ykazano rów nież rolę BPT1 w  w aru n k o w a 
niu oporności kom órek na kadm . Sugeruje się, że B p tlp  i 
Y cflp m ogą tw orzyć funkcjonalny heterod im er [48],

Białko V m rlp  (ang. Vacuolar Multidrug Resistance) rów 
nież bierze udział w  detoksykacji kom órek drożdży . Ko
m órki pozbaw ione genu VMR1, hodow ane na podłożu  z 
n ieferm entow alnym  źródłem  w ęgla w ykazują zw iększo
ną w rażliw ość na obecność k ilkunastu  różnych inh ibito 
rów , w  tym  rów nież kadm u i rtęci. Ekspresja genu VMR1 
jest indukow ana w  obecności glicerolu ale rów nież w 
obecności różnych inhibitorów . W ykazano zm niejszony 
transport koniugantów  g lu tationu  do w akuoli kom órek 
pozbaw ionych V m rlp , co sugeruje, że podobnie  jak w 
p rzypadku  innych białek tej podrodziny , V m rlp  katali
zuje transport substratu  w  form ie koniugatów  g lu tatio 
nu. V m rlp  w pływ a na zależny od ATP transpo rt rodam i- 
ny 6G w kom órkach d rożdży  [49].

YBT1 (ang. Bile Acid Transporter), kolejny przedstawiciel 
rodziny ABCC został scharakteryzowany jako zlokalizowa
ny w błonie wakuoli transporter odpowiedzialny za zależne 
od ATP przenoszenie kwasów żółciowych z cytoplazmy do 
wakuoli [50]. Gen NFT1 (ang. New Fuli lenghft Transporter) 
od niedaw na funkcjonujący jako potencjalny pełny trans
porter, uprzednio sekwencjnowany jako dw a niezależne 
geny YKR103w i YKR104w przedzielone kodonem  nonsens. 
Jego fizjologiczna rola nie jest dotychczas poznana [45],
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PODRODZINA ABCD

Podrodzina ABCD ma tylko dw óch przedtaw icieli: 
PXA1 i PXA2 (ang. PeroXisomal ABC transporter). P x a lp  i 
Pxa2p to połowiczne ABC transportery  o struk tu rze  MSD 
-NBD. Oba białka w ystępują w  błonie peroksysom ów  
i m ogą tworzyć funkcjonalny heterod im er [51]. Brak 
w zrostu  kom órek pozbaw ionych genów  PXA1 i PXA2  
na pożyw kach, gdzie źródłem  w ęgla jest kw as palm i
tynow y lub kw as oleinowy, jak i obecność w  sekwencji 
am inokwasowej białek P x a lp  i Pxa2p dom eny w iązania 
kw asów  tłuszczow ych pozw ala przypuszczać, że białka 
te zw iązane są z pobieraniem  długich  kw asów  tłuszczo
wych, które następnie ulegają rozkładow i w  procesie 
u tleniania. P x a lp  i Pxa2p są niezbędne do praw idłow ej 
biogenezy i funkcjonow ania peroksysom ów  [52]. Hom o- 
logam i białek P xa lp  i Pxa2p w organizm ie człow ieka są 
PMP70, ALDR i PMP69, peroksysom alne b iałka zw iązane 
z chorobam i neurodegenracyjnym i jak np. adrenoleuko- 
dystrofia (ALD, ang. adrenoleukodystrophy, choroba Sie- 
m erlinga-Creutzfeldta, ang. Siemerling-Creutzfeldt disease) 
i zespół Zellwegera (ang. Zellweger syndrome, zespół mó- 
zgow o-w ątrobow o-nerkow y, ZS, ang. cerebrohepatorenal 
syndrome) [53].

PODRODZINY ABCE I ABCF

W skład podrodzin  ABCE i ABCF w chodzą białka 
Yef3p, Hef3p, Gcn20p, N ew lp , A rb lp , R lilp  nie bedące 
transporteram i. Poza N ew lp , który  zbudow any  jest z do 
m en MSD-NBD, w szystkie posiadają tylko dom enę NBD. 
Białko Yef3p (ang. Yeast Elongation Factor) jest n iezbędne 
do praw idłow ego funkcjonow ania kom órki. Z budow ane 
jest z dw óch dom en NBD. Jest z lo k a lizo w an e \w  cytopla 
zmie i rybosom ach, a zw iązane jest z procesem  transla 
cji białek poprzez oddziaływ anie z rybosom am i. N ade- 
kspresja genu YEF3 pow oduje zw iększenie tolerancji 
kom órek na inhibitory translacji białek, parom om ycynę i 
hygrom ycynę B [54,55],

Białko Hef3p (ang. Homolog of EF3) w ykazuje ponad  
80% identyczności z Yef3p. Podobna jest też jego funkcja. 
N adekspresja HEF3 pow oduje kom plem entację fenotypu 
m utan tów  z defektem  Yef3p, jednakże delecja HEF3 nie 
jest dla kom órki letalna [56,57]. Ekspresja genu HEF3 
indukow ana jest np. zm niejszoną dostępnością cynku i 
azotu w podłożu  [26]. Z procesem  translacji białek zw ią 
zany jest rów nież Gcn20p (ang. General Control Nondere- 
pressible). Gcn20p jest pozytyw nym  regulatorem  kinazy 
Gcn2p. P raw dopodobnie  Gcn20p aktywuje kinazę Gcn2p 
poprzez stabilizację kom pleksu białek G c n lp  i Gcn2p. 
Za tw orzenie praw idłow ego kom pleksu odpow iedzia lna  
jest dom ena MSD białka. Gcn20p jest jednym  z czynn i
ków w ym aganych w odpow iedzi komórki na głód i stres 
oksydacyjny [58,59].

Fizjologiczna rola białka A rb lp  (ang. ATP-binding cas
sette protein involved in Ribosome Biogenesis) jest nieznana. 
Delecja genu ARBI  doprow adza  do śmierci kom órki. 
W yniki badań  w skazują na rolę białka A rb lp  w  biogene- 
zie podjednostek  40S i 60S rybosom ów  [60]. Z b iogenezą 
rybosom ów  zw iązany jest też N ew lp  (Nu+). N -końcow a
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dom ena N e w lp  zaw iera bogaty w reszty g lutam iny  i 
asparag iny  rejon, który w spom aga form ow anie [Nu+] i 
indukcję białek prionow ych [Psi+] [61,62],

Kolejny przedstaw iciel tej podrodziny , białko R lilp  
(ang. RNAse L Inhibitor) jest n iezbędne dla praw id łow ego 
funkcjonow ania komórki. Delecja genu RLI1 pow oduje 
defekt w  eksporcie podjednostek  rybosom ów  i za trzym a
nie procesu translacji. R lilp  jest n iezbędny  do tw orzenia  
m itochondrialnego i cytoplazm atycznego klastera F e /S
[63]. Białko C afl6p (ang. CCR4 Associated Factor) o d d z ia 
łuje z RNA polim erazą II [64], natom iast gen YDROólw  
nie został jeszcze scharakteryzow any.

PODRODZINA ABCG (PDR)

Podrodzina ABCG (PDR) jest najlepiej znana i op isa 
na w śród  w szystkich pod rodz in  ABC. Do podrodz iny  
tej zaklasyfikow ano dziesięć białek ABC transporterów , 
z czego dziewięć to białka tzw. pełnych transporterów
0 struk tu rze  NBD1-MSD1-NBD2-MSD2 (białka Pdr5p, 
PdrlOp, P d rl5p , P d r l lp ,  P d rl2 p , Snq2p, P d rl8 p , A u s lp , 
Yol075cp) i białko A d p lp  o struk tu rze  MSD-NBD-MSD. 
Funkcją tej podrodziny  jest p raw dopodobie  detoksykacja 
kom órki poniew aż większość jej p rzedstaw icieli została 
scharakteryzow ana jako białka w arunkujące oporność 
kom órek na inhibitory, stąd nazw a PDR (ang. Pleiotropic 
Drug Resistance). Najlepiej scharak teryzow ane białka tej 
g rupy  to Pdr5p, Snq2p i P d rl2 p . N adekspresja genów  
PDR5 (ang. Pleiotropic Drug Resistance) i SNQ2 (ang. Sensi
tivity to 4NitroQuinoline oxide) pow oduje w zrost tolerancji 
kom órek na setki chem icznie n iepow iązanych ze sobą in 
h ibitorów . U dow odniono, że w śród  zw iązków  tran sp o r
tow anych  przez pom py Pdr5p i Snq2p są hydrofobow e 
fungicydy, ksenobiotyki, leki an tynow otw orow e, my- 
kotoksyny, herbicydy. Pdr5p jest g łów nym  m ediatorem  
oporności kom órek grzybów  na azole. W obu p rzy p ad 
kach geny zostały w yizolow ane jako czynnik nadający 
kom órkom  drożdży  oporność na inhibitory, a ich p ro 
duk ty  zlokalizow ane są w  błonie kom órkowej. Pdr5p jest 
hom ologiem  transportera  ABC człowieka, glikoproteiny 
P, kodow anej przez gen MDR1. G likoproteina P, która 
u suw a lipofilowe cząsteczki na zew nątrz  kom órek odg ry 
w a kluczow ą rolę w oporności kom órek now otw orow ych 
na chem ioterapeutyki. W ykazano aktyw ne usuw anie  le
ków antynow otw orow ych daunorubicyny, doxorubicyny
1 tam oksifenu lecz nie m etotreksatu  przez Pdr5p [38,65- 
69]. Białko Pdr5p jest odpow iedzialne za translokację li
p idów  w w arstw ach  błony kom órkowej [70], PDR5 u le 
ga ekspresji w czasie w rostu  logarytm icznego natom iast 
jest w ygaszany w stacjonarnej fazie w rostu  jak i w  czasie 
ograniczonego dostępu  do substancji odżyw czych. Dele
cja genu pow oduje jednak hiperw rażliw ość kom órek na 
wiele inhibitorów . Szczepy z usuniętym  genem  PDR5 są 
więc w ykorzystyw ane w projektach dotyczących badań  
toksycznego działania zw iązków  na kom órki d rożdży  
[69]Transporter P d r l2 p  został zidentyfikow any jako n a 
dający kom órkom  oporność na słabe kw asy organiczne. 
P d rl2 p  jest zlokalizow any w błonie kom órkowej i katali
zuje zależny od ATP transport anionów  karboksylow ych 
na zew nątrz  kom órki [71,72], W ykazano, że substratam i 
pom py P d rl2 p  są zw iązki stosow ane jako konserw anty
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żyw ności (np. kw as benzoesow y, kwas sorbow y, kwas 
propionow y), jak i C1-C7 słabe kw asy organiczne po 
wstające w czasie m etabolizm u kom órki [71].

A u s lp  i jego najbliższy hom olog P d r l lp  są zw iąza
ne z transportem  steroli. Oba białka są zlokalizow ane w 
błonie komórkowej. Delcja genu AUS1 i PDR11 pow o
duje zm niejszenie akum ulacji cholesterolu w kom órce 
drożdży . P raw dopodobnym  substratem  białek A u s l lp  i 
P d r l l p  może być ergosterol, który jest w ystępującym  w 
kom órkach grzybów  analogiem  cholesterolu [73].

O pozostałych białkach należących do podrodziny  
ABCG nie w iadom o zbyt wiele. Białka PdrlOp i P d rl5 p  
zostały pow iązane z opornością kom órek na inhibitory w 
odpow iedzi kom órki na stress [74], Są to najbliższe ho- 
m ologii głów nego m ediatora  wielorakiej oporności ko
m órki białka Pdr5p. P d rl5 p  nadaje kom órkom  oporność 
na chloram fenikol, który jest rów nież substratem  Pdr5p. 
W ykazano jednak, że aktywacja PDR15 p rzypada  na inną 
fazę w zrostu  kom órek niż aktywacja PDR5. Różna jest też 
kontrola regulacji ekspresji tych genów  [75].

Białko PdrlOp w ystępuje w  formie m ałych agregatów  
w błonie kom órkowej [76], Delecja genu PDR10 p o w o d u 
je uw rażliw ienie kom órek na kalkoflour biały i kw as sor
bowy, przy  czym  w ykazano, że uw rażliw ienie na kw as 
sorbow y w ynika raczej ze zm ienionego rozm ieszczenia 
białka P d rl2 p  w błonie kom órek z usuniętym  genem 
PDR10, niż z braku PdrlOp [77]. T ransportery  ABC ko
dow ane przez geny PDR18 i YOL075c nie zostały do tych
czas scharakteryzow ane. N ieznana jest rów nież funkcja i 
w ew nątrzkom órkow a lokalizacja białka A d p lp .

MECHANIZM TRANSPORTU

Cykl katalityczny transporterów  ABC najp raw dopo 
dobniej obejmuje w iązanie nukleo tydu  i substra tu , hy 
drolizę ATP, a następnie uw olnienie P. i ADP. Przeniesie
nie substratu  na d rugą  stronę błony ma miejsce w czasie 
hydrolizy  ATP [78]. Sam proces nie został jednak  jeszcze 
wyjaśniony. Uznaje się, że dom eny MSD odpow iedzieal- 
ne są za rozpoznanie  i przeniesienie substratu  podczas 
gdy dom ena NBD dostarcza energii niezbędnej do zm ia
ny konformacji białka lub dimeryzacji, poprzez rozkład 
ATP. Badania nad  glikoproteiną P (ABCB1) w skazują, że 
w iązanie się substratu  do dom eny MSD w ym usza  zm ia
ny konform acyjne zwiększające pow inow actw o dom en 
NBD do ATP. N atom iast zw iązanie dw óch cząsteczek 
ATP do dom en NBD w ym usza kolejne zm iany konfor
macyjne um ożliw iające przeniesienie substratu  na d rugą 
stronę błony. U w olnienie ADP i P. p row adzi do p rzyw ró 
cenia pierw otnej s truk tu ry  białka [79],

Z aproponow ano trzy m echanizm y transportu : kla
sycznej pom py, flipazy i „m olekularnego odkurzacza" 
(Ryc. 3). Białka ABC tw orzą w  błonie kanały centralne, 
przechodzące przez dw uw arstw ę  lipidow ą. Zgodnie z 
m odelem  klasycznej pom py białka w iążą substraty  bez
pośrednio  z cytoplazm y i kanałem  przenoszą je do fazy 
wodnej na zew nątrz  kom órki. Taki m odel transportu  
w ydaje się być najbardziej p raw dopodobny  w p rzy p ad 
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ku transportu  słabych kw asów  tłuszczow ych przy  u d z ia 
le P d rl2 p  [72], W iększość zw iązków  transportow anych  
przez ABC transportery  ma charakter hydrofobow y są 
więc raczej rozpuszczalne w  w arstw ie lipidowej nie w  w o
dzie. Higgins zaproponow ał, że transportery  ABC mogą 
usuw ać substraty  bezpośrednio  z dw uw arstw y  lipidowej 
[6]. W tym  p rzypadku  substra t nie w nika do cytoplazm y 
lecz jest przechw ycony bezpośrednio  w błonie. Zgodnie 
z h ipotezą „m olekularnego odkurzacza" substra t p rzeno 
szony jest w błonie do kanału centralnego transportera  
ABC i następnie usuw any  kanałem  na zew nątrz  kom ór
ki. Badania P-glikoproteiny chom ika w ykazały istnienie 
połączania pom iędzy kanałem  centralnym  białka a li
p idam i błony [78]. M odel flipazy proponuje przeniesie 
nie substratu  z jednej w arstw y błony na d rugą  w arstw ę 
błony skąd może sw obodnie dyfundow ać, zapobiegając 
w niknięciu substratu  do w nętrza kom órki. W m odelu 
tym  białka ABC w ykorzystyw ałyby aktyw ność flipazową 
odpow iedzialną za ruchliw ość poprzeczną fosfolipidów  
(flip-flop) w  asym etrycznej błonie kom órkow ej [80]. A k
tywność transporterów  ABC w transporcie fosfolipidów  
w ykazano już zarów no dla transporterów  ssaków  [13], 
jak i dla drożdżow ych białek Pdr5p i Y orlp  [36,70],

PODSUMOWANIE

Badania prow adzone na drożdżach  Saccharomyces ce
revisiae w niosły już duży  w kład  w  zrozum ienie roli róż 
nych białek w kom órkach eukariotycznych. Publikacja 
sekwencji całego genom u w połączeniu z doskonale roz 
w iniętym i m etodam i badań  genetyki i biochemii drożdży  
przy jednoczesnym  braku zastrzeżeń etycznych znacznie 
u łatw iły i przyspieszyły  badania  funkcji w ielu białek w 
tym  rów nież białek z rodziny  ABC. H eterologiczna syn
teza białek patogenów , białek ssaków  czy roślin  w ko 
m órkach d rożdży  ujaw niła funkcjonalne podobieństw o 
pom iędzy białkam i ABC z różnych organizm ów . Wciąż 
jednak nie w yjaśniono m olekularnego m echanizm u ka
talizow anego przez białka ABC transportu , fizjologicznej 
roli w iększości z tych białek, jak rów nież oddzia ływ ań 
z innym i białkami. Ze w zględu  na łatwość m anipulacji 
i szeroki zakres narzędzi biologii m olekularnej m ożliwy 
do zastosow ania w p rzypadku  S. cerevisiae, a ograniczony 
w p rzypadku  np. kom órek człowieka czy patogenów , or
ganizm  ten pozostaje k luczow ym  w badaniach. N ajw ięk
szą szansę upatru je  się w  w yjaśnieniu m echanizm ów  
wielolekowej oporności kom órek now otw orow ych roz
wijającej się u  pacjentów stosujących chem ioterapię, jak i 
w  identyfikacji now ych inhibitorów  m ożliw ych do zasto 
sow ania w terapiach klinicznych.
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ABSTRACT
The ABC transporters (ATP Binding Cassette) compose one of the bigest protein family with the great medical, industrial and economical 
impact. They are found in all organism from bacteria to man. ABC proteins are responsible for resistance of microorganism to antibiotics 
and fungicides and multidrug resistance of cancer cells. Mutations in ABC transporters genes cause seriuos deseases like cystic fibrosis, ad- 
renoleucodystrophy or ataxia. Transport catalized by ABC proteins is charged with energy from the ATP hydrolysis. The ABC superfamily  
contains transporters, canals, receptors. Analysis of the Saccharomyces cerevisiae genome allowed to distinguish 30 potential ABC proteins 
which are classified into 6 subfamilies. The structural and functional similarity of the yeast and human ABC proteins allowes to use the S. 
cerevisiae  as a model organism for ABC transporters characterisation. In this work the present state of knowleadge on yeast S. cerevisiae  ABC 
proteins was summarised.

332 www.postepybiochem ii.phttp://rcin.org.pl

mailto:donata.wawrzycka@microb.uni.wroc.pl
http://www.postepybiochemii.p


SY ST E MY E KS P R E S YJ î i E
.ł* a  <r§ a !  i t  j  f if

’’One of the most efficient 
expression systems described 

in any organism so far!“
Rygus and Hillen, 1991

Stabilna ekspresja białek i wysoka wydajność 
System oparty o operon ksylozowy - ściśle regulowany 
i efektywnie indukowany przez ksylozę ( 350-krotnie 

większa indukcja)
Brak proteolitycznej degradacji białek nawet w przypadku 
5 godzinnej indukcjcji ze względu na brak aktywności 
alkalicznych proteaz 
Brakendotoksyn

Numer katalogowy Produkt

BMEG03 pW HI520 shuttle vector, original; lyophilized DNA

BMEG12 pHISI 522 shuttle vector, 6xHis-tagged; lyophilized DNA

BMEG02 Bacillus megaterium protoplasts; (strain WH320)

Polilinker (MCS) zlokalizowany bezpośrednio za 
promotorem ksylozowym - umożliwia łatwe klonowanie 
genów
Łatwa identyfikacja i oczyszczanie produkowanych białek 

(domeny histydynowe)
Zwiększona wydajność transformacji dzięki zastosowaniu 
specjalnie przygotowanych protoplastów B.megaterium 
Systemy ekspresyjne oparte na gospodarzu 
B.megaterium znajdują zastosowanie w przemysłowej 
produkcji białek m.in. o właściwościach terapeutycznych

Electron microscope image (Bacillus megaterium

Dr. Manfred Rohde, Helmholtz-Center for infection research (HZI), Braunschweig, Germany

Dodatkowe informacje o wektorach ekspresyjnych dedykowanych B.megaterium

oraz pozostałych systemach wektorowych są dostępne na stronie producenta www.mobitec.com

isîfif ®

Mo Bi Tec
MOLECULAR BIOTECHNOLOGY

ab^
abo Grażyna Tarnowska Boreysza

ul. Podleśna 6a, 80-255 Gdańsk, Biuro: ul. Wichrowe Wzgórze 123,80-293 Gdańsk 
tel.: 58 341 21 43; fax: 58 520 33 80, e-mail: abo@ abo.com .p l; www.abo.com .pl

http://rcin.org.pl

http://www.mobitec.com
mailto:abo@abo.com.pl
http://www.abo.com.pl


M
Ręczny automatyczny 
icznik komórek

Scepter™ 2.0

Pierwszy przenośny licznik komórek, 

zapewniający wygodę i precyzję 

w codziennej pracy.

Scepter™ 2.0 przeznaczony jest do szybkiego 

i dokładnego liczenia komórek w zawiesinie. Czas 

pomiaru to tylko kilka sekund. Specjalny 

wyświetlacz pozwala urządzeniu na prezentację 

histogramu przypominającego wykresy z cytometru 

przepływowego. Dzięki temu łatwo jest określić 

skład poszczególnych frakcji kom

Do pomiaru niezbędne są 40 lub 60 

za pomocą, których pobierana jest i liczo 

o objętości 50 pil.

•  Sensory 40 pM: pomiar komórek o wielkość 

od 3 do 17 pm; zakres stężeń - 50,000-1,500 

komórek/ml.

•  Sensory 60 pM: pomiar komórek o wielkości 

od 6 do 36 pm; zakres stężeń -10,000-500,000 

komórek/ml.

Na ekranie licznika można wyświetlić:

•  Histogram zawierający informację na temat 

rozkładu wielkości i objętości komórek.

•  Średnią objętość komórek.

•  Stężenie komórek.

•  Średni rozmiar komórek.

Merck Sp. z o.o.,

Aleje Jerozolimskie 178, 02-486 Warszawa 

tel.: 022 53 59 770; fax: 022 53 59 945 

dzial.handlowy@merck.pl; www.merck-chemicals.pl

i

Merck M illipore is a division o f '¡MERCK
i

www.millipore.com/scepterhttp://rcin.org.pl

mailto:dzial.handlowy@merck.pl
http://www.merck-chemicals.pl
http://www.millipore.com/scepter

	SPIS TREŚCI



