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Od autora

Jednym z trudniejszych do rozwiazania problemow biologii i medycyny jest poznanie
mechanizméw wymiany informacji miedzy komorkami organizméw wielokomor-
kowych i zrozumienie mechanizméw odpowiedzi na sygnaly zewnatrzkomorkowe.
Ztozonos¢ tej odpowiedzi, nawet na poziomie pojedynczej komorki, jest zdumiewa-
jaca. Nic wigc dziwnego, ze jest to obecnie jedno z wazniejszych i najintensywniej
badanych zagadnien biologii molekularnej i komoérkowe;.

Wyjasdnienie podstaw sygnalizacji zewnatrz- i wewnatrzkomorkowej ma zasad-
nicze znaczenie do zrozumienia funkcjonowania organizmoéw wielokomérkowych,
w tym takze cztowieka. Niniejsze opracowanie przedstawia wybor informacji, ktore
moga stanowi¢ podstawe do zrozumienia trudnych i niejednokrotnie w sposob nie-
wystarczajacy opisanych w piSmiennictwie polskim zagadnien z tego zakresu. Mo-
nografia ta w zatozeniu autora powinna takze umozliwi¢ zainteresowanym dalsze
wlasne studia nad tym problemem.

Doniesienia literaturowe na temat ,,sygnalizacji”, ktorych liczba w czasopismach
o zasiegu migdzynarodowym przekracza kilkanascie tysiecy rocznie, potwierdzaja
wagg problemu. Niniejsze opracowanie jest uzupetnionym o nowe fakty doswiadczal-
ne i nowe hipotezy rozwinigciem moich wyktadow, opracowanych w formie monogra-
fii pt. Molekularne podstawy regulacji hormonalnej, opublikowanej w roku 2002.

Mingto zaledwie 8 lat od napisania przeze mnie ww. monografii, ale w tej dzie-
dzinie nauki to duzo. Dlatego postanowitem napisa¢ na nowo niektore z rozdziatow
prezentowanych poprzednio i doda¢ te, ktére powinny si¢ znalez¢ w opracowaniu
typu podrecznikowego.

Nalezy wyraznie podkresli¢, ze niniejsze opracowanie zawiera podstawowe infor-
macje na temat zwiazkow uczestniczacych w przenoszeniu informacji biologicznej
migdzy komodrkami tego samego organizmu, jej odbiorze przez komorki docelowe
1 drogach sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej. Obszerniejsze omdéwienia problemow
,»Sygnalizacji” znajda czytelnicy w literaturze fachowej (wylacznie prace przeglado-
we), cytowanej na koncu kazdego rozdziatu. Opracowanie podzielone jest na dwie
czesci, z ktorych pierwsza (czasteczki sygnatowe) opisuje budowe i wiasciwosci
czasteczek przenoszacych sygnat na zewnatrz i wewnatrz komorki. W dziewigciu
rozdziatach omowiono rézne rodziny zwiazkow, ktére odgrywaja podstawowa role
w sygnalizacji hormonalnej, ze szczegdlnym uwzglednieniem receptorow, bo to one
decyduja o drogach przenoszenia sygnalu wewnatrzkomdrkowego. Ta czg$¢ pracy
jest obszernym wprowadzeniem do kilku przyktadow kaskad sygnalizacyjnych, opi-
sanych w czgsci drugiej poswigconej wybranym procesom regulujacym metabolizm,
proliferacje 1 programowang $mier¢ komorki.

Mam nadziejg, ze monografia ta przyblizy czytelnikowi procesy lezace u podstaw
molekularnych szeroko pojetej regulacji hormonalnej i utatwi korzystanie z bardzo
bogatej literatury fachowej tego przedmiotu.

Andrzej Klein






Wstep

Mechanizmy regulacji hormonalnej na poziomie czasteczkowym sa czg$cig duzej
1 skomplikowanej dziedziny biologii molekularnej, okre§lanej mianem sygnalizacji
komoérkowej. Przestanie i odbiér informacji zewnatrzkomodrkowej (sygnalizacja
migdzykomoérkowa) oraz mechanizmy zwiazane ze swoista odpowiedzia komorki
na dany sygnat (sygnalizacja wewnatrzkomdrkowa) stanowig dzi$ odrebng dziedzing
wiedzy.

Kazda komarka eukariotyczna ma zdolno$¢ do odbioru, selekcji, analizy i odpo-
wiedzi na sygnaty odbierane ze srodowiska, takze od innych komorek w przypadku
organizmow wielokomérkowych. Sygnalizacja migdzykomodrkowa jest procesem
niezbednym do funkcjonalnej integracji organizmow wielokomorkowych. Kazdy
aspekt funkcjonowania komoérek w obrebie tych organizmoéw, takich jak regulacja
metabolizmu, przezycie, proliferacja, réznicowanie i §mier¢, jest zalezny od wia-
$ciwie funkcjonujacych uktadow uczestniczacych w sygnalizacji komoérkowej. Cza-
steczki chemiczne (gtownie biatka) przenoszace informacj¢ odgrywaja wazna role
w synchronizacji procesOw zyciowych catego organizmu.

Odbidér sygnalow zewnatrzkomodrkowych jest mozliwy m.in. dzigki istnieniu
wyspecjalizowanych struktur biatkowych, okreslanych mianem receptoréw. Biatka
te posiadaja nie tylko zdolno$¢ odbioru sygnatu, lecz takze umiejetnos¢ thumaczenia
1 przekazywania zawarte] w nim informacji do wewnatrzkomoérkowych uktadow
efektorowych, realizujacych poprzez bardziej lub mniej skomplikowane szlaki
metaboliczne swoista odpowiedz komorki. Sposéb przekazywania sygnalow ze-
wnatrzkomérkowych zalezy gtdownie od struktury receptorow i ich mozliwosci funk-
cjonalnych. Zréznicowanie strukturalne receptoréw pozwala na odbidr informacji
przez sygnaly tak rozne, jak promieniowanie elektromagnetyczne (fotoreceptory),
bodZce mechaniczne (mechanoreceptory) i okre§lone zwiazki chemiczne (receptory
hormonow, neurotransmiterow, cytokin, czynnikow wzrostowych itp.). Zazwyczaj
wyroznia si¢ odpowiedz komoérkowa szybka (jesli liczba etapow posrednich jest
niewielka) i wolna, jesli ostateczna odpowiedz komorki wymaga przeprowadzenia
przez nig setek reakcji chemicznych. Jesli ograniczymy si¢ do jednego typu sygnatu,
stymulacji hormonalnej, przyktadem odpowiedzi szybkiej moze by¢ hormonalna re-
gulacja metabolizmu glikogenu, natomiast przyktadem odpowiedzi wolnej (odleglej
w czasie) — proliferacja komorek, stymulowana dziataniem czynnikow wzrostowych.
Receptory uczestniczace w odbiorze sygnatu zewnatrzkomorkowego moga by¢ zlo-
kalizowane w btonie komdrkowej, jesli czasteczka niosaca sygnat nie moze pokonaé
bariery btony komoérkowej (receptory btonowe), lub we wnetrzu komorki, jesli cza-
steczka niosaca informacjg moze przenikac strukturg blony (receptory wewnatrzko-
morkowe). Jednym z najwazniejszych problemow sygnalizacji migdzykomorkowej
jest przekaz sygnalu przez btong komorkowa i zwigzane z tym mechanizmy mo-
lekularne, okre§lane mianem sygnalizacji transblonowej (lub transdukcji sygnatu
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zewnatrzkomorkowego). Duza liczba czasteczek niosacych informacje (ligandow)
1 swoistych dla nich receptorow mogtaby angazowac¢ wiele unikalnych (niepowta-
rzalnych) mechanizmow przekazu informacji, wynikajacych ze swoistej, jednoznacz-
nej odpowiedzi komorki na dziatanie poszczegolnych ligandow. Takie zalozenie nie
znajduje jednak potwierdzenia w badaniach doswiadczalnych. Stosunkowo niewiel-
ka, znana liczba uktadéw efektorowych, stymulowanych tymi ligandami, powinna
ogranicza¢ mozliwos$¢ catkowicie zrdéznicowanej odpowiedzi komorki, ale i to jest
niezgodne z danymi do$wiadczalnymi. Wytlumaczeniem tych sprzecznosci jest,
z jednej strony, wykorzystywanie przez rozne czasteczki sygnalizacyjne podobnej
drogi przekazania sygnatu (mechanizmu przekazania sygnatu przez receptor). Z dru-
giej strony, duza liczba izoform tych samych uktadow efektorowych (np. réznych
izoform jednego enzymu) daje mozliwos¢ selekcji odbieranego sygnatu i przekazy-
wania go na rozne czasteczki docelowe. Ponadto zréznicowaniu odpowiedzi biolo-
gicznej komorek sprzyja takze wewnatrzkomoérkowa dyskryminacja, wzmocnienie
i/lub zréznicowanie sygnatu, indukowanego ligandami homo- i heterologicznymi.

Przeniesienie sygnatu od receptora do wnetrza komoérki obejmuje bardzo wiele
wzajemnie na siebie oddziatujacych molekularnych kaskad i tancuchow reakeji, ktore
jesli funkcjonuja poprawnie, zapewniaja prawidlowe funkcjonowanie komorek i or-
ganizmow. Zaburzenia na poszczegolnych etapach przekazywania sygnatu prowadza
do standow patologicznych, a wiele chorob wynika z dysfunkcji okreslonych szlakow
sygnalizacji zewnatrz- lub wewnatrzkomoérkowej. Dlatego poznanie mechanizmu
regulacji hormonalnej na poziomie molekularnym jest nadzieja na opracowanie wta-
sciwej terapii wielu jednostek chorobowych.



Czesc 1

Czasteczki sygnatowe






1. Czasteczki przenoszace informacj¢ biologiczng mi¢dzy
komorkami organizmow wielokomoérkowych

W roku 1902 Ernest H. Starling i William M. Bayliss (London University College)
postawili hipotez¢ przenoszenia informacji miedzy narzadami poprzez czasteczki
chemiczne. Udowodnili przekaz sygnalu na drodze pozanerwowej migdzy jelitem
czczym a trzustka psa. Starling uznal, ze sygnat ten jest przekazywany przez krew,
co potwierdzil, wstrzykujac filtrat ekstraktu jelita do zyly szyjnej, na co trzustka
odpowiedziata wzmozona sekrecja soku trzustkowego. W tym samym roku Bayliss
i Starling nazwali badany czynnik jelitowy ,,sekretyng”, poprawnie wnioskujac, ze
czynnik ten wystepuje i jest przechowywany w btonie §luzowej jelita jako nieaktywna
prosekretyna. Starling wprowadzil nazwe hormon (grec. opuaw — poruszam, pobu-
dzam) w celu opisania substancji przenoszonych przez krew (chemiczny postaniec),
ktore inicjuja okreslona odpowiedz organizmu. Ustalenie, ze nerwowa i hormonalna
kontrola sekrecji w przewodzie pokarmowym sa uktadami komplementarnymi, dato
poczatek nowej dyscyplinie nauki — endokrynologii.

Nazwa ta zaproponowana zostata przez E.H. Starlinga na Zjezdzie Stowarzysze-
nia Niemieckich Przyrodnikéw i Lekarzy w Stuttgarcie w 1905 roku i nie stracita nic
ze swojej precyzji, mimo ze poznano do dzi$ setki zwigzkéw o aktywnosci hormo-
nalnej. Przyjeta powszechnie definicja hormonéw jako zwiazkéw syntetyzowanych
przez wyspecjalizowane komorki wydzielania wewngtrznego, przenoszonych przez
krew do tkanek docelowych, ma dzisiaj znaczenie historyczne i odnosi si¢ gtdwnie
do hormonéw dokrewnych. Obecnie wiadomo, ze wigkszos$¢ substancji o aktywnos$ci
hormonalnej moze by¢ syntetyzowana przez wiele roznych komorek, a i sposob ich
przenoszenia od komorek syntetyzujacych hormony do komorek docelowych moze
by¢ rozny. Dlatego, bez wzgledu na roznice w strukturze, aktywnos$ci i nazewnictwie
(hormony, neurotransmitery, czynniki wzrostowe czy cytokiny), wszystkie czastecz-
ki przenoszace informacj¢ biologiczna migdzy komoérkami tego samego organizmu
zaliczane sa do tzw. czasteczek sygnatowych.

Chociaz sekretyna jest nadal uwazana za pierwszy odkryty hormon, to napraw-
d¢ pierwsza byla adrenalina, odkryta w 1901 roku jako hormon gruczotu ,,supra-
nerkowego”, znanego obecnie jako nadnercze. W nastgpnych latach opisano wiele
zwiazkow o aktywno$ci hormonalnej, chociaz wigkszo$¢ hormonow peptydowych
nie byta znana do lat 50., a budowg receptoréw hormondéw peptydowych poznano
dopiero w latach 70. Pierwszym hormonem peptydowym, ktorego sekwencjg okreslit
w roku 1951 Fred Sanger, byta insulina, odkryta przez Fredericka Granta Bantinga
i Charlesa Besta z laboratorium Uniwersytetu w Toronto w roku 1921.

Procesy zwiazane z prawidlowym funkcjonowaniem organizmoéw wielokomor-
kowych regulowane sa za posrednictwem czasteczek sygnatowych, przenosza-
cych informacj¢ migdzy komorkami organizméw wielokomoérkowych. Zwierzgce
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organizmy wielokomorkowe (Metazoa) maja powazny problem, ktory nie dotyczy
organizmow jednokomdrkowych (Protista i procaryota) — jak integrowa¢ komor-
ki organizmu, kontrolowaé¢ rozwdj i1 funkcjonowanie poszczegélnych tkanek oraz
organdéw tworzacych caly organizm. Waznym elementem jest kontrola przez osrod-
kowy uktad nerwowy, aczkolwiek wiele procesow zyciowych, takich jak wzrost,
reprodukcja, wykorzystanie sktadnikow odzywczych i energii, obrona immunolo-
giczna i wiele innych, jest regulowanych na drodze hormonalnej. Szeroka definicja
»sygnalizacji komorkowej” (ang. cell signalling) obejmuje: wytwarzanie 1 migdzy-
komoérkowy przekaz sygnatu przez okreslone zwiazki chemiczne, odbidr sygnatu
przez receptory komorkowe i propagacj¢ sygnatu wewnatrz komorki przez wtorne
przekazniki, kaskady enzymatyczne itp. Transdukcja sygnalu jest procesem, w kto-
rym sygnat zewnatrzkomorkowy jest przetwarzany w roézne formy sygnatu (sygna-
tow) wewnatrzkomoérkowego. Transdukcja sygnatu jest zazwyczaj polaczona z jego
amplifikacja, a sygnat wewnatrzkomorkowy jest czgsto plejotropowy (wielokierun-
kowy). Pierwsze przekazniki to substancje chemiczne przekazujace sygnat migdzy
komérkami tego samego organizmu (hormony, neurotransmitery, cytokiny, czynniki
wzrostu itp.), a w wyjatkowych wypadkach migdzy organizmami zwierzecymi (np.
feromony). Wtorne (drugie) przekazniki to substancje uczestniczace w przekazie sy-
gnalu wewnatrz komorki, syntetyzowane na drodze enzymatycznej (cAMP, cGMP,
DAG, IP,) lub uwalniane z magazynéw wewnatrzkomoérkowych (Ca*).

Pierwszym poznanym wtornym przekaznikiem informacji hormonalnej byt
cAMP. W roku 1955 Earl Sutherland oraz Jacques Berhet i Theodore Rall prowadzili
seri¢ eksperymentow majacych wyjasnié, jak adrenalina i glukagon aktywuja fosfo-
rylazg glikogenu.

Pomocny w okresleniu struktury tego przekaznika okazat si¢ fakt, ze byl on cie-
ptostabilny, a wigc nie byt biatkiem, co w krotkim czasie pozwolito na jego oczysz-
czenie, krystalizacjg 1 poznanie budowy.

W drugiej potowie lat 50. XX wieku Edwin Krebs i Ed Fischer prowadzili do-
swiadczenia nad konwersja migsniowej fosforylazy glikogenu b w fosforylaze gli-
kogenu a. Wyizolowali oni enzym konwertujacy, ktéry w obecnosci ATP i jonow
wapnia przeksztatcat nieaktywna forme b do aktywnej formy a. Rownocze$nie ATP
byt defosforylowany do ADP, co wskazywato, ze aktywacja moze by¢ wynikiem fos-
forylacji fosforylazy glikogenu. Enzym konwertujacy okazat si¢ kinaza fosforylazy
glikogenu, pierwsza odkrytq kinaza biatkowa. Odkrycia te byty milowymi krokami
na drodze poznania molekularnych mechanizméw sygnalizacji komorkowe;.

Uwzgledniajac roznice w budowie chemicznej, wyrdznia si¢ zwykle cztery glow-
ne typy czasteczek sygnalowych przenoszacych informacj¢ w organizmach zwierze-
cych: aminy, aminokwasy i ich pochodne (np. aminy katecholowe, aminy biogenne,
acetylocholina, kwas y-aminomastowy itp.), pochodne steranu (hormony steroidowe)
1 inne zwiazki lipofilne (hormony tarczycy oraz kwasy retinowe), pochodne 20-we-
glowych kwaséw tluszczowych (ikozanoidy) oraz oligo- i polipeptydy (hormony
peptydowe, czynniki wzrostowe, cytokiny). Mechanizm odbioru sygnatu niesionego
przez wymienione czasteczki sygnatowe rozni si¢ w zaleznosci od lokalizacji komor-
kowej ich receptorow. Hormony steroidowe, hormony tarczycy i kwasy retinowe (re-
tinojowe), zdolne do przenikania podwdjnej warstwy lipidowej btony komorkowe;,
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maja receptory wewnatrz komorki docelowej (w wigkszosci w jadrze komorkowym),
pozostate (niezdolne do wnikania do komorki) dzialaja przez receptory ulokowane
w btonie komdrkowej (receptory blonowe).

Ze wzgledu na réznice w znajomos$ci mechanizméw dziatania hormondéw ro-
slinnych 1 zwierzecych w niniejszym opracowaniu omoéwiono wylacznie podstawy
molekularne dzialania hormonéw zwierzecych. Zainteresowanych sygnalizacja
w organizmach roélinnych odsytam do artykutow opublikowanych w ,,Postepach
Biologii Komorki” przez K. Trebacza (1999, 26 (supl.13), 95-108), S. Jozefow-
skiego (2000, 27, 609—623 1 623—632), A. Jakubowska i S. Kowalczyka (2000, 27,
633-656), E. Zielinska 1 S. Kowalczyka (2000, 27, 155—184) oraz w ,,Postgpach Bio-
chemii” przez J. Baranska (1998, 44, 201-207), M. Gacko, A. Worowska, A. Woz-
niaka, M. Jedynaka, B. Panek, R. Lapinskiego (2005, 51, 171-187), S. Kowlczyka,
E. Hadowska, A. Piekarska (2005, 51, 1888—197), M. Jasinskiego, M. Figlarowicz
(2006, 52, 303-312) i A. Jakubowska, M. Orlowskiego i S. Kowalczyka (2007, 53,
133-142).

1.1. Pochodne amin i aminokwasow

Do tej grupy zwiazkow zalicza si¢ zarowno czasteczki o charakterze klasycznych neu-
rotransmiterow (acetylocholina, kwas y-aminomastowy), jak i hormonow (histamina,
serotonina, melatonina, tyroksyna, dopamina, adrenalina, noradrenalina). Reguluja
r6zne procesy fizjologiczne, jak: przekaznictwo nerwowe, pobudzenie sekrecji komor-
kowej, regulacja ci$nienia krwi, skurcze migsni gtadkich, metabolizm we¢glowodanow
1 thuszezow, gospodarka mineralna oraz wodna, procesy dojrzewania i inne.
Hormony te syntetyzowane sa z odpowiednich aminokwaséw: histydyny (histami-
na), tryptofanu (serotonina, melatonina), tyrozyny (trijodotyronina, tyroksyna, dopa-
mina, adrenalina, noradrenalina) lub z amin, np. z choliny (acetylocholina) na drodze
enzymatycznej (Rys. 1.1). Histamina powstaje z histydyny po odszczepieniu grupy
karboksylowej w reakcji katalizowanej przez dekarboksylaze histydynowa, a zrodtem
i magazynem tego hormonu sa komorki tuczne. Serotonina (5-hydroksytryptamina)
syntetyzowana jest z tryptofanu w dwu etapach: w pierwszym — wskutek dziata-
nia hydroksylazy tryptofanu powstaje 5-hydroksytryptofan, a z niego pod dzia-
faniem dekarboksylazy aminokwaséw aromatycznych serotonina. Kluczowym
enzymem regulujacym syntez¢ melatoniny (N-acetylo-5-metoksytryptaminy) jest
N-acetylotransferaza przeksztalcajaca serotoning w N-acetyloserotoning, a z niej
wskutek dziatania transferazy hydroksyindoilo-O-metylowej powstaje melatoni-
na, gldowny hormon szyszynki. Hormony jodotyroninowe (syntetyzowane przez
tarczyce), podobnie jak hormony katecholaminowe (syntetyzowane gtéwnie
przez rdzen nadnerczy i zakonczenia nerwowe uktadu wspotczulnego), powstaja
z tyrozyny. 3,5,3’-trijodotyronina i 3,5,3’,5’-tetrajodotyronina (tyroksyna) syn-
tetyzowane sa w tyreocytach, gdzie najpierw jod jest wbudowywany w tyrozyne,
tworzac 3-monojodotyroning i 3,5-dijodotyroning, ktérych potaczenie prowadzi do
powstania trijodotyroniny. Polaczenie dwoch czasteczek dijodotyroniny daje ty-
roksyng. Dihydroksyfenyloalanina (DOPA), dopamina, noradrenalina i adrenalina
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Rys. 1.1. Synteza katecholamin i serotoniny

powstaja z tyrozyny na drodze kolejnych reakcji enzymatycznych katalizowanych
przez hydroksylaz¢ fenyloalaninowa, dekarboksylaz¢ dihydroksyfenyloalaninowa,
B-hydroksylaz¢ dopaminowa i N-metylotransferazg fenyloalaninowa.

Wymienione wyzej hormony przenoszone sa od komdrek je syntetyzujacych
do komorek docelowych gtownie na drodze endokrynnej i parakrynnej (neuropa-
rakrynnej). Dziataja za posrednictwem receptorow btonowych, przede wszystkim
receptorow sprzezonych z biatkami G (GPCR, ang. G-protein coupled receptors) lub
jonotropowych (kanatéw jonowych bramkowanych ligandem).

1.2. Ikozanoidy

Nazwa ikozanoidy (eikozanoidy) zostala wprowadzona przez E.J. Coreya w roku
1980. Ikozanoidy sa produktami utlenienia 20-wegglowych, wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych, u cztowieka gldwnie kwasu arachidonowego. Wyro6znia si¢
cztery podstawowe grupy tych zwiazkoéw: prostaglandyny, tromboksany, leukotrieny
1 prostacykling. Procz tego do ikozanoidow zalicza si¢ takze kwasy: hydroperoksy-
1 hydroksyeikozanowe oraz epoksyeikozatetraenowe. Ikozanoidy sa zwigzkami o ak-
tywnosci hormonalnej, a ich receptory sa zlokalizowane w btonach wielu r6znych
komorek. Zwiazki te wystepuja zarowno w komorkach zwierzecych, jak 1 roslin-
nych. Obecnos¢ ich stwierdzono praktycznie we wszystkich tkankach zwierzecych.
Poziom ikozanoidéw jest regulowany gtownie ilo$cia kwasu arachidonowego, po-
wstajacego przede wszystkim w reakcjach enzymatycznej degradacji fosfolipidow
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i ich pochodnych lub syntetyzowanego z kwasu linolowego. Natomiast o poziomie
syntezy poszczegolnych grup ikozanoidow decyduje zapotrzebowanie organizmu na
te zwiazki 1 aktywno$¢ zaangazowanych w ich powstawanie enzymow.

Biosynteza gléwnych grup ikozanoidow przebiega w tkankach ssakow przy
udziale enzymow: syntazy prostaglandynowej i lipooksygenazy (Rys. 1.2). Syntaza
prostaglandynowa katalizuje reakcje¢ syntezy nietrwatej prostaglandyny H, (PGH,),
z ktorej pod wptywem odpowiednich izomeraz i transferaz powstaja inne prostaglan-
dyny. PGH, jest takze substratem w syntezie prostacykliny i tromboksanéw. Nato-
miast lipooksygenaza uczestniczy w syntezie leukotriendw z kwasu arachidonowego.
Ikozanoidy wykazuja bardzo szeroki i zréznicowany zakres aktywno$ci biologiczne;.

Najliczniejsza i najlepiej poznang grupa ikozanoidow sa prostaglandyny. Obecnie
stosowana nomenklatura traktuje prostaglandyny (PG) naturalne jako pochodne kwa-
su prostanowego, posiadajace przy weglu C15 grupe hydroksylowa i w zaleznosci od
rodzaju pier§cienia pigcioweglowego wyrdznia si¢ prostaglandyny: E (PGE), F (PGF),
D (PGD), A (PGA) i B (PGB). Indeksy 1, 2, 3 oznaczaja odpowiednio: jedno (prosta-
glandyny monoenowe, PG ), dwa (prostaglandyny dienowe, PG,) lub trzy (prostaglan-
dyny trienowe, PG,) wiazania podwdjne w czasteczce. Skrot PGE, oznacza, Ze prosta-
glandyna ta zawiera pier$cien typu E, grupe hydroksylowa przy C15 oraz dwa wiazania
podwojne: A" (trans) i A’ (cis). Substratem w syntezie prostaglandyn monoenowych
jest kwas dihomo-y-linolenowy, prostaglandyn dienowych jest kwas arachidonowy,
a prostaglandyn trienowych jest kwas eikozapentaenowy. Substratem w biosyntezie
prostaglandyn u ludzi jest gtownie kwas arachidonowy. Reakcje syntezy katalizuje
kompleks syntazy prostaglandynowej, w ktérego sktad wchodza: cyklooksygenaza
i hydroperoksydaza. Wynikiem dziatania cyklooksygenazy jest synteza PGG,, ktora
pod wptywem hydroperoksydazy zostaje przeksztatcona w PGH,. Ta z kolei jest nie-
stabilnym endonadtlenkiem przeksztalcanym do innych prostaglandyn, tromboksanow

fosfolipidy diacyloglicerole
_ . lipaza
fosfolipaza A, N 5 diacyloglicerolu

kwas arachidonowy

syntaza lipooksygenaza
prostaglandynowa l \

prostaglandyna H, leukotrieny

syntaza syntaza
prostacyklinowa i tromboksanowa
izomerazy

prostacyklina tromboksany

prostaglandyny

Rys. 1.2. Ogodlny schemat syntezy ikozanoidow
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lub prostacykliny. Z PGH, pod dzialaniem odpowiednich izomeraz powstaja PGE,
i PGD,, natomiast transferaza-S-glutationu przeksztalca PGH, w PGF, . PGE, moze
by¢ przeksztalcana dalej w PGA, i PGB,. Aktywnos¢ biologiczna zalezy zar6wno od
typu prostaglandyny, jak i od rodzaju komorek docelowych. Dziataja gldwnie na dro-
dze parakrynnej lub autokrynnej, rzadziej na endokrynnej. Stymuluja stany zapalne,
reguluja przeptyw krwi, stymuluja chemotaksje, kontroluja transport. Prostacyklina
PGI, jest syntetyzowana z prostaglandyny H, w reakcji katalizowanej przez syntaze
prostacyklinowa. Aktywno$¢ biologiczna prostacykliny jest podobnie jak innych iko-
zanoidoéw zalezna od rodzaju komoérek docelowych. Szczegolnie istotne fizjologicznie
wydaje si¢ jej dziatanie hipotensyjne, poniewaz jest gldownym metabolitem kwasu
arachidonowego wytwarzanym przez $rodbtonek naczyn krwiono$nych.

Leukotrieny sg syntetyzowane u ludzi gléwnie z kwasu arachidonowego przy
udziale 5-lipooksygenazy. Pierwotnym produktem jest kwas 5-hydroperoksy-
-6,8,11,14-¢eikozatetraecnowy (5-HPETE), z ktorego powstaje leukotrien A, (LTA),
a z niego inne. Przez hydroksylacj¢ LTA, powstaje nieczynny biologicznie LTB,,
a przez dotaczenie glutationu do LTA, powstaje LTC,. Leukotrieny D, i E, powstaja
z LTC, przez kolejne odszczepienie kwasu glutaminowego i glicyny. Wykazuja silne
dziatanie prozapalne. Sa m.in. chemoatraktantami (gtéwnie LTB,) w stosunku do leu-
kocytow obojetnochtonnych, kwasochtonnych i monocytow. Powoduja ich agregacje,
degranulacje i generacjg nadtlenkow. LTC,, LTD, i LTE, sa gléwnymi mediatorami
zmian zapalnych drég oddechowych w anafilaksji. Zwigkszaja przepuszczalnos$¢ na-
czyn krwiono$nych, a dziatanie to jest kilka tysigcy razy mocniejsze niz histaminy.

Tromboksany sa jedna z grup ikozanoidow, syntetyzowanych podobnie jak prosta-
glandyny i prostacyklina ze wspolnego prekursora endonadtlenku, prostaglandyny H..
Reakcjg tworzenia tromboksanu A, (TxA,) z PGH, katalizuje syntaza tromboksanu.
Najwigksza aktywnos¢ tego enzymu stwierdzono w plytkach krwi. Z TxA, syntety-
zowany jest tromboksan B, (TxB,). Aktywnos¢ biologiczna tromboksanow zalezna
jest od rodzaju tkanki docelowej. Synteza znacznych iloéci tromboksanow w plytkach
krwi sugeruje udziat tych zwiazkow w naprawie uszkodzonych naczyn krwionos$nych.
Wykazano, ze TXA, uczestniczy w tworzeniu skrzepu oraz obkurczajac miejscowo na-
czynia, przyczynia si¢ do zatrzymania krwotoku. Zaburzenia syntezy tromboksanow
zwigzane sg z chorobami uktadu krazenia (chorobg zakrzepowa i zawatem serca).

Prawie wszystkie ikozanoidy (poza hydroksylowymi pochodnymi kwasu eiko-
zatetraenowego 1 PGJ,) dziataja przez receptory zwiazane z biatkami G. Degradacja
ikozanoidow nastgpuje glownie w watrobie, plucach i nerkach, gdzie odpowiednie
dehydrogenazy, oksygenazy, reduktazy i acetylazy przeksztatcaja ikozanoidy w me-
tabolicznie nieaktywne produkty, usuwane z organizmu.

1.3. Hormony steroidowe i inne maloczasteczkowe zwigzki lipofilne

Hormony steroidowe sg pochodnymi cyklopentanoperhydrofenantrenu (steranu), r6z-
nigcymi si¢ gtownie liczba wiazan nienasyconych w pierscieniu A oraz liczba atomow
wegla. Ze wzgledu na petlniong funkcje fizjologiczna wsrod zwierzecych i ludzkich
hormonoéw steroidowych wyrdznia sig: zenskie (estrogeny) i meskie (androgeny)
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hormony plciowe, progestageny, mineralokortykoidy i glukokortykoidy. Estrogeny
(estron, estradiol, estriol), 18-wgglowe hormony steroidowe syntetyzowane glownie
przez jajniki stymuluja rozwdj zenskich cech piciowych, cykl ptciowy i owulacje,
podobnie jak najwazniejszy z 21-weglowych progestagenéw — progesteron warun-
kujacy zmiany ciazowe w macicy. Androgeny (np. testosteron) produkowane przez
komorki Leydiga jader (i kor¢ nadnerczy) sa zbudowane z 19 atomow wegla i kon-
troluja rozwdj meskich cech ptciowych. Mineralokortykoidy i glukokortykoidy sa
21-weglowymi steroidami. Mineralokortykoidy (gtdwnie aldosteron) syntetyzowane
sa przez warstwg klgbkowata kory nadnerczy, a reguluja gospodarke jonowa i wodna,
natomiast glukokortykoidy (np. kortyzol) syntetyzowane sq przez warstwg pasmowata
kory nadnerczy i reguluja metabolizm wegglowodanow, lipidéw oraz bialek.

Hormony steroidowe syntetyzowane sa z cholesterolu na drodze modyfikacji
enzymatycznych, ktorych pierwszym etapem jest odszczepienie szesciu wegli z tan-
cucha bocznego, prowadzace do powstania pregnenolonu. Utlenienie grupy 3-hy-
droksylowej tego steroidu do grupy ketonowej oraz izomeryzacja wiazania podwoj-
nego A’ do A* prowadzi do powstania progesteronu, a z niego i jego pochodnych sa
syntetyzowane wszystkie pozostate hormony steroidowe (Rys. 1.3). W przypadku
hormonow plciowych najpierw powstaja androgeny (androstendion i testosteron),
a z nich odpowiednio estron i estradiol. Wszystkie hormony steroidowe posiadaja
zdolnos$¢ do przenikania przez btong komorkowa i wiaza si¢ ze swoistymi receptora-
mi w cytoplazmie lub jadrze komorkowym.

Obok ww. hormonow wiele innych zwiazkow moze przekazywac informacjg za po-
$rednictwem receptorow wewnatrzkomorkowych. Sa to zaréwno zwiazki struktural-
nie podobne: hydroksysterole (1a,25-dihydrokalcyferol, 22(R)-hydroksycholesterol,
kwas chenodeoksycholowy), jak i1 czasteczki o odmiennej budowie chemicznej:
kwasy retinowe, hormony tarczycy, niektére leukotrieny (8-HETE i 15-HETE) oraz
prostaglandyna PGJ,. Kazdy z tych zwiazkéw odgrywa odmienna rolg biologiczna,
a funkcja fizjologiczna niektorych z nich nie jest jeszcze ostatecznie ustalona. Kwasy
retinowe uczestnicza w regulacji proliferacji i réznicowania komorek nerwowych,
keratynocytow i komoérek nabtonka oskrzeli. Wptywaja na rozwdj fotoreceptorow,
ksztattowanie siatkowki, soczewki i rogéwki. Moduluja dziatanie wielu hormonow
poprzez regulacje ekspresji genéow ich receptoréw (m.in. receptorow adrenaliny,
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Rys. 1.3. Drogi syntezy hormono6w steroidowych
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insulinopodobnych czynnikéw wzrostowych, dopaminy, neuropeptydu Y i niektorych
interleukin). Reguluja syntezg enzymow, takich jak: acetylotransferaza lizofosfatyd—
—retinol, transferaza glutationowa, glukokinaza, syntaza kwaséw ttuszczowych. Ak-
tywna forma witaminy D, (1a,25-dihydrokalcyferol) podtrzymuje homeostazg jonow
wapnia, regulujac ekspresj¢ bialek wiazacych wapn, enzyméw i hormonow zaanga-
zowanych w ten proces. Wykazuje aktywnos$¢ antyproliferacyjna i proroéznicujaca.
Hormony tarczycy (trijodotyronina i tyroksyna) sa niezbedne do prawidtowego roz-
woju organizmow i uczestnicza w regulacji wielu proceséw metabolicznych. Migdzy
innymi w miodych organizmach stymuluja syntez¢ hormonu wzrostu, a u osobnikow
dorostych reguluja przemiang materii, zuzycie tlenu oraz gospodarke mineralng
1 wodna. Trijodotyronina jest hormonem niezbednym do prawidlowego rozwoju
uktadu nerwowego. Uczestniczy w regulacji wzrostu i dojrzewania neurondéw, po-
wstawaniu synaps i w procesach mielinizacji. Leukotrieny (8-HETE, 15-HETE)
i PGJ, stymuluja syntezg enzymow posredniczacych w przemianach lipidow, m.in.
cytochromu P450, enzymow w-oksydacji, karboksylazy fosfoenolopirogronianowej,
dehydrogenazy acylo-CoA oraz reguluja syntez¢ blonowego transportera kwasow
thuszczowych (FATP).

1.4. Oligo- i polipeptydy

Oligo- lub polipeptydy, przekazujace informacj¢ pomigdzy komoérkami tego same-
g0 organizmu, stanowia najliczniejsza grupg zwiazkow o aktywnosci hormonalne;.
Do peptydow sygnatowych zalicza si¢ kilkaset zwiazkow, rozniacych sig struktura
i aktywnoscia biologiczna. Zazwyczaj wyrdznia si¢ hormony dokrewne i tkankowe,
chociaz nie sg to nazwy Sciste, wigkszos¢ hormondéw moze by¢ syntetyzowana przez
rozne komorki zwierzece i ludzkie oraz rozprowadzana w obrgbie organizmu za-
rowno przez krew, jak i1 na drodze dyfuzji migdzykomorkowej. Dominujaca liczba
peptydowych hormonéw dokrewnych jest syntetyzowana przez wyspecjalizowane
gruczoty wydzielania wewngtrznego, takie jak podwzgorze, przysadka mozgowa,
trzustka itd. Bardzo wiele hormonow peptydowych jest syntetyzowanych przez rézne
rodzaje komorek, a praktycznie wszystkie komorki maja potencjalng zdolno$¢ synte-
zy wielu hormondéw peptydowych. W stanach patologicznych objawia sig to synteza
hormonow (ektopowych) przez tkanki dla nich niespecyficzne. Wszystkie peptydy
sygnalowe oddziatuja poprzez interakcje ze swoistymi receptorami blonowymi, ale
mechanizm ich dziatania jest zréznicowany.

Nie sposob wymieni¢ wszystkich zwiazkow peptydowych o aktywno$ci hormo-
nalnej. Naleza do nich m.in. hormony dokrewne (endokrynne) syntetyzowane w pod-
wzgorzu: czynniki stymulujace (RH, ang. releasing hormone) i hamujace (IH, ang.
inhibiting hormone) wydzielanie hormonow — gonadotropiny (GRH), kortykotropiny
(CRH), hormonu wzrostu (GHRH i GHIH), prolaktyny (PRH i PIH), tyreotropiny
(TRH). Hormony peptydowe sa takze syntetyzowane w przysadce: hormon wzrostu
(GH), prolaktyna (PRL), hormon adenokortykotropowy (ACTH), hormon stymu-
lujacy pecherzyki Graafa (FSH), hormon luteinizujacy (LH), tyreotropina (TSH),
melanotropina, oksytocyna, wazopresyna, w trzustce: insulina, glukagon, polipeptyd
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trzustkowy, somatostatyna, i w przewodzie pokarmowym: gastryna, sekretyna, pep-
tyd hamujacy gastryng, motylina, peptydy koniczynkowe lub peptydy regulujace
ci$nienie krwi (kininy, angiotensyna II). Duze znaczenie fizjologiczne posiadaja neu-
ropeptydy regulujace wiele funkcji organizmoéw zwierzecych, zarbwno w ukladzie
nerwowym, jak i poza nim. Sg to nie tylko typowe neurotransmitery i neuromodu-
latory (substancja P, neurotensyna, enkefaliny, dynorfiny, endorfiny), lecz takze hor-
mony wielofunkcyjne, takie jak wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) i przysadkowy
polipeptyd aktywujacy cyklazg adenylanowa (PACAP) o aktywnosci immunomodu-
lacyjnej. Jeszcze inne neuropeptydy, jak oreksyny, peptydy CART (ang. cocaine and
amphetamine regulated peptides), rodzina galaniny, neuropeptyd Y (PY) i peptyd
YY (PYY), reguluja wiele proceséw biologicznych, m.in. taknienie, i wptywaja na
homeostazg energetyczna organizmu oraz posrednicza w procesach czuciowych, re-
akcjach stresowych i kontroli wydzielania endokrynnego.

Osobna grupe stanowia peptydy natriuretyczne (NPs, ang. natriuretic peptides lub
NF, ang. natriuretic factors), o m.cz. okoto 10 kDa, wystepujace powszechnie w tkan-
kach kregowcoéw. NPs utrzymuja homeostaz¢ jonowa (bilans sodu i potasu) oraz
wodna. W zaleznosci od pelnionej funkcji fizjologicznej wyrdznia si¢: przedsionkowy
(ANP), komorowy (VNP), mézgowy (BNP), nerkowy (RNP) oraz peptyd natriure-
tyczny typu C (CNP). ANP, VNP i BNP sa produkowane w sercu i wydzielane do kra-
zenia. CNP jest syntetyzowany w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym,
RNP zas w nerkach. Dziataja przez receptory o aktywnosci cyklazy guanylanowe;.

Niektére z wymienionych peptydéw moga by¢ produkowane przez rdézne tkanki
organizmu i petni¢ odmienne funkcje biologiczne. Przyktadem moze by¢ somatosta-
tyna (GHIH), ktéra wystepuje nie tylko w podwzgorzu, lecz takze w innych obsza-
rach uktadu nerwowego, oraz w tarczycy, przewodzie pokarmowym i trzustce. Procz
zapisanej w jej nazwie aktywno$ci hamowania sekrecji hormonu wzrostu (somato-
tropiny) somatostatyna reguluje takze wydzielanie tyreotropiny, prolaktyny, insuliny,
glukagonu, gastryny i hormonow tarczycy.

Peptydy zaliczane do tzw. hormonéw tkankowych to przede wszystkim zwiazki
0 bardzo szerokim spektrum aktywnosci, zaleznym od rodzaju komorek docelowych,
okreslane czgsto jako hormony plejotropowe. Wérdd nich wyroznia si¢ dwie duze
grupy polipeptydow, czynniki wzrostowe (GF) i cytokiny, z ktorych kazda liczy po
kilkadziesiat zwiazkow (Tabela 1). Obecnie, kiedy znamy juz sekwencje¢ okoto 100
roéznych peptyddéw plejotropowych, mozemy wsrdd nich wyrdzni¢ rodziny czynni-
kéw o podobnej budowie chemicznej (EGF-, PDGF-, HGF, FGF-, VEGF- i insulino-
podobnych), tzw. klasycznych czynnikéw wzrostowych lub peptydow o okreslonej
aktywnosci biologicznej, np. hematopoetycznej (G-CSF, M-CSF, GM-CSF, SCF,
EPO, TPO), limfocytotroficznej (interleukiny), chemotaktycznej (chemokiny), prze-
ciwwirusowej (interferony) itd. Peptydy nalezace do superrodziny transformujacego
czynnika wzrostowego typu 3 stanowig grupe okoto 30 peptydow, taczaca wihasci-
wosci typowe dla regulatoréw wzrostu 1 roznicowania oraz cytokin. Rodziny CTGF
nie mozna zaliczy¢ ani do klasycznych czynnikéw wzrostowych, ani do cytokin.
Obecnie uwaza sig, ze sa to biatka, ktore posrednicza w sygnalizacji inicjowanej
sktadnikami macierzy zewnatrzkomoérkowej i/lub moduluja aktywnosé czynnikow
wzrostowych, hormonow lub cytokin.
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Tabela 1. Peptydowe czynniki wzrostowe i cytokiny

Rodzina

Przedstawiciele

Ptytkopochodnego czynnika wzrostowego

PDGF (AA, AB, BB, CC, DD)

Epidermalnego czynnika wzrostowego

EGF, TGFa, AR, HB-EGF, BTC, ER, HRG
(1-4)

Insulinopodobnych czynnikéw IGFI (1 1l)
wzrostowych

Fibroblastycznych czynnikéw FGF (1-23)
wzrostowych

Czynnika wzrostowego hepatocytow HGF

Czynnika wzrostowego naczyniowych
komorek epitelialnych

VEGF (A-E), PIGF

Czynnika wzrostu nerwu

NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5

Glejopochodnego czynnika wzrostowego

Transformujgcego czynnika wzrostowego
typu B

GDNF, NRTN, PSPN, ARTN
TGFB (1-3)

Czynnikéw wzrostowych komorek krwi

CSF (G, M, GM), SCF, EPO, TPO

Interleukin

IL (1-32%)

Czynnika nekrozy nowotworu

TNF, Lta, LtB

Interferonéw INF (23 typu I, 1 typu Il)
Chemokin Ch (okoto 40)

Endotelin Et (1-5)

Czynnika wzrostowego tkanki tacznej CTGF, Cyr61

AR — amphiregulin, ARTN — artemin, BDGF — brain-derived growth factor, BTC — betacellulin,
Ch — chemokine, CSF — colony stimulating factor, CTGF — connective tissue growth factor, Cyr —
cysteine rich, EGF — epidermal growth factor, EPO — erytropoetin, ER — epiregulin, Et — endothe-
lin, FGF — fibroblast growth factor, G — granulocyte, GDNF — glial cell derived growth factor, GM
— granulocyte-macrophage, HB-EGF — heparin binding-epidermal growth factor, HGF — hepato-
cyte growth factor, HRG — heuregulin, IGF — insulin-like growth factor, 1L — interleukin, INF —
interferon, M — macrophage, NGF — nerve growth factor, NRTN — neurturin, NT — neurotrophin,
PDGF — platelet-derived growth factor, PIGF — placenta growth factor, PSPN — persephin, SCF
— stem cell factor, TGF — transforming growth factor, TNF — tumor necrosis factor, TPO — trom-
bopoetin, VEGF — vascular endothelial growth factor

* do interleukin zaliczane sa ponadto takze peptydy, ktorych nazwy nie odzwierciedlaja ich
przynaleznosci do tej rodziny (OSM, LIF, CTNF, CT-1).
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Trudno poda¢ precyzyjna definicj¢ peptydowych czynnikoéw wzrostowych ze
wzgledu na do$¢ szeroki, zalezny od tkanki docelowej, zakres ich aktywnosci bio-
logicznej. Zgodnie z propozycja Jamesa i Bradshawa czynnikami wzrostowymi na-
zywamy peptydy inicjujace w komorkach docelowych swoista odpowiedz hipertro-
ficzna lub hiperplastyczna i1 dziatajace poprzez okreslony mechanizm receptorowy.
Definicja ta pasuje do klasycznych czynnikéw wzrostowych i nie zawgza pojecia
czynnika wzrostowego do peptydow o aktywnosci mitogennej. Warto takze podkre-
sli¢, ze wszystkie klasyczne czynniki wzrostowe dziataja przez ten sam typ recep-
toréw btonowych o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Peptydy zaliczane do superro-
dziny TGF tacza zdolno$¢ do regulacji réznicowania komoérkowego z aktywnoscia
immunomodulacyjng i wszystkie przekazuja sygnat przez receptory o aktywnosci
kinazy serynowo-treoninowej. Cytokiny to duza grupa polipeptydéw o bardzo szero-
kim zakresie dzialania. Nie sa typowymi czynnikami wzrostowymi i dziataja przez
roézne typy receptorow. Wigkszos¢ z nich (poza chemokinami) ma zdolno$¢ regulacji
wzrostu i/lub réoznicowania komoérek okre§lonego typu.

Cytokiny to duza rodzina mediatoréw bialkowych obejmujaca: interleukiny
(ILs), chemokiny (Chs), interferony (INFs), czynniki réznicowania komorek krwi
oraz czynniki martwicy nowotworu (TNFs). Przez niektorych autoréw do rodziny
cytokin zaliczane sg takze endoteliny. Cytokiny sa m.in. glownymi regulatorami
uktadu immunologicznego i hematopoetycznego (krwiotworczego). Cytokiny hema-
topoetyczne, odpowiedzialne za utrzymanie ,,steady-state” uktadu krwiotworczego,

1

<«— Endopeptydazy

wbudowanie
w btone komoérkowg

synteza
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\ magazynowanie

granule
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Rys. 1.4. Synteza, sekrecja i magazynowanie peptydow sygnatowych
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produkowane sa ciagle w niewielkich ilosciach, przede wszystkim przez komorki
stromalne, endotelialne i fibroblasty. Natomiast cytokiny produkowane przez akty-
wowane limfocyty, makrofagi i komorki tuczne uczestnicza gtownie w odpowiedzi
immunologicznej i zapalnej organizmu. Dwie podstawowe wlasciwosci cytokin to
ich funkcjonalna plejotropia i redundancja, co oznacza, ze kazda cytokina oddzia-
huje z r6znymi typami komorek, a szereg réznych cytokin moze inicjowac¢ podobna
odpowiedzZ biologiczng tej samej komorki. W przeciwienstwie do czynnikow wzro-
stowych cytokiny dziatajg przez rozne strukturalnie i funkcjonalnie typy receptorow,
poczynajac od receptoréw asocjujacych z biatkami G (chemokiny), przez receptory
o aktywnosci kinazy tyrozynowej (SCF, G-CSF, M-CSF) i receptory asocjujace z ki-
nazami tyrozynowymi (wigkszo$¢ ILs), na receptorach z domena $mierci (TNF, Lto)
i receptorach Toll-podobnych (IL-1, IL-18) konczac.

Podobnie jak wszystkie biatka, peptydy sygnatowe syntetyzowane sa na matrycy
mRNA, co ma szczegdlne znaczenie dla doktadnosci i swoisto$ci niesionej przez nie
informacji. Takze podobny do innych biatek syntetyzowanych na rybosomach zwia-
zanych z siateczka endoplazmatyczna jest sposob ich sekrecji. Probialka posiadajace
sekwencje sygnatowa na N-koncu czasteczki, translokowane w calosci do $wiatta
retikulum endoplazmatycznego (RE), po odcigciu sekwencji sygnatowej i obrobce
potranslacyjnej, pakowane sa do pgcherzykoéw transportujacych i wydzielane na
zewnatrz komorki (Rys. 1.4). Peptydy zakotwiczane w btonie RE sa wbudowywa-
ne w btong plazmatyczna i moga przekazywac informacje¢ na drodze jukstakrynnej
(przez ich cze$¢ zewnatrzkomorkowa) lub ulegac cigciu proteolitycznemu, w wyniku
ktorego czes$¢ zewnatrzkomodrkowa zostaje uwolniona w postaci rozpuszczalnego
hormonu. Niektére z peptydow sygnatowych (np. PDGF, HGF, TGFp) sa gromadzo-
ne wewnatrz komorek je syntetyzujacych w specjalnych granulach sekrecyjnych (np.
w o-granulach ptytek krwi) i wydzielane na zewnatrz po aktywacji tych komorek.
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2. Receptory

Procesy biochemiczne zaangazowane w odbior i przekaz informacji niesionej przez
chemiczne lub fizyczne czynniki zewnatrzkomorkowe (jony, metabolity, hormony,
neurotransmitery, czynniki wzrostowe, substancje zapachowe, $wiatlo) na wewnatrz-
komoérkowe uktady enzymatyczne okre$lane sa nazwa sygnalizacji transblonowe;.
Aczkolwiek podstawowa rola blony komoérkowe;j jest stworzenie bariery odgradza-
jacej wnetrze komorki od srodowiska zewnatrzkomoérkowego, istnieje wiele réznych
Sposobow przenoszenia informacji przez btong komérkowa. Jednym z najprostszych
jest selektywny transport jonéw lub metabolitow przez wyspecjalizowane struktury
biatkowe okreslane jako pompy, kanaty jonowe lub transportery btonowe. Energia
potrzebna do transportu tych zwiazkow do wnetrza lub na zewnatrz komoérki moze
pochodzi¢ z réznic potencjatu elektrochemicznego po obu stronach blony (transport
bierny) lubjestdostarczanaprzezsprzg¢zone zkanatamiuktady enzymatyczne (np. ATP-
-azy). W obu przypadkach jon lub metabolit jest postancem (pierwotnym przekaz-
nikiem informacji), ktéry powoduje okreslona odpowiedZ metaboliczng komorki.
W wielu wypadkach substancje przenoszace informacje zewnatrzkomorkowa sa
zasocjowane z biatkami transportujacymi (np. cholesterol z lipoproteinami osocza,
zelazo z transferyna), ktore z kolei wiaza si¢ ze swoistymi biatkami btonowymi
(odpowiednio, z receptorami lipoprotein o niskiej gestosci, LDL i receptorami trans-
feryny), odpowiedzialnymi za endocytozg kompleksow ligand—receptor. Receptory
te, okreslane takze jako receptory typu ,,cargo” (ang. tadunek w sensie towaru),
funkcjonuja jako swoiste przenos$niki okreslonych zwiazkoéw z przestrzeni zewna-
trzkomorkowej do wnetrza komorki (Rys. 2.1a). Podobnie jak w przypadku kana-
tow jonowych przenoszony zwiazek jest postancem przekazujacym informacj¢ do
wnetrza komorki. Biatka transportujace i biatka wiazace same nie generuja sygnatu.
W przeciwienstwie do receptoréw typu ,,cargo” receptory hormondéw maja nie tylko
wlasciwos¢ selektywnego rozpoznawania liganda, lecz takze zdolno$¢ w potaczeniu
z nim do generowania i wzmacniania sygnatu przekazywanego do wngtrza komorki
(Rys. 2.1b). Sa to wyspecjalizowane struktury biatkowe, usytuowane we wngtrzu
komorek (receptory wewnatrzkomorkowe) lub w blonie komorkowej (receptory blo-
nowe) organizmdéw zywych, przystosowane do odbioru informacji niesionej przez
réznorodne grupy zwiazkow biologicznie waznych, takie jak: substancje zapachowe,
opiaty, hormony, neurotransmitery, czynniki wzrostowe, cytokiny itp.

Osobng grupe biatek posredniczacych w modulacji (ale nie w przekazie) sygna-
tow zewnatrzkomorkowych stanowia tzw. receptory rozpuszczalne, bedace odcicta
enzymatycznie cze$cia zewnatrzkomorkowa receptoréw blonowych. Receptor hor-
monu oznacza czasteczke biatka, ktoéra poprzez zmiang swojej konformacji aktywnie
uczestniczy w przekazaniu sygnatu, niezaleznie od losow liganda. W tym znaczeniu
internalizacja liganda jest procesem nieistotnym dla przekazania sygnatu, chociaz
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Rys. 2.2. Wybrane receptory blonowe, rézniace si¢ mechanizmem przekazu sygnatlu
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pojawia si¢ coraz wigcej dowodow na to, ze zalezna od receptorow endocytoza nie-
ktorych czynnikow wzrostowych i hormondw (np. NGF, EGF, insuliny) jest niezbed-
na do pelnej odpowiedzi biologicznej komarki.

Wigkszo$¢ receptorow to biatka mozaikowe, w ktorych wyrdznia si¢ struktural-
nie 1 funkcjonalnie zdefiniowane sekwencje aminokwasowe, okreslane jako moduty
lub domeny, powtarzajace si¢ w co najmniej kilku biatkach. Poszczegolne moduty
moga wystepowac pojedynczo lub powtarzac si¢ wielokrotnie (nawet ponad 50 razy)
w jednej czasteczce biatka, tworzac zdefiniowane struktury w bialkach petiacych
odmienne funkcje biologiczne. Obecnie znanych jest kilkaset roznych biatek mozai-
kowych, nie liczac izoform tkankowych i gatunkowych. Funkcja fizjologiczna biatek
mozaikowych jest ogromnie zréznicowana, poczynajac od ich udziatu w adhezji
komodrkowej (biatka adhezyjne), przez regulacje hormonalna (czynniki wzrostowe,
cytokiny i ich receptory), na regulacji ekspresji genow (czynniki transkrypcyjne)
konczac. Biatka mozaikowe wystepuja gtownie pozakomdrkowo lub wbudowane sa
w btong plazmatyczna. Naleza do nich, poza receptorami, takie biatka jak: fibronek-
tyna, laminina, selektyny, kolagen i plazminogen. Wystepuja powszechnie u zwierzat
1 sporadycznie u roslin (np. witronektyna). Pojedyncze moduty odnaleziono réwniez
w biatkach bakteryjnych (np. w celulazie) i wirusowych (np. w prekursorze czynnika
wzrostowego wirusa krowianki). Znana jest sekwencja aminokwasowa i struktura
trzeciorzgdowa wielu roznych modutdéw znalezionych w czgsci zewnatrzkomoérkowej
receptorow btonowych. Najlepiej poznane to moduty podobne do: epidermalnego
czynnika wzrostowego (EGF), przeciwciat (Ig-podobne), biatek dopetniacza (CCP),
precla (moduty K, ang. kringle) oraz moduty fibronektynowe (F) i moduty boga-
te w cysteing. Charakterystyczna cecha konformacji tych modulow jest przewaga
struktur typu B-harmonijki, w odréznieniu od modutéw uczestniczacych w interakcji
biatko-DNA, w ktorych przewaza struktura o-helisy. Typowymi przedstawicielami
tych ostatnich sa motywy: palca cynkowego (ang. zinc finger), zamka leucynowego
(ang. leucine zipper) 1 helisa—skret—helisa (ang. helix—turn—helix).

Mimo ze wszystkie receptory btonowe sa biatkami integralnymi, ich struktura
1 mechanizm przeniesienia sygnatu przez btong komorkowa sa rdzne i zalezne przede
wszystkim od rodzaju informacji (struktury czasteczki niosacej informacjg). Wyrdz-
nia si¢ kilka podstawowych sposobdéw przekazywania informacji zewnatrzkomor-
kowej z udzialem receptorow btonowych: a) regulowang ligandem aktywacje biatek
G, b) modulowang ligandem aktywacj¢ kanatu jonowego, c) stymulowang ligandem
aktywacj¢ aktywnosci enzymatycznej, zlokalizowanej w wewnatrzkomorkowej czg-
$ci receptora, d) stymulowang ligandem aktywacje¢ niereceptorowych kinaz tyrozy-
nowych, e) regulowang ligandem asocjacj¢ biatek zawierajacych ,,domeny $mierci”
i f) sygnalizacje typu Notch (Rys. 2.2).

Kazdy z tych typow receptoréw jest inaczej zbudowany i kazdy z nich przenosi
informacj¢ przez btong komdrkowa w inny sposéb. Oprocz mozliwosci przedsta-
wionych na rysunku 2.2, opisano mechanizmy przekazu sygnatu charakterystyczne
dla nielicznej grupy receptoréw, odmienne od opisanych wyzej, m.in. obejmujace
stymulowana przylaczeniem liganda aktywacj¢ enzymoéw zlokalizowanych przy
wewngtrznej powierzchni blony komorkowe;j (np. fosofolipazy A, fosfolipazy fos-
focholinowej) lub kompleksu biatlek TRAIL. Niezaleznie od rdéznic w mechanizmie
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przeniesienia (przetworzenia) sygnatu przez btong komoérkowa receptory btonowe
inicjuja szereg zdarzen wewnatrzkomérkowych, obejmujacych aktywacje lub dez-
aktywacje okreslonych uktadéw efektorowych, tworzenie wtornych przekaznikow
i stymulacj¢ wielu enzymow, okreslang mianem kaskad enzymatycznych. Podstawa
chemiczng przekazu sygnatu inicjowanego zwiazaniem liganda z jego receptorem
jest interakcja biatko—biatko. Odpowiedz biologiczna komorki na sygnat przekaza-
ny przez blong komérkowa jest wypadkowa wszystkich szlakéw metabolicznych,
inicjowanych przytaczeniem liganda do jego receptora. Poznano dotad strukturg
kilkuset biatek transbtonowych pelniacych funkcje receptorowe. W wypadku wielu
z nich nieznane sa dotad swoiste ligandy i dlatego receptory te zaliczane sa do tzw.
receptoréw sierocych.

Przez ostatnie dekady staraliémy si¢ pozna¢ mechanizmy, ktére umozliwiaja
przestanie sygnatu od receptora blonowego do cytoplazmatycznych lub jadrowych
uktadow docelowych. Zrozumienie mechanizmu przenoszenia sygnatu w sensie
og6lnym to wiedza pozwalajaca odpowiedzie¢ na seri¢ pytan, m.in.: a) czy rozne
zwiazki przenoszace informacjg wykorzystuja podobne mechanizmy molekularne do
kontroli zachowania si¢ komorki docelowej?, b) jak receptory btonowe oddziatuja
na poszczegolne uktady efektorowe i jak poszczegdlne szlaki przekazu informacji sa
wzajemnie od siebie odseparowane lub z soba powiazane?, c) w jaki sposob rdzne
drogi sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej wspotdziataja z soba? OdpowiedZ na to
ostatnie pytanie jest niezwykle wazna, poniewaz komoérka musi funkcjonowaé jako
jednostka, ktorej rozne elementy odpowiadaja w sposob zsynchronizowany na sty-
mulacj¢ zewngtrzng, ale wyjasnienie mechanizméw wspoldziatania nie jest tatwe.
Chociaz potencjalnie duza czg$¢ genomu jest zaangazowana w regulacje transduk-
cji sygnalu, jest wcigz niezrozumiate, jak stosunkowo niewielka liczba hormonow
moze kontrolowac swoista i bardzo zroznicowang odpowiedz wielu roznych typow
komoérek. Sugeruje to wspotzaleznosé funkcjonalng czasteczek sygnatowych oraz
niestychana ztozono$¢ i elastyczno$¢ mechanizméw odpowiedzi komoérkowe;.

2.1. Receptory wewnatrzkomorkowe (jadrowe)

Receptory wewnatrzkomorkowe nazywane czgsto receptorami jadrowymi sa to
biatka o charakterze czynnikéw transkrypcyjnych, zlokalizowane gltownie w ja-
drze komorki, wiazace swoiscie mate ligandy o charakterze lipofilnym, ktére maja
zdolno$¢ przenikania podwdjnej warstwy lipidowej btony komoérkowej. Do rodziny
receptorow wewnatrzkomérkowych naleza receptory steroidow: glukokortykoidow,
mineralokortykoidéw, progesteronu, androgenow, estrogendw, 1,25-dihydroksycho-
lekalcyferolu, kwasow dezoksyzotciowych i oksysteroli oraz kwaséw retinowych,
hormonéw tarczycy, leukotrienow 8-HETE i 15-HETE, prostaglandyny PGJ, (Tabe-
la 2). Duza grupeg receptoréw jadrowych stanowia receptory sieroce, w tym takze te,
ktore wykazuja aktywnos$¢ transaktywacyjna w niecobecnosci ligandow.

Receptory wewnatrzkomérkowe stanowia jedna z najstarszych ewolucyjnie grup
czynnikdéw transkrypcyjnych, przekazujacych sygnatl zewnatrzkomorkowy bezpo-
srednio do jadra komorki. Czynniki transkrypcyjne sa biatkami, ktére oddziatuja
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Tabela 2. Rodzaje receptorow wewnatrzkomoérkowych (jadrowych)

1. Receptory hormondw steroidowych: glukokortykoidéw (GR, o i B), mineralokortyko-
idow (MR), progesteronu (PR, Ai B)), androgenéw (AR), estrogenéow (ER, o i )

2. Receptory innych pochodnych steroidéw: 1,25-dihydroksycholekalcyferolu (VDR),
kwasow dezoksyzoétciowych (FXR) i oksysteroli (LXR)

. Receptory kwasoéw retinowych (retinojowych) (RAR; a, Biy; RXR; a, Biy)

. Receptory hormondéw tarczycy (TR)

. Receptory kwasow tluszczowych (PPAR; o, B i y)

(o200 IS, B I - BN}

. Receptory sieroce (ROR, COUP-TF, HNF-4 i inne)

z sekwencjami promotorowymi i/lub wzmacniajacymi DNA, modulujac szybkosé
transkrypcji genow. Nazwa ,receptory jadrowe”, chociaz powszechnie uzywana,
moze by¢ mylaca, przynajmniej w przypadku niektorych z tych biatek. Przyktadowo,
poziom receptora hormonéw tarczycy (TRf3,) w nieobecnosci liganda jest podobny
w cytoplazmie i w jadrze komodrki. Dopiero w obecnosci trijodotyroniny st¢zenie
tego receptora w jadrze wzrasta i jest ponad 5-krotnie wigksze niz w cytoplazmie. Ze

Tabela 3. Lokalizacja i formy molekularne receptorow wewnatrzkomorkowych

Klasa i typ | Receptor zwigzany z ligandem Dominujaca forma receptora
receptora

Lokalizacja Wiazanie z Hsp
Klasa |
Sieroce jadro/cytoplazma ? monomer monomer
Klasa Il
GR cytoplazma + homodimer
ER jadro + homodimer
PR jadro + homodimer
Klasa Il
VDR jadro - heterodimer z RXR
TR jadro - heterodimer z RXR
RAR jadro - heterodimer z RXR
PPAR jadro - heterodimer z RXR
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wzgledu na sposob wigzania do sekwencji HRE wyroznia sig trzy klasy receptorow
wewnatrzkomorkowych (Tabela 3). Do klasy I zalicza si¢ niektore receptory sieroce,
ktore wiaza si¢ z DNA w formie monomerycznej, do klasy I — gléwnie receptory
steroidow, wiazace si¢ z DNA w formie homodimerow, a do klasy III receptory two-
rzace heterodimery z receptorem RXR (m.in. receptory: RAR, TR, VDR, PPAR).

a Dimeryzacja
Wiazanie Wiazanie
korepresora koaktywatora

Wiazanie DNA Wiazanie liganda
Transaktywacja Domena Transaktywacja
AF-1 tacznikowa AF-2

Niezalezna od (+NLS) Zalezna od
zwigzania liganda zwigzania liganda

.

mRNA/mRNA,mRNA, mRNA, | CY toplazma

BR: YV v+
Transkrypcja

Efekt biologiczny

Rys. 2.3. Domenowa budowa receptoréw wewnatrzkomorkowych (a), schemat sygnalizacji ini-
cjowanej zwigzaniem hormonu z receptorem (b) oraz kompleks inicjujacy transkrypcje (c). HRE
— element wiazacy hormon, GR — gen regulatorowy, GS — geny struktury, BR — biatko regulujace
transkrypcje GS, R — receptor, H — hormon steroidowy, 90 (Hsp90) — biatko szoku termicznego,
CoA — koaktywator transkrypcji, KP — kompleks posredniczacy, BTF — podstawowe czynniki trans-
krypcyjne, RNAPII — polimeraza II RNA, DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy, HAT — acetylo-
transferaza histonow
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Wszystkie receptory wewnatrzkomorkowe maja podobna budowe domenowa,
mimo réznic w wielko$ci ich czasteczek. Zazwyczaj wyrdznia si¢ pigc—szes¢ do-
men, oznaczonych literami od A do F, z ktérych kazda oddzielnie lub w kooperacji
z innymi domenami pelni okre§lona funkcj¢ biologiczna (Rys. 2.3a). Na N-koncu
czasteczki receptora zlokalizowane sa domeny A i B, oznaczane czgsto jako jedna
domena A/B. Jest to roznej dtugosci sekwencja aminokwasowa (od 23 aa dla re-
ceptora VDR do 602 aa dla receptora aldosteronu), pelniaca funkcj¢ niezaleznej
od przylaczenia liganda aktywacji transkrypcji, (AF-1, ang. activation function 1).
Domena ta posiada zroznicowana budowe¢ w zaleznosci od typu komorki oraz zdol-
no$¢ wiazania do okre§lonych sekwencji promotora/enhancera. Konserwatywna
ewolucyjnie domena C (DBD, ang. DNA binding domain) zbudowana jest z 66 reszt
aminokwasowych, zawierajacych 8 reszt cysteinowych w pozycjach: 1, 4, 18, 21,
37,43, 53156, wiazacych koordynacyjnie dwa jony Zn**, tworzac charakterystyczna
strukturg tzw. palcéw cynkowych. Domena ta jest odpowiedzialna za dimeryzacje
1 przytaczenie receptora do DNA, a wiasciwie do odcinka regulatorowego genu,
okreslanego ogdlnie jako HRE (ang. hormone response element). W elemencie
HRE w wigkszos$ci receptorow wewnatrzkomorkowych wyréznia si¢ dwa ,,potmie;j-
sca”, okreslone sekwencje nukleotydow wiazacych monomer receptora. Sa to dwie
sekwencje sze$cionukleotydowe, oddzielone kilkoma (1-5) nukleotydami, ktorych
liczba decyduje o swoisto$ci wiazania receptora. Obie sekwencje moga by¢ utozo-
ne jako proste powtdrzenia lub palindromowo. Dlatego, z wyjatkiem niektdrych
receptoréw sierocych, wszystkie pozostate sa aktywne biologicznie tylko w postaci
homo- lub heterodimeréw, czyli tylko dimery sa zdolne do transaktywacji (stymula-
cji lub inhibicji transkrypcji) okreslonych gendw.

W wiazaniu do DNA wspoluczestniczy réwniez domena tacznikowa D, ktora po-
nadto zawiera sekwencj¢ NLS (ang. nuclear lokalization signal), odpowiedzialna za
translokacje receptorow do jadra komorkowego. Domena E (LBD, ang. ligand bin-
ding domain) receptorow roznych rodzajow hormonow, zbudowana z okoto 250 aa,
odpowiedzialna za wiazanie receptora z ligandem, jest zroznicowana pod wzgledem
sekwencji aminokwasow. Domena ta wspoldziata takze z domena C w procesie
dimeryzacji receptorow oraz z domena A/B w zaleznej od zwiazania liganda akty-
wacji transkrypcji (AF-2). Domena ta ma takze miejsca wiazania wielu partneréw
biatkowych, takich jak receptory homo- i heterologiczne (w procesie dimeryzacji),
korepresory, koaktywatory i inne zwiazki budujace kompleks transkrypcyjny. Nie-
ktore receptory wewnatrzkomorkowe zawieraja takze domeng F o niesprecyzowanej
funkcji biologiczne;.

Znanych jest obecnie okoto 150 receptorow wewnatrzkomdrkowych. Ze wzgledu
na réznice w m.cz. tych receptordw wyrdznia si¢ zazwyczaj male receptory we-
wnatrzkomdrkowe (receptory: hormonow tarczycy, kwasdéw retinowych i witaminy
D,) oraz duze receptory (receptory hormondw steroidowych). Podobne strukturalnie
biatka znaleziono takze u wielu gatunkow roslin.

Klasyczna hipoteza opisujaca mechanizm aktywacji receptorOw wewnatrz-
komorkowych zaklada, ze receptory zlokalizowane w cytoplazmie sa zwiazane
z biatkami Hsp (gtéwnie Hsp90), ktore utrzymuja receptor w konformacji o duzym
powinowactwie do liganda i malym do DNA. Aczkolwiek wielu autoréw uwaza, ze
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kompleksy receptor—biatka Hsp, trwate in vitro, nieckoniecznie sa stabilne w warun-
kach fizjologicznych. Zwiazanie liganda (hormonu) z receptorem inicjuje seri¢ zda-
rzen wewnatrzkomérkowych obejmujaca: dysocjacje kompleksow receptor—Hsp,
fosforylacje receptora i dimeryzacj¢ komplekséw hormon-receptor. Cytoplazma-
tyczne kompleksy ligand-receptor wedruja do jadra komodrkowego, gdzie wiaza
si¢ z sekwencjami HRE. Zwiazanie kompleksu ligand-receptor z sekwencja HRE
stymuluje ekspresj¢ genu biatka regulatorowego, ktore z kolei indukuje lub hamuje
transkrypcje okreslonej grupy gendw (zazwyczaj kilkudziesigciu), a zmiana profi-
lu ekspresji tych genow determinuje swoista odpowiedz komorkowa (Rys. 2.3b).
Aktywnos$¢ transkrypcyjna receptoréw wewnatrzkomorkowych jest regulowana na
drodze fosforylacji reszt Ser przez kinazy MAP (w domenie A/B) oraz reszt ty-
rozyny prawdopodobnie przez kinazy tyrozynowe niereceptorowe z rodziny Src
(w domenie E).

Ogodlnie rzecz biorac, aktywacja transkrypcji zachodzi przy wspétudziale wielu
czynnikoéw transkrypeyjnych i koaktywatorow transkrypcji. Sam aparat trans-
krypcyjny jest bardzo skomplikowany i oprocz ww. czynnikdéw i polimerazy II
zawiera takze olbrzymi (o masie czasteczkowej rzedu megadaltonow) tzw. kom-
pleks mediatora. Pomijajac udzial tego ostatniego, inicjacja transkrypcji wymaga
utworzenia kompleksu preinicjujacego, a sam proces regulowany jest przez grupg
czynnikow transkrypcyjnych, oddziatujacych z sekwencjami (elementami) DNA,
usytuowanymi w obregbie promotoréw i/lub enhanceréw (wzmacniaczy) gendow.
Mechanizm aktywacji transkrypcji przy udziale receptorow wewnatrzkomorko-
wych jest procesem kilkustopniowym. Po zwiazaniu liganda nastepuje asocjacja
kompleksu ligand—receptor z DNA i z koaktywatorem transkrypcji (CoA) oraz
z jednym lub kilkoma biatkami o aktywnosci acetylotransferazy histonéw (HAT).
Pierwszymi opisanymi koaktywatorami byty biatka p160 (SRC1, TIF2, TRAMI)
o stabej aktywnosci HAT, ale majace zdolno$¢ wiazania czasteczek integrujacych
sygnat (CBP/p300, PCAF) o aktywno$ci HAT. Zaktywowane transferazy histonow
wspolnie z ATP-zaleznymi czynnikami remodelacji chromatyny (np. SWI/SNF)
powoduja lokalne rozluznienie chromatyny i utworzenie wspélnie z polimeraza
RNA II (RNAPII) i tzw. podstawowymi czynnikami transkrypcyjnymi (TFII)
kompleksu preinicjujacego. Kompleks ten stabilizuje strukture aparatu transkryp-
cyjnego i umozliwia inicjacje transkrypcji. Inicjacja transkrypcji przez RNAPII
(Rys. 2.3¢) wymaga zsynchronizowanego dziatania przynajmniej szesciu podsta-
wowych czynnikéw transkrypcyjnych (BTF) z rodziny TFII (A, B, D, E, F i H).
Mechanizm wspotdzialania migdzy tymi czynnikami i receptorami jadrowymi jest
niejasny, ale przynajmniej cztery rézne polipeptydy, wchodzace w sktad rodziny
czynnikéw TFII, sa aktywowane bezposrednio przez receptory wewnatrzkomor-
kowe (receptory hormonow steroidowych). Trzy z nich sa podjednostkami kom-
pleksu czynnika TFIID, zbudowanego z biatka wiazacego ,,TATA box” (TBP) i co
najmniej o$miu $cisle z nim zasocjowanych peptydow (TAFs, ang. transcriptional
activation factors). Czwartym polipeptydem jest czynnik TFIIB. Mimo ze wiele
faktow wyjasniajacych proces aktywacji transkrypcji zostato juz opisanych, do-
ktadny mechanizm dziatania receptoréw wewnatrzkomorkowych nie jest jeszcze
do konca poznany.
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2.2. Receptory blonowe

Receptory blonowe sg to integralne biatka btony komorkowej umozliwiajace przenie-
sienie sygnatu zewnatrzkomérkowego na wewnatrzkomorkowe, kluczowe uktady en-
zymatyczne okreslane czgsto mianem uktadow efektorowych. We wszystkich recepto-
rach tego typu wyrdznia si¢ czesci: zewnatrzkomorkowa (akceptorowa), transbtonowa
1 wewnatrzkomorkowa (efektorowa). Czes$¢ akceptorowa wiaze swoiscie i odwracalnie
ligand. Czes$¢ transbtonowa (kilkanascie do dwudziestukilku aminokwasow) zakotwi-
cza receptor w btonie komorkowej. Cze$¢ efektorowa ma zdolno$¢ do generowania
1 amplifikacji (wzmocnienia) sygnatu wewnatrz komorki. Na podstawie liczby i cha-
rakteru domen transbtonowych wyroznia si¢ trzy klasy receptorow btonowych. Klase
I stanowia receptory zbudowane z kilku podjednostek peptydowych otaczajacych
kanat jonowy, z ktorych kazda wielokrotnie przebija btong komoérkowa (receptory
jonotropowe). Na klasg II sktadaja si¢ receptory zbudowane z jednego tancucha pep-
tydowego, penetrujacego kilkakrotnie blong komdrkowa, ktorej typowym przyktadem
sa receptory wspoOtpracujace z biatkami G (receptory GPCR), siedmiokrotnie penetru-
jace btong. Klasg III stanowia receptory jednokrotnie penetrujace btong komorkowa.
Te ostatnie moga mie¢ struktur¢ monomeryczng (receptory wiekszosci czynnikow
wzrostowych) lub oligomeryczng (receptory insuliny i wigkszos$ci cytokin). Receptory
klasy III maja w czgsci efektorowej sekwencj¢ aminokwasowa okre§lonego enzymu
(receptory o aktywnoS$ci enzymatycznej), asocjuja z biatkami o aktywnosci enzyma-
tycznej (kinazy tyrozynowe niereceptorowe) albo zawieraja tzw. domeng $mierci. Taki
podziat receptorow ze wzgledu na ich strukturg chemiczna jest do zaakceptowania, ale
nie jest propozycja najlepsza, m.in. dlatego, ze klasa III obejmuje receptory o bardzo
zroznicowanych mechanizmach odpowiedzi komérkowe;.

Sit¢ wiazania liganda przez dany receptor (powinowactwo liganda do receptora)
charakteryzuje stata wiazania K, = [L] [R]/[LR] (lub stata powinowactwa K = 1/K ),
gdzie [L]—stgzenie liganda, [R] — stezenie receptora, [LR] — st¢zenie kompleksu ligand
—receptor. Powinowactwo wigzania swoistych ligandow przez receptory btonowe jest
regulowane wewnatrzkomodrkowo, zazwyczaj przez kowalencyjna modyfikacj¢ efek-
torowej czesci receptora (np. przez fosforylacjg okreslonych reszt aminokwasowych).
Proces obnizania powinowactwa receptor—ligand okreslany jest mianem odczulenia
(ang. desensitization), a proces odzyskiwania zdolnosci do pelnej odpowiedzi recep-
torowej terminem ponownego uczulania receptora (ang. resensitization). Liczbg re-
ceptorow na powierzchni komorki okresla stan rownowagi miedzy liczba receptorow
wbudowywanych w btong plazmatyczna (syntetyzowanych de novo i podlegajacych
recyklizacji) a liczba receptorow ulegajacych endocytozie (Rys. 2.4a).

Endocytoza odgrywa kluczowa rolg w wielu procesach fizjologicznych, takich
jak: prezentacja antygenow, pobieranie sktadnikow odzywczych, wnikanie pato-
genow, transmisja synaptyczna oraz regulacja poziomu receptoréw btonowych.
Mechanizmy procesu endocytozy sa rozne i zalezne przede wszystkim od rodza-
ju substancji ulegajacej endocytozie. Podstawowa role w tym procesie odgrywa
rodzaj tworzonych pecherzykéw endocytarnych i ich przeznaczenie. Pierwszym
etapem endocytozy jest tworzenie optaszczonych wakuoli, przebiegajacy z udzia-
tem swoistych kompleksow biatkowych. Pecherzyki te posrednicza w transporcie
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Rys. 2.4. Schemat syntezy, endocytozy i recyrkulacji receptorow transbtonowych w komoérkach

spoczynkowych (a) i aktywowanych wiazaniem liganda (b). Pt — pecherzyk transportujacy, ER —
retikulum endoplazmatyczne, k — state szybkosci odpowiednich procesow

pomigdzy wydzielonymi przez btony kompartmentami komorki. ,,Plaszez” shuzy do
deformowania wyjsciowej btony i tworzenia optaszczonych pgcherzykow, a takze
moze uczestniczy¢ w selekcji ich zawartos$ci.

Receptory btonowe sa syntetyzowane na rybosomach zwiazanych z retikulum
endoplazmatycznym (ER) i wbudowywane w jego blony. Kolejno staja si¢ sktadni-
kami blon aparatu Golgiego (G) i pecherzykow transportujacych (Pt), ktérych btony
ulegaja ,,wynicowaniu” i fuzji z btong komérkowa. W ten sposéb wewnatrzkomorko-
we czesci bialek transbtonowych retikulum endoplazmatycznego (aparatu Golgiego
1 pecherzykow transportujacych) staja si¢ zewnatrzkomérkowymi (akceptorowymi)
fragmentami biatek integralnych (m.in. receptorow) btony komorkowe;.

Endocytoza receptorowo-zalezna od przylaczenia ligandow spetnia wiele r6zno-
rodnych funkcji. Migdzy innymi jest odpowiedzialna za transport transbtonowy meta-
bolitéw i jondéw (np. receptory LDL i transferyny), posredniczy w usuwaniu okreslo-
nych biatek z krazenia (receptory asialoglikoprotein — ASGP), uczestniczy w procesie
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immunomodulacji (np. receptory immunoglobulin), posredniczy w przenoszeniu wi-
rusow i toksyn bakteryjnych oraz w procesach modulacji (a w przypadku niektorych
hormonoéw przenoszenia) odpowiedzi hormonalnej komorek (receptory hormonow).

W komorkach spoczynkowych (niestymulowanych) zachodzi stale wzglednie
powolny proces endocytozy receptorow. Receptory typu ,,cargo” (LDLR, TransfrR,
ASGPR) sa ciagle zaggszczane w optaszczonych zaglgbieniach i efektywnie interna-
lizowane, niezaleznie od wiazania liganda. Zawieraja one w ich domenie cytoplazma-
tycznej tzw. motyw internalizacji, odpowiedzialny za proces endocytozy. Receptory
hormonow po zwiazaniu ligandow przyspieszaja gwattownie szybkos$¢ swojej endo-
cytozy. Aktywowane receptory btonowe moga by¢ internalizowane w rézny sposob:
z udziatem klatryny, z udzialem kaweoliny, niezaleznie od klatryny i kaweoliny badz
na drodze makropinocytozy. Nie ulega watpliwosci, ze w przypadku endocytozy
zaleznej od receptoréw najwazniejsze sa dwa mechanizmy: z udziatem klatryny lub
z udziatem kaweoliny. Proces ten zachodzi w czasie od kilku do kilkunastu minut
po przytaczeniu liganda do receptora, aczkolwiek mechanizm molekularny jest do
dzisiaj niejasny. Proces endocytozy poprzedza tworzenie niewielkich (kilka—kilka-
nascie czasteczek) skupisk receptorow (mikroagregacja), a nastgpnie powstawanie
duzych skupisk receptoréw (makroagregacja) liczacych nawet kilkaset czasteczek.
W migjscach tych nastepuje wpuklenie btony komodrkowej i powstaja pecherzyki
endocytarne, o roznym sktadzie lipidowym i biatkowym.

Tworzenie endosomow optaszczonych klatryna jest regulowane przez biatka bu-
dujace kompleks AP-2 oraz dynaminy. Podstawowymi elementami kompleksu kla-
trynowego sa klatryna i biatka adaptorowe zasocjowane z klatryna, okreslane jako AP
(ang. assembly protein). Dotychczas scharakteryzowano trzy tego typu biatka: AP-1
(wystepujace w blonach aparatu Golgiego), AP-2 (zasocjowane z btona plazmatyczna)
1 AP-180 (swoiste dla tkanek mozgowych). Wysokoczasteczkowy, heterotetramerycz-
ny kompleks biatek AP-2 z jednej strony wiaze klatryng, a z drugiej cytoplazmatyczna
domeng receptora i uczestniczy w pakowaniu kompleksow ligand-receptor do en-
dosomow optaszczonych klatryna. Dynaminy sa rodzina duzych GTP-az (100 kDa),
asocjujacych z biatkami AP-2 i ulatwiajacych tworzenie bton pecherzykéw endo-
cytarnych. Plaszcz klatrynowy jest usuwany przy udziale enzymow nalezacych do
rodziny bialek Hsp70 o aktywnosci ATP-azy. Po enzymatycznym usunigciu (rozebra-
niu) plaszcza klatrynowego tworza si¢ duze (wtoérne) endosomy, zazwyczaj w wyni-
ku fuzji receptosomu z endosomem. W przypadku endocytozy samych receptorow
wigkszo$¢ z nich ulega recyrkulacji i ponownemu wbudowaniu w blong komorkowa,
a cze$¢ po fuzji endosomu z lizosomem ulega degradacji enzymatycznej (Rys. 2.4a).
W przypadku endocytozy kompleksow ligand—receptor zachodzi dodatkowo proces
sortowania (oddzielenia ligandéw od receptorow). Ligandy ulegaja degradacji enzy-
matycznej, a receptory procesom opisanym wyzej (Rys. 2.4b).

W wypadku receptoréw o aktywnosci enzymatycznej przypuszcza sig, ze te biat-
ka transbtonowe zlokalizowane sa w specjalnych miejscach btony plazmatycznej
(mikrodomenach btonowych), okreslanych jako tratwy lipidowe (ang. lipid rafts).
Miejsca te charakteryzuje wysoki udziat gangliozydéw, sfingomielin, cholesterolu
i specyficznych biatek (np. kaweoliny). Kaweole maja charakterystyczny sktad bial-
kowy, catkowicie pozbawiony typowych biatek powierzchniowych. Obecno$¢ tego
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typu tratw lipidowych i zasocjowanych z nimi biatek zostata potwierdzona wieloma
r6znymi metodami. Natomiast dyskutowane sa nadal sposob ich powstawania, roz-
miary, stabilno$¢ oraz sktad lipidowy 1 biatkowy.

Endocytoza byta dotad traktowana jako mechanizm konczacy przekaz sygnatu
zewnatrzkomoérkowego. Nowe dane wskazuja, ze sygnalizacja wewnatrzkomorko-
wa inicjowana aktywacja receptora blonowego moze by¢ bardziej skomplikowana,
a specjalna role moga odgrywac endosomy i zwigzane z nimi bialka sygnalizacyj-
ne. Istnieja hipotezy, ze proces endocytozy receptoréw jest nie tylko sposobem na
regulacje liczby receptoréw blonowych, lecz takze wspotuczestniczy w przekazie
sygnatu. Koncepcje te oparte sa glownie na zatozeniu, ze internalizowane kompleksy
ligand-receptor nadal przesylaja okreslony sygnat biologiczny. Aczkolwiek sygnali-
zacja endosomalna nie jest powszechnym zjawiskiem, nawet w obrgbie jednego typu
receptoréw (glownie badano receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowej). Co wigcej,
receptory tej samej rodziny ligandow, np. receptory EGF-podobnych czynnikow wzro-
stowych, moga by¢ internalizowane w r6zny sposob. Sposrod tej rodziny receptoréw
(ErbB1-ErbB4) tylko ErbB1 ulega szybkiej, stymulowanej ligandem internalizacji,
chociaz wszystkie cztery charakteryzuja si¢ podobna szybkoscia endocytozy nieza-
leznej od zwiazania liganda (1-2% ogodlnej liczby receptoréw na minutg). Wydaje
si¢ prawdopodobne, ze zjawiskiem decydujacym o mechanizmie internalizacji recep-
torow ErbB jest proces ich heterooligomeryzacji (zob. rozdziat 2.2.10). Przemawia
za tym takze zmiana intensywnosci sygnatu w niektorych procesach patologicznych.
Przyktadowo, obserwowana w wielu nowotworach ludzkich hiperekspresja recep-
tora ErbB2 hamowata enzymatyczng degradacj¢ receptora ErbB1 i jego wzmozona
recyklizacje, co powodowato niefizjologiczne wzmocnienie sygnalu indukowanego
ligandami EGF-podobnymi. W ogdle losy kompleksow ligand—ErbB w endosomach
sa bardzo zréznicowane. Niektore ligandy, jak TGFa, szybko oddysocjowuja od re-
ceptorow 1 sa degradowane enzymatycznie w obrgbie endosomow, inne, jak EGF,
pozostaja zasocjowane z receptorem i sa odporne na proteolize. Jeszcze wigksze
roéznice w mechanizmie generowania sygnatu wykazano pomiedzy przedstawicielami
roéznych rodzin receptoréw o aktywnosci kinaz tyrozynowych. W przypadku recepto-
réw neurotrofin stwierdzono, ze endosomy uczestnicza w stabilizacji i wzmocnieniu
sygnatu (by¢ moze uczestnicza w przenoszeniu kompleksoéw ligand—receptor wzdtuz
ciata komorek nerwowych). Natomiast w przypadku insuliny endosomy wygaszaja
szybko (< 1 minuty) sygnat generowany przez receptor poprzez degradacj¢ liganda
realizowana przez kwasna insulinaz¢ endosomalna.

Zmiana liczby receptorow blonowych w okreslonej jednostce czasu [(dR /dt) =k _x
xR —k xR +k ] zalezna jest od szybko$ci syntezy nowych receptorow (okreslanych
stalq k ), szybkosci endocytozy receptorow btonowych (k_ x R ) oraz wydajnosci pro-
cesu recyklizacji receptorow (k, x R ), gdzie R — liczba receptorow zlokalizowanych
w endosomach, R —liczba receptorow na powierzchni komorki, a k ik, odpowiednio:
state szybkosci recyrkulacji 1 endocytozy. Szybkos$¢ internalizacji receptorow (r6znica
migdzy szybko$cia endocytozy a recyrkulacji) jest rozna dla r6znych receptorow (na-
wet tego samego typu) i zalezna od rodzaju komoérek. Przyktadowo, state szybkosci
k_ 1k receptora muskarynowego M4 w komorkach NG108-15 wynosza odpowiednio
0,1310,12 min™', a receptora EGF w komorkach B82 odpowiednio 0,16 1 0,06 min™.
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Obnizenie liczby receptorow btonowych wynikajace z réznicy migdzy szybkoscia
endocytozy a szybkoscia recyrkulacji jest miara internalizacji receptorow. Obnizenie
fizjologicznego poziomu receptoréw btonowych, wynikajace z utrzymujacego si¢
przez dhugi czas nadmiaru ligandoéw, okreslane jest mianem down regulation 1 jest
obrona komorki przed zbyt intensywna, niefizjologiczna odpowiedzia na dziatanie
danego liganda. Mechanizm tego procesu nie jest jeszcze dokladnie poznany, ale
przypuszcza sig, ze podstawowe znaczenie ma ubikwitynacja internalizowanych
kompleksow ligand-receptor i ich degradacja proteolityczna.

Nie ma dostatecznej liczby informacji do stwierdzenia, ze wszystkie typy recep-
toréw hormondw sg internalizowane w sposdb opisany powyze;j.

2.2.1. Receptory jonotropowe

Organizm dorostego cztowieka zbudowany jest z okoto 10" komoérek. Blony ze-
wnatrzkomorkowe wyodrebniaja jedne komorki od drugich i komorki od §rodowiska
zewngetrznego, a blony wewnatrzkomérkowe ograniczaja poszczegdlne organelle,
petniace okreslone funkcje biologiczne (retikulum endoplazmatyczne, jadro, aparat
Golgiego, mitochondria itd.). Dwuwarstwa lipidowa blon komodrkowych jest prak-
tycznie nieprzepuszczalna dla jondw i czasteczek polarnych. Przenoszenie tych
substancji przez btony umozliwiaja trzy rodzaje struktur biatkowych wbudowanych
w warstwy lipidowe: transportery btonowe, kanaly i pompy. Kanaly zbudowane z bia-
tek integralnych bton sa jedna z najstarszych i najbardziej zréznicowanych struktur,
umozliwiajacych komunikacj¢ pomiedzy komodrkami a srodowiskiem zewngtrznym,
pomigdzy komodrkami i pomigdzy cytozolem a organellami wewnatrzkomorkowymi.
Przedmiotem niniejszego opracowania sa wylacznie kanaty jonowe zlokalizowane
w blonie komorkowej i tylko kanaty jonowe regulowane ligandami, pomijamy za$
kanaty bramkowane napigciem.

Kanaly jonowe sa strukturami biatkowymi przebijajacymi podwdjna warstwe lipido-
wa bton komoérkowych. Okoto 30% energii wytwarzanej przez komorkg jest zuzywane
do utrzymywania roéznicy stezen jonéw na granicy blony komorkowej. Kanaty jonowe
sa strukturami bardzo wydajnymi (pojedyncze otwarcie kanatu pozwala na przeptyw
milionow jondéw na sekundg) 1 dlatego ich liczba w blonie cytoplazmatycznej nie prze-
kracza zazwyczaj kilku tysigcy na komorke (wyjatkowo gesto wystgpuja nikotynowe
kanaly acetylocholinowe ryb elektrycznych). Kanaty jonowe sa klasyfikowane w za-
leznosci od rodzaju jonow, ktdre przepuszczaja (sodowe, potasowe, wapniowe, chlor-
kowe), chociaz nie zawsze sg absolutnie selektywne. Pomijajac kanaty aktywowane
mechanicznie lub termicznie, otwarcie badZ zamknigcie kanatéw jonowych moze by¢
regulowane: zewnatrzkomorkowym ligandem (bramkowane ligandem), zmiang poten-
cjatu transblonowego (bramkowane napigciem) oraz wewnatrzkomorkowo. Kanaty
jonowe bramkowane ligandami sa to receptory charakteryzujace si¢ bardzo szybka,
liczona w milisekundach odpowiedzia uktadu efektorowego. Do receptorow tego typu
naleza rdzniace si¢ budowa chemiczna receptory aktywowane zewnatrzkomoérkowo
(jonotropowe), jak i wewnatrzkomérkowo (metabotropowe). Te ostatnie to m.in.: foto-
receptory, receptory wechowe, receptor ATP, receptor metabotropowy GABA-B itp.
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Receptory jonotropowe dzieli si¢ zazwyczaj na dwa typy w zaleznos$ci od ich ak-
tywnosci biologicznej. Do pierwszego typu zalicza si¢ receptory pobudzajace kanat:
nikotynowy receptor acetylocholiny (nAChR) i receptor serotoninowy (5-HT,). Re-
ceptory te reguluja przeptyw kationé6w jedno- i dwuwartosciowych, czego wynikiem
jest depolaryzacja btony komoérkowej. Do drugiego — receptory hamujace kanat:
receptory GABA-A, glicynowy 1 glutaminianowy (IgluR), umozliwiajace regulacje
przeptywu anionéw. Poniewaz jony chlorkowe stanowia najwigksza pulg anionow
w komorkach zwierzgcych, receptory te nazywane sa czgsto kanatami chlorkowy-
mi, chociaz moga przepuszcza¢ takze inne aniony. Kanaly chlorkowe wystepuja
powszechnie, praktycznie we wszystkich komorkach 1 regulujg tak istotne procesy,
jak: zmiana objgtos$ci komorki, zmiana pH wewnatrzkomorkowych pgcherzykow
1 organelli (endosomdw, lizosomow i pecherzykdéw synaptycznych) oraz stabilizacja
potencjatu membranowego i epitelialny transport NaCl.

Receptory jonotropowe aktywowane zewnatrzkomorkowo zbudowane sg z kil-
ku (najczesciej pigeiu) tancuchow polipeptydowych — podjednostek, z ktorych
kazda posiada cztery domeny transblonowe. Najlepiej poznanym biatkiem tej
grupy jest nikotynowy receptor acetylocholiny (nAChR), wystepujacy w btonach
postsynaptycznych potaczen nerwowych. Podjednostki tego receptora tworza
struktur¢ pentameryczna, ktora otacza kanat jonowy, regulujacy przeptyw jondéw
Na* i K*. N-koncowe fragmenty podjednostek receptora wystaja ponad warstwe
btony, umozliwiajac przyltaczenie liganda. Wnetrze kanalu jest wyscielone przez
pie¢ odcinkow a-helikanych, pochodzacych z roznych podjednostek. Podstawowe
znaczenie dla funkcjonowania receptora ma usytuowanie reszt aminokwasowych
tych a-helis. W stanie zamknigtym mate aminokwasy polarne lub obojgtne (glicyna,
seryna) ustawione sg naprzeciw duzych reszt niepolarnych (leucyna, fenyloalanina),
uszczelniajac kanal. Trzy odcinki helikalne w kazdej z N-koncowych czgs$ci dwoch
podjednostek o tworza miejsce wiazania acetylocholiny. Wszystkie podjednostki
buduja cylindryczny kompleks o dtugosci okoto 11 nm, tworzac w blonie komodrko-
wej kanal o $rednicy 1-2 nm, wezszy w srodkowej czeéci, a szerszy przy ujsciach
kanatu, zarowno do cytoplazmy, jak i do szczeliny synaptycznej. Zwiazanie dwoch
czasteczek acetylocholiny z podjednostkami o powoduje zmiany strukturalne re-
ceptora (prawdopodobnie zmiany nachylenia helis), powodujace zastapienie duzych
reszt aminokwasowych w ,,zaworze” matymi i otwarcie kanatu dla niewielkich
kationow. Selektywno$¢ jonowa zapewniaja ujemnie natadowane reszty amino-
kwasow, uniemozliwiajace przechodzenie przez kanal aniondéw. Procesy wigzania
liganda i przej$cia ze stanu zamknigtego w otwarty sg bardzo szybkie (< 130 us),
a w warunkach fizjologicznych kanal zamyka si¢ po okoto 1 ms, wskutek rozktadu
acetylocholiny przez esteraz¢ acetylocholinowa. Otwarcie kanalu umozliwia wy-
ptyw jonow potasu na zewnatrz komorki 1 naptyw jonow sodowych do wnetrza
komorki, a to z kolei powoduje depolaryzacje blony postsynaptycznej i powstanie
pradu czynnosciowego.

Receptory jonotropowe roéznych tkanek moga rdzni¢ si¢ sktadem podjednostko-
wym. Przyktadowo, nAChR migéni szkieletowych zbudowany jest z czterech réznych
podjednostek: 2a, B, v, 8, a nAChR neuronalny z dwoch rodzajow podjednostek:
2001 3B (Rys. 2.5).
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Rys. 2.5. Receptory jonotropowe acetylocholiny. Uktad podjednostek biatkowych tworzacych kanat
jonowy receptora komoérek migsni szkieletowych i nerwowych (a), usytuowanie tancuchow biatko-
wych poszczegolnych podjednostek receptora migsniowego wzgledem blony komorkowej (b)

Przyktadem receptora jonotropowego o matej selektywnosci jest receptor NMDA
(ang. N-methyl D-aspartate). Jego nazwa pochodzi od agonisty kwasu glutamino-
wego — NMDA. Aktywacja tego receptora prowadzi do otwarcia kanatu jonowego,
ktéry pozwala na naptyw do wngtrza komoérki jonéw Na* 1 niewielkich ilosci jo-
now Ca*" oraz wyptyw jonow K. Przeptyw jonéw Ca>" odgrywa podstawowa role
w plastyczno$ci synaptycznej, mechanizmie komoérkowym zwigzanym z procesami
uczenia i pamigci. Charakterystyczna cecha receptora NMDA jest fakt, ze moze on
by¢ regulowany zaréwno ligandem, jak i napigciem. Receptor ten jest heteromerem
zbudowanym z dwoch podjednostek NR1 i dwoch podjednostek NR2 (Rys. 2.6),
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Rys. 2.6. Receptor NMDA. Uktad podjednostek biatkowych tworzacych kanatl jonowy (a), usytu-

owanie poszczego6lnych podjednostek w btonie oraz domen wiazacych: e — agonistg, ® — koagoni-
ste 1 ® — regulacji allosterycznej (b)
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wystepujacych w réznych izoformach (osiem izoform NRI1 i cztery NR2). Podjed-
nostki NR1 wystgpuja powszechnie, a podjednostki NR2 sa komoérkowo swoiste.
Zewnatrzkomorkowe domeny zawieraja dwie struktury globularne: domeng wiazaca
ligand 1 domeng modulacji allosterycznej. NR2 wiaze glutaminian (lub asparagi-
nian), a NR1 glicyn¢ (lub D-seryng) jako koagoniste. Domena transbtonowa jest
selektywnym filtrem dla jonéw potasu, odpowiedzialnym takze za przepuszczalnosé
jonéw wapnia i zalezny od napigcia blok magnezowy. Czgsci wewnatrzkomorkowe
obu podjednostek przekazuja sygnat na biatka adaptorowe i dokujace, a ich aktyw-
nos¢ moze by¢ modyfikowana na drodze odwracalnej fosforylacji. Kanaty jonowe
aktywowane wewnatrzkomorkowo (metabotropowe) sa integralna czescia odpowie-
dzi komorkowej na dziatanie ligandow zewnatrzkomorkowych, ale ich aktywacja
odbywa si¢ za posrednictwem zwiazkow, ,,uruchamianych” dziataniem innego typu
receptorow btonowych (np. zwiazanych z biatkami G).

2.2.2. Receptory zwigzane z bialkami G

Receptory zwiazane (sprzezone) z biatkami G (GPCR, ang. G protein-coupled
receptor) sa jednotancuchowymi biatkami transbtonowymi przenoszacymi sygnat
zewnatrzkomodrkowy na biatka G. Charakterystyczna cecha tych receptorow jest
obecnos¢ siedmiu hydrofobowych domen transbtonowych, zbudowanych z 22-28
reszt aminokwasowych (stad czasami uzywana nazwa receptory R7G). Domeny
te potaczone sa fragmentami hydrofilowymi (pgtlami), wystajacymi na zewnatrz
(e1—e3) Iub do wnetrza (i1-i3) komorki (Rys. 2.7). W wiazaniu ligandéw uczest-
nicza: zewnatrzkomoérkowy N-koniec tancucha peptydowego oraz pgtle zewnatrz-
komorkowe 1 obszary transblonowe, natomiast za interakcj¢ z biatkami G odpo-
wiedzialne sa petle cytoplazmatyczne. Poznano dotychczas sekwencje¢ ponad 300
receptorow R7G, rozniacych si¢ budowa ich czgséci N- i C-koncowych, a catkowita
liczbg tego typu receptorow szacuje si¢ na okoto 1000. Receptory GPCRs stanowia
najwigksza rodzing biatek sygnatowych, kodowanych przez 3—5% genomu, co
u czlowieka stanowi > 800 gendéw. Rozpowszechniony, lecz nie przez wszystkich
akceptowany jest podziat na trzy klasy receptoréw GPCR: A, B i C. Klasa A stano-
wi najwigksza grupe receptorow GPCR, nazywang czgsto receptorami rodopsyno-
podobnymi. W wiazaniu uczestnicza gtownie petle zewnatrzkomorkowe receptora,
przy udziale (zwtaszcza w przypadku hormonéw glikoproteinowych) N-koncowe;j
czesSci receptora. Wiaza bardzo zréznicowane strukturalnie i funkcjonalnie ligandy,
takie jak rodopsyna, hormony o- i B-andrenergiczne, dopomina, odoranty, hormony
glikoproteinowe (FSH, LH). Receptory klasy B to stosunkowo mata grupa biatek
transbtonowych o relatywnie duzej czgsci zewnatrzkomorkowej, wiazacej ligand.
Typowymi ligandami sa czynnik uwalniajacy kortykotroping (kortykoliberyna)
1 parathormon. Klasa C to receptory funkcjonujace w formie dimeréw. Miejsce
wigzania ligandow znajduje si¢ w N-koncowej czg$ci tancucha biatkowego, w tzw.
domenie ,,Wenus flaytrap”. Biatka te to m.in. homodimeryczne receptory (meta-
botropowe) glutaminianu, heterodimeryczne receptory GABA-B, receptory Ca*
sensytywne, receptory smakowe i inne.



Receptory 43

podwadjna
warstwa
lipidowa

COOH

Rys. 2.7. Usytuowanie receptora typu R7G (GPCR) w blonie komdrkowe;j

W niniejszej pracy wyrozniono pie¢ typow receptoréw GPCR kregowcow
(Rys. 2.8), rézniacych si¢ struktura czesci akceptorowej i mechanizmem wiazania
ligandoéw. Typ 1 reprezentuje receptory wiazace retinal, katecholaminy, adenozyng,
ATP, opiaty, enkefaliny, gtéwnie poprzez transbtonowe domeny a-helikalne. Typ 2
wiaze krotkie peptydy, chemokiny i trombing w kooperacji domeny N-koncowej
z petlami zewnatrzkomérkowymi (el—e3). Receptory typu 3 wiaza duze hormony

Odoranty
Katecholaminy
Nukleozydy (P)ﬁzmi)ll(iny
g;g?;tydy Trombina
Enkefaliny
Hormony peptydowe
Hormony (PTH, VIP, sekretyna,
glikoproteinowe kalcytonina)
(FSH, LH, TSH) W Neurohormony (CRF,
GnRH)
B) —«

Glutaminian
Ca2+

GABA
Feromony

Rys. 2.8. Typy receptorow GPCR roznigce sig strukturg i swoisto$cia wigzania ligandow
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glikoproteinowe (LH, FSH, TSH), wykorzystujac zarowno duzy, zewnatrzkomorko-
wy fragment N-koncowy, jak i hydrofobowa, btonowa czg$¢ receptora. Receptory
R7G typu 4 charakteryzuja si¢ rozbudowang cze$cia zewnatrzkomorkowa 1 we-
wnatrzkomorkowa. Receptory te wiaza rézne ligandy, m.in. szereg hormonéw do-
krewnych 1 neurohormonéw. Rodzina receptorow typu 5, o bardzo rozbudowanej
czedei zewnatrzkomorkowej, obejmuje metabotropowe receptory glutaminianu
(mGluRs), receptor aktywowany zewnatrzkomérkowymi jonami Ca®" i receptory
feromonow dziatajacych przez biatka Go (VRs i GoVN). Mimo szybkiego postepu
badan wigkszo$¢ poznanych dotychczas receptoréw R7G to receptory sieroce.

Réznorodnos¢ strukturalna receptorow GPCR wskazuje na zroznicowany sposob
wigzania liganda (odmienna struktura czgsci zewnatrzkomorkowej) 1 podobny, ale nie
identyczny, mechanizm aktywacji receptora (rézne zaangazowanie domen transbto-
nowych i wewnatrzkomorkowych w aktywacje biatek G). Ogoélnie przyjmuje sig, ze
zwiazanie liganda z akceptorowa czg$cia receptora powoduje zmiany konformacyjne
w jego czeSci korowej (transbtonowej), a w konsekwencji w petlach wewnatrzkomor-
kowych (i), co prowadzi do odstonigcia miejsc wiazacych biatka G.

Receptory GPCRs odpowiadaja na réznorodne sygnalty zewnatrzkomoérkowe, ta-
kie jak: §wiatlo, odoranty, hormony, neurotransmitery, zewnatrz- i wewnatrzkomor-
kowy Ca?" i wiele innych. Chociaz tego typu receptory byly i sa intensywnie badane,
niektore z ich wlasciwosci pozostaja nadal dyskusyjne. Jednym z pytan, na ktore nie
ma wyczerpujacej (jednoznacznej) odpowiedzi, jest: czy GPCRs funkcjonuja w for-
mie monomerow, dimeréw czy wigkszych oligomerow?

Receptory GPCR moga takze oddzialywacé z polipeptydami innymi niz biatka G.
Przyktadem takich interakcji jest wigzanie arestyn do receptorow fosforylowanych
przez kinazy regulujace aktywno$¢ receptorow GPCRs (GRKSs, ang. GPCR regula-
tory kinases). Takze biatka majace domeny PDZ (np. biatka antyportu Na*/H" oraz
biatka Homera/Vesla) wiaza si¢ bezposrednio z receptorami GPCR.

2.2.3. Receptory o aktywnoSci enzymatycznej

Sa to receptory blonowe, ktorych czes¢ wewnatrzkomorkowa wykazuje aktywnosé
enzymatyczng, stymulowana przytaczeniem liganda do czg$ci zewnatrzkomorko-
wej. Znane sa receptory o aktywnoS$ci: kinazy biatkowej tyrozynowej (receptory

L EGF | L TGFB | ICD45| L ANP

pY pS
pY pS

Rys. 2.9. Rodzaje receptoréw o aktywnos$ci enzymatycznej. KT — kinaza tyrozynowa, KS — kinaza
serynowo-treoninowa, FA — fosfataza biatkowa, CG — cyklaza guanylanowa, pY — fosfotyrozyna,
pS — fosfoseryna
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czynnikoéw wzrostowych 1 insuliny), kinazy bialkowej serynowo-treoninowej (re-
ceptory superrodziny transformujacego czynnika wzrostowego typu [3), fosfatazy
biatkowej (receptor antygenu CD45) i cyklazy guanylanowej (receptory peptydow
sodopednych) (Rys. 2.9).

a. Receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowej

Tyrozynowo swoiste kinazy biatkowe (KT) to enzymy selektywnie fosforylujace ty-
rozyng¢ w czasteczkach biatek. Poznano ponad 90 genéw kodujacych ludzkie kinazy
tyrozynowe, z ktorych 58 koduje KT receptorowe (20 podrodzin) i 32 niereceptorowe
(cytoplazmatyczne) KT (10 podrodzin). Fosforylacja tyrozyny odgrywa istotna rolg
w bardzo wielu procesach biologicznych, takich jak: regulacja wzrostu (takze patolo-
gicznego), regulacja réznicowania, kontrola cyklu komoérkowego, regulacja ksztattu
komoérek i adhezji komodrkowej, sygnalizacja transbtonowa i wewnatrzkomoérkowa,
kontrola wielu szlakéw metabolicznych, regulacja transkrypcji, regulacja dziatania
kanatow jonowych oraz receptorow niektorych neurotransmiterow.

Wsrod najlepiej poznanych receptoréw o aktywnosci tyrozynoswoistej kinazy
bialkowej wyrdznia si¢ wiele klas, rozniacych si¢ sktadem podjednostkowym i bu-
dowa czesci akceptorowej, rozpoznajaca swoiscie ligand. Natomiast budowa czesci
efektorowej tych receptoréw jest podobna, wszystkie zawieraja sekwencj¢ kinazy ty-
rozynowej. Konserwatywne ewolucyjnie sekwencje aminokwasowe (okoto 250 reszt
aminokwasowych), ulokowane w efektorowej (wewnatrzkomoérkowej) czgsci recepto-
réw, majace aktywnos$¢ tyrozynoswoistej kinazy biatkowej, wystepuja we wszystkich
wielokomoérkowych organizmach eukariotycznych. Jak juz wspomniano, wyr6znia
si¢ 20 podrodzin KT receptorowych, z ktérych najliczniejsza grupe stanowia recep-
tory czynnikoéw wzrostowych (PDGF, FGF, IGF, EGF, NGF, HGF, VEGF, M-CSF)
1 insuliny. Pozostate to receptory: efryn (EPH), angiopoetyn (TIE), biatka Ga6 (AXL)
oraz receptory sieroce (Tabela 4). W czeéci zewnatrzkomorkowej tych receptorow
wyroznia si¢ domeny charakterystyczne takze dla innych biatek mozaikowych, takich
jak: regiony immunoglobulinopodobne, regiony bogate w cysteing 1 inne. Mechanizm
ich dziatania wynika ze specyficznej budowy tych biatek. Zalezno$¢ migdzy struktura
a funkcja okreslonych czgsci receptoréw tego typu, na przyktadzie receptora EGF,
przedstawia rysunek 2.10. Receptor ten jest biatkiem transblonowym o m.cz. 170 kDa,
majacym aktywno$¢ kinazy tyrozynowej. N-koncowa cz¢$¢ zewnatrzkomorkowa (621
reszt aminokwasowych) zawiera domeny wiazace ligand i sekwencje odpowiedzialne
za dimeryzacj¢ kompleksow ligand—receptor. Sekwencja 22 aminokwasow 622—644
reprezentuje pojedynczy region transblonowy (przebijajacy btong komodrkowa i za-
kotwiczajacy w niej receptor), a sekwencja 645—1186 czgs¢ wewnatrzkomorkowa,
zawierajaca region przystonowy (JM), domeng (KT) kinazy tyrozynowej (reszty
694-937) oraz fragment C-koncowy, tzw. obszar autofosforylacji. Obszar ten zawiera
pie¢ tyrozyn mogacych ulega¢ fosforylacji pod dziataniem kinazy tyrozynowej drugiej
czasteczki dimeru receptora. W domenie kinazy tyrozynowej wyrdznia si¢ zazwyczaj
sekwencje odpowiedzialne za: modulacj¢ aktywnosci akceptorowej receptora (obszar
regulacyjny), wiagzanie koenzymu i wigzanie substratu.
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Tabela 4. Rodziny kinaz tyrozynowych receptorowych (RTK) cztowieka i ich ligandy

Rodziny kinaz tyrozynowych Ligandy kinaz tyrozynowych
receptorowych * receptorowych

ALK (Alk, Lyk) Receptor sierocy

AXL (Axl, Mer, Tyro3 [Sky]) Gasb6

CCK4 Receptor sierocy

DDR (DDR1, DDR2) Kolageny

EGFR (ErbB1-ErbB4) EGF, TGFa, AR, HB-EGF, BTC, ER, HRs
EPHR (EphAR1-8 i 10, EphBR1-4 i 6) EphA (1-8), EphB (1-6)
FGFR (FGFR1-FGFR4) FGF (1-23)

IR (IR, IGFIR) Insulina, IGF (I-II)

LMR Receptor sierocy

MET (Met, Ron) HGF, MSP

MuSK Agryna

NGFR (Trk A-Trk C) NGF, BDGF, NT-3, NT-4/5
PDGFR (PDGFa, PDGFB), CSF-1R, KIT, | PDGF (AA, AB, BB, CC, DD), CSF-1,
Fit3 SCF, FL

RET GDNF, NRTN, PSPN, ARTN
ROR (Ror1, Ror2) Receptor sierocy

ROS Receptor sierocy

RYK (Ryk, Rykps) Receptor sierocy

TIE (Tie, Tek) Ang (1-4)

TKU Receptor sierocy

VEGFR (VEGFR1-VEGFR3) VEGF (A-E), PIGF

ALK — anaplastic lymphoma kinase, Ang — angiopoetin, AR — amphiregulin, ARTN — artemin,
AXL — (greek) anexelekto, BDGF — brain-derived growth factor, BTC — betacellulin, CCK — co-
lon cancer kinase, CSF — colony stimulating factor, DD — discoidin domain, EGF — epidermal
growth factor, EPH (Eph) — ephrin, ER — epiregulin, ErbB — erythroblastoma B, FGF — fibroblast
growth factor, FL — Flt3 ligand, Flt — fetal liver tyrosine kinase, Gas6 — growth arrest specific gene
6, GDNF — glial cell derived growth factor, HB-EGF — heparin binding-EGF, HGF — hepatocyte
growth factor, HR — heuregulin, 1 — insulin, IGF — insulin-like growth factor, LMR — lemur, MET
— protoonkogen c-Met, MSP — macrophage stimulating protein, MuSK — muscle skeletal, NGF —
nerve growth factor, NRTN — neurturin, NT — neurotrophin, PDGF — platelet-derived growth fac-
tor, PIGF — placenta growth factor, PSPN — persephin, PTN — pleiotrophin, R — receptor, RET
— rearranged during transfection, ROR — RTK-like orphan receptor, ROS — RTK-like oncogene
product of the avian sarcoma, RYK — related to tyrosine kinase, SCF — stem cell factor, TGFo —
transforming growth factor o., TIE — tyrosine kinase with immunoglobulin and epidermal growth
factor homology domain, Trk — tyrosine kinase, TKU — tyrosine kinase unique, VEGF — vascular
endothelial growth factor.

* pogrubiong czcionka zaznaczono receptory czynnikow wzrostowych
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Domena Funkcja
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Rys. 2.10. Struktura receptora EGF i domeny bialkowe odpowiedzialne za poszczegdlne funkcje

receptora

W formie niecaktywnej receptory o aktywnos$ci KT wystgpuja w konformacji
uniemozliwiajacej przytaczenie substratu do centrum aktywnego. Przytaczenie li-
ganda powoduje dimeryzacj¢ kompleksoéw ligand—receptor umozliwiajaca wzajem-
na, krzyzowa fosforylacje cze$ci wewnatrzkomorkowej receptorow. Zjawisko to,
okreslane mianem autofosforylacji receptoréw, modyfikuje kowalencyjnie receptor
przez fosforylacje czasteczek tyrozyny usytuowanych w petli aktywacyjnej oraz ty-
rozyn potozonych w czegsci C-koncowej receptora (tzw. obszarze autofosforylacji).

O e 6

HRE

Rys. 2.11. Aktywacja receptora o aktywnosci kinazy tyrozynowej i wiazanie substratow zawie-
rajacych domeny SH2. 1 — wiazanie liganda, 2 — dimeryzacja receptorow, 3 — krzyzowa fosfo-
rylacja (autofosforylacja) receptorow, 4 — wiazanie przyktadowych substratow z domena SH2.
p85 1 p110 — podjednostki kinazy 3-fosfoinozytydow, PCLy — fosfolipaza Cy, Src — kinaza Src,
Ada — biatka adaptorowe, GAP — biatka stymulujace aktywnos$¢ GTP-azy
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Tak wigc autofosforylacja odgrywa podwdjna rolg, po pierwsze, zmienia konforma-
cje receptora, umozliwiajac pelna aktywacje kinazy tyrozynowej, a po drugie, kreuje
nowe reszty fosfotyrozyny w obszarze autofosforylacji. Reszty fosfotyrozyny maja
unikalng zdolno$¢ do wiazania specyficznych sekwencji aminokwasowych, domen
SH2 i PTH (zob. rozdziat 3.1), co pozwala na dotaczanie (dokowanie) do receptora
innych biatek sygnatowych (Rys. 2.11).

W odbiorze sygnatu od KT receptorowych posrednicza biatka wewnatrzkomorko-
we, ktore mozna podzieli¢ na pig¢ grup. Do pierwszej zalicza si¢ enzymy aktywowane
na drodze fosforylacji lub translokacji do btony komoérkowej: fosfolipaza Cy, czyn-
niki regulujace aktywno$¢ biatek Ras (GAP, GEF), wigkszo$¢ kinaz tyrozynowych
niereceptorowych (np. Src), kinaza 3-fosfoinozytydow (PI3K). Do drugiej — biatka
adaptorowe (Ada), takie jak: She, Grb2, Grb7, Crk, Nck, IRS, a do trzeciej — biatka
odpowiedzialne za reorganizacje cytoszkieletu i/lub za oddziatywania miedzykomor-
kowe 1 zewnatrzkomorkowe (winkulina, talina, tensyna, paksylina, aneksyny, kadhe-
ryny, koneksyny). Czwarta grupe stanowig biatka o r6znej funkcji biologicznej, m.in.
niektore czynniki transkrypcyjne. Biatka te z kolei aktywuja odrgbne szlaki metabo-
liczne, ktorych wypadkowsa jest biologiczna odpowiedz komorki na dziatanie EGF. Do
ostatniej zalicza si¢ jedno biatko (Cbl), odpowiedzialne za ubikwitynacje receptora,
ktoéra — jak si¢ przypuszcza — prowadzi do jego internalizacji i degradacji wewnatrz-
komorkowej. Tego typu interakcja receptor—biatka komérkowe umozliwia aktywacje
szeregu r6znych drog przekazywania sygnatu inicjowanych dziataniem jednego hor-
monu. Przypuszcza sig, ze zjawisko to lezy u podstaw dzialania wielu czynnikow
wzrostowych, cytokin 1 hormonéw okreslanych jako hormony plejotropowe.

Nalezy wyraznie powiedzie¢, ze oddzialywanie pojedynczej czasteczki tego
typu hormondéw z pojedyncza czasteczka receptora jest raczej wyjatkiem niz regu-
fa. W rzeczywistosci mamy zazwyczaj do czynienia z interakcja rodziny podobnych
strukturalnie ligandow z rodzina receptorow o podobnej budowie chemicznej. Oli-
gomeryczna struktura zaktywowanych receptorow pozwala na tworzenie zarowno
homo-, jak i heterodimerow, ktore moga mie¢ rdzny potencjat sygnalizacyjny. Najlep-
szym przyktadem takich oddziatywan jest interakcja ligandow zaliczanych do rodziny
epidermalnego czynnika wzrostowego (EGF) z rodzina receptoréw ErbB (rozdziat
2.2.10). Podstawowe znaczenie dla specyficznosci przekazywania sygnatu inicjowa-
nego jednym ligandem posiada zdolno$¢ ErbB do tworzenia homo- i heterodimerow.
Poszczegodlne receptory EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych réznig sig za-
réwno aktywnoScia kinazowa, jak 1 swoisto$cia wigzania przedstawicieli tej rodziny
czynnikow wzrostowych. Receptor ErbB3 w odr6znieniu od wszystkich pozostalych
posiada uposledzona zdolno$¢ do fosforylacji. Niektore receptory EGFs wiaza wigk-
szo$¢ ligandow omawianej grupy polipeptydow, inne tylko wybrane. Szczegdlnym
przypadkiem jest ErbB2 odkryty jako receptor swoisty dla neuregulin/heregulin. Oka-
zato si¢ jednak, ze receptor ten posredniczy w dziataniu EGF-podobnych czynnikow
wzrostowych tylko posrednio, poprzez heterodimeryzacje z innymi biatkami ErbB.
Wyjasnieniem sa rdéznice w budowie czeéci zewnatrzkomorkowej rodziny receptorow
ErbB. ErbB1, ErbB3 i ErbB4 maja w czgéci zewnatrzkomorkowej cztery subdomeny,
ktorych struktura w nicobecnosci liganda hamuje proces dimeryzacji. Zwigzanie ligan-
da z tymi receptorami powoduje zmiany konformacyjne umozliwiajace dimeryzacj¢
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1 autofosforylacje receptorow oraz dalszy przekaz sygnatu. W przypadku receptora
ErbB2 struktury normalnie zaangazowane w wiazanie liganda petnia rolg aktywnych
posrednikow dimeryzacji receptorow. To sprawia, ze ErbB2 jest uniwersalnym part-
nerem w heterodimeryzacji receptoréw ErbB.

Coraz wigcej danych wskazuje, ze istotna role w sygnalizacji z udzialem recep-
torow o aktywnosci kinazy tyrozynowej odgrywa translokacja czesci wewnatrzko-
morkowej receptora do jadra komorkowego, przynajmniej w przypadku niektorych
receptorow (NGFR, EGFR 1 receptora insuliny).

Nowo poznang rodzing receptorow o aktywnosci biatkowych kinaz tyrozynowych,
stanowiaca dotychczas czg$¢ biatek zaliczanych do receptorow sierocych, sa kinazy
adhezji komorkowej (CAKs, ang. cell adhesion kinases). Naturalnymi ligandami
tych kinaz sa biatka macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM). Wiele tego typu kinaz
o podobnej strukturze wyizolowano z tkanek ludzkich, mysich i szczurzych. Aby
upros$ci¢ terminologig, Vogel zaproponowal dla dwoch najlepiej poznanych kinaz
adhezji komorkowej nazwy receptory z domena ,,discodin” DDR1 i DDR2. Kinazy
te maja rézny od innych kinaz tyrozynowych receptorowych motyw w czesci zewna-
trzkomorkowej, zbudowany z okoto 160 reszt aminokwasowych, zawierajacy duza
ilo$¢ glicyny i proliny (motyw DLD, ang. discodin-1-like domain). Podobny motyw
wystepuje w wielu biatkach zewnatrzkomoérkowych, odpowiedzialnych za asocjacje
z bialkami blonowymi. Rola fizjologiczna kinaz DDR jest niejasna. Dotychczas usta-
lono, ze DDRI1 jest bezposrednio aktywowana przez kolagen typu I, IL, III, V i XI,
natomiast DDR2 przez kolagen typu I i III. Stymulacja kolagenem powoduje fosfory-
lacje reszt tyrozynowych w wewnatrzkomorkowej czgsci receptorow DDR, tworzac
miejsca dokowania dla biatek wewnatrzkomérkowych majacych domeny wiazace
fosfotyrozyng, podobnie jak to ma miejsce w przypadku innych kinaz biatkowych
tyrozynowych. Zupehie r6zna od pozostatych kinaz tyrozynowych jest natomiast ki-
netyka aktywacji kinaz DDR. Wigkszos¢ RTKs ulega krotkotrwalej autofosforylacji
w czasie sekund po zwiazaniu liganda, natomiast w przypadku kinaz DDR fosfo-
rylacja reszt tyrozynowych nastepuje po czasie 30-60 min od przylaczenia liganda
1 utrzymuje si¢ przez kilkanascie (do 16) godzin. Przyjmuje si¢, ze proces aktywacji
DDR jest kilkuetapowy i wymaga koaktywacji receptoréw integrynowych.

Istotnym uzupetnieniem wiadomosci o mechanizmie przekazu sygnatu inicjowa-
nego przez receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowej sa doniesienia o transaktywa-
cji tego typu receptoréw przez receptory zwiazane z biatkami G, receptory o aktyw-
nosci kinaz serynowo-treoninowych i receptory asocjujace z kinazami tyrozynowymi
niereceptorowymi.

b. Receptory o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowej

Dotychczas opisano dwa typy receptorow o aktywnos$ci kinazy serynowo-treonino-
wej, charakterystyczne dla wigkszosci (ale nie dla wszystkich) biatek zaliczanych
do superrodziny TGFs. Superrodzina TGFf to duza, liczaca dzi§ ponad 40 r6znych
polipeptydow, grupa biatek o aktywnos¢ plejotropowej. Do superrodziny tej zalicza
si¢ oprocz TGFPs takze: aktywiny/inhibiny (Act/Inh, ang. activin/inhibin), biatka
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morfogenetyczne kosci (BMPs, ang. bone morphogenic proteins), czynniki wzrostu
i roznicowania (GDFs, ang. growth and differentiation factors), inhibitor Mulleriana
(AMH, ang. anti-mullerian hormone), myostatyng i inne. Wszystko to zwiazki o roz-
nej aktywnosci biologicznej. Act/Inh reguluja sekrecje hormonu FSH, BMP to biatka
uczestniczace gldwnie w regulacji wzrostu i roznicowania prekursorowych komorek
kosci, a AMH to substancja powodujaca regresj¢ kanalika Mulleriana w trakcie roz-
woju uktadu reprodukcyjnego samcow.

Obecnie znanych jest siedem receptoréw typu I (ALK 1-7, ang. activin-like ki-
nase) i pig¢ receptoréow typu Il (TGFBR-IIL, ActR-1I, ActR-1IB, BMPR-II, MISR-II).
Receptory swoiste dla TGFB: TGFB1R-I (ALK-5) i TGFBR-II sq relatywnie matymi
glikoproteinami o m.cz. odpowiednio 75 i 53 kDa. Receptory te o aktywnosci kinazy
serynowo-treoninowej zbudowane sa z krotkiej czesci akceptorowej, zawierajacej
domeny bogate w cysteing, pojedynczej czesci transbtonowej 1 czgsci wewnatrzko-
moérkowej, zawierajacej duza domeng kinazowa (Rys. 2.12). W czg¢sci efektorowej
receptorow TGFBR-I (w odroznieniu od receptoréw TGFBR-II) zlokalizowana jest
pomiegdzy btona komoérkowa a domena kinazowa 30-aminokwasowa domena GS
(zawiera sekwencje -GSGS-), kluczowa dla regulacji aktywnosci TGFBR-I. W for-
mie nieaktywnej domena ta jest zwiazana z immunofilinami (FKBP12, FKBP12.6).
Czes$ci C-koncowe obu typow receptorow, zlokalizowane poza domena katalityczna,
zbudowane sg z 24 (TGFBR-II) i 5 (TGFBR-I) reszt aminokwasowych. W przypad-
ku superrodziny transformujacych czynnikoéw wzrostowych typu [ opisano takze
receptor TGFPBR-III, o charakterze duzego proteoglikanu, endogling (glikoproteing,
o ktorej poczatkowo niestusznie sadzono, ze jest swoista dla komoérek endotelial-
nych), niemajace aktywnosci enzymatycznej oraz receptor pultapke¢ (zob. rozdziat
2.2.6), okreslany skrotem BAMBI (ang. BMP and activin membrane-bound receptor
inhibitor). Biologiczna rola TGFBR-III w transmisji sygnatu jest nie do konca jasna,
chociaz uwaza sig, ze petni on rolg czasteczki prezentujacej ligand receptorowi typu
I, zwtaszcza dla ligandow o niskim powinowactwie do receptoréw serynowo-tre-
oninowych (np. TGFB2). Rola endogliny jest odmienna, poniewaz hamuje ona odpo-
wiedz komorek na dziatanie TGFp.

btona komoérkowa

TGFBR-I

TGFBR-II

Rys. 2.12. Schemat budowy receptoréw TGFBR-I1 1 TGFBR-II
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Receptory typu I i Il s bezposrednio zaangazowane w przekaz sygnatu inicjowany
przytaczeniem ligandéw z rodziny TGFfs i maja wzajemne powinowactwo do siebie.
Kinaza receptora typu II jest aktywowana konstytutywnie, bez stymulacji hormonal-
nej. Po przytaczeniu TGFp do receptora typu II nastepuje tworzenie heterotetrame-
rycznego kompleksu, ztozonego z dwoch czasteczek TGFBR-II i dwoch czasteczek
TGFBR-I. Powstanie kompleksu umozliwia fosforylacje reszt seryny i treoniny, zaréw-
no w domenie GS (oddysocjowanie immunofilin), jak i w innych czg$ciach receptora
typu I przez kinazg receptora typu I1. Fosforylacja ta powoduje zmiany konformacyjne
w czasteczce TGFBR-I 1 aktywacj¢ jego kinazy serynowo-treoninowej. Substratami
kinazy TGFBR-I moga by¢ rozne biatka cytozolowe, m.in. biatka Smad.

Aktywacja 1 regulacja aktywnos$ci kinazowej receptorow superrodziny TGFf
jest wielostopniowa. Dobrze udokumentowany jest fakt fosforylacji receptoréw
typu I przez receptory typu II. Tak wigc inicjacja przekazania sygnatu przez ligand
rozpoczyna si¢ od receptorow typu II. Natomiast swoisto§¢ przekazania sygnatu od
réznych cztonkoéw rodziny TGF zalezy od receptora typu I. Réznice w kinetyce bio-
syntezy, internalizacji i degradacji receptorow obu typow maja zasadnicze znaczenie
w modulacji sygnatu indukowanego biatkami rodziny TGFf. Obecnos¢ receptorow
dla TGFp stwierdzono w btonach cytoplazmatycznych bardzo wielu réznych typow
komoérek. Sugerowano istnienie licznych uktadéw efektorowych, regulowanych
dziataniem TGFp, jak: cyklaza adenylanowa, fosfolipaza C, kinaza biatkowa B
(PKB/AKkt), kinazy MAP czy biatka regulujace funkcjonowanie kanatéw jonowych,
ale najlepiej udokumentowana jest aktywacja swoistych, cytozolowych czynnikéw
transkrypcyjnych — bialek Smad (rozdziat 8.3).

c. Receptory o aktywnosci fosfatazy tyrozynowej

Receptorowe fosfatazy biatkowe tyrozynowe (RPTP, ang. receptor-like protein
tyrosine phosphatase) sa podrodzina tyrozynoswoistych fosfataz biatkowych
(rozdziat 6.2), enzymow zaliczanych do grupy hydrolaz. Wszystkie receptory tego
typu zawieraja w swej czeSci efektorowej jedna lub dwie domeny katalityczne.
RPTPs stanowig liczng rodzing biatek transbtonowych, podzielonych ze wzgledu
na budowe czg$ci zewnatrzkomorkowej na siedem grup (I-VII). Przedstawicielem
I grupy jest antygen CD45, zawierajacy w czegsci akceptorowej motyw podobny
do fibronektyny typu III i motyw podobny do spektryny. Grupy II, IIl i V zawie-
raja odpowiednio motywy: immunoglobulinopodobne, fibronektyno(III)-podobne
i podobne do anhydrazy weglanowej. Grupy 1V, VI i VII nie zawieraja zadnych
motywow charakterystycznych dla bialek mozaikowych, a r6znig si¢ liczba i/lub
usytuowaniem domen katalitycznych w wewnatrzkomdrkowej czgSci receptora.
Nie znamy dotychczas substratow dla wigkszosci RPTPs. W przypadku najlepiej
scharakteryzowanej fosfatazy, antygenu CD45, przyjmuje sig, ze fizjologicznymi
substratami tego enzymu sa kinazy tyrozynowe niereceptorowe nalezace do rodzi-
ny Src, uczestniczace w stymulowanej antygenem sygnalizacji wewnatrzkomorko-
wej. W wyniku dziatania fosfatazy receptora biatka te ulegaja defosforylacji przy
C-koncu ich czasteczek, co prowadzi do ich aktywacji.
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Rys. 2.13. Receptory o aktywnosci cyklazy guanylanowe;j. a. receptory NPR-A i -B, b. receptor
NPR-C. Domeny: CG — cyklazy guanylanowej, NKT — nieaktywnej kinazy tyrozynowej

d. Receptory o aktywnosci cyklazy guanylanowej

Peptydy natriuretyczne (NPs, ang. natriuretic peptides; lub NF, ang. natriuretic
factors) to czasteczki o m.cz. okoto 10 kDa, wystepujace powszechnie w tkankach
krggowcow. NPs utrzymuja homeostaze¢ jonowa (bilans sodu i potasu) oraz wod-
na. W zaleznosci od petionej funkcji fizjologicznej wyrdznia sig: przedsionkowy
(ANP), komorowy (VNP), mézgowy (BNP), nerkowy (RNP) peptyd natriuretyczny
oraz peptyd natriuretyczny typu C (CNP). ANP, VNP i BNP sa produkowane w sercu
i wydzielane do krazenia. CNP jest syntetyzowany w osrodkowym i obwodowym
uktadzie nerwowym, RNP za§ w nerkach.

Scharakteryzowano siedem typow receptorow btonowych NPs krggowcow: NPR-A
(GC-A) — NPR-G (GC-Q), lecz znane sg ligandy tylko dla trzech: NPR-A, NPR-B
1 NPR-C. Wszystkie trzy sa jednotancuchowymi peptydami, w ktorych sktad wchodzi
N-koncowa domena zewnatrzkomoérkowa (440 aa). Czg$¢ cytoplazmatyczna NPR
(A1B) zbudowana jest z 530 aa, a NPR-C z 37 aa. Cz¢$¢ cytopazmatyczna A i B zawiera
dwie domeny (liczac od btony): nieaktywnej kinazy biatkowej (280 aa), niezbednej do
stymulowanej ligandem aktywacji domeny cyklazy guanylanowej (250 aa) (Rys. 2.13).
Aktywacja receptoréw A 1 B powoduje wzrost cGMP, a receptora C prawdopodobnie
cAMP. cGMP moze regulowac trzy uktady efektorowe: kanaty jonowe bramkowane
c¢GMP, kinazy biatkowe G i fosfodiesterazy cyklicznych nukleotydow (regulacja allo-
steryczna). W postaci natywnej wszystkie te receptory sa homodimerami.

Wystepuja rowniez wewnatrzkomorkowe receptory o aktywnosci CG, stymulo-
wane wigzaniem gazowych czasteczek sygnalizacyjnych NO i CO.

2.2.4. Receptory asocjujace z kinazami tyrozynowymi niereceptorowymi

Cecha charakterystyczna receptorow wielu biatek zaliczanych do grupy cytokin jest
ich wspotdziatanie z kinazami tyrozynowymi niereceptorowymi (zob. rozdziat 5.2).
Kinazy tyrozynowe niereceptorowe sa produktami niektorych onkogenow wirusowych
(biatka transformujace) lub onkogenow komorkowych. Wszystkie zawieraja domeng
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kinazowa. Cecha charakterystyczna bialek eukariotycznych jest obecnos¢ dodatkowej
sekwencji N-koncowej, odpowiedzialnej za przytaczenie kwasu mirystylowego, umoz-
liwiajacego ich zakotwiczenie w blonie komorkowej. Wigkszos¢ KT niereceptorowych
zawiera rowniez inne domeny (np. SH2, SH3, PH) odpowiedzialne za ich interakcje
z bialkami komoérkowymi, 1 dlatego zaliczana jest do tzw. biatek kotwiczacych (zob.
rozdziat 3.3). KT niereceptorowe posrednicza w przenoszeniu sygnatu inicjowanego
przez niektore cytokiny (wigkszos¢ interleukin, interferony i niektore czynniki hema-
topoetyczne), hormon wzrostu (GH), prolaktyng (PRL), leptyng, antygeny i integryny.
Receptory przekazujace sygnat na tej drodze okreslane sa zwykle jako ,,receptory cyto-
kin”, chociaz wiele cytokin przekazuje sygnat w sposéb odmienny.

a. Receptory cytokin

W pismiennictwie zard6wno polskim, jak i zagranicznym mozna czgsto spotkac okre-
$lenie ,,receptory cytokin”. W rzeczywistosci taki typ receptora nie istnieje. Liczna
rodzina polipeptydéw okreslanych mianem cytokin moze przekazywaé informacje
do wnetrza komorki docelowej przez rézne typy receptorow bltonowych. Chemo-
kiny przekazuja informacje przez receptory wspoétdziatajace z biatkami G, niektore
czynniki wzrostu i réznicowania komorek krwi przez receptory o aktywnosci kinazy
tyrozynowej, czynnik nekrozy nowotworu i limfotoksyny czg§ciowo przez receptory
z domena $mierci, a wigkszo$¢ interleukin i1 wszystkie interferony przez receptory

Rodzina receptora IL-6

IL-6R IL-11R CNTFR LIFR OMR CT-1R

A

gp130 gp130  gp130 IL-11RB  LIFRB gp130 LIFRBgp130 OMRa gp130 CT-1Re gp130

Rodzina receptorow IL-2/IL-4

IL-2R IL-4R IL-7R IL-9R IL-15R IL-13R
|L-2R;HI il II I l IL_15RﬂI II
ve ye ve ve ye IL-13Ra
IL-2RB IL-4Ra IL-7Ra IL-9Ra IL-2RB IL-4Ra

Rodzina receptoréw IL-3/IL-5/GM-CSF
IL-3R IL-5R GM-CSFR
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Rys. 2.14.Wybrane rodziny receptorow asocjujacych z kinazmi tyrozynowymi niereceptorowymi
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asocjujace z kinazami Janusa, jedna z dziewigciu znanych rodzin kinaz tyrozyno-
wych niereceptorowych. Zupetie odrgbna grupe receptoréw stanowia receptory
rodziny IL-1 i receptory Toll-podobne (opisane nizej).

Grupeg receptoréw asocjujacych z kinazami tyrozynowymi niereceptorowymi
okresla si¢ zazwyczaj jako receptory typowe dla cytokin. Wérod tych biatek trans-
btonowych wyrdznia si¢ dwie klasy receptorow, rézniace si¢ gtownie budowa czgsci
akceptorowej. Czgs¢ zewnatrzkomdrkowa receptorow klasy I zawiera cztery konser-
watywne ewolucyjnie reszty cysteinowe i motyw WSXWS (-Trp-Ser-X-Trp-Ser-).
Natomiast receptory klasy II nie majq tego motywu. ,,Receptory cytokin” zbudowane
sa z dwoch lub trzech podjednostek biatkowych. Receptory heterooligomeryczne za-
wieraja podjednostke wspolna dla kilku cytokin, tworzac swoiste podrodziny cytokin
(Rys. 2.14). Wszystkie wymienione receptory asocjujace z kinazami tyrozynowymi
zbudowane sa przynajmniej z dwoch podjednostek biatkowych i wigkszos¢ z wia-
zanych przez nie cytokin ma przynajmniej dwa miejsca wiazace dwie podjednostki
receptorowe. Zwiazanie liganda z receptorem powoduje oligomeryzacje¢ podjedno-
stek receptora i tworzenie aktywnego kompleksu. Swoisto§¢ wigzania jest zdetermi-
nowana przez komplementarne obszary strukturalne cytokiny i zoligomeryzowanego
receptora ,,cytokine cradle” (ang. created by the oligomerised receptor molecules).
Wszystkie receptory tego typu wykorzystuja dla przekazania sygnatu uktad biatek
Jak-STAT 1 maja w swej czesci wewnatrzkomorkowej, potozone w poblizu btony
komorkowej, sekwencje wiazace kinazy Janusa, okreslane jako box1 i box2.

b. Receptory integrynowe

Integryny zaliczane sa do grupy receptoréw adhezyjnych, do ktorej naleza takze: ka-
dheryny, selektyny i immunoglobulinopodobne bialka adhezyjne. Integryny mozna
zaliczy¢ rownoczesnie do rodziny receptoréw asocjujacych z kinazami tyrozynowy-
mi niereceptorowymi, chociaz ich funkcja biologiczna jest odmienna od pozostatych
receptorow tej grupy. Receptory integrynowe sa to bialka transbtonowe komorek
zwierzecych odpowiedzialne przede wszystkim za adhezje komorek do podtoza
i obok innych biatek za interakcj¢ komorka—komorka. Integryny sa glikoproteinami
zbudowanymi z dwoch podjednostek: o (120-180 kDa) i $ (90-110 kDa). Obecnie
znanych jest 17 roznych podjednostek o i 8 r6znych podjednostek 3 ssakdéw. Podjed-
nostki te tworza 23 rézne strukturalnie biatka. Poszczegdlne integryny wiaza swoiscie
okreslone ligandy. Przykladowo, integryny alf1, a2p1 i al0B1 wiaza kolageny,
integryny a4p1, a5p1, a8B1 i aVP1 — fibronektyng, a integryny a1p1, a2p1, a3pl,
a6B1 1 a7p1 — lamininy. Kazdy dimer petni takze okreslona funkcj¢ biologiczna.
Integryny wystepuja prawdopodobnie we wszystkich typach komorek organizmow
Metazoa, ale poszczegblne typy roznia si¢ od siebie liczba i rodzajem tych biatek. In-
tegryny klasyfikuje si¢ na podstawie rodzaju podjednostki B wchodzacej w ich sktad
(np. i.B,, i.B,, 1.B, itd.). Zarowno podjednostki a, jak i podjednostki § zbudowane sa
z duzej domeny zewnatrzkomorkowej (oo > 100 kDa, 3 > 75 kDa), typowej domeny
transblonowej 1 matej domeny wewnatrzkomorkowej (okoto 50 reszt aminokwa-
sowych). Wyjatkiem sa podjednostki 4, zbudowane z ponad 1000 aminokwasow.
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Rys. 2.15. Schemat receptora integrynowego

W czgséci zewnatrzkomodrkowej wszystkich podjednostek o wystepuje kilkakrotnie
powtorzona sekwencja -Asp-X-Asp-X-Asp-Gly-X-X-Asp- (lub pokrewna), warun-
kujaca wiazanie kationéw dwuwarto$ciowych (Ca*", Mg?", Mn?"), istotnych dla re-
ceptorowej funkcji integryn. Zadna z podjednostek integryn nie wiaze sama liganda.
Polaczenie obu podjednostek w heterodimer wymaga obecnosci kationow dwuwar-
tosciowych, a rodzaj kationu wplywa na powinowactwo integryn do okre§lonego
liganda. W obecnos$ci wyzej wymienionych kationéw zewnatrzkomorkowe czesci
podjednostek integryn asocjuja z soba, tworzac funkcjonalny receptor (Rys. 2.15).
Integryny przenosza sygnat od bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej do wngtrza
komorki z udzialem kinaz tyrozynowych niereceptorowych. Czgs¢ zewnatrzkomor-
kowa receptora oddziatuje z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej (fibronektyna,
laminina, kolagenami, trombospondyna), a czgs¢ efektorowa (wewnatrzkomorkowa)
z kompleksem biatek cytoszkieletu (a-aktynina, winkulina, talina, paksylina i tensy-
na), ktore wiaza je do filamentoéw aktynowych. W poblizu wewnatrzkomoérkowej czg-
$ciintegryn zlokalizowane sa takze kinazy tyrozynowe niereceptorowe, takie jak: Fak,
Src, Abl 1 Csk (zob. rozdziat 5.2). Kinazy te moga przekazywac sygnat na biatka Ras
za posrednictwem innych biatek, np. Fas — Grb2 — Ras lub Src — paksylina — Ras.
Z kolei biatka Ras moga inicjowa¢ kaskad¢ kinaz MAP, w sposéb podobny do
czynnikéw wzrostowych. Udowodniono, ze kinaza Fak jest przytaczona do cyto-
plazmatycznej czesci podjednostek B1 1 B3 (przez motyw NPXY) i odgrywa gtéwna
rol¢ w mediacji funkcji integryn. C-koncowy odcinek Fak zawiera miejsca wiazace
dla wielu biatek uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu wewnatrzkomorkowego.
Przyjmuje si¢, ze uklad integryny—Fak posredniczy m.in. w procesach zwiazanych
z przezyciem komorek (supresja apoptozy), angiogeneza (stymulacja ruchliwosci
komorek endotelialnych), a takze ze wzrostem neoplastycznym.

Jak juz wspomniano, poszczegdlne integryny moga rozpoznawac wigcej niz jeden
ligand, a takze pojedyncze biatko moze wiaza¢ si¢ z réznymi integrynami. Przyczyna
tego zjawiska jest fakt, ze niektore integryny rozpoznaja krotkie sekwencje amino-
kwasowe w czasteczkach ligandow biatkowych, np. integryny o8, o B, o B,
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a,B,, o B 1o f, rozpoznaja sekwencjg -Arg-Gly-Asp- (RGD), wystepujaca m.in.
w fibronektynie, intergyny o B, — sekwencjg -Asp-Gly-Glu-Ala- (DGEA), wystgpu-
jaca w kolagenie typu I, a integryny a, B, — sekwencj¢ -Gly-Pro-Arg-Pro- (GPRP),
wystepujaca w fibrynogenie. Integryny rozpoznaja takze swoiscie jedng z domen im-
munoglobulinopodobnych biatek komorkowych — adhezyn. Komorki reguluja swoje
wiasciwosci adhezyjne dzigki selektywnej ekspresji poszczegolnych typdw integryn
oraz modulacji ich powinowactwa do okreslonych bialek. Miejsca wiazace ligandy
sa tworzone zarowno przez podjednostke a., jak 1 przez podjednostke B. Dzigki temu
integryny umozliwiaja swoista adhezje komorek, ich agregacje lub ukierunkowana
migracj¢, podczas embriogenezy, organogenezy, hemostazy, odpowiedzi immu-
nologicznej organizmu, oraz tworzenie metastaz. Integryny uczestnicza zar6wno
w przenoszeniu informacji ze srodowiska zewngtrznego do wngtrza komorki, jak
i w kierunku odwrotnym. W wigkszo$ci komorek integryny wspoétdziataja z inny-
mi receptorami btonowymi, takimi jak receptory GPCR lub receptory o aktywnosci
kinaz tyrozynowych, stymulujac cykl inozytolowy, alkalizacj¢ cytoplazmy, wzrost
cytoplazmatycznego poziomu wapnia i inne skutki metaboliczne.

2.2.5. Receptory podobne do bialtka Toll

Uktad immunologiczny cztowieka moze by¢ z grubsza podzielony na odpowiedzial-
ny za odporno$¢ wrodzona (nieswoista) i odpornos¢ adaptacyjna (swoista). W prze-
ciwienstwie do czynnej odpowiedzi swoistej realizowanej przez limfocyty B i T oraz
produkcje przeciwciat swoiscie rozpoznajacych patogeny, odpowiedz nieswoista jest
realizowana przez ograniczona liczbg receptorow rozpoznajacych ogolna strukture
patogenow. Receptory te rozpoznaja struktury molekularne wspdlne dla wielu pato-
gendw, w ten sposob indukujac szybka, lecz nieswoista odpowiedZz immunologiczna.
W organizmach ssakow i owadow nieswoisty uktad odpornosciowy odpowiada przez
detekcje ,,wzoréw molekularnych” okre$lonych patogendow PAMPs (ang. patogen
associated molecular patterns). Wérod receptorow rozpoznajacych PAMPs wyrdznia
si¢ receptory: podobne do Toll (TLRs, ang. Toll-like receptors), podobne do NOD
(NLRs, ang. NOD-like receptors), podobne do RIG-I (RLRs, ang. RIG-I-like recep-
tors) 1 lektyn typu C (CLRs, ang. C-type lectin receptors).

Toll-podobne receptory sa biatkami transbtonowymi przebijajacymi blong ko-
moérkowa tylko raz, niemajacymi aktywnos$ci enzymatycznej. Rozpoznaja czasteczki
pochodzace z mikrobow, ktore pokonaty bariery fizjologiczne, takie jak skora czy
sluzowka przewodu pokarmowego. Uwaza si¢, ze odgrywaja kluczowa rolg w inicja-
¢ji odpowiedzi immunologicznej. Receptory te naleza do superrodziny receptoréw in-
terleukiny-1 i Toll-podobnych (Interleukin-1 Receptor/Toll-Like Receptor) majacych
wspolna domeng TIR (ang. Toll-IL-1 receptor). Budowa receptorow rodziny IL-1 oraz
mechanizm transdukcji sygnatu przez te receptory sa odmienne od wszystkich pozo-
statych interleukin. Wyro6znia si¢ dwa typy receptorow dla interleukin z rodziny IL-1
(receptor typu I zawierajacy domeng TIR i receptor typu Il niezawierajacy tej dome-
ny) oraz kilka koreceptoréw (biatek towarzyszacych tym receptorom). Uwaza sig, ze
receptor typu II peni rolg receptora putapki. Receptorowi IL-1RI moze towarzyszy¢
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Rys. 2.16. Tworzenie aktywnych form heterodimerycznych przez receptory z rodziny IL-1 (IL-1R
i IL-1RACP) (a) i receptory Toll-podobne TLR2 i TLR6 (b)
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bialko IL-1RAcP (ang. IL-1R associated protein) i IL-1Rp2 (ang. IL-1 — receptor
related protein 2), receptorowi IL-18RIa (IL-1Rp1) biatko IL-18RIP (IL-18AcP, ang.
IL-18 associated protein). Wszystkie te biatka maja trzy domeny Ig-podobne w czgsci
akceptorowej i domeng TIR w czg$ci efektorowej. Nazwa TIR odzwierciedla podo-
bienstwo segmentoéw cytoplazmatycznych biatka muszki owocowej Toll oraz recepto-
ra IL-RI (Toll/IL-1R). Réznice w budowie funkcjonalnych receptoréw rodziny IL-1
typu I i Toll-podobnych przedstawiono schematycznie na rysunku 2.16.
Wyroznia si¢ trzy grupy biatek zawierajacych domeny TIR:

a) TIR1 — receptory interleukin, syntetyzowane przez monocyty, makrofagi i ko-
moérki dendrytyczne oraz podobne do nich receptory wechowe, ktore maja
zewnatrzkomorkowe domeny immunoglobulinopodobne,

b) TIR2 — receptory wiazace bezposrednio lub posrednio czasteczki pochodzace
z organizméw drobnoustrojow,

c¢) TIR3 — biatka adaptorowe, posredniczace w sygnalizacji realizowanej przez
receptory zawierajace TIR1 1 TIR2, takie jak: MyD88 (ang. myeloid differetia-
tion factor 88), IRAK (ang. IL-1 associated kinase), TRAF (ang. TNF receptor
associated factor).

TLRs sa obecne zaréwno u kregowcow, jak i bezkrggowcow. Podobne biatka wyste-
puja w roslinach i przyjmuje si¢, ze TLRs moga by¢ jedna z najstarszych ewolucyjnie
komponent uktadu immunologicznego. Receptory Toll-podobne zaliczane sa obecnie
do kluczowych czasteczek, ktore alarmujg uktad immunologiczny o obecnosci infek-
¢ji drobnoustrojami. Zostaty nazwane od ich podobienstwa do biatka Toll, receptora
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zidentyfikowanego pierwotnie u muszki owocowej i odpowiedzialnego za funkcje
rozwojowe tego organizmu. Pierwszy receptor ludzki byt opisany przez Nomurg i ko-
legow w 1994 roku. W organizmach ssakéw stwierdzono wystgpowanie kilkunastu
receptorow Toll-podobnych. Dziewie¢ zostato zidentyfikowanych u czlowieka. Ludz-
kie receptory TLRs zlokalizowane sa w btonie komoérkowej poza trzema (TLR3, TLR7
1 TLRY), ktore sa zakotwiczone w blonach endosomoéow. Aktywowane receptory TLRs
stymuluja ekspresje¢ wielu biatek uczestniczacych w procesach odpornosciowych i za-
palnych, niezbednych do eliminacji patogenow. Receptory te sa syntetyzowane przez
r6zne komorki, zar6wno obrony immunologicznej (makrofagi, limfocyty B, neutrofile,
komorki dendrytyczne), jak i inne (fibroblasty, keratynocyty, komorki epitelialne). Re-
ceptory Toll-podobne wykorzystuja podobne drogi sygnatowe jak receptory rodziny
IL-1, ktérych wstgpnymi etapami jest interakcja z biatkami (adaptorowymi) zawiera-
jacymi takze domeny TIR (TIRAP, Myd88, TRIF, TRAM). Kazde z biatek TLR roz-
poznaje rozne ,,wzory molekularne” pochodzace z roznych drobnoustrojow, takich jak
wirusy, bakterie, pierwotniaki i grzyby. Przyktadowo, ligandami TLR2 sa lipoproteidy
1 peptydoglikany, ligandami TLR4 — LPS, a ligandami TLR5 — flagelina.

Gltowna droga sygnatowa inicjowana aktywnym receptorem TLR prowadzi do
aktywacji czynnikow transkrypcyjnych NF-kB 1 AP-1, ktore z kolei stymuluja eks-
presj¢ gendéw cytokin prozapalnych (TNFa, IL-6). Inny sygnat inicjowany aktywacja
TLR angazuje czynniki transkrypcyjne IRFs (ang. interferon regulatory factors),
gtéwnie IRF3, ktory po ufosforylowaniu tworzy kompleks z NF-xB 1 ATF2 (enhan-
som) regulujacy transkrypcj¢ gendéw interferonu f3.

2.2.6. Receptory z domeng Smierci i receptory pulapki

Receptory zawierajace tzw. domeng $Smierci (zob. rozdziat 3.1) wchodza w sktad duzej
superrodziny receptoréw czynnika martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis
factor), liczacej dzisiaj 29 rdznych receptorow. Oprocz receptorow TNF i limfotoksyn
(Lto/B) superrodzing t¢ reprezentuje kilkanascie innych biatek o zréznicowanej ak-
tywnosci biologicznej (Tabela 5). Wigkszo$¢ receptorow superrodziny TNF to biatka
transblonowe typu I (N-koniec na zewnatrz komorki, a C-koniec wewnatrz). Wszystkie
te receptory zawieraja jedna z dwu lub obie charakterystyczne dla nich domeny: DD
(ang. death domain) i/lub TIM (ang. TRAF-interacting motif). Cecha charakterystyczna
czegscei zewnatrzkomoérkowej receptoréw superrodziny TNF jest obecnos¢ domeny bo-
gatej w cysteing (CXXCXXC), uczestniczacej w tworzeniu mostkow disiarczkowych,
nadajacych receptorom odpowiednia strukturg trzeciorzedowa. Poszczegdlne receptory
moga si¢ rézni¢ liczba domen cysteinowych, od niepetnej 1 do 6 takich domen.

Do receptorow zawierajacych ,,domene $mierci” zalicza si¢ ssacze biatka CD95
(Apol, Fas) i TNFR1 (p55) oraz ich ptasie odpowiedniki: DR4 (DR, ang. death recep-
tor) 1 DRS (Apo2, KILLER) oraz receptor sierocy CAR1. Ligandy tych receptoréw, od-
powiednio: CD9SL (FasL, ApoL), TNF i Lto. oraz TRAIL (ang. TNF-related apoptosis
inducing ligand) sa strukturalnie podobne i zaliczane do rodziny czynnika martwicy
nowotworu (TNF). Do receptorow z domena $mierci zalicza si¢ takze receptor czyn-
nika wzrostu nerwu (NGF, ang. nerve growth factor), oznaczany jako p75N, chociaz
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Tabela 5. Receptory superrodziny czynnika nekrozy nowotworu

Receptory Akronimy Domeny aktywne
Czynnika nekrozy nowotworu (TNF) TNFR1, TNFR2 DD
Limfotoksyny o (Lta) TNFR1, TNFR2 DD
Limfotoksyny B (LtB) LTBR TIM
Liganda CD95 (liganda FAS) CD95, FAS, DcR3 |DD
TNF-podobnego liganda indukujgcego DR4, DR5, DD
apoptoze (TRAIL) DcR1, DcR2, OPG

Inhibitora wzrostu naczyniowych komérek |DR3, DcR3 TIM
endotelialnych (VEGI)

Ektodermalnej dysplazminy (EDA1, EDA2) | EDAR, XEDAR DD + TIM
Liganda receptora aktywowanego NF-kB | RANK, OPG TIM
(RANKL)

TNF-podobnego stabego aktywatora apop- | FN14 TIM

tozy (TWEAK)

Liganda indukujacego proliferacje (APRIL) |BCMA, TACI TIM
Czynnika aktywujacego komorki B (BAFF) |BAFFR, TACI TIM
Liganda GITR (GITRL) GITR TIM
Liganda OX40 (OX40L) 0X40 TIM
Liganda CD137 (CD137L) CD137 TIM

? TAJ, RELT TIM
Liganda CD40 (CD40L) CD40 TIM
Liganda CD30 (CD30L) CD30 TIM
Liganda CD27 (CD27L) Cb27 TIM
LIGHT, HVEML HVEM, DR3, TIM

? DR6 TIM
Czynnika wzrostu nerwu (NGF) NGFR DD + TIM

APRIL — a proliferation inducing ligand, BAFF — B-cell activating factor, BAFFR — BAFF recep-
tor, BCMA — B-cell maturation antigen, CD — clusters of differentiation, DD — death domain, DcR
—decoy receptor, DR — death receptor, EDA — ectodermal dysplasin, EDAR — EDA receptor, Fas —
factor promoting apoptosis, GITR — glukocortykoid-induced TNF-family receptor, GITRL — GITR
ligand, HVEM — herpes virus entry mediator, LIGHT — ligand inducible expression, and competes
with HSV glycoproteinD for HVEM, a receptor expressed by T lymphoctes, Lt — lympotoxin, NGF
— nerve growth factor, NGFR — NGF receptor, OPG — osteoprotegrin, OX40L — 0X40 ligand,
RANK — receptor activator of NF-xB, RANKL — RANK ligand, RELT — receptor expressed in lym-
phoid tissues, TACI — transmembrane activator and cyclophilin ligand interactor, TAJ — toxity and
JNK inducer, TIM — TRAF interacting motif, TNF — tumor necrosis factor, TNFR — TNF receptor,
TRAIL — TNF-related apoptosis inducing ligand, TWEAK — TNF-like weak inducer of apoptosis,
VEGI — vascular endothelial cell growth inhibitor, XEDAR — X-linked EDA receptor.
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Rys. 2.17. Oligomeryzacja receptoréw TNF (TNFR1) wymuszona wigzaniem trimeru czynnika mar-
twicy nowotworu TNF. TRADD, FADD - biatka adaptorowe zawierajace tzw. domeng $mierci (DD)

jego ligand jest strukturalnie odmienny od cztonkow rodziny TNF. Receptory TNFR1
1 CD95D moga wystepowac¢ w formie rozpuszczalnej, niezwiazanej z btona.

Wszystkie ligandy zaliczane do rodziny TNF s w formie natywnej trimerami.
Poszczegolne trimery wiaza trzy czasteczki receptora, tworzac heksamer. Poniewaz
charakterystyczna wtasciwoscia ,,domen $mierci” jest ich zdolno$¢ do wzajemnej
asocjacji, zwiazanie liganda przez receptor skutkuje asocjacja receptorow, do ktérych
z kolei moga przytaczac si¢ biatka adaptorowe majace takze domeny DD (Rys. 2.17).
Pomimo ze wszystkie receptory tego typu moga przekazywac sygnat do apoptozy,
droga przekazu sygnalu moze angazowac rozne biatka adaptorowe, takie jak: FADD
(ang. Fas-associated death domain), TRADD (ang. TNFR-associated death domain)
lub RIP (ang. receptor interacting protein). Budowa receptorow DR4 i DRS oraz
sposob ich aktywacji sa podobne do omawianych wcze$niej. Nie wiadomo dotych-
czas, jakie biatko adaptorowe uczestniczy w asocjacji z domena DD tych receptorow
1 w przeniesieniu sygnatu do apoptozy. Nie jest to biatko FADD jak w receptorach
komorek ssakow.

Rys. 2.18. Receptor ptasi DR4/5 i receptory putapki DcR1 i DcR2
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Wykazano obecno$¢ powierzchniowych biatek btonowych, strukturalnie po-
dobnych do czgsci zewnatrzkomoérkowej receptorow DR4/DRS, okreslanych jako
,receptory pulapki” (DcRs, ang. decoy receptors). Znane sa dwa typy tych recepto-
réw. DcR1 jest lipoproteing powierzchniowa, zakotwiczona cz¢scia lipidowa reszty
cukrowo-lipidowej, natomiast DcR2 jest DR-podobnym biatkiem transbtonowym
z obcigta domena $mierci (Rys. 2.18). Poniewaz receptory DR4 i DR5 moga by¢
syntetyzowane przez wiele tkanek, podobnie jak ich ligand ApoL2, istnienie recepto-
réw putapek moze by¢ jedna z metod zabezpieczajacych komorki tych tkanek przed
niepozadana apoptoza. Takze w tkankach ssakow wystepuja receptory putapki, m.in.
dla szeregu cytokin (np. DcCD95, BAMBI, IL-1RII). Wystgpowanie receptoréw pu-
tapkujacych nie jest cecha charakterystyczna wytacznie dla cytokin. Wiele peptydow
plejotropowych posiada takie zabezpieczenie przed nadmiarem liganda.

2.2.7. Receptory Notch

Gen Notch zostat odkryty w 1971 roku przez T.H. Morgana, ktory pierwszy zauwazyt
szczep muszki owocowej z charakterystycznymi wceigciami (karbowaniem) wyste-
pujacymi w btonach ich skrzydet. Receptory Notch sa duzymi biatkami transblo-
nowymi typu I, jednokrotnie przebijajacymi blong¢ komoérkowa. Dojrzate receptory
s heterooligomerami ztozonymi z duzej czg$ci zewnatrzkomoérkowej, zasocjowane;j
W sposob zalezny od jondw wapnia z podjednostka zbudowana z czgsci zewnatrzko-
moérkowej, transbtonowej 1 krotkiego fragmentu wewnatrzkomoérkowego. Domenowa
budowg receptoréw Notch muszki owocowej przedstawia rysunek 2.19. Poczynajac
od N-koncowej czgsci zewnatrzkomoérkowej receptora, wyrdznia si¢ 29-36 domen
EGF-podobnych, niektére z nich (zaznaczone na r6zowo) moga ulega¢ procesowi

Podjednostki receptora
zewnatrzkomorkowa wewnatrzkomérkowa

domeny EGF-podobne

—(IIMTTTTTTI T vl
1 36
domeny:
Lin-12 RAM AP TRA
NICD
P,
P3

Rys. 2.19. Budowa receptora Notch. Domeny EGF-podobne mogace ulega¢ fukozylacji (| ) i wia-
zace ligandy ( I ). AP — domeny akrynopodobne, NSL — domeny lokalizacji jadrowej, RAM —
domena przybtonowa, PEST — sekwencja Pro-Gln-Ser-Thr, TRA — domena transaktywacji, NICD
— aktywna transkrypcyjnie czg$¢ receptora Notch, P1-P3 — miejsca cigé proteolitycznych
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fukozylacji, a dwie 11 i 12 (w receptorze muszki owocowej) sa odpowiedzialne
prawdopodobnie za wiazanie ligandow. W dalszej cze$ci tancucha usytuowane sa
trzy domeny Lin-12, poprzedzajace region wiazania z druga podjednostka receptora
1 odpowiedzialne za utrzymanie odpowiedniej konformacji receptora przed induko-
wang ligandem jego aktywacja. Rozbicie strukturalnej integralnosci domen Lin-12
przez chelatowanie jonow wapnia prowadzi do aktywacji receptorow Notch. W cze-
sci wewnatrzkomorkowej wyrdznia si¢ zbudowana z okoto 100 reszt aminokwaso-
wych domeng nazywana RAM, za ktora znajduje si¢ fragment wewnatrzkomorkowy,
zbudowany z siedmiu domen podobnych do akryny (AP), flankowanych dwiema
domenami lokalizacji jadrowej (NSL). W dalszej czgsci receptora znajduje si¢ mniej
konserwatywna ewolucyjnie domena transaktywacji (TRA) i charakterystyczna se-
kwencja C-koncowa: -Pro-GlIn-Ser-Thr- (PEST).

W trakcie dojrzewania receptora jego tancuch peptydowy ulega glikozylacji. Naj-
pierw fukozylacji, modyfikacji niezbgdnej do utworzenia funkcjonalnego receptora,
katalizowanej przez O-fukozylotransferazy, a nastgpnie glikozylacji przez biatka
Fringe. Trzy takie biatka wystepuja u kregowcow (Radical Fringe, Manic Fringe
i Lunatic Fringe). Biatka te sa glikozylotransferazami, dziatajacymi w aparacie Gol-
giego, dotaczaja reszty N-acetyloglukozoaminy do fukozy wystepujacej w swoistych
domenach EGF-podobnych, zlokalizowanych w zewnatrzkomérkowej czesci recep-
torow Notch. Glikozylowany w aparacie Golgiego receptor ulega proteolitycznemu
rozszczepieniu przez konwertazy biatkowe (PCS5, furyna) w miejscu odleglym od
powierzchni btony komodrkowej o okoto 70 aminokwasoéw (oznaczonym jako P1),
dajac dwie podjednostki receptora: zewnatrzkomorkowa i wewnatrzkomoérkowa.
Te dwie podjednostki powiazane sa niekowalencyjnie, a utworzony heterodimer
(dojrzaty receptor) ulega translokacji do blony komoérkowej. Geny fringe krggowcoOw
koduja glikozylotransferazy (gtéwnie a-1,3 N-acetyloglukozoaminylotransferazy),
ktore moduluja odpowiedz Notch na ich ligandy. Fukozylacja zmienia zdolno$¢
swoistych ligandow do aktywacji receptoréw Notch. Glikozylacja receptoréw
Notch przez Fringe prowadzi do zréznicowanej aktywacji przez dwie klasy li-
gandéw — hamowania sygnalow inicjowanych przez Jagged/Serrate i aktywacji
sygnatu inicjowanego przez Delta. Tak wigc, o ile poczatkowa modyfikacja przez
fukozg jest konieczna do sygnalizacji indukowanej przez wszystkie ligandy, o tyle
modyfikacje realizowane przez biatka Fringe moduluja odpowiedz Notch na dzia-
fanie poszczegodlnych ligandow. Gtowne zdarzenia nastgpujace w trakcie transduk-
cji sygnatu przez receptory Notch sa prawie identyczne, poczynajac od muszki
owocowej, na cztowieku konczac. Receptory Notch aktywowane sgq na drodze
jukstakrynnej, a wydajna interakcja ligand—receptor zalezy od stopnia glikozylacji
receptora. Aktywacja przez swoiste ligandy powoduje seri¢ cig¢ proteolitycznych
wewnatrzkomorkowej czesci receptora (Rys. 2.20). Pierwsze jest cigcie proteoli-
tyczne w miejscu P2 przez metaloproteinazy z rodziny ADAM (zob. rozdziat 2.2.8).
Zewnatrzkomorkowa cze¢$¢ Notch ulega transendocytozie do komorek wysytaja-
cych sygnat, a fragment (NEXT) zakotwiczony w btonie komorek odbiorczych jest
rozpoznawany przez sktadnik kompleksu y-sekretazy (aminopeptydaze nikastryny
NCT) i przenoszony do catego kompleksu (PS, NCT, PEN2, APH1). y-sekretaza
rozcina NEXT w miejscu P3, uwalniajac peptyd NICD (ang. Notch intracellular
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Rys. 2.20. Mechanizm transdukcji sygnatu przez receptor Notch

domain), ktory ulega translokacji do jadra komérkowego. Dziatanie y-sekretazy
moze nastepowac zarowno przy btonie komorkowej, jak i w endosomach, prawdo-
podobnie po monoubikwitynacji.

W najbardziej ogdlnym zarysie aktywacja procesu transkrypcji przebiega w kil-
ku etapach. W nieobecnosci NICD biatko wiazace DNA (CSL) asocjuje z biatkami
korepresorowymi (Co-R): SMRT (ang. silencing mediator of retinoid and tyroid re-
ceptors), CIR (ang. CBF l-interacting corepressor), Hairless, SHAPR (ang. SMRT/
HADAC-I-associated protein) i deacetylazami histonow (HDACSs), hamujac trans-
krypcje. Po wniknigeiu NICD do jadra wiaze si¢ ono z CSL, powodujac zmiany
konformacyjne, ktére utatwiaja przemieszczenie represorow transkrypcji. Struktura
NICD/CSL jest rozpoznawana przez biatko Mastermind (MAM) i ten trojsktadni-
kowy kompleks przylacza koaktywatory transkrypcji (Co-A), takie jak: acetylazy
histonow PCAF/GCNS i CBP/p300 oraz podstawowe czynniki transkrypcyjne HES
nalezace do rodziny helix—loop—helix.

Wiele mechanizméw kontroluje staly poziom receptoréow Notch w blonie ko-
moérkowej. Po pierwsze, moze to by¢ regulacja procesu endocytozy receptorow.
Przyktadem jest stymulowana bialkami Numb/AP2/NAK endocytoza i degradacja
biatek Notch. Po drugie, ligazy ubikwityny E3 (Deltx, Nedd4, Su(Dx)Hch) moga
kierowa¢ receptory Notch na droge degradacji lub recyklizacji. Po trzecie, niektore
biatka (LDG, ESCRT) moga kompleksowac receptory Notch i utrzymywac je w sta-
nie nieaktywnym.
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2.2.8. Receptory rozpuszczalne

Niektoére hormony peptydowe maja takze receptory niezwiazane z btona komor-
kowa, wystepujace w przestrzeniach zewnatrzkomoérkowych tkanek i w ptynach
fizjologicznych. Receptory takie powstaja przez proteolityczne odszczepienie czgsci
akceptorowej receptorow btonowych. Enzymami, ktore uczestnicza w powstawaniu
rozpuszczalnych form receptoréw btonowych, sa metaloproteinazy z rodziny ADAM
i/lub sekretazy. Te pierwsze to transbtonowe biatka o aktywnosci cynkowozaleznych
metaloproteinaz, okre§lane skrotem ADAM (ang. a disintegrin and metallopro-
teinase). Sa to typowe biatka mozaikowe zbudowane z szesciu domen; sekwencji
sygnatowej, sekwecji pro-, domeny katalitycznej, domeny dezintegrynowej, domeny
bogatej w reszty cysteiny, domeny EGF-podobnej oraz domeny cytoplazmatyczne;j,
zaangazowanej w wewnatrzkomorkowy przekaz sygnatu. Wystepuja w bardzo wielu
tkankach zwierzecych i ludzkich, takich jak: mozg, jadra, jajniki, piersi, tozysko,
watroba, serce, ptuca, kosci i mig$nie. Fizjologiczna rola dezintegryn z grupy ADAM
jest jeszcze nieznana, aczkolwiek przypuszczalnie biatka te moga uczestniczy¢ w ta-
kich procesach, jak: proteoliza, adhezja komdrkowa, fuzja i sygnalizacja wewnatrz-
komorkowa. Szczegdlnie interesujaca wydaje sig¢ zdolnos¢ niektérych enzymow tej
grupy do uwalniania rozpuszczalnych form czynnikdw wzrostowych i cytokin z ich
form transbtonowych.

Z wielu biatek transbtonowych pehiacych funkcje receptoréw moga by¢ odci-
nane proteolitycznie fragmenty zewnatrzkomorkowe. Przykladowo, rozpuszczalne
formy: TNF i RANKL sa wycinane dzialaniem metaloproteinaz z rodziny ADAM,
CD95L — dziataniem matrylizyny, a EDA, TWEAK, APRIL, BAFF — dziataniem
proteaz z rodziny furyn. Znane sa rozpuszczalne formy receptoréw czynnika mar-
twicy nowotworu/limfotoksyny o (TNF/Lto) o m.cz. 30 kDa i 40 kDa, ktoérych
sekwencja aminokwasowa jest identyczna z zewnatrzkomorkowa cze$cia recepto-
row btonowych p55 i p75. Receptory te petnia niezwykle istotna rolg w regulacji
aktywnosci TNF i Lta. Przede wszystkim stabilizujg aktywna (trimeryczng) formeg
ligandow 1 wydtuzajq ich okres poltrwania w krazeniu (dla TNF z 6 minut do 6 go-
dzin). Sa biatkami przenoszacymi ligandy pomig¢dzy rdéznymi tkankami organizmu.
Stanowia swoisty rezerwuar aktywnych form TNF/Lta, z ktérego cytokiny te moga
by¢ uwalniane w sposob kontrolowany. Wreszcie receptory te obnizaja aktywnos¢
TNF/Lta przez wiazanie ich nadmiaru.

Znanych jest takze wiele rozpuszczalnych form receptoréw innych cytokin,
tworzacych z ligandami swoiste kompleksy, mogace generowac sygnat przez nie-
kompletne receptory. Przyktadowo, receptor IL-6 zbudowany jest z podjednostki a
1 dwoch czasteczek biatka gp130. Udowodniono do$wiadczalnie, ze kompleks IL-6
z rozpuszczalnym receptorem o moze indukowac sygnat w komorkach, w ktorych
ekspresji ulega wytacznie podjednostka gp130, a na ktére sama IL-6 nie dziata. Po-
dobny funkcjonalnie kompleks cytokiny z jej rozpuszczalnym receptorem tworzy
IL-11. Innym przyktadem moze by¢ IL-12, ktora jest heterodimerem zbudowanym
z podjednostki p35 (whasciwa cytokina) i podjednostki p40, bedacej rozpuszczalng
forma receptora tej cytokiny. Na tej podstawie T. Hirano zaproponowat nowy mecha-
nizm dziatania cytokin i czynnikow wzrostowych, ktéry nazwat ,,modelem konwersji
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receptora”, w ktorym kompleks ligand-rozpuszczalny receptor posiada swoisto§é
dzialania odmienna od swoistosci samej cytokiny. Zdolno$¢ do oddziatywania tej
samej cytokiny (czynnika wzrostowego) z roznymi formami czasteczkowymi jej
receptora jest jednym z elementéw decydujacych o funkcjonalnej plejotropii cytokin
1 czynnikow wzrostowych.

2.2.9. Koreceptory

Niektore ligandy do wykazania petnej i specyficznej odpowiedzi komdrki wymagaja
oprocz swoistych receptorow obecnosci dodatkowych biatek, ulokowanych w btonie
komorkowej, okreslanych mianem koreceptorow. Nazwa koreceptor (lub receptor
pomocniczy) jest uzywana w pisSmiennictwie biochemicznym i medycznym w celu
okreslenia biatek lub proteoglikanow btonowych, ktore same nie przenosza sygnatu
zewnatrzkomorkowego przez btong komorkowa. Zgodnie z ogdlnie przyjeta defini-
cja koreceptor wiaze rozpuszczalne ligandy zewnatrzkomérkowe, tworzy kompleksy
ligand—koreceptor—receptor, reguluje powinowactwo liganda do wlasciwego recep-
tora i site sygnalu. W odrdznieniu od pojgcia koreceptor uzywanego w immunologii
w stosunku do tzw. drugiego receptora (np. chemokin), ktéry umozliwia wnikanie
patogenow, czy do wigzania peptydow antygenowych (np. CD4, CDS), koreceptory
omawiane w niniejszym rozdziale sa czasteczkami wspotpracujacymi z receptorami
przekazujacymi sygnat od ligandow rozpuszczalnych. Wyréznia si¢ co najmniej osiem
rodzin tego typu koreceptoréw (Rys. 2.21): receptory neurotrofin z rodziny GDNF
(GFEa1-4), koreceptory niektorych interleukin (IL-2Ra, IL-3Ral, IL-5Ra, IL-6Ra,
IL-11Ra, IL-15Ra, GM-CSRa i CNTFRa), biatka podobne do receptorow LDL
(LRP-1, LRP-5 i LRP-6), koreceptory TGF (endoglina, TGFBRIII), cripto i neurofili-
ny (1-2), glipikany (1-6), syndekany (1-4).
Na istotng fizjologicznie rolg koreceptorow wskazuja nastgpujace fakty:

a) sa czasteczkami konserwatywnymi ewolucyjnie, a ich obecno$¢ stwierdzono
w wielu organizmach zwierzgcych, poczynajac od muszki owocowej, na czto-
wieku konczac;

b) wystepuja powszechnie w btonach komdrkowych, czgsto w liczbie wigkszej
od ich klasycznych partnerow;

c) sa wykorzystywane przez wielofunkcyjne ligandy, takie jak: TGFP, FGF,
VEGF, EGF, neurotrofiny;

d) stwierdzono liczne mutacje i/lub zmieniony ich poziom w wielu stanach
chorobowych.

Typowymi przyktadami ligandow angazujacych koreceptory sa niektore poli-
peptydy zaliczane do czynnikéw wzrostowych, takie jak fibroblastyczne czynniki
wzrostowe (FGFs) czy neurotrofiny z rodziny glejopochodnego czynnika neurotro-
ficznego (GDNF).

Czynniki wzrostowe zaliczane do rodziny FGF (podobnie jak niektore czynniki
EGF-podobne) oddziatuja z sulfonowanymi domenami czasteczek siarczanu hepa-
ranu (HS) powierzchni komorek docelowych, przytaczonymi do czgsci biatkowej
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Rys. 2.21. Schemat budowy glownych osmiu typow koreceptoréw: GRF — koreceptory GDNF,
IL-R — receptor interleukiny, LRP — podobne do receptoréw LDL, TGFBRIII — receptor 111 TGFp,
cripto — koreceptor TGFBR, neurofiliny — koreceptory VEGF (gléwnie VEGF165), glipikany, syn-
dekany — koreceptory o budowie proteoglikanow

proteoglikanéw (HSPG). Koreceptory o budowie proteoglikanéw wystepuja po-
wszechnie w btonach komoérkowych ssakow i dziela si¢ na dwie rodziny: syndykany
(ktory moga tworzy¢ 4 rozne biatka transbtonowe o m.cz. 20-35 kDa) i glipikany
(biatka powierzchniowe, o m.cz 64 kDa, zakotwiczone w btonie przez glikozylo-
fosfatydyloinozytol). HS sa glikozaminoglikanami zbudowanymi z N-acetylowanej
lub N-sulfonowanej glukozoaminy (GlcNAc lub GIcNSO3) i kwasu glukuronowego
(GlcA) lub jego 5-epimeru, kwasu iduronowego (IdoA). HS réznia si¢ dlugoscia
tancucha i zawieraja od 50 do 150 jednostek disacharydowych powiazanych wiaza-
niami a.1-4. Zbudowane sa segmentowo i w kazdym z nich wyrdznia si¢ segmenty

GDNF NRTN ARTN PSPN

GRFa1 GRFa2 GRFa3 GRFo4

Ret Ret Ret Ret

Rys. 2.22. Swoisto$¢ wigzania neurotrofin z rodziny GDNF przez poszczegdlne koreceptory
(GRFa) wspotdziatajace z receptorem Ret. © — domena bogata w cysteing, ® — domena kadheryno-

podobna, m — domena kinazy tyrozynowej
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o wysokim powinowactwie do FGFs. HS wystepuja rowniez w formie zwiazanej
kowalencyjnie z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej (perlekan, agryna). Fi-
broblastyczne czynniki wzrostowe moga takze oddziatywaé z heparyna, wysoko
sulfonowanym polisacharydem, podobnym strukturalnie do siarczanu heparanu i na-
$ladujacym jego dziatanie biologiczne. Heparyna jest jednak syntetyzowana wytacz-
nie przez komorki tuczne tkanki tacznej, a proteoglikany wystepuja praktycznie we
wszystkich tkankach jako sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej lub bton komor-
kowych. HS zabezpieczaja FGFs przed inaktywacja termiczng (bo receptory FGFs
to biatka termolabilne) i przed proteoliza, a zwigzane z biatkami macierzy stanowig
zewnatrzkomorkowy rezerwuar FGFs. W nieobecno$ci HS fibroblastyczne czynniki
wzrostowe moga aktywowacé receptory, lecz tylko w wysokich (niefizjologicznych)
stezeniach, a w wigkszosci badanych komdrek FGFs nie stymuluja lub stabo stymuluja
wzrost komorkowy. Dodanie egzogennego HS do FGFs w st¢zeniach fizjologicznych
podnosi skutecznos$¢ dziatania tych ostatnich 2—3-krotnie. Ustalono, ze w przypadku
FGF1 i FGF2 powstaje kompleks czynnik wzrostowy-receptor—koreceptor o ste-
chiometrii 2: 2: 1. Udowodniono takze, ze HS moga wptywac¢ na swoisto$¢ wiazania
FGF-FGFR w zaleznoéci od struktury ich domen zawierajacych grupy sulfonowe.
Udzial HS w kostymulacji wzrostu méglt wynikac ze stabilizacji wiazania komplek-
sow ligand—-receptor, utatwiania dimeryzacji ligandéw (co umozliwia autofosforyla-
cje receptoréw FGFs) lub stymulacji internalizacji komplekséw ligand—receptor (co
przyspiesza oddziatywania z receptorami niektérych FGFs zlokalizowanymi w blo-
nie jadrowej). Pierwsze dwie hipotezy nie znalazty wystarczajacego potwierdzenia
doswiadczalnego. Chociaz wykazano, ze HSPGs powoduja internalizacj¢ FGF2,
prawdopodobnie jako wynik konstytutywnej endocytozy i obrotu HSPGs. Badania
in vitro pokazaty, ze stgzenia HS 1 FGFs niezbgdne do efektywnej dimeryzacji li-
gandow znacznie przekraczajq stezenie fizjologiczne tych zwiazkow, co praktycznie
wyklucza hipoteze o udziale HS w dimeryzacji FGFs. Sugerowano takze, ze oligo-
sacharyd (HS) krotszy od oktameru nie wiaze krzyzowo liganda i receptora. Takze
te stwierdzenia okazaty si¢ nieprawdziwe, albowiem ujawniono, ze r6zne kompleksy
FGF-FGFR wymagaja HS o odmiennej strukturze. Przyktadowo, oligosacharydy
krotsze od oktamerow aktywowaly kompleksy FGF1-FGFR2IIIb i FGF1-FGFR4,
natomiast tworzenie i aktywacj¢ kompleksow FGF1-FGFR1 i FGF7-FGFR2 wy-
magato obecnosci znacznie dtuzszych polisacharydow. Te zroznicowane wymagania
co do struktury HS odzwierciedlaja réznice w sposobie, w jaki domeny receptoréw
FGFR oddziatujq z ré6znymi glikozaminoglikanami. Natomiast trzecia hipoteza wy-
daje si¢ aktualna. W odroznieniu od wigkszos$ci biatek o aktywno$ci hormonalnej,
w tym takze czynnikéw wzrostowych, odpowiedz mitogenna komoérek na dziatanie
FGFs (niemajacych sekwencji sygnatowej) jest prawdopodobnie zwigzana z obecno-
$cig receptoréw FGFs w btonie ostonki jadrowej. Wykazano, ze zarowno FGF1, jak
1 FGF2 sa obecne we frakcji jadrowej. Ustalono takze, ze efekt egzogennego FGF1
wymaga przeniesienia do jadra i zwigzania z receptorem o wysokim powinowactwie.
Zdolnos¢ ta jest uzalezniona od specyficznej sekwencji FGF1, ulokowanej w poblizu
N-konca tancucha FGF1. Nie wiadomo, czy jadrowe receptory FGFs sa homologicz-
ne do btonowych. Wydaje si¢ mato prawdopodobne, aby mialy wewnatrzjadrowa
strukture identyczna z receptorami blonowymi. Czy aktywnos¢ kinazy tyrozynowe;j
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w obrgbie jadra moglaby pehi¢ identyczng lub podobna role jak w cytoplazmie?
Watpliwe, chociaz niewykluczone. Wyniki wielu dos§wiadczen wskazuja, ze HSPGs
moga regulowaé internalizacje i obrobke FGFs. Co wigcej, wydaje si¢ prawdopo-
dobne, ze HSPGs przyspieszaja jadrowa lokalizacj¢ 1 hamuja wewnatrzkomorkowa
degradacje FGF2. Do dzisiaj jednak nie wiadomo, ktére z wymienionych funkcji
biologicznych HSPG maja znaczenie fizjologiczne.

Wiasciwym receptorem czynnikéw z rodziny GDNF jest kinaza Ret, a kore-
ceptorami sa czasteczki GRF (ang. GDNF receptor family), ktore sa biatkami po-
wierzchniowymi, zakotwiczonymi w btonie komorkowej reszta glikozylofosfaty-
dyloinozytolu (GPI). Znane sg cztery takie koreceptory: GRFa (1-4), oddziatujace
preferencyjnie, odpowiednio z glejopochodnym czynnikiem wzrostu (GDNF), neu-
rytyna (NRTN), arteming (ARTN) i persefing (PSPN) (Rys. 2.22). GFRa1-GFRa.3
zwieraja trzy (a GRFa2 cztery) domeny bogate w cysteing potaczone gigtkimi od-
cinkami tacznikowymi. Ssaczy GFRo4 rozni sig strukturalnie od pozostatych, jest
mniejszy i1 nie posiada N-koncowej domeny cysteinowej. Przyjmuje sig, ze kilkufa-
zowy etap aktywacji kinazy Ret wymaga kolejno: a) zwiazania czynnika wzrosto-
wego z koreceptorem (moze to indukowaé sygnat niezalezny od Ret), b) zwigzania
kompleksu GF—GRF z Ret, inicjujacego dimeryzacje¢ i autofosforylacjg receptorow,
¢) aktywacji kinazy Ret, ktora inicjuje (podobnie jak w przypadku innych RTK)
rézne drogi przekazania sygnalu wewnatrzkomoérkowego (m.in. stymulacj¢ kaskady
kinaz MAP i1 PI3K). Obecnie przyjmuje si¢ dwa alternatywne modele wspodtdziatania
kompleksoéw ligand, GFRa 1 Ret. Jeden zaktada, ze ligand wiaze si¢ do GFRa 1 tak
powstaly kompleks aktywuje Ret. Drugi przyjmuje, ze Ret i GFRa wystepuja w blo-
nie komorkowej w postaci kompleksu, do ktérego przytacza sig ligand. Istotna rolg
w aktywacji kompleksu receptorowego odgrywaja jony wapnia, ktorych zwiazanie
z domena kadherynopodobna Ret jest niezbedne do aktywacji receptora.

2.2.10. Rozmowa receptoréw

Jednym z kluczowych mechanizméw kontrolujacych przekaz sygnatu przez receptory
btonowe jest wymiana informacji migdzy ich efektorowymi fragmentami, okres§lana
w pismiennictwie anglojezycznym jako cross-talk. Pod pojgciem ,,rozmowa recep-
torow” mozna rozumie¢ przynajmniej trzy rodzaje oddziatywan integrujacych rézne
drogi sygnalizacji wewnatrzkomorkowej: heterooligomeryzacje réznych receptorow
tej samej rodziny ligandow, bezposrednie oddziatywania pomigdzy réznego typu
receptorami oraz modulowanie aktywnosci receptorowej roznych ligandow poprzez
zwiazki posredniczace w przekazie sygnatu.

Mozliwos¢ pierwsza najlepiej pokazaé na przyktadzie receptorow rodziny epider-
malnego czynnika wzrostowego (ErbB1-ErbB4). Nalezy wyraznie powiedzie¢, ze
oddziatywanie pojedynczej czasteczki tego typu hormonéw z pojedyncza czasteczka
receptora jest raczej wyjatkiem niz reguta. W rzeczywisto$ci mamy zazwyczaj do czy-
nienia z interakcja rodziny podobnych strukturalnie ligandéw z rodzing receptoréw
o podobnej budowie chemicznej. Oligomeryczna struktura zaktywowanych recep-
torow pozwala na tworzenie zar6wno homo-, jak i heterodimeréw, ktore moga mie¢
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rézny potencjat sygnalizacyjny. Przyktadem takich oddziatywan jest interakcja ligan-
dow zaliczanych do rodziny epidermalnego czynnika wzrostowego (EGF) z rodzina
receptorow ErbB. Podstawowe znaczenie dla specyficzno$ci przekazywania sygnatu
inicjowanego jednym ligandem ma zdolno$¢ ErbB do tworzenia homo- i heterodi-
merow. Poszczegdlne receptory EGF-podobnych czynnikéw wzrostowych ro6znia si¢
zardwno aktywnoscia kinazowa (ErbB3 maja uposledzona aktywnos$¢ kinazowa), jak
1 swoisto$cia wiazania przedstawicieli tej rodziny czynnikéw wzrostowych. Niektore
receptory EGF wiaza wigkszos¢ ligandow omawianej grupy polipeptydow, inne tyl-
ko wybrane. Szczegolnym przypadkiem jest ErtbB2 odkryty jako receptor swoisty dla
neuregulin/heregulin. Okazalo si¢ jednak, Ze receptor ten posredniczy w dzialaniu
EGF-podobnych czynnikow wzrostowych tylko posrednio, poprzez heterodimery-
zacj¢ z innymi biatkami ErbB. W roku 1998 E. Tzahar i Y. Yarden zaproponowali
biwalencyjny model interakcji ErbBs—EGFs. Zgodnie z ta hipoteza kazdy z EGF-po-
dobnych czynnikéw wzrostowych ma dwa miejsca wiazace receptor. Jedno miejsce
wiaze receptor o niskim powinowactwie (np. ErbB2), a drugie receptor o wysokim
powinowactwie (ErbB1, ErbB3 lub ErbB4). Trudno dzi§ powiedzieé¢, czy hipoteza

a EGF BTC HR1 HR1 BTC
TGFa ER HR2 HR2 ER
AR  HB-EG HR3 HR3 HB-EGF

ErbB1  ErbB2 ErbB3 ErbB4
HER1 HER2 HER3 HER4
(EGFR)

b Homodimeryzacja  Heterodimeryzacja

ErbB1 ErbB1 ErbB2 ErbB3

Rys. 2.23. Rodzina receptorow ErbB. Aktywno$¢ kinazowa i wybiorcze wiazanie EGF-podobnych
czynnikow wzrostowych (a), homo- i heterodimeryzacja receptorow ErbB (b). Objasnienia
w tekscie
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ta jest prawdziwa. Faktem jest, ze homodimery ErbB2—ErbB2 i ErbB3—ErbB3 nie
uczestnicza w przekazywaniu sygnatu indukowanego EGFs, natomiast heterodimery
zawierajace ErbB2 i/lub ErbB3 posrednicza w dziataniu wigkszo$ci EGFs. Swoistos$¢
wiazania EGF-podobnych czynnikow wzrostowych oraz przyktady homo- i heterodi-
meryzacji receptorow nalezacych do rodziny ErbB przestawia rysunek 2.23. Istotnym
problemem w wyjasnieniu mechanizmu sygnalizacji transbtonowej jest swoisto$¢
odpowiedzi komorkowej na dzialanie réznych ligandéw EGF-podobnych. Wiado-
mo, ze rézne czynniki wzrostowe dziatajace przez ten sam receptor moga inicjowac
odmienne drogi przekazu sygnatu. Z drugiej strony ten sam ligand moze stymulowacé
odmienna odpowiedz biologiczng w zaleznos$ci od typu receptora, przez ktory dziata.
Niezaleznie od sktadu utworzonego heterodimeru kazdy z tych komplekséw ma roz-
ny zestaw miejsc ulegajacych autofosforylacji, co pozwala na przytaczanie do nich
odmiennych biatek majacych domeny SH2 i/lub PTB. Wielo$¢ ligandéw z rodziny
EGF i tworzenie heterodimeréw pomigdzy réznymi receptorami ErbB wyjasniaja
przynajmniej w czgsci obserwowane réznice w odpowiedzi komorkowej indukowa-
nej przez poszczeg6lne czynniki wzrostowe EGF-podobne.

Przyktadami bezposrednich oddziatywan czgsci efektorowych receptorow btono-
wych moga by¢: oddzialywanie cytoplazmatycznej czgsci GABAR  (receptor jono-
tropowy bramkowany ligandem) z C-koncowym fragmentem receptora D5 dopami-
ny (receptor R7G), oddziatywanie receptoréw Trk (receptory o aktywnosci kinazy
tyrozynowej neurotrofin) z kanatem Na® (receptor jonotropowy), czy fosforylacja
receptora erytropoetyny (receptor cytokin) przez receptor Kit (receptor czynnika SCF
o aktywnosci KT). Kazda z tych interakcji ma inne znaczenie biologiczne. Pierwsza
hamuje aktywno$¢ obu receptoréw i ilustruje mechanizm, w ktorym receptory R7G
moga regulowac przekaz synaptyczny niezaleznie od udziatu biatek G. Druga wska-
zuje na udzial neurotrofin w regulacji potencjatu transbtonowego komorek uktadu
nerwowego. Trzecia dowodzi wspotdziatania miedzy receptorami w regulacji rozni-
cowania komorek krwi.

Ostatnia z wymienionych mozliwosci jest posrednia transmodulacja receptorow.
Znamy juz wiele przyktadoéw takiej sygnalizacji transreceptorowej, obejmujacych
praktycznie wszystkie typy receptorow btonowych i wewnatrzkomorkowych. Ogolny
model takiej rozmowy receptorow zostal zaproponowany przez P.O. Hackela i wsp.
na przyktadzie transmodulacji receptora epidermalnego czynnika wzrostowego
(EGF) przez receptory zwiazane z biatkami G (posrednio przez kinazg biatkowa C),
przez receptory cytokin (za posrednictwem kinaz Jak) i przez receptory jonotropowe
(poprzez zmiang poziomu cytoplazmatycznego okreslonych jondow). Szczegdlnym
przypadkiem transmodulacji aktywnosci receptorowej jest hamowanie aktywnos$ci
transkrypcyjnej AP-1 i NF-kB (czynniki transkrypcyjne) przez receptory jadrowe
hormonow steroidowych, takze o charakterze czynnikdéw transkrypcyjnych i vice
versa. Chociaz bardzo wiele jest jeszcze niejasno$ci, nie ulega watpliwosci, ze roz-
mowa receptorow i bezposrednie oddziatywania na dalszych etapach przekazywania
sygnalu stanowia podstawe zrozumienia ogromnego zroéznicowania odpowiedzi ko-
morkowej na dziatanie ligandow zewnatrzkomorkowych.
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3. Bialka adaptorowe, kotwiczace i dokujace

Réznorodno$¢ informacji niesionej przez czasteczki sygnalowe, mnogos$¢ czasteczek
receptorowych i skomplikowane drogi sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej, a moze
przede wszystkim ograniczony zas6b wiadomos$ci potwierdzonych doswiadczalnie
powoduja, iz nie sposdb wyczerpujaco omowi¢ wszystkie grupy zwiazkow posred-
niczacych w transmisji sygnatu wewnatrzkomorkowego. Dlatego omoéwione ponizej
biatka sa arbitralnym wyborem tych czasteczek, ktérych udziat w odpowiedzi ko-
morki na sygnat zewnatrzkomoérkowy jest w miare dobrze udokumentowany.

W wewnatrzkomorkowy przekaz sygnatu zaangazowanych jest wiele biatek, two-
rzacych poszczegdlne ogniwa tancucha transmisyjnego. Ze wzgledu na odmienna
funkcje petniona przez poszczegolne grupy biatek w przeniesieniu sygnatu wyrdznia
si¢ bialka: adaptorowe (ang. adaptor proteins), kotwiczace (ang. anchoring proteins)
oraz biatka wigzace rownoczesnie wiele ligandow biatkowych, tzw. biatka dokujace
(ang. scaffolding proteins).

Bialka adaptorowe (facznikowe) to biatka uczestniczace w przekazaniu sygnatu
z jednego ogniwa lancucha na drugie, majace domeny mogace wiaza¢ co najmniej
dwa rozne rodzaje biatek sygnatowych. W szerokim znaczeniu biatka kotwiczace
to polipeptydy majace przynajmniej jedna domeng umozliwiajaca im zakotwicze-
nie na okreslonej strukturze innych biatek (lub fosfolipidow). Nazwa ,,biatka ko-
twiczace” okresla si¢ takze mata grupe biatek wystepujaca w zageszczeniach post-
synaptycznych. Biatka dokujace spelniaja funkcje specyficznych portow dla wielu
polipeptydow wspotdziatajacych z soba na okreSlonym etapie przekazania sygnatu
wewnatrzkomorkowego.

Wszystkie tego typu biatka maja charakterystyczne domeny, umozliwiajace im
polaczenie z okreslonymi sekwencjami aminokwasowymi innych biatek.

3.1. Domeny bialkowe

Odpowiedz komdrki na sygnaty zewnatrzkomorkowe, jak i przekaz sygnatow we-
wnatrzkomérkowych sa realizowane i koordynowane przez swoiste oddziatywania
migdzyczasteczkowe, glownie biatko—biatko, biatko—fosfolipid i biatko—-DNA.
Podstawowa role w tych oddziatywaniach graja konserwatywne ewolucyjnie
regiony biatek, okre§lane mianem domen bialkowych. Takie moduly biatkowe zo-
staty wyksztalcone w procesie ewolucji i stuza do rozpoznawania odpowiednich
determinant, eksponowanych na ich partnerach molekularnych. Wykorzystanie
dopasowania tego typu oddziatywan moze posredniczy¢ w regulacji roznorodnych
procesOw biochemicznych i integrowaé wiele réznych szlakéw przekazywania sy-
gnatu. Obecnos¢ kilku domen w jednej czasteczce biatka, jak to zachodzi w biatkach
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adaptorowych i1 kotwiczacych lub w biatkach tworzacych rusztowania, pozwalajace
na réwnoczesne wiazanie wielu ligandow biatkowych (biatka dokujace), umoz-
liwia funkcjonalna integracje zwiazkdéw uczestniczacych w przekazie sygnatu
zewnatrz- i wewnatrzkomorkowego.

Dzisiaj znamy wiele domen biatkowych odpowiedzialnych za interakcje
miegdzyczasteczkowe homo-i heterologiczne, zbudowanych z 40-200 reszt ami-
nokwasowych. Domeny te mozna podzieli¢ na takie, ktore rozpoznaja krotkie
4-10-aminokwasowe sekwencje (SH2, PTB, SH3, WW, EH, EVH, PDZ) lub sa
odpowiedzialne za specyficzne oddziatywania migdzydomenowe (PDZ, DD, DED,
TRAF). W niektorych przypadkach wiazanie okre$lonej domeny do takich sekwen-
cji wymaga wczesniejszej ich fosforylacji na resztach tyrozyny, seryny lub treo-
niny. Znane sa takze domeny biatkowe wiazace swoiscie substraty niebiatkowe.
Przyktadem sa domeny PH, FYVE i PX wiazace fosfolipidy (gtéwnie fosfatydylo-
inozytydy), odpowiedzialne za przybtonowa lokalizacj¢ wielu biatek i/lub taczenie
poszczegdlnych etapdw sygnalizacji wewnatrzkomorkowej. Inna grupe stanowia
domeny posredniczace w interakcji biatko-DNA, takie jak motywy: palca cynko-
wego, zamka leucynowego (moze takze uczestniczy¢é w dimeryzacji czasteczek
biatkowych) czy helisa—skret—helisa.

Znanych jest wiele domen biatkowych odpowiedzialnych za rozpoznanie i wia-
zanie do krotkich sekwencji aminokwasowych innych biatek. Historycznie pierwsza
taka domeng biatkowa, ktdrej przypisano udziat w interakcji biatko—biatko, byta
domena SH2 (ang. Src homology 2), opisana pod koniec lat 80. przez Tony'ego
Pawsona, jako homologiczna sekwencja wystgpujaca w kinazach tyrozynowych
niereceptorowych. Domeny SH2 wystepuja w wielu bialkach cytoplazmatycznych
1 jadrowych, maja zdolno$¢ swoistego wiazania ufosforylowanej tyrozyny, a przez
to zdolno$¢ do wiazania réznych fosfoprotein. Powinowactwo domen SH2 do
peptydow zawierajacych fosfotyrozyne (pY) jest okoto 1000 razy wigksze niz do
tych samych peptydéw defosforylowanych. Obecnoé¢ biatek majacych domeny
SH2 stwierdzono we wszystkich organizmach eukariotycznych poza drozdzami.
Domeny te zbudowane sa z okoto 100 reszt aminokwasowych, z centralnie poto-
zonym motywem zbudowanym z dwéch antyrownolegtych B-struktur oraz dwdch
N- i C-koficowych fragmentéow o-helikalianych, lezacych w swoim bezposrednim
sasiedztwie, powodujac, ze konformacja przestrzenna domeny przybiera strukture
globularna. Domeny SH2 wiaza ufosforylowane biatka, a o swoisto$ci wigzania de-
cyduja sekwencje (3—5 reszt aminokwasowych), zlokalizowane bezposrednio za fos-
fotyrozyna, w kierunku C-konca tancucha peptydowego. Przyktadowo, sekwencje
wiazace domeny SH2: fosfolipazy C to pYIPLPD, kinazy Src — pYYEEI, a biatka
adaptorowego Grb2 — pYVNV. Na podstawie poréwnania sekwencji aminokwaso-
wej ponad 20 ré6znych domen SH2 ustalono, ze motyw wiazacy fosfoproteiny zbu-
dowany jest z -GNGpYXXXSPLLL-, gdzie X oznacza dowolny aminokwas poza
cysteing i tryptofanem. Podstawienie jednego z aminokwasow sekwencji wiazacej
domeng SH2 innym moze zmienia¢ charakter sygnatu przekazywanego przez biatka
uczestniczace w tym procesie, a w konsekwencji patologiczng odpowiedz komorki.
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Domeny PTB (ang. phosphotyrosine-binding) zostaty opisane poczatkowo jako
domeny funkcjonalnie homologiczne z domenami SH2, stad ich nazwa — domeny
wiazace fosfotyrozyng. Cecha charakterystyczna, odr6zniajacqa domeny PTB od SH2,
jest sposob rozpoznawania biatek docelowych. Odmiennie od domen SH2 domeny
PTB rozpoznaja do pigciu reszt aminokwasowych, poprzedzajacych fosfotyrozyne,
liczac od N-konca peptydu. Obecnie wiadomo, Ze tylko niektore z biatek zawiera-
jacych domeny PTB (m.in. biatka adaptorowe: Shc i IRS) wiaza biatka docelowe
W sposob zalezny od ich fosforylacji.

Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne niektorzy autorzy zaliczaja domeny
PTB i PH do jednej superrodziny domen PH/PTB (zob. ponizej). Domeny PTB
w tym uktadzie stanowia mniejszo$¢ (okoto 60 biatek czlowieka). Przyjmuje sig,
ze rozpoznaja sekwencj¢ -NPX(pY/Y/F)- zlokalizowana zazwyczaj w rejonie przy-
btonowym biatek transbtonowych. Domena ta nie wykazuje preferencji do fosfo-
tyrozyny w wielu biatkach. Przyktadowo, domena PTB receptora IL-4 wiaze si¢
z wigksza sekwencja -GNPApYRS-, a domena PTB biatka ARH wiaze sekwencjg
zawierajaca motyw -IFDNPVYQKTT-. Ostatnio udowodniono, ze przynajmniej
niektére domeny PTB wiaza fosfoinozytydy, np. domena PTB biatka adaptorowego
Shc wiaze sekwencj¢ -HIIENPQpYFSDA- receptora neurotrofiny oraz fosfatydy-
loinozytolo(4,5)-difosforan (PtdIns(4,5)P,) i fosfatydyloinozytolo(4)monofosforan
(PtdIns(4)P).

Domeny SH3 to konserwatywne ewolucyjnie sekwencje aminokwasowe zbu-
dowane z 50-75 reszt aminokwasowych, wykazujace zdolno$¢ wiazania biatek za-
wierajacych charakterystyczne, krotkie sekwencje aminokwasowe, bogate w pro-
ling 1 aminokwasy hydrofobowe. Typowym motywem takich sekwencji jest uktad
-P-X-X-P-, flankowany innymi aminokwasami, gldwnie hydrofobowymi, tworza-
cy lewoskretng helisg typu II. W rzeczywistosci domeny SH3 rozpoznaja 1 wiaza
wszystkie aminokwasy, w ktorych azot a-aminowy jest podstawiony amidowo,
lecz jedynym takim aminokwasem biatkowym jest prolina. Podstawowa rolg do-
men SH3 jest tworzenie (czgsto w kooperacji z innymi domenami) funkcjonalnych,
oligomerycznych komplekséw biatkowych, w okreslonych przedziatach komor-
kowych. Biatka moga posiada¢ wiele domen SH3, potencjalnie umozliwiajacych
wiazanie wielu ligandow. Fosforylacja seryny w domenach SH3 (i PDZ) powoduje
odlaczenie bialek sygnatowych, w przeciwienstwie do autofosforylacji receptoréw
o aktywnosci kinaz tyrozynowych, ktora promuje przytaczanie ich fosfotyrozyn do
domen SH2 innych biatek sygnatowych. Biatka z domenami SH3 sg sktadnikami
wszystkich organizméw eukariotycznych.

Domeny WW to 35-40-aminokwasowe sekwencje zawierajace dwie reszty
tryptofanowe (stad nazwa WW) rozdzielone inercja 20-22 reszt aminokwasowych.
Rozpoznaja sekwencje kilkuaminokwasowe bogate w proling i/lub fosfoseryng /fos-
fotreoning. Wyro6znia si¢ cztery grupy (klasy) domen WW: I (PPXY), II (PPLP),
III (oligo-P[R/K]), IV (XXX[pS/pT]P). Wystepuja w biatkach wszystkich organi-
zmow eukariotycznych.
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SH2 (ang. Src homology 2), homologiczna do regionu 2 Src, zbudowana
z okoto 100 aa

Wystgpowanie: wszystkie organizmy eukariotyczne oprocz drozdzy
Wiazane sekwencje: 3—5 reszt aminokwasowych po fosfotyrozynie

PTB (ang. phosphotyrosine-binding), wiazaca fosfotyrozyng, zbudowana
z okoto 160 aa

Wystgpowanie: wszystkie organizmy eukariotyczne oprocz drozdzy
Wiazane sekwencje: do 5 reszt aminokwasowych przed fosfotyrozyna

SH3 (ang. Src homology 3), homologiczna do regionu 3 Src, zbudowana
z okoto 60 aa

Wystepowanie: wszystkie organizmy eukariotyczne

Wiazane sekwencje: kilkuaminokwasowe, bogate w proling (typowa PXXP)
flankowane aminokwasami hydrofobowymi, dzielone na dwie klasy I'i II
WW (dwie reszty tryptofanowe W), zbudowana z okoto 35 aa
Wystepowanie: wszystkie organizmy eukariotyczne

Wiazane sekwencje: oligoprolinowe i/lub zawierajace fosfoseryng badz fos-
fotreoning, dzielone na cztery klasy: I (PPXY), IT (PPLP), III (oligo-P[R/K]),
IV (XXX[pS/pT]P)

Do domen wiazacych motywy prolinowe naleza takze domeny EH rozpoznajace
krotkie sekwencje -Asn-Pro-Phe- i domeny EVHI, wiazace sekwencje kilkuproli-
nowe. Przyktadowo, domena EVH1 biatka Akt rozpoznaje i wiaze sekwencje amino-
kwasowe (E/D)FPPPPX(D/E). Domeny tego typu kompleksuja biatka cytoszkieletu,
takie jak zyksyna i winkulina.

Jak juz wspomniano, domeny WW wiaza takze bialka zawierajace fosfoseryng
lub fosfotreoning, a liczba tego typu domen jest prawdopodobnie znacznie wigksza.
Do motywow wiazacych fosfoseryng i fosfotreoning naleza m.in. zbudowane z okoto
75 aminokwasow domeny FHA (ang. Forkhead-associated), wystepujace gtownie
w kinazach i fosfatazach biatkowych oraz w niektorych czynnikach transkrypcyjnych.
Charakterystyczna cecha domen PDZ (ang. postsynaptic density protein, disc-large,
zo-1) jest rozpoznawanie krotkich sekwencji aminokwasowych zawierajacych seryng
lub treoning, usytuowanych w pozycji 24, liczac od C-konca tancucha peptydowe-
go wigzanego biatka. Przyktadowo, biatka wielu kanatow jonowych maja sekwencje
-E-(S/T)-D-V. Oddziatywanie tej sekwencji z domeng PDZ innych biatek moze by¢
regulowane na drodze fosforylacji, poniewaz aminokwasem w pozycji 2 jest hydro-
ksyaminokwas. Inng wlasciwoscia domen PDZ jest zdolno$¢ do wzajemnej asocjaciji,
co pozwala zaliczy¢ te domeny takze do grupy domen rozpoznajacych domeny. Znane
sa biatka majace kilka (do 7) domen PDZ, co ma okreslone konsekwencje funkcjonalne.
Po pierwsze, pozwala na homotropowe oddziatywania pomi¢dzy domenami PDZ jed-
nego bialka, jak i heterotropowe pomi¢dzy domenami PDZ réznych biatek. Umozliwia
to tworzenie funkcjonalnych komplekséw biatkowych w okreslonych przestrzeniach
komorki. Po drugie, biatka zawierajace domeny PDZ maja czgsto takze inne domeny
wiazace (np. SH3) lub katalityczne (np. fosfatazy tyrozynowej lub syntazy NO), co ma
podstawowe znaczenie w przenoszeniu sygnatu wewnatrzkomorkowego.
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Rys. 3.1. Domeny biatkowe (SH2, PTB, SH3, WW, EH) wiazace przyktadowe krotkie sekwencje
aminokwasowe oraz sekwencje wiazane przez biatka 14-3-3

Dlatego interakcja domen PDZ moze zar6wno koordynowa¢ lokalizacjg¢ subko-
morkowa, posredniczy¢ w wiazaniu okreslonych bialek do receptoréw i kanatéw
jonowych, uczestniczy¢ w tworzeniu potaczen z cytoszkieletem, jak i bra¢ udziat
w sygnalizacji wewnatrzkomorkowej. Funkcjonalna swoisto$¢ wybranych domen
rozpoznajacych okreslone sekwencje aminokwasowe przedstawia rysunek 3.1.

Jedna z najbardziej charakterystycznych i najlepiej poznanych domen wiazacych
podobne domeny w innych bialkach jest superrodzina domen DD (Tabela 6). Naj-
wczesniej zostaly scharakteryzowane sekwencje zbudowane z okoto 80 aminokwa-
sOw 1 nazywane ,,domenami $mierci” (DD, ang. death domain). Uzasadnieniem ich
nazwy byta obserwacja, ze obecno$¢ tych domen jest konieczna i wystarczajaca do
przekazania sygnatu do apoptozy. Z funkcjonalnego punktu widzenia domeny te sa
przyktadem struktur biatkowych odpowiedzialnych za autoasocjacj¢ (wzajemna aso-
cjacje podobnych domen). Podstawowa rola DD jest umozliwienie asocjacji biatek
majacych podobne domeny, uczestniczacych w przekazaniu sygnalu od receptora
do odpowiednich uktadow efektorowych, gldwnie biatek adaptorowych FADD (ang.
Fas associated death domain), TRADD (ang. TNFR associated death domain) i RIP
(ang. receptor interacting protein).

Tabela 6. Superrodzina ,,domen $mierci”

Nazwa domeny Akronim |Liczba |Przyktadowe biatka

biatek*
Domena $mierci DD > 220 |TNFR1, Fas, FADD, MyD88
Efektorowa domena smierci |DED > 40 |Kaspazy 8, 10, FADD, FLIPs
Domena wigzaca kaspazy CARD >130 |Kaspazy 1, 2,4, 9, 12, APAF1
Domena biatka piryny PYD > 60 |Biatko piryn, NALP-12, ASC

* liczba znanych bialek zawierajacych t¢ domeng
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Domeny DED (ang. death effector domain), czyli efektorowe domeny $mierci,
sa podobnie jak domeny DD odpowiedzialne za asocjacje biatek uczestniczacych
w przekazie sygnatu do apoptozy. Wystepuja w biatkach adaptorowych, takich jak
FADD. DED sa swoistym przyktadem domen okre§lanych skrotem CARD (ang.
caspase recriutment domain), ktore znaleziono w wielu kaspazach (2, 8, 9 1 10).
Rola biologiczna tego typu domen polega na ich udziale w asocjacji biatek ada-
ptorowych z kaspazami w przekazie sygnatu do apoptozy. Superrodzing biatek
z domena $mierci uzupetniaja biatka zawierajace domen¢ PYD, znaleziona po raz
pierwszy w biatku pirynie.

Fosfolipidy zbudowane z diacyloglicerolu (DAG) i polarnej glowy: fosfatydy-
locholina (PtdChol), fosfatydyloseryna (PtdSer), fosfatydyloetanoloamina (PtdEt),
fosfatydyloinozytole (PtdIns) i kwas fosfatydowy (PA) reprezentuja wigkszos¢
sktadnikoéw lipidowych btony komoérkowej. Fosfoinozytydy (mono- i oligofosfora-
ny fosfatydyloinozytoli PtdInsP ) odgrywaja istotna rolg w przeniesieniu sygnatu
wewnatrzkomorkowego, przede wszystkim dlatego, ze wiele biatek posiada domeny
wiazace te lipidy. Gtownie, ale nie jedynie, za oddzialywania biatko—fosfolipid od-
powiadaja domeny PH, FYVE i PX.

PH — plecstrin homology (homologiczna do okoto 100 aa w plekstrynie)
Wiazane lipidy: r6zne fosforany fosfatydyloinozytoli

FYVE - Fabl, YOTB, Vacl, EEA (biatka eukariotyczne zawierajace pal-
ce cynkowe, uczestniczace w metabolizmie fosfoinozytydéw), zbudowana
z okoto 70 aa

Wiazane lipidy: fosfatydyloinozytolo-3-fosforan (PtdIns(3)P)

PX — phagocyte oxidase NADPH (Phox): podobna do dwoch podjednostek
oksydazy NADPH (p40phox i p47phox), zbudowana z okoto 130 aa
Wiazane lipidy: rozpoznajaca gtownie PtdIns(3)P, ale takze: PtdIns(3,4)P2,
Ptdins(3,5)P2, PtdIns(3,4,5)P3

Obecno$¢ domeny PH stwierdzono w réznych biatkach sygnatowych i nazwano
poprzez podobienstwo sekwencji tej domeny z okoto 100-aminokwasowym rejonem
plekstryny, glownego substratu PLC w ptytkach krwi. Rodzina domen PH jest duza
i liczy u cztowieka 288 domen stwierdzonych w 247 biatkach. Swoisto$¢ wiazania
nie jest absolutna. Znane ligandy domeny PH to nie tylko rézne fosfoinozytydy, lecz
takze bialka. Ponadto wiaze sig stabo i nieswoiscie z kwasem fosfatydowym. Wybra-
ne ligandy i powinowactwo do nich przedstawia tabela 7.

Wiele bialek majacych domeny PH zawiera takze domeny SH2 1 SH3, co umoz-
liwia im uczestnictwo w przekazie sygnatu od receptoréw o aktywnosci kinaz ty-
rozynowych na wewnatrzkomorkowe uktady efektorowe. Podobnie domeny FYVE
wigza swoiscie fosfoinozytydy i posrednicza glownie w dziataniu kinaz fosfatydy-
loinozytoli. W przypadku produktoéw kinazy 3-fosfoinozytydéw (PI3K) domena PH
wykazuje wigksze powinowactwo do PI-3,4-P, lub PI-3,4,5-P,, a domena FYVE do
PI-3-P. W komérkach ssakow fosfatydem wystepujacym w najwigkszych ilosciach
jest PI-3-P, na ktérym moga zakotwiczaé si¢ bialka majace domeng FYVE. Taki
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motyw maja takze niektore biatka funkcjonalnie zwigzane z wewngtrzna powierzch-
nig btony komoérkowej, np. biatko SARA, uczestniczace w aktywacji czynnikéw
transkrypcyjnych Smad (rozdziat 3.3).

Tabela 7. Przyktadowe ligandy wiazane swoiscie przez domeng PH

Biatko Wiazany ligand

Plekstryna Ins(1,3,4)P,

Grp1 Ins(1,4,5)P,

Ins(1,3,4,5)P,

PDK1 PtdIns(3)P

Ptdins(3,4)P,

PtdIns(3,4,5)P

3

PKB/Akt Ins(1,4,5)P,

Ptdins(3,4,5)P

3

DAPP1 Ins(1,3,4)P,

Ins(1,3,4,5)P,

Molekularny mechanizm wigzania fosfoinozytydéow przez domeny PH i FYVE
nie jest do konca jasny. Przyjmuje sig, ze gtdéwna role odrywaja oddziatywania ujem-
nie natadowanych reszt fosforanowych fosfoinozytolu z obdarzonymi dodatnim ta-
dunkiem grupami aminowymi, amidowymi i iminowymi aminokwaso6w zasadowych
(Lys, His, Arg) ww. domen biatkowych.

3.2. Bialka adaptorowe

Typowe bialka adaptorowe (tacznikowe) to polipeptydy zawierajace co najmniej
dwie rozne domeny biatkowe odpowiedzialne za interakcj¢ miedzyczasteczkowa
i/lub swoiste sekwencje aminokwasowe wiazace okreslone domeny biatkowe. Taka
budowa tych bialek sprawia, ze sa zwiazkami niezbednymi w tancuchu czasteczek
przekazujacych sygnat, taczac dwa sasiednie ogniwa tego tancucha.

Typowymi przedstawicielami biatek adaptorowych sa biatka Grb (ang. growth
factor receptor-bound). Najlepiej opisane biatko tej rodziny Grb2 zawiera jedna do-
men¢ SH2 i dwie domeny SH3 (Rys. 3.2). Wykazano, ze biatko to asocjuje m.in.
z receptorami EGF 1 PDGF w sposob zalezny od wiazania liganda, zarowno in vitro,
jak i in vivo. W asocjacji Grb2 z receptorem uczestniczy jego domena SH2, a proces
ten jest $cisle zalezny od autofosforylacji receptora. Z drugiej strony Grb2 wiaze si¢
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Grb2 I 1 1m

SH3  SH2 SH3

PLCy[e I T THE 1o ]
PH SH2 SH2 SH3 PH
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SH3 SH2

Rys. 3.2. Domenowa budowa biatka adaptorowego Grb2 i biatek zakotwiczajacych o aktywnoS$ci
enzymatycznej: PLCy i Src. DE — domena enzymatyczna, SH2 i SH3 — domeny wiazace krotkie
fragmenty aminokwasowe, PH — domena rozpoznajaca fosfoinozytydy

swoimi domenami SH3 z biatkiem stymulujacym wymiang nukleotydéw guanino-
wych (GEF) i w ten sposob aktywuje biatka Ras (rozdziat 4.2). Z kolei aktywacja
biatek Ras powoduje uruchomienie kaskady reakcji enzymatycznych, uczestnicza-
cych w dalszych etapach przekazywania sygnatu.

Innymi przedstawicielami tego typu biatek adaptorowych sg biatka Shc. Scharak-
teryzowano dotad trzy izoformy biatek Shc (ang. Src homology collagen) o m.cz. 46,
52166 kDa. Biatka Shc zawieraja domeng SH2 przy C-koncu tancucha peptydowego
i domeng PTB przy N-koncu czasteczki. Biatka te posrednicza m.in. w przekazaniu
sygnatu od receptoroéw insuliny, NGF, EGF i PDGF. Zwiazanie liganda z receptorem
powoduje fosforylacje biatek She na tyrozynie, ktora staje si¢ miejscem wigzania
domen SH2 innych biatek (np. Grb2).

Biatkami adaptorowymi pos$redniczacymi w przekazaniu sygnatu od receptorow in-
suliny i insulinopodobnego czynnika wzrostowego typu I (IGFI) sg biatka IRS. Znane
sa cztery biatka zaliczane do rodziny IRS (ang. insulin receptor substrate), oznaczane
cyframi od 1 do 4. Pierwsze z nich IRS1 zostalo wykryte w stymulowanych insuli-
na komdrkach watrobiaka, po precypitacji przeciwciatami dla fosfotyrozyny (znane
jako biatko pp185). W roku 1991 sklonowano gen tego biatka, a samo biatko nazwano
substratem receptora insuliny 1. Cztery lata po6zniej sklonowano gen IRS2. W wielu
tkankach (m.in. w watrobie, mig$niach i tkance thuszczowej) obserwuje si¢ koekspresje
genow IRS111IRS2. Geny dwu dalszych biatek IRS3 i IRS4 opisano w roku 1997. IRS3
jest substratem kinazy receptora insuliny w adipocytach, a obecno$¢ IRS4 wykryto
w komorkach embrionalnych ludzkiej nerki (HEK). Mimo znacznych rdznic w wielko-
$ci czasteczek poszczegdlnych biatek IRS, wszystkie wykazujq wiele cech wspolnych,
w tym obecno$¢ domen PH i PTB oraz wielu potencjalnych miejsc fosforylacji. Podsta-
wowa funkcja biologiczna IRS1 1 IRS2 jest udziat w stymulowanym insuling metaboli-
zmie glukozy, natomiast rola fizjologiczna IRS3 i IRS4 jest niejasna. Najlepiej zbadane
biatko IRS1 posiada domeng PTB, ktora swoiscie rozpoznaje i wiaze sekwencj¢g NPXY
receptora insuliny, a oddziatywanie IRS—receptor w bezposrednim sasiedztwie btony
komorkowe;j stabilizuje wiazanie domeny PH z fosfolipidami btony. Wiazanie IRS1 do
receptora nie wymaga wczesniejszej fosforylacji reszty tyrozynowej w tym module.
IRS1 zawiera co najmniej 20 potencjalnych miejsc fosforylacji tyrozyny, w tym szesé
w motywie YMXM i trzy w motywie Y XXM. Wykazano, ze przynajmniej osiem z tych
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Rys. 3.3. Budowa domenowa i lokalizacja komérkowa biatka IRS oraz mozliwos$ci wigzania in-
nych biatek adaptorowych (np. Nck) i kotwiczacych (np. SHP2 i PI3K) po fosforylacji tyrozyn
biatka IRS przez receptor IGFIR

tyrozyn ulega fosforylacji przez kinazg aktywowanego zwiazaniem liganda receptora
insuliny. Fosfotyrozyny staja si¢ nowymi miejscami dokowania dla bialek majacych
domeny SH2 i PTB, np. PI3K, Grb2, SHP2 (Rys. 3.3), ktére z kolei moga aktywowaé
rézne drogi sygnalizacji wewnatrzkomorkowej. Biatko IRS1 zawiera takze ponad 30
reszt seryny i treoniny, mogacych ulega¢ fosforylacji pod dziataniem kinaz serynowo-
-treoninowych. Prawdopodobnie fosforylacja niektorych z tych reszt jest odpowie-
dzialna za hamowanie przekazu sygnatu insulinowego.

Swoistymi przedstawicielami biatek adaptorowych sa biatka 14-3-3 (Rys. 3.1).
Sa to wielofunkcyjne biatka (m.cz. okoto 30 kDa) homo- lub heterodimeryczne
obecne w organizmach eukariotycznych. Kazdy z monomerow zbudowany jest
z dziewigciu (A-I) przeciwrownoleglych helis, polaczonych krotkimi pegtlami.
W tworzeniu dimeru uczestnicza helisy A i B jednego monomeru i helisy C i D
drugiego. Kazdy monomer moze wigza¢ jedna domeng fosfoproteiny. Nazwa po-
chodzi od wzoru migracji otrzymanego w wyniku ich frakcjonowania metodami
dwukierunkowej chromatoelektroforezy: chromatografii cienkowarstwowej na
DEAE-celulozie i cienkowarstwowej elektroforezy w zelu skrobiowym. U czlowie-
ka stwierdzono obecno$¢ dziewigeiu rodzajow tych biatek: B3, v, €, v, 8, 1, € (oprocz
ufosforylowanych a i ¢) nazwanych na podstawie kolejnosci wyptywu z kolumny
chromatograficznej z wykorzystaniem wysokorozdzielczej chromatografii z odwro-
cong faza. Rozne izoformy stwierdzono w organizmach kregowcow, drozdzy, nicie-
ni, owadow, a takze u roslin. Biatka te wystgpuja gldwnie w cytozolu, ale réwniez
w jadrze komorkowym i w btonie komorkowe;.

Posrednicza one w przekazie sygnatu pomigdzy réznymi elementami sygnali-
zacji wewnatrzkomorkowej. Przypuszcza sig, ze moga uczestniczy¢ w sygnatach
odbieranych od receptoréw o aktywnosci kinaz tyrozynowych, receptoréw asocju-
jacych z biatkami G (GPCR), receptorow asocjujacych z kinazami tyrozynowymi
niereceptorowymi, receptoré6w jonotropowych, a nawet od receptorow wewnatrz-
komoérkowych. Ich ligandami moga by¢ takze kinazy i fosfatazy bialkowe, biatka
z rodziny Bcl-2, biatka cytoszkieletu i czynniki transkrypcyjne. Takie wlasciwosci
biatek 14-3-3 powoduja, ze moga one odgrywaé wazna rolg¢ w regulacji bardzo wielu
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procesow wewnatrzkomoérkowych. Maja bowiem domeny pozwalajace na wiaza-
nie charakterystycznych motywéw R- (S/Ar)-B-pS-X-P lub R-X(Ar)-B-pS-X-P
obecnych w biatkach przez nie wigzanych (znanych jest ponad 200 takich biatek),
gdzie R — Arg, S — Ser, B — aminokwas zasadowy, X —aminokwas dowolny, Ar — ami-
nokwas aromatyczny, P — prolina. Moga si¢ wiazac takze z biatkami nieufosforylo-
wanymi, ale w tym przypadku musza one mie¢ motyw RSX(, ,) lub palec cynkowy.
Aktywna forma tych biatek sa homo- lub heterodimery.

Do biatek adaptorowych zaliczane sa takze niektore podjednostki regulatorowe
enzymow. Klasycznym przyktadem jest podjednostka p85 kinazy 3-fosfoinozytydow
(PI3K), majaca dwie domeny SH2, umozliwiajace jej posredniczenie w stymulowa-
nej kinazami tyrozynowymi aktywacji podjednostki katalitycznej p110 tego enzymu.
Typowymi biatkami adaptorowymi sa rowniez biatka FADD i TRADD, ktorych
udziat w przekazie sygnatu oparty jest na oddziatywaniu domen homologicznych
DD i DED. Ich rola biologiczna w przekazywaniu sygnatu do apoptozy zostata udo-
wodniona do$wiadczalnie.

3.3. Bialka kotwiczace

Do typowych bialek kotwiczacych naleza polipeptydy majace w swej strukturze do-
meny odpowiedzialne za ich okre$lona lokalizacje komdorkowa. Naleza do nich biatka
wigzace si¢ z biatkami transbtonowymi, jak: kinazy tyrozynowe niereceptorowe czy
okreslone enzymy wiazace si¢ z receptorami o aktywnosci kinaz biatkowych tyrozy-
nowych, takie jak: fosfolipaza Cy, kinaza fosfatydylo-3-inozytoli i biatka aktywujace
GTP-azg, poprzez swoje domeny SH2. Schemat budowy wybranych biatek kotwicza-
cych o aktywnosci enzymatycznej przedstawia rysunek 3.2. Biatkami kotwiczacymi
sa rowniez polipeptydy majace domeny PH lub FYVE (np. biatko SARA lub kinaza
biatkowa B), ktore umozliwiaja im asocjacj¢ z fosfolipidami btony komoérkowe;.

SARA (ang. Smad anchor for activation) jest typowym biatkiem kotwiczacym
bialka Smad. Biatko to jest zasocjowane (zakotwiczone) z fosfolipidami wewngtrz-
nej powierzchni blony komorkowej przez domeng wiazaca fosfolipidy — FYVE
1 uczestniczy w przekazaniu sygnalu wewnatrzkomorkowego od receptora TGFp.
SARA prezentuje biatka R-Smad receptorowi TGF typu I 1 tworzy przejSciowy
kompleks RTGFpI-niefosforylowane biatka Smad-SARA. SARA nie wiaze biatek
Smadl, Smad4 i I-Smad. Biatka R-Smad oddzialuja bezposrednio z aktywowanym
receptorem typu I. Po ufosforylowaniu Smad2 i Smad3 przez kinazg receptora biatka
te oraz SARA oddysocjowuja od receptora. Fosforylacja R-Smad znosi autoinhibi-
cyjna interakcj¢ pomigdzy domenami MH1 oraz MH2 i umozliwia wigzanie R-Smad
do Smad4 (Co-Smad) przez ich domeny MH2. Uwolniona SARA jest zdolna do wia-
zania nastgpnych czasteczek R-Smad. Ekspresja i lokalizacja wewnatrzkomoérkowa
SARA jest istotnym elementem regulacji swoistosci i szybkosci aktywacji R-Smad.
Nie wiadomo, czy istnieja inne SARA-podobne czasteczki o specyficznoéci wiazania
innych przedstawicieli rodziny biatek R-Smad.

Takze niektore cytoplazmatyczne czynniki transkrypcyjne (STAT, Smad) maja
charakter biatek kotwiczacych (rozdziat 8).
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3.4. Bialka dokujace

Biatka dokujace to polipeptydy majace kilka miejsc wiazacych roézne biatka. Zazwy-
czaj wigza one enzymy jednego szlaku przekazania sygnatu (Rys. 3.4). Dobrze pozna-
ne sa biatka dokujace dla kinaz MAP, zaré6wno u ssakdw, jak i nizszych Eukaryota.
W komorkach ssakéw biatka JIP (ang. JNK interacting protein) funkcjonuja jako
czasteczki wigzace szereg biatek posredniczacych w aktywowanej stresem drodze

e

BIALKO YOTIAO

BIALKO JIP

Rys. 3.4. Przyktady biatek dokujacych JIP i Yotiao. MAPKKK/MAPKK/MAPK - kaskada kinaz
MAP, PKA — kinaza biatkowa A, PP1 — fosfataza biatkowa 1, NMADR — kanat jonowy regulowany
asparaginianem, PH — domena wiazaca lipidy

Cyklaza
adenylanowa

I
|
v
+--- cAMP

PDE4D
3 komérkowe

Rys. 3.5. Integracja sygnatow inicjowanych przez receptory btonowe (KT i GPCR), realizowana
poprzez aktywacj¢ biatek G, cyklazy adenylanowej i kaskady kinaz MAP (Raf, MEK, Erk) z re-
gulacja aktywnosci kanalu wapniowego (RyR), realizowang przez ulokowany w btonie jadrowej
kompleks biatkowy (PKA, Epac, PDE4D3, PP2), z centralna rola biatka AKAP
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aktywacji kinaz JNK (ang. c-Jun amnio-terminal kinase). Znane sa trzy tego typu
biatka dokujace (JIP1-3). JIP1 i JIP2 sa pokrewnymi biatkami, ktore maja oddzielne
miejsca wiazace dla JNK 1 kaskady kinaz biatkowych sekwencyjnie regulujacych jej
aktywnos¢: kinazy MKK7 (MAPKK) i kinazy MLK3 (MAPKKK) (Rys. 3.4). JIP3
jest strukturalnie niepodobne do JIP1 i JIP2, ale tak samo jak te ostatnie wiaze kinazy
kaskady MAP. Bialka te maja zlokalizowane przy C-koncu tancucha polipeptydo-
wego domeny PTB i SH3 umozliwiajace ich wewnatrzkomorkowa lokalizacje¢ lub
asocjacje¢ z innymi biatkami sygnalowymi. Biatka JIP moga tworzy¢ homo- i hetero-
oligomeryczne kompleksy w cytoplazmie i w ten sposob posredniczy¢ w aktywacji
kinaz JNK. Przypuszcza sig, ze biatka JIP nie tylko umozliwiaja odpowiednig loka-
lizacje¢ subkomoérkowa (lub dynamiczna zmiang lokalizacji) komplekséw kaskady
kinaz JNK, lecz takze zwigkszaja efektywnos$¢ aktywacji enzymatycznej przez miej-
scowe podniesienie ich st¢zenia oraz odpowiednie dopasowanie strukturalne JNK
w procesie podwojnej fosforylacji (zob. kinazy MAP). Podobna do biatek JIP rolg
doku dla kaskady kinaz Erk przypisuje si¢ biatku MP1.

Biatka dokujace moga posredniczy¢ takze w regulacji aktywnosci enzymow
o przeciwstawnym dziataniu, np. kinaz i fosfataz biatkowych. Takimi czasteczkami
dokujacymi sg biatka AKAP (ang. A-kinase-associated protein). Bialka te wystepuja
powszechnie w organizmach eukariotycznych, poczynajac od C. elegant i muszki
owocowej, na cztowieku konczac. Wyjatkiem sa drozdze, w ktorych nie stwierdzono
obecnosci biatlek AKAP. Wszystkie te biatka mimo ograniczonego podobienstwa
sekwencji aminokwasowej zawieraja motyw okoto 24 reszt aminokwasowych, od-
powiedzialnych za wigzanie podjednostek regulacyjnych kinazy biatkowej A (PKA),
stad ich nazwa. PKA jest zaangazowana w wiele réwnoleglych drog sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej, co wymaga odpowiednich mechanizméw regulujacych
jej aktywno$¢ w odpowiednim miejscu i czasie. Jednym z nich jest odpowiednia
kompartmentacja PKA, ktora zapewniaja jej biatka AKAP. Specyficznos¢ zakotwi-
czenia AKAP w roznych strukturach subkomoérkowych (wewngtrzna cze$¢ btony
komoérkowej, btony: mitochondrium, retikulum endoplazamtycznego i jadra) zalezy
gtownie od ich struktury (obecnos¢ domen zasadowych i spektrynopodobnych) Iub
modyfikacji potranslacyjnych (mirystylacja, palmitynacja). Charakterystyczna cecha
biatek AKAP jest zdolno$¢ do wiazania wielu enzyméow. Koordynuja one dziatanie
kinaz biatkowych (PKA, PKC) i fosfataz biatkowych (PP1, PP2B) serynowo-treoni-
nowych (np. biatko AKAP79). Biatka AKAP sa rodzing okoto 30 duzych polipep-
tydow (m.cz. okoto 200 kDa), ktére majq miejsca wiazace r6zne kinazy i fosfatazy
oraz motywy pozwalajace na zakotwiczenie powstalych kompleksow w okreslonych
przedziatach subkomoérkowych. Ponadto biatka AKAP wiaza kinazy i fosfatazy
biatkowe bezposrednio z ich aktywatorami i/lub substratami. Typowym przyktadem
tego typu bialek dokujacych jest biatko Yotiao (Rys. 3.4), zlokalizowane przy we-
wngetrznej powierzchni btony komoérkowej, ktore z jednej strony wiaze podjednostke
regulatorowa kinazy biatkowej A i fosfataz¢ biatkowa PP1, a z drugiej podjednostke
NR1A receptora asparaginianu NMDA (ang. N-methyl-D-asparate). Kompleks ten
jest jednym z wielu zwiazanych z tym receptorem, wiadomo bowiem, ze ponad 50
biatek uczestniczy w przekazie sygnatu od receptora NMDA, a organizacja biatek
zaangazowanych w wewnatrzkomorkowy przekaz sygnatu od receptora blonowego
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w bardziej lub mniej ztozone kompleksy jest raczej reguta niz wyjatkiem. Interesu-
jacym przyktadem duzego kompleksu z udziatem biatek AKAP jest biatko mAKAP
(ang. muscle A kinase-anchoring protein), zaangazowane w wewnatrzkomorkowy
przekaz sygnatu plejotropowego (Rys. 3.5). Kompleks ten ulokowany przy btonie
jadrowej (miocytow i neuronow) taczy trzy biatka wiazace cAMP: PKA, Epacl i fos-
fodiesteraze PDE4D3, kaskade kinaz MAP (Erk), kanat jonowy wapniowy w blonie
jadrowej (receptor RyR) oraz fosfatazy PP2A i PP2B (kalcyneuryng). Interpretacja
dziatania takiego kompleksu wyjasnia, w jaki sposob w miocytach (serca) zachodzi
integracja sygnalizacji z udziatem cAMP z sygnatem wapniowym i z kaskada kinaz
MAP, inicjowana dziataniem wielu ligandow zewnatrzkomérkowych.
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4. Bialka G, cyklazy i cykliczne nukleotydy

Nazwa biatka G okresla si¢ liczna 1 zréZznicowang rodzing biatek wigzacych nukleo-
tydy guaninowe: GDP i GTP, majacych ponadto aktywnos$¢ GTP-azy (zdolno$¢ do
hydrolizy GTP do GDP). Odkrycie tej rodziny biatek zawdzieczamy pracy dwoch
niezaleznych grup badawczych, kierowanych przez Alfreda G. Gilmana i Martina
Rodbella. Naleza do niej duze, heterotrimeryczne biatka G, zlokalizowane przy
wewngetrznej powierzchni blony komorkowej 1 mate, monomeryczne biatka o rozne;j
lokalizacji wewnatrzkomoérkowej, zdeterminowanej ich funkcja biologiczna. Do tych
ostatnich zaliczamy m.in. czynniki translacyjne (elF2, EF-Tu, EF-G), bialka wcho-
dzace w sktad kompleksow budujacych tzw. signal recognition particles (SR, SR,
SRP54) uczestniczace w translokacji biatek w obrebie retikulum endoplazmatyczne-
go oraz bialka Ras/Rap, Rho/Rac, Rab, Ral i Arf posredniczace w réznych procesach
wewnatrzkomorkowych, indukowanych zewnatrz- i wewnatrzkomorkowo.

Bialka monomeryczne i podjednostki o duzych biatek G moga wystepowad
w dwoch formach konformacyjnych, nieaktywnej (zwiazanej z GDP) 1 aktywnej
(zwiazanej z GTP). Zmiana konformacji na aktywna wymaga dostarczenia energii
w postaci GTP, przejscie w forme nieaktywna — hydrolizy GTP do GDP, ale szybko$¢
samoistnej wymiany nukleotydéw (GDP — GTP) oraz hydrolizy (GTP — GDP)
jest bardzo niska i dlatego moga one istnie¢ w dwoch stabilnych konformacjach: ak-
tywnej (+GTP) i nieaktywnej (+GDP). Mozliwos¢ przejscia pomigdzy tymi dwoma
stanami sprawia, ze spetniaja one rolg ,,molekularnych przetacznikow”. Dla wigkszo-
$ci biatek G zarowno wymiana nukleotydow GDP na GTP, jak i hydroliza GTP do
GDP sa procesami przebiegajacymi bardzo wolno. Wzajemne przeksztatcenie form
nieaktywnych w aktywne i na odwrot przyspieszaja specyficzne biatka regulatorowe,
czynniki wzmagajace wymiang nukleotydu (GEF, ang. guanine nucleotide exchan-
ge factor), swoiste dla okre$lonych biatek wigzacych nukleotydy guaninowe, oraz
biatka zwigkszajace aktywno§¢ GTP-azowa (GAP, ang. GTPase activating protein).
Te ostatnie w przypadku duzych biatek wiazacych nukleotydy guaninowe nazywane
sa biatkami regulujacymi sygnalizacj¢ biatek G (RGS, ang. regulator of G protein
signaling). Istnieja takze biatka regulatorowe specyficzne (oddziatujace z biatkami
Rho/Rac i Rab), okreslane skrotem GDI (ang. GDP dissociation inhibitor), hamujace
dysocjacje GDP—biatko G i stabilizujace nieaktywna forme tych biatek.

Wigkszo$¢ biatek G wiaze GDP bardzo mocno, a stopien dysocjacji GDP jest
niski. Ten ostatni proces moze by¢ znacznie przyspieszony dziataniem biatek, okre-
slanych jako czynniki wymiany nukleotydow guaninowych (GEFs). W przypadku
duzych biatek G czynnikami stymulujacymi wymiang nukleotydow sa ligandy (takze
niebiatkowe) receptorow GPCR. Biatka aktywujace aktywno$¢ GTP-azowa biatek
G koncza przekaz sygnatu przez te molekularne przetaczniki. Przyspieszaja one hy-
droliz¢ GTP do GDP, ograniczajac okres aktywacji biatek G i umozliwiajac nastgpna
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Rys. 4.1. Schemat aktywacji i dezaktywacji biatek wiazacych nukleotydy guaninowe (GPCR)

runde¢ przekazu sygnatu przez receptory GPCR. Schemat aktywacji i dezaktywacji
biatek wiazacych nukleotydy guaninowe przedstawia rysunek 4.1. Wszystkie biatka
G zawieraja domeng G, odpowiedzialng za wiazanie i hydrolize GTP. Domena ta
posiada podobna strukture przestrzennag u wszystkich biatek G, a charakterystyczna
sekwencja wiazaca nukleotydy guaninowe jest motyw -GX,GK(S/T)-. Sekwencja ta,
nazywana takze petla P, wiaze reszty B- i y-fosforanowe, odpowiednio GDP i GPT.

4.1. Duze bialka G

Pod koniec lat 70. wyodrebniono i czg¢§ciowo oczyszczono biatka, ktore posiadaly
zdolno$¢ wiazania nukleotydow guaninowych oraz aktywnos¢ GTP-azy. Stad nazwa
tej grupy biatek — biatka G (lub N) od ich nazwy w jezyku angielskim — guanine
(nucleotide) binding proteins. Obecnie biatka G maja status uniwersalnych taczni-
kéw pomigdzy receptorami blonowymi odbierajacymi sygnal zewnatrzkomorkowy
a komoérkowymi biatkami efektorowymi. Biatka G uczestnicza w przekazaniu sygna-
hu zewnatrzkomoérkowego od receptorow btonowych GPCR (ang. G protein-coupled
receptors) do biatek efektorowych (enzymow katalizujacych powstawanie wtornych
przekaznikoéw lub biatek regulujacych otwieranie i zamykanie kanalow jonowych).
Za prace prowadzace do odkrycia i ustalenia roli biologicznej bialek G M. Rodbell
1 A.G. Gilman otrzymali w 1994 roku nagrod¢ Nobla w dziedzinie fizjologii i medy-
cyny. Bialka G zaliczane sa do nadrodziny biatek wiazacych nukleotydy guaninowe.
Biatka G nazywane takze duzymi biatkami G sa heterotrimerami zbudowanymi
z podjednostek: o (m.cz. 39-52 kDa), 3 (m.cz. okoto 36 kDa) oraz y (m.cz. 7-8 kDa).
Podjednostki o poszczegdlnych biatek G rdznig si¢ nie tylko wielkoscia, lecz takze
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sekwencja aminokwasowa. Oprécz regionow o duzym podobienstwie sekwencji
(> 90%) odpowiedzialnych za wiazanie nukleotydéw guaninowych i1 aktywnos¢
GTP-azy, podjednostki o zawieraja sekwencje unikalne, odpowiedzialne m.in. za
ich wiazanie z biatkami efektorowymi. Zakotwiczane sa w blonie komorkowej
resztami kwasu palmitynowego lub mirystynowego. Scharakteryzowano 16 réznych
genow ssaczych, kodujacych podjednostki a, 5 genéw kodujacych podjednostki 3
1 12 gendéw kodujacych podjednostki y. Na podstawie podobienstwa sekwencji ami-
nokwasowej podzielono podjednostki o na szereg rodzin (as, ai, oo aq, ol2 itd.).
Izoformy podjednostek a ssakow przedstawiono w tabeli 8. Rodzaj podjednostki
o okresla jej swoisto$¢ biologiczna i decyduje o typie biatka G, w ktorego sktad
wchodzi (as — Gs, ai — Gi, at — Gt, aq — Gq itd.). Przyktadowo, biatka Gs 1 Gi
posrednicza odpowiednio w stymulacji i inhibicji cyklazy adenylanowej (CA) oraz
otwieraniu kanatoéw wapniowych i zamykaniu kanatéw potasowych, biatka Gt (trans-
ducyny) w przekazywaniu bodzcoéw $wietlnych, a biatka Gq m.in. w indukowanej
hormonalnie stymulacji obrotu fosfatydyloinozytoli. Niektore podjednostki o ulega-
ja modyfikacji przez toksyny bakteryjne. Toksyna krztusca (PTX) i toksyna cholery
(CTX) katalizuja ADP-rybozylacje (przeniesienie grupy difosforanu adeninorybozy
z NAD++ na argining lub cysteing tancucha biatkowego) niektorych podjednostek o.
Wynikiem dziatania toksyny krztusca jest stabilizacja formy nieaktywnej (+GDP)
bialek G, natomiast toksyna cholery stabilizuje forme aktywna (+GTP) biatek G.
W obu przypadkach uposledzona zostaje podstawowa funkcja biatek G, moleku-
larnego przelacznika sygnatu zewnatrzkomoérkowego, aczkolwiek konsekwencje
biologiczne dziatania poszczego6lnych toksyn sa catkowicie rozne. Podziat i wybrane
wlasciwosci biatek G zebrano w tabeli 8.

Podjednostki f o m.cz. 34-35 kDa sa bardzo podobne, jedynie te wystepujace
w tkankach mozgowych rdznig si¢ struktura od pozostatych podjednostek 3. Pod-
jednostki y wykazuja znacznie wigksze zréznicowanie strukturalne i1 sa zazwyczaj
dzielone na cztery grupy. Biatka zaliczane do grupy pierwszej (y1 i y6) wchodza
w sklad bialek G siatkowki oka. Podjednostki y grupy drugiej (y2—y4) wystepuja
gléwnie w mozgu. Podjednostki grupy trzeciej (v5, y8 1 y10) wystepuja powszechnie,
a podjednostki grupy czwartej (y7 i y12) wystgpuja w wielu biatkach G. Podstawa
tego podziatu jest przede wszystkim homologia sekwencji C-koncowych, ktore de-
cyduja o swoistosci oddziatywania z receptorami. Podjednostki y moga by¢ zwiazane
z r6znymi resztami poliprenylowymi: farnezylowymi lub geranylo-geranylowymi,
ulatwiajacymi im zakotwiczenie w blonie komorkowej. Pierwotnie przypuszczano,
ze podstawowa rola kompleksow podjednostek Py jest wiazanie podjednostki o
1 odtwarzanie trimerycznej struktury biatek G. Obecnie przyjmuje sig, ze kompleks
By posiada takze funkcje¢ regulacyjna w stosunku do wielu uktadow efektorowych,
takich jak: fosfolipaza A2, fosfolipaza CP, kanaty potasowe i inne. Znanych jest po-
nad 20 rodzajow biatek G wspotdziatajacych ze stukilkudziesigcioma receptorami
hormonow, neurotransmiterow, chemokin oraz z chemo- i fotoreceptorami. Ukta-
dami efektorowymi odbierajacymi sygnat od bialek G sa: cyklaza adenylanowa
(CA), fosfodiesteraza cGMP (cGMP-PDE), fosfolipaza C (PLC), fosfolipaza A2
(PLA,) oraz biatka tworzace kanaly potasowe i wapniowe, regulowane wewnatrz-
komoérkowo. Mechanizm przekazania sygnatu od receptora na uktad efektorowy jest
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Tabela 8. Klasyfikacja biatek G i izoformy podjednostek o ssakow

Biatko [Podjednostka [Efekt biologiczny Toksyny Wystepowanie
bakteryjne
Gs o, stymulacja CA CTXiPTX |powszechne*
otwarcie kanatu Ca?
Oy stymulacja CA CTX neuroepitelium
wechowe
Gi Clyys Oligy Ol hamowanie CA, otwarcie PTX (CTX) [wiele réznych
kanatu K*, zamkniecie kana- tkanek
tu Ca
wiele roznych
Olypr Clog stymulacja PLC i PLA, tkanek
a,, o, hamowanie CA CTXiPTX |tkanki mézgowe
Clyys Oy stymulacja cGMP-PDE preciki i czopki
siatkdwki oka
Gq a, stymulacja PLCB - powszechne
Oy Ol Oy, O | Stymulacja PLCB wigekszos¢
tkanek
G, Clyy Olyy stymulacja antyportu Na*/H*, - powszechne
aktywacja biatek Rho i kinaz
MAP

* termin ,,powszechny” oznacza, ze obecnos$¢ danej podjednostki stwierdzono we wszystkich ba-
danych probkach, pochodzacych przynajmniej z 10 réznych tkanek. CA — cyklaza adenylanowa,
PLC — fosfolipaza C, PLA, — fosfolipaza A,, cGMP-PDE — fosfodiesteraza cGMP, PTX — toksyna
krztusca, CTX — toksyna cholery, Rho — mate biatko G.

wieloetapowy i w uproszczeniu obejmuje nastepujace fazy aktywacji i dezaktywa-
cji (Rys. 4.2). Nieaktywne biatko G jest trimerem, w ktorego domenie nukleoty-
dowej podjednostki o zwiazany jest GDP (a). Przytaczenie biatka G do receptora
podnosi jego powinowactwo do swoistego liganda, np. odpowiedniego hormonu
(b). Zwiazanie receptora z hormonem powoduje zmiang konformacyjna podjednost-
ki o, potaczona z wymiang GDP na GTP (c). W tym przypadku receptor dziata jako
czynnik stymulujacy wymiang nukleotydéw (GEF). Konsekwencja tych zmian jest
oddysocjowanie podjednostki o z trimeru, a nastgpnie jej asocjacja z odpowiednim
biatkiem efektorowym (d). W zalezno$ci od rodzaju uktadu efektorowego naste-
puje: stymulacja lub inhibicja produkcji tzw. wtornych przekaznikow (cAMP, jesli
biatkiem efektorowym jest cyklaza adenylanowa, DAG i IP,, jesli tym biatkiem jest
fosfolipaza C) oraz stymulacja lub inhibicja przeptywu jondw, jesli efektorem jest
kanat jonowy. Poniewaz podjednostka oo ma aktywnos¢ GTP-azy, wkrotce po inter-
akcji z efektorem zachodzi hydroliza GTP do GDP, co prowadzi do reasocjacji tri-
meru i przejécia bialek G w stan nieaktywny. Aktywno$¢ GTP-azowa podjednostki a
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Rys. 4.2. Stymulowana ligandem aktywacja i dezaktywacja bialek G. L —ligand, PLC — fosfolipaza
C, CA — cyklaza adenylanowa, R — receptor R7G, a, B, i y — podjednostki biatek G

biatek G stymuluja (nawet ponadtysiackrotnie) biatka GAP. Interakcja receptorow
z biatkami G jest regulowana przez serynowo-treoninowe kinazy A, C oraz GRK
(ang. G-protein-coupled receptor kinase). Fosforylacja receptoréw R7G (GPCR)
na resztach seryny/treoniny powoduje dysocjacje kompleksow receptor—biatko G,
odpowiedzialng za desensytyzacje (odczulenie) lub adaptacje receptorow, wywotane
przedtuzonym (lub powtérnym) dzialaniem liganda. Fosforylacja przez kinazy PKA
lub PKC blokuje prawdopodobnie bezposrednie wigzanie migdzy receptorem a bial-
kiem G. Mechanizm odczulenia dziataniem GRK jest dwuetapowy, w pierwszym
etapie nastepuje fosforylacja zwigzanego z ligandem receptora, a w drugim przyta-
czenie do receptora biatek z rodziny arestyn, co przerywa sygnat receptor — biatko G

RhoGEF PLCB PI3K cAMP
I I I I
v v v v
Rho PKC PKB PKA

Rys. 4.3. Drogi sygnatowe inicjowane wybranymi rodzajami biatek G. AC — cyklaza adenylanowa,
PKA, PKB i PKC — kinazy biatkowe A, B i C, PLCf — fosfolipaza CB, RhoGEF — czynnik stymu-
lujacy wymiang nukleotydéw guaninowych w biatkach Rho
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1 powoduje internalizacj¢ catego kompleksu. Uwaza si¢ takze, ze fosforylacja GPCR
na resztach seryny/treoniny moze powodowac ,,przetaczenie” zwiazanych z recepto-
rem bialek z Gs na Gi i uruchomienie nowej drogi sygnatowe;.

Jak juz wspomniano, znanych jest wiele czasteczek efektorowych, aktywowa-
nych zar6wno podjednostka o, jak i kompleksem podjednostek By. Powoduje to, ze
W tym samym czasie moga by¢ stymulowane lub hamowane rézne uktady efekto-
rowe, a co za tym idzie, r6zne drogi sygnalowe. Przyktad takich mozliwosci przed-
stawia rysunek 4.3. Obrazuje teoretyczne mozliwosci oddziatywania podjednostek
biatek G z r6znymi uktadami enzymatycznymi (PLC, PI3K, RhoGEF) i kanatami
jonowymi (K*, Ca?").

Zwiazanie jednej czasteczki podjednostki o z biatkiem efektorowym moze
stymulowa¢ syntez¢ wielu czasteczek wtérnego przekaznika lub przeplyw tysigcy
jonéw przez btong komorkowa. Zmiana cytoplazmatycznego poziomu wtornych
przekaznikéw i/lub stezenia odpowiednich jonow aktywuje lub hamuje enzymy,
ktorych aktywnos¢ jest regulowana przez te czasteczki. Dzialanie dwoch réznych
ligandow przez jeden typ bialek G (np. Gs) zazwyczaj prowadzi do wzmocnienia
sygnatu i okre§lane jest mianem konwergencji. Natomiast stymulacja dwu réznych
typow biatek G (np. Gs i Gi) przez dwa rozne ligandy (dywergencja) powoduje wy-
gaszenie sygnatu przenoszonego przez receptory GPCR. Zdolnos¢ wielu rodzajow
bialek G do oddziatywania z bardzo wieloma receptorami blonowymi moze ttuma-
czy¢, jak komorka odpowiada na duza liczbg roznych hormonow poprzez zaangazo-
wanie wzglednie matej liczby wtornych przekaznikow. Odpowiedz na pytanie, jak
ograniczona liczba wtornych przekaznik6éw inicjuje bardzo zréznicowana odpowiedz
komoérkowa, jest znacznie trudniejsza. Wyjasnienie tego problemu wydaje si¢ jeszcze
bardzo odlegle. Obecnie jeste§my na etapie okreslania ciagéw reakcji inicjowanych
dziataniem poszczegdlnych wtornych przekaznikow. Dopiero wyjasnienie wzajem-
nych powiazan odrgbnych tancuchow reakcji i ich funkcjonalnej integracji przyblizy
nas do zrozumienia molekularnych podstaw regulacji hormonalnej. Jest to szczegdl-
nie istotne przy przenoszeniu sygnatu wewnatrzkomérkowego w przypadku odlegtej
w czasie odpowiedzi na dziatanie czynnikow wzrostowych (angazujacych wiele roz-
nych drog przenoszenia sygnatu). Nieprawidtowy poziom lub uposledzenie funkcji
bialek G wykazano w wielu réznych stanach patologicznych, m.in. w nadczynnosci
1 niedoczynnosci tarczycy, w cukrzycy, w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego
1w wielu chorobach nowotworowych.

4.2. Superrodzina bialek Ras

Istotna rolg¢ w sygnalizacji transblonowej odgrywaja biatka nalezace do superro-
dziny monomerycznych, matych biatek (m.cz. 2040 kDa) wiazacych nukleotydy
guaninowe, okreslanych nazwa superrodziny biatek Ras. Do 2001 roku poznano
strukture okoto 150 takich bialek cztowieka, ktore zazwyczaj dzieli si¢ na pigé ro-
dzin: Ras, Rho/Rac, Rab, Ran i Arf. Biatka te wykazuja od 30 do 50% podobienstwa
sekwencji aminokwasowej 1 wszystkie maja motyw wiazacy GTP/GDP i domeng
GTP-azy. Funkcja biologiczna poszczegdlnych rodzin matych biatek G zalezy m.in.
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od potranslacyjnych modyfikacji, gtownie prenylacji badz mirystylacji, ktére warun-
kuja wewnatrzkomorkowa lokalizacje tych zwiazkow. Dotychcezas uzyskane wyniki
wskazuja, ze w przeniesieniu sygnatu hormonalnego posrednicza przede wszystkim
biatka zaliczane do rodzin Ras (i Rho/Rac).

Rodzina genéw ras koduje drobnoczasteczkowe biatka (m.cz. 21 kDa), okreslane
jako p21™ lub Ras. Gen ras zostal odkryty jako onkogen indukowanego wirusami
Harveya i1 Kirstena migsaka szczurzego (biatka H-Ras i K-Ras), stad nazwa (Ras,
ang. rat sarcoma). Prawidlowy gen ras jest konserwatywny ewolucyjnie i wszystko
wskazuje na to, ze wystepuje on powszechnie u Eukaryota, poczynajac od drozdzy,
a konczac na ssakach. Do rodziny bialek Ras ssakow naleza (oprocz wyzej wymienio-
nych) m.in. takze biatka: N-Ras, R-Ras, M-Ras, RaplA, Rap1B, RalA, RalB i inne.
Komorki ludzkie zawieraja cztery homologiczne biatka Ras: H-Ras, N-Ras, K-Ras4A
i K-Ras4B, kodowane przez trzy geny (H-ras, N-ras i K-ras). Biatka te zbudowane
sa ze 188 lub 189 reszt aminokwasowych, z ktorych pierwszych 85 jest identycznych
we wszystkich czterech izoformach. Dalsze 80 aminokwasow wykazuje ponad 80%
podobienstwa w sekwencji aminokwasowej, natomiast sekwencja pozostatych ponad
20 reszt aminokwasowych jest bardzo zréznicowana. Pierwszych 165 aminokwasow
N-konicowych zawiera wigkszo$¢ funkcjonalnie istotnych domen tych bialek poza
motywem CAAX, w ktorym C oznacza resztg cysteiny, A — aminokwas alifatyczny,
a X — metioning lub seryng (w pro-Ras). Wigkszos¢ biatek Ras i Rho zawiera ten cha-
rakterystyczny tetrapeptyd. W trakcie obrobki potranslacyjnej sekwencja AAX zostaje
odcigta enzymatycznie, a C-koncowa cysteina wiaze reszty farnezylowe (C15). Kata-
lizowane odpowiednimi transferazami dotaczenie reszty prenylowej ma podstawowe
znaczenie dla aktywnosci biologicznej biatek Ras, poniewaz umozliwia ich wiasciwa
lokalizacjg¢ subkomorkowa, przez zakotwiczenie przy wewngtrznej powierzchni blony
komorkowej. Zahamowanie procesu prenylacji bialek Ras probuje si¢ wykorzystaé
w ostabieniu przekazywanego przez biatka Ras sygnatu do proliferacji w jednej z no-
wych metod terapii przeciwnowotworowe;.

Wszystkie zaktywowane (+GTP) biatka Ras wiaza si¢ z tym samym zestawem
biatek efektorowych, ale wiele dowodow doswiadczalnych wskazuje na to, ze po-
szczegolne izoformy moga petni¢ odmienne funkcje biologiczne. Takze onkogenne
formy bialek Ras ro6znia sig czgstoscia wystgpowania w réznych typach nowotworow.
Zmutowane K-Ras wystgpuja w okoto 90% rakow trzustki, 50% rakoéw okreznicy
i 30% rakéw pluc, podezas gdy mutanty bialek N-Ras i H-Ras sa w tych typach
nowotworow rzadkoscia.

Biatka Ras wiaza 1 mol GTP (GDP) na 1 mol biatka i maja zdolno$¢ hydrolizy
zwiazanego GTP do GDP i fosforanu nieorganicznego (P,). Wyrazne podobienstwo
strukturalne tych biatek do podjednostki a bialek G sugerowato, ze biatka te funkcjo-
nuja jako wewnatrzkomorkowy przekaznik sygnatu indukowanego przytaczeniem li-
ganda do receptora blonowego, podobnie do biatek G. Tym bardziej, Ze in vivo biatka
Ras sa przylaczone do wewngtrznej powierzchni blony komoérkowej przez reszte pre-
nylowa (i palmitynowa). Mimo ze wielu autorow opisywato aktywnos$¢ wzmagajaca
dysocjacj¢ kompleksu Ras—GDP, nie byto jasne, czy istnieja czasteczki posrednicza-
ce w regulacji uktadu Ras—GDP/Ras-GTP w odpowiedzi na stymulacj¢ zewngtrzna.
Prawdziwy stymulator wymiany GDP/GTP powinien bowiem funkcjonowa¢ jako
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mediator zwrotny sygnatu receptor «» biatko Ras. W trakcie ostatnich kilkunastu lat
ustalono sekwencj¢ aminokwasowa szeregu bialek drozdzy o aktywnosci czynnika
wymiany nukleotydow guaninowych, okreslonych jako cdc25, Scd25, Ste6. Wykaza-
no rowniez, ze biatko muszki owocowej Sos (ang. Son of sevenless) funkcjonuje jako
czynnik wymiany nukleotydow i przekaznik sygnatu, pomigdzy kinaza tyrozynowa
receptorow a biatkami Ras. Wreszcie otrzymano ssacze homologi biatka cdc25 i Sos,
majace w czesci C-koncowej domeng katalityczna, okreslang jako domena cdc25.
Stwierdzono, ze jeden z nich, nazwany GRF (ang. guanine-nucleotide releasing fac-
tor) stymuluje wymiang Ras—GDP/Ras-GTP w odpowiedzi na stymulacje zewngtrz-
na. Dzisiaj wszystkie biatka stymulujace wymiang GDP na GTP okre$lane sa skrotem
GEF. Biatka Ras moga uczestniczy¢ w przenoszeniu sygnaldw inicjujacych wiele
réznych procesow biologicznych, m.in. w: stymulacji wzrostu fibroblastéw, transfor-
macji fibroblastow, proliferacji i roznicowaniu komorek hematopoetycznych, akty-
wacji limfocytow T, réznicowaniu komorek nerwowych i inhibicji wzrostu komorek
epitelialnych. Podstawowym pytaniem byto, w jaki sposob aktywacja Ras powigzana
jest ze stymulowang hormonalnie aktywacja kinazy tyrozynowej receptora. Odpo-
wiedZ na to pytanie przyniosta seria prac opublikowanych w roku 1993 o udziale
biatka Grb2 (zob. rozdziat 3.2) w swoistej interakcji z biatkami regulujacymi reakcje
wymiany nukleotydow guaninowych. Bialko to zbudowane jest prawie wylacznie
z domen SH2 i SH3 i pelni rolg czasteczki adaptorowej w pierwszej fazie przekazu
sygnatu od receptora btonowego do jadra komorki. Z jednej strony Grb2 taczy si¢
domena SH2 z fosfotyrozyna receptora, z drugiej Grb2 wiaze si¢ swoimi domenami
SH3 z biatkiem stymulujacym wymiang nukleotydow guaninowych (GEF) i w ten
sposob aktywuje biatko Ras (Rys. 4.4). W wyniku wiazania liganda przez receptor
majacy aktywnos¢ kinazy tyrozynowej nastgpuje pierwotnie dimeryzacja receptorow,
ich autofosforylacja (zob. rozdziat 2.3) oraz udostgpnienie fosfotyrozyn, do ktorych
moga si¢ wigza¢ biatka majace domeny SH2. Te z kolei wiaza bialka o aktywnosci
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Rys. 4.4. Zewnatrzkomorkowa aktywacja biatek Ras za posrednictwem biatka adaptorowego Grb2
i czynnika stymulujacego wymiang nukleotydow GEF
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czynnikow wymiany nukleotydéw guaninowych (GRF, Sos). Zmiany konforma-
cyjne tych ostatnich powoduja ich aktywacje i stymulacj¢, wymiang GDP na GTP
w kompleksach biatek Ras—GDP. Aktywacja biatek Ras powoduje uruchomienie ka-
skady reakcji enzymatycznych, uczestniczacych w dalszych etapach przekazywania
sygnatu. Inhibitorami sygnatlu przekazywanego od receptoréw o aktywnosci kinazy
tyrozynowej na kaskade kinaz MAP sa biatka (znane sa cztery takie biatka ssakow)
okreslane terminem Sprouty.

Aktywnos¢ biatek Ras jest regulowana przez swoista klasg czynnikow stymulu-
jacych wymiang nukleotyddéw guaninowych (poza znanymi GEF biatek Ras, takimi
jak: Sos1, Sos2, RasGRF-1, RasGRF-2), okreslang jako biatka uwalniajace nukleo-
tydy guaninowe z biatek Ras, tzw. RasGRP (ang. Ras guanyl-nucleotide releasing
protein). Cecha rézniaca RasGRP od klasycznych GEF biatek Ras jest obecnos¢
w ich strukturze: domeny wiazacej DAG i dwoch motywow dtoni EF wiazacych
jony wapnia. Dotychczas opisano cztery geny kodujace biatka RasGRP (1-4),
o r6znej lokalizacji tkankowej i1 specyficznos$ci substratowej (w obrgbie rodziny
Ras/Rap), ktorych strukture domenowa przedstawia rysunek 4.5. Biatko RasGRP1
cztowieka zbudowane jest z 797 reszt aminokwasowych. Biatko RasGRP2 wystepu-
je w dwoch izoformach: dtuzszej, zbudowanej z 671 reszt aminokwasowych, i krot-
szej, pozbawionej 62 aminokwaséw N-koncowych. Biatka RasGRP3 i RasGRP4
zbudowane sa odpowiednio z 690 i 673 reszt aminokwasowych. Wszystkie te biat-
ka maja, poczynajac od N-konca tancucha peptydowego, domeny REM (ang. Ras
exchange motif), GEF (ang. guanine-nucleotide exchange factor), obie tworzace
katalityczna czg$¢ czasteczki RasGRF, dwa motywy dioni EF oraz domeng CI.
Domena REM, zbudowana z ponad 100 reszt aminokwasowych, wspdtuczestni-
czy w katalitycznej funkcji bialek RasGRP, a jej delecja dezaktywuje te biatka.
Domena GEF jest najbardziej konserwatywnym ewolucyjnie fragmentem biatek
GEF, zbudowanym z okoto 230 reszt aminokwasowych. Obecnos$¢ tej domeny wa-
runkuje zdolno$¢ wymiany nukleotydow przez biatka GEF. Za domena GEF znaj-
duja si¢ dwa motywy dtoni EF, zbudowane odpowiednio z 22 i 14 reszt aa. Rola
motywow EF, wiazacych jony wapnia, w strukturze biatek RasGRP jest trudna do
jednoznacznej interpretacji. Wykluczono udziat jonéw wapnia w wiazaniu bialtek
G. Domena C1, zlokalizowana na C-koncu tancucha peptydowego, posiada zdol-
nos$¢ wigzania DAG 1 jego analogdw. Jest zbudowana z okoto 50 aminokwasow
i przypomina strukture¢ palca cynkowego.

| [Rem| PCEE BIE [c1] | RasGRP1

_[Rem] PEERN BE[ct] | RasGRP2
Rem] =3 ELE[ci | RasGRP3

| [REv| [EEEEN HEE [c1] | RasGRP4

Rys. 4.5. Domenowa budowa bialek RasGRP
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Gtownymi aktywatorami biatek RasGRP sa DAG i jego analogi, w tym estry
forbolu. Rodzaj fizjologicznego aktywatora (DAG) wskazuje, ze sygnat do akty-
wacji biatek RasGRP jest przekazywany za posrednictwem fosfolipazy C (PLC;
rozdziat 6.3). Obecnie znanych jest 12 izoform PLC, dzielonych zazwyczaj na pigé
klas: PLCP (regulowana przez receptory zasocjowane z biatkami G), PLCy (aktywo-
wana przez kinazy tyrozynowe receptorowe), PLCS (regulowana poziomem jonow
wapnia), PLCe (aktywowana zaro6wno przez GPCR [G12/13 + Rho, Gs + CA], jak
i przez KTR + Ras) oraz PLCC. Istnieja takze dowody doswiadczalne na aktywacje
RasGRP przez fosforylacj¢ wybranych reszt seryny i treoniny katalizowanej przez
kinaze biatkowa C. Aktywacja biatek RasGRP powoduje ich translokacje do struk-
tur blonowych, poza krotsza izoforma RasGRP2, co jest uzasadnione lokalizacja
biatek efektorowych (Ras).

Aktywacja bialek Ras prowadzi do uruchomienia réznych szlakow sygnalizacji
komorkowej, m.in. kaskady kinaz MAP, RalGEF/Ral. Dezaktywacja bialek RasGRP
nastgpuje pod wptywem dziatania kinazy diacyloglicerolu (DGK), ktora katalizuje
reakcje fosforylacji DAG do kwasu fosfatydowego. Znanych jest dziewig¢ izoform
DGK (o).

Biatkami efektorowymi dla rodziny Ras sa m.in.: kinazy serynowo-treoninowe
Raf (ang. Ras activated factor): Raf-1, A-Raf 1 B-Raf, kinaza 3-fosfoinozytydow
(PI3K), fosfolipaza Ce, jeden z czynnikéw stymulujacych wymiang nukleotydow
w biatkach Ral (RalGDS), bialko aktywujace GTP-az¢ Ras (p120RasGAP), a takze
biatko adaptorowe AF-6 (ang. ALL-1 fusion partner from chromosome 6), zaanga-
zowane w regulacj¢ adhezji komérkowej. Kinazy Raf i PI3K wiaza si¢ z Ras przez
domeny RBD (ang. Ras-binding domain), a RalGDs/AF6 przez domeny RA (ang.
Ras association). W 2000 roku opisano nowe biatka efektorowe dla Ras okreslane
skrotem RASSF (ang. RAS-association domain family), do ktorych obecnie zalicza
si¢ osiem biatek (RASSF 1-8), wiazacych si¢ swoiscie z biatkami Ras (+GTP) przez

s
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= KB/Akt

Proliferacja Apoptoza

Rys. 4.6. Glowne drogi sygnalizacji wewnatrzkomorkowej aktywowane biatkami Ras
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domeny RA. Wiazanie biatek Ras z okre$lonymi biatkami efektorowymi inicjuje
jedna z wielu drog sygnatowych, mogacych stymulowaé zréznicowana odpowiedz
biologiczna komorki (Rys. 4.6).

Jedna z wazniejszych drog sygnalizacji stymulowanych dziataniem biatek Ras
jest aktywacja kaskady kinaz MAP. Inng — aktywacja kinazy biatkowej B (PKB,
Akt) za posrednictwem PI3K, a jeszcze inna aktywacja bialek RASSF. Kazda
z tych drég sygnatowych moze inicjowaé inna odpowiedz komorki. Stymulacja
kinaz MAP jest zaangazowana w sygnat mitogenny, stymulacja Akt w sygnat anty-
apoptotyczny, a stymulacja RASSF1 w zahamowanie proliferacji i indukcjg apop-
tozy. Stad biatka RASSF sa zaliczane do supresoréw nowotworowych. Sytuacje
komplikuje fakt, ze kinazy tyrozynowe receptorowe moga wiacza¢ rownoczesnie
wiele sygnatéw wewnatrzkomoérkowych, np. przez réwnoczesna stymulacje bia-
tek Ras 1 fosfolipazy C (PLC). Wytaczenie sygnalu nastgpuje wskutek hydrolizy
Ras-GTP, stymulowanej u ssakow przez biatka GAP. Biatka te wiaza si¢ swoiScie
z kompleksem Ras—GTP i stymuluja hydroliz¢ trifosforanu (GTP) do difosforanu
(GDP). Opisano wiele biatek o aktywnosci GAP, majacych na swoim N-koncu
charakterystyczne domeny SH2 i mogacych oddziatywaé m.in. z resztami fosfo-
tyrozyny receptoréw czynnikdéw wzrostowych. Wykazano takze, ze genomy wielu
komorek nowotwordéw ludzkich maja zmutowane allele genu ras. Przeniesienie
tych genéow do komoérek prawidtowych powodowato ich transformacje, a biatka
transformujace zawieraty mutacje okreslonej reszty aminokwasowej, najczgsciej
Gly'? i GIn®!.

Rodzina biatek Rho/Rac obejmuje polipeptydy okreslane jako: RhoA, RhoB,
RhoC, RhoD, RhoE, RhoG, TC10, RaclA, Racl1B, Rac2, CD42Hs i G25K. Bialka
te odgrywaja istotna role w reorganizacji cytoszkieletu oraz w przenoszeniu sygnatu
wewnatrzkomorkowego inicjowanego rdéznymi czynnikami zewnatrzkomorkowy-
mi. Nie ulega dzi$ watpliwosci, ze ré6zne rodzaje matych GTP-az wspotuczestnicza
w regulacji wielu szlakow metabolicznych. Przyktadem moze by¢ udziat biatek
Ras, Rac i Rho w stymulacji mitogennej. Podstawowa rola biatek Ras w umozli-
wieniu przej$cia komoérek przez faz¢ G1 jest dobrze udokumentowana doswiad-
czalnie. Nowoscia jest udziat biatek Rac i Rho w tym procesie. Wykazano m.in., ze
z jednej strony biatka Rac stymuluja transkrypcj¢ cykliny D1 i aktywuja kompleks
cyklina D1-cdk4/6, a z drugiej strony bialtka Rho powoduja inhibicj¢ transkryp-
¢ji inhibitora cyklin p21° i degradacj¢ inhibitora p27r. Wszystkie te zdarzenia
wzmacniajq sygnat mitogenny i umozliwiaja wejscie komorek w fazg S. Niestety, ta
wspotpraca biatek superrodziny Ras moze mie¢ takze katastrofalne konsekwencje.
Wiele faktow doswiadczalnych wskazuje na udziat tych biatek w promoc;ji procesu
nowotworowego, takze w fazie tworzenia przerzutow. Proces metastazy wymaga
koordynacji réznych funkcji komorkowych, jak proliferacja, migracja, proteoli-
za sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) i zahamowanie apoptozy,
a mechanizm tego procesu jest jeszcze daleki od wyjasnienia. Niemniej jednak
wykazano udziat biatek Ras, Rho i Rac w stymulacji ekspresji genéw biatka CD44
(adhezja, migracja), proteaz ECM (degradacja macierzy), czynnika wzrostu endo-
telialnych komérek naczyniowych (angiogeneza) i PI3K (inhibicja apoptozy).
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4.3. Cyklazy nukleotydowe

Cyklazy nukleotydowe to enzymy katalizujace reakcje przeksztatcenia odpowied-
nich trifosforanéw nukleotydéw w cykliczne formy odpowiednich mononukleotydow.
Z punktu widzenia przekazu sygnatu wewnatrzkomorkowego najwazniejsze sa: cykla-
za adenylanowa i cyklaza guanylanowa. Obie te cyklazy stymuluja tworzenie cyklicz-
nych nukleotydow (Rys. 4.7), peniacych funkcje klasycznych wtornych przekaznikow
informacji hormonalnej. Cykliczne nukleotydy to nukleotydy, w ktorych reszta fosfora-
nowa estryfikuje rownoczesnie dwie grupy hydroksylowe rybozy, przy weglach 371 5°.
cAMP 1 ¢cGMP posrednicza w aktywacji kinaz bialkowych serynowo-treoninowych:
kinazy biatkowej A i kinazy biatkowej G (zob. rozdziat 5.1.1). Oprécz tego wymienio-
ne nukleotydy reguluja dziatanie wybranych kanatow jonowych. Sygnat przenoszony
przez cykliczne nukleotydy jest wygaszany (obnizenie poziomu cyklicznych nukleoty-
dow) przez hamowanie aktywnosci cyklaz nukleotydowych i/lub degradacjg cyklicz-
nych nukleotydow pod dziataniem odpowiednich fosfodiesteraz (Rys. 4.7).

Cyklaza adenylanowa jest enzymem katalizujacym powstawanie cyklicznego
adenozynomonofosforanu (cAMP) z ATP. Dotychczas poznano strukturg dziewigciu
izoenzymoéw cyklazy adenylanowej ssakow, oznaczonych symbolami od AC-1 do
AC-9 (lub AC I - AC IX), r6zniacych si¢ sekwencja aminokwasowa (50—80% homo-
logii) i lokalizacja tkankowa.
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Wszystkie poznane izoenzymy wystepuja w moézgu, a obecnos¢ izoenzymow
AC-4, AC-5 1 AC-7 stwierdzono we wszystkich badanych tkankach (jadrach, mézgu,
nerkach, ptucach, sercu, watrobie). Cyklaza adenylanowa jest biatkiem transblono-
wym o m.cz. 110-180 kDa (w zaleznosci od typu izoenzymu), w ktorym mozna wy-
r6zni¢ dwie hydrofobowe domeny transbtonowe, kazda szesciokrotnie przebijajaca
btong komoérkowa, 1 dwie duze (wewnatrzkomorkowe) domeny hydrofilowe C1 1 C2
(po okoto 300 aminokwaséw kazda) odpowiedzialne za wiazanie podjednostki o
biatek G (Rys. 4.8). Funkcjonuje wylacznie w obrebie blony komorkowej i stanowi
0,001-0,01% wszystkich biatek btonowych. Zardwno N-, jak i C-koniec tego poli-
peptydu zlokalizowane sa wewnatrz komorki. Naturalnym regulatorem aktywnoSci
cyklazy adenylanowej sa biatka G, poza izoenzymem AC-8 (i prawdopodobnie AC-1),
ktérego stymulatorem jest kalmodulina. Ale aktywno$¢ poszczego6lnych izoform AC
jestregulowana przez rozne biatka, a nawet podjednostki biatek G. Wszystkie rodzaje
AC sa stymulowane dzialaniem biatek Gs, natomiast tylko AC-2, AC-5 i AC-6 sa ha-
mowane dziataniem bialek Gi. Wynika stad, ze podjednostka as stymuluje wszystkie
izoformy AC, a hamuje tylko niektére z nich. Kompleks podjednostek Py stymuluje
wylacznie AC-2, AC-4 i AC-7, a hamuje AC-1. Cyklaza adenylanowa jest jednym
z najlepiej poznanych uktadow efektorowych, ktérego podstawowa rola jest udziat
w amplifikacji (wzmocnieniu) sygnatéw zewnatrzkomorkowych w wyniku syntezy
duzej liczby czasteczek wtornego przekaznika (cAMP).

Cyklaza guanylanowa jest enzymem katalizujacym powstawanie cGMP z GTP.
Wystepuje w dwodch formach: rozpuszcezalnej (sGC) — zlokalizowanej wewnatrz ko-
morki i zwigzanej (pGC) z blong komodrkowa. sGC jest hemoproteing o m.cz. okoto
150 kDa, zbudowana z dwdch podjednostek, rdzniacych sig¢ wielko$cia: o (m.cz. 73—82
kDa) i B (m.cz. 70-74 kD) i/lub sekwencja aminokwaséw w zalezno$ci od pochodze-
nia (tkanka/gatunek). Réznice te nie dotycza centrum katalitycznego (sekwencja oko-
to 250 aminokwasow) GC, ktorego struktura pierwszorzedowa jest bardzo podobna
dla izoform sGC 1 pGC. Aktywatorami sGC sa: kwasy tluszczowe i ich metabolity,
tlenek azotu i1 czasteczki zawierajace grup¢ NO (np. nitrogliceryna). Mechanizm

Rys. 4.8. Transblonowa lokalizacja cyklazy adenylanowej. M1 i M2 — petle zewnatrzkomorkowe,
C1 1 C2 — domeny wewnatrzkomorkowe wiazace podjednostki o biatek G
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aktywacji sGC jest niejasny. W przypadku NO i zwiazkéw pochodnych aktywacja
nastegpuje po potaczeniu NO z hemem GC. Duze ilosci sGC stwierdzono w ptucach,
watrobie, mozgu, sercu i mig$niach gtadkich naczyn krwiono$nych ssakow. pGC jest
glikoproteina zbudowana z jednego tancucha peptydowego o charakterze biatka inte-
gralnego btony komoérkowej. Znanych jest wiele form pGC, ktére podzielono na dwie
grupy: enzymy zwiazane z btona komérkowa (GC-A, GC-B i GC-C) oraz enzymy
wystepujace w rzegskach pierwotniakow 1 uktadach fotoreceptorowych kregowcow
(GC zalezne od Ca?"). Enzymy zwiazane z btona komorkowa sa monomerami o m.cz.
114-180 kDa i budowie typowej dla receptoréw blonowych, ktorych cz¢s§¢ efektorowa
zawiera domeng katalityczna. GC-A 1 GC-B sa receptorami hormonéw sodopednych,
np. przedsionkowego peptydu sodopednego (ANP), regulujacego natriureze, diureze,
wazodylatacje, sekrecje aldosteronu. GC-C jest receptorem enterotoksyn bakteryj-
nych (np. enterotoksyny salmonelli), a konsekwencja nadprodukcji cGMP w §luzdw-
ce przewodu pokarmowego jest biegunka. Enzymy zalezne od Ca®* nie sa receptorami
dla ligandéw zewnatrzkomodrkowych. Najlepiej poznany przedstawiciel tej grupy GC,
phot-GC (fotoreceptorowy) jest zwiazany z cytoszkieletem segmentéw zewnetrznych
fotoreceptorow. Czasteczka phot-GC jest biatkiem o m.cz. 110-115 kDa, w ktorym
mozna wyrozni¢ duza domeng zewnatrzkomorkowa (okoto 410 aminokwasdéw) oraz
domeng katalityczng (250-260 aminokwasow), zlokalizowana wewnatrz komorki.
Mechanizm aktywacji phot-GC nie jest znany, przyjmuje si¢, ze do aktywacji tej GC
dochodzi przy dziesieciokrotnym spadku stezenia Ca>* we wnetrzu fotoreceptora.

4.4. Tlenek azotu

Ostatnie kilkadziesiat lat przyniosto lawing doniesien na temat wolnych rodnikow 1 in-
nych drobnoczasteczkowych zwiazkow pelniacych wazna funkcje w wielu stanach fi-
zjologicznych i patologicznych. Poczatkowo sadzono, ze reaktywne formy tlenu (ROS,
ang. reactive oxygen species) i azotu (RNS, ang. reactive nitrogen species), podobnie
jak tlenek wegla (CO) i siarkowodor (H,S) sa glownie cytotoksyczne. Dzisiaj wiemy, ze
zwiazki te odgrywaja wazna rol¢ w procesach obrony immunologicznej i uczestnicza
w wielu drogach przenoszeniach sygnatu. Najlepszym przyktadem takiej czasteczki
petigcej zarowno funkcje cytotoksyczna, jak i cytoprotekcyjna jest tlenek azotu.

Tlenek azotu (NO) jest gazem bezbarwnym, stabo rozpuszczalnym w wodzie,
o wilasciwos$ciach paramagnetycznych (wolny rodnik). W uktadach biologicznych
NO jest czasteczka sygnatowa, odgrywajaca istotng rol¢ w utrzymywaniu homeo-
stazy ukladu krazenia, w przewodnictwie nerwowym, niespecyficznej odpowiedzi
odpornosciowej organizmu. Szczegdlne zainteresowanie biologow NO zapoczat-
kowane zostato odkryciem przez S. Moncada i wsp. (1987) tego, ze zwiazek ten
peti funkcje $rodbtonkowego czynnika rozkurczajacego naczynia — EDRF (ang.
endothleium-derived relaxing factor). Obecno$é NO stwierdzono w wielu réznych
komorkach ssakow, w ktorych jest on syntetyzowany z argininy w tzw. skroconym
cyklu mocznikowym.

Przyjmuje sig, ze istnieja dwie podstawowe izoformy enzymow katalizujacych
syntez¢ NO: konstytutywna syntaza NO (cNOS) i indukowalna syntaza NO (iNOS).
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Konstytutywna cNOS odpowiedzialna jest za ciaglte generowanie pikomolowych
ilosci NO, bioracych udziat w utrzymaniu homeostazy krew/Sciana naczyn krwio-
nos$nych (eNOS) i w neurotransmisji (nNOS). iNOS (makrofagowa iNOS), aktywo-
wana cytokinami, leukotrienami i toksynami bakteryjnymi, syntetyzuje nanomolowe
ilosci NO, ktory uczestniczy w odpowiedzi obronnej organizmu. Nie jest to jedyny
opisany podziat NOS. Proponowano tez m.in. podziat tych enzymow na zalezne od
kalmoduliny i Ca?* (nNOS i eNOS) oraz niezalezne od kalmoduliny i Ca’>" (iNOS)
lub podziat na izoformy mitochondrialne i cytozolowe.

Molekularny mechanizm dziatania tlenku azotu jest ztozony 1 wielokierunkowy.
NO moze reagowac bezposrednio z jonami metali przejsciowych, bgdacymi elemen-
tami grup prostetycznych enzyméw i czynnikoéw transkrypceyjnych czy rodnikami
lipidowymi, oddziatywa¢ z rozpuszczalng forma cyklazy guanylanowej (sGC) i z he-
moglobing lub posrednio, przez zwiazki powstate w wyniku oddzialywania z anio-
norodnikiem ponadtlenkowym (nadtlenoazotyn) czy tlenem czasteczkowym (tlenek
azotu IIT (N,O,) i produkty jego rozpadu). W obecnosci rodnikéw ponadtlenkowych
(O,) NO przeksztalcany jest w nadtlenoazotyn (ONOO"). Ten bardzo reaktywny
zwiazek moze utlenia¢ reszty tiolowe do kwasu sulfonowego oraz modyfikowaé
reszty aminokwasowe (Cys, Met, Trp, Tyr), powodujac zmiany strukturalne i funk-
cjonalne peptydow oraz biatek. Nadmierna produkcja nadtlenoazotynu prowadzi
do uposledzenia wielu szlakow metabolicznych i rozwoju standéw patologicznych.
Poziom nadtlenoazotynu obniza reduktaza azotynowa, ktora redukuje ten zwiazek
do tlenku azotu.

N, O, ulega rozpadowi do jonu nitrozoniowego (NO") i azotynu. W wyniku reak-
¢ji jonu nitrozoniowego z grupami tiolowymi biatek (reakcja S-nitrozylacji) powstaja
S-nitrozotiazole. Jest oczywiste, ze taka modyfikacja (odwracalna) biatek ma kluczowe
znaczenie w modyfikacji struktury i funkcji wielu biatek, m.in. tych, ktére biora udziat
w sygnalizacji wewnatrzkomorkowej (kinazy i fosfatazy biatkowe, biatka G itp.).

Tlenek azotu posredniczy w wewnatrzkomorkowym przekazywaniu sygnatow
takze na innej drodze. Udowodniono, ze zwiazek ten jest fizjologicznym aktywato-
rem cytoplazmatycznej cyklazy guanylanowej (sGC). Produkt jej dziatania, cyklicz-
ny 3°,5’-guanozynomonofosforan (cGMP) moze regulowa¢ aktywnos$¢ wybranych
enzymow, m.in.: kinaz biatlkowych aktywowanych cGMP (PKG, ang. protein kina-
se @), kinaz MAP, kinazy biatkowej A (PKA), fosfodiesteraz, kanatoéw jonowych
bramkowanych cGMP oraz niektorych czynnikow transkrypcyjnych (CREB, ATF-1,
AP-1, NF-xB). Wiadomo tez, ze NO posredniczy w regulacji procesu fosforylacji
wybranych biatek (np. Akt i p53).

Tlenek azotu moze takze uczestniczy¢ w regulacji aktywnos$ci zwiazkow o dziata-
niu hormonalnym (czynnikow wzrostowych i cytokin). Spektakularnym przyktadem
jest reaktywacja TGFp przez uniemozliwienie ponownego wiazania TGFf3 do LAP,
po S-nitrozylacji LAP. Podobnie wplyw na aktywno$¢ konwertaz (ICE, TACE) moze
by¢ odpowiedzialny za uwalnianie aktywnych form interleukin (IL-13, TNF-a.).

Tlenek azotu posredniczy w regulacji ekspresji wielu genow, zarowno na etapie
transkrypcji, jak 1 na etapach potranskrypcyjnych. Pierwsza z tych mozliwo$ci zwia-
zana jest m.in. z modyfikacja struktury czynnikow transkrypcyjnych. Wiele z tych
biatek zawiera motyw palca cynkowego, odpowiedzialnego za wigzanie z DNA.
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Tlenek azotu ma zdolno$¢ usuwania jonéw cynku, a w wyniku tego moze hamo-
wac proces transkrypcji. Takze S-nitrozylacja zmienia aktywnos¢ transkrypcyjna
wybranych czynnikéw transkrypcyjnych (NF-kB, AP-1). Potranskrypcyjna regula-
cja ekspresji genow dotyczy wptywu tlenku azotu na niektdre bialka uczestniczace
w procesie translacji.

Przypuszcza sig, ze odpowiedz komorkowa na dziatanie NO jest zalezna od
jego stezenia. D.D. Thomas 1 wsp. zaproponowali pig¢ roznych poziomow st¢zenia
tlenku azotu: a) ponizej 30 nM, aktywujace procesy z udzialem cGMP, b) 30-100
nM, sprzyjajace procesowi fosforylacji Akt, ¢) 100-300 nM, stabilizujace HIF-1a.,
d) >400 nM, sprzyjajace procesowi fosforylacji p53 i e) >500 nM, powodujace stres
nitrozowy i nieodwracalne zahamowanie oddychania mitochondrialnego.

Udzial NO w regulacji ci$nienia i przeptywu tkankowego krwi oraz hamowanie
aktywacji ptytek krwi, fibrynolizy i rozwoju blaszek miazdzycowych wskazuje na
przeciwmiazdzycowa funkcje tego zwiazku. NO funkcjonuje takze jako neurotran-
smiter, zarowno w osrodkowym, jak i w obwodowym uktadzie nerwowym. Sugeruje
si¢ jego udzial w procesach: rozwoju mozgu, uczenia si¢ i pamigci oraz w regulacji
czynnosci ruchowych i pobierania pokarmu. Niespecyficzne zwigkszenie odpornos$ci
organizmu na choroby infekcyjne i nowotworowe moze by¢ zwiazane m.in. z cyto-
statycznym i cytotoksycznym dziataniem NO, syntetyzowanego przez stymulowane
komorki: makrofagow, leukocytow, limfocytow, hepatocytow, fibroblastow i innych.
Mimo intensywnych badan wiedza o mechanizmie dziatania i funkcji fizjologicznej
NO jest nadal niepeta.
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5. Kinazy bialkowe niereceptorowe

Sygnalizacja wewnatrzkomoérkowa jest regulowana na drodze odwracalnej fosfory-
lacji glownie przez trzy uktady:

a) kinazy i fosfatazy biatkowe (fosforylacja i defosforylacja Tyr, Ser i Thr);
b) kinazy i fosfatazy lipidéw (fosforylacja i defosforylacja fosfatydyloinozytoli);
¢) cyklazy i fosfodiesterazy (ATP-cAMP-AMP, GTP-cGMP-GMP).

Kinazy biatkowe sa fosfotransferazami katalizujacymi reakcje fosforylacji reszt
okreslonych aminokwasow w biatkach. Odkrycie procesu odwracalnej fosforylacji
biatek przez Edwina Krebsa i Eda Fischera, lezacej u podstaw hormonalnej regula-
cji aktywnosci wielu enzymdw, uhonorowane zostalo w 1992 roku nagroda Nobla
w dziedzinie fizjologii i medycyny. Kowalencyjna modyfikacja struktury biatka przez
fosforylacjg reszt wybranych aminokwaséw ma podstawowe znaczenie w aktywacji
wielu enzymoéw wewnatrzkomorkowych. W przeciwienstwie do proteolizy fosfory-
lacja jest procesem odwracalnym i realizowanym wylacznie wewnatrzkomérkowo
(wymaga naktadu energii uzyskiwanej z hydrolizy ATP). Wyniki prac prowadzonych
w ramach poznania ludzkiego genomu (Human Genom Project) wykazaly, ze okoto
20% sposrdd dwudziestukilku tysiecy gendw koduje biatka zaangazowane w trans-
dukcje sygnatu. Wérod nich jest ponad 520 kinaz i 130 fosfataz biatkowych, sprawu-
jacych Scista kontrolg nad odwracalna fosforylacja biatek. Najlepiej poznano dotad
enzymy zaliczane do kinaz serynowo-treoninowych i kinaz tyrozynowych, z ktoérych
niektore maja podwdjna swoisto§¢. Mimo ogromnej ich réznorodnosci wszystkie
poznane kinazy eukariotyczne maja zbudowana z okoto 270 aminokwaséw domeng
katalityczna o wysokim stopniu homologii. Najbardziej konserwatywna cze$¢ cza-
steczki tych kinaz biatkowych stanowi sekwencja -G-X-G-X-X-G-X, , -K- (tzw.
motyw Rossmanna), odpowiedzialna za wiazanie ATP i zlokalizowana zazwyczaj
blizej N-konca peptydu. Motyw ten nazywany jest takze pgtla P (P-loop) w od-
roznieniu od petli katalitycznej (C-loop) 1 petli aktywacji (A-loop), usytuowanych
w C-koncowej czegsci tancucha kinaz biatkowych i wykazujacych podobienstwo
w sekwencji aminokwasow. Pozostate czg$ci czasteczek kinaz biatkowych réznia sig
sekwencja aminokwasowa, a domena katalityczna posiada krotkie sekwencje amino-
kwasowe odrozniajace kinazy serynowo-treoninowe od kinaz tyrozynowych.

Kinazy biatkowe sa zazwyczaj dzielone na dziewig¢ grup na podstawie ich struk-
turalnego podobienstwa (a nie swoistosci substratowej czy lokalizacji komorkowe;j)
w obrebie jednej grupy. Zazwyczaj wyr6znia si¢: kinazy tyrozynowe (np. EGFR,
PDGEFR, Src, Abl), kinazy podobne do kinaz tyrozynowych (np. IRAK, MLK), ki-
nazy AGC (m.in. PKA, PKG, PKC), kinazy zalezne od Ca**/kalmoduliny (CAMKs),
kinazy CK1 (np. CK1, Worm 6), kinazy CMGC (CK2, MAPK, GSK3, CLK), ki-
nazy kaskady MAP, receptory o aktywnosci cyklazy guanylanowej (RGC) majace
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nieaktywna domeng kinazowa, kinazy nietypowe i inne kinazy bialkowe niewyka-
zujace wyraznego podobienstwa do pozostatych ww. kinaz biatkowych. Ze wzgle-
du na swoisto$¢ substratowa, czyli rodzaj fosforylowanego aminokwasu, wyréznia
si¢ kinazy biatkowe serynowo-treoninowe, tyrozynowe i o podwojnej swoistosci.
W niniejszym rozdziale zostanag omowione niektore niereceptorowe kinazy biat-
kowe, istotne z punktu widzenia funkcjonowania wewnatrzkomorkowych szlakow
sygnalowych.

5.1. Kinazy bialkowe serynowo-treoninowe

Seryno- i treoninoswoiste kinazy biatkowe katalizuja fosforylacj¢ biatek na dwoch
aminokwasach: Ser i Thr. Aktywnos¢ tych enzymoéw moze by¢ regulowana réznymi
kofaktorami, drobno- i wielkoczasteczkowymi. Scharakteryzowano wiele kinaz sery-
nowo-treoninowych bioracych udziat w przekazie sygnalu wewnatrzkomorkowego,
m.in.: kinazy AGC, cyklinozalezne kinazy biatkowe (kinazy cdk), kinazy aktywowa-
ne mitogenami (MAP), kinazy mTOR i kinazy zalezne od Ca*"/kalmoduliny, ktore
zostanag omowione w tym rozdziale. Kinazy te uczestnicza w bardzo wielu procesach
komorkowych, takich jak: transmisja sygnatu hormonalnego, regulacja wzrostu
komorkowego, regulacja metabolizmu weglowodanow, thuszezy i biatek, relaksacja
migéni, agregacja plytek krwi, proces widzenia i inne.

5.1.1. Kinazy bialkowe AGC

Kinazy biatkowe AGC (cAMP dependent, cGMP dependent, protein kinase C) sa
enzymami wykazujacymi duzy stopien podobienstwa sekwencji aminokwasowe;j,
gléwnie w domenie kinazowej, aczkolwiek zaréwno sposob ich aktywacji, jak 1 sub-
straty komorkowe sa catkowicie odmienne. Superrodzina tych kinaz liczy obecnie
63 biatka, m.in. rodziny: PKA, PKB, PKC, PKG i PDK. Wszystkie wymienione
poza PDKI1 zawieraja charakterystyczny motyw hydrofobowy -Phe-X-X-Phe-
-Ser/Thr-Tyr-. PDK1 (kinaza zalezna od 3-fosfoinozytydu) jest uwazana za kinazg
nadrzedna, poniewaz moze fosforylowac inne kinazy AGC na resztach Ser/Thr znaj-
dujacych si¢ w motywie hydrofobowym, co aktywuje te kinazy i pozwala zwiazaé
odpowiedni substrat. Udziat PDK1 w aktywacji kinaz AGC przedstawiono ponizej,
na przyktadzie aktywacji kinazy biatkowej B.

Kinaza biatkowa A (PKA, ang. protein kinase A) jest zaleznag od cAMP kina-
za biatkowa fosforylujaca biatka na serynie badz na treoninie. PKA jest zbudowana
z czterech podjednostek, dwoch regulatorowych (R) i dwoch katalitycznych (C).
Obecnie znana jest struktura czterech podjednostek regulatorowych (Rlo, RIf3, Rlla.,
RIIP) oraz trzech podjednostek katalitycznych (Co., C 1 Cy) czlowieka. Podjednostki
Rla, Rlla i Co wystepuja w wigkszosci tkanek, podjednostki RIf, RIIB i CP — gtow-
nie w tkankach mézgowych.

Podjednostki regulacyjne r6znia si¢ skladem aminokwasowym i masa czasteczko-
wa (49-58 kDa), natomiast podjednostki katalityczne sa podobnej wielkosci (40 kDa).
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Rys. 5.1. Domenowa budowa podjednostki regulatorowe;j (a) i katalitycznej (b) kinazy biatkowej A

(PKA). Domeny: dimeryzacji (A), autoinhibicji (B), wiazaca cAMP (C), wiazaca ATP (D), wiazaca
substrat (E) i wiazaca podjednostki (F)

Wszystkie podjednostki regulacyjne maja podobna budowe domenowa. Poczynajac
od N-konca, wyr6znia si¢ domeng hydrofilowa odpowiedzialng za tworzenie dimeru
R-R (A), nast¢pnie domeng autoinhibicji (B) oraz dwie domeny wiazace cAMP (C),
jedna wewnatrz czasteczki, a druga przy jej C-koncu (Rys. 5.1). W podjednostkach
katalitycznych wyrdznia si¢ domeng wiazaca ATP (D), znajdujaca si¢ na N-koncu
tancucha peptydowego, domeng (E) wiazaca substrat (wewnatrz czasteczki) oraz
domeng (F) odpowiedzialng za wiazanie z podjednostka regulacyjna.
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Rys. 5.2. Schemat aktywacji kinazy biatkowej A. - — podjednostka regulatorowa, m — podjednostka
katalityczna. Domeny oznaczone tak samo jak na rysunku 5.1
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Aktywacja PKA polega na zwiazaniu dwoch czasteczek cAMP z kazda z dwoch
podjednostek R enzymu. Najpierw nastgpuje przytaczenie jednej czasteczki cAMP
do miejsca wiazacego, znajdujacego si¢ przy C-koncu podjednostki R, co powoduje
zmiany konformacyjne tancucha peptydowego, umozliwiajace przytaczenie drugiej
czasteczki cAMP. Skutkiem zwiazania dwoch czasteczek cAMP jest dysocjacja pod-
jednostek R i C, a w konsekwencji odstonigcie centrum aktywnego enzymu (Rys.
5.2). Jednym z mechanizmow zapobiegajacych niespecyficznej aktywacji PKA jest
jej asocjacja ze swoistymi biatkami dokujacymi AKAP (zob. rozdziat 3.4).

Substratami PKA jest wiele enzymow, kanatow jonowych, czynnikow transkryp-
cyjnych i biatek chromosomowych. Preferowana sekwencja jest motyw -Arg-Arg-X-
-Ser/Thr-X-. Kinaza biatkowa A uczestniczy w regulacji wielu proceséw zyciowych,
m.in. posredniczy w dziataniu wielu hormonéw, czynnikéw wzrostowych i cytokin,
ktoére reguluja podstawowy metabolizm komoérkowy, proliferacje i roznicowanie oraz
odpowiedz odporno$ciowa organizmu. Z drugiej strony PKA reguluje takze syntezg
i sekrecje wielu zwiazkow o aktywnosci hormonalnej oraz uczestniczy w regulacji ak-
tywnosci transkrypcyjnej. Istotna role w swoisto$ci dziatania poszczegolnych izoform
PKA odgrywa subkomorkowa lokalizacja podjednostek regulacyjnych. Podjednostki
RI wystepuja w cytoplazmie, natomiast podjednostki RII zlokalizowane sa w blonach
plazmatycznych (komérkowych, retikulum endoplazmatycznego i aparatu Golgie-
g0). Rozmieszczenie wewnatrzkomérkowe PKA, zapewniane przez biatka dokujace

stymulowana GF aktywacja
nieaktywna PKB PI3K i fosforylacja inozytydéw

translokacja PKB do btony translokacja aktywne;
i jej fosforylacja przez PDK PKB do wnetrza komérki

Rys. 5.3. Model aktywacji kinazy biatkowej B (PKB/Akt). PI3K — kinaza 3-fosfoinozytydow, PKD
— kinaza biatkowa zalezna od fosfatydyloinozytoli, GF — czynnik wzrostowy, S — substraty PKB,
o — fosfoinozytyd, ® — 3-fosfoinozytyd, ® — fosfoseryna/fosfotreonina
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AKAP, decyduje o dostgpie do okreslonych substratow, a w rezultacie o swoisto$ci
dziatania r6znych izoform kinazy biatkowej A.

Kinaza biatkowa B (PKB, ang. protein kinase B), znana jest takze pod nazwa ki-
nazy Akt (komérkowego odpowiednika produktu genu wirusowego v-akt). Scharak-
teryzowano trzy izoformy PKB ssakéw: PKBa (c-Akt-1, RAC-PKa), PKBp (c-Akt2,
RAC-PKP) 1 PKBy (c-Akt-3, RAC-PKy). N-koncowy fragment tancucha kinazy
bialkowej B zawiera domen¢ PH, odgrywajaca kluczowa role w oddziatywaniu tej ki-
nazy z fosfolipidami, uczestniczacymi w sygnalizacji wewnatrzkomorkowej (rozdziat
3.1). Aktywno$¢ PKB wzrasta gwattownie po dziataniu insuliny i czynnikow wzro-
stowych. Posrednim aktywatorem PKB jest kinaza 3-fosfoinozytydéw (PI3K) (Rys.
5.3a). Przyjmuje sig, ze stymulowana PI3K synteza fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifos-
foranu (PI-3,4,5-P,) i/lub fosfatydyloinozytolo-3,4-difosforanu (PI-3,4-P,) (Rys. 5.3b)
jest niezbgdna dla translokacji PKB z cytozolu do btony komodrkowej, gdzie staje si¢
substratem dla kinaz biatkowych zaleznych od fosfatydyloinozytoli (gtéwnie PDK1),
ktore fosforyluja ja (Rys. 5.3¢) na treoninie 308 (Akt-1). Fosforylacja ta jest absolutnie
niezbg¢dna do aktywacji kinazy Akt. Natomiast fosforylacja seryny 517 (Akt-1) jest re-
alizowana przez kompleks TORC2 (TOR-Rictor). O ile mechanizm fosforylacji Thr?®
jest dobrze poznany, o tyle aktywacja kompleksu TORC?2 i fosforylacja Ser’'” jest nie-
jasna. Tylko fosforylacja obu ww. aminokwasoéw pozwala na pelna aktywacj¢ PKB,
jej dysocjacje od btony komodrkowej i fosforylacje substratow cytoplazmatycznych
oraz jadrowych (Rys. 5.3d). Jak juz wspomniano, PDK1 jest enzymem uczestnicza-
cym w przenoszeniu sygnatu na wiele roznych substratow, zarowno w sposob zalezny
(np. PKB), jak i niezalezny (np. PKC) od PI3K.

Wszystkie substraty PKB sg fosforylowane w tym samym zasadowym motywie
-Arg-X-Arg-X-X-Ser/Thr-. Znanych jest przynajmniej kilkanascie substratow, ktore
dzieli si¢ zazwyczaj na dwie grupy zwiazkow: czasteczki uczestniczace w regulacji
réznych procesé6w metabolicznych (synteza biatek, metabolizm glikogenu, reakcje
cyklu komoérkowego) i substancje przekazujace sygnat do apoptozy. Do pierwszej
grupy zalicza si¢ m.in.: kinaz¢ syntazy glikogenu-3, fosfodiesterazg 3B, biatko ada-
ptorowe IRS-1, inhibitor cyklin p21¢P™f i kinaze Raf-1. Kinaza syntazy glikoge-
nu-3 (GSK-3), ktorej aktywno$¢ po fosforylacji obniza sig, kontroluje z kolei takie
procesy, jak synteza glikogenu (jest negatywnym regulatorem syntezy glikogenu)
i synteza biatek modulujacych aktywnos¢ wybranych czynnikow transkrypcyjnych.
Do tych ostatnich nalezy TCF/LEF-1 (ang. T-cell factor/lymphocyte enhancer-bin-
ding factor-1), uczestniczacy w stymulacji ekspresji genéw licznych biatek, m.in.
cykliny D1. Z kolei fosforylacja p21 powoduje zatrzymanie tego biatka w cytopla-
zmie 1 zapobiega jego efektom antyproliferacyjnym. Natomiast do substratow PKB
regulujacych apoptoze naleza m.in. proapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2, gtéwnie
Bad i biatko CREB (ang. ¢cAMP response element binding protein), uczestniczace
w regulacji transkrypcji. Dlatego aktywacja 1 dezaktywacja PKB sa uwazane za
wazny etap w hormonalnej kontroli bardzo wielu procesow, nawet tak réznych, jak
stymulacja wzrostu i apoptoza.

Kinaza biatkowa C (PKC, ang. protein kinase C) jest kinaza biatkowa serynowo-
-treoninowa, ktora jej odkrywcy (M. Inoue i wsp.) okreslili jako kinaze¢ biatek histo-
nowych zalezna od jondw wapnia i fosfolipidow, aktywowang przez diacyloglicerol
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PKC klasyczne (o, Bl, Bll, y)

IP||m- R2 l Kinaza S/T l

PKC nowe (3, 6, &, 1)

l R2 .PI. Kinaza S/T

PKC nietypowe (z, ¢, A)

[es G = | ESEEEN

PKC nietypowe (n)

I- F’II- Kinaza S/T l

Rys. 5.4. Schemat budowy trzech rodzin izoform kinazy biatkowej C (PKC). Domeny: R1 i R2
— regulatorowe, PB — wiazaca, P — pseudosubstratowa, TB — transblonowa, PH — wiazaca 3-fo-
sfoinozytydy, kinaza S/T — kinazy serynowo-treoninowej

(DAG). Wystepuje powszechnie w tkankach ssakow. Dotychczas scharakteryzowano
12 izoenzyméw PKC ssakow, o okreslonej swoistosci dziatania i réznej lokalizacji
tkankowej. PKC a., 8 1 £ wystgpuja powszechnie, PKC y glownie w ukladzie nerwo-
wym, PKC 1 tylko w migéniach szkieletowych i komoérkach hematopoetycznych,
a PKC ¢ glownie w skorze 1 plucach, ale wigkszo$¢ komodrek syntetyzuje wigeej
niz jeden typ PKC. Wiele izoform PKC ma podobna masg czasteczkowa, okoto 80
kDa, chociaz moga wystgpowac znaczne odchylenia od tej wartosci (np. PKC ¢ — 97
kDa, a PKC £ — 64 kDa). Fizjologicznym aktywatorem PKC jest diacyloglicerol, ale
ze wzgledu na zaleznos$¢ aktywacji od obecno$ci badz nieobecno$ci jonéw wapnia

ﬂﬂﬂﬂﬂ b
PS— g‘%%%g | nieaktywna kinaza C aktywna
zwigzana z btong komorkowg kinaza C
i FRAFRRG, [\ Proteiny
ca* ++ +Ca® T=> ;dé,@m > LILILILILI ATP
ﬁ F ADP
PKC DAG fosfoproteiny
nieaktywna cytozolowa
kinaza C

Rys. 5.5. Mechanizm aktywacji klasycznych kinaz biatkowych C (PKC). PS — fosfatydyloseryna,
DAG - diacyloglicerol
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1 zdolno$ci do wiazania estrow forbolu (ktéore w niektorych przypadkach moga za-
stgpowa¢ DAG) przyjeto dzieli¢ rodzing PKC na trzy grupy. PKC klasyczne (o, BI,
BII i y) sa zalezne od Ca*" i aktywowane przez estry forbolu, PKC nowe (8, &, 1 1 0)
sa niezalezne od Ca?*, ale moga by¢ aktywowane przez estry forbolu, oraz PKC nie-
typowe (C, A, W, 1), ktore sa niezalezne od Ca?" i nie wiaza estrow forbolu (Rys. 5.4).
Wszystkie trzy grupy enzymow maja domeng kinazy serynowo-treoninowej (S/T),
zlokalizowang przy C-koncu czasteczki biatka i réznie zlokalizowana domeng pseu-
dosubstratowa (P). PKC klasyczne i nowe zawieraja podwojna domeng regulatorowa
R1 (A1B) oraz pojedyncza domeng R2. W przypadku PKC klasycznych domena R2
jest zlokalizowana za domeng R1, co powoduje, zZe te izozymy wiaza jony wapnia
1 s regulowane przez diacyloglicerol (DAG). W przypadku PKC nowych domena
R2 jest zlokalizowana przed domena R1, czyniac te enzymy niewrazliwymi na jony
wapnia i regulowanymi wylacznie przez DAG. Jeden z czterech izozyméw PKC nie-
typowych (PKCm) jest biatkiem zakotwiczonym w btonie komorkowej domena TM
1 zawiera dodatkowo domeng PH. Wszystkie PKC nietypowe pozbawione sa domeny
R2 i zawieraja pojedyncza domeng R1, co powoduje, ze sa niezalezne zardwno od
jonow wapnia, jak i od diacyloglicerolu. Zamiast tego enzymy te zawieraja domeng
PB (ang. protein binding) odpowiedzialna za asocjacj¢ z innymi biatkami majacymi
taka samg domene.

Aktywacja klasycznych izozymoéw PKC nastgpuje po translokacji enzymu z cyto-
zolu do wewngtrznej powierzchni blony komoérkowej. Wigzanie PKC z fosfolipidami
btony zalezy od obecno$ci jondw wapnia i rodzaju fosfolipidow. Prawdopodobny
mechanizm aktywacji PKC obejmuje kilka etapéw (Rys. 5.5). W pierwszym cztery
czasteczki fosfatydyloseryny (PS) wiaza jeden jon Ca®* poprzez grupy karboksylo-
we seryny. Nastgpnie przytacza si¢ PKC, tworzac nieaktywny enzymatycznie kom-
pleks PKC-4PS-Ca*". Zwiazanie jednej czasteczki DAG z tym kompleksem inicjuje
zmiany konformacyjne w czasteczce enzymu i jego aktywacje, ktdrej wynikiem
jest fosforylacja biatek. Stechiometria 1 swoistos¢ aktywacji PKC przez DAG jest
charakterystyczna dla dziatania wtornych przekaznikéw informacji biologiczne;.
Substratami tego enzymu in vitro jest bardzo wiele réznych biatek, m.in.: kinaza
fosforylazy glikogenu, syntaza glikogenu, miozyna, aktyna, troponina, liczne biatka
transportujace i biatka kanatéw jonowych, receptory (hormondw, neurotransmiteréw
i czynnikéw wzrostowych), niektore czynniki zaangazowane w regulacje transkryp-
cji i translacji. PKC stymuluje takze m.in. usytuowany w btonie komorkowej uktad
wymiany jonéw Na/H". Uktad ten wykorzystuje skierowany do wngtrza komorki
gradient jonéw sodowych do aktywnego wypychania protondw na zewnatrz komor-
ki i odgrywa podstawowa rol¢ w homeostazie wewnatrzkomorkowego pH. Wiele
procesdOw wewnatrzkomorkowych zaleznych jest od pH, m.in. istotna rol¢ w sygna-
lizacji mitogennej odgrywa stymulowana podniesieniem pH inicjacja syntezy biatek,
zaangazowanych w regulacje cyklu komoérkowego.

Na podstawie aktywnosci biologicznej PKC postuluje si¢ jej udziat w takich pro-
cesach, jak: a) regulacja lipogenezy i glikogenolizy, b) modyfikacja funkcji biatek
kurczliwych, ¢) posredniczenie w sekrecji hormonow, neurotransmiteréw i enzymow
trawiennych, d) regulacja wewnatrzkomorkowego pH, e) regulacja proceséw trans-
krypcji i translacji oraz f) regulacja wzrostu komorkowego.
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Rys. 5.6. Wybrane sygnaty wewnatrzkomérkowe z udziatem kinazy biatkowej G (PKG). ANS —
przedsionkowy peptyd natriuretyczny, NO — tlenek azotu, sGC/rGC — cyklaza guanylanowa niere-
ceptorowa/receptorowa, PLC — fosfolipaza CB, IP,— inozytolo-(1,4,5)-trifosforan, IP,R — receptor
IP,, RE — retikulum endoplazmatyczne, IRAG — zasocjowany z receptorem IP, substrat PKG

Kinaza biatkowa G (PKG, ang. protein kinase G) jest zalezna od cGMP kinaza biat-
kowa serynowo-treoninowa. Znane sa trzy izoformy PKG (CWKS): PKGI (cGKla),
PKGII (¢cGKIB) i PKGIII (¢GKII) ssakéw, kodowane przez dwa geny. Wszystkie
fosforyluja substraty biatkowe w motywie -Arg-Lys-Arg-Lys-X-Ser-Thr- 1 wykazuja
podobne cechy strukturalne: a) N-koncowa domeng zamka leucynowego (Leu-Ile),
b) domeng autoinhibicji, ¢) domeng regulatorowa, zawierajaca dwa miejsca wiazace
cGMP, d) domeng wiazaca ATP i ) domeng katalityczna. Dwie izoformy ¢GKI (ot 1 3)
r6znig si¢ budowa zamka leucynowego (Leu-Ile) i odpowiedzig na fizjologiczny ak-
tywator (cGKla jest aktywowana przy dziesigciokrotnie nizszym stezeniu cGMP niz
cGKIp), swoistoscia substratowa oraz lokalizacja tkankowa. cGMP-zalezne kinazy
biatkowe sa kluczowymi enzymami, posredniczacymi w kaskadach sygnatowych ini-
cjowanych tlenkiem azotu i peptydami natriuretycznymi (Rys. 5.6).

Enzymami uczestniczacymi w syntezie cGMP 1 aktywacji cGKs sa aktywowane
NO rozpuszczalne (sGC) lub aktywowane peptydami natriuretycznymi receptorowe
(rGC) cyklazy guanylanowe (zob. rozdziaty 4.3 i 4.4). Substratami sa rozne biatka
wewnatrzkomorkowe, m.in.: biatka regulujace aktywnos¢ kanatow jonowych (gtow-
nie Ca*"), takie jak fosfolipaza C, substrat kinazy PKG zasocjowany z receptorem IP,
(IRAG, ang. IP -receptor-associated cGMP kinase substrate), podjednostki wiazace
miozyneg, np. MYPT1 (ang. myosin phosphate targeting subunit I), biatka regulujace
aktywnos¢ biatek G, np. RGS2 (ang. regulator of G-protein signalling 2), biatka
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uczestniczace w reorganizacji cytoszkieletu, np. VASP (ang. vasodilator stimulated
Pphosphoprotein) i mate biatka G — RhoA. Kinazy biatkowe G biora udziat w regulacji
wielu procesow fizjologicznych, jak: skurcz migéni gladkich, aktywacja plytek krwi,
plastyczno$¢ synaptyczna, sekrecja jelitowa i inne.

5.1.2. Kinazy bialkowe aktywowane mitogenami

Kinazy biatkowe aktywowane w odpowiedzi na stymulacj¢ mitogenna nazywane
sa kinazami MAP (ang. mitogen activated protein). Pierwsza kinaza MAP zostata
odkryta przez Sturgilla i Raya w roku 1986 i nazwana kinaza biatkowa 2 zasocjo-
wanga z mikrotubulami (kinaza MAP-2). P6zniej kinaza ta okazata si¢ strukturalnie
i funkcjonalnie podobna do wielu innych kinaz fosforylowanych w odpowiedzi na
dziatanie mitogendw, dlatego zmieniono jej nazwe na kinaz¢ MAP i zaliczono do
wielogenowej rodziny kinaz biatkowych MAP. Kinazy MAP sa czgsto okreslane
jako kinazy serynowo-treoninowe ukierunkowane prolina, preferowana bowiem
przez nie sekwencja substratowa to -Pro-X-(Ser/Thr)-Pro-. Niektore z tych enzy-
moéw maja rzadko spotykana podwdjna swoisto$¢ substratowa (MAPKK fosforyluja
w MAPK zaro6wno reszty treoniny, jak i tyrozyny). Biatka te sa kluczowym ogniwem
tancucha kaskady enzymatycznej, okreslanej jako kaskada fosforylacji kinaz MAP.
Kaskada ta uwazana jest za wspolny dla wszystkich organizméw eukariotycznych,

Interakcja
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Rys. 5.7. Trzy kaskady kinaz MAP: Erk, INK/SAPK i p38. MAPKKK - kinaza kinazy kinazy
MAP, MAPKK - kinaza kinazy MAP, MAPK — kinaza MAP, Rac/Rho — male biatka G. GRF —
receptor czynnika wzrostowego. Pozostale objasnienia w tekscie
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zardwno zwierzgeych, jak i ro§linnych, mechanizm laczacy odbioér informacji ze-
wnatrzkomorkowej przez receptory btonowe z biologiczng odpowiedzia komorki.
Sktadnikami wystepujacymi we wszystkich wariantach kaskady kinaz MAP, za-
rowno u krggowcow, jak i u drozdzy, sa kinaza MAP (MAPK), kinaza aktywujaca
MAPK (MAPKK) oraz kinaza kinazy aktywujacej MAPK (MAPKKK). Wyr6znia
si¢ przynajmniej trzy roézne, rownolegte kaskady kinaz MAP ssakow (Rys. 5.7),
nazywane w zaleznos$ci od kinazy wykonawczej kaskadami: kinazy regulowanej
czynnikami zewng¢trznymi — Erk (ang. extracellular signal-related kinase), kina-
zy fosforylujacej N-terminalna cze¢$¢ Jun/kinazy biatkowej aktywowanej przez
czynniki stresowe — JNK/SAPK (ang. c-jun N-terminal/stress-activated protein
kinase) i kinazy p38. Wszystkie te kinazy efektorowe zawieraja charakterystyczny
motyw podwojnej fosforylacji: -Thr-Glu-Tyr- (Erk), -Thr-Pro-Tyr- (JNK) i -Thr-
-Gly-Tyr- (p38), fosforylowany dziataniem kinaz MAPKK. W obrgbie kaskady ki-
naz Erk wyroznia si¢ dwa szlaki sygnalowe MAPKKK—MAPKK—MAPK. Jeden
z udzialem Raf-1 (A-Raf, B-Raf) - MEK1/2 — Erk1/2 i drugi angazujacy MEK-
K2/3 — MEKS.Erk5. Ponadto sugeruje si¢ obecnos¢ dwoch innych kaskad kinaz
MAP, ale poza kinazami wykonawczymi Erk3/4 1 Erk7 pozostali ich uczestnicy sa
nieznani.

Przyjmuje sig, ze kaskady enzymatyczne uruchamiane aktywacja MAPKKK
sa czedcia inicjowanej roznymi czynnikami odpowiedzi komorek docelowych,
prowadzaca do regulacji ekspresji okreslonych genow. Kaskada Erk posredniczy
gtéwnie w odpowiedzi komorki na dziatanie zewnatrzkomodrkowych czynnikoéw
wzrostowych i hormonéw. Kaskada JINK/SAPK jest aktywowana w odpowiedzi
na rézne czynniki stresowe (stres termiczny, UV, podwyzszona osmolarnosc,
stres oksydacyjny) i cytokiny. Natomiast kaskada p38 posredniczy w procesach
zapalnych (stymulacja syntezy cytokin prozapalnych, indukowane CSFs i EPO
roznicowanie komoérek obrony immunologicznej) oraz w sygnalizacji indukowanej
interakcja migdzykomoérkowa. Udowodniono, ze istnieja swoiste biatka dokujace
(zob. rozdzial 3.4), wiazace poszczegdlne elementy kaskady enzymatycznej w jed-
na cato$¢ i przyspieszajace znacznie proces katalizy. Biatkami inicjujacymi kaska-
de¢ kinaz Erk sa biatka Ras, ktore aktywuja kinaz¢ Raf-1 (MAPKKK). Mechanizm
tej aktywacji jest ztozony (Rys. 5.8) i nie do konca poznany. Poszczegdlne etapy
tego procesu to translokacja Raf-1 z cytoplazmy do btony komdrkowej, asocjacja
z biatkami Ras oraz interakcja z biatkami 14-3-3 1 chaperonami molekularnymi.
W poszczegblnych etapach aktywacji i dezaktywacji biora udziat kinazy i fosfatazy
serynowo-treoninowe, m.in.: PKA, PKB i PP2A. Aktywna kinaza Raf-1 fosfory-
luje kinazg¢ MEK (MAPKK) na dwoch resztach Ser, a ta z kolei fosforyluje reszty
Thr 183 1 Tyr 185 kinazy Erk (MAPK). Kinazy MAP moga fosforylowa¢ rozmaite
substraty biatkowe, biorace udziat zarowno w poprzednich, jak i w nastgpnych
etapach przekazywania sygnalu. W pierwszym przypadku sa to takie biatka, jak
MEK, Raf-1 i GEF, co wskazuje na udziat MAPK w regulacji aktywnosci kaskady
na zasadzie ujemnego sprzg¢zenia zwrotnego. W drugim przypadku sa to biatka za-
angazowane posrednio (kinazy aktywowane kinazami MAP, ktore po translokacji
do jadra fosforyluja czynniki transkrypcyjne) lub bezposrednio (czynniki trans-
krypcyjne, polimeraza II RNA) w regulacje aktywnosci transkrypcyjnej komorki.
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Rys. 5.8. Hipotetyczny mechanizm aktywacji i dezaktywacji kinazy Raf. 1 — wiazanie z Ras,
2 — stymulacja kaskady kinaz MAP, 3 — modulacja aktywnosci Raf, 4 — oligomeryzacja Raf przy
udziale biatek 14-3-3, 5 — modulacja aktywnos$ci Raf. GEF — czynnik stymulujacy wymiang nu-
kleotydéw guaninowych, GAP — biatko aktywujace GTP-azg, PKA/PKB — kinazy biatkowe A i B,
PP2A — fosfataza PP2A

Substratami kaskady enzymatycznej kinaz MAP sa takze bialka cytozolowe (np.
PLA,, PTP2C), biatka cytoszkieletu (np. MAP1, MAP2, Tau) oraz biatka transbto-
nowe (m.in. receptory czynnikow wzrostowych).

Kaskady kinaz JNK/SAPK i p38 aktywowane sa glownie stresem (oksydacyj-
nym, UV, osmolarnym). Drogi aktywacji kinaz JNK i p38 sa podobne. Kinazy te sa
aktywowane przez MAPKK o podwdjnej swoistosci, zaliczane do czterech rodzin,
okreslnych jako MKK (ang. MAP kinase kinase). Enzymy MKK3 i MKKG6 fosfory-
luja kinazy p38, a enzymy MKK4 i MKK?7 fosforyluja kinazy JNK. Kinazy MKK
sa aktywowane przez liczna grupe MAPKKK, do ktorej naleza kinazy MEKK (ang.
mitogen activated extracellular kinase kinase), kinazy MLK (ang. mitogen activated
like kinase), ASK (ang. apoptosis signal regulated kinase) 1 TAK (ang. transforming
growth factor f — activated kinase), a te z kolei przez mate biatka wiazace nukleotydy
guanylowe (Rac, Rho). Substratami kinaz JNK i1 p38 sa przede wszystkim czynniki
transkrypcyjne, takie jak: AP-1, ATF2, Elk1, NF-xB, MEF-2C.

Wiele danych doswiadczalnych wskazuje, ze wielko$¢ i czas trwania aktyw-
nos$ci kinaz MAP (zwtaszcza MAPK) wplywaja na specyficzno$¢ sygnatu kinazy
wykonawczej. Inaktywacja tych kinaz jest regulowana przez defosforylacje reszt
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fosfotreoniny i/lub fosfotyrozyny zlokalizowanych w petli aktywacyjnej. Ta de-
fosforylacja moze by¢ realizowana przez fosfatazy serynowo-treoninowe (PP2A,
PP2C), fosfatazy tyrozynowe (STEP, HePTP) lub fosfatazy o podwojnej swoistosci
(MKPs) (rozdziat 6). Szczegolng role w regulacji aktywnosci MAPKSs przypisuje
si¢ rodzinie enzymow okre§lanych nazwa fosfataz kinaz MAP (MKPs, ang. MAP
kinase phosphatases).

5.1.3. Kinazy regulujace cykl komorkowy

Podziat komorek ssakow jest regulowany przez kilka rodzin kinaz serynowo-treoni-
nowych, ktore umozliwiaja progresje przez réozne fazy cyklu komérkowego. Naleza
do nich m.in.: kinazy cyklinozalezne, polokinazy, kinazy Aurora i kinazy Nrk (po-
dobne do NIMA).

a. Kinazy cyklinozaleine

Kinazy cdk (ang. cyclin dependent kinase) zaangazowane sa m.in. w regulacj¢
przebiegu cyklu komoérkowego. Dotychczas opisano dwanascie kinaz cykli-
nozaleznych ssakow, z ktorych pigé (cdkl, cdk2, cdk3, cdk4 i cdko6) jest bezposred-
nio zaangazowanych w regulacj¢ cyklu komoérkowego. Kinaza cdkl bierze udziat
w przejsciu z fazy G2 do M, kinazy cdk2, cdk4 i cdk6 w przejsciu G1-S, a kinaza
cdk3 w przejsciu GO—G1-S. Substratami tych enzymoéw in vitro sa liczne biatka
strukturalne (cytoplazmatyczne i jadrowe), czynniki transkrypcyjne, produkty ge-
néw supresorowych oraz wiele innych. Kinazy cdk maja w swojej strukturze mo-
tyw typowy dla kinaz biatkowych serynowo-treoninowych, zbudowany z bogatej
w struktury B czgs$ci aminoterminalnej, a-helikalnej czgéci karboksyterminalnej
1 zlokalizowanej pomigdzy nimi sekwencji o aktywnoS$ci enzymatycznej. Regula-
cja aktywnosci cdk jest skomplikowana i przebiega na wielu réznych poziomach.
Gtoéwna rolg przypisuje sig cyklinom.

Kinaza cdkl wiaze preferencyjnie cykliny typu A (Al 1 A2) oraz typu B (B1, B2
1 B3). Ponadto kinaza ta moze takze tworzy¢ potrdjne kompleksy z cyklinami B i cy-
klina F. Kinaza cdk2 wiaze gtdwnie cykliny A i cykliny E (E1 i E2) oraz z mniejszym
powinowactwem cykliny: D1, D2, B1 i B3. Kinaza cdk3 moze tworzy¢ kompleksy
z cyklinami: E, A 1 C, natomiast kinazy cdk4 i cdk6 preferuja cykliny D1, D2 i D3.
Nie wszystkie kinazy cdk biora bezposredni udziat w regulacji cyklu komoérkowego.
Niektore kinazy cdk wptywaja na realizacje¢ cyklu komoérkowego tylko posrednio.
cdk5 kontroluje architekture komoérek nerwowych (fosforyluje dynaming, biatko tau
i aktyng). cdk7 kontroluje posrednio cykl jako kinaza aktywujaca kinazy cdk (CAK,
ang. cdk activating kinase) 1 transkrypcj¢ jako skladnik trimerycznego czynnika
transkrypcyjnego TFIIH (cdk7, cyklina H i MAT1). Gléwnie reguluje transkrypcjg
przez fosforylacj¢ C-konca polimerazy II RNA, cykliny H i wewnatrzkomorkowe;j
domeny receptora Notch. Kompleks cdk9—cyklina T petni funkcj¢ czynnika trans-
krypcyjnego, zaangazowanego w elongacj¢ RNA. Kinaza cdk10 jest stabo poznana,



Kinazy biatkowe niereceptorowe 119

Kompleks Kompleks
nieaktywny nieaktywny

cdk CKI

@@ Kompleks

cdk aktywny

&CDCZS

DD

D

cdk
(p7160)

Kompleks
nieaktywny

Rys. 5.9. Proponowane mechanizmy regulacji aktywnosci kinaz cyklinozaleznych (cdk). CAK —
kinaza aktywujaca cdk, CKI — inhibitory kinaz cdk, CDC25 — fosfataza CDC25

a kompleks cdk11—cyklina L reguluje rézne procesy, takie jak: splicing RNA, trans-
krypcja i apoptoza. Poziom kinaz cdk, podobnie jak innych bialek, jest wynikiem
balansu pomigdzy ich synteza i ubikwitynozalezna degradacja. Aktywno$¢ kinaz
cdk jest regulowana gtéwnie na trzech drogach: fosforylacji/defosforylacji enzymu,
tworzenia badz dysocjacji kompleksow cdk—cyklina lub wigzania z odpowiednimi
inhibitorami (Rys. 5.9). Potaczenie kinazy cdk z odpowiednia cykling powoduje po-
wstanie nieaktywnego kompleksu cdk—cyklina, ktéory wymaga fosforylacji treoniny
160 (w przypadku cdkl) do przej$cia w stan aktywny. Enzymami katalizujacymi t¢
reakcje sa kinazy aktywujace cdks (CAK). Aktywny kompleks cdk—cyklina (cdk1)
moze by¢ dezaktywowany na drodze fosforylacji treoniny 14 i tyrozyny 15 i ponow-
nie aktywowany pod dziataniem fosfataz cdc25. Aktywno$¢ kinaz cdk moze by¢
takze hamowana dzialaniem swoistych inhibitorow CKI. Dysocjacja kompleksow
cdk—cyklina powoduje utrate aktywnosci kinaz cyklinozaleznych, podobnie jak de-
fosforylacja Thr 160.

Cykliny sa to biatka warunkujace prawidtowy przebieg cyklu komorkowego.
Stanowia podjednostki regulatorowe cyklinozaleznych kinaz biatkowych. Ziden-
tyfikowano 29 biatek okreslanych mianem cyklin, oznaczanych duzymi literami
alfabetu, ale tylko niektére z nich wspoéldziataja z kinazami cdk i uczestnicza
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w regulacji cyklu komorkowego. Bialka te dzieli si¢ zazwyczaj na trzy grupy, w za-
leznos$ci od ich uczestnictwa w regulacji poszczegdlnych faz cyklu komérkowego
(Rys. 5.10). Cykliny D1-D3 i cyklina E sa syntetyzowane w fazie G1 i odpowie-
dzialne za przej$cie komorek przez t¢ fazg cyklu. Miejsca promotorowe gendow
cyklin D maja miejsca wiazace szereg czynnikoéw transkrypcyjnych. Cyklina D1
wiaze m.in. AP-1, STAT, NF-«xB, a cyklina D2 — Myc. Najwazniejszym substratem
kompleksoéw cykliny D—cdk4/6 jest bialko retinoblastomy (Rb). Cyklina A jest
syntetyzowana w poznej fazie G1 i umozliwia wejscie i przejScie komorek przez
fazg S. Scharakteryzowano dwie cykliny typu B ssakow: B1 i B2, ktorych poziom
komoérkowy ro$nie w fazie G2 i osiaga maksimum w fazie mitozy. Cyklina B1
aktywuje cdkl i reguluje wejscie oraz wyjscie komorek z fazy M, a cyklina B2
uczestniczy prawdopodobnie w remodelowaniu aparatu Golgiego, zachodzacym
podczas mitozy. Udzial cyklin w fizjologicznej regulacji proceséw wzrostu po-
twierdzaja m.in. nastgpujace fakty:

TGFB

I~

INK4, Cip/Kip cdc25A Cip/Kip | +— p53

=)

cyklina E
cdk2

CDC25B
< | CDC25C

- [Goe]

cykliny B
cdk4/6 G1
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Kinazy Plk,

Aurora, Nek

Rys. 5.10. Cztery fazy cyklu komoérkowego, kontrolowane przez rézne kompleksy cyklina/kinaza
cyklinozalezna (cdk) oraz ich aktywatory (CAK, cdc25) i inhibitory (INK4 i Cip/Kip). TGFp —
transformujacy czynnik wzrostowy typu 3, E2F — czynnik transkrypcyjny E2F, p53 — bialko supre-
sorowe p53, R1-R3 — punkty restrykcyjne
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a) obnizenie syntezy cykliny D1 hamuje wyjscie komorek z fazy G1;

b) mikroiniekcja przeciwcial dla cykliny E uniemozliwia wejscie komorek
w faze S;

¢) zalezne od gestosci zahamowanie wzrostu zwigzane jest z obnizeniem pozio-
mu cykliny A i wzrostem stgzenia inhibitora p27;

d) rozpoczecie procesu mitozy jest absolutnie zalezne od syntezy cyklin B, a jego
zakonczenie od enzymatycznej degradacji tych biatek.

Cykliny sa konserwatywnymi ewolucyjnie biatkami o m.cz. 40-60 kDa, z wyraz-
nie wyr6zniong domena funkcjonalna (okoto 150 reszt aminokwasowych), nazywana
boksem cyklinowym. Sekwencja ta jest odpowiedzialna za wiazanie cyklin z kinaza-
mi cdk. Jak juz wspomniano, genom ludzki koduje 29 biatek zawierajacych jeden lub
dwa boksy cyklinowe, ale cz¢§¢ z nich (cykliny: I, J, M, O, P i S) nie ma typowych
partneréw enzymatycznych — kinaz cdks i nazywana jest cyklinami sierocymi.

Dezaktywacja kinaz cdk jest wynikiem hamowania ich aktywnosci przez swoiste
inhibitory (CKI, ang. cyclin kinase inhibitor) lub przez enzymatyczna, ubikwityno-
zalezna degradacje cyklin. Odkrycie CKI otwarlo nowy, istotny takze z praktycznego
punktu widzenia, rozdzial w badaniach mechanizméw kontroli wzrostu komoérko-
wego. Pozwolito na powiazanie biochemicznych aspektow zahamowania cyklu ko-
moérkowego z réznymi procesami fizjologicznymi, takimi jak: zewnatrzkomoérkowe
sygnaly hamujace wzrost komorkowy, odpowiedz komorki na uszkodzenia DNA,
supresja tumorogenezy czy regulacja réznicowania. Wszystkie CKI mozna zaliczy¢
do jednej z dwdch rodzin: inhibitory Cip/Kip (p2 16P™Wal, p27%ipl § p57%ip2) preferujace
kompleksy cyklina—cdk i inhibitory INK4 (p15, p16, p18, p19), wspotzawodniczace
z cyklinami o wigzanie do kinaz cdk4 i cdkeé.

Inhibitor p27% odgrywa kluczowa rolg w decyzji, czy komérka podejmuje nowy
cykl zyciowy, czy przechodzi w stan spoczynku (fazg GO). Stezenie tego inhibitora
gwaltownie ro$nie, kiedy komorka przechodzi w stan spoczynku, i gwaltownie spa-
da, kiedy komorka wchodzi w cykl komoérkowy. Wzrost stezenia p27%P moze by¢
indukowany wieloma réznymi czynnikami antymitotycznymi, m.in. bezposrednim
kontaktem komodrka—komorka czy zewnatrzkomorkowymi inhibitorami wzrostu (np.
TGFp). Biatkami docelowymi dla tego inhibitora sa przede wszystkim kompleksy:
cdk2—cyklina E i cdk1/2—cyklina A. Poziom komodrkowy tego inhibitora jest regu-
lowany na drodze degradacji ubikwitynozaleznej, na zasadzie ujemnego sprz¢zenia
zwrotnego przez kompleks cdk2—cyklina E.

Inhibitor p27%® wiaze si¢ takze z kompleksami cdk2 z cyklinami A i E, powodujac
ich inaktywacjg 1 zatrzymanie cyklu komorkowego. Charakterystyczng wtasciwoscia
p27%P jest regulacja jego poziomu na etapie transkrypcji przez biatko p53, podczas
odpowiedzi na uszkodzenie DNA.

Inhibitory z rodziny INK4 wiaza si¢ glownie z kinazami cdk4/6, uniemozli-
wiajac ich wiazanie z cyklinami D (1-3). Regulacja poziomu tych inhibitoréw jest
skomplikowana i zalezna od rodzaju komorek. Trudno przeceni¢ role tych biatek
w regulacji wzrostu komorkowego, zarowno w warunkach fizjologicznych, jak
i patologicznych. Ograniczajac si¢ tylko do jednego przyktadu, inhibitorow p21,
mozna powiedziec, ze:
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a) bialka te oddziatuja z réznymi kompleksami cdk—cykliny, przede wszystkim
z kompleksem cdk4—cyklina D1, a stopien inhibicji zalezy od liczby czasteczek
inhibitora zwiazanego przez kompleks cdk—cyklina (po zwiazaniu jednej czastecz-
ki p21 kompleks cdk4—cyklina D1 jest nadal aktywny, dopiero zwiazanie wielu
czasteczek inhibitora hamuje catkowicie aktywnos¢ kinazowa tego kompleksu);

b) ekspresja genu p21 jest regulowana bezposrednio przez biatko supresorowe
p53 (promotor genu p21 zawiera dwa miejsca wiazace p53);

c) iniekcja p21 do komoérek nowotworowych powoduje zahamowanie wzrostu
w fazie G1, zmiang morfologii i przyspiesza réznicowanie.

Degradacja cyklin przebiega w proteasomach 26S, po uprzedniej ubikwitynacji tych
biatek. Ten proces wymaga wczesniejszej fosforylacji cyklin (m.in. Thr?*¢ w cyklinie
D1 i Thr**® w cyklinie E). Ubikwitynacja cyklin przebiega przy udziale swoistych li-
gaz E3, kompleksow biatkowych nazywanych SCF (ang. SkipI-Cullini-F-box) i APC
(ang. Anaphase-Promoting Complex). SCF jest aktywny w trakcie catego cyklu ko-
moérkowego, w odréznieniu od APC. Gléwnymi substratami kompleksu SCF sa biatka
regulujace przej$cie komorki przez fazy G1/S: cykliny A i E, inhibitory p21 i p27 oraz
fosfatazy cdc25. Kompleks APC cztowieka zbudowany jest z 12 r6znych podjednostek,
a regulacja jego aktywnosci jest bardzo skomplikowana. Kompleks APC jest aktywny
w fazie G1 (substratami sa m.in. biatka: CDC20, polokinaza 1 i kinaza Aurora A),
aktywnos$¢ spada w fazie S, jest nieaktywny w fazie G2 (co jest warunkiem progres;ji
przez tg faze) 1 wzrasta w fazie M (substratami sa m.in. cyklina B1 i sekuryna).

b. Polokinazy

Jedna z powszechnie wystepujacych w organizmach eukariotycznych kinaz sery-
nowo-treoninowych niereceptorowych jest rodzina polokinaz (Plks, ang. polo-like
kinases). W organizmach ssakow wystepuja cztery takie biatka (Plk1-Plk4). Nazwa
tej grupy enzymow zostala przyjeta dla podkreslenia obecnosci w C-koncowej cze-
sci czasteczki tych zwigzkéw motywow nazwanych boksem polo (PBM), ktorych
tandem tworzy domeng poloboksu (PBD, ang. polobox domain). Domena ta wiaze
si¢ do ufosforylowanych sekwencji -Ser-pSer(pThr)-Pro-, a odpowiedzialna jest za
rozpoznawanie swoistych substratow i okreslong lokalizacje komérkowa. Podsta-
wowa rola biologiczna tych zwiazkéw jest udziat w regulacji cyklu komorkowego.
Przyjmuje sig, ze decyduja o transporcie innych biatek uczestniczacych w regulacji
cyklu komérkowego do i1 z jadra komorkowego oraz ich okreslonej lokalizacji we
wrzecionie mitotycznym. Polokinazy biora rowniez udziat w kontroli poprawnosci
i kolejnosci poszezegdlnych wydarzen zachodzacych w cyklu koméorkowym.

c. Kinazy Aurora

Biatka Aurora sa kinazami pelniagcymi rozliczne funkcje w procesie podziatu ko-
morki. Pierwsze z tych bialek zostalo odkryte w 1995 roku jako wynik mutacji
w genach muszki owocowej, skutkujacej uniemozliwieniem separacji centrosomu.
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Nazwa wzigla si¢ stad, ze defekt bieguna wrzeciona mitotycznego u mutanta przy-
pominat §wiatlo zorzy polarnej. W organizmie czlowieka wystgpuja trzy kinazy
Aurora: A, B 1 C, u Drosophila i C. elegans dwie, homologiczne do ludzkich A i B,
au drozdzy jedna, podobna do B. Ludzkie kinazy wykazuja 67—76% podobienstwa
w sekwencji aminokwasowej w obrebie domeny katalitycznej. Aurory A i B wyste-
puja powszechnie w tkankach cztowieka. Aurora A jest zlokalizowana na centro-
somach i odgrywa istotng rol¢ w wielu etapach mitozy. Aurora B jest sktadnikiem
kompleksu wedrujacego po chromosomach (CPC, ang. chromosome passenger
complex), utworzonego przez: wewngtrzne biatko centrosomu (INCENP, ang. in-
ner centrosome protein), surwiwing, boreling i biatko dysku telofazy (TD-60, ang.
telophase disc-60 kDa protein). Aurora B zaangazowana jest w: uszeregowanie
chromosomoéw, orientacje kompleksu kinetochory—mikrotubule, aktywacj¢ punktu
kontrolnego tworzenia wrzeciona mitotycznego i cytokinezg. Aurora C wystgpuje
w jadrach i uczestniczy w spermatogenezie, a takze moze zastgpowaé Auror¢ B
w kompleksie pasazerskim.

d. Kinazy Nrk

Kinazy Nrk (ang. NIMA related kinase), czyli kinazy podobne do NIMA (ang. ne-
ver in mitosis, gene A) sa rodzina kinaz serynowo-treoninowych zaangazowanych
w regulacje cyklu komorkowego. Pierwsza z nich byta tytulowa kinaza wyizolowana
z Aspergillus nidulans. NIMA jest bialkiem o m.cz. 79 kDa, w ktérym sekwencja
kinazowa jest zlokalizowana przy N-koncu tancucha peptydowego, natomiast C-ko-
niec zawiera region, coiled-coil istotny dla tworzenia oligomerdw, i dwie sekwencje
PEST (-Pro-GIn-Ser-Thr-), odpowiedzialne za ubikwitynozalezna degradacj¢ biatka.
Aktywacja tej kinazy jest niezbedna do wejscia komorki w fazg mitozy, a jej inakty-
wacja do wyjscia z tej fazy.

Wszystkie kinazy Nrk (Nek) sa strukturalnie podobne do N-koncowej czesci
tancucha biatkowego, ale r6znia si¢ od NIMA budowa C-koncowej czgsci nieka-
talitycznej. Sposroéd 13 znanych kinaz Nrk cztowieka (NEK1, NEK2A i NEK2B,
NEK3-NEK10, NEK11L i NEK11S) biatka Nek6, Nek7 i Nek9 odgrywaja istotna
rolg w procesie mitozy.

5.1.4. Bialka mTOR

Odkrycie na poczatku lat 70. XX wieku przeciwgrzybiczych wtasciwosci eks-
traktow bakterii Streptomyces hygroscopicus doprowadzito do oczyszczenia ak-
tywnej substancji rapamycyny (nazwanej od rejonu wschodniej Islandii ,,Rapa
Nui”, gdzie znaleziono te bakterie). Kolejne do§wiadczenia wykazaty, ze zwiazek
ten hamuje takze proliferacje i wzrost komorek eukariotycznych, poczawszy od
drozdzy, a skonczywszy na czlowieku. Okazalto sig, ze celem dzialania rapamy-
cyny sa biatka TOR (ang. target of rapamycin). W przypadku ssakdéw znane jest
tylko jedno takie biatko mTOR (ang. mammalian TOR), okre$lane takze skrotami:
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FRAP (ang. FKBP12-rapamycin-associated protein), RAFT (ang. rapamycin and
FKBP12 target) lub RAPT (ang. rapamycin target). Nazwy te wynikaja z faktu,
ze naturalnym, wewnatrzkomérkowym ,,receptorem” rapamycyny jest niewielkie
biatko FKBP12 (ang. FK506-binding protein) o m.cz. 12 kDa. Biatko to jest
powszechnie wystepujaca izomeraza peptydylo-propylowa, uczestniczaca m.in.
w procesie faldowania bialek, ktora wiazac si¢ z N-koncowa czg$cia mTOR, ha-
muje jego aktywnos$¢.

mTOR jest ewolucyjnie konserwatywna kinaza serynowo-treoninowa, ktora
reguluje zar6wno wzrost hiperplastyczny, jak i hipertroficzny poprzez zdolno$¢ do
integracji réznych sygnalow, inicjowanych sktadnikami odzywczymi i energetycz-
nymi komorki oraz sygnalami zewnatrzkomorkowymi (czynnikami wzrostowymi,
hormonami, neurotransmiterami). Wystarczajaca ilo$¢ substancji pokarmowych i bu-
dulcowych oraz odpowiedni poziom czynnikéw wzrostowych sa niezbedne do wzro-
stu 1 przezycia komorek. Zahamowanie wzrostu hiperplastycznego, spowodowane
niewystarczajaca iloscia sktadnikéw pokarmowych, prowadzi do zahamowania pro-
liferacji, a w koncowym rezultacie do $mierci komorki. Centralnym biatkiem, ktore
koordynuje wzrost hiperplastyczny i hipertroficzny, jest biatko TOR. Oprocz udziatu
w kontroli wzrostu i roznicowania komérek mTOR uczestniczy w regulacji procesow
istotnych dla rozwoju i funkcjonowania uktadu nerwowego, takich jak plastycznosc¢
synaptyczna, procesy uczenia si¢ i zapamigtywania. mTOR jest zaangazowane w re-
gulacj¢ wielu procesdéw komorkowych (translacje, transkrypcjg, degradacjg biatek,
reorganizacjg cytoszkieletu).

TOR jest duzym biatkiem (290 kDa), wykazujacym 40-60% podobienstwa se-
kwencji aminokwasowej w organizmach drozdzy, robakéw, much i ssakéw. mTOR
jest zbudowane z 2549 reszt aminokwasowych o okreslonej, ale nie w petni zrozu-
miatej budowie domenowej (Rys. 5.11). Badania prowadzone metodami modelo-
wania molekularnego sugeruja, ze wigksza czg$¢ czasteczki mTOR (poza domena
kinazowa) ma budowe¢ helikalng. N-koncowy fragment mTOR zawiera tandem
powtdrzen HEAT (ang. Huntington, elongation factor 1A, protein phosphatase 2A
A-subunit, TOR), ktore moga tworzy¢ struktury odpowiedzialne za interakcjg z in-
nymi biatkami. W srodkowej czgsci tancucha znajduje si¢ okoto 500-aminokwasowa
domena FAT, a za nia domena FRB (ang. FKBPI2-rapamycin binding) wiazaca
kompleks rapamycyny. Przy C-koncu taficucha mTOR zlokalizowana jest domena
kinazowa oraz niewielka (okoto 100 reszt aa) domena FATC. Domeny FAT i FATC
sa obecne we wszystkich bialkach zaliczanych do rodziny PIKK (ang. phosphati-
dyloinositol 3-kinase (PI3K) kinase-related kinase), w ktorej sktad wchodzg m.in.
biatka uczestniczace w regulacji cyklu komoérkowego (ATM, ATR i DNA-PK).

Powtodrzenia HEAT FRB FATC

Rys. 5.11. Domenowa budowa biatka mTOR. Objasnienia w tekscie
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Kompleks rapamycyna—FKBP12 wiaze si¢ zdomena FRB i hamuje przekaz sygnatu
przez biatko mTOR. Tworzy ono dwa r6zne kompleksy, okreslane jako mTORCI1
1 mTORC?2. Sktadnikiem obu kompleksow, oprécz mTOR, jest biatko GBL (ang.
G protein f-subunit like protein), ktore utatwia interakcje mTOR z innymi sktadni-
kami komplekséw, biatkami Raptor (ang. regulatory associated protein of mTOR)
1 Rictor (ang. rapamycin-insensitive companion of mTOR). Gtéwnym odbiorca sy-
gnatu od biatka mTOR sa dwie rodziny bialek regulujacych proces translacji (Rys.
5.12).Jedna znich sa kinazy rybosomalnego biatka S6 (S6Ks), a druga biatka wiazace
czynnik inicjujacy (e[F4E), okreslane skrotem 4E-BPs. Biatko Raptor wiaze kinazy
S6Ks i biatka 4E-BPs, a Rictor zwigksza swoisto$¢ dziatania mTORC2. Przyjmuje
sig, ze kompleks mTORC1 uczestniczy gtéwnie w regulacji translacji i transkrypcji,
natomiast kompleks mTORC?2 bierze udziat w reorganizacji cytoszkieletu. Genom
ssakow zawiera dwa geny kinaz S6K: S6K 11 S6K2, z ktérych w wyniku alternatyw-
nego splicingu moga by¢ syntetyzowane po dwie rozne izoformy enzymoéw. Trzy
z nich wystepuja w jadrze, a tylko jedna S6K1 w cytoplazmie. Aktywno$¢ S6K1
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e® o9

TSC1 @
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Regulacja wzrostu hipertroficznego i hiperplastycznego

Rys. 5.12. Integracja sygnalu inicjowanego czynnikami wzrostowymi (GF) i sktadnikami odzywczy-
mi przez biatko mTOR. RTK — kinaza tyrozynowa receptorowa, Grb2 i IRS1 — biatka adaptorowe,
PI3K —kinaza 3-fosfoinozytydéw, PIP, i PIP, —fosforany fosfatydyloinozytoli, PDKs — kinazy zalezne
od fosfatydyloinozytoli, PTEN — fosfataza homologiczna do tensyny, PKB — kinaza biatkowa B, TSC
— biatka supresorowe stwardnienia guzowatego, Rheb — mate biatko G, GBL — biatko podobne do
podjednostki 3 biatek G, AMPK — kinaza zalezna od AMP, CDKs — kinazy cyklinozalezne, 4E-BPs —
biatka wiazace elF4E, elF4E — czynnik inicjacji translacji 4E, S6K1/2 — kinazy biatkowe S6 112
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jest regulowana na drodze fosforylacji przynajmniej o§miu reszt seryny i treoniny,
stymulowanej dziataniem czynnikow wzrostowych i substancji odzywczych. Akty-
wacja S6K moze by¢ modulowana dziataniem PI3K, PDK1, PKB, mTor, PKCE i A
oraz Cdc42 i Racl. Substratami S6K sa m.in.: biatko rybosomalne S6 (stymuluje
synteze biatek oraz wzrost hiperplastyczny) i czynnik transkrypcyjny CREMt (sty-
muluje transkrypcje).

4E-BP jest represorem czynnika inicjujacego translacj¢ eIF4E, a wigc jest inhibito-
rem biosyntezy biatka, regulowanym przez skoordynowane dziatanie mTOR i PI3K.
Kiedy brakuje wystarczajacej ilosci substancji odzywczych i GF, biatko 4E-BP jest
nisko ufosforylowane i zasocjowane z elF4E. Stymulacja czynnikami wzrostowymi
prowadzi do fosforylacji wielu reszt seryny i treoniny oraz dysocjacji kompleksu.
Scharakteryzowano dotychczas trzy izoformy biatka 4E-BP ssakow.

Aktywno$¢ mTOR jest zalezna od wewnatrzkomoérkowego poziomu aminokwa-
sow 1 glukozy, a inhibicja jego aktywnosci przez rapamycyng powoduje odpowiedz
komérki analogiczng do jej gtodzenia. Proponowano wiele mechanizméw wyjasnia-
jacych uzaleznienie aktywno$ci mTOR od poziomu aminokwasow, ale zadna z hipo-
tez nie jest wystarczajaco dobrze udokumentowana. Natomiast hipotezy wyjasniaja-
ce uzaleznienie aktywnosci mTOR od poziomu energetycznego komorki wydaja si¢
racjonalne. Wykazano, Zze obnizenie wewnatrzkomorkowego poziomu ATP hamuje
realizowana przez mTOR fosforylacje S6K1 i 4E-BP1 (Rys. 5.12). Uzaleznienie
aktywnosci mTOR od poziomu energetycznego komodrki mozna tlumaczy¢ takze
stymulacja kinazy zaleznej od AMP (AMPK). Stwierdzono bowiem, ze wysoki sto-
sunek AMP/ATP stymuluje aktywno$¢ AMPK, a ta z kolei moze hamowa¢ funkcjg
mTOR, poprzez fosforylacj¢ kompleksu biatek TSC1 1 TSC2 (ang. tuberous sclerosis
complex) i w odroznieniu od fosforylacji TSC przez PKB, spowodowaé podwyzsze-
nie ich aktywnosci supresorowej. Udowodniono, ze rownoczesna fosforylacja TSC2
przez AMPK i kinazg syntazy glikogenu (GSK3[) moze znacznie obnizy¢ aktywnos¢
matego biatka G — Rheb (ang. Ras homolog enriched in brain) i w konsekwencji
hamowac¢ aktywacj¢g mTOR.

TSCI1 (hamartyna) i TSC2 (tuberyna) tworza heterodimer, ktory wykazuje funkcje
represora nowotworu. Kompleks ten hamuje cykl komoérkowy i proliferacje komorek.
Fosforylacja TSC2 powoduje rozpad kompleksu i spadek jego aktywnosci. Mutacje
w genach TSC1 1 TSC2 sa przyczyna dziecigcej choroby tuberous sclerosis, ktora jest
autosomalnym schorzeniem wystgpujacym u jednego na 6000 dzieci. W jej wyniku
tworza si¢ guzy w wielu organach (modzg, serce, nerki, ptuca, skora), powodujace
wiele problemdéw medycznych, chociaz rzadko (2%) sa ztosliwe. Nadekspresja TSC1
1 TSC2 in vitro ogranicza wzrost hiperplastyczny komorek, dlatego sugeruje sig, ze
fizjologiczna rola TSC jest ograniczenie wzrostu komorek i tkanek.

Sygnat inicjowany czynnikami wzrostowymi, hormonami lub neurotransmiterami
uruchamia wiele wewnatrzkomorkowych drog sygnatowych, takze zalezna od PI3K/
PDK1/PKB. Ta droga moze by¢ hamowana przez fosfataz¢ PTEN (ang. phosphatase
and tensin homolog), ktora defosforyluje fosfoinozytol w pozycji 3 (zob. rozdziat
6.3). Aktywacja PKB(Akt) uruchamia rézne drogi sygnatowe, m.in. te, ktore sty-
muluja kinazy cyklinozalezne (cdk), umozliwiajac przejscie przez cykl komorkowy.
Z drugiej strony, aktywna kinaza biatkowa B (PKB) fosforyluje TSC2 i powoduje
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zniesienie supresorowej funkcji kompleksu TSC, co z kolei aktywuje biatko Rheb.
Aktywuje ono mTOR, ktore z kolei aktywuje S6K1 i inaktywuje 4E-BP1 (represor
elF4E), uwalniajac aktywny czynnik elF4E. S6K1 i elF4E niezaleznie od siebie sty-
muluja proces translacji.

Zaproponowany mechanizm nie jest jedyna mozliwoscia aktywacji S6K1 i eIF4E,
wiadomo bowiem, ze aktywno$¢ obu biatek moze by¢ stymulowana przez PI3K/PKB
na drodze niezaleznej od biatka mTOR. Ponadto nalezy wyraznie powiedzie¢, ze S6Ks
14E-BPs nie sg jedynymi substratami kinazy mTOR. Istnieje wiele dowoddw na inter-
akcje mTOR z innymi biatkami sygnatowymi, takimi jak: kinaza biatkowa C (PKC),
fosfatazy bialkowe z rodziny (PP) czy inhibitory kinaz cyklinozaleznych (CKIs).

5.1.5. Kinazy bialkowe zalezne od Ca?'/kalmoduliny

Wiele funkcji regulowanych stezeniem jonéw wapnia jest realizowanych za posrednic-
twem kalmoduliny, ktéra tworzy kompleksy z udziatem réznych biatek efektorowych
(zob. rozdziat 7.1). Waznymi biatkami tego typu sa kinazy zalezne od Ca*/kalmoduliny
(CaMKs, ang. Ca/calmodulin mediated protein kinases). T¢ rodzing kinaz biatkowych
dzieli si¢ zazwyczaj na enzymy wielofunkcyjne (wielosubstratowe) i swoiste substrato-
wo. Przyktadem tych ostatnich sa: kinaza lekkiego tancucha miozyny (MLCK), kinaza
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A/Aktywacja stymulowana CaM
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Rys. 5.13. Schemat aktywacji CaMKII. 1. Przylaczenie Ca*'/kalmoduliny. 2. Fosforylacja krzyzo-
wa Thr?*, 3. Utworzenie aktywnej formy CaMKII. 4. Oddysocjowanie CaM
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fosforylazy glikogenu (GPK) czy zalezna od Ca?"/kalmoduliny kinaza II1 (CaMKIII).
Do enzymoéw wielofunkeyjnych naleza: CaMKI, CaMKII i CaMKIV. CaMKI (podob-
nie jak wigkszo$¢ CaMKs, poza kinaza fosforylazy i CaMKII) jest monomerycznym
biatkiem o m.cz. okoto 40 kDa, wystepujacym we wszystkich tkankach o nieokreslo-
nej dotad roli fizjologicznej. Posiada podobng do CaMKIV (biatko o m.cz. okoto 60
kDa) specyficzno$¢ substratowa i funkcje biologiczna (regulacja transkrypcji genow),
a rozng od niej lokalizacj¢ komoérkowa. CaMKI wystepuje glownie w cytoplazmie,
a CaMKIV w jadrze komoérek mozgowych i grasicy. Substratem CaMKIII jest czynnik
elongacyjny 2 (EF2) regulujacy proces translacji. Mechanizm aktywacji kinaz CaMK
jest podobny i zalezny od kompleksu Ca?/kalmodulina, aczkolwiek w przypadku
CaMKII i CaMKIV istotna rol¢ odgrywa takze zjawisko autofosforylacji.

Kinaza CaMKII jest oligomerem o m.cz. okolo 550 kDa, wystgpujacym po-
wszechnie w tkankach zwierzat i ludzi. Znanych jest kilka izoform tego enzymu
(o, B, v, 0), rozniacych si¢ struktura budujacych je monomerow i lokalizacja tkanko-
wa. CaMKlIla i CaMKIIP wystepuja wytacznie w mdzgu, a pozostate w wielu tkan-
kach. W budowie tancucha monomeru wyrdznia si¢ domeng katalityczna, domeng
regulatorowa (zawierajaca miejsca wiazania kompleksu Ca?"/kalmodulina) i region
autoinhibicji. Oligomer jest tworzony przez dwa heksameryczne pier§cienie, kazdy
zbudowany z szesciu takich samych monomerow (a—3). W nieobecnosci Ca*'/kal-
moduliny enzym wystepuje w formie nieaktywnej, co jest spowodowane wzajem-
nym blokowaniem miejsc wiazacych substrat i ATP przez Sciste upakowanie mono-
merow obu pierscieni. Wzrost stezenia Ca?* powoduje zwiazanie Ca*'/kalmoduliny
do C-konca monomeréw i zmiang ich struktury, umozliwiajaca wyjscie kompleksu
ze stanu autoinhibicji. To z kolei umozliwia autofosforylacj¢ (transfosforylacjg roz-
nych podjednostek na Thr*®) (Rys. 5.13). Raz ufosforylowana treonina powoduje, ze
enzym staje si¢ niezalezny od obecnosci Ca*'/kalmoduliny. W konsekwencji autofos-
forylacji: a) wzrasta powinowactwo CaMKII do kalmoduliny, co wydtuza czas jego
aktywacji, b) nawet po oddysocjowaniu Ca*/kalmoduliny pozostaje jeszcze 20-80%
aktywnosci CaMKII, a catkowita dezaktywacja jest mozliwa tylko po dziataniu odpo-
wiednich fosfataz, ¢) wyeksponowane zostaja miejsca wiazania substratow. Substra-
tami CaMKII sa m.in.: syntaza glikogenowa, hydroksylaza tyrozyny, hydroksylaza
tryptofanu, synapsyna I, MAP2 (ang. microtubule associated protein 2), syntaza NO,
kanaty wapniowe, EGFR, PP2A, rybosomalne biatko S6. R6znorodnos$¢ substratow
fosforylowanych przez CaMKs powoduje, ze przypisuje si¢ im istotng role w takich
procesach, jak: regulacja funkcjonowania neurondéw, metabolizm wegglowodandw,
reorganizacja cytoszkieletu, wzrost i réznicowanie komorek.

5.2. Kinazy bialkowe tyrozynowe

Kinazy tyrozynowe niereceptorowe sa produktami niektorych onkogendéw wiruso-
wych Iub onkogenow komorkowych. Wszystkie zawieraja podobnie zbudowana
domeng kinazowa. Cecha charakterystyczna biatek eukariotycznych jest obecnos¢
dodatkowej sekwencji N-koncowej, odpowiedzialnej za przytaczenie kwasu miry-
stynowego, umozliwiajacego ich zakotwiczenie w blonie komdrkowej. Obecnos¢
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M.cz. Rodzina Charakterystyczne domeny
(kDa)  kinaz

150 Abl

130 Jak

125 Fak

120 Ack

92-98  Fes/Fer

70-72  Syk/Zap

i

62-77 Tec
53-64 Src
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Rys. 5.14. Rodzina kinaz tyrozynowych niereceptorowych. Domeny: [EEBS — kinazy tyrozy-
nowej, [ — pseudokinazy, [LE_A] — wiazaca integryny, [ — SH3, [ — SH2,
B - wiazaca DNA, EZ=d — wiazaca aktyne, [ — PH, — wiazaca CDC42,
/"1  wiazaca biatka adhezyjne

niektérych z nich stwierdzono takze w jadrze komérkowym, gdzie — jak si¢ przy-
puszcza — uczestnicza m.in. w regulacji cyklu komoérkowego i kontroli transkrypcji
wybranych genow. Wigkszo$¢ tych kinaz zawiera rowniez domeny SH2 i SH3 odpo-
wiedzialne za ich interakcjg z biatkami komorkowymi.

Kinazy tyrozynowe niereceptorowe posrednicza w przenoszeniu sygnatu inicjo-
wanego przez niektore cytokiny (gtownie przez interleukiny i interferony), czynniki
wzrostowe, antygeny i integryny. Wyro6znia si¢ dziewi¢é¢ rodzin kinaz tyrozynowych
niereceptorowych (Rys. 5.14) rozniacych si¢ wielkoScia czasteczki i swoistoscia
substratowa. Nalezy takze wyraznie powiedzie¢, ze w odroznieniu od kinaz tyrozy-
nowych receptorowych mechanizm aktywacji poszczegodlnych enzymow moze byé
rozny. Kinazy Janusa (Jak) sg aktywowane na drodze fosforylacji, kinaza Src m.in.
na drodze defosforylacji, kinaza Abl przez wycigcie N-koncowej cze$ci tancucha,
a kinaza Csk po zmianie konformacyjnej odstaniajacej centrum aktywne, blokowane
uprzednio przez domeny SH2 i SH3.

5.2.1. Kinazy Janusa
Dotychczas poznano cztery kinazy Janusa (Jak) kregowcow (Jak1-3, Tyk2) oraz

jedna u muszki owocowej (Hop). Nowo wyizolowane pod koniec lat 80. kinazy
Jak1 i Jak2 wérdd wielu znanych juz innych kinaz zostaty nazwane poczatkowo Just
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Rys. 5.15. Domenowa budowa biatek Jak. JH — domeny homologiczne wystgpujace we wszystkich
biatkach Jak

another kinase, w skrécie Jak. Poniewaz pdzniej okazato sig, ze wszystkie kinazy
Jak maja dwie prawie identyczne domeny przenoszace reszty fosforanowe (kinazowa
i pseudokinazowa), zmieniono uzasadnienie ich nazwy na kinazy Janusa, rzymskiego
boga o dwoch twarzach.

Kinazy te aktywowane sa glownie przez receptory cytokin typu I oraz niektore
receptory metabotropowe (np. receptor angiotensyny) i onkogeny (np. v-abl). Wyste-
puja powszechnie w tkankach ssakow z wyjatkiem kinazy Jak3, ktora znajduje si¢
wytacznie w komoérkach hematopoetycznych. Wszystkie kinazy ssacze sa biatkami
o zblizonej wielkosci czasteczki (110-140 kDa), zawierajacymi siedem konserwatyw-
nych strukturalnie subdomen, ktére moga tworzy¢ wigksze domeny odpowiedzialne
za okreslone funkcje tych biatek (Rys. 5.15). Poczynajac od C-konca czasteczki ki-
nazy Janusa, zawieraja dwie domeny kinazowe: domeng kinazy tyrozynowej (PTK,
ang. phosphotyrosine kinase) JH1 oraz nieaktywna enzymatycznie domeng pseudo-
kinazowa (KLD, ang. kinase-like domain) JH2. Domena JH1 zawiera motyw KE/
DYY, a fosforylacja pierwszej z tyrozyn jest istotna dla pelnej aktywnosci kinazowej
Jak. Domena JH2 reguluje aktywno$¢ kinazy tyrozynowej na drodze autoinhibicji
i jest prawdopodobnie odpowiedzialna za specyficznos¢ substratowa kinaz Jak. Na-
stepne domeny (JH3-JH4) uczestnicza w interakcji z receptorami cytokin (SLD, ang.
SH2-like domain), w ktorych dziataniu gtownie posrednicza, a domeny JHS-JH7
1 cz¢$¢ JH4 sa odpowiedzialne za lokalizacj¢ komodrkowa biatek Jak (FERM, ang.
Four point one, Ezrin, Radixin, Moesin). Niektore z tych biatek posrednicza takze
w sygnalizacji inicjowanej receptorami o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej i recepto-
rami zasocjowanymi z biatkami G. W wyniku tego zmiany struktury tych zwiazkow
powoduja liczne stany patologiczne. Aktywacja kinaz Jak uzalezniona jest od zmian
konformacyjnych zasocjowanych z nimi receptorow. Swoistos¢ receptorowa kinaz
Jak w stosunku do rodziny cytokin omowiono w drugiej czeséci tej monografii. Kinazy
Jak maja staba aktywnos$¢ enzymatyczng i dopiero transfosforylacja Jak zasocjowa-
nych z ,receptorami cytokin” (po ich uprzedniej dimeryzacji indukowanej zwiaza-
niem liganda) aktywuje domeng kinazowa tych biatek. Kinazy Jak fosforyluja z kolei
krzyzowo podjednostki oligomerdow receptordw, co umozliwia przytaczenie do nich
biatek majacych domeny SH2 lub PTB, w tym biatek STAT (cytoplazmatycznych
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Rys. 5.16. Fosforylacja bialek STAT przez zasocjowane z receptorem kinazy Jak oraz dimeryzacja
biatek STAT i ich translokacja do jadra komorki

czynnikoéw transkrypcyjnych). Biatka STAT (patrz rozdziat 8.2) po fosforylacji przez
kinazy Jak ulegaja dimeryzacji (gtéwnie w wyniku interakcji domeny SH2 jednego
biatka z fosfotyrozyna drugiego) i translokacji do jadra komorkowego, gdzie reguluja
ekspresje okreslonych genow (Rys. 5.16). Ich wynikiem jest okre§lona odpowiedz
komorki na dziatanie ligandow zewnatrzkomorkowych. Mutacje i translokacje genéw
kinaz Jak, prowadzace do stalej aktywacji tych biatek, powoduja rézne stany patolo-
giczne 1 sa przede wszystkim zwiazane z nowotworami krwi, m.in. z ostrg biataczka
limfoblastyczna, ostra biataczka szpikowa, ostra biataczka megakarioblastyczna itp.
Sposréd wszystkich kinaz Jak Jak3 jako jedyna asocjuje wylacznie z podjednostka
yc receptorow z rodziny IL-2/1L-4, dlatego uszkodzenie zarowno Jak3, jak i podjed-
nostki yc powoduje podobny fenotyp immunoniewydolnosci SCID i X-SCID.

5.2.2.Kinazy Src

Odkrycie tej rodziny kinaz biatkowych tyrozynowych jest zwiazane z badaniami nad
mechanizmem transformacji komorek zwierzecych wirusem Rousa. Okazato sig, ze
biatko transformujace tego wirusa, produkt genu v-src, posiada aktywno$¢ kinazy
biatkowej tyrozynoswoistej, podobnie jak jego komorkowy odpowiednik kodowa-
ny przez gen c-src. Obecnie znanych jest wiele biatek homologicznych z biatkiem
Sre, takich jak Yes, Fgr, Lck, Fyn, Hek, Lyn i Blk, tworzacych rodzing kinaz Src.
Wigkszo$¢ z nich jest swoista tkankowo, a ekspresja ich gendw zachodzi gltownie
w komorkach hematopoetycznych. Rodzing Src mozna podzieli¢ na dwie podrodzi-
ny: Lyn-podobne (Lyn, Hck, Lck i Blk) oraz Src-podobne (Src, Yes, Fyn i Fgr), na
podstawie homologii sekwencji C-koncowych. Tylko biatka zaliczane do drugiej
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podrodziny wystepuja powszechnie w tkankach organizméw dojrzatych. Wszystkie
kinazy rodziny Src maja podobna budowg domenowa, czyli domeng katalitycz-
na, usytuowana przy C-koncu czasteczki oraz domeny SH2 i SH3 blizej N-konca
tancucha biatkowego (Rys. 5.14). Wszystkie kinazy maja na N-koncu tancucha se-
kwencje (50-70 reszt aminokwasowych) rdézniace si¢ sktadem aminokwasowym, ale
wszystkie wykazuja w tym rejonie miejsca mirystylacji (a czasami palmitynacji).
Aktywno$¢ katalityczna rodziny kinaz Src jest regulowana przez innego przedsta-
wiciela kinaz tyrozynowych niereceptorowych, kinazg Csk. Enzym ten fosforyluje
reszty tyrozyny, zlokalizowane przy C-koncu tancucha (w przypadku mysiej kinazy
Src jest to Tyr™”, u cztowieka Tyr®). Powstata fosfotyrozyna oddziatuje z domeng
SH2, usytuowana blizej N-konca czasteczki Src. Interakcja obu cze$ci tancucha jest
ponadto stabilizowana oddziatywaniem domeny SH3 z bogatym w proling regionem
tacznikowym Src. Zaangazowanie domen SH2 i SH3 w wigzania wewnatrzczastecz-
kowe powoduje, ze kinaza Src jest niezdolna do interakcji migdzyczasteczkowej
1 nieaktywna katalitycznie (zablokowane centrum aktywne). Aktywacja kinazy Src
(Rys. 5.17) moze zachodzi¢ poprzez defosforylacje ww. fosfotyrozyny (527/530)
pod dziataniem fosfataz biatkowych, obnizenie aktywnosci kinazy Csk, dla ktorej
substratem jest Src, wspotzawodnictwo o domeng SH2 przez ufosforylowane reszty
tyrozynowe innych biatek (np. receptorow czynnikow wzrostowych i cytokin) lub
przez zwiazanie domeny SH3 z motywem bogatym w proling (-P-X-X-P-) biatek
docelowych. W przypadkach patologicznych aktywacje Src moze powodowac dele-
cja lub mutacja Tyr (527/530). Defosforylacja tej fosfotyrozyny prowadzi do auto-
fosforylacji Tyr, zlokalizowanej w petli aktywacyjnej (Tyr*'¢ u myszy), i stabilizacji
aktywnej konformacji enzymu. Wiele fosfataz, takich jak: receptorowe PTPa i PTPA
oraz cytoplazmatyczne PTP1B, SHP-1 i SHP-2, moze defosforylowa¢ C-koncowa
tyrozyne (527/530) kinazy c-Src.
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Rys. 5.17. Mechanizmy aktywacji kinazy niereceptorowej Src
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Kinazy zaliczane do rodziny Src sg aktywowane w odpowiedzi na wiele roznych
czynnikéw zewnetrznych, takich jak: czynniki wzrostowe, cytokiny, antygeny, stres
oksydacyjny, a takze posrednio przez ligandy dziatajace przez receptory GPCR (np.
trombina) Iub przez receptory integrynowe (biatka macierzy zewnatrzkomorkowe;j).
Substratami kinaz Src sa liczne biatka zlokalizowane zarowno w poblizu btony ko-
moérkowej (np. biatka cytoszkieletu, biatka Ras, PI3K), jak i produkty onkogenow
komoérkowych (np. c-Myc).

Kinazy Src uczestnicza w regulacji wielu procesow komodrkowych, takich jak:
metabolizm, przezywalno$¢, proliferacja, roznicowanie i migracja.

5.2.3. Kinazy Abl

Rodzina kinaz Abl znacznie r6zni si¢ budowa od pozostatych cytoplazmatycznych
kinaz tyrozynowych, gléwnie obecnoscia dwoch domen zlokalizowanych przy
C-koncu tancucha peptydowego: wiazacej F-aktyne i wiazacej DNA, a to decyduje
o jej swoistej funkcji biologicznej. Cytoplazmatyczna rola kinaz Abl zwiazana jest
z obecnoscia domeny wiazacej F-aktyne, ktora oddzialuje z mikrotubulami i kon-
troluje w ten sposob organizacje cytoszkieletu. Obecnos¢ domeny wiazacej DNA
implikuje wielokierunkowe oddziatywania Abl z materiatem genetycznym komorki
1 tlumaczy udziat tych kinaz w kontroli cyklu komérkowego, regulacji transkrypcji
i naprawie DNA. Uwaza sig¢, ze gtdwnym regulatorem lokalizacji subkomorkowe;j
Abl sa biatka 14-3-3, ktore wiaza ufosforylowang kinazg i zatrzymuja ja w cytopla-
zmie. Fosforylacja bialek 14-3-3 powoduje uwolnienie kinazy Abl i jej translokacje
do jadra komorkowego.

Abl jest zlokalizowana w roznych przestrzeniach subkomoérkowych, takich jak:
jadro, cytoplazma, mitochondria, retikulum endoplazmatyczne. Oddziatuje z rézny-
mi biatkami komoérkowymi, uczestniczacymi w przekazie sygnatu wewnatrzkomor-
kowego (kinazy, fosfatazy, czynniki transkrypcyjne itp.), dzigki czemu moze bra¢
udziat w roznych procesach komorkowych.

Mechanizm fizjologicznej aktywacji kinazy Abl jest zwiazany z obecnoscia resz-
ty kwasu mirystynowego na N-koncu czasteczki enzymu. Uwaza sig, ze reszta kwasu
mirystynowego zaangazowana jest w autoinhibicje¢ tej kinazy, prawdopodobnie przez
jego wiazanie z czgscia domeny kinazowej, powodujac zablokowanie dostgpnosci
substratu przez domeny SH2 i SH3 (podobnie jak w przypadku kinazy Src). Enzy-
matyczne odcigcie C-koncowej czesci tancucha (zawierajacej kwas mirystynowy)
powoduje odstonigcie domeny kinazowej, fosforylacje petli aktywacyjnej, co skut-
kuje przejsciem kinazy w stan aktywny. Mozliwa jest takze konkurencja ligandow
o wysokim powinowactwie do domen SH2 i/lub SH3, odstonigcie petli aktywacyjnej
i jej fosforylacja. Patologiczna aktywacja kinazy Abl zwiazana z translokacja chro-
mosomowa 1 powstaniem fuzyjnych biatek Abl-Bcr o znacznie podniesionej aktyw-
noS$ci enzymatycznej jest przyczyna chronicznej biataczki mieloidalne;.
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6. Fosfatazy, fosfolipazy i kinaza PI3K

Fosfatazy biatkowe (PP, ang. protein phosphatase) sa liczna grupa enzymow, ktora
na podstawie ich swoisto$ci substratowej dzieli si¢ zazwyczaj na dwie rodziny: fos-
fatazy serynowo-treoninowe i fosfatazy tyrozynowe. Substratami pierwszej z nich
sq biatka zawierajace fosfoseryng i/lub fosfotreoning, substratami drugiej — biatka
ufosforylowane na tyrozynie. Fosfatazy o funkcji podwdjnej (mieszanej swoistosci),
defosforylujace wszystkie trzy fosfoaminokwasy, zaliczane sa do rodziny fosfataz
tyrozynowych, ze wzgledu na znacznie wigksze powinowactwo do fosfotyrozyny
niz do fosfotreoniny i fosfoseryny. Przyktadowo, jedna z najlepiej poznanych fosfa-
taz o podwojnej funkcji VHR (ang. vaccinia HI-related dual-specifity phosphatase)
defosforyluje fosfotyrozyng z szybkoscia 40-krotnie wigksza niz fosfotreoning
i 500-krotnie wigksza niz fosfoseryng. Do tej rodziny fosfataz zalicza si¢ takze
fosfatazy uczestniczace w regulacji cyklu komorkowego (cdc25, ang. cell division
cycle 25), ktorych substratami sg cyklinozalezne kinazy biatkowe (cdk). Dotychczas
poznano ponad 130 fosfataz biatkowych cztowieka.

Podstawowa funkcja fosfataz bialtkowych jest regulacja poziomu fosfoamino-
kwasow (fosfoseryny, fosfotreoniny i fosfotyrozyny) w biatkach fosforylowanych
dzialaniem kinaz bialkowych. Ta kowalencyjna modyfikacja struktury biatek jest
powszechna i podstawowa cechg przenoszenia sygnatldéw wewnatrzkomorkowych,
regulujacych wiele procesow zyciowych, m.in. wzrost, réznicowanie, przezycie
i $mier¢ komorek. Udziat PP w sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej mozna sprowadzié¢
do defosforylacji biatek sygnatowych, gtownie enzymow lub produktéw ich dziata-
nia. Natomiast regulacja aktywnosci fosfataz biatkowych moze zachodzi¢ wskutek:
a) fosforylacji, b) utleniania reszt cysteinowych, ¢) dimeryzacji badz d) przez zwia-
zanie liganda (w przypadku kinaz receptorowych).

6.1. Fosfatazy serynowo-treoninowe

Fosfatazy serynowo-treoninowe sg enzymami powszechnie wystgpujacymi w organi-
zmach eukariotycznych, ale ich funkcja w organizmach roslinnych jest stabo poznana.
Dlatego w niniejszym opracowaniu ograniczono si¢ do organizmow zwierzecych. Od-
krycie tej grupy enzymow zwiazane jest z badaniami regulacji metabolizmu glikogenu,
a doktadniej z konwersja aktywnej fosforylazy glikogenu ,,a” do nieaktywnej formy
,,0” przez enzym, ktory nazwano fosfataza biatkowa 1 (PP1). Fosfatazy zaliczane do tej
rodziny katalizuja usuwanie grup fosforanowych z biatek zawierajacych fosfoseryng
i/lub fosfotreoning. W przeciwienstwie do fosfataz tyrozynowych, ktorych liczba jest
porownywalna do liczby kinaz tyrozynowych, znamy stosunkowo niewiele (w poréw-
naniu z liczba kinaz) podjednostek katalitycznych fosfataz serynowo-treoninowych
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Tabela 9. Rodziny fosfataz serynowo-treoninowych

Rodzina Podrodzina Podjednostki Biatka
katalityczne regulatorowe
PPP PP1 cztery kilkadziesigt
PP2A dwie kilka
PP2B trzy kilka
PP4 jedna kilka
PP5 jedna kilka
PP6 jedna jedno
PP7 dwie ?
PPM PP2C dziesieé ?
FCP FCP-1 cztery ?

(PSTPs, ang. protein serine/threonine phosphatases). Ten pozorny niedobor jest réwno-
wazony réznorodno$cia komplekséw enzymatycznych tworzonych przez podjednostki
katalityczne fosfataz serynowo-treoninowych z biatkami regulatorowymi. Te ostatnie
nie tylko wptywaja na aktywnos¢ i swoistos$¢ substratowa podjednostek katalitycznych,
lecz takze na lokalizacj¢ komérkowa komplekséw enzymatycznych. Na podstawie r6z-
nic w budowie 1 wrazliwosci na okreslone inhibitory wyrdznia si¢ zazwyczaj trzy ro-
dziny fosfataz serynowo-treoninowych: PPP (ang. phosphoprotein phosphatase), PPM
(ang. protein phosphatase metal-ion dependent) 1 FCP (ang. transcription initiation
factor IIF — asociation komponent of CTP phosphatase) (Tabela 9). Ta ostatnia rodzina
stymuluje defosforylacje C-koncowej domeny (CTD) duzej podjednostki polimerazy
RNALII Najliczniejsza ze znanych fosfataz jest PPP, w ktorej sktad wchodzi kilka pod-
rodzin (PP1, PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6 i PP7). Wszystkie one moga wystgpowac
w formie oligomerdow (zazwyczaj di- 1 trimerow). Mozliwos$ci tworzenia oligomeru
przez fosfatazg PP2A przedstawia rysunek 6.1. Podstawowa strukturg tego kompleksu
enzymatycznego tworza dwie podjednostki: katalityczna (PP2Ac) oraz strukturalna
(PP2As), z ktorych kazda wystepuje w dwdch izoformach o i 8. Trzecim sktadnikiem
kompleksu moze by¢ jedna z podjednostek regulatorowych: PR55B lub PR55B” (kazda

PP2As(c. lub B)

PP2AC
(o lub B)

Rys. 6.1. Sktad podjednostkowy kompleksu fosfatazy PP2A. Podjednostki: PP2As — strukturalna,
PP2Ac — katalityczna, PR — regulatorowa
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z nich moze wyst¢gpowaé w pigciu izoformach) ewentualnie PR55B’ (trzy izoformy).
Krancowym przyktadem ztozono$ci kompleksow enzymatycznych fosfataz biatko-
wych jest PP1, ktérg u ssakéw moga tworzy¢ cztery podjednostki katalityczne (a., f3,
v1, y2) oraz jedno z ponad 50 biatek regulatorowych i/lub docelowych (substratow).
Wiele z tych biatek zawiera charakterystyczna sekwencje -R-V-X-F-, odpowiedzialna
za wiazanie podjednostki katalitycznej. Wigkszos¢ z PPP (oprocz PP2B) jest inaktywo-
wana dziataniem specyficznych, naturalnych toksyn: kwasu okadaikowego (pochodna
kwasow tluszczowych) i mikrocystyn (cykliczne peptydy izolowane z cyjanobakte-
rii), a tylko jedna (PP1) dziataniem syntetycznych inhibitoréw I-1 i I-2. Czlonkowie
poszczegdlnych podrodzin wykazuja duze podobienstwo sekwencji ich domen kata-
litycznych, ale r6znia si¢ swoistoscig substratowa. Przyktadowo, PP1 preferencyjnie
defosforyluje podjednostke B (B) kinazy fosforylazy (glikogenu), a PP2A defosforyluja
podjednostke a (A) kinazy fosforylazy. Nie ulega watpliwosci, ze podstawowa funkcja
tych enzymow jest kontrola szlakow metaboliczych inicjowanych dziataniem kinaz
biatkowych serynowo-treoninowych. Istnieja dowody doswiadczalne na to, ze reakcje
fosforylacji i defosforylacji sa integrowane w czasie i przestrzeni przez swoiste biatka
dokujace AKAPs (zob. rozdziat 3.4).

In vivo asocjacja podjednostek katalitycznych z roznymi biatkami regulatorowy-
mi (i docelowymi) prowadzi do powstania komplekséw o zroznicowanym tkankowo
profilu ekspres;ji i lokalizacji wewnatrzkomorkowej, ktére kontroluja m.in.: replika-
cj¢ DNA, transkrypcje, splicing RNA, translacje, progresj¢ przez cykl komorkowy,
roznicowanie i apoptoze.

6.2. Fosfatazy tyrozynowe

Do rodziny fosfataz biatkowych tyrozynowych (PTPs, ang. protein tyrosine pho-
sphatases) zalicza si¢ zarowno fosfatazy wewnatrzkomoérkowe o réznej wielkosci
czasteczek (nisko- 1 wysokoczasteczkowe), jak i fosfatazy transblonowe, nazywane
takze fosfatazami receptorowymi (zob. rozdziat 2.2.3). Mimo ograniczonej ho-
mologii sekwencji aminokwasowej poszczegdlnych podrodzin PTPs, wszystkie te
enzymy zawieraja w centrum aktywnym konserwatywna ewolucyjnie sekwencje
-Cys-X,-Arg-. Na podstawie podobienstwa strukturalnego i funkcjonalnego wyroz-
nia sig¢ cztery gtéwne rodziny PTPs (Rys. 6.2): duze (klasyczne) fosfatazy tyrozyno-
swoiste (receptorowe i niereceptorowe), fosfatazy o podwdjnej swoistosci (podobne
do VH1), fosfatazy cdc25 i fosfatazy drobnoczasteczkowe (LMW).
Charakterystyczng cecha duzych fosfataz tyrozynowych (m.cz. 30-50 kDa) jest
obecnos¢ domeny katalitycznej, zbudowanej z okoto 240-250 reszt aminokwaso-
wych, w ktérej wystepuje motyw 11-aminokwasowy -(Ile/Val)-His-Cys-X-Ala-
-Gly-X-Gly-Arg-(Ser/Thr)-Gly-. Duze PTPs hydrolizuja fosfotyrozyng z szybko$cia
100 000 razy wicksza niz fosfoseryng i fosfotreoning. Fosfatazy klasyczne dzie-
li si¢ zazwyczaj na receptorowe i niereceptorowe (Rys. 6.3). Réznice w budowie
PTPs niereceptorowych dotycza sekwencji C- i N-koncowych, odpowiedzialnych
za unikalne wtasciwosci tych enzymow. Enzymy te czgsto zawieraja poza dome-
nami katalitycznymi takze inne domeny, zaangazowane w odpowiednia lokalizacj¢
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Fosfatazy o podwdjnej
SWoistosci

I e || ons

Fosfatazy klasyczne

SHP1, SHP2

PTPa, PTPB.
MEG!, MEG2
PTP"/, PTP(}’ VHR, VH1 Cgcggé
PEST, PTPs, PTPx, IR
cdc25C

PTPH1, PTP., PTPu
PTPD1/2

Rys. 6.2. Rodziny i wybrani przedstawiciele biatkowych fosfataz tyrozynowych

wewnatrzkomorkows i1 regulacj¢ aktywnos$ci katalitycznej. Przyktadowo fosfatazy
SHP1 i SHP2 zawieraja par¢ domen SH2, wiazacych biatka zawierajace fosfotyro-
zyng 1 przekazujacych sygnat od receptorow czynnikow wzrostowych. Fosforylacja
domen niekatalitycznych, zawierajacych seryn¢ badz treoning, zmienia czgsto ak-
tywno$¢ i/lub lokalizacjg fosfataz.

Fosfatazy tyrozynowe transblonowe maja zlokalizowany w ich czgsci wewnatrz-
komdrkowej tandem domen katalitycznych, z ktorych jedna jest zazwyczaj nieaktyw-
na (pseudokatalityczna). Zewnatrzkomorkowa cze$¢ fosfataz tyrozynowych trans-
blonowych zawiera szereg motywow, wystepujacych w czasteczkach adhezyjnych,
takich jak immunoglobuliny, fibronektyna typu III czy anhydraza weglanowa, i maja
potencjalne miejsca wiazania ligandow. Taka budowa jest charakterystyczna cecha
receptorow btonowych o aktywnosci enzymatycznej (zob. rozdziat 2.4) i dlatego fos-
fatazy te okreslane sa czgsto mianem fosfataz tyrozynowych receptorowych.

Rodzing fosfataz o podwdjnej swoistosci dzieli si¢ zazwyczaj na fosfatazy
VHR-podobne, fosfatazy cdc25 i fosfatazg PTEN, aczkolwiek substratami tej ostat-
niej nie sa biatka, tylko fosfolipidy.

Najwcezesniej odkryta fosfataza o podwojnej swoistosci (DSPs, ang. dual specifi-
city phosphatases) jest fosfataza VH1 (vaccinia virus late H1 gene), ktora swoiscie
defosforyluje wirusowe biatko histonopodobne, niezbedne dla replikacji wirusa.
Ludzki homolog VHI1, okreslany skrotem VHR, jest enzymem o nieznanej funkcji.
Natomiast dwa ludzkie biatka o podobnej sekwencji (PAC-1 i CL-100) naleza do
enzymoOw stymulowanych sygnatem mitogennym, ktore defosforyluja pThr i pTyr
kinaz MAP i okreSlane sa skrotem MPKs (ang. MAP kinase phosphatases), naj-
liczniejszej grupy wsrdd fosfataz VHR-podobnych. Obecnie znanych jest dziewigé
ssaczych MPKs, rdzniacych si¢ swoistoscia substratowa i lokalizacja komodrkowa.
Rekombinowana MPK3 jest okoto 100-krotnie bardziej aktywna w stosunku do Erk2
niz do p38. Cz¢$¢ z nich, np. CL-100 (MPK1) zlokalizowana jest w jadrze komorko-
wym, a c¢zg$¢, np. PYST1 (MPK3), gtownie w cytoplazmie.

Fosfatazy cdc25 zostaty po raz pierwszy wykryte i opisane w drozdzach (Schi-
zosaccharomyces pombe). Znane sg trzy fosfatazy cdc25 ssakow: A, B i C, ktore
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defosforyluja reszty tyrozyny i treoniny kinaz cyklinozaleznych, dziatajace w fazie
G1/S (cdc25A) oraz w fazie G2/M (cdc25B i c¢dc25C) cyklu komoérkowego. Gtow-
nym celem dziatania fosfataz cdc25 sa reszty pThr'* i pTyr!® czasteczek kinaz cdk
cztowieka. Mimo ze naleza do fosfataz o podwojnej funkcji, ich centrum aktywne
roézni si¢ znacznie od rodziny VHR.

Fosfatazy drobnoczasteczkowe (LMW-PTP) sa rodzina enzymow o m.cz. oko-
to 18 kDa zaangazowanych w regulacj¢ wzrostu komorkowego. Defosforyluja one
receptory wielu czynnikéw wzrostowych oraz biatka RhoGAP, uczestniczace m.in.
w reorganizacji cytoszkieletu. Sa aktywowane przez fosforylacj¢ dwoch reszt tyro-
zyny (Tyr'3! i Tyr'*?), co powoduje ich translokacj¢ do btony komdrkowej. Nie ma
zadnego podobienstwa struktury pierwszorzedowej fosfataz niskoczasteczkowych do
pozostatych grup PTPs, z wyjatkiem sekwencji Cys-X.-Arg i obecnosci Asp w cen-
trum aktywnym tych enzymow.

6.3. Fosfatydyloinozytole w sygnalizacji wewngtrzkomorkowej

Fosfatydyloinozytole stanowia niewielka czes¢ fosfolipidow (fosfoglicerydow) bu-
dujacych blony komoérek zwierzecych. W odréznieniu od innych fosfoglicerydow
sktadnikiem tych lipidow jest mio-inozytol, szeSciowgglowy alkohol cykliczny.
Poszczeg6lne fosforany fosfatydyloinozytoli (fosfoinozytydy) roznia si¢ stopniem
fosforylacji reszty inozytolowej. Praktycznie jest mozliwa fosforylacja wszystkich
wegli tego alkoholu. Oprocz nieufosforylowanej postaci inozytolu, fosfatydyloino-
zytolu (PI), najcze¢sciej jednak wystepuja pochodne ufosforylowane na weglach 41 5
inozytolu. Lipidy zawierajace inozytol stanowia 10-20% wszystkich komérkowych
fosfolipidow, z czego fosfatydyloinozytol (PI) stanowi okoto 80%, a fosfatydyloino-
zytolo-4-monofosforan (PI-4-P) i fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan (P1-4,5-P,)
wigkszo$¢ z pozostatych fosfoinozytydow. Pod dzialaniem enzymow zmieniajacych
stopien fosforylacji (np. kinazy 3-fosfoinozytydow, PI3K) powstaja pochodne fosfo-
ranowe majace specyficzne wlasciwosci, wykorzystywane w okreslonych drogach
sygnalizacji wewnatrzkomorkowej. Fosfoinozytydy ufosforylowane w pozycji 3 sa
z kolei substratami fosfatazy PTEN.

6.3.1. Kinaza 3-fosfoinozytydow (PI3K) i fosfataza PTEN

PI3K jest to enzym katalizujacy reakcje fosforylacji grupy -OH zwiazanej z weglem 3
mio-inozytolu, wchodzacego w sktad fosfatydyloinozytoli (PI, PIP i PIP,). Wynikiem
dzialania tego enzymu jest synteza fosfatydyloinozytolo-3-monofosforanu (PI-3-P)
z fosfatydyloinozytolu (PI), fosfatydyloinozytolo-3,4-difosforanu (PI-3,4-P,) z fos-
fatydyloinozytolo-4-monofosforanu (PI-4-P) oraz fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifos-
foranu (PI-3,4,5-P,) z fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforanu (P1-4,5-P,). Produkty
dzialania PI3K stanowig niewielka cze§¢ komorkowych fosfatydyloinozytoli, ale
sa niezwykle wazne w regulacji aktywnos$ci wielu enzymoéw komorkowych, m.in.
kinazy biatkowej B (zob. rozdziat 5.1).
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Rys. 6.3. Domenowa budowa wybranych fosfataz tyrozynowych. Domeny: Bl — fosfatazy tyro-
zynowej, == — PEST, - fibronektynopodobne, @ — SH2, 0- PDZ, C — immunoglobulinopo-
dobne, @ — kadherynopodobne, —_1— FERM, O — DSP, @ — glikozylowane

Na podstawie réznic w swoistosci substratowej wyroznia si¢ trzy klasy PI3K.
Klasa I katalizuje reakcje tworzenia P1-3-P, PI-3,4-P, i P1-3,4,5-P,, klasa Il — syntezg
PI-3-P i P1-3,4,5-P,, a klasa III — tylko PI-3-P. PI3K klasy I sa heterodimerami zbu-
dowanymi z podjednostki regulacyjnej (adaptorowej) i podjednostki katalitycznej.
Znane sg obecnie trzy izoformy podjednostki katalitycznej (p110) oraz siedem izo-
form podjednostki regulacyjnej, powstajacych w wyniku alternatywnego sktadania
trzech genow. Podjednostka regulatorowa p85 (wystepujaca w dwoch izoformach
o 1 P) jest zbudowana z 724 reszt aminokwasowych i zawiera jedna domeng SH3
i dwie domeny SH2. Region potozony pomigdzy domenami SH2 zawiera miejsce
wiazania z podjednostka katalityczna.

Ze wzgledu na rodzaj biatka aktywujacego podzielono klasg I PI3K na dwie pod-
klasy: 1A i IB, z ktorych pierwsza odbiera sygnat od receptorowych kinaz tyrozyno-
wych, a druga od receptorow zwiazanych z biatkami G. Nie ma zgodnosci co do mo-
lekularnego mechanizmu aktywacji PI3K klasy IA, ale wydaje si¢ prawdopodobne,
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ze moze to nastepowac co najmniej na dwoch réznych drogach: przez wigzanie jednej
lub obu domen SH2 podjednostki regulatorowej do fosfotyrozyn kinaz receptoro-
wych lub przez wiazanie bialek Ras (GTP) bezposrednio z N-koncowym regionem
podjednostki katalityczne;.

Stezenie produktow dziatania PI3K w komorkach spoczynkowych jest bardzo ni-
skie, w przypadku PI-3-P stanowi okoto 1/10 poziomu komoérkowego izomeru PI-4-P,
a poziom PI-3,4-P i PI-3,4,5-P jest praktycznie niewykrywalny. Natomiast po aktywa-
cji receptoréw o aktywnosci kinazy tyrozynowe;j stezenie di- i trifosforanéw inozytoli
gwaltownie ro$nie, co wskazuje na ich udzial w wewnatrzkomérkowym przeniesie-
niu sygnatu. Zaden z wymienionych wyzej fosforanéw fosfatydyloinozytoli nie jest
substratem dla fosfolipazy C (PLC), co dowodzi, ze zwiazki te nie sq prekursorami
w syntezie odpowiednich fosforanéw inozytoli. Sposob generowania tych fosforanow
w odpowiedzi na stymulacj¢ zewnatrzkomérkowa $wiadczy jednak o tym, ze moga
one pehié rolg wtornych przekaznikow odpowiedzi hormonalnej, niezaleznie od pro-
duktow dziatania PLC. Dotychczas uzyskane wyniki wskazuja, ze PI3K posredniczy
w regulacji wzrostu i réznicowania komorek, sekrecji komorkowe;j 1 reorganizacji cy-
toszkieletu. PI3K uczestniczy takze posrednio w regulacji aktywnosci kinazy syntazy
glikogenu 3 (GSK-3), poprzez indukowana kinaza biatkowa B (PKB) inaktywacje tego
enzymu. Nalezy zaznaczy¢, ze niektore izoformy PI3K maja takze aktywnos¢ kinazy
serynowo-treoninowej, ale jej biologiczne uzasadnienie jest trudne.

Fizjologicznymi substratami niektorych fosfataz o podwdjnej swoistosci nie sa
bialka, ale fosfolipidy. Najlepiej scharakteryzowanym enzymem jest PTEN, ktory jest
absolutnie specyficzny w stosunku do fosforanow fosfatydyloinozytoli, ufosforylo-
wanych w pozycji 3, gtownie fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu (PI-3,4,5-P,).
PTEN odwraca dziatanie PI3K i przez to jest waznym regulatorem sygnalizacji re-
alizowanej z udziatem kinazy biatkowej B (Akt). Ze wzgledu na skutki biologiczne
jej dziatania jest zaliczana do grupy supresoréw nowotworowych. Strukturalnie jest
podobna do fosfataz o podwojnej funkcji (Rys. 6.3). Poczynajac od N-konca, zawiera
domeny: fosfatazowa, wiazaca lipidy (C2) i 50-aminokwasowa sekwencje wiazaca
domene PDZ. Fosforylacja trzech aminokwasow w tej czesci czasteczki PTEN (Ser®,
Thr*2 i Thr*®) obniza aktywno$¢ PTEN i jej zdolno$¢ do asocjacji z substratami.

6.3.2. Fosfolipaza C

Istotna rola produktow degradacji fosfoinozytydow jest ich udziat w przekazie sy-
gnatow zewnatrzkomorkowych jako tzw. wtornych przekaznikoéw informacji hormo-
nalnej. Enzymem, ktory rozktada fosfatydyloinozytole do czasteczek sygnalowych,
jest fosfolipaza C.

Fosfolipaza C (PLC) jest enzymem katalizujacym hydroliz¢ wymienionych wyzej
fosfolipidow zawierajacych inozytol. Wyr6znia si¢ pig¢ typoéw fosfolipazy C, ozna-
czanych greckimi literami o—¢ (Rys. 6.4). W obrebie kazdego typu fosfolipazy C
ssakow poznano dotychczas kilka izoenzymow. Poszczegdlne typy fosfolipazy C
ro6znia si¢ budowa czasteczki biatka i mechanizmem aktywacji, natomiast nie r6z-
nig sig swoistoscig dziatania, a substratem przez nie preferowanym jest PI-4,5-P..
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Rys. 6.4. Roznice w budowie domenowej izoform fosfolipazy C (PLC). PH — domena wiazaca
3-fosfoinozytydy, EF — motyw dtoni EF, K1 i K2 — domeny katalityczne, CDC25 — domena fos-
fatazy cdc25, C2 — domena wiazaca fosfolipidy w sposob zalezny od Ca**, SH2 i SH3 — domeny
wiazace krotkie sekwencje aminokwasowi (zob. rozdziat 3.1)

Wynikiem dziatania fosfolipazy C na PI1-4,5-P, jest powstanie dwoch czasteczek:
1,2-diacyloglicerolu (DAG) i 1,4,5-trifosfoinozytolu (IP,), z ktérych kazda moze
petni¢ funkcj¢ wtornego przekaznika informacji biologicznej (Rys. 6.5).

DAG jest fizjologicznym stymulatorem kinazy biatkowej C, natomiast IP, petni
funkcje regulatora cytoplazmatycznego st¢zenia jonéw wapnia. PLCP aktywowana
Jest przez biatka G , PLCy — przez kinazy tyrozynowe receptorowe i niereceptorowe,
a mechanizm aktywacji PLCS jest nieznany. Przypuszcza sig, ze rolg fizjologicznego
regulatora PLC3 moze odgrywaé spermina lub sfingomielina.
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Rys. 6.5. a. Schemat budowy fosfatydyloinozytolu (PI) i miejsce dziatania fosfolipazy C (PLC),
b. Cykl fosforanow inozytoli i mobilizacja drugich przekaznikow: 1,2-diacyloglicerolu (DAG),
1,4,5-trifosfoinozytolu (IP,) i kwasu arachidonowego (AA). PKC — kinaza biatkowa C, RE — reti-
kulum endoplazmatyczne
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PLCy zawiera dwie domeny SH2, co determinuje sposéb jej aktywacji i ograni-
cza liczbg aktywatoréw do biatek zawierajacych ufosforylowana tyrozyng. Wysoki
poziom fosforylacji PLCy (rzedu 1 mol fosfo-Tyr/1 mol biatka) oraz doskonata ko-
relacja fosforylacji z obrotem fosfatydyloinozytoli in vivo wskazuja, ze enzym ten
jest fizjologicznym substratem wielu receptorow o aktywnosci kinazy tyrozynowe;j,
gléwnie czynnikow wzrostowych i niektorych cytokin. PLC posredniczy w sygna-
lizacji transblonowej stymulowanej ligandami dziatajacymi przez receptory R7G,
takimi jak: hormony, neurohormony, neurotransmitery, chemokiny i wiele innych.

Literatura uzupelniajgca

Bauman E.B., Saper M. A. Structure and function of the protein tyrosine phosphatases. TIBS 1996,
21, 413-417.

Cho S.-H., Lee Ch.-H., Ahn Y. et al. Redox regulation of PTEN and protein tyrosine phosphatases
in H,0,-mediated cell signaling. FEBS Lett. 2004, 560, 7-13.

Cully M., Downward J. SnapShot: PTEN signaling pathways. Cell 2008, 133, 550-550.e1.

Farkas 1., Dombradi V., Miskei M., Szabados L., Koncz C. Arabidopsis PPP family of serine/threo-
nine phosphatases. Trends Plant. Sci. 2007, 12, 169-176.

Florio T. Somatostatin/somatostatin receptor signaling: Phosphotyrosine phosphatases. Mol. Cell
Endocrinol. 2008, 286, 40-48.

Gallego M., Virshup D.M. Protein serine/threonine phosphatases: life, death, and sleepig. Curr.
Opin. Cell Biol. 2005, 17, 197-202.

Garcia A., Cayla X., Guergnon J. et al. Serine/threonine protein phosphatases PP1 and PP2A are
key players in apoptosis. Biochimie 2003, 85, 721-726.

Ishida A., Shigeri Y., Taniguchi T., Kameshita I. Protein phosphatases that regulate multifunctional
Ca?'/calmodulin-dependent protein kinases: from biochemistry to pharmacology. Pharmacol.
Therap. 2003, 100, 291-305.

Majerus P.W., Zou J., Marjanovic J., Kisseleva M.V., Wilson M.P. The role of inositol signaling in
the control of apoptosis. Adv. Enzyme Regul. 2008, 48, 10-17.

Radu A., Neubauer V., Akagi T., Hanafusa H., Georgescu M.-M. PTEN induces cell cycle arrest by
decreasing the level and nuclear localization of cyclin D1. Mol. Cell Biol. 2003, 6139-6149.

Tonks N.K., Neel B.G. Combinatorial control of the specificity of protein tyrosine phosphatases.
Curr. Opin. Cell Biol. 2001, 13, 182—-195.

Tonks N.K., Neel B.G. From form to function: signaling by protein tyrosine phosphatases. Cell
1996, 87, 365-368.






7. Bialka wigzace wapn

Gradient st¢zenia jondOw wapnia na granicy btony komodrkowej jest bardzo duzy. Ste-
zenie zewnatrzkomorkowe (okoto 1,5 mM) jest okoto 10 000 razy wigksze niz w cyto-
plazmie komorki. Takze gradient stezenia w poprzek bton retikulum endoplazmatycz-
nego i mitochondriéw, aczkolwiek znacznie mniejszy, pozwala na wyptyw jonow Ca*
z tych organelli do cytoplazmy. Dlatego w regulacji wewnatrzkomorkowego poziomu
jonoéw wapnia biora udziat liczne uktady, ulokowane w btonach, stuzace zaréwno
naptywowi tych jonow do cytoplazmy, jak i usuwaniu nadmiaru tych jonow.

Kontrola stezenia Ca*" w czasie i zmian w jego lokalizacji wewnatrzkomorkowej
sa wytlumaczeniem zdolnosci jondw wapnia do petnienia funkcji czynnika reguluja-
cego tak rozne procesy, jak ekspresja genow, apoptoza, reorganizacja cytoszkieletu,
degradacja biatek, egzo- i endocytoza i wiele innych.

Uproszczony schemat napltywu i wyptywu jonéw wapnia do cytoplazmy ilustruje
rysunek 7.1. Naptyw Ca?" do komorki jest realizowany gtéwnie przez kanaty jonowe,
takie jak: kanat wapniowy regulowany napigciem VDCC (ang. voltage-dependent
Ca’* channel) czy kanat regulowany podwyzszonym stezeniem Ca?* SRCE (ang.
signal regulated Ca’* entry). Znane sg trzy rodziny kanatéw VDCC: typu L, typu R
i typu T. Wigkszos¢ hormonow i neurotransmiterow reguluje aktywnos¢ VDCC po-
przez receptory sprzezone z biatkami G (GPCR). Natomiast kanat SRCE jest $cisle
powiazany ze stymulowana zewnatrzkomorkowo aktywacja fosfolipazy C (PLC),
zardwno przez receptory GPCR, jak i receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowej
KT. Podniesienie cytoplazmatycznego poziomu jondw wapnia moze nastapic¢ takze
po stymulowanym wyrzucie tych jonow z organelli wewnatrzkomorkowych, glow-
nie z siateczki endoplazmatycznej lub z mitochondriow. Najczgéciej w procesie tym
uczestnicza receptory IP, (inozytolo-1,4,5-trifosforanu), a w ich aktywacji uczest-
niczy IP, uwalniany z fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforanu (PIP,) pod dziataniem
PLC. Receptor IP, jest kanalem jonowym bramkowanym ligandem, po ktorego
otwarciu nastgpuje wyrzut do cytoplazmy okoto 50% zapaséw Ca* gromadzonych
w tych organellach.

Obnizenie cytoplazmatycznego poziomu jonéw wapnia zachodzi zarowno przez
usunigcie go na zewnatrz komorki, jak i przez zapakowanie go z powrotem do
organelli wewnatrzkomorkowych. Pierwszy z wymienionych procesow jest reali-
zowany bezposrednio, gtownie w wyniku dziatania pompy jonowej PMCA (ang.
plasma membrane Ca’* ATP-ase) i wymiennika jonowego Na'/Ca?* NCX (ang. Na/
Ca exchange) lub posrednio przez aktywacj¢ kanatu K*, hiperpolaryzacje btony ko-
morkowej i obnizenie aktywnos$ci VDCC. W drugim posredniczy ATP-aza sarko/en-
doplazmatyczna SERCA (ang. sarcoplazmic endoplazmic reticulum Ca** ATP-ase),
pompujaca jony wapnia do organelli wewnatrzkomorkowych wbrew gradientowi
stezen tych jonow.
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GPCR

SRCE

Rys. 7.1. Gtowne kanaly jonowe, regulujace wewnatrzkomorkowy poziom jonéw wapnia. VDCC
— kanat wapniowy regulowany napigciem, IP.R — receptor inozytolo-1,4,5-trifosforanu, PMCA —
pompa wapniowa btony plazmatycznej, NCX — wymiennik jonowy Na/Ca, KT — receptor o ak-
tywnosci kinazy tyrozynowej, GPCR — receptor zasocjowany z biatkami G, SERCA — ATP-aza
wapniowa retikulum sarko/endoplazmatycznego, SRCE — kanat wapniowy regulowany sygnalem,
RE — retikulum endoplazmatyczne, MIT — mitochondrium

Wiasciwe stgzenie jondw wapnia jest elementem krytycznym w prawidlowym
funkcjonowaniu organizméw zywych. U wielu organizmow wigkszo$¢ jonow Ca**
jest kompleksowana przez fosforany, tworzac egzo- i endoskeletony, ktére nie tylko
wchodza w sktad elementéw strukturalnych, lecz takze buforuja poziom Ca*" pty-
now zewnatrzkomorkowych do warto$ci okoto 10~ M. Natomiast stezenie wolnego
wapnia cytoplazmatycznego jest okoto 10 000 razy mniejsze (1077 M), stwarzajac
potencjalng mozliwo$¢ importu wapnia zewnatrzkomorkowego. Wiele réznych sty-
mulacji zewnatrzkomérkowych uruchamia transport jonéw Ca?" do wnetrza komorki
lub uwalnia waph z zapasow wewnatrzkomoérkowych w porcjach elementarnych
nazywanych iskrami, podmuchami lub falami w zaleznosci od tego, jaki obszar po-
wierzchni wewnatrzkomorkowej pokrywaja. Ten wolny wapn moze funkcjonowac
jak wtorny przekaznik informacji zewnatrzkomérkowej w bardzo krotkim przedziale
czasu, poniewaz biatka wigzace wapn i pompy wapniowe szybko doprowadzaja jego
stezenie do poziomu podstawowego. Krotkie, pulsacyjne zmiany st¢zenia jondw
Ca’" wywieraja swoiste i rozne dziatania na metabolizm komodrkowy, ktore zaleza
od sposobu wnikania wapnia do komorki, miejsca jego dziatania wewnatrz komorki
oraz sposobu modulacji sygnatu. Typ kanatlu jonowego lub wewnatrzkomorkowego
receptora jonow Ca* ma powazny wplyw na rodzaj ewentualnych skutkéw biolo-
gicznych. Lokalizacja wewnatrzkomérkowa posiada takze istotny wpltyw na rodzaj
odpowiedzi komodrkowej, poniewaz wapn generowany w cytoplazmie w poblizu
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btony komoérkowej moze mie¢ zupelnie inne dziatanie niz ten sam wapn genero-
wany w jadrze komorkowym. Takze okreslona czgstotliwos§¢ i amplituda pulsacji
stezenia jonow Ca*" moze kodowac rdézna informacje biologiczna. Sygnat wapniowy
jest odbierany przez liczne biatka wewnatrzkomorkowe 1 zamieniany na zr6zni-
cowana odpowiedz biologiczna komorki. Grupe te¢ dzieli si¢ zazwyczaj na: biatka
regulatorowe, biatka buforujace/transportujace i biatka sensorowe. Dla niektorych
z tych biatek, np. kinazy biatkowej C, jony wapnia sa bezposrednim regulatorem ich
aktywnosci biologicznej. Inne biatka wiazace wapn sa posrednikami w przekazaniu
sygnatu na nast¢pne ogniwa odpowiedzi biologicznej komorki. Wsrod nich sa biatka
buforujace lub transportujace jony Ca*" (np. parwalbumina, kalbindyna) oraz biatka
sensorowe, zmieniajace swoja konformacj¢ po zwiazaniu jonéw wapniowych (m.in.
troponina C, kalmodulina, aktyny, biatka S100). Zadaniem biatek buforujacych jest
ograniczenie fluktuacji cytoplazmatycznego poziomu jondw Ca®* i utrzymanie jego
stezenia na poziomie fizjologicznym. Niezdolno$¢ do buforowania poziomu jonéw
wapnia powoduje zazwyczaj $mier¢ komorki. Istnieje takze grupa bialek, ktore maja
zdolno$¢ buforowania nadmiaru jonow Ca?', a rownoczes$nie petnia funkcje regu-
latorowa w stosunku do okreslonych enzymoéow lub kanatéw jonowych (np. anek-
syny). Stezenie niezwigzanych jonéw Ca*" w cytoplazmie komorki moze wzrosnaé
do 1-10 uM po stymulacji zewngtrznej (np. hormonalnej). Moze to by¢ wynikiem
zar6bwno naptywu wapnia zewnatrzkomorkowego, jak i uwalniania jonow Ca?* z or-
ganelli wewnatrzkomorkowych (jadra, mitochondriow, retikulum endoplazmatycz-
nego). Réznice w cytoplazmatycznym poziomie wapnia stanowia sygnat do akty-
wacji wielu procesow metabolicznych, inicjowany aktywacja regulatorowych biatek
wigzacych wapn. Za wigzanie jonow wapnia odpowiedzialne sa charakterystyczne
struktury biatkowe. Wyrdznia si¢ trzy typy takich struktur réznigce si¢ geometria
petli wiazacej: motyw dtoni EF (o strukturze skret—petla—skret), motyw Geisowa,
nazywany takze aneksynowym (zbudowany z rozdzielonych par struktur skret—pe-
tla—skret) oraz domeng C2 (zbudowana z wielu struktur B), ktore stanowia rozne, lecz
scisle okreslone strukturalnie domeny wiazace jony Ca*". Motyw dtoni EF, ktorego
obecnos¢ stwierdzono w ponad 200 biatkach, wystepuje m.in. w kalmodulinie, tropo-
ninie C, parwalbuminie, kalcyklinie i kalwaskulinie, natomiast motyw Geisowa jest
obecny gtownie w aneksynach, a C2 m.in. w PKC (cPLA2a) i w synaptosomach.

7.1. Kalmodulina

Molekularne i komérkowe mechanizmy lezace u podstaw integracji dziatania wielu
biatek wiazacych jony wapnia w swoista odpowiedz komorkowa sa niejasne. Wigk-
szo$¢ wiadomosci na ten temat pochodzi z prac dotyczacych dziatania kalmoduliny
(CaM). To niewielkie biatko (148 reszt aminokwasowych) wystepuje we wszystkich
komoérkach eukariotycznych. Konserwatywna ewolucyjnie czasteczka kalmoduliny
zawiera cztery motywy dloni EF. Pierwsze dwa tworza globularna struktur¢ N-konco-
wa, potaczona krotkim, gigtkim tacznikiem z odcinkiem C-koncowym, zawierajacym
dalsze dwa motywy dtoni EF. Kazdy z tych motywow moze wiaza¢ jeden jon Ca?".
Znaczna cz¢$¢ konformacji kalmoduliny ma struktur¢ o-helikalna, co ma istotne
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znaczenie w jej oddzialywaniu z biatkami docelowymi. W nieobecnosci jonéw Ca**
region N-koncowy apo-CaM przyjmuje konformacj¢ ,,zamknigta”, w ktorej helisy
obu motywéw dtoni EF sa potaczone razem. Natomiast C-koncowy odcinek apo-CaM
przyjmuje konformacj¢ pototwarta, co moze umozliwia¢ kalmodulinie oddzialywanie
czg$cia C-koncowa z niektorymi biatkami wiazacymi CaM, przy spoczynkowym
stezeniu jondw wapnia.

Aktywacja kalmoduliny zachodzi wowczas, gdy stezenie jondow wapnia w cyto-
plazmie przekroczy poziom 0,5 uM. Zaktywowana kalmodulina reguluje aktywno$¢
bardzo wielu biatek petiacych rozne funkcje biologiczne, takich jak: enzymy, pompy
jonowe, biatka adhezyjne itp. Do enzyméw aktywowanych przez kalmoduling naleza
m.in.: kinaza CaM I, kinaza fosforylazy glikogenu, kinaza DNA, kinaza biatkowa
zalezna od jonéw Ca*’, kinaza lekkiego tancucha miozyny, cyklaza guanylanowa,
cyklaza adenylanowa, fosfodiesteraza cyklicznych nukleotydow, ATP-azy zwiazane
z funkcjonowaniem pomp wapniowej i magnezowej. Niektore z tych enzyméw moga
z kolei regulowa¢ wiele roznych procesow, np. zalezna od kalmoduliny kinaza IT (ki-
naza CaM II) reguluje metabolizm substratoéw energetycznych, przepuszczalno$é dla
jonow, synteze i sekrecje niektorych neurotransmiterow. Wskazuje to na funkcjonalna
uniwersalno$¢ kalmoduliny i podkresla role jonéw Ca*" jako wtornego przekaznika
informacji biologicznej. Pierwotnie przypuszczano, ze mechanizm rozpoznawania
i aktywacji tak licznych biatek polega na wiazaniu przez kompleks kalmodulina—Ca?*
odpowiednich sekwencji aminokwasowych, tworzacych dodatnio naladowane, am-
fipatyczne a-helisy w biatkach docelowych. Udowodniono, Ze regiony te nie wiaza
samej kalmoduliny, co wskazuje na istotng rol¢ wapnia w indukowaniu zmian kon-
formacyjnych w kalmodulinie, prawdopodobnie przez odstanianie ujemnie naladowa-
nych czgsci helis, zlokalizowanych w poblizu miejsc wiazacych wapn.

Obecnie rozroznia si¢ przynajmniej sze$¢ klas biatek wiazacych kalmoduling (A-F)
w zaleznosci od roznic w mechanizmie regulacji biatek efektorowych, zaleznym badz
niezaleznym od obecnosci jonow wapnia.

A. Do pierwszej (A) zaliczane sa biatka wiazace pozbawiona jonow wapnia CaM
(apo-CaM) w sposob nieodwracalny, przy spoczynkowym cytoplazmatycz-
nym stezeniu jonow Ca*". W tym przypadku CaM jest jedna z podjednostek
bialka o okreslonej funkcji, jak to ma miejsce w kinazie fosforylazy glikogenu,
enzymu, ktory dysocjuje na podjednostki w warunkach redukujacych i ktory
jest aktywowany w obecnos$ci jonOw wapnia.

B. Biatka nalezace do klasy B takze wiaza CaM w nieobecnosci jonow Ca®’,
lecz oddysocjowuja od kalmoduliny w wysokim, cytoplazmatycznym stezeniu

jonow tego pierwiastka. Przyktadem takiego biatka jest neuromodulina, ktora
moze funkcjonowac jako wewnatrzkomorkowy rezerwuar CaM i uwalniaé ja
przy wzroscie poziomu jonéw Ca?".

C. Biatka klasy C (np. kalcyneuryna) tworza nieaktywne kompleksy z CaM przy
niskim (spoczynkowym) st¢zeniu jonoéw wapnia, w ktorym CaM jest czeSciowo
wysycona tymi jonami (< 2 moli Ca*/mol CaM). Przy wysokiej koncentracji
jondéw tworzy si¢ kompleks biatko klasy C—CaM o wysokim powinowactwie,
aktywowany CaM.
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D. Czwarta klasa biatek (klasa D) wiaze CaM w obecnoS$ci jonow wapnia, lecz
w tym przypadku kalmodulina hamuje ich aktywnos¢. Do tej grupy bialek na-
leza m.in. niektore kinazy receptoréw zwiazanych z biatkami G oraz receptor
trifosforanu inozytolu (IP,) typu 1.

E-F. Biatka efektorowe klasy E (zalezne od CaM kinazy biatkowe I, I1 1 IV) sa
stymulowane przez CaM w sposéb zalezny od stezenia jonéw wapnia, a ich
aktywnos$¢ jest regulowana przez inne kinazy CaM-zalezne (kinazy kinaz
CaM), zaliczane do klasy F.

7.2. Aneksyny

Aneksyny najcze¢sciej definiowane sa jako biatka wigzace jony wapnia i fosfolipidy.
W odréznieniu od kalmoduliny, ktéra wiaze jony wapnia przez motywy dtoni EF
(miejsce wiazania typu 1), aneksyny zawieraja struktury wiazace wapn okreslane
motywem Geisowa (lub miejscem wigzania typu 2). Sa konserwatywna ewolucyjnie
grupa biatek, wystepujaca we wszystkich organizmach eukariotycznych (oprocz
drozdzy) i niewystepujaca w organizmach prokariotycznych. Scharakteryzowano 12
gendw aneksyn ssakow (ANXA 1-11 i ANXA 13), kodujacych 15 bialek (A1-AS,
A6a i A6b, A7a i ATb, A8—A11, Al3a i A13b). Aneksyny A1-AS, A8-All i Al3
zbudowane z 316-357 reszt aminokwasowych maja cztery motywy Geisowa
w czasteczce, podobnie jak aneksyny A7 1 All, lecz te ostatnie sa znacznie wigksze
(466505 reszt aa). Aneksyny A6 zawieraja w czasteczce osiem motywow Geisowa
1 sa wigksze (okoto 670 reszt aa) od wszystkich pozostatych. Niektore rodzaje anek-
syn moga wystgpowacé w formie homodimerow lub heterodimeréw z biatkami S100.
Mimo podobienstwa strukturalnego (zwtaszcza w okolicy domen wiazacych wapn)
aneksyny réznia si¢ aktywno$cia biologiczna i1 potencjalna funkcja fizjologiczna.
Wyjasnieniem tych réznic jest zdolno$¢ oddzialywania poszczegdlnych aneksyn
z wieloma sktadnikami komorki, zaréwno drobnoczasteczkowymi (cholesterol, kwa-
sy tluszczowe, fosfolipidy), jak 1 z wielkoczasteczkowymi (r6zne biatka).

Aneksyny zlokalizowane sa gtéwnie w cytoplazmie, lecz niektore z nich (Al
i A2) maja zdolnos$¢ przemieszczania si¢ do jadra komorkowego, chociaz tylko A2
posiada sekwencje lokalizacji jadrowej (NLS). Przypuszcza sig, ze translokacja Al
nastepuje wskutek zmiany struktury, spowodowanej ograniczona proteoliza. Trans-
lokacja aneksyn do jadra komdrkowego sugeruje, ze moga uczestniczy¢ w procesach
proliferacji i roznicowania komoérkowego lub w stabilizacji genomu. Czg$¢ anek-
syn wiaze si¢ odwracalnie lub nieodwracalnie ze sktadnikami btony komorkowe;j
1 cytoszkieletu, a niewielka ich ilo$¢ jest wydzielana na zewnatrz komorki, gdzie
posredniczy w interakcji komoérka—macierz zewnatrzkomorkowa. Oddziatywanie
z btona komorkowa i blonami organelli komorkowych moze wskazywac na udziat
aneksyn w budowaniu ich struktury i regulacji ich funkcji. Aneksyny zaangazowane
sa ponadto w kontrole wewnatrzkomérkowego stezenia Ca*', regulacje transportu
pecherzykowatego, hamowanie aktywnosci fosfolipazy A2 (PLA)) i kinazy biatko-
wej C (PKC), regulacje egzocytozy i endocytozy oraz metabolizm cholesterolu.
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8. Czynniki transkrypcyjne

Mechanizm regulacji transkrypcji u Eukaryota jest procesem bardzo skomplikowa-
nym, w ktorym bierze udziat wiele r6znych czynnikow. W grupie podstawowych
bialek zaangazowanych w ten proces mozna wyr6zni¢ polimerazy RNA, ogdlne
(podstawowe) czynniki transkrypcyjne, specyficzne czynniki transkrypcyjne, wielo-
sktadnikowy kompleks mediatora i biatka modyfikujace aktywnos$¢ chromatyny.

Czynniki transkrypcyjne sa to biatka (polipeptydy) wiazace si¢ z sekwencjami
promotorowymi (lub wzmacniajacymi) genow, regulujacymi inicjacje i przebieg ich
transkrypcji. Wyrdznia si¢ zazwyczaj czynniki zwiazane z polimeraza RNA 11, okre-
$lane jako podstawowe czynniki transkrypcyjne (GTFs, ang. general transcription
factors), oraz specyficzne czynniki stymulowane zewnatrzkomorkowo, do ktorych
naleza zaré6wno biatka cytoplazmatyczne, jak i jadrowe. Do podstawowych czynni-
koéw transkrypeyjnych (GTFs) zalicza sig¢ rodzing czynnikow TFII (ang. #ranscrip-
tion factor II), w ktorej sktad wchodza TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF i TFIIH
o zréznicowanej budowie i funkcji. Przyktadowo, TFIID sa zlozonym kompleksem
biatkowym zbudowanym z biatka wigzacego TATA box (TBP, ang. TATA box-binding
protein) i zwiazanych z nim wielu czynnikow, okre§lanych skrotem TAFs (ang. TATA
box-binding protein-associated factors). Czynniki te wraz z polimeraza RNA i inny-
mi biatkami tworza podstawowy kompleks jadrowy, inicjujacy transkrypcje (TIC,
ang. transcription initiation complex).

Do specyficznych (swoistych dla okreslonych sekwencji DNA) naleza m.in.:
oprocz oméwionych wezesniej receptorow superrodziny hormondw steroidowych cy-
toplazmatyczne (nieaktywne transkrypcyjnie) biatka: NF-kB, NFATc, STAT, SMAD,
NICD oraz biatka jadrowe (AP-1, Myc, p53 i1 wiele innych). Nie sposéb omowié
w tak krotkim przegladzie wszystkich znanych czynnikow transkrypcyjnych, ktérych
sq tysiace, dlatego omdowiono tylko niektore z nich.

Wszystkie swoiste czynniki transkrypcyjne oddziatujace ze specyficznymi
sekwencjami DNA maja charakterystyczne domeny, odpowiedzialne za takie ich
wlasciwosci, jak: wiazanie DNA, oligomeryzacja i regulacja aktywnos$ci trans-
krypcyjnej. Domeny wiazace DNA mozna podzieli¢ na trzy podstawowe grupy:
homodomeny, palce cynkowe i suwaki leucynowe. Wsrdéd homodomen (>150 bia-
tek czlowieka) wyrdznia si¢ dwa rodzaje nazwane helisa—skret—helisa (HTH) lub
helisa—pe¢tla—helisa (HLH). Motywy helikalne tej domeny penetruja duzy rowek
1 rozpoznaja sekwencje¢ 6-nukleotydowa, a gigtkie rami¢ penetruje mniejszy rowek
DNA. Inne tego typu domeny, palce cynkowe, wystepuja w ponad 600 ludzkich
biatkach. Klasyczne palce cynkowe zbudowane sa z 30 reszt aminokwasowych.
Podstawowa role spetniaja konserwatywne reszty Cys i His wiazace koordynacyj-
nie jon cynku. Szczyt palca penetruje wigkszy rowek i rozpoznaje trzy trypleto-
we sekwencje zasad azotowych. Zwigkszenie liczby palcow zwigksza swoistos§é
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rozpoznania. Receptory hormonéw steroidowych zawieraja takze domeny palcow
cynkowych, lecz rézniace si¢ od klasycznych tym, ze jon cynku jest wiazany przez
cztery reszty Cys. Rozpoznajg dwie $cisle okreslone sekwencje 6-nukleotydowe
rozdzielone 1-5 resztami dowolnych nukleotydéw. Suwaki leucynowe zbudowane
sa z dwoch subdomen: regionu zasadowego, ktory rozpoznaje swoiste sekwencje
(pary sekwencji czterech nukleotydow o odwrotnej orientacji rozdzielonych jed-
nym nukleotydem) oraz powtarzajacych si¢ sekwencji leucynowych (tworzacych
tzw. suwak leucynowy), ktore uczestnicza w dimeryzacji monomerow (utrwalonej
oddziatywaniami hydrofobowymi Leu-Leu/Ile).

Wazna funkcja czynnikéw transkrypcyjnych jest ich zdolno$¢ do dimeryzacji,
warunkowana obecno$cia swoistych domen, odpowiedzialnych za ten proces. Ist-
nieje wiele klas takich biatek, ktore rozpoznaja podobne, charakterystyczne motywy
w DNA. Pozwala to czynnikom transkrypcyjnym tworzy¢ zarowno homodimery, jak
1 heterodimery, zwigkszajace doktadnos¢ (jednoznaczno$¢) rozpoznania odpowied-
nich sekwencji DNA.

8.1. NF-xB

Rodzina czynnikow transkrypcyjnych NF-xB (ang. nuclear factor kB) obejmuje
dimeryczne biatka wiazace si¢ z sekwencja DNA (-5’-GGGRNNYYCC-3’), znanag
jako miejsce wigzania kB, gdzie: R — nukleotyd purynowy, Y — nukleotyd pirymi-
dynowy, N — dowolny nukleotyd, w czgéci promotorowej i/lub wzmacniajacej roz-
nych gendéw. W komorkach ssakow wyroznia sig pig¢ biatek nalezacych do rodziny
podzielonych na dwie grupy. Do pierwszej zalicza si¢ biatka o m.cz. okoto 65 kDa
(RelA, RelB, C-Rel), a do drugiej biatka p50 i p52 powstajace z wigkszych pre-
kursorow p105 1 p100. NF-xB to homo- i heterodimery ww. biatek, ktore reguluja
ekspresje gendow zaangazowanych w odpowiedz immunologiczna, proces zapalny,
proliferacje, inhibicj¢ apoptozy, odpowiedz na stres, a zaburzenia w ich funkcjono-
waniu sa odpowiedzialne za liczne stany chorobowe. W tworzeniu aktywnych form
czynnika NF-«B podwdjna rolg gra proces ubikwitynacji i degradacji enzymatycznej
biatek bioracych w nim udzial. Po pierwsze, powstanie aktywnych podjednostek p50
1 p52 z ich prekursorow wymaga kolejno: fosforylacji, ubikwitynacji i degradacji
enzymatycznej. Po drugie, wigkszo§¢ NF-«B jest utrzymywana w cytoplazmie w for-
mie nieaktywnej przez interakcj¢ z rodzing biatek IxB (IxBa, IxBf, IxkBy, kB9,
Bcl-3, IkBz i [IkBNS). Pierwsze cztery zapobiegaja translokacji NF-kB z cytoplazmy
do jadra komorkowego, ostatnie trzy sa obecne w jadrze i uczestnicza bezposrednio
w regulacji aktywnosci transkrypcyjnej. Aktywacja komplekséw NF-kB-IxB polega
na fosforylacji biatek IkB przez kompleks kinazy IKK, czego nastgpstwem jest po-
liubikwitynacja I«B i ich degradacja enzymatyczna przez proteasom 26S. Klasyczna
droge aktywacji NF-kB przedstawia schemat zamieszczony na rysunku 8.1. Aktywny
czynnik NF-kB (dimer) ulega translokacji do jadra komérkowego i1 aktywuje trans-
krypcje okreslonych genow. Liczba aktywowanych genow moze dochodzi¢ do kilku-
dziesigciu 1 jest zalezna od rodzaju podjednostek NF-kB, typu komorek docelowych
oraz wspotdzialania z r6znymi koaktywatorami transkrypcji.
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Rys. 8.1. Tworzenie aktywnych czynnikow NF-kB, ich translokacja do jadra komérkowego i sty-
mulacja ekspresji genéw. NEMO — niezbgdny modulator NF-xB, IKK — kinaza IkB. Pozostate
objasnienia w tekscie

Aktywatorami zewnatrzkomorkowymi NF-kB sa m.in.: cytokiny, czynniki wzro-
stowe 1 antygeny. Czynniki zaliczane do rodziny NF-kB posrednicza w przenosze-
niu informacji przez wiele szlakoéw wewnatrzkomérkowych. Deregulacja ekspres;ji
gendw NF-kB, a szczegdlnie ich nadmierna aktywacja, byta stwierdzona w wielu
chorobach zapalnych i nowotworowych.

8.2. Bialka STAT

Bialka STAT (ang. signal transducers and activators of transcription) uczestnicza
gléwnie, chociaz nie wylacznie, w przekazaniu sygnatu zewnatrzkomoérkowego
od receptoréw asocjujacych z kinazami tyrozynowymi niereceptorowymi do jadra
komorkowego. Biatka te moga by¢ takze aktywowane posrednio lub bezposrednio
przez kinazy tyrozynowe receptorowe, kinazy tyrozynowe niereceptorowe (Src,
Abl) i receptory zwiazane z biatkami G. Biatka STAT sa przykladem czynnikow
transkrypcyjnych, ktorych aktywacja zachodzi w cytoplazmie komorki. Obecnie
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znana jest sekwencja siedmiu r6znych bialek STAT o m.cz. 80-115 kDa (1, 2, 3, 4,
Sa, 5b, 6). Prawie dla wszystkich tych biatek (oprocz STAT2) wykazano istnienie
roéznych izoform, powstatych w wyniku alternatywnego sktadania (splicingu), w tym
takze czasteczek o skroconych czesciach C-koncowych (np. STAT1B, STAT3p).
Intensywne badania chimer tych biatek dowiodly, ze w strukturze STAT mozna wy-
r6zni¢ N-koncowa domeng zamka leucynowego (prawdopodobnie odpowiedzialng za
dimeryzacje STAT i kooperatywne ich wiazanie do podwdjnej nici DNA), domeng
wigzaca DNA, domeng SH3 (odpowiedzialng za wiazanie domen bogatych w proli-
n¢ innych biatek), domeng¢ SH2 (ktora tacza si¢ z fosfotyrozynami zaktywowanych
wigzaniem ligandu receptoréw cytokin) i domeng C-koncowa, odpowiedzialna za
transaktywacj¢ biatek STAT (Rys. 8.2). W tej ostatniej domenie zlokalizowane sa
reszty tyrozyny (Y) i seryny (S), ktérych fosforylacja przez odpowiednie kinazy
biatkowe jest odpowiedzialna za przej$ciowa aktywacje i dezaktywacje biatek STAT.
Wszystkie wystgpuja w cytoplazmie komorki w monomerycznej formie nieaktywnej
(nieufosforylowanej). Zwiazanie biatek STAT z receptorem umozliwia ich aktywacje
poprzez fosforylacje¢ na tyrozynie i dimeryzacj¢ czasteczek STAT. Dimery ulegaja
translokacji do jadra komorkowego, gdzie wiaza si¢ do swoistych sekwencji re-
gulatorowych DNA i indukuja transkrypcje okre§lonych gendéw, m.in. cykliny DI.
Trudnym do wyjasnienia zjawiskiem jest mechanizm translokacji dimeréw STAT
z cytoplazmy do jadra komorkowego. Biatka STAT nie maja klasycznej sekwencji
lokalizacji jadrowej (NLS) i nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, jaka struk-
tura jest odpowiedzialna za t¢ translokacj¢. Wiadomo natomiast, ze w jadrze dimery
STAT wiaza sig z sekwencja TTN,AA DNA oraz z funkcjonalnymi domenami innych
biatek wspotuczestniczacych w regulacji transkrypcji genow.

Standardowy, powszechnie przyjety model aktywacji bialek STAT zaktada, ze po
zewnatrzkomorkowej stymulacji cytokinami latentne biatka sg pobierane z cytozo-
lowej puli monomerow i po aktywacji transportowane do jadra. Nalezy zaznaczyc,
ze nie jest to jedyna, znana hipoteza na temat dziatania biatlek STAT. W 1999 roku
M.I. Ndubuisi i wsp. zaproponowali model tzw. statosomu. Zaktada on, ze w cytozo-
lu oprocz monomerdéw i dimerow biatek STAT wystepuja wielkoczasteczkowe (m.cz.
200-400 kDa) kompleksy STAT z innymi, blizej niescharakteryzowanymi biatkami,
okreslane mianem statosomow typu I (statosom I). Te kompleksy miatyby posredni-
czy¢ w aktywacji (prezentacji biatek STAT receptorom, ich fosforylacji i oligome-
ryzacji), a nastgpnie w formie statosomow typu Il (m.cz. 1-2 MDa) w translokacji
biatek STAT do jadra komérkowego.

N- e

domena wigzaca DNA obszar
transaktywaciji

Rys. 8.2. Schemat domenowej budowy biatek STAT. Potencjalne miejsca fosforylacji przez kinazy
biatkowe tyrozynowe (Y) i serynowo-treoninowe (S)
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Aktywno$¢ biatek STAT jest takze kontrolowana przez swoiste inhibitory bial-
kowe. Wyrdznia si¢ trzy typy bialek hamujacych aktywacje STAT: fosfatazy SHP-1
i SHP-2, biatka SOCs (ang. suppressor of cytokine signalling), asocjujace z petla
aktywacyjna biatek JAK oraz biatka PIAS (ang. protein inhibitor of activated STAT),
hamujace wiazanie ufosforylowanych dimerow STAT do DNA.

8.3. Bialka Smad

Badania genomow Drosophila i Caenorhabditis elegans doprowadzily m.in. do
identyfikacji konserwatywej ewolucyjnie rodziny genoéw, kodujacych biatka po-
$redniczace w wewnatrzkomorkowym przekazie sygnatu, inicjowanego czynnika-
mi zaliczanymi do superrodziny TGFP. Nazwa tych biatek powstata z potaczenia
dwdch nazw: biatka kodowanego przez gen muszki owocowej — Mad (ang. mothers
against dpp) i biatek kodowanych przez geny C. elegant, zmutowane u osobnikoéw
matych — Sma (ang. small). Ssacze homologi tych bialek okres§lane sa skrotem
Smad, dla podkreslenia ich funkcjonalnego podobienstwa do biatek bezkregowcow.
Obecnie znanych jest osiem réznych biatek zaliczanych do rodziny Smad, ktore
sa dzielone na trzy grupy: R-Smad, Co-Smad i I-Smad. Do pierwszej naleza bial-
ka Smad regulowane receptorowo (R-Smad); zalicza si¢ do nich Smadl, Smad2,
Smad3, Smad5 i Amad8. Po ufosforylowaniu biatka te tworza heterokompleksy
ze wspllnym partnerem Co-Smad (ang. common-Smad). U ssakdw wystepuje
jedno takie biatko Smad4 (chociaz trwaja intensywne badania nad wyizolowaniem
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Rys. 8.3. Domenowa budowa biatek R-Smad i Co-Smad (a) i zmiana konformacyjna biatek R-Smad
po ich fosforylacji (b)
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innych). Inhibitorowe biatka Smad (I-Smad; Smad 6 i1 7) tworza stabilne asocjaty
z receptorem TGFB I (a Smad 6 takze ze Smad4), przeciwdziatajac przeniesieniu
sygnatu na tej drodze. R-Smad i Co-Smad maja dwie domeny o podobnej sekwencji
na swoich koncach N i C. Domeny te, nazywane MH1 i MH2 (ang. Mad-homology),
sa rozdzielone regionem bogatym w proling o r6znej dtugosci i roznej funkcji (Rys.
8.3a). Domena MH1 biatek Smad3 i Smad4 ma zdolnos$¢ wiazania do DNA, a takze
asocjacji z koaktywatorami i czynnikami transkrypcyjnymi. Domena MH2 jest istot-
na dla tworzenia homo- i heterokomplekséw biatek Smad oraz regulacji aktywacji
1 represji transkrypcji. Obszar taczacy obie domeny posiada sekwencje -Pro-X-Ser-
-Pro- lub -Pro-X-Thr-Pro-, ktérych hydroksyaminokwasy moga ulega¢ fosforylacji
pod dziataniem kinaz MAP. Prawdopodobnie taka fosforylacja moduluje odpowiedz
komorki na stymulacj¢ TGFB. Domena MH2 zawiera motyw -SS(V/M)S- zloka-
lizowany przy C-koncu czasteczki Smad. Fosforylacja dwoch reszt seryny w tym
motywie jest odpowiedzialna za indukowana receptorem TGFBRI aktywacj¢ bia-
tek R-Smad i translokacj¢ tworzonych nastgpnie kompleksow R-Smad-Co-Smad
do jadra komoérkowego. W nieaktywnych biatkach R-Smad domeny MH1 i MH2
oddziatuja z soba i hamuja aktywno$¢ jedna drugiej (Rys. 8.3b). Biatka I-Smads nie
maja domeny MH1, natomiast maja domen¢ MH2, ktora umozliwia im wiazanie si¢
z receptorem TGFBRI 1 hamuje dalszy przekaz sygnatu.

8.4. NF-AT

NF-AT (ang. nuclear factor of activated T cells) zostal opisany po raz pierwszy w ak-
tywowanych komorkach T (stad nazwa). Znanych jest pi¢¢ izoform NF-AT, cztery
zlokalizowane sa w cytoplazmie NF-ATc (1-4), a jedna NF-ATn jest zlokalizowana
w jadrze komérkowym. NF-ATc sa czynnikami wystepujacymi w cytoplazmie ko-
moérki w formie nieaktywnych fosfoprotein. Po stymulacji receptorowej nastgpuje
aktywacja kalcyneuryny (fosfatazy serynowo-treoninowej, PP2B), aktywowanej
przez wzrost cytoplazmatycznego poziomu jondw wapnia. Przypuszcza sig, ze za-
lezna od kalcyneuryny rodzina NF-AT powstata na drodze rekombinacji genow ze
wspolnego przodka okoto 500 milionéw lat temu i wystepuje wytacznie u kreggow-
cow. Aktywatorami NF-AT sa receptory o aktywno$ci kinazy tyrozynowej, receptory
asocjujace z kinazami tyrozynowymi niereceptorowymi i receptory asocjujace z biat-
kami G (Rys. 8.4). W kazdym przypadku aktywatorem kalcyneuryny jest wzrost cy-
toplazmatycznego poziomu jondéw wapnia o okoto 400 nM. Wzrost poziomu jonow
wapnia jest spowodowany naplywem wapnia zewnatrzkomorkowego przez kanaty
CRAC (ang. calcium release-activated calcium), kanaly wapniowe typu L lub kanaty
NMDA (ang. N-methyl D-aspartate) badz uwolnieniem z zapaso6w wewnatrzkomor-
kowych (np. z mitochondriéw przez kanaty regulowane 1,4,5-trifosfoinozytolem).
Raz zaktywowana kalcyneuryna usuwa szereg reszt fosforanowych, w regionach
bogatych w reszty serynowe lub serynowe i prolinowe, zlokalizowanych gtéwnie
przy N-koncu biatek NF-AT. Defosforylacja NF-ATc powoduje translokacje tych
czynnikow do jadra komorkowego, gdzie asocjuja z jadrowym NF-ATn. Rownolegle
aktywowane sg drogi sygnatowe PKC/Ras prowadzace do syntezy i1 aktywacji AP-1,
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Rys. 8.4. Mechanizm aktywacji i dezaktywacji bialek NF-AT. Receptory sprzgzone z biatkami G
(a), o aktywnosci kinazy tyrozynowej [KT] (b), asocjujace z kinazami tyrozynowymi niereceptoro-
wymi (¢). CRAC, NMDA, Typu L — kanaty jonowe w blonie plazmatycznej, IP,R — kanat jonowy
regulowany inozytolo-1,4,5-trifosforanem

ktore z kolei kooperuja w regulacji ekspresji genow wielu kluczowych cytokin. Raz
defosforylowane NF-ATc moga by¢ ponownie refosforylowane przez rézne kinazy
biatkowe serynowo-treoninowe, co inicjuje eksport NF-ATc z jadra do cytoplazmy.
Proces ten wymaga kolejnego dziatania kinaz jadrowych: kinazy tyrozynowej o po-
dwdjnej swoistosci la (Dyrkla, ang. dual-specificity tyrosine kinase 1a) lub kina-
zy biatkowej A, a nastgpnie kinazy syntazy glikogenu 3 (Rys. 8.4). W komorkach
spoczynkowych czasteczki NF-ATc sa konstytutywnie fosforylowane przez kinazy
biatkowe (kinaza kazeiny 1 1 inne), utrzymujac NF-ATc w stanie nieaktywnym.
NF-AT uczestnicza w aktywacji wielu genow, m.in.: cytokin, podjednostek kana-
tow jonowych, enzymow uczestniczacych w sygnalizacji wewnatrzkomorkowej
(np. cyklazy adenylanowej) i biatek regulujacych apoptozg. Czynniki NF-AT uczest-
nicza w wielu procesach komorkowych, takich jak morfogeneza, rozwoj i funkcjo-
nowanie wielu typow komorek.
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8.5. NICD (wewnatrzkomorkowa cze¢$¢ receptorow Notch)

Receptory typu Notch (opisane w rozdziale 2) reprezentuja unikatowy sposob przeka-
zu sygnatu od btony komdérkowej do jadra komoérki, w ktérym wewnatrzkomoérkowa
cz¢$¢ receptora jest jednocze$nie czynnikiem transkrypcyjnym.

Aktywacja receptorow Notch na drodze jukstakrynnej, przez swoiste ligandy
(Delta lub Jagged/Serrate), powoduje seri¢ cie¢ proteolitycznych wewnatrzkomor-
kowej czgsci receptora (Rys. 8.5). Pierwsze cigcie proteolityczne w miejscu S2 jest
realizowane przez metaloproteinazy z rodziny ADAM. Zewnatrzkomorkowa czg$é
Notch ulega transendocytozie do komorek wysytajacych sygnat, a fragment zakotwi-
czony w btonie komorek odbiorczych jest rozpoznawany przez sktadnik kompleksu
y-sekretazy (aminopeptydaze nikastryny NCT) i przenoszony do catego kompleksu
(PS, NCT, PEN2, APH1). y-sekretaza rozcina ten fragment w miejscu S3, uwalniajac
peptyd NICD (ang. Notch intracellular domain), ktory ulega translokacji do jadra
komorkowego, gdzie reguluje transkrypcjg okreslonych genow. Mechanizm tej regu-
lacji polega w uproszczeniu na zwiazaniu NICD z jednym ze sktadnikéw kompleksu
korepresorowego, biatkiem CSL, 1 zwigzaniu go w kompleks z koaktywatorami trans-
krypcji, co powoduje m.in. ekspresj¢ genow rodzin Hes i HRT/HERP/Hey.

DSL

Notch

yeekrelaza & ADAM

| btona komdrkowa

cytoplazma 1 translokacja
v NICD

| btona jadrowa

Rys. 8.5.Aktywacja i przekaz sygnatu przez wewnatrzkomorkowa czg$¢ receptora Notch, okreslana
skrétem NICD
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8.6. AP-1

Nazwa AP-1 (ang. activating protein 1) okre$la si¢ rodzing homo- i heterodimerycz-
nych czynnikow transkrypcyjnych zbudowanych z biatek jadrowych Jun i Fos. AP-1
zostat odkryty ponad 20 lat temu, jako regulator genu metaloproteinazy MMP1.
Obecnie wiemy, ze w skfad rodziny czynnika AP-1 wchodzi 18 r6znych biatek homo-
1 heterodimerycznych, zbudowanych z monomerow biatek Jun (c-Jun, JunB i JunD)
oraz biatek Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 i Fra-2). Biatka Jun i Fos zawieraja zasadowy
rejon zamka leucynowego (bZIP, ang. basic region leucine zipper), ktdry posredniczy
w interakcji z innymi biatkami zawierajacymi domeng bZIP, takimi jak: ATF (ang.
activating transcription factor), MAF (ang. musculo-aponeurotic fibrosarcoma),
C/EBP (ang. CCAAT enhancer binding protein) itp. W aktywacji transkrypcji genu
fos uczestnicza biatka okreslane skrotem TCFs (ang. ternary complex transcription
factors), bedace podgrupa rodziny Ets (Elk-1, Sap '2) oraz czynniki odpowiedzi na
surowicg (SRFs, ang. serum response factors). Kompleks tych biatek umozliwia
stymulacj¢ transkrypcji fos. Aktywna forma Fos jest tworzona i stabilizowana na
drodze fosforylacji dwoch reszt seryny m.in. przez kinazg rybosomowego biatka S6
—p90RSK. W odréznieniu od genu fos jego partner jun jest konstytutywnie aktywny,
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Rys. 8.6. Tworzenie aktywnego czynnika transkrypcyjnego AP-1 stymulowane kinaza Erk. p9ORSK
— kinaza rybosomowego biatka S6, Elk-1 — czynnik transkrypcyjny z rodziny Ets, SRF — czynnik
odpowiedzi na surowicg, GSK-3 — kinaza syntazy glikogenu 3
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chociaz jego produkt (biatko Jun) wymaga wstepnej aktywacji. Mechanizm tworze-
nia aktywnego czynnika AP-1 przedstawia rysunek 8.6. Znanych jest wiele réznych
miejsc wiazania AP-1 do DNA, zaleznych od sktadu dimeru, rodzaju komorek i in-
terakcji z innymi czynnikami transkrypcyjnym i kofaktorami (NF-xB, CBP (ang.
CRE-binding-protein), Rb, SMAD3 i SMAD4). Dimery AP-1: Jun-Jun i Jun-Fos
wigza si¢ z wysokim powinowactwem z miejscem wigzania estrow forboli (TPA,
ang. [2-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) okreslanym skrétem TRE (ang. TPA
response element) o sekwencji nukleotydow 5°’-TGAC/GTCA-3". Biatka Jun i Fos
tworzace dimery z innymi biatkami, majacymi domeny bZIP, moga wiaza¢ si¢ do
innych sekwencji promotorowych, np. CRE (ang. cAMP response element) czy ARE
(ang. activin response element). Aktywno$¢ AP-1 jest regulowana gldwnie na drodze
fosforylacji/defosforylacji w domenie transaktywacji. Cztonkowie rodziny AP-1
ro6znig si¢ w swoich domenach regulatorowych, co thumaczy ich swoisto$¢ funkcjo-
nalna. Czynniki transkrypcyjne AP-1 uczestnicza w regulacji: cyklu komoérkowego,
proliferacji, réznicowania, apoptozy i wielu innych proceséw komoérkowych. Biatka
te moga by¢ aktywowane przez wiele roznych ligandéw, m.in. przez: czynniki wzro-
stowe, hormony, cytokiny, stres (ROS, UV).

8.7. Myc

Czynnik transkrypcyjny c-Myc jest biatkiem jadrowym kontrolujacym ekspresje
tysigcy gendw, ktorych produkty uczestnicza w regulacji takich procesow, jak:
proliferacja, roznicowanie, apoptoza 1 wielu innych. Biatko to jest cztonkiem ro-
dziny czynnikéw transkrypcyjnych, okre§lanych skrotem bHLH-LZip (ang. basic
helix-loop-helix leucine zipper). Biatko to zawiera N-koncowa domeng aktywujaca
transkrypcje, ktora oddziatuje ze sktadnikami kompleksu polimerazy RNA II, oraz
dwie domeny potozone przy C-koncu tancucha. Sg to domeny: zamka leucynowe-
go, sekwencja odpowiedzialna za heterodimeryzacj¢ c-Myc z innym czynnikiem
transkrypcyjnym z rodziny bHLH-LZip, okreslanym skrétem Max, i domena zdolna
do wiazania heksamerycznej sekwencji DNA (5’-CACGTG-3"), tzw. E-box. Hete-
rodimeryzacja Myc/Max jest procesem, ktory posredniczy we wszystkich znanych
efektach biologicznych inicjowanych przez biatko c-Myc. Heterodimery Myc/Max
wiaza si¢ do DNA i aktywuja transkrypcje okreslonych gendéw. Poniewaz zarowno
c-Myec, jak i jego mRNA maja krotki okres pottrwania (w przeciwienstwie do Max),
poziom dimeru Myc/Max zalezy od stezenia c-Myc i jest regulowany gtownie eks-
presja jego genu. Synteza c-Myc jest stymulowana przez biatka STAT, a te przez ki-
nazeg Src. Aktywnos¢ c-Myc moze by¢ rowniez regulowana potranskrypcyjnie przez
konkurencj¢ z dimerami innych biatek z rodziny bHLH-LZip (Max/Mad i Max/
Mxi-1) o wigzanie do sekwencji E-box, hamujacymi transkrypcje¢. Mechanizm anta-
gonistyczny efektu dziatania dimeréw Max/Mad i Max/Mxi-1 nie jest w petni wyja-
sniony. Wykazano, ze biatka Max, Mad i Mxi-1 wiaza si¢ z kompleksem represora
transkrypcji (Sin3-CoR) o aktywnos$ci deacetylazy histonow, w przeciwienstwie
do c-Myec, ktore wiaze si¢ z biatkiem TRRAP (ang. transactivation/transformation
domain — associated protein), wchodzacym w sktad kompleksu acetylotransferazy
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histonow. Biatko TRRAP oddziatuje takze z czynnikiem transkrypcyjnym E2F1, co
taczy zalezna od c-Myc aktywnos$¢ transkrypcyjna z progresja przez cykl komor-
kowy. Wymienione interakcje biatek bHLH-LZip sa tylko cz¢scia znanej dzi$ roli
innych biatek wiazacych c-Myc (YY-1, AP-2, BRCA-1, TFII-1 itd.) w regulacji jego
aktywnosci transkrypcyjne;j.

c-Myc moze by¢ zarowno aktywatorem, jak i inhibitorem transkrypcji w zalez-
nosci od natury czynnikéw z nim asocjujacych. W kompleksie z innym cztonkiem
rodziny bHLH-LZip, biatkiem Max, aktywuje transkrypcj¢ poprzez interakcjg z se-
kwencja okreslang jako E-box w czg$ci enhancera (wzmacniacza). W promotorach
pozbawionych sekwencji TATA, c-Myc hamuje transkrypcje przez wiazanie si¢ z re-
gionem inicjacji transkrypcji (Inr). Przyjmuje sig, ze c-Myc jest bialkiem uczestni-
czacym w regulacji sygnatu mitogennego, gtownie przez regulacje aktywnosci kinaz
cyklinozaleznych. Kontroluje zaréwno transkrypcje genow biatek stymulujacych
przejscie przez cykl komorkowy (np. cykliny D2 i fosfatazy cdc25), jak i represje
genow biatek hamujacych ten proces, m.in. inhibitorow kinaz cyklinozaleznych (np.
p15™K&4) Zardwno gen cykliny D2, jak i geny fosfataz cdc25 maja w swoich promo-
torach miejsca wiazace c-Myc.

8.8. Czynniki transkrypcyjne E2F

Czynnik transkrypcyjny E2F (ang. E2a transcription factor) zostal odkryty jako
biatko gospodarza wigzace promotor wirusowy E2a w komdrkach zakazonych ade-
nowirusem. Rodzina E2F liczy obecnie siedem biatek, ktére tworza heterodimery
z biatkami DP (DP1 i DP2). Zar6wno biatka E2F, jak i DP zawieraja centralna,
konserwatywna ewolucyjnie domen¢ wiazaca DNA (DB, ang. DNA-binding) i do-
meng dimeryzacji. Czynniki E2F(1-3) maja domeng¢ wiazaca kinazy cyklinozalezne
(cykling A), czynniki E2F(1-5) maja takze domeng wiazaca tzw. biatka kieszeniowe
(biatka: Rb, p107 1 p130), czynniki E2F(6—7) nie maja domeny wiazacej biatka kie-
szeniowe, a E2F7 nie posiada domeny dimeryzacji z biatkami DP. Biatka DP sg nie-
swoistg czgsécig heterodimerow, stabilizuja tylko aktywne kompleksy. Biatko DP1
wystepuje powszechnie, a biatko DP tylko w sercu. Czynniki E2F(1-3) sa silnymi
aktywatorami transkrypcji. Ich poziom w komdrkach spoczynkowych jest niski
i wzrasta w poznej fazie G1. Czynniki E2F(4-5) w fazie GO i wczesnej G1 tworza
kompleksy z biatkami p107 i p130, ulegaja translokacji do jadra, gdzie pelnia funk-
cj¢ represordw transkrypcji. Biatka E2F(1-3) wystepuja w formie nieaktywnych
kompleksow z biatkiem Rb. Fosforylacja biatek Rb powoduje uwolnienie skom-
pleksowanych z nimi wyzej wymienionych czynnikow i stymulacje transkrypcji.
Zdarzenia te powoduja wejscie komorek w faze S i umozliwiaja realizacje dalszych
etapow reakcji wewnatrzkomorkowych prowadzacych do mitozy. Precyzyjny me-
chanizm aktywacji transkrypcji przez E2F jest niejasny. Najbardziej prawdopodobne
wydaje si¢, ze E2F (E2F1) oddziatuje z biatkiem CBP (ang. cAMP binding protein),
ktore jest koaktywatorem transkrypcji i ma aktywnos$¢ acetylotransferazy histonow
(HAT). Jak wiadomo, acetylacja histonow powoduje rozluznienie struktury chroma-
tyny i ulatwia proces transkrypcji.
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8.9. Rodzina biatka p53

Komoérki prawidtowe sa narazone stale na egzogenne i endogenne czynniki stresowe,
mogace powodowaé¢ zmiany ich struktury i funkcji. Szczegdlnie niebezpieczne sa
defekty genetyczne, ktére moga by¢ przenoszone do komdrek potomnych. Ponad
¢wier¢ wieku temu odkryto biatko o m.cz. okoto 53 kDa zapobiegajace stresowi ko-
moérkowemu, szczegdlnie takiemu, ktéry powoduje uszkodzenia DNA. W komérkach
prawidlowych poziom tego bialka jest bardzo niski. W odpowiedzi na stres biatko
p53 ulega modyfikacji chemicznej, co z kolei prowadzi do jego stabilizacji i wzrostu
jego poziomu komoérkowego. Akumulacja p53 powoduje aktywacje transkrypcji licz-
nych genow, ktorych produkty sa zaangazowane w rézne procesy biologiczne, m.in.:
w regulacje cyklu komorkowego, naprawe DNA i apoptozeg. Okazato sig, ze jest to
czynnik transkrypcyjny, ktory wywiera dziatanie ochronne przez zatrzymanie cyklu
komorkowego (umozliwiajace naprawg DNA) lub przez indukcj¢ apoptozy. Odkryte
w 1979 roku biatko p53 zbudowane jest w przypadku cztowieka z 393 reszt amino-
kwasowych. Mimo uptywu prawie 30 lat od jego odkrycia struktura przestrzenna
tego biatka nie jest do konca poznana, gldwnie ze wzgledu na trudnosci w krystali-
zacji. Natomiast znana jest domenowa budowa p53 (Rys. 8.7) i funkcja biologiczna
poszczegblnych jego domen. Poczynajac od N-konca, biatko p53 zawiera domeny:
transaktywacji (DT), SH3 (wigzanie sekwencji bogatych w proling), wiazaca DNA
(W-DNA), lokalizacji jadrowej (NLS), eksportu jadrowego (NES) oraz domeng
C-koncowa (odpowiedzialng za tetrameryzacj¢ biatka).

Biatko p53 wywiera swoje dziatanie biologiczne przez stymulacje lub inhibicje
transkrypcji licznych gendéw. Oddziatywanie z tymi genami polega gtownie na wiaza-
niu tetrameru p53 ze swoistymi sekwencjami DNA. Sekwencje te to dwa fragmenty
dziesigcionukleotydowe rozdzielone lub nie insercja 13 nukleotydéw. Ogolny wzor
tych sekwencji to 5’-Pur-Pur-Pur-C-(A/T)-(T/A)-G-Pir-Pir-Pir-3°, gdzie Pur oznacza
nukleotyd purynowy, a Pir — nukleotyd pirymidynowy, aczkolwiek istnieja liczne
odstepstwa od tej reguly.

Mimo ze poznano juz wiele genow, ktorych ekspresj¢ reguluje p53, to przypusz-
czalnie ich liczba jest znacznie wigksza. Poznane dotychczas geny koduja biatka
zaangazowane m.in. w regulacje: przezycia i programowanej $mierci komorki (np.
IGFBP3, Bax, TGFa), cykl komorkowy i naprawg DNA (np. HGF, EGFR, gadd45,
Rb, p21) i autoregulacj¢ poziomu p53 (MDM2). To ostatnie biatko odgrywa szcze-
golng role w regulacji funkcji p53, albowiem p53 jest aktywatorem genu mdm2,
lecz z kolet MDM2 kontroluje degradacje p53 (Rys. 8.8). W normalnych warunkach

DT SH3 W-DNA NLS

Rys. 8.7. Domenowa budowa ludzkiego biatka p53. Domeny: DT — transaktywacji, SH3 — wiazaca
sekwencje bogate w proling (PXXP), W-DNA — wiazaca DNA, NLS — lokalizacji jadrowej, NES —
eksportu z jadra, CK — C-koncowa
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MDM2 wiaze si¢ z p53 1 katalizuje jego ubikwitynacje, co skutkuje degradacja en-
zymatycznag pS53. Fosforylacja p53 przez wybrane kinazy biatkowe (np. DNA-PK,
ATM) blokuje wigzanie MDM2 do p53 i jego degradacje.

Po6zniej scharakteryzowano dwa inne biatka strukturalnie podobne do p53, chociaz
o wigkszej masie czasteczkowej. Rodzina biatka p53 jest kodowana przez trzy rézne
geny, kodujace biatka p53, p63 1 p73. Kazdy z nich moze ulega¢ ekspresji w dwoch
formach (p53 1 ANp53, TAp63 i ANp63 oraz TAp73 i ANp73), gdzie TA jest domena
czynnika transkrypcyjnego, a AN — ulegajaca delecji przy N-koncu domena nieak-
tywnego normalnie czynnika transkrypcyjnego. Transkrypcja tych dwoéch izoform
jest regulowana przez dwa rézne promotory, a ponadto znanych jest wiele izoform
kazdego biatka powstajacych w wyniku réznego sktadania ich mRNA. W budowie
czasteczki bialek z rodziny p53 wyrdznia sig trzy gtéwne domeny: TA (czynnika
transkrypcyjnego), DBD (wiazaca DNA) i OD (oligomeryzacji). Podobienstwo
sekwencji aminokwasowej w stosunku do p53 w obrebie poszczegdlnych domen
wynosi do p63 i p73 odpowiednio: dla TA 26 1 30%, dla DBD 80 i 79% oraz dla OD
311 33%. Izoformy DN moga dziata¢ jako inhibitory izoform TA i dlatego izoformy
TA 1 AN wykazuja odpowiednio pro- i antyapoptotyczne wiasciwosci. Co wigcej
ekspresja ANp73 jest stymulowana przez p53 i DNp73. Tak wigc, transkrypcyjnie
aktywne biatka supresorowe p53 i TAp73 indukuja ekspresje¢ DNp73, ktoére hamuje
ich dziatanie, na zasadzie ujemnego sprzg¢zenia zwrotnego. W przeciwienstwie do
DNp73 ekspresja DNp63 jest hamowana. Potwierdzeniem hipotezy o wspolzalezno-
$ci dziatania tych biatek byty doswiadczenia na myszach pozbawionych genow p63
1p73, w ktérych p53 bylo calkowicie nieaktywne.

Aktywnos¢ biologiczna ww. bialek obejmuje szerokie spektrum dzialan od roz-
woju, przez apoptoze¢ i odwracalne zahamowanie cyklu komérkowego, do procesu
starzenia komorkowego. Funkcja tych bialek moze by¢ regulowana m.in. przez ich

l_ mdm?2 4-|g
o2 O — [movz [l
.
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MDM2 proteasom

Rys. 8.8. Kontrola poziomu biatka p53 przez biatko MDM2 na drodze ujemnego sprzgzenia zwrot-
nego. 1 —wzrost jadrowego poziomu p53, 2 — wigzanie pS3 do promotora genu mdm?2, 3 — ekspresja
genu mdm?2, 4 — synteza MDM2, 5 — wigzanie MDM2 do p53 i hamowanie jego aktywnosci trans-
krypcyjnej, 6 — degradacja enzymatyczna
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lokalizacje subkomdrkowa, modyfikacje potranslacyjne lub swoiste biatka regulato-
rowe. Wszystkie zawieraja sekwencje lokalizacji jadrowej (NLS) oraz sekwencjg eks-
portu jadrowego (NES) i zlokalizowane sa gtéwnie w jadrze komorkowym. Wszyst-
kie sa ubikwitylowane w jadrze i degradowane w proteasomach cytoplazmatycznych.
Zatrzymanie tych biatlek w cytoplazmie, powodowane zarowno ich mutacjami, jak
1 oddziatywaniem z biatkami cytoplazmatycznymi, powoduje utrate ich funkcji. Ak-
tywno$¢ biatek z rodziny p53 jest regulowana na drodze fosforylacji przez kinazy,
takie jak c-abl czy kinazy cyklinozalezne Iub przez acetylacj¢. Wiele biatek moze
wplywac¢ na aktywnos¢ pS3, p63 i p73. Biatka stymulujace apoptozg ASPP1 i ASPP2
(ang. apoptosis-stimulating proteins of p53) podnosza aktywno$¢ wszystkich biatek
zrodziny p53, lecz tylko w transkrypcji gendw proapoptotycznych, a nie gendw biatek
zaangazowanych w regulacj¢ cyklu koméorkowego. Wigkszos$¢ biatek regulatorowych
ma jednak rozny wplyw na aktywno$¢ biatek zaliczanych do rodziny p53. Przyktado-
wo, MDM2 stymuluje aktywnos¢ biatka p63, a hamuje aktywnos$¢ biatek p53 i p73.
Podobnie czynnik transkrypcyjny CTF2 (ang. CCAAT-binding transcription factor 2)
wzmaga aktywno$¢ p53, a hamuje aktywno$¢ p73.

Zainteresowanie biatkiem p53 wzrosto po stwierdzeniu, ze w okoto 50% wszyst-
kich nowotworow ludzkich znaleziono mutacje genéw tego biatka, a w dalszych 20%
biatko to byto funkcjonalnie nieaktywne. Natomiast mutacje w genach biatek p63
i p73 byly wyjatkowo rzadkie.
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9. Kaspazy, bialka Bcl-2 i inhibitory apoptozy

Apoptoza, czyli zaprogramowana $mier¢ komorki stanowi naturalny element zy-
cia i rozwoju. O tym, ze ma ona miejsce w trakcie rozwoju ptodowego, kiedy to
z zawiagzka dloni tworza si¢ palce poprzez eliminacj¢ nadmiaru komorek, wiedziano
juz dawno. Jednakze o tym, ze kazda komodrka organizmu jest w stanie popetnié
samobojstwo, jesli tylko otrzyma stosowne ku temu sygnaly przekonano si¢ dopiero
na poczatku lat 70. XX wieku. Podczas tego procesu komorki kurcza sig, ich jadra
ulegaja zaggszczeniu, a nastepnie fragmentacji. Krotko mowiac, material genetyczny
zostaje pocigty przez enzymy, a na powierzchni pojawiaja si¢ tzw. ciatka apoptotycz-
ne (zawierajace fragmenty jadra i cytoplazmy), ktére sa usuwane przez makrofagi,
badz komorki sasiadujace, na drodze fagocytozy. Dzigki temu, ze fragmenty komo-
rek pochtaniane sa w catosci, nie dochodzi do odczynow zapalnych, tak jak to si¢
dzieje w przypadku nekrozy. W regulacji procesu apoptozy uczestniczy wiele biatek
o aktywnosci plejotropowej. Wykonawcza fazg tego procesu kontroluja enzymy,
okreslane mianem kaspaz, biatka Bcl-2 oraz czasteczki regulujace ich aktywnos¢.

9.1. Kaspazy

Apoptoza jest procesem enzymatycznym, w ktorym gtowna rol¢ odgrywaja proteazy
serynowe, tzw. kaspazy. Jedna z prototypowych kaspaz ssaczych jest ICE (ang. inter-
leukin-13 converting enzyme), nalezaca do enzymow przeksztatcajacych interleuking
1B. Jest ona odpowiedzialna za proteolityczne dojrzewanie prolL-1§ do jej proza-
palnej, aktywnej biologicznie formy. Badania nad programowang $miercia komorki
w duzej mierze oparte sq na niemal kompletnej wiedzy o budowie i rozwoju niewiel-
kiego robaka — Caenorhabditis elegans. Jego analiza genetyczna jest stosunkowo ta-
twa ze wzgledu na to, Ze szybko si¢ namnaza i ma niewielki genom. Ponadto poznano
pochodzenie niemal kazdej komoérki jego organizmu i jej ostateczne umiejscowienie.
Stwierdzono, ze produkuje on w przebiegu swego hermafrodytycznego zycia 1090
komorek, z czego 131 obumiera na drodze apoptozy. Badania genetyczne wykazaty,
ze apoptoza u C. elegans zalezy m.in. od biatka kodowanego przez gen ced-3. Po
sklonowaniu i zsekwencjonowaniu tego genu okazalo si¢, ze jest on homologiczny
z ssaczym genem ICE. Fakt ten stanowil jeden z dowodow na to, iz ICE musi by¢
odpowiedzialny za ,,ssacza” $ciezke programowanej Smierci komorki.

Kaspazy sa rodzina proteaz cysteinozaleznych swoistych dla asparaginianu
(caspase, ang. cysteine-dependent aspartate-specific protease). W przeciwienstwie
do wielu innych proteaz, funkcjonujacych gltéwnie jako enzymy degradacyjne, ka-
spazy sa proteazami sygnalowymi, ktorych aktywnos$¢ jest bardzo doktadnie regu-
lowana. Jak juz wspomniano, pierwsza poznang kaspaza byl enzym wyizolowany
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Asp-X (QACXG) Asp-X

prodomena duza podjednostka  mata podjednostka
(3—24 kDa) (17—20 kDa) (10—12 kDa)

Rys. 9.1. Domenowa budowa prokaspaz (a) i swoistos¢ substratowa kaspaz (b)

z Caenorhabditis elegant — Ced-3, a pierwsza opisana kaspaza ssacza byl enzym
konwertujacy interleuking 1 (ICE). Rodzina ssaczych kaspaz liczy przynajmniej 14
cztonkow, z czego 11 (1-10, 14) znaleziono u ludzi, jedna (13) w organizmie wotu,
a dwie kaspazy (11 i 12) u myszy. Tylko niektore z nich uczestnicza w procesie apop-
tozy. U cztowieka sa to kaspazy: 2, 3, 6,7, 8,91 10. Inne, jak kaspazy 1,415, aktywuja
cytokiny prozapalne, a kaspaza 14 uczestniczy w rdznicowaniu keratynocytow.

Kaspazy syntetyzowane sa jako nieaktywne trzyczg¢$ciowe proenzymy, sktada-
jace si¢ z dwoch podjednostek — duzej 1 matej oraz z tzw. prodomeny (Rys. 9.1).
W formg aktywna proenzym przechodzi poprzez hydroliz¢ wiazania peptydowego
migdzy Asp a nastgpnym, dowolnym aminokwasem (Asp (P ) — X (P )). Obecnos¢
Asp w miejscu rozszczepienia, zwiazana z powstawaniem dojrzatej formy enzymu,
pozostaje w zgodzie ze zdolnoscia kaspaz do autoaktywacji i/lub aktywacji przez
inne kaspazy, lezacych u podstaw wzmocnienia sygnatu przekazywanego przez ka-
skade kaspaz.

Centrum aktywne kaspaz zawierajace Cys 1 His zlokalizowane jest w duzej pod-
jednostce. Determinanty odpowiedzialne za specyficzno$¢ substratowa znajduja si¢
wewnatrz matej podjednostki, jednakze do powstania szczeliny wiazacej substrat
przyczynia si¢ zaré6wno mata, jak i duza podjednostka. Wigkszo$¢ kaspaz ma dlugie
prodomeny (17-20 kD), lecz niektore (wykonawcze) kaspazy -3, -6 i -7 maja krotkie
prodomeny (okoto 30 aa).
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Tabela 10. Wybrane wlasciwosci rodziny kaspaz ludzkich
Kaspaza Prodomena | Preferowany Rola Aktywatory
substrat (P,— P,) | biologiczna
Kaspaza 1 CARD (W/Y/F)EHD prozapalna Apaf
Kaspaza 2 CARD (DXXD)EHD efektorowa RAIDD
Kaspaza 3 Krotka (DEXD)EVD efektorowa kaspazy 89
Kaspaza 4 CARD (WIL/F)EHD prozapalna TRAF-2
Kaspaza 5 Diuga (WIL/F)EHD prozapalna inflamasom
Kaspaza 6 Krétka (V/TNEHD efektorowa kaspazy 3i7
Kaspaza 7 Krotka (DEXD)EVD efektorowa kaspazy 8i9
Kaspaza 8 DED (LEXD)ETD inicjatorowa FADD
Kaspaza 9 CARD (L/I/V)EHD inicjatorowa Apaf-1/cyt c
Kaspaza 10 | DED LEXD inicjatorowa FADD
Kaspaza 14 | brak WEHD stymulacja ?
réznicowania

Natywne kaspazy sa heterotetramerami, zbudowanymi z dwdch matych i dwoch
duzych podjednostek, np. kaspaza 1 sktada si¢ z kompleksu [p20: p10],, akaspaza 3
z podjednostek [p17: p12],. Pomimo obecnosci w natywnej czasteczce dwoch miejsc
wiazacych substrat ich kooperacji w aktywacji enzymatycznej nie udowodniono. Ka-
spazy rozpoznaja krotkie tetrapeptydowe (P4-P1) sekwencje wewnatrz docelowych
polipeptydow, liczac od N-konca hydrolizowanego peptydu. Wszystkie substraty
w miejscu P1 zawieraja kwas asparaginowy (D), w P2 najcze¢sciej wystepuje histydyna
(H), aw P3 kwas glutaminowy (E). Aminokwasy znajdujace si¢ w pozycji P4 stanowia
jeden z wyrdznikéw bedacych podstawa klasyfikacji tych proteaz. Inna cecha kryte-
rium klasyfikacyjnego jest charakter prodomeny oraz aktywnos$¢ biologiczna kaspaz
(Tabela 10). Pierwsza klasa to kaspazy (1, 4, 5) o aktywnosci prozapalnej, w ktorych
w pozycji P3 wystepuja aminokwasy hydrofobowe, takie jak tyrozyna lub tryptofan.
Druga klasa kaspaz (2, 3, 6, 7) ma w miejscu P4 kwas asparaginowy i wykazuje
aktywno$¢ efektorowa. Wiele biatek hydrolizowanych w procesie apoptozy posiada
sekwencj¢ DEXD lub DXXD. W trzeciej klasie tych proteaz (kaspazy inicjatorowe 8,
9, 10) najczesciej w pozycji P4 wystepuja aminokwasy alifatyczne o rozgatezionych
tancuchach. Reszty takie znaleziono w miejscach odpowiedzialnych za aktywacjg
proenzymow zaliczanych do drugiej klasy kaspaz, co thumaczy ich usytuowanie w ka-
skadzie enzymatycznej. Znane sa rozne drogi sygnalizacyjne prowadzace do aktywacji
kaspaz. Pierwsza z mozliwos$ci to aktywacja zalezna od receptoréw cytotoksycznosci
komorkowej. Posrednicza w niej bialka adaptorowe, takie jak FADD czy TRADD.
Aktywacja kaspaz moze zachodzi¢ takze na drodze zaleznej od cytochromu c,
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po jego uwolnieniu z mitochondrium w odpowiedzi na stres. Kolejna mozliwos¢ to
transaktywacja II klasy kaspaz przez kaspazy klasy III lub przez granzym B. Ostatnia
mozliwoscig jest aktywacja autokatalityczna. Ta ostatnia mozliwo$¢ wynika z faktu,
ze nie wszystkie kaspazy sa syntetyzowane w formie catkowicie nieaktywnych zy-
mogenow, przynajmniej niektore z nich (np. prokaspaza 9) wykazuja pewna aktyw-
no$¢ proteolityczna. Wprowadzono nawet specjalne okreslenie ,,zymogenicznos¢”,
zdefiniowane jako stosunek aktywnosci dojrzatego enzymu do jego zymogenu.

Znamy obecnie kilkadziesiat roznych substratoéw kaspaz. Przyktadami sa m.in.:
biatka strukturalne (lamininy, fodryny, aktyna), biatka niezb¢dne do utrzymania ho-
meostatycznej integralno$ci genomu; PARP (polimeraza poli-ADPryboza), DNA-PK
(zalezna od DNA kinaza biatkowa), biatka antyapoptotyczne (Bcl-2, Bel-X)) i pro-
apoptotyczne (Bax, Bad, Bid) czy biatka posredniczace w przekazie sygnatoéw mi-
togennych i przezyciowych; biatko retinoblastomy (Rb), inhibitor kinaz cyklinoza-
leznych p21¢rWail " fosfolipaza A2 (PLA), kinaza biatkowa C (PKC), kinazy MAP
(Raf-1, MEKK-1), kinazy tyrozynowe (FAK), czynniki transkrypcyjne (STATI,
NF-kB), biatka aktywujace GTP-azy (RasGAP) i inne. Prace opublikowane w roku
2008 sugeruja, ze w rzeczywistosci istnieja setki substratow kaspaz, a z wielu z nich
powstaja peptydy o potencjalnej funkcji regulacyjnej. Jest oczywiste, ze wynikiem
dziatania kaspaz sa zréznicowane skutki biologiczne, takie jak: degradacja cytoszkie-
letu, zaburzenia proceséw naprawy DNA, zmiana czy wreez odwrdcenie funkceji biatek
regulatorowych, ktoérych kulminacja jest §mieré komorki. Nalezy takze wspomniec,
ze badania na C. elegans, Drosophila i myszach sugeruja udziat kaspaz w regulacji
odpowiedzi immunologiczne;.

Na zakonczenie nalezy zaznaczy¢, ze oprocz kaspaz inna, do$¢ liczna rodzina pro-
teaz serynowych moze inicjowaé¢ wykonawcza fazg apoptozy. Enzymy te nazywane
granzymami wystepuja w granulosomach, stad ich nazwa (ang. granule associated
enzymes). U gryzoni i ludzi zidentyfikowano co najmniej 10 réznych granzymow
kodowanych przez rézne geny. Wszystkie te proteazy serynowe maja identyczna
sekwencj¢ aminokwasow w pozycji 9—16 oraz centrum aktywne warunkowane obec-
nos$cia histydyny, kwasu asparaginowego i seryny, a takze obecnoscia N-koncowej
izoleucyny.

Aktywno$¢ biologiczna i poziom fizjologiczny kaspaz moga by¢ regulowane
w rozny sposob: na poziomie transkrypcji poprzez modyfikacje potranslacyjne, przez
degradacj¢ ubikwitynozalezna, a takze przez inhibicj¢ lub aktywacjg ich aktywnosci
enzymatyczne;j.

9.2. Inhibitory apoptozy

IAPs (ang. inhibitor of apoptosis proteins) sa konserwatywna ewolucyjnie grupa
biatek, ktore uczestnicza w regulacji procesu apoptozy zarowno u krggowcow, jak
i u bezkreggowcow. Pierwsze takie biatko zostato odkryte w 1993 roku w organizmie
baculowirusa. Wspdlna cecha struktury wszystkich bialek zaliczanych do IAPs jest
obecnos¢ od jednej do trzech charakterystycznych domen BIR (ang. baculowiral in-
hibitor of apoptosis repeat), wiazacych jony cynku, wystepujacych w prototypowym
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IAP bakulowirusa. Domeny te umozliwiaja inhibitorom wiazanie do kaspaz i hamo-
wanie ich aktywnosci. Oddzialywanie pomigdzy zbudowanymi z okoto 70—80 reszt
aminokwasowych domenami BIR a kaspazami jest regulowane ,,in minus” przez inne
biatka, ktore zawieraja motyw wiazacy 1APs (IBM, ang. I4P-binding motif), takie
jak ssacze biatko Smac/DIABLO (ang. secondo mitochondria-derived activator of
caspases/direct IAP-binding protein with low pl) i jego charakterystyczny motyw
-A-V-P-I-A-Q-K-S-E-P-. Motyw IBM tego biatka konkuruje z kaspazami o wia-
zanie z domena BIR inhibitorow, powodujac w konsekwencji wzrost aktywnosci
kaspaz. Biatka IAPs (oprocz surwiwiny) zawieraja takze domeng RING (ang. really
interesting new gene), majaca aktywnos¢ ligazy ubikwityny E3, odpowiedzialng za
wigzanie biatek (kaspaz, bialek zawierajacych IBM i samych IAPs) do IAPs i/lub
domeng CARD. Ostatnio wykazano, ze [APs sq nie tylko inhibitorami apoptozy, lecz
takze niektore z nich pehia istotna rolg w inicjacji odpowiedzi immunologiczne;.
Do ssaczych biatek IAPs zalicza si¢ osiem biatek, a wsérdd nich: IAP1, IAP2, XIAP
1 surwiwine.

IAP1, IAP2 i XIAP zawieraja trzy domeny BIR, z ktérych kazda posiada odmien-
na specyficznos¢ substratowa. BIR2 wiaze si¢ swoiscie i hamuje aktywno$¢ kaspazy 3
i kaspazy 7. BIR3 hamuje aktywnos$ci kaspazy 9. Swoisto$¢ BIR1 jest do dzi$ dysku-
syjna. Wymienione inhibitory nie hamuja innych kaspaz, takich jak kaspazy 6 i 8.

Surwiwina zostata opisana po raz pierwszy w 1997 roku przez G. Ambrosiniego
1 wsp. Surwiwina stata si¢ obiektem intensywnych badan nie tylko ze wzgledu na jej
wlasciwosci antyapoptotyczne, lecz takze, a moze przede wszystkim, ze wzgledu na jej
udziat w regulacji cyklu komorkowego. Stwierdzenie hiperekspresji tego biatka w roz-
nych typach nowotworow dodatkowo wptyngto na zainteresowanie surwiwina.

W strukturze surwiwiny wyréznia si¢ zazwyczaj dwie domeny odpowiedzialne
za dimeryzacje tego biatka, domeng BIR oraz domen¢ wiazaca mikrotubule, a tak-
ze miejsca wigzania biatek uczestniczacych w procesach wzrostu i programowanej
$mierci komorki (kinaza cdkl, biatko Aurora B, biatko Smac/DIABLO). W odroz-
nieniu od wigkszosci biatek IAP surwiwina zawiera jedna, a nie dwie lub trzy domeny
BIR, a takze nie zawiera domeny CARD, odpowiedzialnej za wiazanie z kaspazami.
Oba rodzaje domen sg zwiazane z antyapoptotycznymi wlasciwosciami biatek IAP.
Nie ma jednak zgody co do antyapoptotycznego mechanizmu dziatania tego biatka,
podobnie jak nie ustalono roli biologicznej procesu dimeryzacji czasteczek tego biat-
ka. Rowniez poziom fizjologiczny surwiwiny r6zni si¢ od biatek IAP. W komorkach
niedzielacych si¢ nie stwierdzono ekspresji genu surwiwiny, natomiast wykazano
znaczne podwyzszenie jej poziomu w komorkach o zwigkszonej aktywnosci pro-
liferacyjnej, m.in. w komodrkach nowotworowych. Te obserwacje oraz ekspresja jej
genu w fazie G2/M (40-krotnie wyzsza niz w fazie G1) doprowadzily do wykazania
istotnej roli surwiwiny w przebiegu cyklu komorkowego, co jest jeszcze jedna cecha
wyrozniajaca ja wérod przedstawicieli rodziny IAP. Zadne inne biatko z rodziny IAP
nie uczestniczy w regulacji cyklu komorkowego. Rolg surwiwiny w regulacji cyklu
komoérkowego wiaze si¢ przede wszystkim z jej udzialem w tworzeniu kompleksu
wedrujacego po chromosomach CPC (ang. chromosomal passenger complex). Kom-
pleks ten odgrywa zasadnicza rol¢ w segregacji chromatyd siostrzanych i w cytoki-
nezie (rozdziat 5.1.3).
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Surwiwina uznawana jest przez niektoérych autorow za marker komorek embrio-
nalnych i nowotworowych, w komoérkach terminalnie zr6znicowanych bowiem nie
stwierdza sig¢ jej obecnos$ci, a w dzielacych si¢ komorkach somatycznych organizméw
dorostych jej poziom jest bardzo niski. Podwyzszony poziom surwiwiny stwierdzono
m.in. w komoérkach nowotworow komorek krwi oraz w nowotworach ptuc, watroby,
trzustki, zotadka, prostaty, piersi, jajnikéw 1 innych. Dlatego niezwykle wazne jest
wyjasnienie mechanizmow kontrolujacych komoérkowy poziom tego biatka. Poziom
surwiwiny, jak wielu innych biatek uczestniczacych w regulacji cyklu komoérkowego,
zalezy zarowno od kontroli ekspresji jej genu (czynniki transkrypcyjne Sp1, E2F, biat-
ko p53), jak i od stabilnosci (biatka Hsp90) oraz ubikwitynozaleznej jej degradacji.

9.3. Bialka Bcl-2

Biatko Bcl-2 (ang. B cell CLL/ lymphoma-2) zostato opisane po raz pierwszy w 1984
roku, a nazwa odzwierciedla fakt, ze jego nadekspresja moze prowadzi¢ do rozwoju
biataczki komorek B. W kolejnych latach odkrywano coraz wigcej biatek struktural-
nie podobnych do Bcl-2. Wszystkie te biatka zaangazowane sa w regulacjg procesu
apoptozy, chociaz w rdzny sposob. Dlatego zazwyczaj dzieli si¢ t¢ rodzing na biatka
antyapoptotyczne (Bcl-2, Bel-X |, Bel-W, Mcl-1, A1), biatka proapoptotyczne: wielo-
domenowe (Bak, Bax) i jednodomenowe (Bim, Bad, Bid, Blk, Bik, Hrk). Domenowa
budowg niektorych biatek Bel-2 przedstawia rysunek 9.2.

Biatka antyapoptotyczne zawieraja cztery domeny BH (ang. Bcl-2 homology)
1 zwiazane sa zazwyczaj z zewngtrzng blona mitochondrialng. Ich dziatanie polega
na wiazaniu i blokowaniu aktywnosci proapoptotycznych biatek Bcl-2. Te ostatnie sa
dzielone na bialka efektorowe: Bak i Bax, ktére zawieraja domeny BH 1-3 i preme-
abilizuja zewngtrzna blong¢ mitochondrialng przez tworzenie biatkowo-lipidowych
porow, umozliwiajacych wyptyw biatek z przestrzeni miedzybtonowej, 1 bialtka za-
wierajace tylko jedna domeng (BH3): Bad, Bid, Bik, Bim, HRK, Blk. Tylko Bid
i Bim sg bezposrednimi aktywatorami biatek efektorowych (Rys. 9.3). Pozostale
bialka jednodomenowe nazywane sa derepresorami (lub uczulaczami), ze wzgledu
na ich zdolno$¢ do podnoszenia wrazliwosci biatek efektorowych na dziatanie Bid
1 Bim. Zlozona sygnalizacja z udzialem biatek Bcl-2 jest odpowiedzialna za zmiany
przepuszczalno$ci zewngtrznej blony mitochondrialne;.

Wszystkie te biatka odgrywaja istotna rolg¢ w regulacji procesu apoptozy. Biatka
proapoptotyczne uczestnicza w stymulacji procesu apoptozy indukowanej stresem,
poprzez aktywacje szlaku mitochondrialnego. Funkcjonowanie tego szlaku zalezy
od rodziny biatek Bcl-2, a interakcja poszczegdlnych jej cztonkow umozliwia uwal-
nianie czynnikéw proapoptotycznych, m.in. cytochromu c i biatka Smac/DIABLO
z przestrzeni mi¢dzybtonowej. Czynniki te oddziatuja z cytozolowym bialkiem
APAF-1 (ang. apoptotic protease activating factor-1), tworzac kompleks zwany
apoptosomem. W wyniku powstania tego kompleksu nastepuje aktywacja inicjatoro-
wej kaspazy 9 i dalszych etapow apoptozy.

Biatka antyapoptotyczne sa inhibitorami wielodomenowych biatek proapop-
totycznych, a jednodomenowe biatka proapoptotyczne moga aktywowac biatka
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BIALKA ANTYAPOPTOTYCZNE
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Rys. 9.2. Domenowa budowa wybranych bialek z rodziny Bcl-2. BH — domena homologiczna
(wystepujaca w wielu biatkach Bcl-2), TM — domena transbtonowa

wielodomenowe lub obniza¢ aktywnos$¢ biatek antyapoptotycznych. Obserwacje
apoptotycznych mitochondriéw i réznice w interpretacji zmian morfologicznych
powoduja, ze nie ma dotychczas jednoznacznego wytlumaczenia mechanizmu tych
zmian. Istnieje kilka hipotez tworzenia kanatéw w btonie mitochondrium. Najstar-
sza zaktada istnienie tzw. megakanatlu, zbudowanego z wielu bialek tworzacych
kanat anionowy regulowany potencjatem (w btonie zewngtrznej) oraz translokazy
nukleotydow adeninowych (w btonie wewnetrznej). W sktad podjednostki regula-
torowej megakanatu wchodzi takze biatko Bax. Otwarcie kanatu powoduje naptyw
wody 1 soli do mitochondriéw, ich pgcznienie i rozerwanie zewngtrznej btony mi-
tochondrialnej oraz wyptyw bialek do cytoplazmy komorki. Najnowsza hipoteza
zaktada, ze kanat jest tworzony przez homo- lub heterooligomery biatek Bax i/lub
Bak oraz lipidy btonowe. Wymaga to aktywacji efektorowych biatek Bcl-2 przez
biatka jednodomenowe (Rys. 9.3).
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Rys. 9.3. Tworzenie kanalow w zewngtrznej blonie mitochondriéw przez oligomery biatek Bak

Blona mitochondrialna nie jest jedyna lokalizacja komoérkowa biatek Bel-2. Co-
raz wigcej danych wskazuje, ze wszystkie trzy klasy tych bialek wystegpuja takze
w btonie retikulum endoplazmatycznego (ER). Przypuszcza si¢, ze w kompleksach
multiproteinowych biora udziat w réznych procesach komérkowych, gléwnie w ho-
meostazie jonéw wapnia, faldowaniu biatek i morfogenezie ER.
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Chociaz nie mozna dzisiaj wyjasni¢ precyzyjnie molekularnych podstaw regulacji
inicjowanej hormonalnie, wiele jeszcze niedawno nieznanych etapow sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej zostato opisanych. Kazdy rok przynosi nowe informacje na
ten temat, a liczba ich méwi o tym, ze dla zainteresowanych niespecjalistow ogrom
informacji staje si¢ nieczytelny. Dlatego w niniejszym opracowaniu wybrano tylko
niektore przyktady, istotne z punktu widzenia zrozumienia zasad przekazu informa-
¢cji, przenoszonej przez ligandy zewnatrzkomorkowe. Zastrzezeniem, ktore musi byé
uwzglednione przy interpretacji przedstawionych ponizej informacji, jest fakt, ze
obejmuja one jedynie wybrany fragment sygnalizacji komorkowej 1 nie uwzgledniaja
ztozonosci i synchronizacji odpowiedzi komodrkowej na dzialanie wielu ligandow
zewnatrzkomorkowych.

1. Hormonalna regulacja syntezy i rozkladu glikogenu

Jedna z mozliwosci regulacji poziomu glukozy we krwi zwierzat i ludzi jest regulowa-
na hormonalnie synteza i fosforoliza glikogenu. Synteza glikogenu jest stymulowana
insuling, natomiast fosforoliza w zalezno$ci od rodzaju tkanki moze by¢ stymulo-
wana glukagonem (komoérki watroby) lub adrenalina (komdrki migsni). Niezaleznie
od rodzaju hormonu stymulujacego rozktad glikogenu przyjmuje sig, ze mechanizm
przekazania sygnatlu przez te dwa hormony jest podobny. W stymulowanej insulina
aktywacji syntezy glikogenu uczestnicza przynajmniej dwie drogi sygnatowe, jedna
zwiazana z dezaktywacja kinazy syntazy glikogenu (GSK-3) i druga angazujaca ka-
skade kinaz MAP (rozdziat 5.1.2 w cz. I).

Chociaz praktycznie wszystkie tkanki ssakow zawieraja receptory insuliny, skutki
jej dzialania sa bardzo zréznicowane, a poszczeg6lne tkanki moga odpowiadaé¢ na
dziatanie insuliny w rézny sposob. Przyktadowo, odpowiedzia watroby na dziatanie
insuliny jest synteza glikogenu, natomiast w tkance tluszczowej stymulowana jest
gtéwnie synteza tluszczy. Moze to wynika¢ m.in. z faktu, ze r6zne komorki zawiera-
ja rozne ilosci dwoch izoform receptora insuliny (InsR), r6zniacych si¢ obecnoscia
lub nieobecnoscia 12 reszt aminokwasowych w czgsci C-koncowej podjednostki a.
InsR-A (bez przepisania eksonu 11) posiada wzglednie niskie powinowactwo do
insuliny, w przeciwienstwie do InsR-B (plus ekson 11) o dwukrotnie wyzszym
powinowactwie do tego hormonu. InsR-A jest jedyna izoforma receptora insuliny
wystepujaca w leukocytach. InsR-B znajduje si¢ w duzych ilosciach (ponad 100 000
receptorow na komoérke) w komorkach silnie odpowiadajacych na dziatanie insuliny
(watroba, migénie szkieletowe, adipocyty) 1 w Sladowych ilosciach (ponizej 50 re-
ceptoréow na komorke) w erytrocytach.
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Rys. 1.1. Wielokierunkowy sygnat wewnatrzkomorkowy inicjowany stymulacja receptora insuliny.
RTK — receptor insuliny o aktywnosci kinazy tyrozynowej, Glut4 — transporter glukozy (4), PDK1
— kinaza zalezna od fosfatydyloinozytoli (1), PKB — kinaza biatkowa B (Akt), GSK-3 — kinaza
syntazy glikogenu 3, PI3K — kinaza 3-fosfoinozytydow, IRS — substrat receptora insuliny, She,
Grb2 — biatka adaptorowe, GEF — czynnik stymulujacy wymiang nukleotydéw guaninowych, Ras —
mate biatko G, Raf-1, MEK, Erk — kaskada kinaz MAP, GS — syntaza glikogenu, P70S6K — kinaza
biatka S6, POORSK — kinaza biatka p90, mTOR — ssacze biatko TOR, Bad — biatko proapoptotyczne
z rodziny Bcl-2, 4E-BP — bialko wiazace czynnik elongacyjny 4E, S6 — bialko rybosomowe S6
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Rys. 1.2. Drogi sygnalowe zaangazowane w regulacj¢ metabolizmu glikogenu. RTK — receptor in-
suliny o aktywnosci kinazy tyrozynowej, PDK1 —kinaza 1 zalezna od fosfatydyloinozytoli, PKB —
kinaza biatkowa B (Akt), GSK-3 — kinaza syntazy glikogenu 3, PI3K — kinaza 3-fosfoinozytydow,
IRS — substrat receptora insuliny, Shc, Grb2 — biatka adaptorowe, GEF — czynnik stymulujacy
wymiang nukleotydow guaninowych, Ras — mate bialko G, Raf, MEK, Erk — kaskada kinaz MAP
(Erk), GS — syntaza glikogenu
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Molekularne mechanizmy sygnalizacji wewnatrzkomorkowej indukowanej
insuling nie sa do konca poznane. W przypadku niektorych rodzajow odpowiedzi
komdrkowej niezbgdna jest internalizacja kompleksow hormon—receptor, w innych
nie. Takze wewnatrzkomorkowe drogi przekazania sygnatu moga si¢ zdecydowanie
ro6znié. Plejotropowy sygnat indukowany przytaczeniem insuliny do jej receptora
o aktywnosci kinazy tyrozynowej dotyczy wielu efektow biologicznych, m.in. regu-
lacji metabolizmu glukozy, syntezy bialek, stymulacji wzrostu i r6znicowania oraz
apoptozy (Rys. 1.1). Efekt koncowy zalezy przede wszystkim od rodzaju komorek,
izoform receptora i ich wzajemnych proporcji oraz wspotdziatania z innymi szlakami
przekazywania sygnatu.

W komorkach migéni szkieletowych dominujacym skutkiem dziatania insuliny
jest regulacja wychwytu glukozy i stymulacja syntezy glikogenu. Enzymem limitu-
jacym synteze glikogenu jest syntaza glikogenu (GS), ktorej aktywno$¢ jest stymulo-
wana wewnatrzkomérkowo poziomem glukozo-6-fosforanu (aktywator allosterycz-
ny) oraz przez hormonalnie regulowana defosforylacje tego biatka.

Molekularny przekaz sygnatu prowadzacy do aktywacji GS przez insuling roz-
poczyna zwiazanie hormonu z podjednostkami o receptora insuliny, czego wynikiem
jest autofosforylacja reszt tyrozynowych w czesci wewnatrzkomorkowej podjedno-
stek . Poniewaz receptor ma strukture tetrameryczna (2o + 2f3), nie jest konieczna
jego dimeryzacja dla krzyzowej fosforylacji czesci wewnatrzkomorkowej, a jedynie
zmiana jego konformacji. Do receptora przylaczaja si¢ biatka adaptorowe IRS1/2
i She (rozdziat 3.2 w cz. 1), ktore ulegaja fosforylacji na okreslonych resztach tyrozy-
ny, tworzac w ten sposob nowe miejsca zakotwiczenia innych bialek sygnatowych.
Bialka IRS aktywuja kinazg 3-fosfoinozytydoéw (PI3K), a biatka Shc uruchamiaja
nastgpne biatko adaptorowe Grb2. To biatko z kolei aktywuje biatka Ras poprzez
stymulacj¢ czynnika wymiany nukleotydow (GEF). PI3K i Ras inicjuja dwie drogi
sygnalizacji wewnatrzkomorkowej (dwie kaskady enzymatyczne), jedna prowadzaca
do stymulacji syntazy glikogenu i transportu glukozy oraz druga odpowiedzialng za
stymulacj¢ syntezy DNA/RNA/bialka i za aktywacje fosfatazy biatkowej PP1 (przy-
najmniej in vitro). Aczkolwiek nie potwierdzono, aby ten ostatni skutek rzeczywiscie
byt obserwowany in vivo.

Produkty dziatania PI3K (rozdziat 6.3.1) umozliwiaja translokacje kinazy biat-
kowej B (PKB/Akt) do btony komorkowej, gdzie enzym ten jest aktywowany (fos-
forylowany) przez kinazg zalezna od fosfoinozytydow (PDK1) i kompleks TORC2
(opisane w rozdziale 5). Substratem PKB jest m.in. kinaza syntazy glikogenu 3
(GSK-3), enzym odpowiedzialny za fosforylacje (dezaktywacje) syntazy glikogenu.
Kinaza GSK-3 jest konstytutywnie aktywna kinaza serynowo-treoninowa, ciagle fos-
forylujaca syntaze glikogenowa (GS). Stymulowana PKB fosforylacja GSK-3 hamuje
aktywno$¢ tej kinazy, co w rezultacie prowadzi do spadku fosforylacji i aktywacji GS
oraz stymulacji syntezy glikogenu. Mechanizmy regulujace aktywnos$¢ kinazy seryno-
wo-treoninowej PP1 sg mniej klarowne. PP-1 jest wystepujaca powszechnie fosfataza
serynowo-treoninowa, mogaca zawiera¢ rozne podjednostki regulatorowe (rozdziat
6.1). Izoformy PP1 wystgpujace w watrobie i w mig$niach szkieletowych zawieraja
tkankowo swoiste podjednostki regulatorowe (odpowiednio G, i G,,), odpowiedzialne
za regulacje¢ metabolizmu glikogenu. Przyjmuje sig, ze kluczowa rolg w tym procesie
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Rys. 1.3. Stymulowana glukagonem lub adrenaling fosforoliza glikogenu. R7G — receptor zasocjo-
wany z bialkami G, a, B, y — podjednostki trimerycznych biatek G, CA — cyklaza adenylanowa,
R — podjednostka regulatorowa PKA, K — podjednostka katalityczna PKA, A, B — podjednostki
inhibitorowe kinazy fosforylazy glikogenu (KFG), C — podjednostka katalityczna KFG, D — kalmo-
dulina, E — monomeryczne podjednostki fosforylazy glikogenu (FG), @ — reszta fosforanowa

odgrywa stymulowana kinaza P9ORSK (znany substrat kinaz MAP) aktywacja PP1
oraz stymulowana adrenaling (lub glukagonem) inhibicja PP1. Skutek biologiczny
jest zalezny od rodzaju komorek. W doswiadczeniach in vivo wykazano, ze dozylne
podanie insuliny aktywuje kinazy p38 oraz INK/SAPK w komorkach migséni szkiele-
towych 1 stymulacja ta jest skorelowana z aktywacja syntazy glikogenu.

Nalezy wyraznie zaznaczy¢, ze aktywacja drogi PI3K — PDK1/TORC2 — PKB
moze by¢ odpowiedzialna takze za wiele innych skutkéw anabolicznych insuliny,
m.in. za stymulacj¢ procesu translacji (Rys. 1.1). Wiadomo bowiem, ze kinaza bial-
kowa B aktywuje kinazy mTOR, ktérych substratami sa: biatko wiazace eukario-
tyczny czynnik inicjujacy 4 (4E-BP) i kinazy rybosomowe S6 (P70S6K). Natomiast
aktywacja kinaz Erk moze by¢ odpowiedzialna przede wszystkim za efekty mito-
genne insuliny.
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Rys. 1.4. Hormonalna regulacja metabolizmu glikogenu. CA — cyklaza adenylanowa, Gs — biatko
Gs, PDK — kinaza zalezna od fosfatydyloinozytoli, PI3K — kinaza 3-fosfoinozytydow, IRS, Shc
i Grb2 — biatka adaptorowe, GEF — czynnik stymulujacy wymiang nukleotydow guaninowych,
PKB — kinaza biatkowa B, PKA — kinaza biatkowa A, GSK-3 — kinaza syntazy glikogenu 3, KFG
— kinaza fosforylazy glikogenu, FG — fosforylaza glikogenu, Raf-1, MEK, Erk — kaskada kinaz
MAP, PP1 — fosfataza biatkowa 1, P9ORKS — kinaza biatka rybosomowego S6, I1 — inhibitor PP1,
S6 — biatko S6, Jun, Fos, Myc — czynniki transkrypcyjne

Przekaz sygnatu insulinowego regulujacego metabolizm wewnatrzkomoérkowy
moze by¢ modulowany na wielu etapach. Istotna rolg w tym procesie odgrywa inhibicja
aktywnosci biatek adaptorowych, odbierajacych sygnat od receptora. W przypadku
biatek IRS taka dezaktywacja moze by¢ wynikiem dziatania swoistych fosfataz tyro-
zynowych, kinaz serynowo-treoninowych lub z ich degradacji ubikwitynozaleznej.

Hormonalna stymulacja fosforolizy glikogenu jest podobnie jak jego synteza
regulowana kilkustopniowo (Rys. 1.3). Zwiazanie adrenaliny (glukagonu) z recep-
torem typu R7G powoduje aktywacj¢ biatek Gs (rozdziat 4.1 w cz. 1) i stymulacje
cyklazy adenylanowej (rozdziat 4.3 w cz. I). Wynikiem tego jest aktywacja kinazy
biatkowej A (PKA), ktérej mechanizm zostat opisany w rozdziale 5.1.1 w cz. I. Sub-
stratem PKA sa m.in. kinaza fosforylazy glikogenu (KFQ) i inhibitor PP1 (I1). KFG
jest heterooligomerem ztozonym z czterech réznych podjednostek: inhibitorowych
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(A1 B), katalitycznej (C) i regulacyjnej (D), ktora jest kalmodulina. Natywna KFG
jest zbudowana z 16 podjednostek biatkowych (4A, 4B, 4C i 4D). PKA fosforyluje
podjednostki inhibitorowe KFG, co prowadzi do aktywacji podjednostki katalitycz-
nej 1 fosforylacji fosforylazy glikogenowej (FG). FG jest enzymem zbudowanym
z dwoch identycznych podjednostek biatkowych (92 kDa kazda). Forma niektywna
(FGD) przeksztatca si¢ w aktywna (FGa) po fosforylacji jednej reszty seryny w obu
podjednostkach. Wynikiem dziatania FGa jest fosforoliza glikogenu do glukozo-1-
-fosforanu, ktory ulega izomeryzacji do glukozo-6-fosforanu, allosterycznego akty-
watora syntazy glikogenu. Aktywowany dziataniem PKA inhibitor PP1 zapobiega
z kolei stymulacji syntazy glikogenu, kierujac metabolizm na drogg syntezy glukozo-
-1-fosforanu (Rys. 1.4).

Obie drogi sygnatowe kontrolujace metabolizm glikogenu reguluja wzajemnie prze-
kaz sygnatu na roznych poziomach. Migdzy innymi aktywacja fosfatazy PP1 z jednej
strony stymuluje aktywnos$¢ syntazy glikogenu, a z drugiej hamuje aktywno$¢ kinazy
fosforylazy glikogenu, przechylajac rownowage w strong syntezy glikogenu.
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2. Sygnalizacja mitogenna

Wzrost jest procesem charakterystycznym dla wszystkich organizméw zywych.
Jakkolwiek cechuje przede wszystkim wczesne etapy rozwoju, pozostaje niekiedy
takze wlasciwos$ciag niektorych tkanek organizméw dorostych (zdolnos¢ do regene-
racji, state zastgpowanie komorek obumartych). Proliferacja komorek konieczna do
uzyskania liczby wystarczajacej do uksztaltowania dorostych tkanek jest takze czgsto
droga prowadzaca do ich ostatecznego zréznicowania. Regulacja procesow wzrostu
1 roznicowania in vivo jest zagadnieniem bardzo skomplikowanym i stabo dotych-
czas poznanym. Kontrola tych procesow jest sumg roznych oddziatywan, z ktorych
najistotniejsze sa: bezposrednie oddziatywania migdzy komorkami homo- i heterolo-
gicznymi oraz regulacja poprzez zwiazki posredniczace w przekazywaniu sygnatow
migdzykomoérkowych (peptydy, sterydy, prostaglandyny). W celu utatwienia badan
ztozonych mechanizméw regulacyjnych konieczne bylo uproszczenie modelu do-
$wiadczalnego. Modelem takim staty si¢ hodowle komodrkowe (tkankowe) prowa-
dzone w $ci$le okreslonych (zdefiniowanych) warunkach, zazwyczaj na ustalonych
liniach komorkowych. Wigkszo$¢ obecnie znanych drég sygnalizacji mitogennej
pochodzi wtasnie z badan in vitro.

Ilo$ciowe okreslenie tempa wzrostu jest waznym i rutynowo sprawdzanym para-
metrem hodowli komoérkowych, niezwykle istotnym w badaniach aktywnosci wielu
zwiazkow, m.in. czynnikéw: wzrostowych, cytostatycznych, cytotoksycznych, od-
zywcezych 1 cytokin. Tkanki moga rosna¢ poprzez wzrost liczby komorek, co okresla
si¢ jako wzrost hipertroficzny lub proliferacje albo przez powigkszanie wymiaréw
komorek, okre§lane mianem wzrostu hiperplastycznego.

Posrod zwiazkéw zaangazowanych w regulacje wzrostu i roznicowania komo-
rek szczegoOlng rolg przypisuje si¢ zwiazkom o budowie peptydowej nazywanym
czynnikami wzrostowymi (rozdziat 1.4 w cz. I). Odkrycie czynnikéw wzrostowych
zwigzane jest $cisle z do§wiadczeniami prowadzonymi przez Rit¢ Levi-Montalcini
1 Cohena w potowie lat 50. XX wieku na Uniwersytecie Washingtona. Naukowcy ci
probowali okresli¢ chemiczny charakter czynnika obecnego w ekstraktach mysiego
migsaka 180, wykazujacego aktywno$¢ stymulacji wzrostu neurondw i nazwanego
p6zniej czynnikiem wzrostu nerwu (NGF ang. nerve growth factor). Od momen-
tu odkrycia pierwszego peptydowego czynnika wzrostowego do chwili obecnej
wyizolowano 1 przynajmniej czg¢sciowo scharakteryzowano kilkadziesiat innych.
Obecnie znamy juz sekwencj¢ okoto 100 réznych peptydow plejotropowych (pepty-
dow o aktywnosci wielokierunkowej), a wsrod nich rodziny czynnikéw o podobnej
budowie chemicznej (EGF-, PDGF-, HGF-, FGF-, VEGF-, neurotrofin i insulino-
podobnych), tzw. klasycznych czynnikow wzrostowych, lub peptydow o okreslonej
aktywnosci biologicznej, np. hematopoetycznych (G-CSF, M-CSF, GM-CSF, SCF,
EPO, TPO), limfocytotroficznych (interleukiny), chemotaktycznych (chemokiny),
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przeciwwirusowych (interferony) itd. Peptydy nalezace do superrodziny transfor-
mujacego czynnika wzrostowego typu [ tacza wtasciwosci typowe dla regulatorow
wzrostu 1 roznicowania oraz cytokin.

Wszystkie klasyczne czynniki wzrostowe maja receptory o aktywnosci kinazy
tyrozynowej. Najliczniejsza grupe kinaz tyrozynowych receptorowych (Tabela 4)
stanowia receptory czynnikow wzrostowych (rodzin: PDGF, FGF, IGF, EGF, NGF,
GDNF, VEGF, angiopoetyn oraz HGF, M-CSF, SCF) i insuliny.

2.1. Aktywacja receptoréw czynnikow wzrostowych

Kontrola proliferacji komorek somatycznych ssakow jest procesem bardzo zto-
zonym. W §wietle dotychczasowych wynikow kluczowe zdarzenia regulujace ten
proces zachodza w fazie G1 cyklu komorkowego. Gtéwnymi uczestnikami tego
procesu sa receptory czynnikéw wzrostowych (rozdziat 2.2.3 w cz. 1), niektore
biatka adaptorowe i kotwiczace (rozdziat 3 w cz. 1), mate biatka wiazace nukleo-
tydy guaninowe (rozdzial 4.4.2 w cz. I), wybrane kinazy (rozdziat 5) i fosfatazy
(rozdziat 6) biatkowe oraz czynniki transkrypcyjne (rozdziat 8). Ogolny schemat
zdarzen przebiegajacych w komoérce po zwiazaniu czynnika wzrostowego jest po-
dobny, mimo ze czasteczki posredniczace w przekazie sygnatu moga by¢ roézne.
O przebiegu zdarzen wewnatrzkomorkowych decyduje bowiem typ receptora,
a wszystkie klasyczne peptydowe czynniki wzrostowe dziataja przez receptory
o aktywnosci kinazy tyrozynowe;j.

Cykl zyciowy komorki eukariotycznej od chwili jej powstania do podzialu na
dwie komorki potomne zlozony jest z serii kolejno po sobie nastgpujacych zdarzen.
U ssakéw wyrodznia sig cztery rozne fazy cyklu: G1 i1 G2 (podczas ktérych nastepuje
synteza RNA i bialek), S (w ktorej replikacji ulega DNA) i M (w ktorej komorki
przeprowadzaja proces mitozy i cytokinezy) oraz faz¢ spoczynkowa (GO). Niektore
typy komorek pozostaja w spoczynku przez caly okres zycia, aczkolwiek ich stymu-
lacja mitogenami powoduje, ze moga podja¢ cykl komérkowy i ulega¢ podziatom.
Wyréznia sig szereg punktow kontrolnych, ktorych przekroczenie umozliwia prawi-
dtowe przejscie przez pelny cykl komorkowy. Pierwszy z nich wystepuje w poznej
fazie G1 1 jest znany jako punkt restrykcyjny (R), po ktorego przekroczeniu komorki
podejmuja runde podziatowa. Inny wystepuje w fazie S i uaktywnia proces naprawy
DNA (jesli jest potrzebna) oraz umozliwia przejscie G2/M po sprawdzeniu, ze za-
konezyt si¢ prawidlowo proces replikacji DNA. Ostatni punkt kontrolny to swoiste
mechanizmy, ktore sa odpowiedzialne za zakonczenie procesu podziatu komorki
(cytokinezg). Przejsécie przez kazda faze cyklu komoérkowego jest $cisle kontrolowa-
ne przez wiele roznych czasteczek, glownie o aktywnosci enzymatycznej. Migdzy
innymi podziat komoérek ssakow jest regulowany przez kilka rodzin kinaz serynowo-
-treoninowych. Naleza do nich: kinazy cyklinozalezne, polokinazy, kinazy Aurora
i kinazy Nrk (podobne do NIMA), opisane w rozdziale 5.1.3 w cz. 1. Eland Hartwell,
Paul Nurse i Timothy Hunt za prace prowadzace do odkrycia kluczowych regulato-
row cyklu komorkowego otrzymali w 2001 roku Nagrodg Nobla w dziedzinie fizjo-
logii i medycyny.
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Aktywacja cdks obejmuje: syntezg cyklin, tworzenie komplekséw cyklina—cdk,
defosforylacje kinaz cdk przez fosfatazy cdc25 i1 przemieszczenie kompleksow cykli-
na—cdk do jadra komérkowego. Przyjmuje si¢ obecnie, ze procesem koniecznym do
wyjscia komorek z fazy GO jest indukowana kinazami cyklinozaleznymi fosforylacja
rodziny tzw. bialek kieszeniowych (pRb, p130, p107), przebiegajaca na wielu resz-
tach seryny i treoniny. Biatko pRB (retinoblastoma) petni role przekaznika sygnatow
migdzy zegarem cyklu komorkowego a transkrypcja biatek, odpowiedzialnych za
przejécie z fazy G1 do S. Biatko to wystepuje w dwoch podstawowych formach:
wysoko- i niskoufosforylowanej. Ta ostatnia ma zdolno$¢ wiazania réznych biatek,
m.in. czynnikéw transkrypcyjnych E2F (rozdzial 8.8). Defosforylowane biatka Rb
wigza kompleksy E2F/DP, czyniac je nieaktywnymi. Fosforylacja bialek Rb po-
woduje uwolnienie skompleksowanych z nimi ww. bialek jadrowych i ich udziat
w stymulacji proceséw transkrypcji. Zdarzenia te powoduja wejscie komorek w faze
S i umozliwiaja realizacj¢ dalszych etapdéw reakcji wewnatrzkomérkowych prowa-
dzacych do mitozy.
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Rys. 2.1. Roznice w zdolnosci wiazania wybranych bialek sygnatowych przez receptory EGF
i PDGF. Kolorem niebieskim zaznaczono kinazy tyrozynowe niereceptorowe, zOoltym — typowe
biatka adaptorowe, ré6zowym — biatka kotwiczace o aktywnosci enzymatycznej, czerwonym — cy-
tozolowe czynniki transkrypcyjne, zielonym — biatka regulujace aktywnos¢ biatek G
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Przylaczenie klasycznego czynnika wzrostowego do swoistego receptora
w btonie komdrkowej powoduje jego homo- lub heterodimeryzacje i autofosfo-
rylacje (rozdziat 2.2.3 w cz. I). Proces autofosforylacji receptorow modyfikuje
kowalencyjnie receptor przez przytaczenie reszty kwasu fosforowego do grupy
-OH czasteczek tyrozyny. Fosfotyrozyny staja si¢ miejscami dokowania (wiaza-
nia) dla réznych bialek sygnatowych, ktore z grubsza mozna podzieli¢ na biatka
adaptorowe i kotwiczace. Wszystkie te biatka musza posiada¢ domeny (SH2 i/lub
PTB), ktore umozliwiaja im przytaczenie do fosfotyrozyn receptora. Wyjatkiem
jest biatko IRS (ang. insulin receptor substrate), ktore rozpoznaje charakterystycz-
na sekwencj¢ (NPXY) aminokwasowa receptora, zar6wno insuliny, jak i insulino-
podobnego czynnika wzrostowego I (IGF-IR). Biatka adaptorowe (tacznikowe) to
polipeptydy zawierajace co najmniej dwie rozne domeny biatkowe odpowiedzial-
ne za interakcj¢ migdzyczasteczkowa i szereg potencjalnych miejsc fosforylacji
(Tyr, Ser, Thr). Taka budowa tych biatek sprawia, ze sa zwiazkami niezbgdnymi
w tancuchu czasteczek przekazujacych sygnal, taczac dwa sasiednie ogniwa tego
tancucha. Typowymi biatkami adaptorowymi sg m.in. Grb2 (domeny SH2 i SH3),
Shc (domeny SH2 i PTB), Nck (domeny SH2 i SH3) (rozdziat 3.3.2 w cz. I).
W zaleznos$ci od tego, ktore biatko adaptorowe posredniczy w przekazie sygnatu
od receptora, sekwencja zdarzen moze by¢ rdzna, ale zazwyczaj uruchamiane sa
podobne drogi sygnalizacji mitogennej. Biatka kotwiczace to biatka takze majace
domeny umozliwiajace im zakotwiczenie na fosfotyrozynach receptora, ale ma-
jace ponadto okreslong aktywnos¢ biologiczna: enzymatyczna (PI3K, SHP-1/2,
PTB-1B, PLCy) lub regulacyjna (STATS, GAP) (rozdziat 3.3.3 w cz. I). Rdéznice
i podobienstwa w budowie receptoréw czynnikow wzrostowych oraz wybiorcza
zdolno$¢ do wiazania okreslonych biatek sygnalowych na przyktadzie receptorow
EGF i PDGF przedstawia rysunek 2.1. Wiazanie bialek do okreslonych reszt fos-
fotyrozyn zaznaczono strzatkami.

Jak wynika z tego prostego poroOwnania, istnieje wiele mozliwos$ci przeniesienia
sygnatlu od receptora na wewnatrzkomorkowe uktady metaboliczne. W przypadku
sygnalizacji mitogennej istnieja co najmniej trzy rozne drogi aktywacji. Pierwsza to
aktywacja kinazy biatkowej B (rozdziat 5.1.1 w cz. I), druga to stymulacja kaskady
enzymatycznej kinaz MAP (rozdzial 5.1.2 w cz. 1), a trzecia to stymulacja ekspresji
protoonkogenu c-myc (rozdziat 8.7).

2.2. Przekaz sygnalu mitogennego

Waznym regulatorem aktywnos$ci kinaz cyklinozaleznych jest kinaza biatkowa
B (Akt), aktywowana posrednio przez kinaz¢ 3-fosfoinozytydow (PI3K), kinazg
zalezna od fosfatydyloinozytoli (PDK1), i kompleks biatek mTOR-Rictor (opisa-
ne w rozdziale 5 w cz. I). Sygnat od receptora czynnika wzrostowego moze by¢
przekazywany na swoiste dla danego czynnika biatka adaptorowe (IRS, FRS) lub
bezposrednio na kinaz¢ PI3K. Aktywacja PKB/Akt (rozdziat 5.1.1 w cz. I) powoduje
z jednej strony degradacje¢ inhibitora kinaz cyklinozaleznych p27%P!, a z drugiej sty-
mulacjg syntezy cyklin D.
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cytoplazama

Rys. 2.2. Trzy gtéwne drogi przeniesienia sygnatu mitogennego. I — stymulacja kinazy biatkowej B,
II — aktywacja kaskady kinaz MAP, III — aktywacja bialka Myc. Objasnienia w tekscie

Inna $ciezka mitogenna jest aktywacja kaskady kinaz MAP (rozdziat 5.1.2
w cz. I). Stymulacja tej kaskady jest niezbedna (ale niewystarczajaca) do wejscia ko-
moérek w fazg S. Sygnat Ras-MAPK kontroluje przejscie z fazy G1 do S na rdéznych
drogach: przez stymulacje ekspresji genéw cyklin D, przez stymulacje tworzenia
kompleksoéw cyklina E/cdk? i cyklina A/cdk2 oraz przez obnizenie poziomu inhibi-
tora p27. Nalezy zaznaczy¢, ze nie jest to jedyna mozliwo$¢ ingerencji kinaz MAPK
w cykl komérkowy. Udowodniono m.in., ze sygnat Ras-MAPK reguluje takze przej-
scie G2/M, poprzez stymulacje aktywnosci kompleksu cyklina B/cdk1. Podniesiony
poziom Ras lub nadzwyczajnie wysoka aktywno$¢ kinaz MAP moga prowadzi¢ do
transformacji nowotworowej komorki, dlatego komorki takie bronia si¢ zazwyczaj
zaleznym od bialka p53 wzrostem stg¢zenia inhibitora p21.

Jednym z powszechnie wystepujacych promotoréw wzrostu komorkowego i pro-
liferacji jest biatko c-Myc (rozdziat 8.7). Jest ono cztonkiem rodziny czynnikow
transkrypcyjnych, okreslanych skrétem bHLH-LZip. c-Myc moze by¢ zaréwno ak-
tywatorem, jak i inhibitorem transkrypcji w zalezno$ci od natury czynnikow z nim
asocjujacych. W kompleksie z innym cztonkiem rodziny bHLH-LZip, biatkiem Max
aktywuje transkrypcje poprzez interakcje z sekwencja -CACGTG- w domenie okre-
$lanej jako E-box w cz¢éci enhancera (wzmacniacza). Biatko Max moze tworzy¢ tak-
ze heterodimery z innymi przedstawicielami rodziny bHLH-LZip, takimi jak: Mad 1,
Mad 3, Mad 4, Mxi 1, Mnt. Kompleksy te moga konkurowaé¢ z Myc/Max o wiazanie
do DNA i hamowa¢ aktywno$¢ transkrypcyjna c-Myc. c-Myc jest wielofunkcyjnym
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biatkiem, ktére kontroluje takie procesy, jak: wzrost, stabilnos¢ genetyczna, angio-
geneza, apoptoza i transformacja komorek. Biatko to wykonuje swoja roznorodna
aktywnos$¢ biologiczna przez regulacje transkrypcji wielu gendéw. W przypadku
regulacji cyklu komérkowego za najistotniejsze uwaza si¢ supresje genow odpowie-
dzialnych za zahamowanie wzrostu komorkowego, w tym inhibitoréw kinaz cdk:
pl5, p21, p27. Zahamowanie ekspresji gendw inhibitorow kinaz cyklinozaleznych
i obnizenie aktywnosci tych biatek prowadza do stymulacji wzrostu komorkowego
(wejscia komorek w fazg S). Hipotetyczny mechanizm regulacji aktywno$ci mi-
togennej stymulowanej czynnikami wzrostowymi przedstawia rysunek 2.2. Takie
przedstawienie mechanizmoéw regulacji wzrostu nie oznacza, ze nie sq angazowane
inne drogi sygnalizacyjne niezbgdne do przygotowania komorki do podjecia cyklu
replikacyjnego. Aczkolwiek udowodniono bez Zzadnej watpliwos$ci, ze w warunkach
in vitro zablokowanie jednej z trzech przedstawionych powyzej drog sygnatowych
uniemozliwia przej$cie komoérek przez petny cykl komorkowy.
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Rys. 2.3. Drogi sygnalizacji wewnatrzkomorkowej uruchamiane aktywacja receptora EGF (EGFR)
i mozliwa jego transmodulacja dziataniem receptoréw sprzgzonych z biatkami G (GPCR) i recepto-
réw interleukin (ILR). ADAM — metaloproteinazy o aktywnosci dezintegryn, Jak — kinazy Janusa,
Src — kinaza tyrozynowa niereceptorowa z rodziny Src, IS — inne substraty, PLCy — fosfolipaza Cy,
PI3K — kinaza 3-fosfoinozytydow, STAT3 — cytozolowy czynnik transkrypcyjny z rodziny STAT,
Grb2, Shc — biatka adaptorowe, GEF — czynnik stymulujacy wymiang nukleotydéw guaninowych,
Ras — mate biatko G, Raf, MEK, Erk — kaskada kinaz MAP, PKB i PKC — kinazy biatkowe B i C,
c-Myc — czynnik transkrypcyjny c-Myc, DAG — diacyloglicerol
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Wyniki do$§wiadczen prowadzonych na wielu rodzajach komoérek potwierdzaja
hipoteze, ze aktywacja kinaz Erk i indukcja biatka c-Myc sa wymagane na wezesnych
(do 1 godziny od przytaczenia czynnika wzrostowego) etapach fazy G1, natomiast
aktywacja kinazy PI3K (zachodzaca mniej wigcej w potowie fazy G1) jest niezbgdna
do wejscia komorek w faze S.

Przedstawione powyzej hipotezy sa znacznym uproszczeniem sygnalizacji uru-
chamianej aktywacja receptorow czynnikéw wzrostowych, a ponadto kazdy z ich
ligandow moze aktywowac swoiste dla siebie drogi sygnatlowe. Dodatkowym utrud-
nieniem w wyjasnieniu molekularnych podstaw tego typu sygnatow jest wymiana
informacji na poziomie receptorow réznych klas hormondw. Jednym z najlepiej
poznanych przyktadéw jest sygnalizacja z udziatem receptora EGF. Wielo$¢ ligan-
doéw EGFR 1 plejotropia sygnatu wewnatrzkomorkowego powoduja, ze odpowiedz
biologiczna komoérki moze by¢ bardzo zréznicowana. Glowne drogi uruchamiane
przytaczeniem liganda do receptora EGF przedstawia rysunek 2.3. Obejmuja one
sygnaly typowe dla wszystkich czynnikow wzrostowych: Grb2(Shc)/GEF/Ras/
MEK/Erk, PI3K/PKB i STAT/c-Myc oraz charakterystyczne dla niektorych GF sy-
gnaty z uczestnictwem fosfolipazy C i kinazy biatkowej C (PLCy/PKC). Zarowno
pelne, jak 1 obcigte formy receptoréw z rodziny ErbB znaleziono w jadrze komoérko-
wym, co wskazywatoby na to, iz biatka te moga przekazywacé sygnat bezposrednio od
btony komoérkowej do jadra. Wykazano ponadto, ze jadrowa lokalizacja receptoréw
ErbB jest zwigzana z aktywacja wielu genow, m.in. cyklin D (rozdziat 5.1.3 w cz. 1),
cyklooksygenazy i syntazy tlenku azotu (rozdziat 4.4 w cz. I).

Niezwykte zréznicowanie odpowiedzi komorkowej z udziatem receptora EGF
jest takze spowodowane integracja drog sygnalizacyjnych inicjowanych przez inne
ligandy, i to na réznych poziomach komoérkowych. Przyktadem takich oddzialywan
jest:

a) uwalnianie rozpuszczalnych form czynnikéw nalezacych do rodziny EGF po-
przez aktywacje enzymow z rodziny ADAM pod dziataniem ligandow recep-
torow typu GPCR (bombezyna, endotelina-1, angiotensyna II);

b) posrednia aktywacja (fosforylacja) EGFR przez stymulowana ligandami GPCR
aktywacje kinaz tyrozynowych niereceptorowych z rodziny Src;

c) posrednia aktywacja EGFR pod dziataniem kinaz Janusa, stymulowanych cy-
tokinami i/lub hormonami (GH, PRL).

Nie nalezy zapomina¢, ze dwie ostatnie drogi sygnatowe (b i ¢) moga takze prze-
kazywa¢ sygnat w kierunku odwrotnym, tj. od EGFR przez niereceptorowe kinazy
tyrozynowe (rozdzial 5.2 w cz. I) na inne uktady komorkowe.

2.3. Inhibicja sygnalu mitogennego na poziomie receptorow GF

Jak juz wcze$niej wspomniano, przekaz sygnatu przez receptorowe kinazy tyro-
zynowe przebiega w kilku etapach obejmujacych: wiazanie liganda, dimeryzacj¢
receptorow, autofosforylacje, wiazanie biatek adaptorowych oraz inicjacje kaskad
sygnalowych (wieloenzymatycznych). Precyzyjna regulacja aktywnosci RTKs jest
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warunkiem prawidtowego funkcjonowania wszystkich komorek organizmu. Nieste-
ty, w wielu chorobach stwierdzono zaburzenia w przekazie sygnatu realizowanego
za posrednictwem RTKs. Jednym z najbardziej niebezpiecznych jest onkogenna
aktywacja tych kinaz, ktora moze by¢ wynikiem zarowno zmian w ich strukturze, jak
i w ich ilo$ci. Zmiany spowodowane mutacja, delecja lub translokacja genow kinaz
tyrozynowych moga skutkowaé konstytutywna aktywacja tych enzymow. Natomiast
zwigkszenie poziomu RTKs i ich ligandéw prowadzi do powstania tzw. autokrynnej
petli wzrostowej. W obu przypadkach skutkiem jest niekontrolowany wzrost komor-
kowy. Nic wigc dziwnego, ze zahamowanie sygnatu przekazywanego przez kinazy
tyrozynowe jest celem wielu prac badawczych. W przypadku RTKs na kazdym z ww.
etapow sygnalizacji transbtonowej mozna zahamowac przekaz sygnatu i dla wszyst-
kich poszukiwano bardziej lub mniej swoistych inhibitorow (Rys. 2.4 w cz. I). Na
pierwszym etapie wykorzystywano m.in. monoklonalne przeciwciala, z ktorych naj-
bardziej znane sa: Herceptyna — przeciwciato anty-HER2, Erbitux — przeciwcialo dla
EGFR, Bevacizumab — przeciwciato dla VEGFR2 czy CDP 860 — przeciwciato dla
PDGFR. Takze etap dimeryzacji receptoréw byt przedmiotem zainteresowania wielu
grup badawczych. Chociaz indukowana ligandem dimeryzacja RTKs wymaga praw-
dopodobnie udziatu r6znych domen receptora, to istotne znaczenie w tym procesie
ma domena transblonowa i jej okolice. Zsyntetyzowano wiele krotkich peptydow
(12-30 reszt aminokwasowych) wiazacych si¢ z tymi fragmentami receptora, efek-
tywnie blokujacych dimeryzacj¢ receptorow. Podobnie efektywne okazaty si¢ mate
peptydy blokujace domeny biatek adaptorowych, wiazacych si¢ z fosfotyrozynami
receptora lub blokujacych wiazanie biatek adaptorowych do kolejnych uczestnikow
szlaku mitogennego. W przypadku Grb2 uzyto bogatych w proling ,,peptidimeréw”

1 2

TP

! S B = \
%!:!
U

Brak sygnatu

Rys. 2.4. Mozliwos$ci zahamowania sygnalu mitogennego na poziomie receptora czynnika wzro-
stowego. 1 — antagonisci liganda, 2 — przeciwciata monoklonalne dla receptora, 3 — inhibitory
dimeryzacji, 4 — inhibitory kinazy tyrozynowej (tyrfostiny), 5 — zwiazki blokujace oddziatywania
receptor—-wewnatrzkomorkowe biatka sygnatowe
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(peptydow majacych dwie identyczne sekwencje prolinowe) do zablokowania jego
dwoéch domen SH3, przerwania sygnatu Grb2 — GEF i uniemozliwienia aktywacji
kaskady MAP. Ale najbardziej zaawansowane sa obecnie prace nad drobnoczastecz-
kowymi inhibitorami kinaz tyrozynowych, nazwanych tyrfostinami (¢yrphostin, ang.
tyrosine phosphorylation inhibitor).

Tyrfostiny byly od lat 80. XX wieku obiektem badan naukowych, takze pod ka-
tem ich przydatno$ci w terapii przeciwnowotworowe;j. Niektore z nich po roku 2001
zostaty dopuszczone, glownie w USA, jako leki przeciwnowotworowe. Nadzieje,
jakie budza kazde nowe mozliwos$ci przeciwdziatania rozwojowi chordb hiperproli-
feracyjnych, uzasadniaja wprowadzenie takze i tych zwiazkéw do terapii przeciwno-
wotworowej. Trudno dzi$ jednak jednoznacznie odpowiedzieé, czy ta nadzieja jest
w pelni uzasadniona.
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3. Molekularne mechanizmy dzialania transformujacego
czynnika wzrostowego typu p (TGFp)

Transformujace czynniki wzrostowe (TGFs, ang. transforming growth factors) to
biatka odkryte w 1978 roku przez J.E. DeLarco 1 G.J. Todaro w ptynie hodowlanym fi-
broblastow mysich, transformowanych wirusem Moloneya (Mo-RSV). Nazwa zostata
zaproponowana ze wzgledu na zdolno$¢ tych czynnikow do odwracalnej, fenotypowej
transformacji niektdrych rodzajow komorek prawidtowych, gtéwnie pochodzenia me-
zenchymalnego. Komorki te poddane dziataniu transformujacych czynnikow wzro-
stowych wykazywaty in vitro: utrat¢ zahamowania kontaktowego, zmiang morfologii
oraz zdolnos$¢ do wzrostu niezaleznego od przyczepienia do podtoza, charakterystycz-
ne dla wigkszosci komorek nowotworowych. Biatka te sa syntetyzowane przez wiele
réznych typow komorek zwierzecych i ludzkich, zaréwno transformowanych, jak
1 prawidlowych. Wyro6znia si¢ obecnie dwa podstawowe typy tych czynnikow: TGFa
1 TGFB. Typ a jest homologiem EGF i dziata przez receptory EGF. Typ B jest rozny
strukturalnie od EGF i nie dziata przez receptor tego czynnika, ale wymaga obecnosci
EGF do pelnej stymulacji wzrostu niezaleznego od przyczepienia do podtoza.

Superrodzina TGFp to duza, liczaca dzi$ ponad 40 roznych polipeptydéw grupa
biatek o aktywnosci plejotropowej. Do superrodziny tej zalicza si¢ oprocz TGF[fs
takze aktywiny/inhibiny (Act/Inh, ang. Activin/Inhibin), biatka morfogenetyczne
kosci (BMPs, ang. bone morphogenic proteins), czynniki wzrostu i réznicowania
(GDFs, ang. growth and differentiation factors), inhibitor Mulleriana (AMH, ang.
anti-mullerian hormone), myostatyn¢ i inne. Transformujacy czynnik wzrostowy
typu B (TGEP) to polipeptyd o niespotykanej, wielokierunkowej aktywnos$ci bio-
logicznej, zaliczany do grupy hormondéw plejotropowych. Dotychczas ustalono
strukture pigciu czynnikow zaliczanych do rodziny TGFB. Ssacze TGF (TGFB1-3)
sa biatkami o m.cz. 25 kDa, zbudowanymi z dwoch identycznych podjednostek,
potaczonych mostkami disiarczkowymi. Wszystkie TGF3 wykazuja okoto 70% po-
dobienstwa w sekwencji aminokwasowej 1 zblizona aktywno$¢ biologiczna. TGF[
sa syntetyzowane w formie nieaktywnej czasteczki prekursorowej zbudowanej z 391
reszt aminokwasowych. Najbardziej kompletne informacje o syntezie, wlasciwo-
$ciach 1 aktywnosci biologicznej mamy o TGFf1. Podobnie jak w innych biatkach
syntetyzowanych na rybosomach zwiazanych z retikulum endoplazmatycznym pep-
tyd sygnatowy pre-pro-TGFB1 (29 reszt aminokwasowych) jest odcinany podczas
przejscia prekursora przez btony szorstkiej siateczki endoplazmatycznej. Inne po-
translacyjne modyfikacje, jak dimeryzacja, glikozylacja i tworzenie skomplikowanej
formy nieaktywnej (LAP-TGFf), maja miejsce przed sekrecja peptydu w aparacie
Golgiego. Magazynem TGFB1 u ssakow, podobnie jak dla ptytkowego czynnika
wzrostowego (PDGF), czynnika wzrostu hepatocytow (HGF) i epidermalnego czyn-
nika wzrostowego (EGF) sa plytki krwi.
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Wigkszo$¢ danych dotyczacych syntezy, aktywacji i sygnalizacji TGFB1 jest
oparta na wynikach badan in vitro. Dojrzaty, aktywny dimer TGFB1 (m.cz. 25 kDa)
jest w znakomitej wigkszos$ci przypadkow niekowalencyjnie zwiazany z pozostata
czes$cia prekursora (LAP, ang. latency associated peptide), okres§lanego zazwyczaj
jako maty kompleks latentny (SLC, ang. small latent complex), a cato$¢ kowalen-
cyjnie zwiagzana ze swoistym biatkiem no$nikowym (LTBP, ang. latency associated
peptide binding protein) i nazywana duzym kompleksem latentnym (LLC, ang.
large latent complex). LTBP stabilizuje czynnik wzrostowy, ulatwia jego sekre-
cje i pomaga w oddziatywaniu z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM).
Przyjmuje sig, ze ECM jest magazynem zewnatrzkomérkowym TGFB1, skad moze
by¢ szybko lokalnie uwalniany. Losy wydzielanego kompleksu sa rézne w zalez-
no$ci od zapotrzebowania organizmu na ten czynnik wzrostowy. Po uwolnieniu
z nieaktywnego kompleksu moze on wywiera¢ swoj skutek biologiczny poprzez
wiazanie do swoistych receptoréw w blonach komoérek docelowych (RI-RIII).
Lokalny nadmiar aktywnego TGF moze by¢ neutralizowany przez szereg biatek
wiazacych, jak: B-glikan, bedacy fragmentem zewnatrzkomorkowym receptora 111
lub kompleksowany przez inny proteoglikan — dekoryng. Bialkiem, ktore usuwa
TGFP z krazenia, jest a,-makroglobulina. Kompleks TGFB—a,M kierowany jest
do komérek majacych receptory dla o -makroglobuliny (makrofagi, hepatocyty)
i tam degradowany enzymatycznie. System syntezy, sekrecji i neutralizacji TGFf3

przedstawia rysunek 3.1.
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Rys. 3.1. Synteza, sekrecja i aktywacja transformujacego czynnika wzrostowego typu 3 (TGF).
LAP — peptyd zapewniajacy latencj¢ TGF(, LTBP — peptyd wiazacy kompleks latentny, BG —
B-glikan, a.,M — o.,-makroglobulina, I, II, IIT — receptory blonowe TGFf
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W odroznieniu od TGFB (i GDFS8) pozostate biatka nalezace do superrodziny
TGFP sa wydzielane w postaci aktywnych dimerdéw, wigzanych (blokowanych) lo-
kalnie przez r6znych antagonistow (m.in. przez folistatyng i biatka do niej podobne
oraz sklerozyng). Niezwykle skomplikowany i niejednoznaczny jest takze proces ak-
tywacji (uwalniania z nieaktywnego kompleksu LAP-TGFf) tego czynnika, opisany
w pkt. 3.1.

3.1. Uwalnianie aktywnego TGFp z kompleksu latentnego

Z uwagi na wszechstronno$¢ dziatania i powszechno$¢ wystgpowania TGFs jest
zrozumiate, ze ich aktywno$¢ musi by¢ regulowana bardzo precyzyjnie. To prawdo-
podobnie jest przyczyna rzadko spotykanej, wielostopniowej regulacji aktywnos$ci
biologicznej na poziomie syntezy, sekrecji, uwalniania z nieaktywnego kompleksu
oraz wigzania TGFBs ze swoistymi biatkami no$nikowymi (Rys. 3.1). Uwalnianie
biologicznie aktywnego TGF wymaga dysocjacji tego czynnika wzrostowego z nie-
aktywnego kompleksu. Proces ten okreslany jest mianem aktywacji TGF[3. Propono-
wane sg rozne mechanizmy aktywacji TGFp z matego (SLC), jak i z duzego (LLC)
kompleksu latentnego, zarowno na drodze proteolizy, jak i zmian konformacyjnych.

a
Cytoszkielet Cytoszkielet
aktynowy T aktynowy
integryny avp (3,6) \ g
LTBP LTBP

Cytoszkielet Cytoszkielet
aktynowy aktynowy
P
integryna avp8 m
M MPs
LTBP LTBP
ECM

Rys. 3.2. Bezposredni (a) i posredni (b) mechanizm uwalniania aktywnego TGFf z latentnego
kompleksu LTBP-LAP-TGFp. Objasnienia w tek$cie
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Proteolityczne uwalnianie TGFp z nieaktywnych kompleksow moze by¢ realizo-
wane przez: niektére metaloproteinazy (MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13), pla-
zming, elastyng i aktywatory plazminogenu (typu urokinazy i tkankowego), a takze
przez glikozydazy usuwajace reszty cukrowe z LAP.

Uwaza sig, ze aktywacja (uwalnianie) TGFB1 zachodzi takze na drodze anga-
zujacej integryny, poniewaz latentny kompleks TGF( jest wiazany przez wszystkie
integryny av (avpl, avp3, avB5, avp6 i avB8) oraz a5B1, a8B1 i integryng ptyt-
kowa olIbB3. Integryny (rozdziatl 2.2.4 w cz. I) sa heterodimerami podjednostek
o 1 [, a liczba tworzonych przez nie izoform receptoréw wynosi 24. Receptory te
maja zdolno$¢ wigzania réznych ligandéw, w tym czynnikéw wzrostowych (VEGF,
PDGF, IGFs), ale najbardziej skomplikowane jest ich oddzialywanie z TGFf. Przy-
najmniej dwa rozne mechanizmy moga by¢ zaangazowane w ten proces: bezposredni
1 posredni (Rys. 3.2).

Mechanizm bezposredni to proces niezalezny od dzialania proteaz, polegajacy
na tym, ze wiazanie integryn do kompleksu TGF powoduje zmiany konformacyjne
w latentnym kompleksie, prowadzace do uwolnienia aktywnego TGFp. Posredni to
mechanizm, w ktérym integryny dziataja jako biatka dokujace (rozdziat 3.4 w cz. 1)
dla kompleksu TGFp i niektorych proteaz (trombina, MMP-4) powodujacych hy-
drolityczne rozbicie kompleksu LAP. Nie mozna takze wykluczy¢ aktywacji TGFp1
przez reaktywne formy tlenu (ROS), poniewaz TGFB1 stymuluje aktywnos¢ oksyda-
zy NADPH 1 produkcje ROS, ktore z kolei aktywowalyby TGFp. Proces ten mogt-
by reprezentowaé dodatnie sprzgzenie zwrotne w aktywacji TGFB1 przez komorki
apoptotyczne.

3.2. Mechanizm aktywacji receptorow TGFp i sygnalizacja
z udzialem bialek Smad

Dotychczas opisano dwa typy receptorow o aktywnos$ci kinazy serynowo-treonino-
wej, charakterystyczne dla wigkszo$ci (ale nie dla wszystkich) biatek zaliczanych
do superrodziny TGFs. Obecnie znanych jest siedem receptorow typu I (ALK 1-7,
ang. activin-like kinase) i pig¢ receptoréw typu Il (TGFBR-II, ActR-II, ActR-IIB,
BMPR-II, MISR-II). Receptory swoiste dla TGFp: TGFB1R-I (ALK-5) i TGFBR-II
sa relatywnie matymi glikoproteinami o m.cz. odpowiednio 75 i 53 kDa (rozdziat
2.2.3 w cz. I). Receptory te zbudowane sa z krotkiej czeéci akceptorowej, zawie-
rajacej domeny bogate w cysteing, pojedynczej czgsci transbtonowej i czgsci we-
wnatrzkomorkowej, zawierajacej duza domeng kinazowa. W czgséci efektorowej
receptorow TGFBR-I (w odroznieniu od receptoréw TGFBR-II) zlokalizowana jest
pomiegdzy btona komoérkowa a domena kinazowa 30-aminokwasowa domena GS
(zawiera sekwencje GSGS), kluczowa dla regulacji aktywnosci TGFBR-1. W for-
mie nieaktywnej domena ta jest zwiazana z immunofilinami (FKBP12, FKBP12.6).
Czesci C-koncowe obu typow receptorow, zlokalizowane poza domena katalityczna,
zbudowane sa z 24 (TGFBR-1I) i 5 (TGFBR-I) reszt aminokwasowych. Opisano
takze receptor TGFBR-III o charakterze wysokoczasteczkowego proteoglikanu
1 endogling (glikoproteing, jak poczatkowo niestusznie sadzono, specyficzna dla
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komorek endotelialnych) niemajace aktywnosci enzymatycznej oraz receptor putap-
ke, okreslany skrotem BAMBI (ang. BMP and activin membrane-bound receptor
inhibitor). Biologiczna rola TGFBR-III w transmisji sygnatu jest nie catkiem jasna,
chociaz uwaza sig, ze petni on role czasteczki prezentujacej ligand receptorowi typu
11, zwtaszcza dla ligandow o niskim powinowactwie do receptorow serynowo-treo-
ninowych (np. do TGFB2). Rola endogliny jest odmienna, poniewaz hamuje ona
odpowiedz komorek na dziatanie TGFp.

R-Smad
R-ll Rl ma cytoplazma
>>— [-Smad
Smad2/3
Y e B
Smad4
e
p
= Smad2/3
Smad4

Rys. 3.3. Schemat stymulowanej TGFf regulacji aktywnosci transkrypcyjnej. R-I i R-IT — receptory
TGFB, MAPKKK, MAPKK, MAPK —kaskada kinaz MAP, TFs — czynniki transkrypcyjne, SBE — se-
kwencja wiazaca biatka Smad, CRE — sekwencja odpowiadajaca na cAMP, PPM1A — fosfataza sery-
nowo-treoninowa PPM1A, SARA — biatko kotwiczace prezentujace R-Smad receptorowi TGFBR-I
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Receptory typu I 1 II sa bezposrednio zaangazowane w przekaz sygnalu inicjo-
wany przylaczeniem ligandéw z rodziny TGFs i maja wzajemne powinowactwo
do siebie. Kinaza receptora typu II jest aktywowana konstytutywnie, bez stymulacji
hormonalnej. Po przytaczeniu TGFB do receptora typu Il nastepuje tworzenie he-
terotetramerycznego kompleksu, ztozonego z dwoch czasteczek TGFBR-II 1 dwdch
czasteczek TGFPBR-I. Powstanie kompleksu umozliwia fosforylacje reszt seryny
i treoniny, zarowno w domenie GS (oddysocjowanie immunofilin), jak i w innych
czedciach receptora typu I przez kinaze receptora typu II. Fosforylacja ta powoduje
zmiany konformacyjne w czasteczce TGFBR-I i aktywacje jego kinazy serynowo-
-treoninowej, ktorej substratami moga by¢ rozne biatka cytozolowe, m.in. biatka
Smad (rozdziat 8.3).

Aktywacja i regulacja aktywnosci kinazowej receptorow superrodziny TGF sa
wielostopniowe. Dobrze udokumentowany jest fakt fosforylacji receptorow typu
I przez receptory typu I1. Tak wigc inicjacja przekazania sygnatu przez ligand rozpo-
czyna si¢ od receptordw typu II. Natomiast swoisto$¢ przekazania sygnatu od roznych
cztonkoéw rodziny TGF zalezy od receptora typu 1. Roznice w kinetyce biosyntezy,
internalizacji i degradacji receptoréw obu typow maja zasadnicze znaczenie w modu-
lacji sygnatlu indukowanego biatkami rodziny TGF[. Obecnos¢ receptorow dla TGF
stwierdzono w btonach cytoplazmatycznych bardzo wielu roznych typoéw komorek.
Sugerowano istnienie licznych réznych uktadow efektorowych stymulowanych dzia-
faniem TGFp, jak: cyklaza adenylanowa, fosfolipaza C, kinaza biatkowa B (PKB/
Akt), kinazy MAP czy bialka regulujace funkcjonowanie kanaléw jonowych.

Istotng rolg w przeniesieniu sygnatu od receptoréw TGFf3 pelnig cytoplazmatycz-
ne czynniki transkrypcyjne z rodziny Smad (Rys. 3.3). Po ufosforylowaniu Smad2
i/lub Smad3 przez kinaze receptora TGFPI, biatka te oddysocjowuja od receptora.
Fosoforylacja R-Smad znosi autoinhibicyjng interakcje pomigdzy domenami MH1
1 MH2 i umozliwia wiazanie R-Smad do Smad4 (Co-Smad) przez ich domeny
MH2. W stanie nieaktywnym biatka R-Smad wystepuja w postaci monomerow,
a po fosforylacji tworza homo- i heterooligomery oraz heterooligomery z Smad4.
Z dotychczasowych doswiadczen wynika, ze preferowane jest tworzenie trimerow
R-Smad—Co-Smad (2 : 1). Heterotrimeryczne kompleksy R-Smad—Co-Smad aku-
muluja si¢ efektywnie w jadrze komorki. Mechanizm translokacji nie jest doktadnie
poznany, ale wiadomo, ze do prawidlowego przebiegu tego procesu niezbgdna jest
fosforylacja reszt serynowych w motywie -S-S-(V/M)-S-. Delecja C-koncowego
odcinka domeny MH2, zawierajacego ten motyw, uniemozliwia translokacj¢ kom-
pleksow biatek Smad do jadra komoérkowego.

W jadrze kompleksy R-Smad—Co-Smad sa zaangazowane w regulacj¢ aktywno-
sci transkrypcyjnej okreslonych gendéw. Wykazano, ze domeny MH1 biatek Smad3
1 Smad4 (w odréznieniu od Smad2) maja zdolno$¢ wiazania si¢ do specyficznych
domen DNA, zawierajacych sekwencje GTCT lub AGAC, okreslane skrotem
SBE (ang. Smad binding element). Za wiazanie z DNA odpowiedzialna jest pgtla
,»P-harpinowa”, wystepujaca w biatkach R-Smad i Co-Smad. Smad2 jest niezdolne
do bezposredniego wiazania si¢ z DNA, poniewaz gen jego petli harpinowej zawiera
dwa dodatkowe eksony blisko N-konca, ktére zmieniaja konformacje¢ biatka w do-
menie MH1. SBE-podobne sekwencje zostaly opisane dla promotoréw wielu gendw
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odpowiadajacych na TGFf, m.in. dla inhibitora aktywatora plazminogenu (PAI-1),
junB, kolagenu typu VII.

Efektywne wiazanie do DNA i aktywacja transkrypcji wymaga zazwyczaj tworze-
nia komplekséw pomigdzy biatkami Smad a biatkami jadrowymi majacymi takze spe-
cyficzne sekwencje wiazace DNA. Jesli interakcja pomigdzy Smad a takimi biatkami
jadrowymi jest silna, wowczas te ostatnie wystepuja jako dominujace w wigzaniu
kompleksu do DNA. Jesli oddziatywania w obrgbie kompleksow sa stabe (lub zadne),
biatka jadrowe i biatka Smad wiaza si¢ niezaleznie do oddzielnych regionéw promo-
torowych 1 synergistycznie reguluja transkrypcje okreslonych genow. Coraz wigcej
danych wskazuje, ze efektywne wiazanie bialek Smad do promotoréw okreslonych
genéw wymaga rownoczesnej obecnos¢ specyficznych sekwencji wiazacych inne
biatka, takich jak ARE (ang. activin responsive element), TRE (ang. TPA-responsive
element) czy CRE (ang. cAMP-responsive element) rozpoznajacych odpowiednio
czynniki transkrypcyjne FAST1/2 (ang. Forkhead activin signal transducer 1 lub 2),
AP-1 (ang. activator protein 1) i ATF-2 (ang. activating transcription factor 2).

Regulacja aktywnosci genow przez biatka Smad zalezy takze od wspoétdziatania
z koaktywatorami transkrypcji, takimi jak podobne strukturalnie biatka p300 i CBP
(ang. CREB-binding protein) o aktywnosci acetylotransferazy histonow (HAT),
obnizajace kondensacj¢ chromosomow. Przeciwny skutek wywieraja biatka o ak-
tywno$ci deacetylaz histonow (HDACs, ang. histone deacetylases), ktore stymuluja
kondensacje¢ nukleosomow i hamuja aktywnos$¢ transkrypcyjna. Typowym korepre-
sorem transkrypcji jest czynnik TGIF (ang. 5'TG -interacting factor), indukujacy
rekrutacj¢ deacetylaz histonéw do promotorow gendéw stymulowanych kompleksem
Smad2/Smad4/FAST2. Ostatnie doniesienia sugeruja, ze w indukowanym TGFf
zahamowaniu wzrostu komoérkowego kluczowa role odgrywa biatko p53, tworzace
wraz z wieloma innymi biatkami kompleks transkrypcyjny.

Proponuje si¢ wiele alternatywnych drog sygnalizacji wewnatrzkomorkowe;,
indukowanych dziataniem TGFB. Wsrdod nich nalezy wymieni¢ przede wszystkim:
stymulacje¢ kaskad kinaz MAP (Erk, INK, p38), aktywacje¢ kinazy 3-fosfoinozytydow
(PI3K), aktywacje kinazy biatkowej C (PKC) i inhibicj¢ kinazy P70S6K. Te drogi
przeniesienia sygnatu moga by¢ niezalezne od sygnalizacji z udziatem bialek Smad
lub moga posredniczy¢é w sygnalizacji z udzialem tych bialek. Wynikiem tego jest
plejotropowy, ogromnie zroznicowany efekt dzialania TGF[3. Rezultat koncowy za-
lezy od rodzaju komoérek docelowych i obecnosci innych czynnikow regulacyjnych.
Podstawowe kierunki dziatania TGFB1, najlepiej poznanego dotychczas przedsta-
wiciela transformujacych czynnikéw wzrostowych typu B, mozna w uproszczeniu
sprowadzi¢ do nastepujacych efektow:

a) stymulacji niezaleznego od przyczepienia do podtoza wzrostu prawidtowych
fibroblastow;

b) stymulacji wzrostu komoérek mezenchymalnych;

¢) inhibicji wzrostu wigkszosci komorek epitelialnych i prekursorowych komo-
rek krwi;

d) regulacji r6znicowania wielu roznych rodzajow komorek;

¢) modulacji odpowiedzi immunologiczne;.
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Hamowanie drogi sygnatowej TGFR-I — biatka Smad jest mozliwe na wielu
poziomach, poczynajac od inhibicji aktywnosci receptorowej, na dezaktywacji ja-
drowej biatek Smad konczac. Hamowanie aktywnosci receptora TGF moze by¢
realizowane na kilka sposobow:

a) przez biatka [-Smad,;

b) przez tworzenie nieaktywnego kompleksu BAMBI/TGFBR-I;

c) przez tworzenie nieaktywnego kompleksu TGFBR-II z biatkiem fuzyjnym
ETVG-NTRKS3;

d) przez rekrutacj¢ fosfataz biatkowych (np. PP1c) do biatka SARA i defosfory-
lacje receptorow TGFp.

Natomiast inhibicja sygnalu przekazywanego przez biatka Smad jest regulowana
przez ich defosforylacj¢ przez jadrowe fosfatazy (PPM1A), co ogranicza liczbg ak-
tywnych biatek Smad w jadrze i ich eksport do cytoplazmy lub przez ubikwitynacj¢
tych biatek i degradacj¢ w proteasomach przez rozne klasy ligaz ubikwityny.

Okreslenie ,,TGFBs” obejmuje stale rosnaca liczbg peptydow, ktore tacznie two-
rza superrodzing czynnikow wzrostowych o niezwyktych wlasciwosciach. Zakres
aktywnosci roznych cztonkow tej rodziny jest bardzo szeroki, a wszechstronno$¢ ich
dziatania przewyzsza jakakolwiek inna, znana grupe hormonoéw. Peptydy te moga
regulowac tak rdzne procesy, jak: wzrost tkanek, fibroza, gojenie ran, angiogeneza,
odpowiedz immunologiczna, formowanie kosci, hematopoeza, rozwoj embrionalny,
morfogeneza.
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4. Stymulowana cytokinami transmisja sygnalu
wewnatrzkomorkowego

Cytokiny i czynniki wzrostowe odgrywaja kluczowa rolg¢ w regulacji uktadow:
immunologicznego, hematopoetycznego, nerwowego, naczyniowo-sercowego i en-
dokrynnego. Uczestnicza takze w embriogenezie i organogenezie, regulujac procesy
wzrostu, réznicowania, migracji i programowanej $mierci komorek. Charakterystyka
biochemiczna fosfoprotein, takich jak kinazy tyrozynowe niereceptorowe Jak i Src
(rozdziat 5.2 w cz. I) lub biatka STAT (rozdziat 8.2), przyniosta wiele wiadomosci
o mechanizmie przeniesienia sygnatu indukowanego cytokinami, od receptoréw
btonowych do jadra komorkowego. W przeciwienstwie do receptoréw klasycznych
czynnikoéw wzrostowych receptory wigkszosci cytokin nie maja domeny kinazy
tyrozynowej w swojej czesci efektorowej. Receptory te wykorzystuja gldwnie do
aktywacji zdarzen wewnatrzkomérkowych zasocjowane z nimi kinazy tyrozynowe
niereceptorowe (glownie receptory interferonow i wigkszosci interleukin), przede
wszystkim z rodziny kinaz Janusa (Jak 1-3, Tyk2). Tego typu receptory okreslane
sa zazwyczaj jako ,,receptory cytokin”, chociaz wiadomo, ze rdézne rodziny cytokin
dzialaja przez rozne typy receptoréw. Zwiazanie liganda z ,,receptorami cytokin”
(poza receptorami interleukin rodziny IL-1) powoduje oligomeryzacje receptoréw
1 aktywacjg¢ zasocjowanych z nimi kinaz bialkowych. Te z kolei fosforyluja wzajem-
nie reszty tyrozyny w obrebie domeny kinazowej (co podnosi ich aktywnos¢ enzyma-
tyczna) oraz reszty tyrozyn w wewnatrzkomorkowej czesci receptorow (co stwarza
miejsca dokowania dla biatek majacych domeny SH2 lub PTB). Ten rodzaj aktywacji
powoduje, ze w dalszym przekazie sygnalu moga uczestniczy¢ rozne bialka adapto-
rowe (np. Grb2, Ship2, Gab), cytoplazmatyczne czynniki transkrypcyjne (np. STAT)
1 enzymy, majace ww. domeny. To z kolei sprawia, ze moga zosta¢ uruchomione r6z-
ne szlaki sygnalizacji wewnatrzkomorkowej, angazujace kaskady kinaz MAP, kinazy
tyrozynowe niereceptorowe z rodziny Src itp. Wymiana informacji migdzy wieloma
drogami sygnalizacji pozwala zréznicowa¢ odpowiedz réznych rodzajow komorek
na ten sam ligand. Co wigcej, r6zne ligandy moga rdwnoczes$nie generowaé w tej
samej komorce przeciwstawne sygnaty, a balans pomigdzy tymi sygnatami moze
okresla¢ ostateczng odpowiedz komorki. Pytaniem podstawowym byto, jak poszcze-
g6lne cytokiny inicjuja swoista odpowiedz komorkowa oraz dlaczego rozne cytokiny
moga posredniczy¢ w podobnych efektach biologicznych? Odpowiedz, przynajmniej
czgsciowa, przyniosty badania udziatu r6znych kinaz Jak i biatek STAT w przekazie
sygnatu wewnatrzkomorkowego. Wyniki tych badan ilustruje tabela 11.

Jak tatwo zauwazy¢, poszczegolne biatka maja swoista dla danej cytokiny (lub
cytokin) podjednostke wiazaca ligand (jedna z podjednostek wiazacych ligand), co
decyduje o odpowiedzi na okreslona cytoking. Z drugiej strony poszczegdlne rodziny
cytokin maja zazwyczaj wspolna podjednostke efektorowa (rozdziat 2.2.4 w cz. 1),
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rodzina IL-6 — podjednostke gp130, rodzina IL-2/4 — podjednostke (R)yc, a rodzi-
na IL-3/5/CM-CSF — podjednostke Bc, co umozliwia aktywacje tych samych lub
podobnych biatek sygnatowych. Przyjmuje si¢ powszechnie, ze pierwszoplanowa
rolg w transmisji sygnatu generowanego cytokinami graja bialka STAT, opisane
w rozdziale 8.2. Przytaczenie tych biatek do fosfotyrozyn (pY) receptora umozliwia
fosforylacj¢ tyrozyny biatek STAT przez zasocjowane z receptorem kinazy Jak. Fos-
forylacja tyrozyny powoduje odtaczenie biatlek STAT od receptora i asocjacje dwoch
czasteczek tych biatek, na zasadzie oddzialywan ich domen SH2 i fosfotyrozyn. Di-
mery biatek STAT ulegaja translokacji do jadra komorkowego i stymuluja ekspresje
okreslonych genow.

Tabela 11. Udzial poszczegdlnych rodzajow: podjednostek receptorowych, kinaz Jak i biatek
STAT w sygnalizacji wybranych cytokin i hormonoéw

Ligand |Podjednostki receptorowe |Kinazy Jak Biatka STAT

unikalne [wspodlne 1(2(3|T2|1(2|3]|4|5a|5b| 6

pBef IL- | IL- | gp
-2RpB|-2Ry| 130

INFa, B, |aR1, + + |+ [++] + + | +
K, ®, & aR2
INFy yR1, + | + + + + | +

YR2
INFA 1-3 | AR1 + + |+ [++]| + + |+
IL-2** 2Ra. + + + + + + ++ [ ++ | +
IL-3 3Ra + + + | +
IL-4 4Ro +* + |+ |+ ++
IL-5 5Ra + + + | +
IL-6 6Ra + |+ | + + | + + + | +
IL-7 7Ra. + + | +
IL-9 9Ra + + | +
IL-10 10R1, + + | + + + | +

10R2
IL-11 11Ra + | + | + + | + + + | +
IL-15** 15Ra + + + + + + ++ | ++ | +
GH a2 + + | +
PRL o2 + + | +
Tpo a2 + + |+
Epo o2 + + | +

wythuszczono podjednostki wigzace ligand, * lub podjednostka IL-13R, ** receptory zbudowane
z trzech podjednostek, ++ dominujacy udzial jednego typu biatka STAT w przekazie sygnatu
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IL-2R, IL-4R, IL-7R
IL-9R, IL-15R, IL-21R

EpoR, TpoR, GHR, INFoR, INFBR, IL-10R
G-CSFR, PRLR IL-19R,IL-20R, IL-22R

Jak1, Jak2, Tyk2

Rys. 4.1. Wybrane przyktady receptoréw cytokin przekazujacych sygnat za posrednictwem kinaz
Janusa

Receptory asocjujace z kinazami tyrozynowymi niereceptorowymi maja roézne
preferencje do poszczegolnych kinaz Janusa. Receptory homodimeryczne aktywuja
wylacznie kinazy Jak2. Receptory zawierajace podjednostke yc aktywuja gltéwnie
biatka Jak1 i Jak3. Natomiast receptory zawierajace podjednostke gp130 oraz recep-
tory cytokin typu Il wykorzystuja kinazy Jak1, Jak2 i/lub Tyk2 w r6znych kombina-
cjach (Rys. 4.1).

Wszystkie biatka STAT, z wyjatkiem STAT2, wiaza si¢ w jadrze komorkowym
ze specyficzng domena DNA, okre$lang skrotem GAS (ang. gamma-activated site),
aczkolwiek poszczegolne bialka tej rodziny przylaczaja sig do roznych elementow tej
domeny. Przyktadowo, tylko biatko STAT6 posiada zdolno$¢ do wiazania si¢ z okre-
slong sekwencja promotora cigzkiego tancucha IgE (w obrebie GAS), co oznacza,
ze przede wszystkim ligandy receptora 1L-4 oraz IL-13R, IL-15R i IL-2R angazu-
jace STAT6 (zob. Tabela 11) moga stymulowaé ekspresj¢ immunoglobulin klasy E.
Homodimery biatka STAT?2 (i czgSciowo heterodimery zawierajace to biatko) wiaza
si¢ z domena DNA, okreslana jako element odpowiedzi stymulowanej interferonem
(ISRE, ang. interferon-stimulated response element) 1 posrednicza w dziataniu in-
terferonu o.. Wspotdziatanie kinaz Jak oraz bialek STAT z wybranymi receptorami
cytokin (i receptorem hormonu wzrostu) przedstawia rysunek 4.2.

Dzialanie poszczegolnych cytokin zalezy w duzym stopniu od rodzaju kofaktorow
(koaktywatordéw 1 korepresorow) transkrypcji, wspotdziatajacych z biatkami STAT.

Hamowanie przekazu sygnatu receptor—kinazy Janusa—biatka STAT moze odby-
wac si¢ na roznych drogach, gtéwnie przez:

a) fosfatazy tyrozynowe (SHP-1, SHP-2, CD45) powodujace zahamowanie two-
rzenia i stabilizacje kompleksow sygnalizacyjnych;

b) inhibitory SOCs, ktére moga uniemozliwia¢ wiazanie kinaz Jak do receptora;
blokadeg petli aktywacyjnej biatek Jak lub kierowac kompleksy receptorowe i za-
socjowane z nimi biatka na droge degradacji enzymatycznej w proteasomach;

¢) inhibitory PIAS wiazace si¢ z biatkami STAT 1 uniemozliwiajace ich
dimeryzacjg.
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Rys. 4.2. Udziat kinaz Janusa (Jak) i bialek STAT w inicjowanej wybranymi ligandami ekspresji
genow. INFy — interferon y, IL — interleukina, GH — hormon wzrostu

Ogodlny schemat hamowania sygnalizacji inicjowanej ,,receptorami cytokin”
z udzialem kinaz Jak i biatek STAT przedstawia rysunek 4.3. Zaburzenia w sygna-
lizacji inicjowanej receptorami cytokin maja istotne znaczenie w prawidtowym
funkcjonowaniu komoérek obrony immunologicznej i komoérek hematopoetycznych.
Moze to dotyczy¢ dojrzewania lub funkcjonowania specyficznych populacji komo-
rek, zarbwno w sensie pozytywnym, jak i negatywnym. Dlatego zmiana ekspresji
odpowiednich gendw oraz zmiany w poziomie bialek uczestniczacych w sygnalizacji
receptor — kinazy Jak — biatka STAT maja ogromne znacznie w patologii wielu
choréb immunologicznych. Upos$ledzenie funkcji receptoréw cytokin prowadzi do
wielu zaburzen w przekazie sygnatu, z ktorych najbardziej istotne to: defekty hema-
topoetyczne, choroby mieloproliferacyjne i biataczki.

Brak ekspresji lub uposledzenie funkcji choc¢by jednego z bialek uczestniczacych
w okreslonym szlaku przeniesienia informacji powoduje podobne zmiany w od-
powiedzi komoérkowej. Doswiadczalnie udowodniono to dla wielu zmian patolo-
gicznych, wynikajacych z nieprawidtowej regulacji ligandami, dziatajacymi przez
»receptory cytokin”. Migdzy innymi stwierdzono, ze zwierzgta doswiadczalne po-
zbawione genow INFy lub podjednoski o receptora tej cytokiny albo biatka STATI
wykazuja brak immunoodpornosci na zakazenia wirusowe i zwigkszona zapadal-
no$¢ na niektdre choroby nowotworowe. Nokaut gendw Epo lub podjednostek 3
jej receptora powoduje niedokrwisto$¢ (brak dojrzatych erytrocytow), a genéw GH,
podjednostek B jego receptora lub biatek STAT (5a/5b) — uposledzenie wzrostu.
Niezdolno$¢ komoérek do syntezy podjednostki 3 receptora IL-15 lub biatka STAT3
prowadzi do zaniku produkcji komoérek NK, natomiast brak podjednostki y receptora
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Rys. 4.3. Inhibicja przekazu sygnatu na drodze receptor cytokin — kinazy Jak — biatka STAT.
C — cytokina, R1/2 — podjednostki dimerycznych receptoréw cytokin, SHP-1, CD45 — fosfatazy
tyrozynowe, SOCs — inhibitory sygnalizacji inicjowanej cytokinami, PIAS —inhibitory dimeryzacji
biatek STAT, Jak — kinazy Janusa

IL-7, upo$ledzenie biatka STAT3 lub mutacja w genie Jak3 powoduje cigzki ztozony
niedobor odpornos$ciowy (SCID, ang. severe combined immunodeficiency). Podob-
nie brak podjednostki IL-4y, kinazy Jak3 lub biatka STAT6 uposledza roznicowanie
limfocytow Th2 i1 hamuje catkowicie syntez¢ IgE. Nie ulega watpliwos$ci, ze kazde
uposledzenie funkcji biatek przenoszacych sygnat Iub brak jednego ogniwa w tan-
cuchu transmisyjnym powoduje okreslone zmiany patologiczne. Nalezy podkreslic,
ze fosfotyrozyny receptoréw cytokin moga takze wiazac inne biatka adaptorowe lub
kotwiczace, angazujace dodatkowo rézne szlaki metaboliczne. Przykladem moze
by¢ wiazanie (przez domeny SH2) do receptora IL-6 fosfatazy tyrozynowej SHP-2
i jej fosofrylacja przez Jak na resztach Tyr’™ i Tyr*?’. Do tych reszt moze z kolei



212 Sygnaty zZycia i sygnaly Smierci

IL-1RACP IL-1R

IRAK|IRAK4

IRAK| IRAK4

TAK1| TRAF6

J \‘ MKK6 \
- Kaskady kinaz p38/JNK

ekspresja genow

OOOOOOOOOOOOOOOO
DNA

Rys. 4.4. Schemat przekazu sygnalu inicjowanego przez interleuking 1 (IL-1). IL-1R — receptor
IL-1, IL-1RACP — biatko pomocnicze dla IL-1R, Tollip — biatko scalajace kompleks receptorowy,
MyD88 — czynnik 88 réznicowania komorek mieloidalnych, IRAK — kinaza zasocjowana z IL-1,
TRAF — czynnik asocjujacy z receptorem TNF, TAK — kinaza aktywowana TGFf3, MKK — kinaza
kinazy MAP, IKK — kinaza biatka IxB

przylaczacé si¢ biatko adaptorowe Grb2, ktore umozliwia dalsza sygnalizacjg z udzia-
tem biatek Ras i kaskady kinaz MAP. Cytokiny dziatajace przez receptory asocjujace
z kinazami tyrozynowymi niereceptorowymi inicjuja szerokie spektrum odpowie-
dzi biologicznej, poczynajac od stymulacji wzrostu do inhibicji wzrostu komodrek
(nie tylko uktadu immunologicznego), od promocji odpowiedzi ostrej fazy i ogolnej
odpowiedzi immunologicznej do jej supresji. Wyjasnienie plejotropowego dziatania



Stymulowana cytokinami transmisja sygnatu wewnqtrzkomorkowego 213

cytokin jest jeszcze odlegle. Wymaga to nie tylko doktadnej charakterystyki drog
przenoszenia sygnatu przez poszczegoélne cytokiny, lecz takze przede wszystkim ich
wspotdziatania migdzy soba i z innymi uczestnikami odpowiedzi immunologicznej.

Jak juz wspomniano, przez receptory asocjujace z kinazami tyrozynowymi nie-
receptorowymi dziala wigkszo$¢ interleukin 1 wszystkie interferony. Wéréd interleu-
kin, ktore inicjuja odmienna droge sygnalizacji, sa interleukina 8, ktora jest w rze-
czywisto$ci chemoking i aktywuje receptory asocjujace z biatkami G, oraz rodzina
interleukiny 1 (IL-1a, IL-1f i IL-18), ktorej przedstawiciele dziataja przez receptory
Toll-podobne (rozdziat 2.2.5 w cz. I).

IL-1(ov 1 B) oraz IL-18 sa prozapalnymi cytokinami i waznymi mediatorami akty-
wujacymi odpowiedz immunologiczna. Cytokiny sa syntetyzowane w formie nieak-
tywnych prekursoréw i uaktywniane na drodze proteolitycznej (IL-1a jest aktywna
takze w formie prekursorowej). Wyrdznia si¢ dwa typy receptoréw dla interleukin
z rodziny IL-1: receptor typu I zawierajacy domeng TIR i receptor typu Il niezawie-
rajacy tej domeny (rozdziat 2.2.5 w cz. 1) oraz kilka koreceptoréw. Koreceptorami
IL-1RI sa biatka IL-1RAcP i IL-1Rp2, a IL-18RIa biatko IL-18RIB (IL-18AcP).
Wszystkie te biatka maja trzy domeny Ig-podobne w czg¢sci akceptorowej 1 domeng
TIR w czgsci efektorowej. Natomiast receptor typu Il petni rolg receptora putapki.

Przytaczenie IL-1 do jej receptora bltonowego powoduje heterodimeryzacje
z koreceptorem i utworzenie aktywnego kompleksu receptorowego zdolnego do
przekazania sygnatu. Heterodimeryzacja prowadzi do przylaczenia do kompleksu
receptorowego biatka MyD88 i nastgpnych biatek posredniczacych w przekazaniu
sygnatu: Tollip (ang. Toll-interacting protein), IRAK (ang. IL-1 associated kinase)
1 IRAK4 (Rys. 4.4). Przypuszcza sig, ze biatko Tollip scala kompleks sygnalizacyjny
1 utrzymuje go przy wewngtrznej stronie btony komoérkowej, poprzez swoja domeng
C2. Pozostate biatka wewnatrzkomoérkowe kompleksu oddziatuja z soba poprzez aso-
cjacje swoich domen DD. Krzyzowa fosforylacja kinaz IRAK i IRAK4 powoduje ich
oddysocjowanie z kompleksu receptorowego i wiazanie z bialkiem TRAF6. Czynnik
TRAF6 aktywuje z kolei kaskady kinaz MAP (JNK/SAPK i p38) oraz kinazy IKK
(rozdziat 8.1), co prowadzi do uwolnienia aktywnego czynnika transkrypcyjnego
NF-kB i regulacje ekspresji odpowiednich gendw.

Mechanizm sygnalizacji z udziatem IL-18 jest bardzo podobny do opisanego dla
IL-1. Rézni sig przede wszystkim rodzajem koreceptora, swoistego dla IL-18. Znaj-
duje to odzwierciedlenie w podobnych skutkach biologicznych indukowanych przez
obie cytokiny.
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5. Apoptoza zalezna i niezalezna od receptorow

Smieré¢ komérki moze nastepowaé w wyniku nekrozy lub apoptozy. Smier¢ nekro-
tyczna spowodowana uszkodzeniem komorki manifestuje si¢ stanem zapalnym,
w przeciwienstwie do apoptozy. Pierwsza koncepcje ,,$mierci apoptotycznej” sfor-
mutowali w roku 1972 John Kerr, Andrew Wyllie i Alastair Curie. Apoptozg moga
powodowaé zaréwno czynniki fizyczne (promieniowanie, szok temperaturowy),
jak 1 chemiczne (cytostatyki, wolne rodniki, glukokortykoidy, biatka: TNF, FasL
1 TRAIL, modyfikowane lipoproteiny o niskiej gestosci (mLDL), ceramidy, niedobor
czynnikow wzrostowych).

Apoptoza w warunkach fizjologicznych peini istotna rolg w takich procesach, jak
rozw0j embrionalny, regulacja uktadu immunologicznego, morfogeneza, homeosta-
za tkankowa oraz w wielu procesach patologicznych (chorobowych). Te ostatnie
mozna podzieli¢ na takie, w ktorych nasila si¢ proces apoptozy, takie jak choroby
neurodegradacyjne (choroba Alzheimera, Parkinsona), choroby zwigzane z obnizo-
na odporno$cia immunologiczng (AIDS) i prawdopodobnie arterioskleroza, oraz
schorzenia, w ktorych obserwuje si¢ obnizony poziom apoptozy: niektére nowotwo-
ry (prostaty, jajnikow, piersi), infekcje wirusowe i choroby autoimmunologiczne.
Smier¢ apoptotyczna zwiazana jest z indukcja ,,gendéw $mierci”, powodujaca okre-
slone zmiany metaboliczne. Komorki apoptotyczne charakteryzuja si¢ specyficzna
morfologia, zmianami genetycznymi i metabolicznymi. Zmiany strukturalne to utra-
ta potaczen migdzykomorkowych i wyspecjalizowanych struktur btonowych, zanik
asymetrii blony komorkowej (ekspozycja N-acetyloglukozoaminy, redystrybucja
fosfatydylocholiny 1 fosfatydyloseryny), kondensacja chromatyny i cytoplazmy,
zwiazana z utrata ptynu komorkowego (wytwarzanie pecherzykéw ulegajacych
fuzji z blona komorkowa i wydzielajacych swoja zawartos¢ na zewnatrz), fragmen-
tacja DNA na odcinki stanowiace wielokrotno$¢ nukleosoméw (zapobiezenie proli-
feracji komorek). Rezultatem ostatecznym jest tworzenie uwypuklen odrywajacych
si¢ od komarki w postaci tzw. ciatek apoptotycznych, zawierajacych organelle ko-
morkowe i pofragmentowana chromatyng, ktore sa efektywnie usuwane na drodze
fagocytozy.

W procesie apoptozy mozna wyr6znic trzy gtéwne fazy: inicjacji procesu apop-
tozy, faze wykonawcza i1 faz¢ degradacji struktur komérkowych. Przebieg fazy
pierwszej zalezny jest m.in. od typu komorki 1 rodzaju stymulacji proapoptotycznej
(cytokiny, stres oksydacyjny, zaburzenia rownowagi jonowej, uszkodzenia DNA).
W fazie drugiej nastepuje aktywacja enzymow (proteaz, nukleaz) i innych czasteczek
uczestniczacych w fazie degradacji, opisanej powyze;.

Wyrdznia si¢ przynajmniej dwie roézne drogi sygnalizacji apoptotycznej
(Rys. 5.1): jedna indukowang za posrednictwem tzw. receptorow $mierci (droga
zewnatrzkomorkowa) 1 druga bedaca odpowiedziga mitochondriow na reakcje
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stresowe (droga wewnatrzkomodrkowa), ktora w efekcie promuje wzrost przepusz-
czalno$ci bton mitochondrialnych. Chociaz wiele receptoréw $mierci zostato juz
opisanych (zob. rozdziat 2.2.6 w cz. I), mechanizm przenoszenia sygnatu jest zna-
ny wzglednie dobrze dla dwoch z nich CD95/Fas i TNFR1, ktorych naturalnymi
ligandami sa odpowiednio: CD95L/FasL i TNF. CD95L/FasL jest biatkiem o m.cz.
okoto 40 kDa, syntetyzowanym przez aktywowane komorki limfoidalne i uprzy-
wilejowane immunologicznie komorki miejsc odpornych na zakazenie. Skutki
fizjologiczne indukowane tym ligandem obejmuja selekcje komorek T i eliminacje
dojrzatych, aktywowanych limfocytow T (zakonczenie odpowiedzi immunologicz-
nej) oraz zabijanie komoérek zainfekowanych wirusami i komorek nowotworowych
przez komoérki CD8* i NK. TNF jest plejotropowa cytokina, syntetyzowana przez
rozne rodzaje komorek, gldwnie przez aktywowane makrofagi i limfocyty. Zakres
aktywnosci biologicznej TNF jest bardzo szeroki. Stymuluje proliferacj¢ komorek
prawidtowych, dziata cytolitycznie, cytotoksycznie, przeciwwirusowo i immuno-
regulacyjnie. Swoje dziatanie biologiczne wywotuje przez dwa receptory TNFR1
(p55) 1 TNFR2 (p75), rézniace si¢ gtdownie obecnoscia (TNFR1) lub nieobecnos$cia
(TNFR2) domeny $mierci (DD) w czesci efektorowej. Proporcje obu receptorow
w btonie komodrkowej moga determinowac jej zachowanie indukowane TNF, pro-
mujac odpowiedz antyapoptotyczng (m.in. przez aktywacj¢ czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB) lub proapoptotyczna (za posrednictwem biatek adaptorowych
zawierajacych domeny DD).

Rys. 5.1. Zewnatrzkomorkowa (inicjowana receptorami TNFR1/Fas) i wewnatrzkomorkowa (ini-
cjowana proapoptotycznymi biatkami Bak/Bax) droga sygnalizacji apoptotycznej. TNFR1 — re-
ceptor 1 TNFa, Fas — receptor FasL, DISC — kompleks proapoptotyczny DISC, Kasp — kaspaza,
kBid — krétsza o fragment C-koncowy forma biatka Bid
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Sekwencja proapoptotycznych zdarzen wewnatrzkomérkowych, indukowanych
dziataniem CD95L/Fas lub TNF (Rys. 5.2) obejmuje kolejno:

a) zwiazanie liganda z receptorem majacym tzw. domeng $mierci (DD) i wymu-
szona tym faktem oligomeryzacj¢ (trimeryzacjg) receptorow;

b) interakcje¢ receptora z biatkami adaptorowymi FADD, TRADD (takze majacy-
mi domeny DD);

¢) utworzenie kompleksu inicjujacego apoptoze (DISC, ang. death inducing sig-
naling complex), przekazanie sygnatu od biatek adaptorowych do inicjatoro-
wej prokaspazy 8 (przez asocjacj¢ domen typu DED) i powstanie aktywnej
kaspazy 8;

d) aktywacj¢ kaspaz efektorowych (glownie kaspazy 3) przez kaspaze 8, ktore
z kolei rozpoczynaja realizacj¢ programu destrukceji komorki.

Niezaleznie od aktywacji kaspaz efektorowych (rozdziat 9.1) kaspaza 8 moze od-
dziatywa¢ na biatka Bcl-2 majace wytacznie domeng BH3 (rozdziat 9.3), gtéwnie na
biatko Bid, powodujac odcigcie jego fragmentu C-koncowego. To umozliwia translo-
kacje¢ obcigtego biatka Bid do zewngtrznej btony mitochondrialnej i jego oligomery-
zacje. Krotka forma Bid moze takze powodowac zmiany konformacyjne bialka Bax

Stres TNFa  FasL/CD95L
|UV, SzO, brak GF, ROS|
v ; ¢ L i
- TNFR1 Fas/CD95
v \ 4 - DISC
Bcl-2, Bel-X, — l Bax, Bak proka:paza 8
cytochrom ¢ Bid # 77777777777777777777
Apaf-1 <_|— kaspaza 8 |— FLIP
IAPs v
* ~ kaspaza 3
cytochrom ¢ *

Apaf-1 » kaspaza 9 —» kaspaza 6
prokaspaza 9

+ dATP T 9~ *
IAPs kaspaza7 | IAPs
APOPTOSOM ¢
Apoptoza

Rys. 5.2. Uproszczony schemat mechanizmu apoptozy indukowanej ligandami (TNFo
i FasL/CD95L) oraz stresem. UV — promieniowanie ultrafioletowe, SzO — szok osmotyczny, GF —
czynnik wzrostowy, ROS —reaktywne formy tlenu, M —mitochondrium, Bcl-2, Bel-X, — antyapop-
totyczne biatka Bcl-2, Bax, Bak, Bid — proapoptotyczne biatka Bcl-2, IAPs — inhibitory apoptozy,
FLIP — inhibitory kaspazy 8
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lub Bak i ich przemieszczenie do zewngtrznej blony mitochondrialnej. Wymienione
proapoptotyczne biatka Bcl-2 moga tworzy¢ homo- i heterooligomery formujace
kanaty w zewngtrznej blonie mitochondrialnej, zwigkszaja jej przepuszczalnosé
1 umozliwiaja wyciek czasteczek tworzacych tzw. apoptosom (rozdziat 9.3).

Programowana $mier¢ komorki moze takze nastapi¢ w wyniku okreslonej sytua-
cji stresowej indukowanej czynnikami fizycznymi (promieniowanie, temperatura,
szok osmotyczny, stres oksydacyjny) lub chemicznymi (reaktywne formy tlenu, leki
przeciwnowotworowe, brak czynnikdw wzrostowych). W tym przypadku informacja
uruchamiajaca aktywacje¢ kaspaz pochodzi z mitochondriow, gtownie w wyniku zmian
przepuszczalnosci blon mitochondrialnych. Po otrzymaniu sygnatu do apoptozy po-
wierzchnia mitochondridow wybrzusza si¢ i dochodzi do perforacji zewngtrznej btony
mitochondrialnej. Powoduje to obnizenie potencjatu membranowego mitochondriow
(A¥Ym), ktore koreluje ze stopniem rozprzeggnigcia transportu elektronow i fosfory-
lacji oksydacyjnej. Skutkiem zmian przepuszczalno$ci btony mitochondrialnej jest
takze wyciek biatek miedzybtonowych, w tym cytochromu c i biatka Apaf-1 (ang.
apoptosis protease-activating factor). Cytochrom ¢ tworzy kompleks z bialkiem
Apaf-1, prokaspaza 9 i dATP, okreslany czgsto mianem apoptosomu. W tej propozy-
cji cytochrom ¢ 1 dATP sg potrzebne do utworzenia potaczenia Apaf-1 z prokaspaza
9 i zmian konformacyjnych Apaf-1, niezbednych do aktywacji proteazy. Utworzenie
kompleksu Apaf-1-prokaspaza 9 prowadzi do aktywacji kaspazy 9 (kaspazy inicjato-
rowej), prawdopodobnie na drodze autokatalizy. Aktywna kaspaza 9 aktywuje z kolei
kaspazy efektorowe (3, 6, 7).

Inicjowana kaspazami wykonawczymi degradacja biatek komorkowych jest
zaangazowana m.in. w usuwanie inhibitorow apoptozy (IAPs) oraz w proteolizg
biafek antyapoptotycznych, np. Bel-2 i Bel-X| . Ten ostatni efekt jest zwigzany po-
nadto z produkcja fragmentéw biatkowych stymulujacych przepuszczalno$é bton
mitochondrialnych. Dlatego decyzja o przezyciu lub $mierci komorki jest zalezna
zaréwno od poziomu ligandow i receptorow $mierci, jak 1 od stosunku antyapopto-
tycznych do proapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2. Stwierdzenie, ze biatko Bid
jest substratem kaspazy 8, a produkt jego trawienia ulega translokacji z cytoplazmy
do btony mitochondrialnej (gdzie stymuluje mitochondrialny sygnat do apoptozy),
jest bardzo istotne, bowiem proces ten taczy sygnat do apoptozy wysylany przez
receptory $mierci (droge zewnatrzkomodrkowa) z sygnatem wysytanym przez mito-
chondria (droge wewnatrzkomoérkowa).

Mitochondria sg podstawowym Zrédlem aktywnych form tlenu (ROS) w wigkszo-
$ci rodzajow komorek. Podwyzszony poziom komoérkowego ROS moze odgrywac
pierwszoplanowa rolg w sygnalizacji proapoptotyczne;j.

Na podstawie doswiadczen na myszach zaproponowano takze trzeci mechanizm
aktywacji kaspaz indukowany reakcja stresowa retikulum endoplazmatycznego (ER)
i aktywacja kaspazy 12. Kaspaza ta wykazuje ponad 45% podobienstwa sekwencji
aminokwasowej do ludzkich kaspaz 4 oraz 5 i jest zlokalizowana glownie w retiku-
lum endoplazmatycznym. Jej aktywacja nastgpuje np. w wyniku zaburzenia homeo-
stazy wapniowej w ER, ale jest zupelnie niezalezna od sygnatow przekazywanych od
receptorow $mierci lub biatek mitochondrialnych.
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Znaczaca rolg w regulacji procesu apoptozy odgrywaja swoiste biatka inhibitoro-
we, okreslane skrotem IAP (rozdziat 9.2). Znane sa trzy ludzkie biatka IAP: cIAP-1,
cIAP-2 i XIAP o wysokim podobienstwie sekwencji aminokwasowej. Chociaz fizjo-
logiczna rola tych bialek nie jest catkiem jasna, wykazano, ze XIAP, cIAP-1 i cIAP-2
sa silnymi inhibitorami kaspaz 3, 7 i 9, natomiast nie hamuja aktywnos$ci kaspaz 1,
6, 8 1 10. Inhibitorami kaspazy 8 sa biatka FLIP zawierajace domeng¢ DED. Biatka te
oddziatluja najprawdopodobniej z domena DED biatek FADD i hamuja sygnat pro-
apoptotyczny inicjowany zaréwno przez TNF, jak i przez FasL.

Fizjologicznym potwierdzeniem udziatu ww. biatek w sygnalizacji pro- i anty-
apoptotycznej sa wyniki badan zmian w ekspresji odpowiednich genéw w procesie
starzenia si¢ organizméw wielokomodrkowych, gtownie ludzi. Wskazuja one jed-
noznacznie, ze wraz ze starzeniem si¢ organizmu rosnie poziom wszystkich biatek
proapoptotycznych (ligandow i receptorow $mierci, biatek adaptorowych z domena
$mierci, kaspaz, biatek Bid i Bax), a maleje poziom biatek antyapoptotycznych Bcl-2,
Bcl-xL i inhibitoréow kaspaz (FLIP, IAPs).
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Historia badan mechanizméw regulacji hormonalnej sigga potowy lat 50. XX wieku
1jest zwigzana z odkryciem tego, iz odwracalna fosforylacja biatek moze modyfiko-
wac aktywnos$¢ enzymow regulujacych metabolizm glikogenu. Prawie w tym samym
czasie wykazano, ze hormony, takie jak adrenalina i glukagon, stymuluja syntezg
cAMP, co leglo u podstaw hipotezy tzw. wtornych (drugich) przekaznikéw informa-
¢ji hormonalnej. Mniej wigcej 10 lat pdzniej wyizolowano kinaze¢ biatkowa A (PKA),
odpowiedzialna za regulacje wielu szlakow metabolicznych. Odkrycia te uznaje si¢ za
poczatek rozwoju nowej dziedziny biochemii, okreslanej mianem sygnalizacji, a zaj-
mujacej si¢ molekularnymi podstawami tlumaczenia sygnalu hormonalnego na od-
powiedz biologiczna komdrki. Kamieniami milowymi w wyjasnieniu mechanizméw
sygnalizacji wewnatrzkomorkowej byta charakterystyka poszczegélnych ogniw
przekazywania informacji hormonalnej, poczynajac od receptorow, a na czynnikach
transkrypcyjnych konczac. Wsrdd nich nie mozna pominaé wynikow badan struktury
i funkcji receptora epidermalnego czynnika wzrostowego (EGF), pierwszego znanego
receptora o aktywnosci enzymatycznej, i odkrycia znaczenia stymulowanej ligandem
dimeryzacji, nie tylko tego typu receptoréw, w inicjacji sygnatu wewnatrzkomorko-
wego. Lata 60. XX wieku to takze odkrycie znaczenia cyklu fosforanow fosfatydylo-
inozytoli oraz poznanie nowych wtérnych przekaznikow informacji: diacyloglicerolu
1 inozytolotrifosforanu (a p6zniej innych fosforanow inozytolu). Wyniki te otworzyty
seri¢ badan nad udzialem fosfolipidow w sygnalizacji wewnatrzkomorkowe;j, ktorej
rezultatem bylo m.in. ustalenie roli kinazy 3-fosfoinozytydow (PI3K) w syntezie
3’-fosfoinozytydow uczestniczacych w roznych drogach sygnalizacji z udzialem
bialek zakotwiczanych w btonie cytoplazmatycznej (np. kinazy biatkowej B). Prze-
fom lat 1970-1980 to charakterystyka strukturalna i funkcjonalna bialek G oraz
ugruntowanie ich roli jako uniwersalnych przekaznikéw sygnatu od najliczniejszej
klasy receptoréw dziatajacych przez te biatka (receptoréw GPCR). Trudno przeceni¢
takze znaczenie poznawcze blizszej charakterystyki fizykochemicznej oddziatywan
migdzyczasteczkowych w tworzeniu tancuchow sygnalizacyjnych poprzez swoiste
domeny (SH2, SH3, PTB, WW, FHA, SAM, LIM, EH, EVHI, PDZ, PH, FYVE)
umozliwiajace biatkom sygnalowym (adaptorowym, kotwiczacym, dokujacym
1 innym) regulacje¢ wigkszosci podstawowych procesow zyciowych komorki. Ponad
100 roznych domen zostato scharakteryzowanych do dzi$ na drodze porownawczej
analizy sekwencji aminokwasowych, lecz dla wielu z nich nie znaleziono jeszcze
struktur partnerskich. Poznanie wielu biatek adaptorowych pozwolito m.in. powigzaé
przekaz sygnatu od receptorow btonowych do monomerycznych (matych) biatek G
(Ras, Rho, Rac itp.), zdolnych do aktywacji kaskad enzymatycznych (np. kaskady
kinaz MAP). Charakterystyka funkcjonalna bialek kotwiczacych umozliwila zro-
zumienie znaczenia kompartmentacji okreslonych proceséw metabolicznych dla
identyfikacji 1 zréznicowania poszczegélnych drog sygnatowych. Natomiast od-
krycie biatek dokujacych potwierdzito, od dawna przewidywane, istnienie struktur
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wewnatrzkomoérkowych, ulatwiajacych i usprawniajacych regulacje okre$lonych
ciagdw metabolicznych (np. odwracalnej fosforylacji bialek).

W latach 1980-1990 opisano wiele innych waznych zasad sygnalizacji transblo-
nowej, m.in. nowa klas¢ biatkowych kinaz tyrozynowych, ktdérej pierwszymi pozna-
nymi przedstawicielami byty biatka transformujace wiruséw v-Src 1 v-Abl. Odkrycia
te zapoczatkowaly badania komorkowych kinaz tyrozynowych niereceptorowych,
posredniczacych w réznych rodzajach sygnalizacji wewnatrzkomorkowej. Wérod
tych kinaz sa takze kinazy Janusa uczestniczace w przenoszeniu sygnatu od recep-
torow pozbawionych aktywnosci katalitycznej (np. receptorow cytokin) na cytopla-
zmatyczne czynniki transkrypcyjne STAT. Fosforylacja, a nast¢pnie translokacja
dimeréw STAT do jadra komoérkowego jest najprostszym (pomijajac biatka Notch)
przyktadem przeniesienia sygnatu od receptora na poziom regulacji ekspresji genow
przez cytoplazmatyczne czynniki transkrypcyjne, takie jak np. biatka Smad.

Trudno jest wymieni¢ wszystkie kierunki rozwijanych obecnie badan dotyczacych
przenoszenia informacji biologicznej w organizmach zywych. Mozna jednak prze-
widywa¢ dalszy rozwoj, przynajmniej tych najbardziej istotnych z punktu widzenia
zardwno teorii, jak i wykorzystania jej wynikdw w zastosowaniach praktycznych. Od
strony teoretycznej jednym z podstawowych obszarow badan bedzie prawdopodob-
nie konstrukcja i sprawdzenie aktywno$ci modutowych domen odpowiedzialnych
za interakcje migdzyczasteczkowe, gtownie typu biatko—biatko. Zdolno$¢ biatek
chimerowych do przenoszenia sygnatu (tworzenia swoistych potaczen migdzycza-
steczkowych) wydaje si¢ atrakcyjnym, godnym rozwijania narz¢dziem badawczym.
Podobnie analiza strukturalna biatek sygnatowych i jej zamierzone modyfikacje moga
dostarczy¢ wielu informacji na temat ciagle jeszcze stabo poznanych zagadnien regu-
lacji ich aktywnosci biologicznej. Przyktadem moga by¢ badania zalezno$ci migdzy
zmianami struktury petli aktywacyjnej kinaz biatkowych a regulacja ich oddziatywan
z ATP i/lub z substratami tych enzymow.

Nie ulega watpliwosci, ze okre$lenie jeszcze wielu struktur tego typu bedzie
niezbg¢dne do zrozumienia molekularnych podstaw regulacji aktywnosci tych bia-
tek. Osobnym, stale poszerzanym, rozdziatem badan sygnalizacji sa poszukiwania
coraz to nowych wtornych przekaznikéw informacji hormonalnej oraz uzupetnie-
nie naszych wiadomosci o zakresie dzialania juz znanych zwiazkow tego typu.
Doniesienia o tym, ze potencjalnymi regulatorami kinaz biatkowych moga by¢:
sfingozyna, ceramidy, cAMP-ryboza i wielofosforany inozytolu (np. IP6) wskazuja
nowe kierunki poszukiwan.

Jedna z zagadek do rozwiazania jest czasowo-przestrzenna organizacja tancucha
przekazywania informacji biologicznej i1 jej poszczegélnych ogniw. Duze nadzieje
wiaze si¢ z poznaniem struktury i zasad funkcjonowania biatek sygnatowych (adapto-
rowych, kotwiczacych i dokujacych). I wreszcie jedno z najtrudniejszych metodycznie,
czekajacych na rozwigzanie zagadnien stanowi poznanie wzajemnych powigzah mig-
dzy r6éznymi drogami przekazywania sygnatu (cross-talk). Taka wymiana informacji
moze wystgpowa¢ migdzy drogami sygnatowymi aktywowanymi pojedynczym recep-
torem lub cz¢sciej migdzy szlakami sygnalowymi inicjowanymi réznymi receptorami.
Cross-talk moze zachodzi¢ na wielu poziomach wewnatrzkomorkowych, poczynajac
od btony cytoplazmatycznej, na jadrze komoérkowym konczac, i angazowaé sktadniki
wspdlne dla wigcej niz jednej drogi przekazywania sygnalu. Zarowno dodatnie, jak
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1 yjemne sprzg¢zenia zwrotne sygnatoéw moga zachodzi¢ na wielu etapach sygnalizacji,
poczynajac od receptorow, na czynnikach transkrypcyjnych konczac. Niestety, w tym
przypadku na razie wigcej jest jeszcze pytan niz odpowiedzi na nie.

Sposréd bardzo wielu aspektow badan realizowanych obecnie oraz projektéw na
przyszto$¢ wydaje sig, ze gtownie dwa kierunki beda decydowaty o rozwoju tej pro-
blematyki naukowe;j. Jednym z nich sa poszukiwania nowych drog sygnalizacji i no-
wej roli biologicznej czasteczek sygnatowych, drugim — wykorzystanie znajomosci
mechanizméw sygnalizacji do terapii wielu chorob. Przyktadow poszukiwan w za-
kresie mechanizméw sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej jest bardzo duzo. Migedzy
innymi bada si¢ nadal udzial bialek wielodomenowych w czasowej i1 przestrzennej
koordynacji wybranych szlakow sygnatowych. Typowym przyktadem sa do$wiad-
czenia nad rola biatek dokujacych w regulacji aktywnos$ci kaskad enzymatycznych
(np. kaskady kinaz MAP). Intensywnie prowadzone sa tez poszukiwania nowych
funkcji znanych bialek sygnalizacyjnych, np. kinazy AMP (AMPK) w inhibicji
aktywnosci mTOR, oraz udzial czasteczek sygnatowych (m.in. wymienionych juz
AMPK i mTOR) w regulacji funkcji mitochondriow i procesach starzenia. Badana
jest rowniez rola receptoréw GPCR w przekazywaniu sygnatu przez neurotransmi-
tery (np. serotoning) i wykorzystanie znajomo$ci mechanizmow sygnalizacji w kon-
troli zaburzen centralnego uktadu nerwowego. Podobnie sprawdza si¢ znaczenie
czasteczek posredniczacych w sygnalizacji inicjowanej neurotrofinami w rozwoju
nowych, bardziej skutecznych lekow antydepresyjnych. Nowe koncepcje terapii
choréb niedokrwiennych stymuluja badania nad interakcja czynnikéw wzrostowych
1ich receptoréw (np. Ang2-Tie2) w tworzeniu nowych naczyn krwionosnych.

Wiele laboratoriow na catym $wiecie zajmuje si¢ dysfunkcja szlakow sygnali-
zacyjnych w chorobach hiperproliferacyjnych. Poczynajac od udziatu naturalnych
inhibitoréw w regulacji sygnatu mitogennego, przez badania roli kinaz i fosfataz
w regulacji wzrostu prawidtowego i neoplastycznego, do poszukiwan swoistych in-
hibitoréw szlakoéw mitogennych. Uzasadniong nadziej¢ w leczeniu chorob nowotwo-
rowych budza zwiazki, ktére hamujq aktywno$¢ kinaz biatkowych i/lub czasteczek
posredniczacych w przekazaniu sygnatu z udziatem tych enzymoéw. Nowe zwiazki
blokujace aktywacj¢ kinaz biatkowych zostaly juz wprowadzone do terapii prze-
ciwnowotworowej lub sa w trakcie badan klinicznych (przeciwciata monoklonalne,
inhibitory kinaz). Dyskutowana jest takze rola cytokin oraz sygnalizacji Jak-STAT
W patogenezie NOWOtWorow.

Poniewaz regulowane zewnatrzkomorkowo procesy metaboliczne organizméw
wielokomorkowych sa bezwzglednie zalezne od prawidtowo funkcjonujacych drog sy-
gnalizacji, jest rzecza oczywista, ze doktadne ich poznanie pomoze w wyjasnieniu wielu
zjawisk patologicznych. Wiadomo dzis$, ze ogromna liczba chorob wynika z mutacji,
zmienionej ekspresji lub uposledzonej funkcji biatek przenoszacych informacjg¢. Udo-
wodniono, ze zmiany w strukturze i/lub poziomie no$nikéw informacji hormonalne;j,
ich receptorow komorkowych oraz posrednikéw przenoszacych informacje do efek-
torow wewnatrzkomorkowych sa odpowiedzialne za rozregulowanie wielu procesow
fizjologicznych. Dlatego praca nad wszystkimi aspektami sygnalizacji migdzy- i we-
whnatrzkomorkowej wzbogaca nie tylko nasza wiedzg, lecz budzi zrozumiale nadzieje
na jej praktyczne zastosowanie, gtdwnie w medycynie i farmacji.
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57, 58,213

domeny FYVE 76, 80, 81, 84, 221
domeny PDZ 44, 76, 77,78, 79, 142, 143, 221
domeny PX 76, 80

domeny SH2 47, 48, 53, 70, 76, 77, 78, 80, 81,
82, 83, 84, 96, 99, 129, 130, 131, 132, 133,
140, 142, 144, 145, 156, 190, 207, 208, 211,
221

domeny SH3 53, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 86,
96, 129, 132, 133, 142, 144, 156, 161, 190,
195, 221

domeny $mierci 58, 59, 60, 76, 79, 80, 84, 213,
216,217

domeny TIM 58, 59

domeny wiazace kaspazy 79, 80, 171, 173
domeny WW 76, 77, 78, 79, 157, 221
DP zob. biatka DP

duze biatka G 90, 91, 92, 93
aktywacja i dezaktywacja 93
izoformy 91, 92
podjednostki 90, 91
uktady efektorowe 91

dynaminy 37

4E-BP zob. biatko wiazace czynnik elonga-
cyjny 4E

E2F zob. czynniki transkrypcyjne E2F

efektorowe domeny $mierci 76, 79, 80, 84,
171,217,219

EGF zob. naskérkowy czynnik wzrostowy

element (sekwencja) wiazacy biatka Smad 201,
202

element (wiazacy) odpowiadajacy na aktywing
162,203

element (wiazacy) odpowiadajacy na cAMP
162,201, 203

element (wigzacy) odpowiadajacy na hormon
32,33,34

endocytoza zalezna od receptoréw 29, 36, 38,
63

enzymy o aktywnosci dezintegryn i metalopro-
teinaz 62, 64, 160, 192, 193

epiregulina 22, 46

EPO zob. erytropoetyna

ER zob. epiregulina

ErbB zob. biatko erytroblastomy B

Erk zob. kinaza odpowiadajaca na sygnat
zewnatrzkomorkowy

erytropoetyna 21, 22, 116, 187, 208

FADD zob. biatko z domena $mierci asocjujaca
z receptorem Fas

FG zob. fosforylaza glikogenu
FGF zob. fibroblastyczny czynnik wzrostowy

fibroblastyczny czynnik wzrostowy 21, 22, 45,
46, 65, 67, 187, 188

FLIP zob. inhibitor kaspazy 8

fosfataza biatkowa 1 85, 86, 137, 138, 139,
183, 184, 185, 186
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fosfataza homologiczna z tensyna 125, 126,
140, 141, 143

fosfatazy biatkowe 137

fosfatazy cdc25 119, 120, 137, 139, 140, 141,
142,163, 189

fosfatazy o podwojnej swoistosci 140, 141

fosfatazy serynowo-treoninowe 137, 138, 139
budowa podjednostkowa 138
kompleksy enzymatyczne 138, 139
rodziny 138

fosfatazy tyrozynowe 139, 140, 141
o podwojnej swoistosci 140, 141
rodziny 140

fosfatazy zawierajace domeny SH2 132, 157,
190, 209, 211

fosfatydyloinozytole 80, 141, 143
fosfoinozytydy 77, 80, 82, 112, 141, 144
fosfolipaza A, 91, 92, 117, 151, 172

fosfolipaza C 80, 82, 91, 92, 93, 94, 98, 99,
143, 144, 145, 147
izoformy 143, 144
substraty i produkty 144, 145

fosforoliza glikogenu 181, 184, 186
fosforylaza glikogenu 185
FYVE zob. domeny FYVE

GAP zob. biatko aktywujace GTP-azg
GDF zob. czynniki wzrostu i réznicowania

GDNF zob. czynnik wzrostowy pochodzacy
z gleju

GEFs zob. czynniki stymulujace wymiang nu-
kleotydéw guaninowych

glipikany 65, 66

GPCR (R7G) zob. receptor sprzgzony
z biatkami G

GPRP zob. sekwencja rozpoznawana przez in-
tegryny w fibrynogenie

Grb2 zob. biatko adaptorowe zwiazane z recep-
torem czynnika wzrostu

GRF zob. koreceptory kinazy Ret
GS zob. syntaza glikogenu
GSK-3 zob. kinaza syntazy glikogenu 3

GTFs zob. podstawowe czynniki transkryp-
cyjne z rodziny TFII

HAT zob. acetylotransferaza histonow
HDAC zob. deacetylaza histonow

heregulina 46

heterodimeryzacja receptorow 69, 162, 202
HGF zob. czynnik wzrostu hepatocytow
homodimeryzacja receptorow 69

HR zob. heregulina

HRE zob. element odpowiadajacy na hormon
Hrk zob. biatka Bcl-2

IAPs zob. inhibitory apoptozy
IGF zob. insulinopodobny czynnik wzrostowy
IL zob. interleukina

IL-1RACP/IL-18RACP zob. biatka pomocnicze
receptorow IL-111L-18

IL-1Rp2 zob. biatko 2 podobne do receptora
IL-1

indeks 225

inhibitor blonowego receptora BMP i aktywin
50, 61,201, 204

inhibitor kaspazy 8 217, 219
inhibitory apoptozy 172, 173,217

inhibitory kinaz cyklinozaleznych 119, 120,
121,122
inhibitory Cip/Kip 119, 120, 121
inhibitory INK4 120, 121, 122

inozytolo-1,4,5-trifosforan 14, 92, 114, 144,
147, 151

insulinopodobny czynnik wzrostowy 22, 45,
46, 188, 190

integryny 54, 55, 56, 129, 200

interleukina 22, 24, 53, 56, 57, 58, 61, 64, 65,
66, 77,103, 131, 207, 209, 211, 212, 213

IP, zob. inozytolo-1,4,5-trifosforan
IRAK zob. kinaza zasocjowana z IL-1

IRS zob. substrat receptora insuliny

Jak zob. kinazy Janusa
JIP zob. biatka dokujace

INK/SAPK zob. kinaza biatkowa c-jun
N-koncowa/aktywowana stresem

kalmodulina 101, 128, 149, 150, 151, 184, 186

kanat jonowy regulowany napigciem 147, 148



Indeks

229

kanat wapniowy regulowany sygnatem 147, 148

kaskady kinaz MAP zob. kinazy aktywowane
miogenami

kaspazy 79, 169, 170, 171, 173, 174, 217, 218,
219
przedstawiciele 171
swoistos¢ substratowa 170, 171, 172
whasciwosci 171

kaweole 37
KFG zob. kinaza fosforylazy glikogenu

kinaza 3-fosfoinozytydow (fosfatydylo-3-ino-
zytoli) 48, 68, 80, 83, 84, 94, 98, 99, 110,
111, 125, 126, 133, 141, 142, 143, 182, 183
184, 185, 190, 192, 193, 203, 221
izoformy 142
klasy 142
substraty 143

kinaza aktywowana (zalezna od) AMP 125,
126,223

kinaza aktywowana zewnatrzkomorkowo 85,
115, 116, 182, 185, 191, 192, 193

kinaza biatka S6 182, 184, 203

kinaza biatkowa A 25, 86, 87, 93, 103, 107, 108,
109, 110, 116, 117, 159, 184, 185, 186, 221
aktywacja 109
budowa 108, 109
podjednostki 109

kinaza biatkowa B (kinaza Akt) 51, 99, 103,
104, 110, 111, 126, 143, 182, 183, 202
budowa 111
izoformy 111
mechanizm aktywacji 110
substraty 111

kinaza biatkowa C 86, 93, 107, 108, 111, 112,
113, 127,149, 151, 172, 192, 193, 203
budowa domenowa 112
izoformy 112
mechanizm aktywacji 112, 113
rodzina 112, 113

kinaza biatkowa c-jun N-koncowa/aktywowana
stresem 86, 115, 116, 117, 184, 203, 213

kinaza biatkowa G 103, 107, 108, 114, 115
izoformy 114
udzial w sygnalizacji wewnatrzkomorkowej
114, 115

kinaza fosforylazy glikogenu 184, 185, 186

kinaza odpowiadajaca na sygnat
zewnatrzkomorkowy 85, 86, 87, 115, 116,
161, 182, 184, 185, 192, 193, 203

kinaza Raf 85, 98, 111, 115, 116, 117, 172,
182, 185, 192

kinaza Ret (RET) 46, 66, 68, 133

kinaza syntazy glikogenu 3 111, 143, 161, 181,
182, 183, 185

kinaza zalezna od fosfatydyloinozytoli (1) 81,
108, 111, 126, 182, 183, 184, 190

kinaza zasocjowana z IL-1 57, 107, 212, 213

kinazy Abl 55, 107, 129, 133, 134, 155, 166,
222

kinazy adhezji komorkowej 129, 172

kinazy aktywowane mitogenami 85, 87, 98, 99,
115,116, 117,179, 182, 191, 201, 207, 212,
213,221,223

kinazy Aurora 118, 120, 122, 123, 173, 188
kinazy biatkowe AGC 108

kinazy biatkowe zalezne od Ca**/kalmoduliny
127

kinazy cyklinozalezne 108, 118, 119, 120, 121,
122, 126, 137, 141, 189, 192
regulacja aktywnosci 119, 122
regulacja cyklu komorkowego 120, 121
rodzaje cyklin 119, 120
rodzina kinaz cdk 121

kinazy Janusa 54, 70, 129, 130, 157, 192, 207,
208,209, 210, 211, 223
aktywacja 129, 130, 157, 209
budowa 129, 130
fosforylacja biatek STAT 131

kinazy Nrk 118, 123

kinazy serynowo-treoninowe 49, 52, 93, 107,
108, 115

kinazy Src 34, 47, 48, 51, 53, 76, 82, 107, 129,
131, 132,133, 155, 162, 192, 193, 207, 222
mechanizm aktywacji 132
rodzina kinaz Src 131

kinazy tyrozynowe 34, 35, 45, 51, 52, 55, 84,
98,99, 107, 128, 129, 144, 155, 172, 189,
193, 194, 207

kompleks sygnatowy indukujacy apoptozg 28,
216,217

koreceptory 65, 66
koreceptory kinazy Ret 66

LAP zob. peptyd zapewniajacy latencj¢ TGFf
leukotrieny 16, 17, 18, 19, 20
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ligand indukujacy apoptozg TNF-podobna 29,
58,159,215

ligandy receptorow o aktywnosci kinazy ty-
rozynowej 46

lokalizacja receptorow wewnatrzkomorkowych
31

LT zob. leukotrieny
LTBP zob. biatko wigzace LAP

MAPK zob. kinazy aktywowane mitogenami

MEK zob. kinaza aktywowana
zewnatrzkomorkowo

motyw dioni EF 144, 149, 150
motyw Geisowa 149, 151

mTOR zob. biatka mTOR

Myc zob. czynnik transkrypcyjny Myc

MyD88 zob. czynnik 88 réznicowania
komorek mieloidalnych

nAChR zob. nikotynowy receptor
acetylocholiny

naskorkowy czynnik wzrostowy 21, 22, 29, 38,
45, 46, 47, 48, 65, 69, 70, 82, 187, 188, 189,
192, 193, 197, 221

neurytyna 68
NF-AT zob. czynnik transkrypcyjny NF-AT
NGF zob. czynnik wzrostu nerwu

NICD zob. wewnatrzkomérkowa domena
biatka Notch

nikotynowy receptor acetylocholiny 40, 41
NLS zob. sekwencja lokalizacji jadrowe;j
NMDA zob. receptor asparaginianu

NO zob. tlenek azotu

NP zob. peptydy natriuretyczne (sodopgdne)
NRTN zob. neurytyna

P70S6K zob. kinaza biatka S6
palec cynkowy 80, 84, 153

PDGF zob. ptytkopochodny czynnik
WZzrostowy

PDK1 zob. kinaza zalezna od fosfatydyloi-
nozytoli (1)

PDZ zob. domeny PDZ

peptyd zapewniajacy latencje TGFf 103, 197,
198, 199, 200

peptydy natriuretyczne (sodopedne) 52
PG zob. prostaglandyny

PI3K zob. kinaza 3-fosfoinozytydow
(fosfatydylo-3-inozytoli)

PIAS zob. biatkowy inhibitor aktywnych STAT
PKA zob. kinaza biatkowa A

PKB zob. kinaza biatkowa B (kinaza Akt)
PKC zob. kinaza biatkowa C

PKG zob. kinaza biatkowa G

PLA, zob. fosfolipaza A,

PLC zob. fosfolipaza C

plejotropia sygnatu 21, 24, 48, 193

ptytkopochodny czynnik wzrostowy 21, 22,
24, 45, 46, 81, 82, 187, 188, 189, 197, 200

PMCA zob. pompa wapniowa btony
plazmatycznej

podstawowe czynniki transkrypcyjne z rodziny
TFII 34, 118, 153, 163

polokinazy 122

pompa wapniowa blony plazmatycznej 147
PP1 zob. fostataza biatkowa 1
prostaglandyny 17, 18, 19, 20, 30

PTB zob. domena wiazaca fosfotyrozyng
PTEN zob. fosfataza homologiczna z tensyna
PX zob. domeny PX

R7G (GPCR) zob. receptor sprzgzony
z bialkami G

Raf zob. kinaza Raf

Ras zob. biatka Ras

receptor asparaginianu 41, 42
receptor podobny do biatka Toll 58

receptor sprzezony z biatkami G 16, 42, 43, 44,
56, 83, 85, 89, 90, 93, 94, 98, 133, 147, 148,
192, 193, 221, 223

receptory angiopoetyn 45, 46

receptory cytokin 53, 54, 70, 130, 207, 208,
210,211,213
sygnalizacja Jak — STAT 208
sygnat inicjowany IL-1 213
uposledzenia przekazu sygnatu 210, 211
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receptory integrynowe 54, 55, 56, 129, 200

receptory jadrowe (wewnatrzkomorkowe) 9,
27,30, 31, 32, 33, 34

receptory jonotropowe 35, 39, 40, 41, 70
receptory Notch 29, 61, 62, 63, 160, 222

receptory o aktywnosci cyklazy guanylanowej
52,102

receptory o aktywnosci enzymatycznej 44

receptory o aktywno$ci fosfatazy tyrozynowej
44,51, 139, 140

receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowe;j
23,24, 38, 45,47, 48, 49, 52, 53,70, 96, 97,
143, 145, 147, 148, 158, 159, 182, 188, 194

receptory sieroce 30, 31, 32, 44, 45

receptory superrodziny TGFf 44, 50, 51, 65,
66, 84, 158, 198, 200, 201, 202, 204

receptory superrodziny TNF 24, 58, 59, 60,
216,217

receptory typu ,,cargo” 27, 28, 37
receptory z domena ,,discodin” 46, 49

recyklizacja (recyrkulacja) receptorow
btonowych 28, 36, 37, 38, 39

redundancja 24
RET zob. kinaza Ret (RET)

RGD zob. sekwencja rozpoznawana przez inte-
gryny w fibronektynie

RPTP zob. receptory o aktywnosci fosfatazy
tyrozynowej

RTK zob. receptory o aktywnosci kinazy
tyrozynowej

S6 zob. biatko rybosomowe S6

SBE zob. element (sekwencja) wiazacy biatka
Smad

sekwencja lokalizacji jadrowej 32, 33, 151,
156, 164, 166

sekwencja rozpoznawana przez integryny w fi-
bronektynie 56

sekwencja rozpoznawana przez integryny w fi-
brynogenie 56

sekwencja rozpoznawana przez integryny
w kolagenie I 56

SERCA zob. ATP-aza wapniowa retikulum
sarko/endoplazmatycznego

SRCE zob. kanat wapniowy regulowany
sygnatem

SH2 zob. domeny SH2

SH3 zob. domeny SH3

Shc zob. biatko homologiczne z Src

SHP zob. fosfatazy zawierajace domeny SH2
Smad zob. biatka Smad

SOCs zob. supresory sygnalizacji inicjowanej
cytokinami

STAT zob. biatka STAT

substrat receptora insuliny 48, 77, 82, 83, 111,
182, 183, 185, 190

supresory sygnalizacji inicjowanej cytokinami
157,209, 211

surwiwina 173, 174
syndekany 65, 66
syntaza glikogenu 113, 182, 183

TAFs zob. czynniki aktywujace transkrypcje

TFII zob. podstawowe czynniki transkrypcyjne
z rodziny TFII

TGFa zob. transformujacy czynnik wzrostowy
typu o

TGFp zob. transformujacy czynnik wzrostowy
typu 8

TGEFPR zob. receptory superrodziny TGFf3

TIE zob. receptory angiopoetyn

TIM zob. domeny TIM

TIR zob. domena wspolna dla receptorow Toll
ilL-1

tlenek azotu 101, 102, 103, 104, 114
TLR zob. receptor podobny do biatka Toll
TNF zob. czynnik martwicy nowotworu

Tollip zob. biatko oddziatujace z receptorem
Toll

TPO zob. trombopoetyna

TRADD zob. biatko z domeng $mierci
asocjujace z receptorem TNF

TRAF zob. czynnik asocjujacy z receptorem
TNF

TRAIL zob. ligand indukujacy apoptoze TNF-
-podobna

transformujacy czynnik wzrostowy typu o 22,
38, 46, 69, 164, 197
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transformujacy czynnik wzrostowy typu f3 22,
23,44, 49, 50, 51, 84, 103, 120, 197, 198,
199, 200, 201, 202, 203, 204
aktywno$¢ biologiczna 23, 203
magazynowanie 24
mechanizmy aktywacji receptora TGFf 51,
197,200, 201, 202, 203, 204
regulowana Smad ekspresja genow 84, 158,
202
synteza 197, 198
uwalnianie form dojrzatych 198, 199, 200

tratwy lipidowe 37
tromboksany 16, 17, 18
trombopoetyna 21, 22, 187, 208

TRRAP zob. biatko zasocjowane z domena
transaktywacji/transformacji

TSC1/2 zob. biatka stwardnienia guzowatego
Tx zob. tromboksany

typy receptorow blonowych 35

typy receptorow cytokin 24, 53, 56

typy receptorow GPCR 43

VEGF zob. czynnik wzrostowy naczyniowych
komorek endotelialnych

wewnatrzkomérkowa domena biatka Notch 61,
62, 63, 153, 160

WW zob. domeny WW
wymiennik jonowy Na/Ca (NCX) 147, 148
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