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JESZCZE RAZ O ZNACZENIU POLSKIEGO CZASOPISMIENNICTWA NAUKOWEGO

Szanowni Czytelnicy,

Wraz ze skierowaniem czwartego numeru kwartalnika ,,Postgpy Biochemii" do drukarni, w redakcyjnej poczcie pojawit si¢ list od Prezesa
Polskiej Akademii Nauk, Pana Profesora Andrzeja B. Legockiego, ktéry w cieptych stowach wyraza poparcie dla naszego czasopisma i dla nurtu
nowoczesnego polskojezycznego czasopismiennictwa naukowego oraz gratuluje nam nowej, atrakcyjniejszej formy edytorskiej i merytorycznej.
To bardzo zobowigzujace stowa, za ktdre jesteémy jako redakcja bardzo wdzieczni. JesteSmy réwniez niezmiernie dumni z powodu wielu dowo-
dow aprobaty dla dziatan redakcji ,,Postepéw Biochemii" w 2005 roku, spotykajacych nas ze strony Czytelnikéw czasopisma i jego Autoréw. To jest
tym bardziej znamienne, ze ,,Postepy Biochemii" borykaja sie z niedofinansowaniem, jak zreszta wiele dziedzin naszej rodzimej rzeczywistosci i sa
zmuszone, o czym pisaliSmy, do dramatycznych posunie¢ finansowych zmierzajacych do zbilansowania kosztéw czasopisma, tak by ukazywato sie
naczas i w jak najciekawszej formie edytorskiej. Jesli sie nam to dotad udaje to niewatpliwie zastuga ustepujacego zarzadu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, przede wszystkim Prezesa Towarzystwa w kadencji 2001-2005, Pani Prof. Jolanty Baranskiej, v-ce Prezesa Pani prof. Liliany Ko-
narskiej, Sekretarza Towarzystwa, Pana prof. Adama Szewczyka i Skarbnika, Pani dr Anny Dygas. To ich codzienna dziatalno$¢, inspirujace pomy-
sty i ciggte stowa zachety mobilizuja redakcje do dalszych wysitkéw. Redakcja jest przekonana, ze nowowybrane wtadze Towarzystwa odniosg sie
do naszego kwartalnika z podobna troska, uznajac je za jeden z wazniejszych elementéw kilkudziesigcioletniego dorobku naszej organizacji.

Oprécz pytan, czy ,,Postepy Biochemii" reprezentujg wysoki poziom merytoryczny, czy trafiajg w zapotrzebowanie jego Czytelnikéw i czy sa
atrakcyjne, jawi sie pytanie podstawowe, ktére powinnismy sobie zadac¢ jeszcze raz. Czy ,,Postgpy Biochemii" sg potrzebne? Czy kwartalnik w jezy-
ku polskim publikujacy artykuty przegladowe z biochemii, biologii molekularnej, biologii komoérki i nauk pokrewnych, ma racje bytu w dziedzi-
nach zdominowanych przez jezyk angielski, w ktdérych istniejg doskonate, o uznanej renomie czasopisma anglojezyczne, legitymujace sie wysokim
wspéiczynnikiem przebicia (ang. impactfactor)? Redakcja pozostawia to pytanie bez odpowiedzi, liczac na Panstwa opinie, ktére z przyjemnoscia
opublikujemy na tamach kwartalnika — nawet te opinie, a moze wiasnie te, ktére beda opowiadaty sie za likwidacjg czasopisma jako przezytku
dawnej epoki. Z tymi ostatnimi opiniami bedziemy polemizowali, ale to takze te mniej pozytywne oceny stymulujg redakcje do zmian i wskazuja
nam nowe kierunki, w ktérych powinnismy zmierza¢. Jednym z nich jest towarzyszenie bogatemu zyciu naukowemu w naszym kraju, czemu
dajemy wyraz wasnie w tym numerze ,,Postep6éw Biochemii", poswiecajac az 25% objetosci numeru wydarzeniom zwigzanym miedzy innymi ze
zjazdem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Lublinie.

Z okazji Swiat i Nowego 2006 Roku chciatbym Panstwu ztozyé najlepsze zycenia zdrowia, pomys$lnosci oraz wielu sukceséw w zyciu osobi-

stym i na niwie zawodowej.
oG

tawomir Pikula
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MAPA POLSKIE]J
Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej

w Warszawie — instytut planowo nietypowy

www.iimcb.gov.pl

Michat Witt, Agnieszka Ziemka,
Jacek Kuznicki

Miedzynarodowy Instytut Biologii Mo-
lekularnej i Komorkowej w Warszawie,
ul. Ks. Trojdena 4, 02-109 Warszawa,
tek: (22) 597 07 00, faks: (22) 597 07 15,
e-mail: secretariat@iimcb.gov.pl

Z zatozenia w Miedzynarodowym
Instytucie od poczagtku wszystko mia-
to by¢ nietypowe. Taka wiasnie niety-
powa byta réowniez cata dosé¢ skom-
plikowana jego geneza. Pod koniec lat
80-tych, na bazie rysujgcych sie prze-

Fotografia 1. Budynek Instytutu.

mian politycznych i $wiadomoscio-
wych, zaczela kietkowaé¢ nieSmiata
idea, ze moze warto bytoby pomysle¢
0 stworzeniu w Polsce zupetnie no-
wego, hiezaleznego i nowoczesnego
instytutu badawczego zajmujacego
sie molekularnymi i komérkowymi
podstawowymi badaniami biome-
dycznymi, jakiego tu jeszcze nikt nie
widziat. Dyskusje na ten temat pro-
wadzone w kregu miodych (wéw-
czas) docentow Instytutu Biologii
Doswiadczalnej PAN im. Marcelego
Nenckiego (Macieja J. Natecza, Jac-
ka Kuznickiego, Leszka Kaczmarka)
1 wynikajace z nich pomysty miaty
tym wiekszg szanse na realizacje, ze
spotykaty sie z przychylnoscig srodo-
wiska Instytutu oraz wiadz Polskiej
Akademii Nauk (6wczesnego Prezesa
prof. Leszka Kuznickiego i Prezydium
PAN), popierajacych powstawanie
réznych centréw miedzynarodowych
(w tym czasie tworzono na przykiad
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Miedzynarodowe Centrum Ekologii
PAN w todzi) oraz wsparciem przed-
stawicieli UNESCO (prof. Angelo
Azzi). To whasnie UNESCO, w osobie
o6wczesnego Dyrektora Generalnego
prof. Federico Mayora (zresztg na-
ukowca-biologa), z punktu zadeklaro-
tywy. Szkic propozycji programowej,
wstepnie stworzony przez Macieja
J. Natecza i Angelo Azziego, zostaje
ogtoszony drukiem w 1991 roku (Net-
News, Bulletin of the Molecular and
Celi Biology Network, UNESCO).
W nastepnym roku na fali zapoczat-
kowanych zmian powstaje Polska
Sie¢ Biologii Molekularnej i Komaér-
kowej UNESCO-PAN. W 1993 roku,
w wyniku wielostronnych negocjaciji,
jeden z nowo budowanych na Kam-
pusie Ochota budynkow zostaje prze-
znaczony dla — i tutaj uwaga! — nie
istniejgcego jeszcze, jakkolwiek plano-
wanego, miedzynarodowego instytu-
tu badawczego. ldea ta zostaje zaak-
ceptowana i poparta oficjalnie przez
27 Sesje Konferencji Generalnej UNE-
SCO. W 1994 roku zaréwno nowo po-
wstaty Komitet Badan Naukowych,
jak i Prezydium Polskiej Akademii
Nauk akceptujg inicjatywe UNESCO,
co skutkuje podpisaniem w maju 1995
roku przez Dyrektora Generalnego

Fotografia 2. Po uroczystym podpisaniu umowy
w siedzibie UNESCO w Paryzu. Od lewej prof. A.
tuczak, wicepremier Rzadu RP i prof. F. Mayor,
dyrektor generalny UNESCO.

UNESCO prof. F. Mayora oraz wice-
premiera Rzadu RP i przewodniczg-
cego KBN prof. A. Luczaka miedzyna-
rodowego porozumienia powotujgce-
go Miedzynarodowy Instytut Biologii

BIOCHEMII

Molekularnej i Komoérkowej w War-
szawie. Zarys programu dziatania In-
stytutu zostaje przedstawiony w arty-
kule J. Kuznickiego opublikowanego
w kwartalniku Nauka (Nr 4/1995).
Pierwszym dowodem aktywnosci na-
ukowej powotanego, jakkolwiek cig-
gle jeszcze nieistniejagcego (typowe?)
instytutu, staje sie miedzynarodowa
konferencja naukowa ,New Fron-
tiers in Celi and Molecular Biology"
zorganizowana w Warszawie w paz-
dzierniku 1995 roku, z udziatem staw
Swiatowej biologii. W tym samym
czasie Sejm oraz Prezydent RP ratyfi-
kuja miedzynarodowe porozumienie
Z maja tegoz roku. Wreszcie w 1996
roku Prezydium PAN powotuje do
zycia Zaktad Biologii Molekularnej
i Komorkowej PAN, ktorego jedynym
zadaniem organizacyjnym ma by¢ po-
wotanie do zycia Miedzynarodowe-
go Instytutu o analogicznej nazwie.
Zaktadem Kkieruje Maciej J. Natecz,
od samego poczatku spiritus movens
calego przedsiewziecia. To gtdwnie
dzieki jego uporowi i umiejetnosciom
dyplomatycznym idea stworzenia
Miedzynarodowego Instytutu staje
sie coraz bardziej realna. Na tym eta-
pie do wymienionych juz wczes$nigj
animatoréw idei powotania miedzy-
narodowego instytutu dotgczaja Ry-
szard Przewtocki z Krakowa i Michat
Witt z Poznania. Ta 5-osobowa grupa,
wspierana przez Matgorzate Mos-
sakowska i Andrzeja Sliwowskiego,
w praktyce zabiera sie za organizo-
wanie majacego powstac¢ instytutu.
Nieoceniong pomoc w tym dziele
niosg pracownicy Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenc-
kiego, Hanna Michalska (ksiegowosc¢)
oraz Zbigniew Przygoda wspierany
przez Barbare Wiackiewicz (sprawy
admnistracyjne). Trzeba zaznaczy¢, ze
poczatkowe etapy organizacji i dzia-
fania Miedzynarodowego Instytutu
bez pomocy i wsparcia Instytutu im.
Nenckiego nie bytyby mozliwe. Wia-
$ciwe podstawy prawne dla funkcjo-
nowania Miedzynarodowego Insty-
tutu stwarza jednak dopiero ustawa
sejmowa z 26 czerwca 1997 roku —do
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tego momentu takie jednostki nauko-
we 0 miedzynarodowym charakterze
w polskim systemie prawnym w og6-
le nie istniaty. Sejm uchwalit jg gtow-
nie dzieki skutecznym staraniom po-
stbw Unii Demokratycznej z Krzysz-
tofem Dotowym na czele.

W 1998 roku po raz pierwszy zbie-
ra sie powotany Miedzynarodowy
Komitet Doradczy Instytutu. Dyrek-
torem tworzonego Instytutu wybra-
ny zostaje Wioch, prof. Angelo Azzi,
pracujacy na Uniwersytecie w Ber-
nie, za$ jego zastepcami zostajg Jacek
Kuznicki i Michat Witt (ten pierwszy
decyzjg Prezesa PAN petni faktycz-
nie obowiazki dyrektora). Wreszcie
1 stycznia 1999 roku, po rozwigzaniu
Zaktadu PAN, swoj nareszcie nieza-
lezny zywot rozpoczyna Miedzynaro-
dowy Instytut Biologii Molekularnej
i Komoérkowej. Problem w tym, ze
wtedy jeszcze kadrowo wyposazony
wytacznie w sztab administracyjny,
bez pracownikéw badawczych. Co
gorsza, w tamtym momencie jeszcze
bez jakichkolwiek funduszy na dzia-
talno$¢ badawcza, zaledwie z bardzo
maglistymi widokami na ich uzyska-
nie. Stan ten bardzo szybko sie zmie-
nia. W tym samym roku rozstrzygnie-
te zostajg konkursy na stanowiska
profesorskie i ruszajg dwa pierwsze
laboratoria badawcze dr Jarostawa
Dastycha (Laboratorium Immunologii
Molekularnej) oraz prof. Macieja Zy-
licza (Zakiad Biologii Molekularnej).
Od 2002 roku prof. J. Kuznicki zostaje
dyrektorem Instytutu, a prof. M. Witt
wicedyrektorem d/s naukowych —te
nominacje defacto sankcjonowaty stan
faktyczny istniejacy w MIBMIK od
poczatku jego formalnej dziatalno-
§ci. Od tego momentu sprawy toczg
sie jeszcze szybciej, cho¢ nastepujacy
dalej dynamiczny rozwéj Miedzyna-
rodowego Instytutu w dalszym ciggu
wpisuje sie w opowies¢ o bycie wielce
nietypowym.

Poza samag geneza Miedzynaro-
dowego Instytutu, jego zasadnicza
odmiennos¢ na tle innych krajowych
jednostek badawczych zawarta jest
w organizacyjnych zalozeniach wyj-
sciowych, zwerbalizowanych w usta-
wie sejmowej o Instytucie. Zasad-
niczym elementem tej odmiennosci
jest brak tradycyjnej Rady Naukowej,
a funkcjonowanie w jej miejsce Mie-
dzynarodowego Komitetu Dorad-
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czego (MKD). W jego skiad wchodzg
wybitni naukowcy réznych narodo-
wosci, ktorzy zbierajg sie na dorocz-
nych posiedzeniach w Instytucie, zas
zasadnicza cze$¢ pracy cztonkowskiej
w ciggu roku wykonujg na odlegtosé
przy uzyciu poczty elektronicznej.
Druga istotna odmienno$¢ wynika
z faktu, ze wszystkie stanowiska w In-
stytucie obsadzane sg w drodze kon-
kursu, a stanowiska kluczowe w dro-
dze konkursu miedzynarodowego.
Dotyczy to stanowiska dyrektora oraz
kierownikéw grup badawczych (la-
boratoriéw), ktérzy po zatrudnieniu
otrzymujg w Instytucie pozycje pro-
fesorskie. Co istotne od kandydata na
kierownika grupy badawczej wyma-
gany jest tylko doktorat a nie habili-
tacja. Zasadniczym wstepnym kryte-
rium oceny kandydatéw jest gtéwnie
jakos¢ dotychczasowego dorobku na-
ukowego oraz naukowa atrakcyjnos¢
propozycji badawczej. Proces selekcji
liderow grup badawczych jest dwu-
stopniowy — najpierw naptywajace
kandydatury sg wstepnie oceniane

Fotografia 3. W przerwie posiedzenia Migedzynaro-
dowego Komitetu Doradczego Instytutu w dniu 11
czerwca 2005 r. Od lewej (pierwszy rzad): J. Kuznic-
ki, U. Biatek-Wyrzykowska, J. G. Sutcliffe, A. Azzi;
rzad drugi: W. Stec, J. Mallet, M. J. Natecz, L. Kacz-
marek, A. A. Bogdano; (gérny rzad): W. Huttner,
R. Przewtocki, R. P. Ericsson, M. Witt, J. Duszynski,
M. Zylicz.

przez kilkuosobowa komisje, powo-
tang przez Miedzynarodowy Komitet
Doradczy. Kandydaci zakwalifikowa-
ni na krotka liste (z reguty od 4 do 6
0s0b) zapraszani sg do wygtoszenia
seminariow w obecnosci cztonkow
MKD. Po wystuchaniu seminariow
oraz  przeprowadzeniu rozmow
z kandydatami, cztonkowie MKD
rekomendujg Dyrektorowi Instytutu
osobe (lub —jak bywato — osoby) do
zatrudnienia w MIBMiK. Ta, wypra-
cowana juz przez ostatnich kilka lat,
procedura kwalifikacyjna wydaje sie
gwarantowac wiasciwg obiektywnosé

lefektywnos$¢ w wyborze najlepszych
kandydatéw. Wybrani liderzy grup
uzyskujg zatrudnienie na zasadzie
kontraktowej na 5 lat, powierzch-
nie laboratoryjng z meblami i czesto
z podstawowym wyposazeniem, do-
step do aparatury ogdlnoinstytutowe;j
(a wiasciwie cata aparatura w MIB-
MiK moze by¢ tak nazwana), pakiet fi-
nansowy ,,start-up funds" oraz mozli-
wos$¢ natychmiastowego zatrudnienia
2 doktorantéw. Zatrudnienie dalszych
pracownikéw moze mie¢ miejsce juz
tylko w oparciu o zdobywane dodat-
kowe fundusze zewnetrzne. Zgodnie
z zatozeniem, kazdy lider grupy pod-
lega formalnej ocenie po pierwszych
trzech latach swej dziatalnosci - oce-
ne te prowadzg wybrani cztonkowie
Miedzynarodowego Komitetu Dorad-
czego, opierajgc sie na opiniach ze-
wnetrznych recenzentow. Wynik tej
ewaluacji decyduje, czy kontrakt lide-
ra grupy zostanie przedtuzony na ko-
lejne lata. Powtarzajgce sie pozytywne
wyniki oceny okresowej umozliwiajg
wejscie w system ,rolling tenure";
ocena negatywna réwnoznaczna jest
z decyzja o zakonczeniu w przeciggu
dwoéch lat dziatalnosci naukowej na
terenie MIBMIK i rozwigzaniu grupy.
Sama obserwacja dotychczasowych
o$miu konkurséw na stanowiska
profesorskie juz dostarcza dowodow
na rosnaca atrakcyjnos¢ MIBMIK
w miedzynarodowym $rodowisku
naukowym. Do pierwszego konkur-
su ogtoszonego w roku 1998 staneto
6 kandydatow, dwa ostatnie konkur-
sy w latach 2004 i 2005 przyciagnety
kazdorazowo 26 kandydatow, w tym
wiekszo$¢ z zagranicy.

Poktosiem tych o$miu konkursow
jest 6 obecnie funkcjonujgcych labora-
toriow: Zaklad Biologii Molekularnej
Macieja Zylicza (biologia i biochemia
biatek opiekunczych), Laboratorium
Bioinformatyki i Inzynierii Biatka Ja-
nusza Bujnickiego (analiza bioinfor-
matyczna enzymow modyfikujacych
kwasy nukleinowe), Laboratorium
Biologii  Strukturalnej MPG/PAN
Matthiasa Bochtlera (analiza krysta-
lograficzna ztozonych biomolekut ko-
moérki), Laboratorium Neurodegene-
racji Jacka Kuznickiego (proteomika
i genomika choréb neurodegeneracyj-
nych), Laboratorium Biomodelowa-
nia Stawomira Filipka (modelowanie
biatek btonowych) oraz Laboratorium
Biologii Komorki Marty Miaczyn-
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skiej (komorkowe mechanizmy trans-
dukcji sygnatu). Najnowsze, si6dme
z kolei Laboratorium Neurobiologii
Molekularnej i Komoérkowej Jacka Ja-
worskiego, ktére bedzie sie koncen-
trowato na badaniu mechanizmoéw
rozwoju drzewa dendrytowego, jest
w stadium organizacji - rozpoczyna
dziatalnos¢ w listopadzie 2005 roku.
Warto doda¢, ze na terenie Instytutu
funkcjonowaty wczesniej rowniez:
Laboratorium Bioinformatyki Leszka
Rychlewskiego (1999-2002), Laborato-
rium Neurologii Molekularnej Micha-
ta Hetmana (2000-2003, przeniesione
na University of Kentucky, Louisvil-
le, USA) i Laboratorium Immuno-
logii Molekularnej Jarostawa Dasty-

Fotografia 4. Wizyta prezesa Rady Ministréow, prof.
M. Belki, w dniu 22 pazdziernika 2004 r. Na zdje-
ciu w rozmowie z dr M. Bochtlerem, kierownikiem
Pracowni Biologii Strukturalnej MPG/PAN.

cha (1999-2004). Ogdlna liczba oséb
pracujacych w MIBMIK to ponad 80,
w tym 40 doktorantéw i 20 pracowni-
kéw naukowo-badawczych. W latach
2001-2004 liczba oséb zatrudnionych
na etatach wyniosta $rednio 22.

Oddzielnej wzmianki wymaga
Laboratorium Biologii Strukturalnej
i jego — rowniez nietypowa — histo-
ria. W wyniku kilku kolejnych wizyt
w MIBMiK 6éwczesnego Wiceprezy-
denta Max Planck Gesselschaft (MPG)
prof. Klausa Hahlbrocka, zrodzit sie
pomyst zorganizowania na terenie
Instytutu laboratorium, ktére finan-
sowane bytoby w catosci przez MPG.
W pazdzierniku 2000 roku Prezydent
MPG oraz Prezes PAN podpisali
umowe, zobowigzujac sie do wzajem-
nego zorganizowania i sfinansowania
laboratoriow badawczych w ramach
MPG/PAN Junior Research Group
Program. W wyniku ogtoszonego
miedzynarodowego konkursu (7 kan-
dydatéw ubiegajacych sie o pozycje),
na szefa laboratorium w Warszawie
wybrano dr Matthiasa Bochtlera, mto-
dego, niezwykle obiecujgcego nie-
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mieckiego krystalografa biatkowego,
ucznia noblisty prof. Roberta Hubera.
Strona niemiecka w catosci wyposa-
zyta nowo powstajgce laboratorium,
zakupujac wysokiej klasy dyfrakto-
metr rentgenowski wraz z oprzyrza-
dowaniem —jest to prawdopodobnie
najnowoczesniejsza tego typu apara-
tura znajdujgca sie w Polsce. Matthias
wkrotce objat laboratorium, meznie
biorac nasiebie ciezar walk ze sprowa-
dzeniem skomplikowanej i kosztow-
nej aparatury do Polski. Natychmiast
tez przystgpit do organizowania mie-
dzynarodowego zespotu badawcze-
go, ktdérego filarem organizacyjnym
stat sie Roman Szczepanowski. Po
nietatwym okresie adaptacji do pol-
skich warunkoéw, Matthias rozpoczat
bardzo intensywng prace badawcza,
przynoszaca Swietne efekty publika-
cyjne. Wszyscy pracownicy w jego
grupie optacani sg przez MPG lub ich
wyhnagrodzenia pochodzg z grantow
zewnetrznych. Matthias Bochtler for-
malnie zatrudniony jest w Max Planck
Institute for Cell Biology and Genetics
(MPI-CBG) w Dreznie.

W (nieco spdznionej) odpowiedzi
na ustanowienie laboratorium MPG
w warszawskim Instytucie, w 2005
roku, zgodnie z umowg miedzynaro-
dowa, strona polska ogtosita konkurs

korteksu komoérkowego. Jej laborato-
rium w Dreznie, formalnie wchodza-
ce w skiad struktury Miedzynarodo-
wego Instytutu w Warszawie (gdzie
Ewa bedzie zatrudniona wraz z post-
dokiem, doktorantem i technikiem),
ma rozpoczg¢ dziatalno$¢ z poczat-
kiem 2006 roku.

O tym czy faktycznie idea stojgca
u podstaw stworzenia nhowego, inne-
go niz pozostate, miedzynarodowe-
go instytutu badawczego pociagneta
za soba réwniez sukces naukowy,
Swiadczy¢ powinno przetozenie tych
dziatan na powszechnie uznawany
miernik produktywnosci naukowej:
jako$¢ publikacji. Od roku 2000 do
potowy 2005 roku pracownicy MIB-
MiK opublikowali ponad 200 prac
naukowych, w tym: 7 w Biochemistry,
4 w EMBO Journal, 5 w FEBS Eetters, 2
w Gene, 2J w Journal of Biological Che-
mistry, 4 w Journal o/Molecular Biology,
10 w Nucleic Acids Research, 8 w Pro-
tein Science, 1 w Proceedings of Natio-
nal Academy of Sciences, 1 w Nature,
2 w Europcan Journal of Biochemistry,
3 w Bioinformatics oraz 4 w Proteins.
Ponadto w tym samym okresie w In-
stytucie realizowano 29 projektéw
badawczych Komitetu Badarn Nauko-
wych (w tym 4 projekty zamawiane)
oraz 2 projekty Fundacji na Rzecz

Fotografia 5. W przerwie sesji sprawozdawczej Instytutu. Mierki 2004 r.

na analogiczng pozycje finansowang
przez Ministerstwo Nauki i Informa-
tyzacji (uchwata KBN z grudnia 2003
roku). Laboratorium ma zosta¢ zorga-
nizowane w drezderiskim MPI-CBG.
Rozegrany miedzynarodowy kon-
kurs, na ktéry zgtosito sie 17 kandy-
datéw, wytonit biofizyka Ewe Paluch,
pracujaca w Institute Curie w Paryzu,
a zajmujacg sie mechanika przeptywu

Nauki Polskiej. Istotnym elementem
finansowania dziatalnosci badawczej
w MIBMIiK staty sie projekty miedzy-
narodowe: w ramach 5 Programu Ra-
mowego UE uzyskano tu 7 grantow
(z tego jeden koordynowany przez
MIBMIiK), w 6 Programie Ramowym
7 grantow, ponadto 2 projekty finan-
sowane przez National Institutes of
Health (NIH), jeden przez Europe-
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an Molecular Biology Organisation
(EMBO), dwa przez Howard Hu-
ghes Medical Institute (HHMI), jeden
wspolnie przez EMBO/HHMI oraz
jeden przez Wellcome Trust.

Tak znaczny sukces w uzyskiwaniu
finansowania zewnetrznego w istot-
ny sposéb wptywa na ksztatt budzetu
MIBMiK. W 2004 roku budzet Instytu-
tu wynioést ponad 9 min ztotych, z cze-
go 30% pochodzito z dotacji statuto-
wej, 13% subwencji budzetowej za-
gwarantowanej zapisem ustawowym
(via PAN), 6% z grantow krajowych,
24% z grantéw zagranicznych i 27%
z subwencji SPUB-M towarzyszacej
grantom zagranicznym. Od 2001 roku
Instytut nosi tytut Centrum Doskona-
tosci, uzyskany w ramach 5 Programu
Ramowego UE (Centre of Excellence
in Molecular Bio-Medicine).

Fotografia 6. Zajecia Szkoty Festiwalu Nauki dla
mtodziezy. Izolacja DNA metoda kuchenna.

Cho¢ MIBMIiK nie ma wiasnego
studium doktoranckiego, aktyw-
nie uczestniczy w wielu rdéznych
programach edukacyjnych. Od lat
Instytut w istotny sposdb wspie-
ra, jako jeden ze wspoizatozycieli,
dziatalnos$¢ Studium Medycyny Mo-
lekularnej (SMM), gtéwnie poprzez
finansowanie czesci jego dzialalno-
§ci z budzetu Centrum Doskona-
fosci. Na terenie MIBMiK rowniez
organizowane sg regularne, co-
roczne kursy SMM: kurs biologii
molekularnej (organizator prof.
L. Konarska) i kurs genetyki czto-
wieka (organizator prof. M. Witt).
Ciekawa inicjatywa edukacyjna,
.zainicjowang przez rektora Uniwer-
sytetu w Utrechcie i zarazem czton-
ka Miedzynarodowego Komitetu
Doradczego MIBMIiK prof. Wille-
ma Gispena, stato sie uruchomienie
miedzynarodowego programu dok-
toranckiego wspdlnie z tamtejszym
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Uniwersytetem. Zgodnie z podpi-
sang umowa strona holenderska
zapewnia 4-letnie stypendia dokto-
ranckie oraz mozliwos$¢ odbycia sta-
zy naukowych w Utrechcie; kazdy
doktorant ma polskiego promoto-
ra i holenderskiego ko-promotora,
praca realizowana jest w laborato-
rium polskim, za$ dysertacja musi
zosta¢ obroniona na Uniwersytecie
w Utrechcie, zgodnie z tamtejszymi
zasadami formalnymi i standarda-
mi naukowymi. Doktoranci wyko-
nujg swoje prace doktorskie w kilku
krajowych osrodkach badawczych,
a naukowo-organizacyjnym Kkoor-
dynatorem programu jest MIBMiK.
Na przestrzeni lat w programie bie-
rze udziat 8 doktorantow (pieciu
w MIBMIK), z czego dwie dyserta-
cje juz zostaty w Utrechcie obronio-
ne (jedna cum laude).

Duzg wage rowniez przykiada
sie tutaj do popularyzacji nauki: na
terenie Miedzynarodowego Insty-
tutu od 2002 roku dziata nieprze-
rwanie Szkota Festiwalu Nauki,
kierowana przez Joanne Lilpop
(wczesniej przez zatozyciela SFN,
Jarostawa Bryka), wspotfinansowa-
na przez MIBMiK, Instytut Biologii
Doswiadczalnej PAN im. Marcele-
go Nenckiego i Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN. Celem jej dziatal-
nosci sg szeroko rozumiane dzia-
fania edukacyjne i popularyzujgce
zagadnienia biologii w Polsce, a w
szczego6lnosci prowadzenie og6lno-
dostepnych wyktadoéw, szkolen, po-
kazow i warsztatow dla miodziezy
i nauczycieli szk6t gimnazjalnych
i ponadgimnazjalnych, itp.

Reasumujac, w drugiej potowie
lat 90-tych powstat w Polsce nowo-
czesny instytut naukowy zajmujacy
sie badaniami podstawowymi w za-
kresie nauk biomedycznych, ktory
w ciggu niecatych 7 lat swej dziatal-
nosci zaistnial znaczaco w europej-
skiej przestrzeni badawczej. Jednym
z dowodow na dostrzezenie Instytu-
tu przez zagranice sg bardzo czeste
wizyty licznych gosci: naukowcdéw,
organizatoréw nauki, przedstawicie-
li przemystu biotechnologicznego,
politykow oraz dziennikarzy. Nowo-
czesna formuta Instytutu sprawdza
sie i pokazuje, ze oparcie dziatalno-
sci instytutu badawczego wytacznie
0 kompetytywne Kkryteria meryto-

ryczne, sprawng organizacje, zycz-
liwg atmosfere pracy mozliwe jest
rowniez w Polsce: prowadzi do od-
miodzenia kadry badawczej, umie-
dzynarodowienia dziatalnosci (zresz-
ta zgodnie z nazwa Instytutu), a co
za tym idzie do utrwalenia wysokich
standardow pracy naukowej. W ten
spos6b wykreowane zostato miejsce,
do ktérego warto wroci¢ po udanym
stazu podoktorskim w renomowa-
nym osrodku zagranicznym. Tutaj,
w Miedzynarodowym Instytucie,
tacy mtodzi ludzie moga sie zmierzy¢
nie tylko z wyzwaniem naukowym,
ale rowniez majg okazje zasmakowac
wczesnej samodzielnosci w prowa-
dzeniu grupy badawczej. Co wiecej,
przykiad laboratorium Michata Het-
mana, ktéry w ciaggu 3 lat stworzyt
w MIBMIiK na tyle atrakcyjne labo-
ratorium, ze zostato ono ,,kupione"
przez prezny Uniwersytet w USA
Swiadczy, ze danie takiej samodziel-
nosci odpowiednim osobom, nawet
bez habilitacji, jest stuszne i przynosi
pozytywne efekty naukowe. Co cie-
kawe, tym miodym ludziom wecale
nie przeszkadza kontraktowos$¢ za-
trudnienia w Instytucie i zwigzany
z tym brak stabilizacji, znajg bowiem
swojg wartos¢. Miedzynarodowy In-
stytut a priori postawit na mitodych
zdolnych naukowcdw, oferujac im
wiele, ale jednoczes$nie wiele wyma-
gajac. Po pierwszych siedmiu latach
dziatalnosci Instytutu wydaje sig,
zeby byly to zatozenia stuszne.

) e

Fotografia 7. Od lewej prof. Jacek Kuznicki, dyrek-
tor Instytutu i prof. Michat Witt, zastepca dyrektora
d/s naukowych.

Doktadne infonnacje o Miedzynaro-
dowym Instytucie Biologii Molekular-
nej i Komérkowej w Warszawie mozna
znalez¢ na stronie internetowej: www.
iimcb.gov.pl
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POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

Nowe witadze Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Walne Zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, ktére odbyto sie 21 wrzesnia 2005 r. w czasie dorocznego
Zjazdu Towarzystwa w Lublinie, powotato nowy Zarzad Gtéwny i Komisje Rewizyjng na lata 2005-2008. Prezesem To-
warzystwa wybrany zostat prof. Lech Wojtczak z Warszawy, a vice-prezesem ponownie prof. Liliana Konarska, réwniez
z Warszawy. W sktad Zarzadu weszli takze prof. Edward Barilkowski (Biatystok), prof. Jolanta Baraniska (dotychczasowy
Prezes, Warszawa), prof. Jan Barciszewski (Poznan), prof. Dariusz Chlubek (Szczecin), dr Anna Dygas (Warszawa), prof.
Andrzej Dzugaj (Wroctaw), prof. Marek Gniazdowski (£6dz), prof. Teresa Jakubowicz (Lublin), prof. Wiestawa Jarmusz-
kiewicz (Poznan), prof. Piotr Laidler (Krakéw), prof. Stawomir Pikuta (Warszawa), prof. Adam Szewczyk (Warszawa),
dr Teresa Wesotowska (Szczecin) i prof. Michat WozZniak (Gdansk). Z tego sktadu na posiedzeniu Zarzadu Gtéwnego To-
warzystwa w dniu 15 listopada zostali wytonieni Sekretarz, prof. Stawomir Pikuta i Skarbnik, dr Anna Dygas. Do Komisji
Rewizyjnej wybrane zostaty prof. Ewa Birkner (Zabrze), prof. Wirginia Janiszowska (Warszawa) i prof. Zofia Szweykow-
ska-Kulinska (Poznan). Ponizej zamieszczamy krotka wypowiedz nowowybranego Prezesa Towarzystwa.

Redakcja

Szanowne Kolezanki, Szanowni Koledzy

Cztonkowie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego!

Walne Zebranie powierzyto mi
funkcje Prezesa Towarzystwa na naj-
blizsze trzy lata. Przed laty miatem
juz zaszczyt kierowaé Towarzystwem
przez dwie kadencje, a i p6zniej pozo-
stawatem w S$cistym kontakcie z wia-
dzami Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego. Sprawy Towarzystwa nie
sg wiec mi obce, chociaz zar6wno stan
polskiej biochemii, jak i sytuacja naszej
organizacji ulegajg nieustannej ewolu-
cji. Zawsze jednak, nawet w trudnych
czasach u zarania istnienia Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego,
ogromng wage przykiadaliSmy do
utrzymania przez naszych cztonkéw
i przez nasze Towarzystwo bliskich
kontaktéw z nauka Swiatowg. Wyra-
zem tego byt miedzy innymi fakt, ze
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
zostato cztonkiem-zatozycielem Fede-
racji Europejskich Towarzystw Bio-
chemicznych (FEBS), a trzeci zjazd Fe-
deracji w 1966 odby# sie w Warszawie.
Réwniez trzecim z kolei Przewodni-
czacym FEBS w latach 1966-1967 byt
nasz kolega, prof. Kazimierz Zakrzew-
ski. Znacznie poézniej przywilej re-
prezentowania Polski w Radzie FEBS
oraz w jednej z komisji przypadt mnie.
Nasz udziat w tej miedzynarodowej
organizacji naukowej wzrést jednak
nieporéwnanie w ostatnich latach.
Nalezy tu wymieni¢ przede wszyst-
kim ogromny sukces ubiegtoroczne-
go Kongresu FEBS zorganizowanego
w Warszawie w 40-tg rocznice zato-
zenia FEBS oraz zajmowanie przez
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naszych przedstawicieli kilku waz-
nych stanowisk we wiladzach FEBS.
Na pierwszym miejscu przypomne, ze
funkcje Przewodniczacego FEBS od te-
raz przez najblizszy rok bedzie petnita
prof. Jolanta Baraniska. Ponadto kole-
dzy nasi zajmujg kilka waznych i od-
powiedzialnych stanowisk we wia-
dzach Federacji, a mianowicie prze-
wodniczacego Komisji Stypendialnej
(prof. Maciej Natecz), cztonka Komisji
Wydawniczej (prof. Jerzy Duszynski),
cztonka Grupy Roboczej d/s krajow
Centralnej i Wschodniej Europy (prof.
Andrzej Dzugaj) oraz petnomocnika
d/s organizacji kongreséw FEBS (prof.
Adam Szewczyk). Sadze, ze obecny
Zarzad naszego Towarzystwa winien
dalej wspiera¢ wymienionych kole-
goéw w ich dziatalnosci na rzecz FEBS,
a takze podtrzymywac i umacniaé na-
szg obecnos¢ we wiadzach Federacji.

Niemniej wazna bedzie dziatalnos¢
w kraju. Mam tu na mysli przede
wszystkim utrzymanie wysokiego po-
ziomu naukowego dorocznych Zjaz-
doéw Towarzystwa. ldzie to w parze
z udzielaniem daleko idacej pomocy,
zarébwno merytorycznej, organizacyj-
nej, jak i finansowej Oddziatlom To-
warzystwa, podejmujgcym sie organi-
zacji zjazdow. Poza ogolnokrajowymi
zjazdami wazng role w rozwoju pol-
skiej biochemii powinny petni¢ mniej-
sze sympozja i konferencje o wezszej
problematyce naukowej. Widze tu
szerokie pole do dziatalnosci zaréw-
no dla Oddziatéw jak réwniez, przy

wsparciu Zarzadu Gtéwnego Towa-
rzystwa, dla konkretnych osrodkow
naukowych.

Wizytéwka Towarzystwa sg jego
wydawnictwa. Postepy Biochemii od
stycznia biezgcego roku ukazujg sie
w nowej, atrakcyjnej szacie graficznej.
Acta Biochimica Polonica osiggne-
ty wspotczynnik cytowalnosci (ang.
impact factor) powyzej jednosci (1,032
za 2004 rok). Jest i bedzie naszg wiel-
kg troska, by poziom obu czasopism
nadal wzrastat. Moze nie bez znacze-
nia bedzie tu fakt, ze w skfad nowowy-
branego Zarzadu Gtéwnego wchodzg
redaktorzy naczelni obu czasopism.

Do Towarzystwa nalezy wielu
miodych naukowcéw, w tym duza
rzesza uczestnikow studiéow dokto-
ranckich w catym kraju. Daje im to
miedzy innymi mozliwos$¢ korzysta-
nia z pomocy finansowej FEBS przy
ubieganiu sie o udzial w miedzyna-
rodowych kursach organizowanych
przez Federacje. Cieszyt nas rowniez
udziat miodych biochemikéw, kto-
rzy, jako wolontariusze, tak licznie
i ochoczo pomagali przy organiza-
cji ubiegtorocznego Kongresu FEBS
w Warszawie. Bedziemy w dalszym
ciggu z wielkg zyczliwoscig patrzyé
na zainteresowanie ,,mfodziezy" bio-
chemicznej sprawami Towarzystwa.

Dla realizacji tych i innych zadan

potrzebna bedzie harmonijna wspo6t-
praca ,,centrum” z terenowymi Od-
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dziatami Towarzystwa. Mam na-
dzieje, ze sprzyja¢ temu bedzie fakt,
ze znaczna wiekszos¢ cztonkéw no-
wowybranego Zarzadu Gtoéwnego
to Kolezanki i Koledzy spoza War-
szawy. Ponadto chciatbym utrzy-
mac¢ dotychczasowg praktyke, ze na
plenarne zebrania Zarzadu Gtow-
nego zapraszani sg przedstawiciele
Zarzadoéw Oddziatdw. Wierze, ze
wspolnym wysitkiem uda nam sie
realizowaé¢ wytkniete cele Towa-
rzystwa. Nie kryje jednak obaw, ze
czekajg nas takze trudne sprawy.
Do takich nalezg przede wszystkim
finanse Towarzystwa, a wiec zdo-

Fotografia. Profesor Lech Wojtczak
studiowat biologie i chemie na Uni-
wersytecie to6dzkim, gdzie réwniez
uzyskat stopien doktora w zakresie bio-
chemii w 1954 r. Jeszcze jako student
rozpoczat prace w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej PAN im. Marcelego
Nenckiego. Tutaj przeszedt wszystkie
stopnie kariery naukowej i pracuje do-
tychczas. Profesor jest autorem okoto
200 publikacji naukowych i pionie-
rem badan w zakresie bioenergetyki
i biochemii mitochondridow w Polsce.
Jest cztonkiem rzeczywistym Polskiej
Akademii Nauk. W latach 1974-1980
przez dwie kadencje byt Prezesem Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego,
aod 1995 r. jest honorowym cztonkiem
Towarzystwa.
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bywanie funduszy i dotacji, w tym
gtownie na dziatalno$¢ wydawniczg
Towarzystwa oraz organizacje zjaz-
doéw. Sktadki cztonkowskie bowiem
pokrywajg tylko niewielkg czesc
wydatkéw Towarzystwa. Podkre-
$lam przy tym, ze nie zamierzamy
zmienia¢ dotychczasowej wysokosci
sktadki cztonkowskiej, ale bedzie-
my goraco apelowac o jej regularne
optacanie.

Jest bardzo prawdopodobne, ze
przed obecnymi wladzami Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego stanie
potrzeba modyfikacji statutu naszej

organizacji. Obecny statut przetrwat
W niezmienionej postaci w zasadzie
od momentu zatozenia Towarzystwa,
czyli prawie piecdziesiat lat i okazat
sie na tyle elastyczny, ze umozliwiat
niezaktocong dziatalno$¢ naszej orga-
nizacji. Wydaje sie jednak, ze niektére
zawarte w nim zapisy wymagac beda
zmian lub uzupetnien, by w pekni
dostosowaé je do wspobiczesnych re-
aliow.

Liczymy nawspotdziatanie cztonkow
Towarzystwa w tych zamierzeniach.

Lech Wojtczak

Sprawozdanie z dziatalnosci Zarzadu Gtéwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
XVl Kadencji (2001-2005)

XVII kadencja Zarzgdu Gtownego Towarzystwa zwigzana z wyborem wiadz
rozpoczeta prace w dniu 12 wrzeénia 2001r. Ustepujacy Zarzad opublikowat spra-
wozdanie z dziatalnosci Zarzagdu Gtdwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego XVI Kadencji w ,,Postepach Biochemii" 47(4) str. 340-350, 2001.

Zarzad Gtdwny XVII kadencji ukonstytuowat sie 14.01.2002 r i dziatat w sktadzie:

Prezydium: prezes
wiceprezes

sekretarz

skarbnik
cztonkowie

— prof, dr hab. Jolanta Baranska
— prof, dr hab. Liliana Konarska
— prof, dr hab. Adam Szewczyk

—dr Anna Dygas
— prof, dr hab. Edward Bankowski

— prof, dr hab. Jerzy Duszyniski

Cztonkowie Zarzadu:

prof, dr hab. Michat WozZniak

prof, dr hab. Tomasz Twardowski
dr inz. Teresa Wesotowska

prof. dr. Hab. Michat Komoszynhski

prof, dr hab. Maria Malicka-Btaszkiewicz

dr hab. Iwona Zak

dr hab. Dariusz Chlubek

prof, dr hab. Marek Gniazdowski
prof, dr hab. Teresa Jakubowicz
prof, dr hab. Artur Jarmotowski

Komisja Rewizyjna:

prof, dr hab. Marta Stryjecka-Zimmer (Przewodniczgca)
prof, dr hab. Barbara Grzelakowska-Sztabert
prof, dr hab. Zofia Szweykowska-Kulifiska

Zarzad Towarzystwa dziatat przez swoje Oddziaty terenowe znajdujace sie w:

Biatymstoku —przewodniczgca dr hab. Elzbieta Skrzydlewska

Gdarnsku

—przewodniczacy doc. dr hab. Michat Wozniak

WM. postepybiochemii.pl
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Katowicach — przewodniczacy doc. dr hab. Iwona Zak,

obecnie dr.hab. n. med. Ewa Birkner
Krakowie — przewodniczacy prof. dr hab. Zdzistaw Zak
Lublinie — przewodniczgca prof. dr hab. Teresa Jakubowicz,

obecnie prof. dr hab. Jerzy Rogalski
todzi — przewodniczacy doc. dr hab. Alojzy Zgirski,
obecnie dr hab. n. med. Ludmita Zylinska

Olsztynie — przewodniczacy prof. dr hab. Jan Gtogowski

Poznaniu — przewodniczacy prof. dr hab. Witold Walerych

Szczecinie — przewodniczacy doc. dr hab. Dariusz Chlubek

Toruniu — przewodniczacy doc.dr hab. Michat Komoszynski
Warszawie = —przewodniczacy prof. dr hab. Jerzy Duszynski

Wroctawiu — przewodniczgca prof. dr hab. Maria Malicka-Btaszkiewicz

CELE STATUTOWE POLSKIEGO
TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Statutowym celem Towarzystwa jest popieranie rozwoju biochemii i jej
popularyzacja. Osiggniecie celu Towarzystwo realizuje poprzez organizacje zjazdow,
sympozjéw, zebran naukowych, odczytéw, wykladéw i konkurséw, wydawanie i
popieranie czasopism naukowych, ksigzek i innych publikacji z zakresu biochemii,
opiniowanie o stanie i potrzebach biochemii polskiej i wystepowanie wjej sprawach
wobec wiadz oraz wspédtpraca z pokrewnymi stowarzyszeniami w kraju i za granica.

AKTYWNOSC POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO NA FORUM KRAJOWYM

ZJAZDY POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

W okresie sprawozdawczym odbyty sie trzy coroczne Zjazdy PTBioch:

2002 r. — XXXVIII Zjazd, Wroctaw, 18-22.09, sprawozdanie ze Zjazdu opubli-
kowano w ,,Postepach Biochemii" 48(4) 327-329, 2002.

2003 r. — XXXIX Zjazd, Gdansk, 16-20.09, sprawozdanie ze Zjazdu opubliko-
wano w ,,Postepach Biochemii" 49(4) 319-321, 2003.

2004 r. — Zjazd nie odbyt sie z powodu Kongresu FEBS 2004 organizowanego
przez PTBioch w Warszawie, sprawozdanie ze zjazdu FEBS, ,,Postepy Biochemii"
51(1) 105-107, 2005. Z tego tez wzgledu zostat przesuniety o rok okres kadencji
Zarzadu PTBioch.

2005 r. — XL Zjazd, Lublin, 19-23.09. Walne Zebranie odbyto sie 21.09.2005 r.
Wybory nowych wiadz PTBioch.

Tabela 1.
Rok Miejsce zjazdu Liczba uczestnikow ogoétem
2002 Wroctaw 800
2003 Gdansk 900
2004 Warszawa w Kongre§|e FEBS bralo. lusjual zarejestrowanych
678 Polakéw (patrz ponizej)
2005 Lublin zarejestrowanych okoto 600 os6b

We wszystkich Zjazdach brali tak-
ze udziat koledzy biochemicy pocho-
dzenia polskiego z Biatorusi (Grodno)
i Ukrainy (Lwow) a ich przyjazd byt
wspotfinansowany przez PTBioch
i "Wspolnote Polskg".

Postepy Biochemii 51 (4) 2005

W Kongresie FEBS brato udziat
678 zarejestrowanych  Polakdw,
z ktorych 263 (39%) uzyskato sty-
pendia PTBioch na pokrycie czesci
kosztow wpisowego. Liczba uczest-
nikéw z Polski byta jednak znacznie

wieksza, bowiem 276 o0s6b korzy-
stato z formy uczestnictwa w po-
staci tzw. ,,Daily-Pass" (10 EUR),
a 28 doktorantow zakwalifikowato
sie do Forum Mtodych Naukowcow
i uzyskawszy petne stypendium
FEBS uczestniczyto w Kongresie.
Zwazywszy takze na znaczny udziat
wolontariuszy (100 oséb), bedacych
studentami uczelni Warszawskich,
pomagajgcych w pracach Kongresu
i majagcych wstep wolny na teren
Centrum Kongresowego gdzie od-
bywaty sie obrady, nalezy uzna¢, ze
liczba polskich biochemikéw biorg-
cych udziat w Kongresie wynosita
powyzej 1000 osob.

Nastepne zjazdy PTBioch
odbedg sie kolejno: w Biatymstoku
(2006 r.), w Szczecinie (2007 r.), w
todzi (2008 r.), w Olsztynie (2009 r.) i
w Katowicach (2010 r.).

DZIALALNOSC ZARZADU
GLOWNEGO W OKRESIE
SPRAWOZDAWCZYM

POSIEDZENIA PREZYDIUM
ZARZADU GLOWNEGO ORAZ
POSIEDZENIA ZARZADU

Posiedzenia Prezydium Zarzadu
Gtownego odbywaly sie, zaleznie
od potrzeb. Zgodnie ze Statutem To-
warzystwa, kazdego roku odbywaty
sie takze posiedzenia rozszerzone-
go Zarzadu Gidéwnego z udziatem
przedstawicieli wszystkich Oddzia-
téw, organizatorow Zjazdéw nauko-
wych i innych zapraszanych gosci.
W roku 2003, a szczegdlnie w 2004,
Prezydium PTBioch oraz Komite-
ty Organizacyjny i Naukowy FEBS
2004 odbyty bardzo wiele zebran, na
ktoérych omawiano sprawy zwigzane
z organizacjg Kongresu FEBS 2004
w Warszawie. Wiekszos$¢ cztonkow
Zarzadu Gioéwnego PTBioch byta
jednoczesnie cztonkami Komitetéw
Organizacyjnego i Naukowego FEBS
2004. Przez caty okres maja i czerw-
ca 2004 r. zebrania takie odbywaty
sie raz w tygodniu, w kazdy pigtek.
Chcemy jednoczes$nie podziekowac
cztonkom Towarzystwa pracujagcym
w Oddziatach za ich trud i zaanga-
zowanie W organizacje Kongresu
FEBS 2004. Przygotowanie miedzy-
narodowego Kongresu FEBS 2004
byto dowodem na wysoka spraw-
nos$¢ organizacyjng Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego.
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ZEBRANIA ROZSZERZONEGO
ZARZADU GLOWNEGO W OKRESIE
SPRAWOZDAWCZYM, WYPISY

Z PORZADKOW OBRAD:

14.01.2002 — Ukonstytuowanie
Prezydium, sprawozdanie z przygo-
towan do IV Konferencji im. Jakuba
K. Parnasa (wrzesien 2002 r., Wro-
ctaw), sprawozdanie z przygotowan
do XXXVIII Zjazdu PTBioch we Wro-
ctawiu (wrzesien 2002 r.), przyjecia
nowych cztonkéw.

20.05.2002 - Kongres FEBS 2004
w Warszawie, kursy FEBS, przygo-
towanie i omoéwienie Kongresu FEBS
w pazdzierniku 2003 r. (Turcja, Stam-
but), oméwienie konkurséw nagrody
im. J.K. Parnasa, B.Skarzynskiego
i A. Dmochowskiego, uhonorowanie
prof. S. Angielskiego nagrodag im.
A. Dmochowskiego na Zjezdzie we
Wroctawiu, propozycja uczynienia
roku 2003 rokiem DNA — 50-lecie
odkrycia struktury DNA, propozycja
aby na Zjezdzie w Gdansku zorgani-
zowact sesje DNA, przyjecia nowych
cztonkéw, sprawy biezace, wolne
whioski.

18.09.2002 r. — Zebranie Zarzga-
du w trakcie Zjazdu PTBioch we
Wroctawiu. Sprawozdanie z odby-
tej konferencji im. Jakuba K. Par-
nasa, omoéwienie biezacych spraw
organizacyjnych FEBS 2004 w War-
szawie, przygotowanie do XXXIX
Zjazdu w Gdansku (2003 r.), nowi
cztonkowie, powotanie komisji kon-
kursowych im. M. Mozotowskiego
i J. Opienskiej-Blauth, sprawy orga-
nizacyjne.

7.03.2003 r. —
z Kongresu FEBS 2003 w Stambule,
Turcja, sprawy organizacyjne FEBS
2004 Warszawa, wybér miejsca ob-
rad FEBS 2004. Przysztos¢ sekcji
biotechnologii PTBioch. Sprawoz-
danie z XXXVIIl Zjazdu PTBioch
we Wroctawiu, przygotowania do
XXXIX Zjazdu w Gdansku, uchwa-
lenie skiadu komisji nagrody im.
JK. Parnasa i B. Skarzynskiego,
przyjecia nowych cztonkéw, spra-
wozdanie redakcji ,,Postepy Bio-
chemii", informacja o zjezdzie FEBS
2003 w Brukseli (lipiec 2003 r.), no-
welizacja trybu przyjmowania no-
wych cztonkow.
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Sprawozdanie

16.09.2003 r. — Zebranie Zarzadu
w trakcie Zjazdu PTBioch w Gdan-
sku. Sprawy organizacyjne FEBS
2004 Warszawa, 50-lecie odkrycia
struktury DNA, informacje o XXXIX
zjezdzie PTBioch Gdansk, omdwienie
konkurséw nagrody im. J.K. Parnasa,
B. Skarzynskiego, Sigmy Aldrich, wy-
bor cztonkéw komisji nagréd im. M.
Mozotowskiego, J. Opienskiej-Blauth,
sprawy organizacyjne, biezace, wolne
whnioski.

23.02.2004 r. - Kongres FEBS 2004
w Warszawie w tym Youth Forum,
40-lecie FEBS: rejestracja, stypendia
dla biochemikéw z krajéw Europy
Wschodniej, abstrakty, o programie
naukowym, uczestnictwo w FEBSie
cztonkéw honorowych, emerytow,
studentéw i wolontariuszy. Informa-
cja o XL Zjezdzie PTBioch w Lubli-
nie, omoOwienie spraw zwigzanych
z uchwaleniem nowego regulaminu
przyje¢ do PTBioch, sprawy biezace,
wolne wnioski.

7.01.2005 r. — Zmiany w skia-
dzie redakcji ,,Postepéw Biochemii”,
sprawozdanie z Kongresu FEBS 2004
w Warszawie, przygotowania do
V Konferencji im. J.K Parnasa w Kijo-
wie (kwiecien 2005 r.), przygotowania
do XL Zjazdu PTBioch w Lublinie,
sprawy organizacyjne, sprawy bieza-
ce, wolne wnioski.

13.06.2005 r. — Informacja o odby-
tej konferencji im. J.K. Parnasa w Ki-
jowie, informacja o Zjezdzie PTBioch
w Lublinie, o przysztych Zjazdach
PTBioch, o Kongresie FEBS 2005 maja-
cym sie odby¢ w koncu czerwca 2005
r. w Budapeszcie, o wyborach nowe-
go Zarzadu PTBioch, o planach wy-
dawniczych, w tym o wprowadzeniu
optat za strone drukowanego tekstu
artykutéw w ,,Postepach Biochemii"
i ,,Acta Biochimica Polonica", o sktad-
kach w 2005 roku, informacje rézne,
wolne wnioski.

19.09.2005 r. — Zebranie Zarzadu
w czasie XL Zjazdu PTBioch w Lu-
blinie. Informacja o Zjezdzie PTBioch
w Lublinie, o przysztych Zjazdach
PTBioch, o Kongresie FEBS 2005
w Budapeszcie, o wyborach nowego
Zarzadu PTBioch, o planach wydaw-
niczych, o sktadkach w 2005 r., nagro-
dy im. J.K. Parnasa, B. Skarzynskiego,

Sigmy Aldrich, wyb6r komisji nagrod

im. M. Mozotowskiego iJ. Opienskiej-

-Blauth, sprawy organizacyjne, bieza-
ce i wolne wnioski.

Powyzsze zestawienie obrazuje, ze
sprawy organizacji Kongresu FEBS
w Warszawie byty wiodace.

UCHWALY ZARZADU GEOWNEGO

Patrz tabela 2.

SPRAWY CZt ONKOWSKIE

Stan osobowy cztonkéw Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego na dzien
30.06.2005 r. przedstawia tabela 3.

Jak wida¢ z tabeli 3, poréwnu-
jac liczbe cztonkéw Towarzystwa
w roku 2001 (1947) z rokiem 2005,
w ktérym to liczba cztonkéw wyno-
sita 2350 osoby, ze liczba ta wzrosta
0 403 cztonkow. Cztonkowie, kté-
rzy nieoptacajg sktadek przez trzy
kolejne lata przenoszeni sg do bazy
cztonkéw biernych, zawieszonych.
Powrdét do cztonkostwa aktywnego
wigze sie ze zlikwidowaniem za-
diuzenia sktadkowego. W zwigz-
ku z Kongresem FEBS 2004 wielu
biernych cztonkéw Towarzystwa
uaktywnito sie. Wielu z nich zlikwi-
dowato swoje zadtuzenie. Jednak,
mimo energicznej akcji porzadko-
wania i usuwania 0s6b zalegajacych
z optatami ilos¢ ich jest znaczna i na
dzien 30.06.2005 r. wynosita 1027
osoby. Po odjeciu od 2350 (liczba
cztonkéw ogoétem) liczby cztonkéw
biernych (1027) uzyskujemy 1323
cztonkoéw Towarzystwa.

PRZYJECIA NOWYCH
CZLONKOW PTBIOCH

Przyjmowaniu nowych czton-
kéw do Towarzystwa odbywa sie
w oparciu o regulamin opublikowa-
ny na stronach www.ptbioch.edu.
pl i www.postepybiochemii.pl. Ci,
ktérzy maja juz dorobek naukowy
w postaci prac doswiadczalnych
wydrukowanych w pismach krajo-
wych i zagranicznych przyjmowani
sg na status cztonka zwyczajnego
bez wzgledu na to czy sg jeszcze
studentami, studentami studiow
doktoranckich, pracownikami inzy-
nieryjno-technicznymi itp. Wpisani
do bazy danych, ale zadtuzeni w To-

www.postepybiochemii.pl
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ukonstytuowania si¢ Prezydium i Zarzadu Gtéwnego PTBioch

r' wysokoséci wpisowego na XXXVIIIl Zjazd PTBioch, Wroctaw, 2002
wysokosci wpisowego na IV Konferencje im. Jakuba K. Parnasa

powotania sktadu Komisji konkurséw o nagrody PTBioch

dofinansowania cztonkéw PTBioch chcacych wzigé

udziat w Zjezdzie FEBS 2004 poprzez rezygnacje

wreczenia nagrody im. Bronistawa Filipowicza

w listopadzie 2004 roku w todzi, na konferencji

honorujacej 100-3 rocznice urodzin Profesora

zmiany na stanowisku Redaktora naczelnego ,,Postepow

Biochemii"; powotanie na to stanowisko prof. S. Pikuty.

powotania sktadu Komisji konkursowej nagrody im.
Antoniego Dmochowskiego (M. Gniazdowski, T. Jakubowicz,
A.Jarmotowski, L. Konarska, M. Wozniak, I. Zak)
dokooptowania profesorow (W.M. Krajewska i A. Zgirski)
do komisji nagrody im. Antoniego Dmochowskiego
powotania dr. T. Wesotowskiej w sktad Komisji nagrody

im. J. Opienskiej-Blauth; pozostali cztonkowie Komisji

zostang wybrani na XL Zjezdzie PTBioch w Lublinie

Tabela 2.
Nr Data W sprawie:
organizacji Kongresu FEBS w Polsce
ustalenia roku 2003 jako roku DNA; zmiany
20.05.2002 1. wysokosci sktadek cztonkowskich
18.09.2002 r.
n przyznanie Prezydium ZG prawa przyjmowania
nowych cztonkéw PTBioch
16.09.2003 r.
PTBioch z cze$ci dochodu z wpisowego
23.02.2004 r.
wysokos$ci wpisowego na Zjazd Polskiego
Towarzystwa w 2005 r. w Lublinie.
07.01.2005 r.
13.06.2005 r.

uchwalenia Regulaminu Cztonkéw Wspierajacych

akceptacji dla wprowadzenia optat za strone druku

w ,,Postepach Biochemii" i, Acta Biochimica Polonica"

funduszu stypendialnego IBB/PTBioch dla os6b przyjezdzajacych
z Europy Wschodniej do o$rodkéw polskich

warzystwie cztonkowie nie otrzy-
muja znizki wpisowego na Zjazdy
PTBioch, certifikatbw PTBioch, nu-

merow ,,Postepow Biochemii" i ,,Li-
stow".
Tabela 3.

Oddziat Liczba
cztonkoéw
ogdétem
(3+4+5+7)

1 2

Biatystok 71 (63)

Gdansk 151 (120)

Katowice 146 (139)

Krakéw 175 (128)

Lublin 138 (137)

Lodz 193 (180)

Olsztyn 56 (55)

Poznan 253 (202)

Szczecin 64 (63)

Torun 48 (43)

Warszawa 855 (675)

Wroctaw 200 (152)

Razem 2350 (1947)

Dane z tabeli 4 mozna pordéwnac
z danymi stanu osobowego Towarzy-
stwa XV Kadencji (lata 1996-1998),
gdzie na dzien 30.06.1998 r. liczba
cztonkéw ogotem wynosita 1778 oso-

by, w tym zawieszonych 658, co po
odjeciu daje liczbe 1120 os6b (Spra-
wozdanie w ,,Postepach Biochemii"
44, 355-365, 1998). A zatem stale,
w ciggu trzech kolejnych kadencji
liczba cztonkéw zawieszonych, nie
ptacacych skiadek, wynosi okoto 40%
ogotu. Optymistycznie jednak nastra-
ja fakt ogromnego wzrostu przyjeé
w ostatnim okresie, bowiem w czasie
XV Kadencji (lata 1996-1998) przyjeto
jedynie 73 osoby w tym 13 na status
cztonka-studenta, XVI Kadencji (lata
1999-2001) 223 osoby w tym 89 na sta-
tus cztonka-studenta, a w czasie ostat-
niej XVII Kadencji Zarzagdu Gtéwnego
przyjeto 531 os6b w tym 223 na status
cztonka studenta (Tabela 4).

SKEADKI CZEONKOWSKIE
Patrz tabela 5.

W ramach sktadki, cztonkowie
majg prawo do:

1. Otrzymania bezptatnie rocznej
prenumeraty "Postepow Biochemii".

2. Znizki wpisowego na coroczne
zjazdy PTBioch.

3. Starania sie o znizki i dofinanso-
wania oferowane przez PTBioch.

4. Otrzymania certyfikatu PTBioch
uprawniajgcego do starania sie 0 sty-
pendia FEBS.

5. Otrzymywania bezptatnie "Li-
stow do cztonkéw PTBioch".

Cztonkowie honorowi i emeryci
sg zwolnieni z opfaty sktadki, emery-

W tym cztonkowie ktérzy w latach 2002-
2005 optacili najmniej jedng sktadke

Honorowi Emeryci
Ogotem
3 4 5
- 7 30
1 4 73
2 6 92
1 9 113
21 77
18 110
- 3 17
- 15 113
1 13 38
2 19
5 48 375
2 10 98
12 156 1155
(14) (120) 977)

Warto$ci w nawiasach podano dla poréwnania stanu na dzieri 30.06.2001 r. ze stanem obecnym.

Postepy Biochemii 51 (4) 2005

Zawieszeni
W tym studenci

6 7
1 34
18 73
23 46
17 52
7 40
11 65
1 36
18 125
3 12
3 27
119 427
30 90
251 1027
(167) (826)
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Tabela 4.

Oddziat

1 2 3 4
Biatystok 7
Gdansk 7 3 4
Katowice 4 4 2
Krakow 9 - 9
Lublin 6 2 9
Lodz 6 2 5
Olsztyn 1 -

Poznan 1 - 13
Szczecin 3 1 1
Torun 4 2
Warszawa 23 12 19
Wroctaw 17 7 14
Razem 81 33 83

12
6
30

Liczba oséb przyjetych w roku:

17

10
2
3

26

13

88

1
12
5
32

212

2005

(na 30.06.2005 r.)

10

14

12

10

18

3
67

B R SR )

12
1
31

Ogotem
12 13
8 1
38 15
14 10
63 17
26 6
37 13
1
57 16
7 1
8 4
205 106
67 34
531 223

ci optacajg w wysokosci 30 zt roczna
prenumerate ,,Postepéw Biochemii”,
podczas gdy cztonkowie honorowi
dostajg czasopismo gratis.

NAGRODY POLSKIEGO
TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

Towarzystwo przyznaje 7 nagréd.
Cztery z nich majg wymiar finanso-
wy w tym dwie z nich sg nagroda
sponsorowang. O przyznaniu nagro-
dy decyduja Komisje powotywane
na zebraniach Zarzadu Gtéwnego
lub rozszerzonego Zarzadu Gtéwne-
go z Przewodniczacymi Oddziatow
Terenowych PTBioch. W ich skiad
wchodzg wybitni naukowcy z Polski
i spoza niej. Komisje przedstawiajg

Tabela 5.
2001
W ztotych
1
Cztonek rzeczywisty 60
Czlonek na statusie studenta 30
Matzenstwa 100

Cztonek emeryt
Cztonek Honorowy

Prenumeratorzy
(poza cztonkami)

Biblioteki
ARS-POLONA zagr.
PRESS — zagr.

PRESS - kraj.
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kandydatéw do nagrdd. Szczegotowe
informacje o laureatach nagrod byty
przedstawiane w Sprawozdaniach
z kolejnych Zjazdéw, drukowanych
w ,,Postepach Biochemii' oraz na
stronie internetowej PTBioch.

Polskie Towarzystwo Biochemicz-
ne przyznaje nastepujgce nagrody:

NAGRODE im. JAKUBA KA-
ROLA PARNASA, przyznawa-
na, co roku za najlepszg prace do-
Swiadczalng z zakresu biochemii
wykonang w pracowni polskiej. Od
1997 r. nagroda ta jest sponsorowa-
na przez Molecular Research Cen-
ter Inc. (MRC) w Cincinnati, Ohio,
USA, prowadzone przez dr Piotra
Chomczynskiego. Ma ona najwyz-

Sktadka cztonkowska

2002 2003 2004 2005 2001
W ztotych
2 3 4 5 6
70 80 80 80
35 40 40 40
115 120 120 120
- - - - 20
- gratis
- 40
80
140
140
60

szg wartos¢ finansowg ze wszyst-
kich nagrod Towarzystwa. Wrecza-
na jest co roku podczas uroczystosci
otwarcia Zjazdu PTBioch. W 2001
r. (za cykl prac opublikowanych
w 2000 r.) otrzymat nagrode zespét
kierowny przez prof. J. Otlewskiego
(sprawozdanie ,Postepy Bioche-
mii" 48, 151, 2002). W 2002 r. nagro-
de otrzymat prof. Cz. Cierniewski
z zespotem: J. Bacela, 1L Papiewska,
I. Fijatkowska, B. Walkowiak (spra-
wozdanie ,,Postepy Biochemii" 48,
327, 2002). W 2003 roku przyznano
nagrode zespotowi K. Sobczak i W
Krzyzosiak (sprawozdanie ,,Po-
stepy Biochemii" 49, 319, 2003).
W roku 2004 nagrode otrzymat ze-
sp6t uczonych gdanskich, G. We-
grzyn i J. Jasiecki, ktéra wreczono

Prenumerata ,,Postepéw Biochemii"

2002 2003 2004 2005
7 8 9 10
25 30 30 30
gratis gratis gratis gratis
60 80 80 100
100 120 120 140
160 170 170 180
160 170 170 180
80 90 90 119

www.postepybiochemii.pl
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na Kongresie FEBS 2004 w War-
szawie (sprawozdanie ,Postepy
Biochemii" 51, 105, 2005). W roku
2005 nagrode uzyskat zesp6t prof.
P.P. Stepnia. Za prace R. Tomecki,
A. Dmochowska, K. Gewartow-
ski, A. Dziembowski, P.P. Stepien
sldentification of a novel human
nuclear-encoded mitochondrial
poly(A) polymerase" Nucleic Acid
Research (2004) 32: 6001-6014. Na-
groda zostata wreczona na Zjezdzie
PTBioch w Lublinie.

Nalezy doda¢, ze od 2002 r. (Zjazd
we Wroctawiu) laureaci Nagrody wy-
gtaszajg w czasie trwania Zjazdu wy-
ktad dotyczacy tematyki nagrodzo-
nej pracy. Poziom prac wykonanych
w polskich laboratoriach ogromnie
wzrést i tak na przykfad, wsréd 10
najlepszych  prac  wytypowanych
w 2005 r. przez Komisje konkursowa,
pie¢ to prace opublikowane w J. Biol.
Chem., trzy (w tym nagrodzona)
w Nucleic Acid Res. i po jednej w Mol.
Microbiol. iJ. Mol. Biol.

W skiad Komisji Konkursowej,
w ciggu wszystkich lat ostatniej Ka-
dencji wchodzili: przewodniczacy
— prof. Grzegorz Wegrzyn (Uniwer-
sytet Gdanski, Gdansk), cztonkowie
— prof. Jerzy Duszynski (Instytut
Biologii Doswiadczalnej PAN, War-
szawa), doc. dr hab. Marek Figlero-
wicz (Instytut Chemii Bioorganicznej
PAN, Poznan), dr hab. Artur Jarmo-
towski (Uniwersytet A. Mickiewicza,
Poznan), prof. Jézef Kur (Politech-
nika Gdanska, Gdansk), prof. Jacek
Otlewski (Uniwersytet Wroctawski.
Wroctaw), prof. Anna Skorupska
(Uniwersytet im. M. Curie-Sktodow-
skiej, Lublin), prof. Ewa Sledziewska-
-Gojska (Instytut Biochemii i Biofizy-
ki PAN, Warszawa), prof. Zygmunt
Wasilewski (Uniwersytet Jagiellonski,
Krakéw, prof. Mirostawa Witodarczyk
(Uniwersytet Warszawski, Warsza-
wa).

NAGRODE im. BOLESEAWA
SKARZYNSKIEGO  przyznawang
i fundowang przez Polskie Towarzy-
stwo Biochemiczne za najlepszg prace
opublikowang w czasopismie Towa-
rzystwa "Postepy Biochemii". Zwy-
ciezca konkursu otrzymuje nagrode
pieniezng i dyplom. W okresie spra-
wozdawczym Towarzystwo przyzna-
to nagrody za prace opublikowang
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w 2000 r. — I. Gradzkiej (,,Postepy
Biochemii" 46,2); w2001 r. —A. Trze-
ciakowi i J. Btasiakowi (,,Postepy Bio-
chemii" 47, 38); w 2002 r. — B. Grze-
lakowskiej-Sztabert (,,Postepy Bioche-
mii" 48, 34). W 2005 r., na XL zjezdzie
PTBioch w Lublinie, wreczono na-
grody za prace opublikowane w la-
tach 2003 i 2004. Nagrode za rok 2003
otrzymat Michat Milewski za prace
»Struktura i funkcja biatkowych do-
men PDZ" (,,Postepy Biochemii"” 49,
257). Nagrode za rok 2004 otrzymali
M. Zywicki, M. Szymanski, J. Bar-
ciszewski za prace ,,R6znorodnosé
i funkcje niekodujacych regulatoro-
wych RNA" (,,Postepy Biochemii"
50, 90).

Sktad Komisji konkursu im. B.
Skarzynskiego jest zmienny i jest po-
dawany corocznie w Sprawozdaniach
z kolejnych Zjazdéw PTBioch. W ro-
ku 2005 w skiad Komisji Konkurso-
wej wchodzili: prof. Stawomir Pikuta
(przewodniczacy), prof.prof. Andrzej
Dzugaj, Teresa Jakubowska, Michat
Komoszynski i Michat Wozniak.

NAGRODE im. WLODZIMIERZA
MOZOLOWSKIEGO przeznaczong
dla biochemikéw do lat 30-u, ktérzy na
zjezdzie Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego przedstawiajg swoje wy-
niki w formie komunikatu ustnego lub
plakatu. Srodki finansowe na nagrode
iwyroznienia zapewnia Komitet Orga-
nizacyjny Zjazdu. Osoby nagrodzone
nagroda im. WL Mozotowskiego i oso-
by wyrdéznione otrzymuja stosowne
dyplomy a ich nazwiska ogtaszane sg
na tamach kwartalnika ,,Postepy Bio-
chemii". W okresie sprawozdawczym
Towarzystwo przyznato nagrody na-
stepujagcym osobom: w 2001 r., J. Wie-
jak (,,Postepy Biochemii" 48,152,2002),
w 2002 r., J. Grybel i D. Kazmierczak
(,,Postepy Biochemii" 48, 328, 2002),
w 2003 r., K. Lemke (,,Postepy Bioche-
mii", 49, 312, 2003). W 2004 r. nie prze-
prowadzono konkursu w zwigzku
z Kongresem FEBS 2004 w Warszawie.
W roku 2005 nagrode uzyskata Anna
Kloska (Polska), a trzy wyrdznie-
nia Anna Janaszak, Jolanta Skalska
(Polska) i Yevehen Filyak (Ukraina)
(Fot. 1). W konkursie braty udziat 26
osoby. Koledzy nie nagrodzeni uzy-
skali dyplomy uczestnictwa w Kon-
kursie. Na czele Komisji Konkursowej
stat prof. Michat Wozniak (Akademia
Medyczna, Gdansk).

Fotografia 1. Laureaci konkursu im. Wtodzimierza
Mozotowskiego (2005 r.) Fot. A. Szewczyk.

NAGRODE im. JANINY OPIEN-
SKIEJ-BLAUTH przyznawang w kon-
kursie studentom pracujgcym w Stu-
denckich Kotach Naukowych, przed-
stawiajacych swoje wyniki na zjezdzie
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego. Fundatorem nagrody jest Lubel-
ski Oddziat Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Wysoko$¢ nagrody
ustala Zarzad Gtéwny PTBioch w po-
rozumieniu z Zarzadem Oddziatu
Lubelskiego. Jest ona mniejsza od na-
grody im. Wk. Mozotowskiego. Osoba
nagrodzona otrzymuje stosowny dy-
plom, a nazwisko jej ogtoszane jest na
tamach kwartalnika "Postepy Bioche-
mii" i stronie internetowej PTBioch.
Nagrode w 2001 r. i 2002 r. otrzymali
J. Kobiela iJ. Krajewski (,,Postepy Bio-
chemii" 48, 152, 2002; 48, 328, 2002),
w 2003 r. M. Spiechowicz (,,Postepy
Biochemii" 49,320,2003). W 2004 r. nie
przeprowadzono konkursu w zwigz-
ku z Kongresem FEBS w Warszawie.
W roku 2005 nagrode uzyskat student
Rafat Wieczorek (Fot. 2), a wyrdéz-
nienie za prezentacje pracy wykona-
nej przez grupe studentow Jarostaw
Kobiela. Ponadto czterej studenci
dostali dyplomy uczestnictwa w Kon-
kursie. Na czele Komisji Konkursowej
stata prof. Marta Stryjecka-Zimmer
(UMCS, Lublin).

T g

Fotografia 2. Laureat konkursu im. Janiny Blauth-
-Opienskiej (2005 r.). Fot. A. Szewczyk.
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NAGRODE im. ANTONIEGO
DMOCHOWSKIEGO przyznawang
co dwa lata, za wybitne osiggniecia
dydaktyczne w dziedzinie biochemii.
Laureaci otrzymujg medal, dyplom
oraz kwote pieniezng, ktérej wyso-
kos¢ zalezna jest od posiadanych fun-
duszy. W 2001 r. na nagrode imienia
swojego Ojca 1000,00 euro przeznaczyt
syn prof. A. Dmochowskiego. W okre-
sie sprawozdawczym Towarzystwo
przyznato nagrode w roku 2002, ktérg
otrzymali A. Kozik, M. Rgpata-Kozik
i I. Guevara-Lora. Wyrdéznienie specjal-
ne otrzymat prof. S. Angielski za wy-
bitne zastugi w nauczaniu biochemii
klinicznej. Informacje o nagrodzie za-
mieszczono w ,,Postepach Biochemii"”
48, 327, 2002. Poniewaz w 2004 r. nie
odbywat sie Zjazd PTBioch, nastepna
nagroda zostata wreczona na XL zjez-
dzie PTBioch w Lublinie w roku 2005.
Nagrode tg uzyskat prof. Edward Ban-
kowski za podrecznik ,Biochemia,
podrecznik dla studentéw uczelni
medycznych", wydany przez Wydaw-
nictwo Medyczne Urban & Partner,
Wroctaw, 2004. W skiad Komisji Kon-
kusowej wchodzili: prof. Wanda Mat-
gorzata Krajewska (przewodniczgca),
oraz prof.prof.. Liliana Konarska, Te-
resa Jakubowicz, Marek Gniazdowski
i Alojzy Zgirski.

NAGRODE im. BRONISLAWA
FILIPOWICZA za specjalne zastu-
gi w dziedzinie popularyzacji nauki
przyznawana jest co trzy lata. Laureaci
otrzymujg dyplomy i medale z brg-
zu. Pierwsza nagrode w konkursie
tego imienia otrzymata w roku 2001
prof. M. Fikus, a wyréznienie prof. A
Kubicz (,,Postepy Biochemii" 48, 151,
2002). Drugg nagrode im. B. Filipo-
wicza, ktérg przyznano za lata 2001-
-2004, otrzymat prof. T. Twardowski.
Wreczono jg wyjatkowo na specjalnej
Sesji poswieconej 100-leciu urodzin
prof. Bolestawa Filipowicza w todzi
(2004 r.). Sprawozdanie z Sesji opubli-
kowano w ,,Postepach Biochemii" 50,
392, 2004. Na czele Komisji Konkur-
sowej stat prof. Marek Gniazdowski
(£6d2).

Na Zjazdach Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego Sekcja Kwaséw
Nukleinowych PTBioch i firma SIG-
MA-ALDRICH przyznaja NAGRODE
ZA NAJLEPSZA PRACE Z CHEMII
I BIOCHEMII KWASOW NUKLE-
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INOWYCH. Sponsorem nagrody
pienieznej i dyplomu jest firma Sig-
ma-Aldrich Polska. W 2001 r. nagro-
de uzyskat dr J.M. Bujnicki (,,Postepy
Biochemii 48,151, 2002). W 2002 r. na-
grode otrzymat zesp6t A. tochowska,
R. lwanicka-Nowicka, D. Ptochocka,
i M.M. Hryniewicz (,,Postepy Bioche-
mii" 48, 327, 2002), w 2003 r. zespot:
M. Minczuk, A. Dmochowska, M. Pal-
czewska i P. Stepien (,,Postepy Bioche-
mii" 49, 319, 2003). Nastepna nagroda
zostata wreczona w 2005 r. na XL Zjez-
dzie PTBioch w Lublinie. Nagrode te
przyznano za osiggniecia oraz wkiad
w rozw0j badan kwaséw nukleino-
wych w Polsce Profesorowi Mieczy-
stawowi Chorgzemu. Poniewaz pan
profesor nie magt uczestniczy¢ w Zjez-
dzie nagroda zostanie wreczona przy
najblizszej okazji w Gliwicach. Na cze-
le Kapituty rozstrzygajgcej konkurs stoi
od lat prof. Jan Barciszewski (Poznan).

Rozstrzygniecie wszystkich konkur-
sOw nastepuje na jesieni danego roku.
Nagrody imienia prof. prof.. Pamasa,
Skarzynskiego, Dmochowskiego i Fili-
powicza wreczane sg w dniu rozpocze-
cia obrad w czasie uroczystego otwarcia
Zjazdu PTBioch. Nagrody imienia prof.
prof. Mozotowskiego i Opienskiej-
-Blauth sg wreczane w czasie uroczy-
stosci zakonczenia Zjazdu. Regulaminy
nagrod i laureaci wszystkich konkur-
sow dostepne sg na internetowej stronie
PTBioch www.ptbioch.edu.pl.

Zarzad Towarzystwa gratuluje lau-
reatom wszystkich nagrod i serdecznie
dziekuje kolegom oceniajacym prace
zgtoszone do konkurséw, dziatajacym
w ramach poszczeg6lnych Komisji
Konkursowych.

SPECJALNE KONFERENCJE
NAUKOWE

Na XXXVIII Zjezdzie PTBioch we
Wroctawiu zorganizowano Specjalng
Sesje rozpoczynajgcg obchody ku czci
odkrycia przez Watsona i Cricka modelu
struktury DNA. Zgodnie z uprzednimi
ustaleniami rok 2003 uznano ROKIEM
DNA. W czasie tej Sesji wystuchano wy-
ktadu prof. W. Zagérskiego-Ostoi ,,Po-
dwadjna spirala-historia intuicji" a takze
obejrzano film ,,Life story". Poczynajac
od tej Sesji w czasie jesieni 2002 i catego
roku 2003, J. Barciszewski, W. Zagorski-
-Ostoja i J. Baranska wystepowali trzy-
krotnie w audycjach telewizyjnych oraz

audycji radiowej. Odbyty sie takze spe-
cjalne Sesje ,,50 lat DNA" w Oddziatach
Towarzystwa w Poznaniu, Gdarsku,
Warszawie i t.odzi.

Konferencja zatytutowana ,,Muscle
and Celi Motility: from Celi Physiolo-
gy to Human Pathology" poswiecona
pamieci profesorow Witolda Drabi-
kowskiego i Marii Gabrieli Sarzaty-
-Drabikowskiej odbyta sie w dniach
5-6 listopada 2004 roku. Sprawozda-
nie z konferencji w ,,Postepach Bio-
chemii" 50, 388, 2004, wspomnienie
i artykuty ucznidow w ,,Acta Biochimi-
ca Polonica" 2, 2005.

Konferencja zatytutowana ,,Modyfi-
kowane kwasy nukleinowe" pos$wieco-
na pamieci profesora Bolestawa Filipo-
wicza w stulecie jego urodzin odbyla sie
w dniach 5-6 listopada 2004 roku. Spra-
wozdanie z konferencji w ,,Postepach
Biochemii" 50,392-394,2004.

Konferencja pos$wiecona pamieci
profesora Jerzego Popinigisa zatytu-
towana ,,Ist International Conference:
Progress in Biological Sciences" odby-
fa sie 15-16.10.2004 r. (List do czton-
kéw Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego nr 75).

DZIALALNOSC
ODDZIALOW PTBIOCH

Srodowisko biochemikéw poi-
skich organizowato zjazdy, konfe-
rencje, sympozja, spotkania nauko-
we i wyktady, a informacje o tych
wydarzeniach, krotkie noty, relacje
czy sprawozdania publikowane byty
na tamach ,,Listéw do Cztonkéw Pol-
skiego Towarzystwa Biochemiczne-
go" lub ,,Postepéw Biochemii"

W okresie sprawozdawczym In-
stytut Biochemii i Biofizyki (IBB) ob-
chodzit 50-lecie swojego powstania
(,,Postepy Biochemii" 51, 225, 2005),
z tej okazji wydano specjalny numer
»Acta Biochimica Polonica" (1, 2005)
zawierajgcy prace oryginalne i prze-
gladowe pracownikéw IBB.

WSPOLPRACA Z INNYMI
POLSKIMI TOWARZYSTWAMI
NAUKOWYMI

PTBioch udziela tam ,,Listéw" in-
nym Towarzystwom Naukowym,
ktére publikujg tu swoje ogtoszenia,

www.postepybiochemii.pl
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zaproszenia na konferencje, relacje
i noty. Poprzez swoich czlonkow
wspoipracuje tez z Polskim Towa-
rzystwem  Chemicznym  (PTCh),
Fundacja na rzecz Nauki Polskiej itd.
miedzy innymi w sprawach edukacji
przyrodniczej.

DZIALALNOSC WYDAWNICZA

Polskie Towarzystwo Biochemicz-
ne wydaje:

Kwartalnik "Postepy Biochemii".
Redaktorem Naczelnym pisma od
dnia 1 stycznia 2001 roku do 1 stycz-
nia 2005 roku byta prof. Grazyna Pa-
lamarczyk. Wieloletni redaktor pisma
prof. Zofia Zielinska petni dzisiaj
funkcje Redaktora Seniora. Od 1 stycz-
nia 2005 roku redaktorem naczelnym
pisma zostat prof. Stawomir Pikuta,
powotany na okres 5 lat. Kwartalnik
dotowany byt przez Komitet Badan
Naukowych a obecnie Ministerstwo
Nauki i Informatyzacji. Sponsorem
wydania czterech zeszytow 51 nume-
ru kwartalnika Postepow Biochemii
w 2005 roku jest miedzy innymi Sie¢
Biologii Molekularnej i Komoérkowej
UNESCO/PAN.

Od 1 czerwca 2005 roku "Postepy
Biochemii" posiadajg wtasng domene
internetowa  (http://www.postepy-
biochemii.pl).

Kwartalnik "Acta Biochimica Po-
lonica" wydawany wspélnie z Ko-
mitetem Biochemii i Biofizyki PAN,
indeksowany przez Current Contents,
Biochemistry & Biophysics Citation
Index BIOSIS, Excerpta Medica, Medli-
ne. Naczelnym redaktorem pisma od
1999 roku jest prof. Liliana Konarska.
Przewodniczacym Rady Redakcyjnej
jest prof. Lech Wojtczak. Kwartalnik
publikuje oryginalne prace dos$wiad-
czalne i prace przegladowe w jezyku
angielskim.  Kwartalnik dotowany
jest przez Komitet Badarn Naukowych
a obecnie Ministerstwo Nauki i Infor-
matyzacji a w 2005 roku takze przez
Komitet Biochemii i Biofizyki PAN.
Redakcja wydaje takze wersje on-line
kwartalnika "Acta Biochimica Poloni-
ca" (http://www.actabp.pl).

Biuletyn Towarzystwa: "Listy do
cztonkéw  PTBioch" redagowany
przez dr Terese Wesotowska i wyda-
wany w Szczecinie. W okresie spra-
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wozdawczym ukazato sie 15 nume-
row Listébw (nr 62-63 w roku 2001,
64-67 w roku 2002, nr 68-71 w roku
2003, nr 72-75 w roku 2004 i nr 76-77
w roku 2005. Dzieki staraniom dr. Te-
resy Wesotowskiej biuletyn jest wspat-
finansowany przez firmy prezentujace
oferty towarowe z zakresu technik
laboratoryjnych. Biuletyn przekazu-
je aktualne wiadomosci dotyczace
pracy Zarzadu Gtéwnego, pracy Od-
dziatéw oraz informuje o naukowych
imprezach w kraju i zagranicg, o no-
wosciach wydawniczych, oraz prze-
kazuje wszelkie informacje o czton-
kach PTBioch uhonorowanych przez
Fundacje na rzecz Nauki Polskiej
»Polskim Noblem" i stypendiami,
0 cytowaniach, o wyr6znieniach na-
groda Prezesa Rady Ministrow, o0 no-
minacjach na profesora, o doktoratach
honoris causa, innych nagrodach i wie-
lu innych aktualnosciach dotyczacych
naszego $rodowiska. Na lamach listow
zegnamy tez naszych cztonkow, ktérzy
odeszli od nas na zawsze. Rzetelna in-
formacja, oraz serdeczny stosunek dr.
Teresy Wesotowskiej do czytelnikéw
powoduje, ze biuletyn ten jest waznym
ogniwem integrujgcym $rodowisko
biochemiczne.

Wersja on-line ,,Leksykonu nowych
nazw i poje¢ w biochemii i biologii
molekularnej” (http//www.ptbioch.
edu.pl).

Monografie Biochemiczne — wy-
dawnictwo nieciggte PTBioch, re-
dagowane od roku 1995 przez prof.
Liliane Konarska. W okresie sprawoz-
dawczym, wydano dwie monografie
(Karnityna, rola fizjologiczna i terapeu-
tyczna, A. Wawrzenczyk, Warszawa,
2002 oraz Z dziejéw biochemii lekarskiej
w Warszawie, 1916-1999, T. Szymczyk-
-Wosiluk, H. Wehr, E. Skalska-Hilger,
Warszawa, 2002).

Zarzad Towarzystwa serdecznie
dziekuje Komitetom redakcyjnym
czsopism za ich petng zaangazowa-
nia prace. Specjalne podziekowania
kierujemy do prof. Stawomira Pikuty
za zmiane szaty graficznej i sposobu
redagowania ,,Postepéw Biochemii"
1do prof. Liliany Konarskiej za trud
wtozony w podwyzszenie impact fac-
tor ,,Acta Biochimica Polonica" wyno-
szgcy obecnie 1.03. Dziekujemy takze
dr Teresie Wesotowskiej za jej ofiarng
prace przy redagowaniu ,Listow",

oraz dr Markowi Tchorzewskiemu za
administrowanie od roku 1997 strony
internetowej Towarzystwa prowa-
dzonej przez prof. Liliane Konarska.

BIURO PTBIOCH

Biuro PTBioch, przy Instytucie Bio-
logii Doswiadczalnej im. M. Nenckie-
go, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa,
czynne jest we wtorki w godzinach
12:00-18:00. Biuro zajmuje sie kore-
spondencja z cztonkami Towarzy-
stwa, prowadzeniem baz danych, do-
kumentacja, ksiegowoscia, przyjmuje
i rejestruje sktadki cztonkéw Towa-
rzystwa, wysyla czasopisma, udzie-
la informacji. W biurze pracujg trzy
osoby, w tym Weronika Kaminska
(kierownik biura) i Halina Domanska
(ksiegowa).

SPRAWY FINANSOWE

Towarzystwo mogto regularnie
wydawaé czasopisma dzieki do-
finansowaniu ze strony Komitetu
Badan Naukowych (obecnie Mini-
sterstwo Nauki i Informatyzacji),
Komitetu Biochemii i Biofizyki PAN
oraz wsparciu finansowemu Insty-
tutu Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN oraz Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN. Takze
inna dziatalno$¢ Towarzystwa, jaka
sg coroczne Zjazdy dofinansowywa-
na jest przez Komitet Badan Nauko-
wych (obecnie Ministerstwo Nauki
i Informatyzacji). Wptywy z prenu-
merat stuzg dofinansowaniu dzia-
talnosci wydawniczej Towarzystwa.
Sktadki cztonkowskie przeznaczone
sg gtébwnie na utrzymanie biura
oraz sprawy zwigzane z kolporta-
zem ,,PostepOw Biochemii", utrzy-
maniem stron www, optaty czion-
kowskiej FEBS i EFB. Zarzadzanie
finansami Towarzystwa w okresie
Sprawozdawczym podlegato Wice-
prezes Towarzystwa, prof. Lilianie
Konarskiej.

SPONSORZY STALE
WSPIERAJACY PTBIOCH

1 Komitet Badan Naukowych,
2004 roku Ministerstwo Nauki i In-
formatyzacji sa statymi donatorami
PTBioch. Dotacje przeznaczone byty
i s na wydawanie wydawnictw oraz
organizowanie corocznych Zjazdéw
Towarzystwa.
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2. Od 1993 roku statym sponso-
rem Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego jest Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej PAN im. M. Nenckie-
go, ktéry udostepnia Towarzystwu
pomieszczenia Instytutu przy ulicy
Pasteura 3 w Warszawie na biuro Za-
rzadu.

3. Dr Piotr Chomczynski, prowa-
dzacy Molecular Research Center, Inc
(MCR), Cincinnati, Ohio, USA jest spon-
sorem corocznej nagrody im. Jakuba
Pamasa.

4. SIGMA-ALDRICH, Polska, jest
sponsorem corocznej nagrody za
najlepsza prace z chemii i biochemii
kwasow nukleinowych.

Zarzad Gléwny PTBioch widzi
potrzebe zreformowania finansow
Towarzystwa, stad na zebraniu Za-
rzagdu Gtownego w czerwcu 2005
roku uchwalono Regulamin Czton-
koéw Wspierajgcych oraz koniecznosé
wprowadzenia od stycznia 2006 r.
optat za strone druku w wydawanych
przez Towarzystwo czasopismach:
»Postepy Biochemii" i ,,Acta Biochi-
mica Polonica" (ang. page charge),
ktéra bedzie uzupetnieniem kosztéw
wydawniczych. Liczymy, ze srodowi-
sko biochemikéw poprze te formy fi-
nansowania i wspierania dziatalnosci
PTBioch. Regulamin Czionka Wspie-
rajgcego znajduje sie na stronie www.
ptbioch.edu.pl. W okresie sprawoz-
dawczym PTBioch nie miato zadnych
cztonkoéw wspierajgcych i nie pobie-
rato optat wydawniczych.

AKTYWNOSC POLSKIEGO
TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO NA FORUM
MIEDZYNARODOWYM

KONGRESY FEDERACII
EUROPEJSKICH TOWARZYSTW
BIOCHEMICZNYCH

Kongresy te odbywaja sie co roku,
na ogot na przetomie czerweca i lip-
ca i kazdy z nich organizowany jest
w kraju, ktéry po przedstawieniu
odpowiedniej aplikacji zostat zakwa-
lifikowany przez wiadze Federacji
Europejskich Towarzystw Bioche-
micznych (FEBS). Polskie Towarzy-
stwo Biochemiczne (PTBioch) jest
cztonkiem FEBS od jego powstania
w roku 1964, bedac czionkiem zato-
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zycielem. Optacamy przypadajaca na
nasze Towarzystwo roczna skladke
cztonkowska. PTBioch starato sie, od
2002 roku, o prawo zorganizowania
Kongresu FEBS i otrzymato zgode
na zorganizowanie Kongresu w roku
2004, co byto wielkim wyréznieniem,
byt to bowiem nie tylko rok przyjecia
Polski do Unii Europejskiej, ale i 40-
-lecia dziatalnosci FEBS.

W okresie Sprawozdawczym od-
byty sie nastepujace Kongresy FEBS:

2001 r. 27 Kongres FEBS odbyt sie
w dniach 30 czerwiec-5 lipiec w Li-
zbonie, Portugalia. W Kongresie bra-
fo udziat 1889 os6b, w tym 76 z Pol-
ski. Kongres byt poprzedzony FEBS
Young Scientists Forum (FYS), w kto-
rym zwyczajowo uczestniczy okoto
100 miodych ludzi z laboratoriéw
Europejskich. FYS odbyt sie w dniach
28-30 czerwca i uczestniczyto w nim
9 Polakoéw. Sprawozdanie z tego
Kongresu jest wigczone do Sprawoz-
dania Zarzadu Gtéwnego PTBioch
poprzedniej Kadencji (,,Postepy Bio-
chemii" 47, 340, 2001) bowiem, nowa,
ustepujgca obecnie Kadencja zostata
wybrana juz po tym Kongresie, we
wrze$niu 2001r.

2002 r. 28 Kongres FEBS odbyt
sie w dniach 20-25 pazdziernika
w Stambule, Turcja i byt poprzedzo-
ny Kongresem FEBS Young Scientists
Forum (FYS), ktéry odbyt sie 18-20
pazdziernika. Kongres FEBS organi-
zowato lzraelskie Towarzystwo Bio-
chemiczne. W Kongresie brato udziat
900 uczestnikow, w tym 30 z Polski.
W FYS uczestniczyto 97 miodych lu-
dzi z Europy, w tym 5 Polakéw. Spra-
wozdanie PTBioch z Kongresu FEBS
opublikowano w ,,Postepach Bioche-
mii" 48, 330, 2002.

2003 r. Zamiast Kongresu, w dniach
3-8 lipca odbyt sie w Brukseli, Belgia,
FEBS Special Meeting 2003 on Signal
Transduction, poprzedzony Kongre-
sem FYS w dniach 1-3 lipca. W Kon-
gresie uczestniczyto 984 osoby, w tym
48 z Polski. W obradach FYS uczestni-
czyto 12 miodych ludzi.

2004 r. 29-ty Kongres FEBS od-
byt sie w dniach 26 czerwca-1 lipca
w Warszawie, Polska w Centrum
Kongresowym ,,Gromady". Kon-
gres byt poprzedzony Kongresem

FYS, ktéry odbyt sie w dniach 24-26
czerwca. Sprawozdanie z Kongresu
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
opublikowato w ,,Postepach Bioche-
mii" 51, 105, 2005. Ponadto, Komitet
Organizacyjny opracowat RAPORT
z Kongresu. RAPORT ten (do wgladu
w siedzibie Biura PTBioch) byt przed-
stawiany przez Prezesa PTBioch,
prof. Jolante Baranska na zebraniu
Komitetu Egzekutywy FEBS w Lubl-
janie, Stowenia, grudzien 2004 i na ze-
braniu wiadz FEBS (Council Meeting)
na Kongresie FEBS w Budapeszcie,
7-8 lipca 2005 r. Wszyscy cztonko-
wie Egzekutywy FEBS otrzymali
egzemplarze RAPORTU FEBS 2004.
W zwigzku z tak szerokim opraco-
waniem, bardzo skrétowo podajemy,
ze Kongres liczyt 2027 uczestnikéw
z 50 krajow, w tym 678 Polakow. FYS
liczyt 127 uczestnikéw, w tym 28 de-
legatéw z Polski. W Kongresie brata
udziat znaczna ilo$¢ uczestnikéw po-
chodzacych ze Wschodniej i Srodko-
wej Europy (61%). W czasie Kongresu
obrady odbywaly sie w 7 Sympozjach
,DNA realm", ,RNA world", ,,Pro-
teins and peptides at work", ,.Cell
biochemistry", ,,Biosphere and bio-
chemistry” i ,Towards a healthier
life" podzielonych na liczne Sesje.
Wyktady wygtosito 256 wyktadow-
cow z 32 krajow, w tym 31 z Polski.
Podobnie jak w przypadku uczest-
nictwa, zwrécono uwage na udziat
wyktadowcoéw z Europy Wschodnigj
i Centralnej. W poréwnaniu do in-
nych Kongresow, gdzie warto$¢ ta nie
przekraczata 5%, na naszym Kongre-
sie wynosita ona okoto 25%. Wykifad
inauguracyjny wygtosit noblista, prof.
Kurt Wutrich (,,NMR Views of solu-
ble proteins and membrane proteins")
a prof. Ryszard Gryglewski, Krakdw,
wygtosit presizowy Sir Hans Krebs
wyktad (,,Pharmacology of vascular
Endothelium"). Ponadto odbywaty sie
liczne Sesje otwarte dla publicznosci,
jak np. ,,Sience and Society", ,,FEBS/
ELS Meeting on the European Rese-
arch Council", czy ,,Problem based
learning”. Uczestnicy prezentowali
swoje wyniki na 900 posterach. Kon-
gres uznano za sukces organizacyjny
i naukowy. Byt takze sukcesem fi-
nansowym. Zakonczyt sie dodatnim
bilansem w wysokosci 6641,37 EUR.
Na spotkaniu Komitetu Egzekutywy
FEBS w Lubljanie (grudzien, 2004 r.)
wiadze FEBS zadecydowaty, ze suma
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ta zostaje do dyspozycji Zarzadu
Giéwnego PTBioch i ma stuzy¢ jako
finansowa pomoc kolegom, szczegél-
nie mtodym, wyjezdzajagcym na Kon-
gres do Budapesztu. Tak tez sie stato.
Polskie Towarzystwo wptacito wpiso-
we za 6 0sob dorostych, ktére chciaty
wzigé udziat w tym Kongresie, a naj-
intensywniej pracowaly przy organi-
zacji Kongresu FEBS 2004 w Warsza-
wie (wszystkie osoby pracujgce przez
organizacji  Kongresu  pracowaty
spotecznie, bez jakiegokolwiek wy-
nagrodzenia), oraz 25-u mtodym oso-
bom z r6znych o$rodkéw naukowych
w Polsce.

2005 r. 30-ty Kongres FEBS/
IUBMB odbyt sie w dniach 02-07
lipca w Budapeszcie (Wegry) po-
przedzony FYS w dniach 30 czer-
weca-2 lipca. Sprawozdanie z Kon-
gresu zostato opublikowane w ,,Po-
stepach Biochemii" 51, 3, 2005. Kon-
gres bardzo liczny, poniewaz byt
Kongresem obu organizacji FEBS
i IUBMB. Brato w nim udziat 2500
uczestnikéw w tym 110 os6b z Pol-
ski. Jak napisano powyzej, wsrod

Tabela 6.

sach i innych aktywnosciach (Ta-
bela 6). Starajacych sie o stypendia
miodych Polakéw jest coraz wiecej
i mozna przypuszczaé, ze jest to
wynik zaréwno staran PTBioch,
wejscia Polski w sktad Unii Euro-
pejskiej, jak i coraz powszechniej-
szego dostepu do informacji, a wiec
i wzrostu aktywnos$ci samych zain-
teresowanych.

W okresie sprawozdawczym tj.
latach 2002-2005 (w przypadku
2005 r. dane na dzien 30 czerweca)
do Komitetu Stypendialnego FEBS
0 przyznanie im stypendiéw na
udziat w Kongresach FEBS, Kursach
dla Zaawansowanych, badz uzyska-
nia stypendiéw na dtugoterminowe,
krétkoterminowe, letnie oraz inne
stypendia pobytowe wystgpito 194
cztonkéw PTBioch z wielu osrod-
kow naukowych, w tym z: Warsza-
wy (132), Poznania (19), Wroctawia
(15), Krakowa (11), Lublina (6), to-
dzi (5), Gdanska (3), Katowic (1),
Torunia (1) i Szczecina (1). Tabela 6
obrazuje, ze starania te byty bardzo
skuteczne. Biorac pod uwage okres

umozliwiajgce udziat w Forum Mio-
dych FYS, wiadze FEBS pokrywaja
automatycznie roéwniez peten koszt
uczestnictwa w Kongresie FEBS
(wpisowe i hotele).

W 2004 roku takze PTBioch, orga-
nizator Kongresu FEBS 2004 w War-
szawie, przyznat 263 stypendia
cztonkom PTBioch z dofinansowa-
nia, jakie na ten cel otrzymat z Mi-
nisterstwa Nauki i Informatyzacji
(Mnil) oraz rezygnacji Towarzy-
stwa z zysku z czesci wpisowego.
Umozliwito to cztonkom Towarzy-
stwa (zwyczajnym i cztonkom stu-
dentom), na liczne wziecie udziatu
w tym wydarzeniu. PTBioch wysta-
pit réwniez do wiadz FEBS z pros-
ba o dofinansowanie przyjazdu na
FEBS naszych kolegéw ze Wschod-
niej Europy. FEBS przychylit sie do
tej prosby i 42 osoby (21 studentow
i 21 0s6b starszych) uzyskato zwol-
nienie z kosztéw wpisowego i hote-
lu, a takze skromne diety pobytowe.
Osoby te musialy jedynie optacic¢
koszty podroézy.

Stypendia FEBS dla cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na uczestnictwo w réznych aktywnosciach FEBS

Liczba os6b, ktére
wystgpity o certyfikat

do PTBioch
2002 35
2003 48
2004 72
2005* 39
Razem 194

Liczba przyznanych stypendiéw

Na udziat Na Kursy FEBS dla
w Kongresach FEBS zaawansowanych
5 16
12 16
28 16
4 jeszcze brak danych
49 48

Na inne
14 35
9 37
17 61
jeszcze brak danych 4
40 137

*na dzien 30.06.2005 r. Cztonkowie Towarzystwa, ktdérzy otrzymuja stypendia proszeni sa informowanie o tym Towarzystwo. Niestety czynig to nieliczni.

tych os6b 6 profesorom (6 x 390
EUR) oraz 25 PhD studentom (25
x 175 EUR) z réznych osrodkow
naukowych Polski Zarzad Gtowny
PTBioch optacit wpisowe zgodnie
z ustaleniami podanymi powyzej.
W sumie wydatkowano 6715,00
EUR, wywigzujgc sie z zobowigza-
nia. Wséréd 100 uczestnikéw FYS,
w obradach uczestniczyty 4 osoby
z Polski.

STYPENDIA FEBS

Zarzad Gtéwny zacheca mtodych
cztonkéw PTBioch, aby wystepowa-
li do wiadz FEBS o stypendia, ktére
pozwalajg na czeSciowa lub catko-
witg odptatnos$¢ udziatu w Kongre-
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3 lat, tj. lata 2002-2004, o ro6zne sty-
pendia FEBS wystgpito 155 o0s6b
z Polski, a przyznano je 133 czton-
kom PTBioch. Stanowi to ogromny
procent, 86% wszystkich présb zo-
stato zatatwionych pozytywnie. Bar-
dzo zachecamy zainteresowanych
do korzystania z tej formy pomocy.
Aby ubiega¢ sie o stypendium FEBS
w jego wszelkich formach, nalezy
odpowiednim Komisjom FEBS do-
starczy¢ zaswiadczenie PTBioch po-
twierdzajgce przynalezno$¢ danej
osoby do Towarzystwa (tzw. certy-
fikat).

Od Kongresu FEBS 2004 w War-
szawie wszystkim miodym osobom,
ktére uzyskujg stypendia FEBS

FEBS przyznaje takze stypendia
pozwalajgce pokry¢ koszty uczest-
nictwa w kursach dla zaawanso-
wanych (Tabela 6). W okresie spra-
wozdawczym Polska jedynie raz
(2002 r., Gliwice) organizowata kur-
sy dla zaawansowanych. Planowa-
ne jest takze zorganizowanie takie-
go Kursu w 2006 r. w Warszawie,
w Instytucie Biologii Doswiadczal-
nej im. M. Nenckiego.

FEBS przyznaje ponadto stypen-
dia na kursy letnie, krétko- i dtugo-
terminowe wyjazdy naukowe (ha
tzw. post-doc), na zagospodaro-
wanie sie po powrocie z diugoter-
minowych wyjazdéw do kraju i na
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badania eksperymentalne w krajach
Wschodniej i Centralnej Europy.
Tabela 7 przedstawia ilu cztonkéw
PTBioch skorzystato z tych stypen-
diow i ile os6b z Europy starato sie
0 takie stypendia oraz ile je dostato
lile w tym byto oséb z Polski.

KONKURSY I NAGRODY FEBS

Konkurs 40-lecia FEBS w 2004
roku. Nagrodg w tym konkursie
byto pokrycie 400,00 EUR wpisowe-
go na kongres FEBS 2004 w Warsza-
wie. (Winners of a free registration
to the FEBS 2004 Congress in War-
saw). Wsrod czterdziestu nagrodzo-
nych os6b znalazty sie dwie z Pol-
ski: prof. Magdalena Fikus i Joanna
Majchrzykiewicz.

Za najlepsze opracowanie swo-
ich wynikéw w czasie stypendiow
letnich  (Summmer Fellowships)
nagrode po 500 EUR otrzymali An-
drea Ciesielska z Gdanska i Sergiej
Havrylov z Warszawy.

PRACA POLSKICH NAUKOWCOW
WE WLADZACH FEBS

Zarzad Gtowny PTBioch promuje
swoich kandydatéw do wiadz FEBS.
W okresie dwoch ostatnich kadencji
PTBioch w réznych strukturach FEBS
pracowaty nastepujgce osoby:

Tabela 7.

Prof. Jolanta Baranska, w Scistej eg-
zekutywie FEBS. Vice-przewodnicza-
ca FEBS (FEBS Vice-Chairman) na rok
2005 i przewodniczaca FEBS (FEBS
Chairman) na rok 2006.

Prof. Maciej J. Natecz, przewodni-
czacy Komitetu Stypendialnego FEBS
(Chairman of the FEBS Fellowships
Committee) i tym samym czionek
Scistej egzekutywy FEBS na kadencje
2001-2004-2008.

Prof. Jan Barciszewski (Poznan),
cztonek Komitetu Kurséw dla Za-
awansowanych (Advanced Courses
Committee) w latach 1999-2003.

Prof. Jerzy Duszynski, cztonek Ko-
mitetu Publikacji (Publications Com-
mittee) na okres 2002-2006.

Prof. Jolanta Barariska, cztonek Ro-
boczej Grupy Asystujacej Krajom Cen-
tralnej i Wschodniej Europy (Working
Group on Ways to Assist Central and
Eastern Europe) w latach 2000-2005.

Prof. Andrzej Dzugaj (Wroctaw),
cztonek Roboczej Grupy Asystujacej
Krajom Centralnej i Wschodniej Euro-
py (Working Group on Ways to Assist
Central and Eastern Europe) na okres
2006-2010.

| Stypendia przyznane przez FEBS cztonkom Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Liczba os6b wystepujacych

Nazwa stypendium

Krétkoterminowe
(Short-term fellowship)

Dtugoterminowe
(long-term fellowship)

Nagroda dla mtodego
obiecujacego badacza
(Distinguished Young
Investigator Award)

Pomoc dla powracajacych

z dtugoterminowych stypendiéw
(Fellowship Follow-

up Research Fund)

Letnie
(Summer Fellowships)

Na eksperymentalne
badania. Osoby z Centralnej
i Wschodniej Europy
(Collaborative Experimental
Scholarships for Central

and Eastern Europe)
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o stypendia w okresie

2001-2004r.
2002-36
2003-52
2004-82
2002-50
2003-101
2004-218

2002 brak zgtoszen

2003-1
2004-0

2002 brak zgtoszen

2003-3
2004-2

2002-21
2003-33
2004-21

2002-11
2003-18
2004-24

Liczba przyznanych
stypendiow w okresie
2001-2004r.

2002-29

2003-46

2004-49

2002-24

2003-19

2004-24

2002 brak zgtoszen
2003-0
2004-0

2002 brak zgtoszen
2003-1
2004-0

2002-17
2003-15
2004-11

2002-10
2003-14
2004-18

Prof. Adam Szewczyk, (Warsza-
wa), doradca do Spraw Organizacji
Kongreséw FEBS (FEBS Counsel-
lor), cztonek Scistej Egzekutywy
FEBS, na lata 2006-2008.

Ponadto, prof. Stanistaw Bielecki
(£6dz), zostat w roku 2001 wybrany
cztonkiem Egzekutywy Europejskiej
Konfederacji Biotechnologii (Execu-
tive Committee of the Federation of
European Biotechnology).

KONFERENCIJE IM. JAKUBA
KAROLA PARNASA

Inng formg dziatalnosci miedzy-
narodowej, a jednoczes$nie pomocy,
jakg Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne kieruje do naszych ukrain-
skich kolegéw sg Konferencje im.
Jakuba Parnasa. Konferencje te or-
ganizuja naprzemiennie i co dwa
lata Polskie i Ukrainskie Towarzy-
stwo Biochemiczne. Zjazd odbywa
sie zawsze w Kkraju organizatora
Konferencji. | Konferencja odbyta
sie w 1996 r. we Lwowie, Il w 1998
r. w Gdansku, Il w 2000 r. we
Lwowie, IV w 2002 r. we Wrocta-
wiu i V w 2005 r. w Kijowie. Dzie-
ki sponsorom wspierajacym Kon-
ferencje w Polsce, PTBioch mogto
przyzna¢ ukrainskim uczestnikom

W tym O
Polakom Przyznanych
2002-4 14,3
2003-3 6,5
2004-5 10,2
2002-4 16,7
2003-1 53
2004-3 12,5
2002 brak zgtoszen

2003-0

2004-0

2002 brak zgtoszen

2003-1

100,0

2004-0

2002-4 23,5
2003-1 6,7
2004-3 27,3
2002-3 30,0
2003-3 21,4
2004-6 33,3
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Konferencji w Polsce stypendia
pokrywajace ich wpisowe i koszty
zakwaterowania. Ponadto, w cza-
sie IV Konferencji odbywajacej sie
: w 2002 r. we Wroctawiu, uczestnicy
z Ukrainy dostali stypendia pobyto-
we. W zwigzku z organizowanym
w 2004 r. Kongresem FEBS w War-
szawie, Konferencje im. J.K. Parnasa
przetozono na rok 2005. Tymczasem
wiosng 2005 roku na Ukrainie wy-
buchta Pomaraniczowa Rewolucja
i pojawity sie obawy (problemy
finansowe), ze by¢ moze i w tym
roku Konferencja im. J.K. Parnasa
nie odbedzie sie. PTBioch wystapit
do wiadz FEBS o pomoc dla Ukrain-
skiego Towarzystwa, ktora zostata
przyznana w kwocie 10.000,00 EUR
(szczegoty ,,Postepy Biochemii" 51,
224, 2005).

W okresie sprawozdawczym od-
byly sie dwie Konferencje im. Jakuba
K. Parnasa (Tabela 8).

2002 r. IV Konferencja odbyta sie
w dniach 15-17.09 we Wroctawiu
(Polska). Gltéwnym organizatorem
byt prof. Andrzej Dzugaj. Sponsorami
Konferencji byli: Rektor Uniwersy-
tetu Wroctawskiego, Komitet Badan
Naukowych (obecnie Ministerstwo
Nauki i Informatyzacji), Polska Sie¢
UNESCO, Polska Akademia Nauk,
Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN
im. M. Nenckiego, Prezydent miasta
Wroctawia i Marszatek Sejmiku Re-
gionu Dolnoslaskiego. Sprawozdanie
z Konferencji opublikowano w ,,Po-
stepach Biochemii" 48, 325, 2002.

2005 r. V Konferencja odbyta sie
w dniach 26-29.04 w Kijowie (Ukra-
ina). G¥éwnym organizatorem ze stro-
ny Ukrainskiej byt prof. Sergiej Komi-
sarenko a ze strony polskiej prof. Jo-
lanta Baranska. Gtéwnym sponsorem
finansujagcym Konferencje byt FEBS.
Sprawozdanie ze Konferencji opu-
blikowano w ,,Postepach Biochemii"
51, 223, 2005. Z przyjemnoscig nalezy
stwierdzi¢, ze poziom naukowy i or-

Tabela 8.
Miejsce konferencji
2002 WROCLAW 110
2005 KIJOW 264

Postepy Biochemii 51 (4) 2005

Liczba uczestnikéw ogo6tem

ganizacyjny Konferencji J.K. Parnasa
staje sie coraz wyzszy. V Konferencja
stata na wysokim miedzynarodowym
poziomie.

STYPENDIA PTBIOCH

NA POKRYCIE KOSZTOW
PODROZY DLA CZLONKOW
PTBIOCH UCZESTNICZACYCH
W KONFERENCII IM. JAKUBA
KAROLA PARNASA W 2005 R

W 2005 roku PTBioch postanowito
dofinansowaé 45% kosztow przelotu
cztonkéw Towarzystwa, wykupujac
przelot samolotem rejsowym na trasie
Warsawa-Kijow-Warszawa. Dofinan-
sowaniem objeto 60 osob. Pozostate
koszty biletu pokryli uczestnicy. Pie-
nigdze pochodzity z rozliczenia Kon-
gresu FEBS 2004 w Warszawie.

KONKURS I NAGRODY
KONFERENCIJI IM. JAKUBA
KAROLA PARNASA

W czasie Konferencji w 2002 r.
ogtoszono konkurs dla jego miodych
uczestnikdw (do 30 roku zycia) na naj-
lepszg prezentacje swoich wynikéw.
Nagrodzono jedng osobe z Polski
i jedng z Ukrainy. Nagrody pienigezne
w wysokosci 1000,00 PLN ufundowat
Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN. Nagrody otrzy-
mali: Katerina Shostak (Kijoéw) i Rafat
Czajkowski (Polska).

W konkursie w 2005 r. pierwsze
miejsce i nagrode pieniezng (ofiarowy-
wang przez strone ukrainska) otrzy-
mat Serhiy Havrylov (Polska), drugie
miejsce i nagrode pieniezna Ganna
Panasyuk (Kijéw) natomiast trzem
nastepnym sposréod 49 zgtoszonych
do konkursu Dyrektorzy trzech war-
szawskich Instytutéw: Instytutu Biolo-
gii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenc-
kiego, Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN i Miedzynarodowego Instytutu
Biologii Molekularnej i Komodrkowej
ufundowali trzy stypendia pokrywa-
jace catkowity koszt ich uczestnictwa
w XL Zjezdzie PTBioch w Lublinie.

W tym uczestnikéw z Polski
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STYPENDIA W RAMACH
FUNDUSZU STYPENDIALNEGO
EUROPY WSCHODNIE]

Od 2005 roku PTBioch bedzie brato
udziat w przyznawaniu stypendiow
na przyjazdy kolegéw z krajow Euro-
py Wschodniej, ktérzy nie sg cztonkami
Unii Europejskiej. Fundusze na ten cel
Towarzystwo otrzymato w ramach roz-
liczen pomiedzy Instytutem Biochemii
i Biofizyki PAN a PTBioch zwigzanych
z kongresem FEBS 2004 w Warszawie.

Podsumowujgc, za najwazniej-
sze osiggniecia Zarzadu Gioéwnego
PTBioch w okresie 2001-2005 uwa-
zamy:

Wozrost liczebnosci Towarzystwa,
w tym liczby cztonkoéw studentéw.

Zmiany w wydawnictwach
PTBioch, w tym zmiana szaty graficz-
nej i sposobu redagowania ,,Postepow
Biochemii" oraz wzrost impact factor
»Acta Biochimica Polonica".

Organizacja Kongresu FEBS wWar-
szawie w roku 2004. Polityka otwarcia
na Kraje Europy Wschodniej.

Udziat cztonkéw Towarzystwa we
wiadzach FEBS.

Podniesienie rangi Konferencji im.
Jakuba K. Parnasa.

Ponadto pragniemy zasygnali-
zowaé przysztym wiladzom Towa-
rzystwa problemy do rozwigzania
w przysztosci:

Przygotowanie strategii dziatania
PTBioch, obejmujgcej miedzy innymi
dopasowanie funkcjonowania Towa-
rzystwa do zmieniajacych sie warun-
kéw i struktur prawno-politycznych
krajowych i unijnych.

Aktywizacja cztonkéw studentow.
Utworzenie Forum Miodych PTBioch
i reaktywacja Sekcji Tematycznych.

Udziat w rozpowszechnianiu in-
formacji o rynku pracy adresowanej
do absolwentéw wydziatéw przyrod-
niczych i studiéw doktoranckich.

Dziatanie na rzecz integracji Towa-
rzystw reprezentujacych nauki przy-
rodnicze w Polsce.

Zarzad Gtoéwny Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego serdecznie dzie-
kuje wszystkim cztonkom i kolegom, na
ktorych udziat w naszej pracy moglismy
zawsze liczy¢ i bez ktérych pomocy na-
sze osiagniecia bytyby niemozliwe.

Prof. Jolanta Baranska

Prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

Warszawa, 26 wrze$nia 2005 r.
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Sprawozdanie z XL Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego
Lublin, 19-23 wrzesSnia 2005 r.

W dniach 19-23 wrze$nia 2005
roku odbyt sie w Lublinie doroczny,
XL Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Patronat honorowy
nad Zjazdem objeli Prezydent miasta
Lublin — Marek Pruszkowski, Prezes
PAN — prof. dr hab. Andrzej Legoc-
ki, Prezes Lubelskiego Oddziatu PAN
— prof. dr hab. Jan Glinski, rektorzy
wyzszych uczelni Lublina, prof. dr
hab. Marian Harasimiuk oraz prof.
dr hab. Wiestaw Kaminski z UMCS,
prof. dr hab. Maciej Latalski oraz prof.
dr hab. Andrzej Ksigzek z AM, prof.
dr hab. Zdzistaw Targonski z AR, ks.
prof. dr hab. Stanistaw Wilk z KUL
oraz Redaktor Senior kwartalnika
"Postepy Biochemii" prof. dr hab. Zo-
fia Zielinska.

XL Zjazd

Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

o
R
LUBLIN, 19-23 wrzeénia 2005

- ow B e D
— F (]

W Zjezdzie uczestniczylo okoto
600 0s6b z réznych osrodkéw z Pol-
ski a takze goscie z Austrii, Francji,
Niemiec, Wielkiej Brytanii, Biatorusi,
Ukrainy, Kanady i USA. Uroczyste
otwarcie Zjazdu odbyto sie w auli
Centrum Kongresowego Akademii
Rolniczej w Lublinie. Wyktad inaugu-
racyjny pt. ,,Lonely and social domains
—a structural constraint of probabili-
ty of domain shuffling" wygtosit prof.
dr hab. Wodzimierz Zagoérski-Ostoja
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z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie. W czesci oficjalnej, po
okolicznosciowych wystgpieniach
i powitaniach — Prezes Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego prof. dr
hab. Jolanta Baranska przedstawita
osiggniecia Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w minionym roku,
podkreslajgc wkiad wielu cztonkéw
Towarzystwa w organizacje Kongresu
FEBS w Warszawie w 2004 roku oraz
pigtej Konferencji im. J.K. Parnasa
w Kijowie w 2005 roku. Podczas uro-
czystosci wreczone zostaty doroczne
nagrody, przyznane w konkursach
organizowanych pod patronatem
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego (patrz Sprawozdanie z dziatal-
nosci Zarzadu Gtownego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego XVII
Kadenc;ji). Uroczysto$¢ otwarcia Zjaz-
du zakonczyt koncert zatytutowany
»Zefir" na fletni Pana w wykonaniu
Dimy Chabaka (Ukraina), a nastepnie
spotkanie przy lampce wina.

Catos$¢ obrad zjazdowych odbywa-
fa sie w obiektach Uniwersytetu Ma-
rii Curie-Sktodowskiej, w wiekszosci
na Wydziale Prawa i Administracji
a takze na Wydziale Chemii oraz
Biologii i Nauk o Ziemi. Poszczegdl-
ne dni obrad rozpoczynaty wyklady
plenarne adresowane do wszystkich
uczestnikow Zjazdu. Wygtosili je pro-
fesorowie Piotr Stepienn (Warszawa),
Grzegorz Wegrzyn (Gdansk) oraz
Zbigniew Darzynkiewicz (USA). Po
wyktadach plenarnych odbywaty sie
obrady w sesjach specjalistycznych,
ktérych organizacje powierzono Ko-
lezankom i Kolegom ze Srodowiska
lubelskiego a takze profesorom za-
proszonym z réznych osrodkéw bio-
chemicznych w Polsce, z Warszawy,
Poznania, Gdanska i todzi. Sesje po-
Swiecone byly nastepujacym zagad-
nieniom:

1. Struktura i funkcja genéw i geno-
mow (prof. dr hab. Anna Skorupska,
prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn);

2. Kwasy nukleinowe (prof. dr hab.
Jan Barciszewski, prof. dr hab. Wanda
Matek);

3. Struktura a funkcja biatek (prof.
dr hab. Mariusz Jaskolski);

4. Rola biologiczna fosforylacji bia-
tek (prof. dr hab. Nikodem Grankow-
ski);

5. Receptory i mechanizmy trans-
misji sygnatow w komorkach (prof.
dr hab. Jolanta Baranska);

6. Starzenie i r6znicowanie si¢ ko-
morek (prof. dr hab. Ewa Sikora);

7. Biochemia Kkliniczna (prof. dr
hab. Janusz Solski);

8. Diagnostyka molekularna i le-
czenie nowotworéw (prof. dr hab. Ja-
cek Wojcierowski);

9. Biochemia zywnosci i zywienia
(prof. dr hab. Barbara Baraniak, prof.
dr hab. Jerzy Rogalski, prof. dr hab.
Zdzistaw Targonski);

10. Dydaktyka biochemii, biologii
molekularnej i biotechnologii (prof.
dr hab. Marek Gniazdowski);

11. Doniesienia rézne (prof. dr hab.
Liliana Konarska).

Ogodtem wygtoszono 87 wyktadow,
przedstawiono 72 doniesienia ustne,
odbyly sie 344 prezentacje posterowe.
Streszczenia wyktaddéw i innych do-
niesien zjazdowych zostaty opubliko-
wane w jezyku angielskim w formie
dodatkowego tomu kwartalnika Acta
Biochimica Polonica. Byto to mozliwe
dzieki funduszom przyznanym przez
Ministerstwo Nauki i Informatyzacji.
Dodatkowo podczas Zjazdu, z inicja-
tywy prof. dr hab. Jana Banaszewskie-
go, odbyta sie nie planowana wcze-
$niej Sesja, poswiecona jubileuszowi
50-lecia odkrycia tRNA. Sesje rozpo-
czat prof. Barciszewski przypominajgc
historie badan nad tRNA na $wiecie,
a uczestnicy spotkania w spontanicz-
nej dyskusji podzielili sie¢ wspomnie-
niami z badan prowadzonych w tym
zakresie w roznych osrodkach kraju.
Na zakorniczenie wszyscy uczestnicy
otrzymali znaczek okolicznosciowy
ufundowany przez firme Meranco,
przedstawiajacy model struktury
tRNA.

W S$rode, 21 wrze$nia, odbyto sie
Walne Zebranie Zarzadu Gidéwnego,
na ktdrym powotane zostaty nowe
wiadze Towarzystwa.

W czasie trwania Zjazdu przepro-
wadzono dwa doroczne konkursy,
konkurs im. Janiny Opienskiej-Blauth
na najlepsza prezentacje przedstawio-
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ng przez studenta, ktéry w momencie
przystania streszczenia nie posiadat
jeszcze dyplomu ukonczenia studiow
oraz konkurs im. Wiodzimierza Mo-
zotowskiego za najlepszg prace przed-
stawiong na Zjezdzie przez miodego
biochemika (do 30-tego roku zycia).
W pierwszym konkursie, ktéremu
przewodniczyta prof. dr hab. Marta
Stryjecka-Zimmer nagrode otrzymat
Rafat Wieczorek z Instytutu Biologii
Doswiadczalnej PAN, Warszawa za
prace pt. ,,Reconstitution of skeletal
muscle mitochondrial inner membra-
ne into planar lipid bilayer". Przyzna-
no takze jedno wyro6znienie dla Jaro-
stawa Kobieli z Akademii Medycznej
z Gdanska za prezentacje pracy pt. "
Proteophilicity and lipophilicity of
aminooxiles in relation to their cyto-
protection in experimental cancer".
W konkursie im. W. Mozotowskiego
uczestniczyto (rekordowo!) 26 oséb.
Komisja pod kierunkiem prof. dr hab.
Michata WozZniaka przyznata nagro-
de dla Anny Kioski z Uniwersytetu
Gdanskiego za prezentacje pracy pt.
"Nonrandom inactivation of the X-
-chromosome in a girl with Hunter
disease".

Przyznane zostaly tez trzy wyroz-
nienia:

1. Anna Janaszak (Uniwersytet
Gdanski) za prace pt. "In vitro trans-
cription from rpo H and ibpB a 54 —
controlled promoters";

2. Jolanta Skalska (Instytut Biologii
Doswiadczalnej PAN, Warszawa) za
prace pt. "The large conductance po-
tassium channel activated by Ca2+in
skeletal muscle mitochondria —a no-
vel myoprotective target”;

3. Yevhen Filyak (Instytut Biologii
Komoérki, Lwéw) za prace pt. DNA-
-damaging anticancer drugs doxoru-
bicin inhibits TGF (3-signaling, while
TGFpi enhances proapoptotic action
of doxorubicin®.

W czasie trwania Zjazdu duzym
zainteresowaniem cieszyly sie wy-
stawy firm prezentujgcych aparature,
sprzet i odczynniki niezbedne do ba-
dan. Moglismy takze wystucha¢ wy-
ktadéw na temat najnowszych zasto-
sowan oferowanego sprzetu. W prze-
rwach obrad wiele oséb znalazio
czas na zwiedzanie Lublina. Ponadto
wszyscy uczestnicy Zjazdu zostali za-

proszeni we wtorek 20 wrzes$nia do
Muzeum Wsi Lubelskiej na wieczor-
ny festyn biochemiczny.

Na zakonczenie sprawozdania
chciatabym serdecznie podziekowac
Zarzagdowi Gtdwnemu Polskiego To-
warzystwa Bichemicznego oraz Re-
dakcji Acta Biochimica Polonica za po-
moc i wspoétdziatanie. Dzigekuje takze
Organizatorom  Sesji  naukowych,
Cztonkom Komisji ds. nagrdd, Kole-
zankom i Kolegom z Lubelskiego Od-
dziatu PT Bioch oraz studentom bio-
chemii i biotechnologii UMCS za trud
wiozony w organizacje Zjazdu oraz
czuwanie nad jego sprawnym prze-
biegiem. Bez ich pomocy nie byloby
mozliwe zorganizowanie naszego
przedsiewziecia.

Dziekujac, skiadam wszystkim
cztonkom i sympatykom Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego zycze-
nia wszelkiej pomysInosci i do zoba-
czenia na kolejnym Zjezdzie Towa-
rzystwa w Biatymstoku.

Prof. Teresa Jakubowicz
Przewodniczaca Komitetu
Organizacyjnego Zjazdu

WYDARZENIA/OPINIE/KOMENTARZE

DZIAL KRAJOWY

Szanowni Czytelnicy,

poczawszy od niniejszego zeszytu, na
zaproszenie redaktora naczelnego ,,Po-
stepéw Biochemii™ inauguruje ,,dziat
krajowy" rozmaitoscig informacji. Ak-
tualne wiadomosci, nie tylko bioche-
micznej proweniencji, adresowane sg
do Czytelnikéw ,,Postepéw Biochemii®.
,Listy do Biochemikow™ i kwartal-
nik ukazujg sie naprzemiennie, zatem
z zatozenia wiadomos$ci w obu wydaw-
nictwach beda sie uzupetniaé, czasem
powtarza¢, ale z pewnoscig bedg mak-
symalnie aktualne. Wierze, ze nie tyl-
ko strony internetowe, biuletyny i ka-
talogi beda moim zrddiem informaciji.
Spodziewam sie wspoétpracy ze strony
Panstwa w budowie obu wydawnictw
informacyjnych Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego.

Teresa Wesotowska

Postepy Biochemii 51 (4) 2005

PREZES RADY MINISTROW oglosit nazwiska laureatbw — naukowcow
wyroznionych za rozprawy doktorskie i habilitacyjne oraz dziatalno$¢ naukowa,
naukowo-techniczng lub artystyczng w 2004 roku. W$r6d nagrodzonych sa czton-
kowie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego: prof. Dawid SHUGAR — bio-
chemia i biofizyka — Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie otrzymat
nagrode za wybitny dorobek naukowy; nagrody za rozprawy doktorskie otrzy-
mali dr Rafat CZAJKOWSKI z Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN; dr Filip
JELEN z Instytutu Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskie-
go; dr Anna WARZYNSKA (z d. BLASZCZYK) z Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie.

NAGRODY MINISTRA NAUKI I INFORMATYZACJI DLA POLSKICH
UCZONYCH moga by¢ przyznawane co roku. Pozwala na to nowa ustawa
o zasadach finansowania nauki. Nagrody majg honorowac polskich naukow-
cOw za ich wybitne osiagniecia, niezaleznie od czasu w ktérym powstaty. Pre-
ferowane bedg te osiggniecia, ktore wptynety lub oddziatujg znaczaco na roz-
woj nauki, spoteczny lub gospodarczy. Nagrody beda przyznawane w trzech
interdyscyplinarnych kategoriach, a nie jak zwykto sie czyni¢, za osiggniecia
w poszczegblnych dziedzinach wiedzy. Ustalono kategorie: podstawowe ba-
dania naukowe, badania na rzecz rozwoju spoteczenstwa i badania na rzecz
rozwoju gospodarki. Wydaje sig, ze kategorie te lepiej odzwierciedlajg czesto
interdyscyplinarny charakter prowadzonych badan. Kandydatéw do nagro-
dy moga zgtasza¢ rady naukowe lub rady wydziatow w jednostkach nauko-
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wych, przez stowarzyszenia nauko-
we 0 zasiegu krajowym reprezen-
towane przez ich organy statutowe
lub przez pozarzadowe organizacje
gospodarcze lub spoteczne o zasie-
gu krajowym reprezentowane przez
ich organy statutowe. Wysokos$¢
nagrody ustalono na poziomie dzie-
sieciokrotnego zasadniczego wyna-
grodzenia miesiecznego profesora
zwyczajnego w panstwowej szkole
wyzszej. Wnioski powinny by¢ spo-
rzadzone wg wzoru w zatgczniku
31 rozporzadzenia Ministra Nauki
i Informatyzacji (www.mnii.gov.pl)
i przekazane do Departamentu In-
formac;ji i Promocji MNil, ul. Wspdl-
na 1/3, 00-529 Warszawa, tel. 022 52
92 631, e-mail:dip@mnii.gov.pl.

Prof. n. med. EDWARD BANKOW-
SKI, profesor zwyczajny Akademii Me-
dycznej w Biatymstoku, od 25 lat kierow-
nik Zaktadu Biochemii Lekarskiej AM
w Biatymstoku, specjalizujacy sie m.in.
w patobiochemii tkanki tgcznej, za swoje
dokonania naukowe w listopadzie 2005
roku zostat uhonorowany tytutem Dokto-
ra Honoris Causa Uniwersytetu w Reims
Champagne-Ardenne we Francji — ser-
deczne gratulacje.

FINANSOWANIE NAUKI wyz-
szymi naktadami zapowiedziat mi-
nister Nauki i Informatyzacji, prof.
Michat Kleiber. Wedtug tej informacji
uczelnie i placéwki naukowe beda
miaty do dyspozycji w 2006 r. okoto
4 miliardéw ztotych. Z koricem wrze-
$nia, majac na wzgledzie wyrazong
obietnice zwiekszenia nakfadéw na
nauke oraz zmiane rzadu RP, prof.
Andrzej Legocki, reprezentujac Pre-
zydium PAN i prof. Tadeusz Luty,
przewodniczacy Krajowej Konferen-
cji Rektoréw Akademickich Szkél
Polskich wystosowali ,,Stanowisko
— Apel" na rece Ministra Nauki i In-
formatyzacji, prof. Michata Kleibera.
W pismie tym wyrazajg wdziecz-
nos¢ i satysfakcje z zapowiedzianych
w budzecie Panstwa na 2006 r. wyz-
szych naktadéw na badania naukowe
oraz nadzieje, ze projekt ten znajdzie
praktyczna realizacje w dziataniach
nowego rzgdu naszego kraju. W uza-
sadnieniu  konieczno$ci zwigksze-
nia nakladéw profesorowie napisali
»Polska nie moze by¢ krajem nizszej
kategorii, musi by¢ spoteczeristwem
wyksztatconym i rozwinietym na
nowoczesnym poziomie. Bez badan
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naukowych w nauczaniu, bez badan
w procesach ksztatcenia na wszyst-
kich poziomach wiedzy, bez utrzy-
mania w nauce S$cistego kontaktu ze
Swiatem nie sprostamy miedzynaro-
dowej konkurencji. Nie dopuscimy
do tego, porzuémy strategie stagna-
cyjng i dajmy szanse naszym miodym
pokoleniom pracy naukowej dla Pol-
ski i w Polsce".

Gdy $rodki na prowadzenie pra-
cy eksperymentalnej i aplikacyjnej sg
nazbyt szczupte, to wszelkie nagro-
dy i sposoby gratyfikacji oraz wspo-
magania mitodych naukowcéw maja
ich motywowaé¢ do podejmowania
trwatej pracy badawczej i realizowa-
nia swojej kariery naukowca w Kkraju.
Jedng z form uzyskiwania Srodkéw
na konsekwentna realizacje badan jest
akcja redakcji ,,Polityki" czyli: STY-
PENDIA ,ZOSTANCIE Z NAMI"
dla miodych pracownikéw nauki.
Sg one przyznawane od pieciu lat,
co roku, jako wynik akcji tygodnika
»Polityka" i pracy kapituty. W skiad
kapituty wchodzg wybitni naukowcy,
sponsorzy i dziennikarze tygodnika
»Polityka". Stypendia w wysokosci
25 tysiecy ztotych majg zacheci¢ mto-
dych badaczy do pozostania w Polsce
i kontynuowania pracy badawczej
w laboratoriach krajowych. W 2005
roku redakcja ,,Polityki" otrzymata
ponad 500 zgtoszeh od oséb, ktére
tuz przed zgtoszeniem wniosku uzy-
skatly stopienn naukowy doktora, lub
w najblizszym czasie miaty bronic
swojej dysertacji. Stypendia otrzyma-
li naukowecy z zakresu nauk Scistych:
dr n. med. Daniel Gackowski (Fot. 1)
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Fotografia 1.

— adiunkt w zespole prof. Ryszarda
Olinskiego w Katedrze i Zakladzie
Biochemii Klinicznej Collegium Me-
dicum Uniwersytetu Mikotaja Koper-
nika w Toruniu, pracujgcy nad udzia-
tem szoku tlenowego w rozwoju réz-
nych choréb, od nowotworéw, przez
miazdzyce, po chorobe Alzheimera;

jest cztonkiem Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego; dr Krzysztof
Ginalski (Fot. 2) — adiunkt w Inter-
dyscyplinarnym Centrum Modelowa-
nia Matematycznego i Komputerowe-

Fotografia 2.

go Uniwersytetu Warszawskiego zaj-
muje sie bioinformatyka, a zwiaszcza
badaniem struktury i funkcji biatek;
w latach 2003-2005 prowadzit prace
badawcze w Univesity of Texas So-
uthwestern Medical Center w USA
na stanowisku profesora; w 2004 roku
zostat nagrodzony jako uczestnik
Swiatowego eksperymentu CASP-6
(Clinical Assessment of Protein Struc-
ture Prediction), zajmujgc najlepsza
lokate w dwoch kategoriach kon-
kursowych, w rozpoznawaniu typu
»foldéw" i w modelowaniu poréw-
nawczym; dr inz. Dariusz Hreniak
— adiunkt w Instytucie Niskich Tem-
peratur i Badan Strukturalnych PAN
we Wroctawiu; stypendysta prowa-
dzi badania dotyczgce nanokryszta-
téw o nieliniowych wiasciwosciach
optycznych i jest przekonany, ze
w ramach programéw badawczych
UE uda sie zrealizowaé¢ wigkszos¢
oryginalnych projektéw zwigzanych
z wykorzystaniem nanoceramik zbu-
dowanych z nanokrysztatdw; byt
stypendysta Fundacji Nauki Polskiej
(FNP) w latach 2003-2004, a za jeden
z projektow badawczych otrzymat
w 2004 r. dyplom Ministra Nauki; dr
Wojciech Kamysz — adiunkt w Ka-
tedrze Chemii Nieorganicznej AM
w Gdansku, zajmuje sie poszukiwa-
niem nowych substancji o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym; przygo-
towywana aktualnie praca habilitacyj-
na dotyczy wynikéw badann nowych
antybiotykow  peptydowych; byt
stypendysta FNP, a takze otrzymat
nagrode Zakladéw Farmaceutycz-
nych Polpharma; dr Marcin Andrzej
Malik —adiunkt w Katedrze Chemii
na Wydziale Inzynierii Procesowej,
Materiatowej i Fizyki Stosowanej Po-
litechniki w Czestochowie; ma dwa

www.postepybiochemii.pl


http://www.mnii.gov.pl
mailto:dip@mnii.gov.pl
http://www.postepybiochemii.pl

stopnie doktora, jeden z zakresu che-
mii, drugi z inzynierii materiatowe;j;
bedzie podejmowat badania nad ste-
rowaniem wiasciwosciami  fizyko-
chemicznymi magneséw molekular-
nych. Moga mie¢ one zastosowanie
w diagnostyce medycznej; dr lzabela
Szafraniak — adiunkt w Instytucie
Inzynierii Materiatowej Politechniki
w Poznaniu. Doktoryzowata sie w In-
stytucie Maxa Plancka, a nastepnie
podjeta badania okreslania wptywu
bardzo matych rozmiaréw na osta-
teczne wiasciwosci materiatéw; obec-
nie pracuje nad ferroelektrykami czyli
materiatami, ktére mozna zastosowac
np. do trwatych uktadéw pamieci czy
czujnikow temperatury; dr med. Wie-
staw Marcol — asystent w Katedrze
Fizjologii Slaskiej AM w Katowicach,
aktualnie odbywajacy staz neurolo-
giczny w Jastrzebiu Zdroju; praca ba-
dawecza stypendysty dotyczy zagad-
nien zwigzanych z regeneracjg ukla-
du nerwowego dorostych ssakéw,
ze szczegOlnym  uwzglednieniem
naprawy uszkodzenn nerwow obwo-
dowych; dr Marcol pracuje nad moz-
liwosciami naprawiania uszkodzenh
rdzenia kregowego poprzez stosowa-
nie komorek macierzystych i prowa-
dzi badania nad nowotworami mo-
zgu; dr med. Marcin Mycko — asy-
stent w Katedrze i Klinice Neurologii
Uniwersytetu Medycznego w todzi,
zajmujacy sie neuroimmunologia; byt
stypendystg FNP, a obecny projekt
realizuje wspolnie z Ludwig Institu-
te for Cancer Research w Lozannie
(Szwajcaria). Przyznano takze stypen-
dia dla badaczy w dziedzinie prawa,
ekonomii, nauk humanistycznych
i politycznych. Wiekszos$¢ stypendy-
stow wspolpracuje z zagranicznymi
o$rodkami badawczymi i publikuje
w prestizowych czasopismach o za-
siegu miedzynarodowym (Polityka
nr 41, str. 86-92, 2005).

WYBRANE POLSKIE CZASOPI-
SMA NAUKOWE zgodnie z rozpo-
rzadzeniem Ministra Nauki i Informa-
tyzacji z dnia 4 sierpnia 2005 r. w spra-
wie kryteriéw i trybu przyznawania
i rozliczania Srodkéw finansowych na
nauke znalazty sie w wykazach wraz
z liczba punktow za umieszczong
w nich publikacje naukowa. Niektére
tytuty znajduja sie na tzw. liscie fila-
delfijskiej, wiele innych w wykazie
kategorii B. Pismo Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego, Acta Biochimi-
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ca Polonica, ulokowane jest na lisci?
pierwszej z 10 punktami. Podpblig
punktacje majg tez Acta Biol. Crri6ov.
Bot., Acta Protozool., Bul. Pol. Acad.
Sci-Chem., Celi. Mol. Biol. tejf:.. oraz
Pol. J. Pharmacol. Kwartalnik ,,Poste-
py Biochemii" znajduje sie na liscie
czasopism kategorii B z 5 punktami.
Punktacje (24, 20,15 lub 10 punktéw)
za publikacje w czasopismach z listy
Filadelfijskiego Instytutu Informa-
cji Naukowej przypisuje sie zgodnie
z wielkoscig wspotczynnika przebicia
(Impact Factor) danego czasopisma
opublikowanego w Journal Citation
Reports z 2004 r. Rozporzadzenie
wskazuje takze punktowanie publika-
cji wieloautorskich przy ocenie reali-
zacji dziatalnosci statutowej jednostek
badawczych.

EUROPEJSKA RADA BADAN
bedzie zajmowata sie¢ rozdzielaniem
funduszy na badania podstawowe
z budzetu UE, przeznaczonego na
nauke. Zadaniem Rady bedzie selek-
cjia i wybor najlepszych projektow
i najzdolniejszych uczonych, ktérych
badania powinny by¢ finansowane
z budzetu Wspdlnoty Europejskie;.
Czes¢ funduszy w VII Programie Ra-
mowym bedzie skierowana na bada-
nia ,,graniczne" poszerzajgce granice
wiedzy ludzi o $wiecie. Sa to badania
podejmowane we wszystkich dziedzi-
nach nauki. Do zespotu Europejskiej
Rady Badan zostat zaproszony polski
minister nauki prof. Michat Kleiber
oraz dwéch naukowcéw z Wegier
i Czech. W zespole Rady pracuje 21
uczonych z réznych krajow. Rada
oficjalnie rozpocznie prace z dniem 1
stycznia 2007 r. W miedzyczasie Rada
odbywa¢ bedzie posiedzenia orga-
nizacyjne (pierwsze w pazdzierniku
2005 roku).

PRAWO O SZKOLNICTWIE
WYZSZYM, ustawa podpisana przez
Prezydenta RP 23 sierpnia 2005 r.
zawiera takze zapis o plagiacie.
W przypadkach podejrzenia o pla-
giat w pracach dyplomowych rektor
bedzie wszczynat postepowanie wy-
jasniajace. Gdy podejrzenie okaze sie
prawdziwe, rektor wstrzyma nadanie
stopnia czy tytutu naukowego. Poste-
powanie dyscyplinarne bedzie stoso-
wane z mocy prawa wobec pracow-
nikow naukowych, podejrzewanych
o plagiat, korupcje, ptatna protekcje

czy inne oszustwo naukowe (wg wi-
tryny Esculap.pl).

NOWE KIERUNKI NAUCZANIA
W SZKOLACH WYZSZYCH | NO-
WE MOZLIWOSCI SPECJALIZACII
zostaty zaplanowane lub uruchomio-
ne w biezgcym roku akademickim.
Uniwersytet Medyczny w todzi (jako
pierwsza uczelnia w kraju) uzyskat
akredytacje do prowadzenia kierunku
0 profilu humanistycznym (naucza-
nie filozofii w zakresie etyki i bio-
etyki). Na mocy umowy podpisanej
pomiedzy Uniwersytetem Medycz-
nym a Uniwersytetem im. kardynata
Stefana Wyszynskiego w Warszawie
powotano w todzi Miedzyuczelnia-
ng Katedre Nauk Humanistycznych.
Absolwenci po trzech latach studiéw
humanistycznych, zakonczonych li-
cencjatem, bedg mogli kontynuowaé
ksztalcenie w Warszawie, u sygna-
tariusza umowy. Wiadze UL maja
rok na organizacje nowego kierun-
ku i nabor kandydatéw. Etycy i bio-
etycy majg juz i bedg mieli w przy-
sztosci wiele powaznego zajecia we
wspotpracy z lekarzami i pacjentami
w zwigzku z nowymi specjalizacjami
1 procedurami medycznymi, wywo-
tujgcymi nieraz kontrowersje moralne
(PAP, 12.10.2005). Po raz pierwszy
od 1999 r. ,rusza" specjalizacja dia-
gnostow laboratoryjnych. Program
jest dostosowany do wymogoéw UE
i realizowany jest wedtug nowych
zasad, regulowanych znowelizowang
ustawg o diagnostyce laboratoryjnej
z 2003 r. i rozporzadzeniem mini-
stra zdrowia. Do specjalizacji moga
przystepowaé absolwenci medycyny
i analityki medycznej, ktérzy uzyskali
w ostatnich latach prawo wykonywa-
nia zawodu diagnosty medycznego
i przeszli przez rekrutacje. Specjaliza-
cja jest czesciowo finansowana przez
osoby podejmujgce ksztatcenie. Pra-
wo wykonywania zawodu diagnosty
laboratoryjnego (zawo6d korporacyj-
ny) przyznaje Krajowa lzba Diagno-
stow Laboratoryjnych. O specjalizacje
z diagnostyki laboratoryjnej w Polsce
moga ubiegac sie lekarze i absolwenci
oddziatu lub wydziatu analityki me-
dycznej, ktérzy wczesniej uzyskali za-
wad biologa, farmaceuty czy chemika
(PAP, 11.10.2005).

VIl KONFERENCJA CHROMA-

TOGRAFICZNA ,,Chromatografia
i techniki pokrewne a zdrowie czto-
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wieka", odbedzie sie w Biatymsto-
ku w dniach 10-13 wrze$nia 2006 r.
W programie Konferencji zaplanowa-
no wyktady i sesje plakatowe z zakre-
su technik separacyjnych, a zwitaszcza
z chromatografii gazowej i cieczowej,
technik elektromigracyjnych i metod
taczonych. Przewidziane sg prezen-
tacje z zakresu zastosowania technik
chromatograficznych w analizie far-
maceutycznej, klinicznej, toksyko-
logicznej, $rodowiskowej, zywnosci
i pasz oraz oméwione zostang sposo-
by przygotowania probek i zagadnie-
nia metrologii i walidacji. Przewidzia-
ny jest czas na problematyke z zakresu
proteomiki, genomiki i metabolomiki.
Komitetem Organizacyjnym kieruje p.
prof. Elzbieta Skrzydlewska. Zamiar
uczestnictwa mozna zglasza¢ pocztg
elektroniczng: www.chromatografia.
amb.edu.pl lub tradycyjng: Zakiad
Chemii Nieorganicznej i Analitycz-
nej, Wydziat Farmaceutyczny, AM,
ul. Mickiewicza 21, 15-230 Biatystok.
Tet. (085) 748 57 08. Informacje o Kon-
ferencji znajdujg sie na stronie www.
chromatografia.amb.edu.pl.

SEKCJA BIOOENERGETYCZNA
PTBioch, powotana do zycia przez
prof. Lecha Wojtczaka w latach 70.,
bedzie reaktywowana. Takie zamie-
rzenie podijat prof. Adam Szewczyk
z Instytutu Biologii Doswiadczalnej
PAN w Warszawie. Pomystodawca
prosi osoby zainteresowane dziatal-
noscig w tej Sekcji o zgtoszenia. Adres
kontaktowy: adam@nencki.gov.pl

NOWOSCI | SUKCESY Z POL-
SKICH PRACOWNI to zawsze pa-
sjonujgca lektura. Mozna byé w pra-
cowniach rozwigzujacych problemy
z innych dziedzin czy kategorii, nam
czytajagcym, dalekich. Naukowcy
z UAM w Poznaniu, z grupy prof.
Jerzego J. Langera skonstruowali na-
nodetektor i zademonstrowali go na
Krecie podczas konferencji poswie-
conej nanotechnologii. Nanodetektor
zbudowany z sieci polianilinowej, po-
limeru przewodzacego prad, wykry-
wa zywe komorki w liczbie mniejszej
niz 100 w mm2 powierzchni badanej,
w czasie 5-15 sek. Urzadzenie moze
takze réznicowa¢ komorki (zdrowe
i chore) i by¢ wykorzystywane jako
zabezpieczenie antybioterrorystyczne
i do monitoringu czystosci srodowi-
ska naturalnego. Urzadzenie, obiekt
zainteresowania podczas konferencji
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~sianomaterials and Nanotechnology
2005, jest w fazie testowania (Wwww.
nau”tawpolsce.pap.pl).

Celulozowe opatrunki do leczenia
oparzai chronig uszkodzone tkan-
ki przecl zakazeniem i przyspiesza-
ja gojenie ran. Celulozowy materiat
o grubosci ~0,5 cm wytwarzany jest
z cukréw prostych przez bakterie
przyjazne cztowiekowi. Technologie
ich produkcji opracowali naukowcy
z Politechniki to6dzkiej. Prof. Stani-
staw Bielecki, dyrektor Instytutu Bio-
chemii Technicznej Pt, informowat
latem tego roku o funkcji, oryginal-
nosci zastosowania i technologii pro-
dukcji galaretowatych opatrunkéw
celulozowych. Oryginalny produkt
t6dzkich uczonych jest obecnie testo-
wany w Centrum Leczenia Oparzen
w Siemianowicach S$laskich (www.
mnii.gov.pl).

W konkursie algorytmicznym Top
Coder Open 2005 Competition (San-
ta Clara w Kaliforni, 12-14 X 2005 r.)
zwyciezylt Eryk Kopczynski, dok-
torant drugiego roku studidéw infor-
matyki na Wydziale Matematyki, In-
formatyki i Mechaniki Uniwersytetu
Warszawskiego. Laureat pokonat 48
finalistébw, wytonionych z kilku ty-
siecy zgtoszonych uczestnikéw eli-
minacji. W finatach uczestniczyli stu-
denci UW — Marek Cygan, Tomasz
Malesiniski, Marcin Michalski, oraz
Uniwersytetu Wroctawskiego — Pa-
wetl Gawrychowski i Ul — Andrzej
Pezarski. Konkurs skiadat sie z trzech
konkurséw: Component Design Com-
petition, Component Development
Competition i Algorithm Competi-
tion. W finale Component Develop-
ment Competition uczestniczyt inny
student UW — Marcin Stefaniak. Od
lutego b.r. Uniwersytet Warszawski
zajmuje pierwsze miejsce w konkur-
sie Top Coder.

PRZEWODNICZACY KOMI-
TETU BIOTECHNOLOGII przy
Prezydium PAN, prof. Stanistaw
Bielecki, byt w lipcu inicjatorem spo-
tkania w MNil z dziataczami stowa-
rzyszenia EuropaBio oraz przedsta-
wicielami Departamentow Integracji
Europejskiej oraz Strategii i Rozwoju
Nauki. Prof. Stanistaw Bielecki wio-
sng b.r. uczestniczyt w Brukseli wraz
z przedstawicielami EuropaBio w ne-
gocjacjach dotyczacych zakresu pla-

nowanego 7 PR UE. Stowarzyszenie
EuropaBio zrzesza 24 narodowych or-
ganizacji biotechnologicznych repre-
zentujacych 1200 matych i $rednich
przedsiebiorstw zaangazowanych
w badania i prace rozwojowe, testo-
wanie, produkcje i dystrybucje pro-
duktéw biotechnologicznych. Jest or-
ganizacja, ktorej naczelnym celem jest
promocja bioprzemystu oraz lobbo-
wanie na rzecz pozytywnego klima-
tu wokdt biotechnologii w Europie.
Reprezentuje zrzeszone w EuropaBio
przemysty i wytwarzane w nich pro-
dukty. Stowarzyszenie jest organem
opiniodawczym dla Parlamentu Euro-
py, Komisji i Rady Ministréw w spra-
wach biotechnologii. Goscie z Euro-
paBio przedstawili umowny podziat
biotechnologii na trzy obszary: biata
— przemystowa biotechnologia wy-
korzystujagca systemy biologiczne
w produkcji przemystowej i ochronie
$rodowiska; czerwona — biotechno-
logia wykorzystywana w ochronie
zdrowia; zielona — biotechnologia
zwigzana z rolnictwem obejmujgca
metody inzynierii genetycznej. We-
dtug ich argumentéw taka kategory-
zacja obszarow biotechnologii utatwia
ukierunkowanie i tempo rozwoju tej
dziedziny nauki w Europie; powinna
by¢ zastosowana w Polsce, gdzie bio-
technologia intensywnie rozwija sie,
dla optymalizacji wykorzystania spo-
dziewanych efektow. Zorganizowane
wraz z Komisjg Europejskag Forum
Biotechnologiczne w pazdzierniku
b.r. miato wypracowa¢ model wspie-
rania rozwoju biotechnologii w no-
wych krajach cztonkowskich, w tym
w Polsce.

KONFERENCJA »Successful
aging". Cho¢ starzenie sie jest coraz
bardziej istotnym problemem spo-
tecznym i znajduje sie na liscie prio-
rytetow badawczych tak Unii Euro-
pejskiej, jak i krajowego programu
ramowego badan naukowych, trudno
powiedzie¢, by biochemiczne badania
procesu starzenia prowadzone byty
u nas szerokim frontem. A szkoda
— chociazby biorac pod uwage te
priorytety. Z uznaniem nalezy wiec
odnotowa¢ dwie inicjatywy, ktore
moga przyczyni¢ sie do zmiany tego
stanu rzeczy. Obie sg zastugag Prof.
dr hab. Ewy Sikory, kierownika Za-
ktadu Biochemii Komorki i Pracowni
Molekularnych Podstaw Starzenia
w Instytucie Biologii Doswiadczal-
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nej PAN im. M. Nenckiego. Jedng
z nich byla sesja poswiecona starze-
niu sie zorganizowana w ramach XL
Zjazdu Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego w Lublinie, drugg za$
konferencja ,,Successful Aging", kto-
ra odbyta sie w Warszawie w dniach
3-4 pazdziernika 2005 r. Spotkanie
139 uczestnikéw byto ogromnie cie-
kawe i stymulujgce. Organizatorom
udato sie zaprosi¢ wspaniatych wy-
ktadowcow, wséréd: Toma Kirkwo-
oda (University of Newcastle; jeden
z najwybitniejszych  autorytetow

wspoiczesnej gerontologii, autor teo-
rii ,,ciata jednorazowego uzytku" tu-
maczacej ewolucyjne aspekty starze-
nia sie organizmow, Fot. 3), Leonarda

Fotografia 3.

Hayflicka (University of California,
San Francisco; ten, ktéry obalit mit
jo nieSmiertelnosci komoérek ssakow
w hodowli in vitro — dzieki jego od-
jkryciu méwimy o limicie Hayflicka),
;Grahama Pawelca (Universitat Tlbin-
gen; Swiatowy autorytet w zakresie
immunogerontologii), Claudio Fran-
ceschiego (University of Modenakon-
takt; pionier badan stulatkow, ktory
na konferencji omoéwit genetyczne
aspekty diugowiecznosci) i Suresha
Rattana (Danish Centre for Molecu-
lar Gerontology, Aarhus; autor wielu
prac o znaczeniu hormezy dla dtugo-
ci zycia). Polscy wyktadowcy mowili
w wiekszosci o chorobach ujawnia-
jacych sie u 0s6b starszych: chorobie
Alzheimera (Maria Barcikowska, Ce-
zary Zekanowski) i chorobie Parkin-
sona (Andrzej Friedman). Katarzyna
Broczek podsumowata wyniki badan
polskich  stulatkbw koordynowa-
ne przez Miedzynarodowy Instytut
Biologii Molekularnej i Komaérkowej
PAN w Warszawie, a Jacek Witkow-
ski przedstawit wyniki badan doty-
czacych starzenia sie limfocytow T.
Podczas konferencji Tom Kirkwood
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podpisywat swojg ksigzke Czas naszel
go zycia, ktorej polski przektad uk”~at
sie niedawno (egzemplarze/ niestety
bez autografu autora, s jeszcZe do
kupienia w Instytucie Nen/kiego;
kontakt: a.sadlik@nencki.gov.pt.

Konferencja byta dobrg i przyjemna
okazjg do zastanowienia sig, czy nie
warto wigczy¢ sie w badania procesu
starzenia sie. Prof. Sikora zadbata tez
0 to by ewentualne pozytywne wyni-
ki takich rozmyslan nie poszty tylko
do mézgowej szuflady, tworzac liste
dyskusyjng, ktéra mogtaby skupié
osoby takze integracji osoby zainte-
resowane badaniami nad starzeniem
sie i dlugowiecznoscig (adres: http://
lists.nencki.gov.pl/mailman/listin-
fo/seneca). Moze warto dac sie skusi¢
tym zachetom? Brawo, Ewo, ku$ da-
lej! (wg prof. Grzegorza Bartosza).

VIl OGOLNOPOLSKIE SEMI-
NARIUM KOt NAUKOWYCH BIO-
TECHNOLOGII organizuje Studenc-
kie Koto Naukowe Biotechnologow
»Przybysz" przy Instytucie Biochemii
1 Biologii Molekularnej Uniwersyte-
tu Wroctawskiego, we Woroctawiu,
w dniach 18-20 listopada b.r. W pro-
gramie wyklady zaproszonych gosci,
wyktady, seminaria i prezentacje Kot
Naukowych oraz sesja plakatowa,
konkurs na najciekawsze wystapienie
ustne i najciekawszg prezentacje pla-
katowg i duzo dyskusji oraz wieczor
integracyjny. Dokfadny plan konfe-
rencji na poczatku listopada na stronie
internetowej Uniwersytetu Wroctaw-
skiego. Optata uczestnictwa 50 zt po-
winna by¢ wniesiona do 14 listopada
na konto: Uniwersytet Wroctawski,
pl. Uniwersytecki 1, 50-137 Wroctaw,
Bank Zachodni WBK IV O/Wroctaw,
nr 71 10902503 0000 0006 3000 0004
(www.uni.wroc.pl).

TRZY UNIWERSYTETY POLSKIE
zostaty umieszczone w tym roku na
tzw. liscie szanghajskiej, wsrod 500
najlepszych uniwersytetow na Swie-
cie, sporzadzonej przez uniwersytet
Jiao Tong w Szanghaju. Jest to jeden
z najpowazniejszych  Swiatowych
rankingéw szkot wyzszych. W ocenie
uczelni brane sg pod uwage naste-
pujace kryteria: liczba laureatow Na-
grody Nobla i Medalu Fieldsa (odpo-
wiednik Nagrody Nobla dla matema-
tykéw) wsrod absolwentéw i kadry,
liczba cytowan publikacji naukowych

oraz liczba publikacji w pismach Na-
ture i Science. Na liscie znalazty sie:
Uniwersytet Jagiellonski, Warszawski
oraz Wroctawski. Pierwsze miejsce
w tym rankingu zajmuje Uniwersytet
w Harvardzie, drugi jest Uniwersytet
w Cambridge. W pierwszej czterdzie-
stce uczelni Swiata uplasowaty sie
amerykanskie placéwki, po dwie z Ja-
ponii i Kanady, a z europejskich czte-
ry brytyjskie i jedna szwajcarska.

ZYCIE NAUKOWCA W PRO-
ZIE mozna pozna¢ czytajac ksigzke
napisang przez prof. Mieczystawa
Chorazego p.t. ,,Z Janéwki w Swiat
- wspomnienia 1925-1995". Wybitny
naukowiec opowiada w niej Czytelni-
kom swoje przezycia od okresu dzie-
cinstwa i szkoly, przez czas wojny
i okupacji, powstania warszawskiego,
obozu jenieckiego, studiow medycz-
nych, pracy w Instytucie Onkologii
w Gliwicach, stazy zagranicznych do
okresu przetomu. Ksigzke wydali:
Wydawnictwo PAU i Polskie Towa-
rzystwo Onkologiczne. Informacje
i zamoéwienia ksigzki w Wydawnic-
twie PAU, ul. Stawkowska 17, 30-016
Krakow, tek: (12) 424 02 12, fax: (12)
422 54 22; e-mail: wydawnictwo@pau.
krakow.pl.

WARTO PRZECZYTAC Znako-
mitg recenzje ma drugie wydanie
ksigzki-opowiesci ,,Bezmiar matema-
tycznej wyobrazni"(wyd. Proszynski
i S-ka, Warszawa, 2005), autorstwa
matematykow z ,,Jagiellonki" Krzysz-
tofa Ciesielskiego i Zdzistawa Pogo-
dy. Recenzent napisat ,,to nie Ciesiel-
ski i Pogoda piszg o matematyce, lecz
matematyka sama opowiada o swoim
krolestwie, korzystajgc jedynie z po-
Srednictwa dwodch zrecznych pomoc-
nikéw". | to zacheca do siegniecia po
te popularyzatorskg pozycje, bo nic
przyjemniejszego jak przyjazna lek-
tura o zagadnieniach trudnych, dale-
kich od naszego zawodu. Wydawnic-
two Naukowe PWN wydato pierwszy
podrecznik ,,Bioinformatyki" w tu-
maczeniu polskim (Matgorzata Ce-
brat, Jacek Leluk, Pawet Mackiewicz).
Ksigzka w oryginale byta wydana pod
redakcjg A.D. Baxevanisa, B.F.F Ouel-
lette'a. Autorzy podrecznika przed-
stawiaja podstawy postugiwania sie
narzedziami internetowymi, sposoby
korzystania z biologicznych i literatu-
rowych baz danych oraz szczegdtowy
przeglad zaawansowanych narze-
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dzi bioinformatycznych dostepnych
w sieci. Uzupetnieniem ksigzki sg wy-
kazy adresow internetowych umiesz-
czone na koncu kazdego rozdziatu.

80-lecie urodzin
Profesora Mieczystawa

Chorazego

Mieczystaw Rajmund Chorgzy
urodzit sie 31 sierpnia 1925 roku w Ja-
nowce koto Biatej Podlaskiej. Ukonh-
czyt szkote $rednia w czasie wojny
na tajnych kompletach. Brat udziat
w pracy konspiracyjnej w AK i w Po-
wstaniu Warszawskim. Jako jeniec
wojenny znalazt sie w Niemczech
w Altengrabow. Z czaséw Powstania
pozostat mu trwaty niedowilad pra-
wej dioni, co w przysztosci utrudnia-
to mu prace laboratoryjng. W latach
1945-1951 studiowat na Akademii
Medycznej w Warszawie. Za dzia-
falnos¢ w AK, udziat w Powstaniu
i ,,nieprawomysinos$é" zostat w 1951
roku przeniesiony z Warszawy do
Gliwic, gdzie rozpoczat prace pod kie-
rownictwem prof. Kazimierza Duxa
w utworzonym wtedy Panstwowym
Instytucie Przeciwrakowym (obec-
nie Centrum Onkologii - Instytut im.
Marii  Sktodowskiej-Curie, oddziat
w Gliwicach). W 1958 roku otrzymat
stopien doktora medycyny ze spe-
cjalizacjg z biochemii. Kolejne tytuty
doktora habilitowanego, profesora
nadzwyczajnego i profesora zwyczaj-
nego otrzymat w latach 1961, 1970
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i11984. Od 1961 do 1995 roku, czyli
do~dejscia na emeryture, petnit obo-
wigzki kierownika Zaktadu Biologii
Nowotwordw.

W ~Agu swojego zycia naukowe-
go Mieczystaw Choragzy zajmowat
sie r6znymi aspektami biologii nowo-
tworéw. Pierwszg jego pracg byto ba-
danie bilansu azotowego u szczurow
chorych na nowotwory. Nastepnie
Jego zainteresowania skupity sie na
materiale genetycznym: transformacji
komérek obcym DNA, organizacji se-
kwencji DNA u réznych organizméw
(sekwencje powtarzajgce sig), aktyw-
nosci biologicznej zwigzkéw oddzia-
tujacych z materiatem genetycznym
oraz procesach towarzyszacych re-
generacji watroby i etiologii nowo-
tworéw cztowieka. Ostatnio zainte-
resowania Profesora koncentrowaty
sie na mutagenezie i kancerogenezie
Ssrodowiskowej. W dotychczasowym
dorobku naukowym Profesora (od
1955 do 2005 roku) znajduje sie 105
prac oryginalnych, 14 prac przegla-
dowych, 3 monografie, 5 ttumaczen
ksigzek i wielka liczba artykutéw po-
pularnych i interwencyjnych w czaso-
pismach naukowych i spotecznych.

Ze swoich wiasnych prac Profesor
najbardziej ceni badania nad wnika-
niem DNA do modelowych komérek
eukariotycznych [1], ktérych wyniki
pokazaly, ze komorki moga pobierac
duze fragmenty DNA, oraz prace nad
metodami wyodrebniania chromoso-
mow metafazowych [2], Profesor opu-
blikowat takze szereg pionierskich
monografii przedstawiajacych pod-
stawy biologii nowotworéw i zwigzki
niestabilnosci genetycznej z kancero-
geneza [3-5]. W koncu lat 80-ych i w
latach 90-ych problematyka ta stata
sie gtbwnym nurtem badawczym
grupy Profesora. W ostatnich latach
jego badania objety réwniez zwigz-
ki pomiedzy polimorfizmem gendéw
kodujagcych enzymy uczestniczace
w procesie detoksykacji komorek
a procesem nowotworzenia [6-8].

Profesor Mieczystaw Chorazy juz
w trudnych latach powojennych nie
tylko wigczyt sie w prace naukowsa,
ale wykazywat hart ducha w dziata-
niach zwigzanych z organizacjg na-
uki. Walczyt twardo z urzedami cen-
tralnymi zdobywajac podstawowe
i nowoczesne wyposazenie dla Za-

kfadu Biologii Nowotwordw oraz od-
czynniki konieczne do badan. Zaktad
w tych czasach dysponowat najlepsza
biblioteka z dziedziny biologii mole-
kularnej na Gérnym Slasku, a moze
nawet w catej Potludniowej Polsce.
Jako pierwszy w Polsce, na poczatku
lat 70-tych stworzyt szkote badania
struktury i funkcji DNA.

Wielka wage dla ucznidw i nastep-
cow Profesora stanowita nie tylko
Jego klasa naukowa, ale i postawa
moralna, kultura osobista i niewat-
pliwa odwaga cywilna. Jego Zaktad
byt przez dziesiagtki lat wyspa wolno-
§ci w morzu komunizmu, w czasach
petnych tchorzostwa i hipokryzji. Nie
zrozumie tego nikt, kto tych lat nie
przezyt. My, wychowankowie Profe-
sora, jesteSmy Mu za te atmosfere nie-
zmiernie wdzieczni. W takiej atmos-
ferze wychowat liczne grono pracow-
nikéw naukowych. Jego nieustanne
walki z SB i Podstawowg Organizacja
Partyjng w Instytucie o wyjazdy za-
graniczne dla pracownikéw owoco-
waty podniesieniem ich kwalifikaciji.
Pod kierunkiem Profesora powstato
18 prac doktorskich, kilku Jego wspoét-
pracownikéw habilitowato sig, a pie-
cioro z nich otrzymato tytut profesora.
Do pracy w Jego zakiadzie garneli sie
ludzie dlatego, ze dobrze sie w nim
czuli i dobrze sie im pracowato. Przez
ZBN przewineto sie wiele 0s6b, do tej
pory cenionych w kraju i na Swiecie,
jak: Jan Filipski, Ewa Grzybowska,
Matgorzata Hanausek-Wataszek, Je-
rzy Jurka, Pawetl Kisielow, Stefania
Krzyzowska-Gruca, J6zef Mendecki,
Ewa Minc-Ninio, Czestaw Radzikow-
ski, Lidia Sadzinska-Matter, Zenon
Steplewski, Andrzej Vorbrodt, Zbi-
gniew Walaszek oraz obecni kierow-
nicy juz trzech potomnych Zaktaddw:
Zdzistaw Krawczyk, Joanna Rzeszow-
ska i Stanistaw Szala.

Mieczystaw Chorazy jest profeso-
rem zwyczajnym nauk medycznych.
Jest tez cztonkiem rzeczywistym
Polskiej Akademii Nauk, cztonkiem
czynnym Polskiej Akademii Umie-
jetnosci, cztonkiem  honorowym
Polskiego Towarzystwa Onkologicz-
nego (a w latach 1974-78 przewodni-
czacym), honorowym cztonkiem We-
gierskiego Towarzystwa Onkologicz-
nego, cztonkiem Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego, Europejskiego
Stowarzyszenia Badan nad Rakiem
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(EACR) i jego wiceprezydentem
(w latach 1985-89), Europejskiej Or-
ganizacji Biologii Komoérki (ECBO),
Amerykanskiego Stowarzyszenia
Badan nad Rakiem (AACR) i wielu
innych polskich i zagranicznych to-
warzystw naukowych. Za wojskowg
i cywilng stuzbe zostat wyrdznio-
ny odznaczeniami panstwowymi
i wieloma nagrodami, w tym Zio-
tym Krzyzem Zastugi i Oficerskim
Krzyzem ,,Polonia Restituta". Bliskg
z Nim znajomos$¢ i przyjazn cenig
sobie wybitne postaci $wiata nauki,
a takze polityki, sztuki i kultury.

Ostatnio  Profesor  Mieczystaw
Chorazy napisat i wydat staraniem
Polskiej Akademii Umiejetnosci swo-
ja autobiografie obejmujacg okres 70
lat zycia, pt.: ,,Z Jandwki w Swiat".
Zywe opisy dziecinstwa i miodosci,
pracy i zycia naukowego, wspomnie-
nia z podrézy zagranicznych, zmaga-
nia o prawde i godnos$é w ojczystym
kraju sktaniajg do refleksji nad losem
i zyciem ludzkim, a takze do gtebo-
kiego zastanowienia sie nad kondy-
cja nauki polskiej w czasach wolnosci
i integracji z Europa Zachodnia.
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Sprawozdanie z Letniego
Kursu Hodowli
Komorek Zwierzecych
dla zaawansowanych

Grzegorz B. Gmyrek

Laboratorium Immunologii Rozrodu, Instytut
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
ul. R.  Weigla 12, 53-114 Wroctaw
tek: (71) 337 11 72, faks: (71) 337 13 82,
e-mail: gregoire@hot.pl

Obserwowany w ostatnim czasie
gwattowny rozwdj inzynierii tkanko-
wej w naukach biomedycznych, nie
pozostaje bez wptywu na rosnace za-
potrzebowanie ze strony pozyskiwa-
nia wysoko wykwalifikowanych spe-
cjalistbw. W tym Swietle szczego6lnie
uznanie moze zyska¢ inicjatywa prof.
Jerzego Moraczewskiego z Zaktadu
Cytologii Wydziatu Biologii Uniwer-
sytetu Warszawskiego, ktéremu przy
pomocy wspo6tpracownikow, udato
sie w tym roku z powodzeniem zor-
ganizowa¢ szkolenie pt. ,Letni Kurs
Hodowli Komoérek Zwierzecych".

Szkolenie, zorganizowane w
dniach 13-18.06.2005 r., zgromadzi-
to w sumie 46 oséb, z ktorych wiek-
szo$¢ stanowili studenci, doktoranci
oraz miodzi pracownicy naukowi.
Zakwalifikowani uczestnicy, w za-
leznosci od deklarowanych umie-
jetnosci oraz doswiadczenia, zostali
podzieleni na cztery grupy. Pierw-
sza zostata utworzona z mysla o po-
czatkujacych badaczach, trzy pozo-
state byly zarezerwowane dla osoéb
posiadajacych juz pewne dos$wiad-
czenie w prowadzeniu hodowli
komdrkowych. Rdéznica pomiedzy
grupa zaawansowang i poczatkujg-
cg dotyczyta zmodyfikowanego blo-
ku teoretycznego oraz odmiennych
zaje¢ laboratoryjnych. Ze wzgledu

na ograniczong liczbe pracownikéw
oraz sal éwiczeniowych, szkolenie
zostato przeprowadzone w dwéch
turach (3-dniowy blok zaje¢), z kt6-
rych kazda liczyta po dwie grupy.
Kurs zostat podzielony na czes¢ teo-
retyczng oraz praktyczng. Niniej-
sza publikacja jest sprawozdaniem
koncentrujagcym sie na opisie zaje¢
odbytych przez uczestnikéw z gru-
py zaawansowanej. W czesci teore-
tycznej, obejmujacej tacznie okoto
15 godzin, zaprezentowano w Su-
mie trzynascie prezentacji.

Wyktad inauguracyjny wygto-
sit prof. Jerzy Moraczewski (Zaktad
Cytologii, Instytut Zoologii UW),
w ktérym przedstawit ogoélne zasady
zwigzane z prowadzeniem hodowli
tkankowych. Giéwne punkty wysta-
pienia dotyczyty w szczego6lnosci:
typow kultur komérkowych, sprzetu
laboratoryjnego oraz odczynnikow
potrzebnych do hodowli komérek,
sposobOow i warunkéw prowadzenia
hodowli, scharakteryzowania stanu
funkcjonalnego  komorek, technik
wizualizacji oraz separacji komoérek.
Poszczegolne watki wystapienia byty
pOzniej szczegdtowo rozwijane przez
kolejnych prelegentéw oraz szerzej
omawiane w aspekcie praktycznym
podczas ¢wiczen.

Zbiorowe zdjecie uczestnikéw kursu (grupa 1V). Na
pierwszym planie, odpowiednio, po lewej i prawej stro-
nie, dr Edyta Wrébel (jedna z oséb prowadzacych zaje-
cia) oraz prof. Jerzy Moraczewski (organizator kursu).

W kolejnym wystgpieniu dr Maria
Anna Ciemerych oraz mgr Aneta Su-
winska (Zaktad Embriologii Instytutu
Zoologii UW) przedstawity wyktad
pt. ,,Macierzyste komorki zarodko-
we". Wedtug podstawowej definicji
zarodkowe komoérki macierzyste to
komorki, z ktérych moga powstac
wszystkie tkanki rozwijajagcego sie
zarodka. Zarodkowe komorki macie-
rzyste (ang. ES cells) mozna wyodreb-
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ni¢ z zarodka, ktory osiggnat stadium
blastocysty. Blastocysta ssakéw jest
strukturg zbudowang z dwoch cze-
§ci: trofoblastu i wezta zarodkowe-
go. Trofoblast jest utworzony z poje-
dynczej warstwy komorek, ktérych
potencjat rozwojowy jest Scisle okre-
$lony, w przeciwienstwie do komoé-
rek wezta zarodkowego, majgcych
charakter niezdeterminowany. Linie
mysich zarodkowych komérek ma-
cierzystych otrzymuje sie z 3,5 dnio-
wych blastocyst. Te ostatnie mozna
uzyska¢ w wyniku naturalnego po-
krycia lub poddajgc wcze$niej sami-
ce superowulacji. Hodowle mysich
ES przeprowadza sie¢ na warstwie
fibroblastow inaktywowanych mito-
mycyng C w pozywce wzbogaconej
w czynnik przeciwbiataczkowy, kt6-
ry hamuje réznicowanie ES. W ujeciu
praktycznym hodowle ES majg zasto-
sowanie do badan proceséw réznico-
wania, funkcji gendw, toksycznosci
lek6w a w niedalekiej przysztosci tak-
ze w klonowaniu terapeutycznym.

Dr Rafat Derlacz (Zaktad Regulacji
Metabolizmu, Instytut Biochemii UW)
przedstawit zasady hodowli komorek
kanalikéw nerkowych. Pozyskiwanie
komorek kanalikéw nerkowych z ko-
ry nerki jest metodg wydajng i sto-
sunkowo nieskomplikowang. Istnie-
ja trzy podstawowe metody izolacji
kanalikéw nerkowych: enzymatycz-
na, mechaniczna i immunologiczna,
z ktérych dwie pierwsze dajg najlep-
sze rezultaty. W celu jak najdtuzszego
utrzymania glukogennego charakteru
wyizolowanych kanalikbw nerko-
wych, hodowle przeprowadza sie
w medium pozbawionym glukozy
oraz surowicy. Uzyskuje sie hodow-
le pierwotna, ktéra po 5-6 dniach jest
w petni wyksztatcona. Kanaliki ner-
kowe w hodowli tworza pojedynczg
warstwe (ang. monolayer), w ktorej
moga z czasem tworzy¢ sie tzw. ko-
putki na skutek ukierunkowanego
transportu jonéw. Jako$¢ hodowli
okresla sie przez ocene morfologii
(whasciwy ksztatt itp.) oraz aktyw-
nosci enzymatycznej komoérek. Ho-
dowla kanalikéw nerkowych in vitro
pozwala okresla¢ mi in.: metabolizm
glukozy, szlaki sygnatowe oraz trans-
port i jego regulacje.

Dr Matgorzata Zimowska (Zaktad

Cytologii, Instytut Zoologii UW)
przedstawita wyktad pt. ,,Hodowla
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komérek izolowanych z miesni szkie-
letowych". U osobnikéw dorostych
miesnie charakteryzujg sie bardzo
ograniczonym stopniem proliferacji
i regeneracji. W procesach regenera-
cji miesni szkieletowych uczestnicza,
wystepujace w stanie niezréznico-
wanym, jednojadrowe prekursoro-
we komdrki miesniowe (komorki
satelitowe). Pomimo, ze u dorostych
osobnikéw wystepujg one w stanie
udpionym (faza GO), zachowujg zdol-
no$¢ do podziatdbw, migracji i fuzji.
Wyizolowane komoérki satelitowe
moga by¢ utrzymane w hodowli in vi-
tro jako niezréznicowane, proliferuja-
ce mioblasty. Poprzez prostg zmiane
medium moga przejs¢ w stan zroz-
nicowania z wystepujacym poOzniej
zjawiskiem fuzji. Jednym z istotnych
sktadnikéw medium w tym wypadku
jest rodzaj uzytej surowicy oraz obec-
nos¢ czynnikéw progresji (insulina,
IGF-1 czy EGF). Medium proliferujace
zawiera ptodowa surowice bydlecg
z kolei medium réznicujace zawiera
dodatek surowicy konskiej. Do ilo-
sciowego okres$lania zjawiska fuzji
stuzy tzw. indeks fuzji (iloraz liczby
jader w miotubach do catkowitej licz-
by jader w mioblastach i miotubach
pomnozony przez 100%).

Dr Edyta Wrébel (Zaktad Biofizy-
ki i Fizjologii Akademii Medycznej
w Warszawie) wygtosita wykiad pt.
»Hodowla komoérek uktadu szkieleto-
wego". W hodowlach in vitro, bada sie
m.in. osteoblasty, osteocyty czy oste-
oklasty z ktérych najwigksze zainte-
resowanie przykuwajg te pierwsze.
Aktualne kierunki inzynierii tkanko-
wej w ortopedii i chirurgii szczekowej
obejmujg m.in.: autologiczne hodow-
le komorek podscieliska szpikowego
w terapii ubytkéw, przeszczepianie
genetycznie modyfikowanych lub
uprzednio stymulowanych w hodow-
li in vitro komérek dawcy czy miejsco-
we podawanie cytokin, czynnikow
wzrostu oraz substancji biologicznie
czynnych. Poniewaz w/w metody
nie sg jeszcze w powszechnym zasto-
sowaniu, w praktyce stosuje sie m.in.
materiaty biokompatybilne (implanty
tytanowe lub ceramiczne), sztuczne
substytuty kostne (hydroksyapatyty)
czy bioszkla. Innym sposobem jest
zastosowanie biomateriatéw posia-
dajagcych mineralng strukture zblizo-
ng do tkanki cztowieka. Takie cechy
wykazuje biomateriat Bio-Oss (odpo-

wiednio zmodyfikowane kosci woto-
we), ktory jest zdolny do catkowitej
integracji z tkankag kostng cztowie-
ka. W celu zwigkszenia skutecznosci
tego procesu, Bio-Oss jest pokrywany
membrang kolagenowg tzw. Bio-Gu-
ide, majaca za zadanie wspomaganie
procesu gojenia tkanki kostnej.

Dwa kolejne wyktady zaprezen-
towata dr Edyta Brzéska (Zakiad
Cytologii, Instytut Zoologii UW).
Pierwszy z nich dotyczyt aktualnych
tendencji w zastosowaniu przeciw-
ciat. Ogodlnie przeciwciata mozna
podzieli¢ na poliklonalne i monoklo-
nalne. Te pierwsze sg tanie w uzy-
skaniu, posiadajg jednak dos¢ liczne
wady. Zwigzane sg one m. in. z moz-
liwosSciami wystapienienia reakcji
krzyzowych, brakiem standaryzacji
oraz co za tym idzie trudnosciami
w uzyskiwaniu wiarygodnych wyni-
kéw. Tych wad pozbawione sg prze-
ciwciata monoklonalne, ktére znala-
zty zastosowanie w szeregu technik
badawczych takich jak: cytometria
przeptywowa, ELISA, ELISPOT, RIA
czy hybrydyzacja Western btot. Prze-
ciwciata monoklonalne znajdujg tak-
Ze zastosowanie w terapii wybranych
schorzen cztowieka. W drugim wy-
stgpieniu prelegentka przedstawita
sposoby uzyskiwania oraz rodzaje li-
nii komérkowych. Linie komorkowa
definiuje sie jako populacje komdrek
uzyskang z hodowli pierwotnej po
wielokrotnych pasazach. Linia taka
wykazuje cechy ustabilizowania, co
oznacza ze jej komorki majg okreslo-
ne cechy (posiadajg podobny fenotyp)
i whasciwosci (okreslone tempo po-
dziatdéw). Istnieje kilka rodzajow linii
komaérkowych: klonalne linie komor-
kowe, linie komorkowe ciagte oraz
linie komdérkowe uzyskane z diplo-
idalnych komorek i tkanek. Te ostat-
nie charakteryzujg sie okreslonym
czasem hodowli, ograniczong liczba
podziatéw oraz szybkim starzeniem
sie komorek. Z kolei linie komérko-
we ciggte (pozyskiwane z komorek
nowotworowych izolowanych z gu-
zéw), cechuje nieograniczony czas
zycia, nieskonczona liczba pasazy
oraz wysoka aktywnos$¢ telomerazy.
Utworzenie linii komdrkowej ciggtej
jest mozliwe takze z linii komodrko-
wej o okre$lonym czasie przezycia
w wyniku transformacji spontanicz-
nej lub indukowane;j.
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Ostatni wyktad w czesci teoretycz-
nej wygtosita mgr Iwona Grabowska
(Zaktad Cytologii, Instytut Zoologii
UW), ktérego istotg byto omowienie
hodowli przestrzennych (hodowle
3-D). Najprostszym wariantem tego
typu jest hodowla narzadowa. Jej isto-
ta sprowadza sie do hodowli matych
narzadow w catosci lub fragmentow
wiekszych tkanek. Innym przyktadem
sg hodowle agregatow i sferoidéw. Te
pierwsze zbudowane sg z jednego lub
wielu typow komorek, a ich powsta-
wanie jest mozliwe w hodowli dyna-
micznej (zawiesina komdrek umiesz-
czona jest w probéwce lub w butelce
i poddana ruchowi kotowemu) lub
statycznej (komorki sg wysiane na
substrat uniemozliwiajacy adhezje).
Z kolei sferoidy powstajg z agrega-
tow, ktoére przekroczyly krytyczna dla
siebie Srednice. W takim przypadku
w centralnej czesci agregatu powstaje
martwica, ktora otoczona jest warstwa
zywych komoérek. Rozwinigciem ho-
dowli 3-D jest system kokultur orga-
notypowych. W tego rodzaju modelu
dazy sie do jak najbardziej wiernego
odzwierciedlenia warunkéw panuja-
cych in vivo. Umozliwia to optymal-
ny sktad pozywki, kontakt komédrek
z macierzg zewngtrzkomérkowa
(ECM) oraz przestrzenne utozenie ko-
morek. Komercyjnym rozwigzaniem
tego typu modelu stanowig naczy-
nia z tzw. insertami. Naczynie takie
wypetnione jest pozywka, natomiast
na spod insertu nanosi sie warstwe
ECM. Do znanych przyktadéw kokul-
tur organotypowych zalicza sie m. in.
hodowle endometrium.

W czesci teoretycznej stuchacze
mieli rowniez okazje zaznajomi¢ sie
z rozwigzaniami jakie proponujg
w dziedzinie hodowli komodrkowej
znane firmy dziatajace na naszym
rynku. Firma Becton Dickinson Bio-
siences przedstawita szerokg game
produktéow do hodowli komdrkowej
oraz do badania wiasciwosci funk-
cjonalnych komdrek. Przedstawiciele
z firmy Alab zaprezentowali najnow-
szg oferte pozywek i surowic, z kolei
firma Precoptic przedstawita podsta-
wowe zasady technik mikroskopo-
wych. W kolejnej prezentacji przed-
stawiciel firmy Zeiss wyjasnit zasade
dziatania skaningowego mikroskopu
konfokalnego. Na koniec swojg oferte
przedstawita firma LGC Promochem,
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ktora jest wylagcznym przedstawicie-
lem Amerykanskiej Kolekcji Flodowli
Komaérkowych (ATCC).

W czesci praktycznej, liczacej tacz-
nie okoto 20 godzin, miaty miejsce
zajecia laboratoryjne obejmujgce na-
stepujace zagadnienia: uzyskiwanie
blastocyst z samic myszy po super-
owulacji, umieszczanie wyizolowa-
nych blastocyst w hodowli na war-
stwie inaktywowanych fibroblastow,
izolacja kanalikbw nerkowych z ko-
ry nerki krélika oraz ich pézniejsza
hodowla, rozmrazanie linii HL-60,
C2C12 oraz zaktadanie na ich bazie
hodowli komdrkowej, uzyskiwanie
linii ES w wyniku dezagregacji we-
zta zarodkowego blastocyst, zakta-
danie hodowli komérek linii MG-63

LIST DO

MOBILNOSC A KARIERA
NAUKOWA PO DOKTORACIE

Szanowny Panie Redaktorze,

Obecnie na studiach doktoranckich
przebywa ponad 30 tys. osob, z czego
rocznie tytut uzyskuje Srednio prawie
3600 os6b (Srednia wartosé z lat 1995-
-2002) [1]. Wprawdzie nauki przyrod-
nicze, wg danych z 2000 roku, stano-
wig niewielki odsetek z tej liczby [2],
niemniej jednak dla wielu 0s6b z uzy-
skanym tytutem drogi dalszej kariery
wydajg sie by¢ dos¢ krete. Przyczyn
takiego stanu rzeczy jest kilka. Nie
wdajac sie w szczegoOty zwigzane jest
to przede wszystkim z zawirowania-
mi wokoét finansowania polskiej nauki
oraz z mentalnoscig czesci Srodowiska
naukowego. Problem ten byt szeroko
dyskutowany zar6wno w pisSmiennic-
twie polskim jak i zagranicznym [3,4].
WSszystko to razem sprawia, ze studia
doktoranckie to jeden z trudniejszych
etapow kariery naukowej, niemnigj
jednak jeszcze wiekszym wyzwaniem
staje sie umiejetne zaplanowanie dal-
szej kariery po uzyskaniu tytutu.

DALSZE PLANOWANIE DROGI
NAUKOWE]J. Nierzadko pozytywne
ukonczenie doktoratu nie jest gwa-
rantem zatrudnienia w macierzystej
jednostce naukowej. W tym Swietle
jednym z rozwigzan jest wyksztatce-
nie zdolnosci do szybkiego przemiesz-
czania tam gdzie warunki rozwoju sg
optymalne. Mobilno$¢ mozna zatem

i C2C12 w kolagenie (hodowla 3-D),
pasazowanie komoérek linii FIL-60
i C2C12 oraz mrozenie (bankowanie)
komorek linii FIL-60 oraz C2C12.

Podsumowujgc ,,Letni Kurs Flo-
dowli Komorek Zwierzecych dla
zaawansowanych" mozna $miato
stwierdzi¢, ze byto to udane przedsie-
wziecie zarébwno pod wzgledem or-
ganizacyjnym jak i merytorycznym.
Chciatbym bardzo podziekowac¢ orga-
nizatorom za mozliwo$¢ uczestnictwa
oraz wszystkim sponsorom za pomoc
i wsparcie jakie byto niezbedne przy
organizacji kursu. Z kolei wszystkim
tegorocznym kursantom zycze uda-
nych doswiadczen oraz nastepnego
spotkania na podobnym tego typu
szkoleniu.

EDAKCIJI

rozpatrywa¢ w dwéch ptaszczyznach:
wewnetrznej i zewnetrznej. Dalszy
podziat moze dotyczy¢ wariantu ob-
ranej sciezki rozwoju: akademicka czy
w kierunku przemystu.

MOBILNOSC WEWNETRZNA
- OGRANICZONE MOZLIWOSCI.
Aktualnie przemieszczanie sie pomie-
dzy osrodkami naukowymi w obre-
bie kraju wydaje sie by¢ ograniczone
z powodu zbyt matej liczby tego typu
placowek jak réwniez dysproporcji
w liczbie absolwentéw studiow dok-
toranckich do ilosci tworzonych eta-
tow. Wg planéw Narodowego Planu
Rozwoju wydatki na nauke majg by¢
zwiekszone do 1,5% PKB (obecnie
0,7%), co powinno teoretycznie prze-
tozy¢ sie na jej lepsze perspektywy
rozwoju [1]. Innym optymistycznym
trendem jest tworzenie duzych jedno-
stek naukowych np. Wielkopolskiego
Centrum Biotechnologii Medycznej
[5] czy pomyst wprowadzenia tzw.
stypendidw podoktorskich (habilita-
cyjnych) [6], Nie zmienia to faktu, ze
na wyniki tych zmian przyjdzie jesz-
cze zapewne troche poczekac.

Z kolei migracja w kierunku prze-
mystu w przypadku doktoréw nauk
przyrodniczych  (szczegdllnie jesli
chodzi o biologie molekularng, bio-
chemie, biotechnologie czy Kkierun-
ki pokrewne) jest trudna a czasami
wrecz niemozliwa. Przyczyna tego
stanu rzeczy sprowadza sie do tego,
Zze wspotpraca pomiedzy zespotami
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badawczymi placowek naukowych
a potencjalnie zainteresowanymi fir-
mami jest trudna a czesto niemozliwa.
Inna kwestig jest, ze liczba firm z no-
woczesnymi zespotami badawczo-
-rozwojowymi w zakresie biotechno-
logii czy farmacji jest w naszym kraju
wciaz stabo rozwinieta [7],
Reasumujac, obecny stan rzeczy,
okreslajagcy mobilnos¢ wewnetrzng
zarowno w plaszczyznie akademic-
kiej jak i przemystowej, nie jest zbyt
atrakcyjny dla miodych naukowcéw.
Oznacza to, ze w celu zwiekszenia
szans w kierunku petnego wykorzy-

stania swojego potencjatu intelektual-
nego powinni oni szuka¢ swojej szan-
sy w mobilnosci zewnetrznej.
MOBILNOSC ZEWNETRZNA
- OPTYMISTYCZNE PERSPEKTY-
WY. Plany Uni Europejskiej zawiera-
jace sie w dostosowaniu wydatkow
na badania i rozwdj na poziomie 3%
PKB, wymuszg w niedalekiej przy-
sztosci duze zapotrzebowanie na
dobrze wyszkolonych specjalistow.
W celu swobodniejszego przepty-
wu naukowcOw, w styczniu 2000
roku, powotano do zycia Europejskg
Przestrzen Badawczg (ang. European

Research Area - ERA). W kolejnych
etapach, w celu zwigkszenia tempa
mobilnosci, ustanowiono w Interne-
cie tzw. Europejskie Portale Mobil-
nosci (ang. European Research Mobility
Portal) a w poszczegélnych krajach
UE tzw. punkty kontaktowe, ktorych
zadaniem jest dostarczanie informacji
na temat warunkéw mobilnosci oraz
ofert wyjazdowych [8]. Tych ostatnich
najwiecej jest w ramach tzw. progra-
mow ramowych UE (stypendia Marie-
-Curie). Nie brakuje rowniez innych
organizacji, u ktérych mozna ubiegac
sie o stypendium naukowe na po-

Tabela 1. Wykaz fundacji w ktérych mozna ubiegaé o ré6znego rodzaju stypendia (badawcze, nagrody itp.); zrédto: strony internetowe: http://www .eracareers-poland.
gov.pl/ (Europejski Portal Mobilnosci) oraz wyszukiwarka internetowa Google.pl (http://www.google.pl).

| Pochodzenie fundacji Nazwa fundacji

Fundacja na Rzecz Nauki Polskiej

Loreal dla Kobiet Nauki

Biuro Uznawalnosci Wyksztatcenia

Adres internetowy
http:// www .fnp.org.pl/

http:/ / www.lorealdlakobietinauki.pl/

http://www.buwiwm.edu.pl/wym/intro.htm

o i Wymiany Miedzynarodowej

5 Fundacja Crescendum Est Polonia http://www .crescendumest.pl/

8 Fundacja Tomasza Jakuba http:// www .fundacjatjm.pl/
Michalskiego
Fundacja im. Macieja Nowickiego http://www.fundnowickiego.pl
Fundacja Tygodnika Polityka http://polityka.onet.pl/162,1205147,1,0,artykul.html
(konkurs: ,,Zostancie z nami")
Aleksander von Humboldt http://www.avh.de/en/programme/ stip_aus/index.htm
Foundation
British Council (The Polish - British  http://www.britishcouncil.org/ poland-research-partnership-programme.htm
Research Partnership Programme)
Europejska Organizacja Biologii http://www.embo.org/organisation/index.html
Molekularnej (EMBO)
The Ernst Schering http://www .schering-fg.de/html/index.html
Research Foundation
Fundacja Gotteba Daimlera http://www.daimler-benz-stiftung.de/home/en/start.html
i Karla Benza
Fundacja Kosciuszkowska http://www .kosciuszkofoundation.org/
Fundacja Taibunkyo http:/ /7www .taibunkyo.com/Zactivity /kikin_e.htm
Fundacja Volkswagena http://www.volkswagen-stiftung.de/english.html
1ARC - Fellowship for http://www .iarc.fr/ENG/Fellowships/index.html

81 Cancer Research

\ Max Planck Society http://www.mpg.de/english/portal/Zindex.html
Niemiecka Centrala Wymiany http://www.daad.pl/index.php?lang=pl&d=stypendia_pol

Akademickiej (DAAD)
Niemiecka Wspdlnota
Badawcza (DFG)

Stypendia Naukowego
Instytutu Szwedzkiego

26

Stypendia Marie - Curie

The Royal Society
UNESCO

Serono Research Foundation

The Lalor Foundation

Polsko-Amerykanska
Fundacja Fulbrighta

Czestaw M. Rodkiewicz
Scholarship Foundation
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http://www.dfg.de/en/ international /young_researchers/index.html

http://www.sweden.se/templates/cs/Article 5001.aspx

http://mc-opportunities.cordis.lu/

http://www.royalsoc.ac.uk/landing.asp?id=II

http://portal,unesco.org/en/ev.php-URL_ID=7972& URL _
DO=DO_TOPIC&URL_SECTION=201.html

http://www.lalorfound.org
http://www .fulbright.edu.pi/

http://republika.pl/cmrsf

http://www.serono-foundation.org/fellowships.htm
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Tabela 2. Przyktadowe strony internetowe na ktérych mozna wyszukaé¢ informacje na temat mozliwosci za-

trudnienia w sektorze akademickim lub przemystowym

(zrédto informacji: wyszukiwarka internetowa Go-

ogle.pl http:// www.google.pl); objasnienia symboli uzytych w tabeli: toto — mozna zobaczy¢, tototo — koniecz-

nie trzeba odwiedzi¢

L.p. Adres internetowy Opis (uwagi)
1 http://www.biodoktorat.pl i0i00]
2 http://www.biotechnologia.com.pl o
3 http://www.immuno.pl o
4 http://www .eracareers-poland.gov.pl/ o
5 http: //www.sciencejobs.com i0i00]
6 http://nextwave.sciencemag.org/ pdn/ o
7 http://www.grantsnet.org/ tddo
8 http://info.ki.se/ research/juniorfacu Ity /postdoc/ o
9 http://www .findapostdoc.com/firstmain.asp oo
10 http://www.naturejobs.com tototo
11 http://www.newscientistjobs.com tototo
12 http://www.biochemist.org/jobs tototo
13 http://www.microbes.org/jobs.asp toto
14 http://jobs.phds.org/ jobs tototo
15 http://www.bio.com toto
16 http://bioview.com toto
17 http://www .biospacejobs.com /bspj/serviet/BSP]Home toto
18 http://www.sciencekomm.at/careers.html tototo
19 http://www.biorole.com toto
20 http://www.wetfeet.com oo
21 http://science-biotech.careerbuilder.com tototo
22 http://www.academic360.com tototo
23 http: //www.phdjobs.com toto
24 http://www.biocareer.com o
25 http://www .biotechnologyireland.com o
26 http://biotech.jobs.net o
27 http://www.science-jobs.org o
28 http://www .biolinkdirect.com i0i06]
29 http://www.postdocjobs.com/ ™o
30 http://www.cyberpostdoc.org/mambo/ oo
31 http://www .kowi.de/en/youngscientists/ postdocs/ default.htm (0(00]
32 http://europa.eu.int/eracareers/index_en.cfm i0(06]

trzeby wyjazdu w obszarze Europy,
USA czy Japonii (Tabela 1). Oprocz
tego przydatnym zrodtem informacji
w poszukiwaniu mozliwosci wyjazdu
na staz podoktorski (ang. post-doc) sg
strony internetowe, np.. sciencejobs.
com czy naturejobs.com. Popularnosé
nauk przyrodniczych przedkiada sie
zresztg na coraz ich liczniejszg liczbe
w Internecie, co ufatwia optymalne
zaplanowanie kariery po ukonczeniu
doktoratu (Tabela 2).

Powodzenie wyjazdu zagranicz-
nego zalezy przede wszystkim od
umiejetnosci  swobodnej komunika-
cji oraz skali posiadanego dorobku
naukowy. Niemniejszg przeszko-
da sg kwestie rodzinne, cho¢ w tym
wzgledzie mozna czasami liczy¢ na
wsparcie ze strony osrodka zaprasza-
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jacego. Duzym takze problemem sg
powroty z wyjazdow zagranicznych,
szczegOllnie w momencie gdy przed
wyjazdem nie miato sie etatu. Pomocg
w tym kierunku stuzg niektére fun-
dacje. Stypendysci Marie-Curie moga
liczy¢ na otrzymanie tzw. grantéw re-
integracyjnych w wysokosci okoto 40
tys. euro, pomoc oferuje takze swoim
stypendystom Fundacja na Rzecz Na-
uki Polskiej [9].

Podsumowujgc wyjazdy zagranicz-
ne sa dobrg alternatywng w stosunku
do aktualnie panujgcych warunkéw
w Polsce. Wprawdzie zmiany w na-
szym kraju sg dostrzegalne, nie zmie-
nia to jednak faktu, ze na ich wyniki
bedzie trzeba jeszcze poczekaé. Wy-
jazd po doktoracie jest zatem waz-
nym elementem rozwoju przysztego

naukowca a rezultaty z tak powzie-
tej decyzji na pewno zaprocentujg
w przysziosci, co z pewnoscig bedzie
korzystne takze dla rozwoju polskiej
nauki. W tym S$wietle nie jest zatem
istotne ile oséb wyjezdza, ale ile z nich
zdecyduje sie na powrot [10].
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Stowa kluczowe: biatka opiekuncze, siateczka
$§rodplazmatyczna, homeostaza wapnia, roz-
woj mie$nia sercowego

Wykaz skrotow: CRT — kalretikulina; CNX
— kalneksyna; eNOS —izoforma syntazy tlen-
ku azotu ulegajaca ekspresji w komérkach na-
btonkowych; ER(SR) — siateczka $rod(sarko)-
plazmatyczna; R1P3 — receptor inozytolotréj-
fosforanu (kanat wapniowy uwalniajgcy Ca2+
z ER/SR); RyR — receptor rianodyny (kanat
uwalniajacy jony wapnia z ER/SR); SR — sia-
teczka sarkoplazmatyczna; SERCA —izoformy
ATPazy transportujacej jony wapnia zlokalizo-
wane w siateczce $réd(sarko)plazmatycznej
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STRESZCZENIE

iateczka $rod(sarko)plazmatyczna (ER/SR), rozbudowany system bton wewnatrzkomaér-

kowych, odgrywa wazng role w procesie syntezy biatek. System ten jest takze wewnatrz-
komdérkowym magazynem przechowywania i uwalniania Ca2+ Kalretikulina, zlokalizowa-
na wewnatrz ER(SR), jedno z podstawowych biatek tych bton, spetnia dwie gtéwne funkcje
— biatka wigzacego i magazynujacego Ca2, a takze biatka opiekuriczego na szlaku kontroli
jakosci nowosyntetyzowanych czasteczek biatek w ER. Ekspresja kalretikuliny w mies$niu
sercowym jest najwyzsza w rozwoju embrionalnym. U myszy transgenicznych z wywotana
doswiadczalnie nadekspresjg tego biatka w mieéniu sercowym, zaobserwowano zaburzenia
rytmu pracy serca, prowadzace do zatrzymania akcji serca i $mierci zwierzecia tuz po naro-
dzinach, co moze $wiadczy¢ o kluczowej roli kalretikuliny w rozwoju i funkcji serca.

WPROWADZENIE

Wszystkie biatka wydzielane na zewnatrz komérki oraz sktadniki bton bio-
logicznych sg syntetyzowane w ER. W tym samym czasie w ER zachodzi wiele
niezaleznych proceséw syntezy bialek. Procesy te przebiegajg przy wspoétudzia-
le szeregu biatek opiekunczych, ktére zapobiegajg miedzy innymi nieprawidto-
wym oddziatywaniom pomiedzy nowosyntetyzowanymi czasteczkami biatek
i odgrywaja role w systemie kontroli jakosci. Udziat biatek opiekunczych w roz-
woju réznorodnych standéw chorobowych jest dobrze udokumentowany [1,2].
System bton ER stanowi podstawowy wewnatrzkomérkowy magazyn wapnia,
ktéry wystepuje tam w formie zjonizowanej, a przede wszystkim w formie zwig-
zanej z biatkami opiekunczymi. Jony wapnia uczestniczg w wielu zaleznych od
zmian stezenia tego kationu procesach w ER, miedzy innymi w rozwoju migsnia
sercowego [3]. Kalretikulina (CRT) jest gtdwnym biatkiem opiekuriczym wyste-
pujacym w ER, biatkiem wigzacym Ca2+ Biatko to z duza wydajnoscig buforuje
wapn. Wyniki badan na zwierzetach transgenicznych wskazuja, ze kalretikulina
odgrywa znaczaca role w fizjologii serca. Zatem w niniejszej pracy przegladowej
podjeto problematyke udziatu kalretikuliny w homeostazie wapnia w komorce
oraz w rozwoju serca w normie i w stanach patologicznych.

KALRETIKULINA: GEN | BIALKO

W 1974 roku wyizolowano biatko o wysokim powinowactwie do Ca2+z sia-
teczki Srédplazmatycznej (SR) miesni krélika i nazwano je HACBP (ang. high-af-
finity calcium binding protein) [4], Po przeprowadzeniu wstepnej charakterystyki
[5] biatko HACBP nie budzito wiekszego zainteresowania badaczy przez nastep-
ne dziesieciolecie, az do 1989 r., kiedy to wyizolowano cDNA kodujgce HACBP
[6]. Dalsza analiza wykazata, ze biatko HACBP jest jednym z podstawowych
biatek wigzgcych Ca2-w ER(SR), dlatego tez zmieniono jego nazwe z HACBP
na kalretikulina. Badania nad genem kodujgcym biatko CRT oraz jego strukturg
pierwszorzedowa dowiodly, ze jego sekwencja jest zachowana w ewolucji [7-10],
co stanowito przestanke do wysuniecia hipotezy, ze kalretikulina odgrywa waz-
ng role w komaorce. Biatko jest kodowane przez pojedynczy gen, dla ktérego nie
stwierdzono zachodzenia zjawiska réznicowego ciecia i sktadania RNA. Gen
kodujacy kalretikuline cztowieka zlokalizowany jest na 19 chromosomie, sktada
sie z 9 eksondw i jest wielkosci 3,6 kpb [11], Jego odpowiednik u myszy zlokali-
zowany jest na 8 chromosomie ijest wielkosci 4,6 kpb. Nukleotydowe sekwencje
genu cztowieka i myszy wykazujg wysoki (okoto 70%) stopien wzajemnego po-
dobienstwa. Takze organizacja tych gendw jest prawie identyczna z wyjatkiem
intronéw 3 i 6 [12,13]. Promotor kalretikuliny zawiera miejsca wigzace czynniki
transkrypcyjne (AP-1, AP-2, Spl i H4TF), sekwencje bogata w zasady GC oraz
cztery powtarzajgce sie sekwencje CCAAT [11,12]. Miejsca wigzgce czynniki
transkrypcyjne AP-2 i HATF zazwyczaj spotyka sie w promotorach gendw, kt6-
re sg aktywowane w czasie proliferacji komoérek. Nie ma dowodéw na istnienie
miejsc wigzacych czynniki transkrypcyjne NF-AT i NK-kB w promotorze genu
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kalretikuliny. Oproznienie magazynéw ER(SR) z Ca2+przez
zahamowanie aktywnosci ATPazy SERCA w obecnosci
specyficznego inhibitora enzymu, tapsigarginy, powodu-
je kilkukrotny wzrost aktywnosci promotora, a co za tym
idzie wzrost poziomu mRNA i biatka CRT [11,12]. Promo-
tor kalretikuliny moze by¢ takze aktywowany przez Zn2
biatka szoku termicznego [13], lub w wyniku infekcji wiru-
sowej [14].

Kalretikulina jest biatkiem o masie czgsteczkowej 46
kDa. Analiza strukturalna CRT pozwolita na identyfikacje
trzech odrebnych domen [15-17], Rejon N-koncowy biatka
(domena N) zawiera sekwencje sygnatowg [16] oraz poten-
cjalne miejsca fosforylacji i glikozylacji, i charakteryzuje sie
zachowang w ewolucji struktura pierwszorzedowsg [15].
Domena N wigze takze jony cynku, DNA receptora gluko-
kortykoidowego [18], RNA wirusa Rubella [16,17], a-inte-
gryne i biatko Erp57 [19,20]. Domena ta uczestniczy miedzy
innymi w hamowaniu proliferacji komoérek nabtonkowych
i hamowaniu angiogenezy [21], Domena P tworzy tgcznik
pomiedzy domenami N i C (rejon C-kohcowy biatka) [22],
W jej sktad wchodzi rejon A bogaty w reszty proliny oraz
rejon B o sekwencji podobnej do wystepujacej w kalnek-
synie (CNX) [14]. Rejony A i B petnig podstawowa funkcje
w podobnej do lektyn aktywnosci kalretikuliny jako biatka
opiekunczego. Domena P wigze jony wapnia z wysokim
powinowactwem i mata wydajnoscig [23-25], charakteryzu-
jac sie sekwencjg aminokwasowa przypominajgcg inne biat-
ka opiekuncze wigzace Caz takie jak CNX [26] i kalmegina
[27]. Domena ta stanowi takze miejsce wigzania innych bia-
tek opiekunczych [28], Domena C, na ktérej koncu zlokali-
zowana jest sekwencja KDEL, odpowiada za oddziatywanie
CRT z ER(SR). Domena C odgrywa kluczows role w maga-
zynowaniu Ca2+w ER(SR), charakteryzujac sie wprawdzie
niskim powinowactwem, ale wysoka wydajnoscig wigza-
nia kationu (>25 moli Caz/mol biatka) [29], Ponadto wia-
ze prawdopodobnie czynniki krzepniecia krwi i stymuluje
ekspresje izoformy syntazy tlenku azotu (eNOS) [30], a tak-
Ze hamuje zjawisko restenozy spowodowane uszkodzeniem
mechanicznym. W szczegdélnosci obecno$¢ domeny C po-
woduje zahamowanie rozwoju ptytki miazdzycowej oraz
redukcje rozrostu (hiperplazji) btony wewnetrznej naczyn
uszkodzonych w wyniku angioplastyki z uzyciem balonika
[31]. Jakkolwiek kalretikuling zidentyfikowano w ER(SR),
to jednak istnieja doniesienia o innej niz ER(SR) lokalizacji
tego biatka. Prawdopodobnie wynika to z oddziatywania
CRT z DNA receptora sterydowego (lokalizacja jadrowa)
i eksponowanym do cytosolu ,,ogonkiem" a-integryny (lo-
kalizacja cytoplazmatyczna) [17,32], Model czasteczki kalre-
tikuliny przedstawiono na rysunku 1 [33],

FUNKCJE KALRETIKULINY

Poczatkowe badania CRT skupiaty sie na zdolnosciach
tego biatka do wigzania Ca2+i modulowania homeostazy
wapnia w komorce [34], Wkrotce okazato sie, ze kalretiku-
lina uczestniczy w wielu procesach w komérce, poczawszy
od regulacji ekspresji genéw, udziatu w adhezji komarko-
wej, W apoptozie i w regulacji aktywnosci ATPazy SERCA2
[30,32,34-36], Obecnie uwaza sig, ze CRT zlokalizowana
w ER(SR), odgrywa role biatka opiekunczego. Biatka opie-
kunicze zapobiegajg niewtasciwym oddziatywaniom pomie-
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regiou biatka opiekunczego

domena P

domena N
domena C

NH 2 ;ﬁ

region przechowywania Ca®*

v =c00"

Rysunek 1. Model czasteczki kalretikuliny. Na schemacie pokazano trzy dome-
ny kalretikuliny. Bogata w reszty proliny domena P tworzy charakterystyczna
petle i taczy globularng domenge N z domeng C. Domeny P i N sg prawdopo-
dobnie odpowiedzialne za funkcjonowanie kalretikuliny jako biatka opiekun-
czego, natomiast domena C petni funkcje magazynu Ca2+ Istnienie domen P i
N oparto na wynikach badan strukturalnych z zastosowaniem NMR [23] i me-
tod krystalograficznych [30]. W chwili obecnej brak jest informacji na temat
struktury domeny C.

dzy nowosyntetyzowanymi biatkami i zwiekszaja liczbe
prawidtowo ztozonych komplekséw biatkowych. W ostat-
nich latach ukazato sie wiele publikacji dokumentujacych
fakt, ze CRT, podobnie jak CNX, jest biatkiem o wtasciwo-
Sciach zblizonych do lektyn, petnigcym funkcje biatka opie-
kunczego dla wielu biatek, w tym takze ligandéw dta CNX.
Zarowno CRT jak i CNX prawdopodobnie wspétdziatajg
jako system kontroli jakosci podczas syntezy réznych biatek,
na przyktad kanatdw jonowych, receptoréw powierzchnio-
wych i integryn [37], Dobrym przykfadem wspdétdziatania
obu biatek opiekunczych jest synteza kompleksu MEIC kla-
sy |, jakkolwiek, nalezy to podkresli¢, ekspresja i transport
kompleksu MHC klasy I nie ulegajg zaburzeniom w komor-
kach z niedoborem CNX, co sugeruje, ze ekspresja CNX nie
jest krytyczna dla funkcji CRT [38,39], Kwestig do korica nie
wyjasniong pozostaje, w jaki sposéb CRT kontroluje proces
syntezy biatek, w jaki sposob oddziatuje z innymi biatkami
opiekunczymi oraz jaka role w tych procesach odgrywajg
jony wapnia?

HOMEOSTAZA WAPNIA

Stezenie wapnia w magazynach ER(SR) jest o wiele wyz-
sze niz w cytosolu. Jony wapnia sg uwalniane z ER(SR) po-
przez specyficzne kanaty zlokalizowane w tych btonach,
receptor inozytolotrisfosforanu (IP,R) i receptor rianodyny
(RyR), zas$ z powrotem dostajg sie do wnetrza magazynéw
ER/SR w wyniku dziatania pompy wapniowej, ATPazy
SERCA. Istniejg trzy geny o zroznicowanej ekspresji kodu-
jace izoformy ATPazy SERCA. lzoforma SERCALl wyste-
puje w miesniach szkieletowych, izoforma SERCA3 w ko-
morkach niemie$niowych, a izoforma SERCA2a w mig$niu
sercowym (izoforma SERCAZ2b, z charakterystycznym
wydtuzonym rejonem C-koricowym, ulega ekspresji w ko-
morkach miesni gtadkich i w komaorkach niemiesniowych).
Koekspresja kalretikuliny i izoformy ATPazy SERCA2b po-
woduje zwiekszone uwalnianie Ca2+z magazynow ER(SR)
[36], Sugeruje sie, ze dodatkowa (w stosunku do izoformy
SERCAZ2a) sekwencja obecna w C-koricowym rejonie ATP-
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azy SERCAZ2b ulega glikozylacji in vivo na reszcie N1036;
Z resztg tg oddziatuje rowniez CRT. Zwigzanie kalretiku-
liny z izoformg SERACA2b moze hamowa¢ transport Ca2+
do magazynéw ER(SR). W przypadku braku potgczenia
z kalretikuling izoforma SERCA 2b pozostawataby w pet-
ni aktywna i zdolna do transportu Ca2+[36], W warunkach
niedoboru Ca2+nie dochodzito by do oddziatywania CRT-
-SERCAZ2b, co w konsekwencji prowadzito by do naptywu
Ca2+ do magazynéw ER(SR) (Rys. 2). Podsumowujac, CRT
odgrywa wazng role w homeostazie wapnia w komarce
wykazujgc zdolno$¢ regulacji aktywnosci izoformy SERCA
2b oraz wptywajac na uwalnianie Ca2+tz ER przez receptor
IP3[36, 40], Wiasciwosci te moga by¢ modulowane poprzez
jony wapnia wigzace sie z domenami C i P kalretikuliny.
W szczeg6lnosci domena P uczestniczy w wielu oddziaty-
waniach CRT z innymi biatkami, dzieki swoim wiasciwo-
$ciom lektynopodobnym [41]. Wszystko wskazuje na to, ze
zmiany patologiczne obserwowane u myszy z niedoborem
CRT sa bezposrednio zwigzane z brakiem tego biatka jako
modulatora homeostazy Ca2+ [40,42], Jako inne wytluma-
czenia proponuje sie, ze CRT jako biatko opiekuricze moze
mie¢ wptyw na modyfikacje potranslacyjne biatek uczestni-
czacych w homeostazie wapnia, ich sktadanie i wewnatrz-
komdrkowy transport. Wyizolowane z mysich embrionéw
komorki pnia pozbawione CRT majg zahamowang zdolnosé
adhezji za posrednictwem integryn [35],

KALRETIKULINA W ROZWOJU MIESNIA SERCOWEGO

Jakkolwiek kalretikulina stanowi niewielki procent bia-
tek miesdnia sercowego, to jednak odgrywa znaczacy role
w jego rozwoju. Myszy pozbawione CRT charakteryzujg
sie zahamowanym rozwojem migs$nia sercowego [42,43],
Ekspresja genu kalretikuliny jest szczegélnie wysoka w roz-
woju embrionalnym [44], Homozygotyczne myszy z nie-
funkcjonalnym genem Kkalretikuliny charakteryzuja sie
zmniejszong gruboscig Sciany komor i znaczacg redukcja
beleczek w $cianie komér [42], Rozwo0j miesnia sercowego
w embrionach myszy z niedoborem kalretikuliny cechuje
sie zredukowang liczba miofibryli w komorach i przedsion-
kach, a takze zmienionym ich ksztatltem [42,44], Dodatko-
wo u tych zwierzat mozna zaobserwowaé zwiekszong aku-

SERCA 2 Db

NH2

Rysunek 2. Hipotetyczny mechanizm wspdétdziatania pomiedzy kalretikuling a ATPazag SERCA2b. SERCA2b po-
siada dodatkowa domene transbtonowag, ktérej C-koniec zlokalizowany jest w Swietle ER i zawiera potencjalne
miejsce N-glikozylacji (reszta N1036). Metodg mutagenezy punktowej wykazano, ze obecno$¢ reszty N1036 jest
krytyczna dla zaleznej od kalretikuliny aktywacji SERCA2b. W oddziatywaniach tych uczestniczy domena P kal-
retikuliny [36]. Regulacja naptywu Ca2+rdo wnetrza komérki moze odbywac sie na zasadzie powstawania potacze-
nia (a, brak naptywu Ca24 lub jego braku (b, naptyw Ca2) pomiedzy kalretikuling a izoformg ATPazy SERCAZ2b.
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mulacje glikogenu. Ponadto wykazano, ze w komorkach
z wytaczong ekspresja CRT zaburzeniom ulega translokacja
czynnika transkrypcyjnego NF-AT. W komorkach prawi-
diowych stymulacja bradykining powoduje wyrzut Ca2+
z ER(SR), oraz translokacje NF-AT3 z sarkoplazmy do ja-
dra. Komorki CRT'/' wykazuja zahamowany wyrzut Ca2+
w odpowiedzi na stymulacje bradykining, oraz brak trans-
lokacji NF-AT3, co sugeruje ze CRT odgrywa role jako jeden
z komponentow szlaku transkrypcyjnego wiodacego przez
Ca2+kalcyneuryne-NF-AT3-GATA4 [42].

UDZIAL KALRETIKULINY W STANACH
PATOLOGICZNYCH SERCA

Wiadomo, ze nadekspresja CRT powoduje zwiegkszenie
ilosci wapnia zmagazynowanego w komorce, podczas gdy
brak CRT powoduje odwrotny skutek [45]. Transgeniczne
myszy z nadekspresjg CRT w migsniu sercowym charak-
teryzujg sie zwolniong czestoscig skurczu (bradykardia),
co prowadzi do catkowitego zatrzymania pracy serca oraz
petnego bloku przedsionkowo-komorowego [44], Obserwa-
cja ta wskazuje, ze kalretikulina odgrywa role w patologii
i rozwoju systemu przewodzenia w miesniu sercowym
[46], Co wiecej, serca z nadekspresjg kalretikuliny charak-
teryzuja sie niskim poziomem koneksyny 43, gtéwnego
sktadnika miedzykomorkowych potaczeh zwanych z ang.
gap-junctions [46,47], Ponadto wykazano, ze nadekspresja
CRT w kardiomioblastach promuje apoptoze poprzez ha-
mowanie aktywnosci kinazy biatkowej B i Akt [48], Mole-
kularne mechanizmy stanéw patologicznych miesnia serco-
wego wyhikajacych ze zmian ekspresji kalretikuliny wyma-
gaja jednak dalszych badan. Bardzo wazne jest, ze fenotyp
myszy z nadekspresjg kalretikuliny w mieg$niu sercowym
odpowiada symptomom opisanym dla dzieci z zaburzenia-
mi pracy serca [49,50], Mechanizmy lezgce u podstaw tych
stanéw patologicznych sg w chwili obecnej nieznane, jak-
kolwiek wydaje sie, ze kalretikulina przynajmniej w czesci
jest odpowiedzialna za etiologie tej choroby. Biatko to moze
mie¢ wptyw na homeostaze wapnia w trakcie réznicowania
sie kardiomiocytdw oraz moze odgrywac podstawowsg role
w prawidtowej syntezie i sktadaniu szeregu biatek migsnia
sercowego, takich jak kanaty wapniowe i koneksyny.

SERCA 2 b PODSUMOWANIE

Kalretikulina (CRT) jest specyficz-
nym biatkiem wystepujacym w sia-
teczce $réd(sarko)plamatycznej. Ulega
ono wysokiej ekspresji w miesniu ser-
cowym w czasie rozwoju embrional-
nego i posiada duzy wptyw na prawi-
diowy rozwdj serca; jako modulator
homeostazy Ca2+odgrywa zasadniczg
role szczegolnie we wczesnych eta-
NH? COOm pach rozwoju serca. Z drugiej strony,

wysoki poziom syntezy tego biatka
w okresie postnatalnym prowadzi do
zaburzen w systemie przewodzenia
elektrycznego w miesniu sercowym,
az do catkowitego zatrzymania akcji
serca i Smierci.
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ABSTRACT

The endoplasmic reticulum (ER) plays a vital role in many cellular processes, including Ca2+-storage and release. Calreticulin is a Ca2~bind-
ing chaperon residing in ER. The protein is a key component of the quality control pathways in ER. In the ER lumen, calreticulin performs
two major functions, works as a chaperon and regulates Ca2+ homeostasis. In cardiac muscle, calreticulin plays an important role in cardiac

development and pathology.
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Kompleksowa rola biatek niedokrwisto$ci Fanconiego

w utrzymaniu stabilnosci genomu

STRESZCZENIE

iedokrwisto$¢ Fanconiego (ang. Fanconi anemia, FA) jest rzadkg chorobg genetyczng
N charakteryzujaca sie licznymi nieprawidtowos$ciami rozwojowymi, upos$ledzeniem
funkcji szpiku kostnego oraz zwiekszong podatnoscig na nowotwory. Na poziomie komorko-
wym u chorych obserwuje sie spontaniczng niestabilno$é chromosomalng i nadwrazliwos¢
na $rodki sieciujace DNA, co wykorzystuje sie w celach diagnostycznych. Choroba ta jest
bardzo heterogenna pod wzgledem genetycznym, gdyz do jej rozwoju prowadzi obecnos$é
mutacji w przynajmniej 11 r6znych genach FANCA, B, C, DI, D2, E, F, G, I, J i L. Biatka nie-
dokrwistoéci Fanconiego wspdétdziataja z innymi biatkami uczestniczacymi w odpowiedzi
komoérki na uszkodzenia DNA iregulacji punktéw kontrolnych cyklu komérkowego, takimi
jak: RADS51, BRCAL1, ATM czy NBS1. Ponadto, jednym z biatek niedokrwisto$ci Fanconiego
jest BRCAZ2, ktore petni wazng role w procesie rekombinacji homologicznej. Wskazuje to, ze
biatka niedokrwistosci Fanconiego zwigzane sg z roznymi mechanizmami odpowiedzialny-
mi za stabilno$¢ genomowa oraz ochrone komoérki przed uszkodzeniami DNA, jednak ich
molekularna funkcja jest jeszcze stabo poznana.

WPROWADZENIE

Niedokrwisto$¢ Fanconiego, bardzo rzadka choroba o autosomalnym re-
cesywnym typie dziedziczenia, zostata po raz pierwszy opisana w 1927 roku
przez szwajcarskiego pediatre Guido Fanconiego. Wystepuje srednio 1/100 000
urodzen, ale szacuje sie, ze w Europie i USA nosicielem recesywnego genu wa-
runkujgcego rozwoj choroby moze by¢ az 1 na 300 oséb. Na catym Swiecie opi-
sano do tej pory ponad 1300 przypadkow niedokrwistosci Fanconiego, przede
wszystkim w rodzinach o duzym stopniu pokrewienstwa [1-5]. Dzieci dotkniete
ta chorobg rodzg sie zwykle z matogtowiem i niedoborem wzrostu, czeste jest
réowniez wystepowanie rozsianych przebarwien skoéry, tzw. plam ,,cafe-au-lait"
lub/i obszaréw z niedoborem pigmentacji. U wigkszosci pacjentow obserwu-
je sie liczne nieprawidtowosci rozwojowe, przede wszystkim wady konczyn
(gtéwnie deformacje kosSci dioni), nerek, serca i zewnetrznych narzadéw picio-
wych. Chorych cechuje jednak duze zréznicowanie obrazu klinicznego, do tego
stopnia, ze nawet osoby bedgce nosicielami identycznych mutacji moga wyka-
zywac rézny stopiern anomalii rozwojowych. Mimo tak duzej rozbieznosci feno-
typowej, u wszystkich pacjentow (najczesciej juz pomiedzy 5-10 rokiem zycia)
pojawia sie niewydolno$¢ szpiku kostnego w postaci pancytopenii, tzn. obni-
zenia liczby wszystkich elementéw komérkowych krwi: krwinek czerwonych,
krwinek biatych i ptytek krwi. Dlatego tez gtdbwnymi przyczynami zachorowan
i duzej Smiertelnosci sg nowotwory uktadu krwiotworczego, gtéwnie anemia
aplastyczna, mielodysplazja i ostra biataczka szpikowa. $rednia diugoséé zycia
chorych wynosi 12 lat.

U pacjentéw z FA na poziomie komoérkowym obserwuje sie spontaniczna nie-
stabilno$¢ chromosomalng i nadwrazliwosé na srodki sieciujgce DNA, takie jak
mitomycyna C, diepoksybutan czy cisplatyna, co wykorzystuje sie powszechnie
w celach diagnostycznych [6], Po traktowaniu tymi czynnikami obserwuje sie
zwiekszong czestos¢ peknie¢ i wymian chromatyd w komoérkach FA. Jak do-
tychczas jedyng metodg leczenia niedokrwistosci Fanconiego jest transplanta-
cja szpiku kostnego, jednak tak duza wrazliwos$¢ pacjentow na cytostatyki po-
waznie ogranicza jej stosowanie. Wiadomo obecnie, ze istnieje przynajmniej 11
odrebnych genetycznie grup komplementacyjnych niedokrwistosci Fanconiego
(FA): FA-A, FA-B, FA-C, FA-D1, FA-D2, FA-E, FA-F, FA-G, FA-I, FA-] i FA-L,
odpowiadajgce im geny przedstawiono w tabeli 1. W$réd pacjentéw najliczniej-
si sg nosiciele mutacji w 3 genach niedokrwistosci Fanconiego: FANCA (-66%),
FANCC (-9,5%) i FANCG (-9%) (Rys. 1) [7], Niedokrwisto$¢ Fanconiego, podob-
nie jak Xeroderma pigmetosum, Ataxia teleangiectasia, zespét Nijmegen (ang. Nijme-
gen breakage syndrome, NBS) czy zesp6t Blooma, jest zaliczana do grupy chordb,
w ktérych zaburzone jest funkcjonowanie genéw nazywanych ,straznikami
genomu" (ang. caretaker-genes), odpowiedzialnych m.in. za naprawe uszkodzen
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Wykaz skrotéw: ATM (ang. Ataxia teleangiecta-
sia mutated) — gen uszkodzony w ataks;ji tele-
angiektazji; ATR (ang. ATM and RAD3 - re-
lated kinase) — kinaza zespotu Seckela; BLM
— zesp6t Blooma; BRCAL i BRCA2 (ang. breast
cancer susceptibility genes) — geny podatnosci
na nowotwory sutka; DSBs (ang. double strand
breaks) — dwuniciowe pekniecia DNA; FA
(ang. Fanconi anemia) — niedokrwisto$¢ Fan-
coniego; LIR (ang. homologous recombination)
— rekombinacja homologiczna; ICLs (ang.

DNA interstrand crosslinks) — miedzyniciowe
wigzania krzyzowe w DNA; NBS1 (ang. Nij-
megen breakage syndrome) — gen uszkodzony

w zespole Nijmegen; NHEJ (ang. non-homolo-
gous end joining) — niehomologiczne taczenie
koncéow DNA
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Rysunek 1. Szacunkowa czesto$¢ wystepowania grup komplementacyjnych nie-
dokrwistoéci Fanconiego. Opracowane na podstawie Levitus i wsp. [7],

DNA, kontrole cyklu komérkowego i procesu apoptozy.
Wszystkie te choroby cechuje zwiekszona tamliwos$¢ chro-
mosomoéw $wiadczaca o niezdolnosci komoérek do utrzyma-
nia stabilnosci genomowej. Wynikajgca z tego akumulacja
zmian genetycznych prowadzi w efekcie do transformacji
komoérek i rozwoju nowotworéw [3],

PODSTAWY GENETYCZNE
NIEDOKRWISTOSCI FANCONIEGO

Heterogenno$¢ niedokrwistosci Fanconiego, w pota-
czeniu z jej rzadkim wystepowaniem, bardzo utrudniata
zbadanie podfoza molekularnego tej choroby. Pierwszym
krokiem w tym kierunku byta genetyczna analiza komple-
mentacyjna polegajgca na fuzji limfocytéw pochodzacych
od poszczegdblnych pacjentéw z niedokrwistoscig Fanconie-
go, a nastepnie ocenie czy powstate hybrydy odzyskaty na
drodze komplementacji oporno$¢ na mitomycyne C. W ten
sposob ustalono istnienie 9 grup komplementacyjnych
(FA-A, -B, -C, -D, -E, -F, -G, -1 i -J) (Tab. 1) [7], Poczatkowo
wyodrebniono tez grupe FA-H, jednak okazato sie, ze ba-
dana linia komdérkowa, w rzeczywistosci nalezata do grupy
FA-A [8],

Obecnie znane sa juz sekwencje wiekszosci genéw nie-
dokrwistosci Fanconiego odpowiadajgcych poszczegdl-
nym grupom komplementacyjnym, z wyjagtkiem FANCI
i FANCJ. Stosujgc klonowanie komplementacyjne (z wy-
korzystaniem biblioteki cDNA) zidentyfikowano geny:
FANCC, FANCA, FANCG, FANCF i FANCE [3], Sekwencje
FANCA poznano tez niezaleznie za pomocg klonowania
pozycyjnego (ang. genetic linkage analysis) [9], Do identyfi-
kacji FANCD wykorzystano natomiast metode polegajaca
na mapowaniu genu przy zastosowaniu fuzji komoérek pa-
cjentow z tzw. mikrokomoérkami zawierajgcymi pojedyncze
chromosomy cztowieka (ang. microcell-mediated chromosome
transfer) [10], Wykazano wtedy, ze FA-D jest grupg hetero-
genng i podzielono jg na 2 podgrupy: DI i D2, a pierwszy
sklonowany gen nazwano FANCD2. Wiele emocji wzbudzi-
to dokonane niedawno odkrycie, ze u pacjentéw z grupy
FA-D1 genem odpowiedzialnym za rozwdj niedokrwistosci
Fanconiego jest BRCA2 [11,12], Okazato sie bowiem, ze gdy
obecnos$¢ mutacji tylko w jednym z alleli BRCA2 predyspo-
nuje do rozwoju raka piersi/jajnika, to uszkodzenie obu al-
leli tego genu jest przyczyng niedokrwistosci Fanconiego.
Kolejne 2 biatka niedokrwistosci Fanconiego poznano przy
pomocy metod biochemicznych. Wykorzystujagc immuno-
precypitacje z udziatem przeciwciat anty-FANCA grupa
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Tabela 1. Charakterystyka grup komplementacyjnych w niedokrwistosci Fanco-
niego.

L M
Grupa komple- Uszkodzony Lokalizacja asa
mentacyjna en w chromosomie czasteczkowa
vl g biatka (kDa)
FA-A FANCA 16qg24.3 163
FA-B FANCB Xp22.31 95
FA-C FANCC 9g22.3 65
FANCD1/
- - 4
FA-D1 BRCAZ2 13ql2-13 348
FA-D2 FANCD2 3p25.3 155
FA-E FANCE 6p21-22 59
FA-F FANCF Ipl5 42
FANCG/
FA-G XRCCY 9pl3 68
EA-| ? ? 7
EA-J ? ? 7
FA-L FANCL/PHF9 2pl6.1 43

Wang'a wyodrebnita i oczy$cita kompleks, ktéry oprocz 5
znanych juz biatek niedokrwistosci Fanconiego (opisanych
w nastepnym rozdziale) zawierat 4 nowe, nazwane FAAPs
(ang. Fanconi anemia-associated proteins) [13], W kolejnych
doswiadczeniach, z zastosowaniem techniki Western biot
i spektrometrii masowej, zidentyfikowano jedno z nich
(FAAP43) jako biatko PHF9, a nastepnie wykazano, ze jest
ono uszkodzone u jednego z pacjentow z niedokrwistoscig
Fanconiego [14], Ze wzgledu na posiadang aktywnos$¢ liga-
zy ubikwityny nazwano je FANCL (L — od stowa ligaza)
i wyodrebniono kolejng grupe komplementacyjng — FA-L.
Nastepnym poznanym ta metodg biatkiem kompleksu ja-
drowego jest tzw. FAAP95, zmutowane u pacjentéw z gru-
py FA-B [15], Bardzo interesujacy jest fakt, ze FANCB jest
zlokalizowane w chromosomie X i ekspresja jednej z jego
kopii podlega wyciszaniu. W tym wiec wypadku mutacje
tylko w pojedynczym allelu moga prowadzi¢ do zaburzen
stabilnosci genomu.

W POSZUKIWANIU FUNKCIJI BIALEK
NIEDOKRWISTOSCI FANCONIEGO

Prawie wszystkie zidentyfikowane do tej pory biatka
niedokrwistosci Fanconiego nalezg do rodziny biatek ,,or-
fanowych", ktére nie wykazujg homologii w stosunku do
innych biatek, ani nie posiadajg znanych motywoéw struk-
turalnych, co bardzo utrudnia poznanie roli jaka petnig
w komorce. Co wiecej, sekwencje biatek niedokrwistosci
Fanconiego nie sa zachowane w ewolucji poza grupg kre-
gowcow. Wyjatkiem sg FANCD2, FANCD1 i FANCL, co
moze $wiadczy¢ o istotnej roli petnionej przez nie w szla-
ku niedokrwistosci Fanconiego [11,14,16]. Przeszukiwanie
bazy danych NCBI przy uzyciu czutej metody PSI-BLAST
wykazato tez, ze przynajmniej jedno z biatek niedokrwisto-
§ci Fanconiego, FANCG, moze posiada¢ funkcjonalne do-
meny strukturalne. Ich obecnos$¢ sugeruje, ze FANCG jest
cztonkiem rodziny biatlek zawierajgcych zdegenerowane
34-aminokwasowe powtorzenia TRP (ang. tetratricopeptide
repeats). Kilka motywéw TRP na C-konicu FANCG prawdo-
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podobnie odpowiada za jego oddziatywanie z innymi biat-
kami niedokrwistosci Fanconiego [17]. Pomimo trudnosci
w okresleniu doktadnej funkcji biatek niedokrwistosci Fan-
coniego, wydaje sie, ze petnig one wazng role w odpowiedzi
komorki na uszkodzenia DNA, w ktérg wiaczone sg geny
BRCAL i BRCA2 [11,18]

TWORZENIE KOMPLEKSU FA W JADRZE KOMORKOWYM

Podobny fenotyp komdrek pacjentdéw z niedokrwistoscia
Fanconiego z poszczeg6lnych grup komplementacyjnych
sugerowat, ze produkty gendw niedokrwistosci Fanconiego
moga ze sobg wspotpracowaé. Dzieki badaniom z uzyciem
immunoprecypitacji ustalono, ze przynajmniej 5 biatek nie-
dokrwistosci Fanconiego (A, C, E, F i G) tworzy kompleks
jadrowy [19]. Zastosowanie drozdzowego systemu dwu-
i trojhybrydowego pozwolito wykazaé, ze kazde z tych bia-
tek oddziatuje z przynajmniej jednym z pozostatych [19,20],
Dalsze badania biochemiczne wykazaly, ze integralng cze-
Scig kompleksu sg tez FANCL i FANCB oraz najprawdopo-
dobniej dodatkowe, niezidentyfikowane jeszcze biatka. Nie-
obecno$¢ chociaz jednego z konstytutywnych elementow
uniemozliwia powstanie kompleksu, tak wiec w komor-
kach z grup FA-A, -B, -C, -E, -F, -G i -L nie dochodzi do jego
utworzenia w jagdrze komérkowym [13]. Doktadne dane na
temat kinetyki tworzenia kompleksu sa na razie nieznane,
jednak wyniki badan wskazujg na istnienie réznych form
kompleksu niedokrwistosci Fanconiego, o zmiennej wiel-
kosci i lokalizacji w komorce, sugerujac, ze jego struktura
jest bardzo dynamiczna i podlega regulacji w trakcie cyklu
komdérkowego [21,22], Obserwacje te potwierdzaja wyniki
weczesniejszych doswiadczeh z laboratorium Wang'a, wg
ktérych z gtdbwnym kompleksem jgdrowym tworzonym
przez biatka niedokrwistosci Fanconiego immunoprecypi-
tujg rowniez inne biatka, w tym wiazace sie z DNA i bio-
race udzial w modelowaniu chromatyny: helikaza zespotu
Blooma, RPA (ang. réplication protein A) i topoizomeraza llia
[13]. Aktualnie trwaja prace nad identyfikacjg dodatkowych
biatek obecnych w tych kompleksach.

Poczgtkowo uwazano, ze jadrowy kompleks niedokrwi-
stosci Fanconiego moze bra¢ bezposredni udziat w proce-
sie naprawy DNA. Obecnie wydaje sig, ze raczej odgrywa
on role czujnika uszkodzen materiatu genetycznego lub
stabilizacji zatrzymanych widetek replikacyjnych, ale jego
doktadna funkcja pozostaje niestety wcigz nieznana [23].
Wiadomo natomiast, Ze jest niezbedny do monoubikwityla-
cji biatka FANCD2, kt6re dopiero w tej formie jest aktywne
i wspoétdziata z innymi biatkami. Fakt, ze w grupach FA-D1,
FA-D2, FA-l i FA-J tworzenie kompleksu zachodzi prawi-
diowo, wskazuje, iz biatka te dziatajg na dalszych etapach
szlaku niedokrwistosci Fanconiego [7,10,24],

CENTRALNA ROLA BIALKA FANCD?2

Mimo, ze uszkodzenia FANCD2 odpowiadajg za niewiel-
ka liczbe przypadkéw niedokrwistosci Fanconiego (ponizej
1%), biatko to odgrywa kluczowg role w szlaku FA. Wyste-
puje ono w dwoch formach: krétkief FANCD2S (S — ang.
short) i dtugiej FANCD2L (L —ang. long), powstatej poprzez
przytaczenie pojedynczej czgsteczki ubikwityny do resz-
ty lizyny w pozycji 561. FANCD2L pojawia sie w komorce
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w trakcie replikacji oraz po uszkodzeniu DNA np. na skutek
dziatania mitomycyny C, promieniowania jonizujgcego czy
UV [18,24], Obie formy FANCD?2 sa stabilne i nie podlegajg
degradacji proteosomalnej, co wskazuje na istnienie enzymu
usuwajgcego czasteczke ubikwityny po zakonczeniu repli-
kacji czy naprawy DNA. Niedawno doniesiono, ze te istotng
funkcje kontroli aktywnosci FANCD2 petni prawdopodob-
nie biatko USP1 [25], Poczatkowo przypuszczano, ze za mo-
dyfikacje FANCD2 moze odpowiadaé BRCAL. Biatka te od-
dziatujg ze sobg, a BRCAL po zwigzaniu z biatkiem BARD1
wykazuje aktywnos¢ ligazy ubikwitylowej. Niedawno oka-
zato sie jednak, ze raczej nowo odkryte FANCL (PHF9) jest
odpowiedzialne za ten proces [26], Wykazano bowiem, ze
FANCL podlega autoubikwitylacji in vitro, a zablokowanie
jego ekspresji przy pomocy siRNA catkowicie znosi mono-
ubikwitylacje FANCD?2 in vivo. Poniewaz biatko to jest kon-
stytutywnym elementem kompleksu FA, wydaje sie ze wia-
$nie ono jest ligaza modyfikujgca FANCD?2 [13]. Prace innych
badaczy wskazujg jednak, ze BRCAL réwniez moze mie¢ pe-
wien udziat w procesie monoubikwitylacji i migracji FANC-
D2L [27], Warunkiem przeprowadzenia monoubikwitylacji
jest uprzednie utworzenie kompleksu jadrowego, ztozonego
z wiekszosci biatek niedokrwistosci Fanconiego, a dochodzi
do niej jedynie w komorkach, w ktérych zadne z tych biatek
nie jest uszkodzone [18]. Z tego wzgledu analize obecnosci
dtuzszej formy biatka FANCD2 mozna stosowac jako prosty
test diagnostyczny wiekszosci przypadkow niedokrwistosci
Fanconiego (Western biot). Nalezy jednak pamiegta¢, ze mu-
tacje w genach FANCD1/BRCA2 i FANCIJ nie prowadzg do
zahamowania monoubikwitylacji FANCD2 [7,18].

Precyzyjna rola aktywnej formy FANCD?2 jest na razie
niestety nieznana, ale wiele przestanek wskazuje, ze jej obec-
nos¢ jest bardzo istotna dla przeprowadzenia wydajnej na-
prawy DNA. FANCD2L migruje do komplekséw bioracych
udziat w naprawie DNA, zawierajgcych réwniez BRCAL,
FANCD1/BRCA2 i RAD51 oraz inne biatka uczestnicza-
ce w procesie rekombinacji homologicznej (Rys. 2) [18,24].
Kompleksy takie w badaniach z zastosowaniem znakowa-
nych immunofluorescencyjnie przeciwciat widoczne sg jako
tzw. foci, tworzace sie w jadrze komérkowym pod wpty-
wem czynnikéw mutagennych [28].

FANCD2 odgrywa réwniez role w regulacji przebiegu
cyklu komdérkowego. Jego aktywacja jest specyficzna dla
fazy S cyklu komdérkowego, a komérki ze zmutowang resz-
tg L561 FANCD?2, czyli niezdolne do jego modyfikacji, po
traktowaniu mitomycyna C nie sa w stanie prawidtowo za-
konczy¢ fazy G2. Ponadto, w komoérkach pacjentow z nie-
dokrwistoscig Fanconiego obserwuje sie zaburzenia punktu
kontrolnego fazy S oraz wydtuzenie trwania fazy G2, a wie-
le badan dowodzi, ze biatka niedokrwistosci Fanconiego
oddziatujg z biatkami efektorowymi punktéw kontrolnych
faz S i G2 [24,29-31], Zaobserwowano tez bezposrednie od-
dziatywanie pomiedzy FANCD?2 i kluczowymi regulatora-
mi punktow kontrolnych cyklu komérkowego, kinazami
fosfoinozytolowymi ATM (ang. ataxia telagiectasia mutated)
i ATR (ang. ATM and RAD3 - related kinase) [32,33], Po na-
Swietleniu komdrek promieniowaniem jonizujgcym FANC-
D2 jest fosforylowane przez ATM, natomiast w odpowiedzi
na mitomycyne C role aktywatora petni ATR. W obu przy-
padkach fosforylacja zachodzi zupetnie niezaleznie od mo-

389



noubikwitylacji i tworzenia foci przez FANCD2L. Aktywa-
cja FANCD?2 przez kinazy przebiega najprawdopodobniej
za posrednictwem biatka NBS1 uszkodzonego u pacjentow
z zespotem Nijmegen [1,32]. W prawidiowych komorkach
NBS1 po uszkodzeniu DNA tworzy kompleks z MRE11
i RAD50 (kompleks MRN), niezbedny w procesie naprawy
dwuniciowych peknie¢ DNA oraz do poprawnego funk-
cjonowania punktu kontrolnego fazy S [33], Zauwazono
rowniez, ze istnieje duza zalezno$¢ pomiedzy NBS1 i biat-
kami niedokrwistosci Fanconiego. Niektore linie NBS sg
w podobnym stopniu wrazliwe na mitomycyne C jak linie
niedokrwistosci Fanconiego. Opisano tez przypadek dwoch
pacjentéw, u ktérych na podstawie danych klinicznych
zdiagnozowano niedokrwisto$é Fanconiego, jednak analiza
genetyczna wykazata u nich obecno$é zmutowanego genu
NBS1 [29,34], Ponadto istniejg przestanki o roli NBS1 (oraz
ATR) w monoubikwitylacji FANCD?2 [35], Mimo ze tak wie-
le danych wskazuje na funkcjonalne oddziatywanie biatek
niedokrwistosci Fanconiego z innymi biatkami biorgcymi
udziat w regulacji punktéw kontrolnych, poznanie roli bia-
tek niedokrwistosci Fanconiego w tym procesie wymaga
dalszych badan.

ROLA BIALEK NIEDOKRWISTOSCI FANCONIEGO
W PROCESIE NAPRAWY DNA | STRESIE OKSYDACYINYM

Przyczyny szczegdlnej nadwrazliwosci komérek nie-
dokrwistosci Fanconiego na $rodki sieciujgce DNA, m.in.
leki stosowane powszechnie w chemoterapii (mitomycy-
na C, cisplatyna, iperyt azotowy czy nitrozomocznik i ich
pochodne), nie sg do tej pory poznane. Zwigzki sieciujace

Replikacja;

uszkodzenie DNA

Kompleks FA

FANCI 3 FANCD1/
BRCA2
FANCL/PHF9 @
© VAN
("FANCD2™ ) Monoubikwitylacja ( FANCD2 )
%

Rysunek 2. Proponowany model dziatania biatek niedokrwistosci Fanconiego. W trakcie replikacji oraz
w odpowiedzi na uszkodzenie DNA np. przez $rodki sieciujace, tworzy sie w jadrze komérkowym kom-
pleks ztozony z biatek niedokrwistoéci Fanconiego (A, B, C, E, F, G i L). Nastepnie przy udziale FANCL
dochodzi do monoubikwitylacji FANCD2. Aktywowane w ten spos6b FANCD?2 tworzy foci z BRCAL,
BRCA2, RADS51 i innymi biatkami uczestniczacymi w homologicznej rekombinacji, co wskazuje, ze biatka
niedokrwistosci Fanconiego biorg udziat w naprawie DNA. Po zakonczeniu procesu replikacji czy naprawy
DNA czasteczkag ubikwityny jest odtaczana od FANCD2 przez enzym USP1. Rola niezidentyfikowanych
do tej pory biatek FANCI i FANCJ jest na razie nieznana. Wiadomo jedynie, ze w komérkach z grup FA-I
i FA-J tworzenie kompleksu niedokrwisto$ci Fanconiego (FA) zachodzi prawidtowo, ale w liniach FA-I nie

obserwuje si¢ monoubikwitylacji FANCD?2.
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tworzg z DNA liczne addukty, ktérych niewielka czes¢ sta-
nowiag miedzyniciowe wigzania krzyzowe (ang. DNA inter-
strand crosslinks, ICLs), np. w przypadku mitomycyny C jest
to jedynie 5-13% [36]. Pomimo to ICLs sg uwazane za gtow-
ng przyczyne toksycznosci srodkéw sieciujgcych DNA, ze
wzgledu na ich zdolno$¢ do blokowania rozplatania nici
DNA, co prowadzi do zahamowania replikacji i transkryp-
cji. Uwaza sig, ze obecnos$¢ ICLs powoduje zatrzymanie wi-
detek replikacyjnych, a do ponownego ich startu konieczne
jest naciecie dwdch tancuchéw DNA w poblizu wiazania
krzyzowego, prowadzace do powstania dwuniciowych
peknie¢ DNA (ang. double-strand breaks, DSBs) [1,36]. DSBs
naprawiane sg gtéwnie przez dwa mechanizmy: niehomo-
logiczne #gczenie koncéw DNA (ang. non-homologous end
joining, NHEJ) oraz rekombinacje homologiczng. W komér-
kach ssakow w fazie G1 i wczesnej S cyklu komoérkowego
dominuje NHEJ, aw péznej S i G2, kiedy dostepne sa jako
matryca chromatydy siostrzane — rekombinacja homolo-
giczna [37], Czeste wystepowanie peknie¢ chromosomoéw
w komorkach niedokrwistosci Fanconiego i aktywacja kom-
pleksu niedokrwistosci Fanconiego przez czynniki uszka-
dzajace DNA wskazujg na role tych bialek w naprawie
DNA. Rothfuss i Grompe wykazali, ze w komorkach nie-
dokrwisto$ci Fanconiego rozpoznanie ICLs i naciecie tancu-
chow DNA zachodzi prawidtowo, sugerujgc tym dziatanie
szlaku niedokrwistosci Fanconiego juz po utworzeniu DSBs
[38], Z drugiej strony, oddziatywanie FANCA z komplek-
sem SWI/SNF odpowiedzialnym za proces modelowania
chromatyny wskazuje na mozliwos$¢ uczestnictwa biatek
niedokrwistosci Fanconiego réwniez we wecze$niejszych
etapach naprawy uszkodzeh DNA [39].

Rekombinacja homologiczna. Na wy-
sokiej wiernosci procesu rekombinacji ho-
mologicznej opiera sie w duzym stopniu
utrzymanie stabilnosci genomowej. Wiele
obserwacji wskazuje na udziat biatek nie-
dokrwistosci Fanconiego w tym procesie.
Poza nadwrazliwoscia na czynniki sieciu-
jace DNA, komorki niedokrwistosci Fan-
coniego, podobnie jak komorki z uszko-
dzonym BRCA1l Ilub BRCA2, wykazuja
zwiekszony poziom aberracji chromoso-
malnych [3,40,41]. Zblizony fenotyp ma
rowniez szereg innych mutantéw komoé-
rek ssakow z uszkodzong rekombinacjg
homologiczng (np. RAD51C, XRCC2 czy
XRCC3) [42], W odpowiedzi na uszko-
dzenia DNA FANCD2 jest aktywowane
i tworzy wraz z BRCAL, FANCD1/BRCA2
i RAD51 jadrowe foci (Rys. 2). Proces ten
ma miejsce w fazie S cyklu komorkowe-
go, w czasie ktorej zachodzi rekombinacja
pomiedzy chromatydami siostrzanymi
[24], Wiadomo tez, ze FANCD2 i BRCA2
oddziatujg bezposrednio ze sobg, oraz ze
w komoérkach FANCD2V-po naswietleniu
promieniowaniem jonizujagcym nie docho-
dzi do tworzenia foci przez BRCAZ2 i jego
wigzania z chromatyna [43]. Sugerowato
to, ze FANCD2 bierze udziat w rekombina-
cji homologicznej, jednak ostatnio pojawity
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sie doniesienia, ze biatko to moze uczestniczy¢ w naprawie
DNA niezaleznej od HR [44-46]. Jak na razie wiadomo, ze
bezposrednia role w tym procesie odgrywa jedynie FANC-
D1/BRCAZ2, biatko regulujgce kluczowy etap HR, czyli wig-
zanie RAD51 z jednoniciowym DNA [47], Ponadto, tylko
w komoérkach z grupy FA-D1 nie obserwuje sie tworzenia
komplekséw RAD51 w odpowiedzi na uszkodzenia DNA,
co jest jednym z markeréw uszkodzonej rekombinacji [28].
Do tej pory nie ma wystarczajgcych dowodoéw wskazujg-
cych, ze inne biatka FA sg wigczone w proces HR, chociaz
wydaje sie, ze réwniez FANCG i FANCC moga bra¢ w nim
udziat. Zaobserwowano bowiem, ze inaktywacja FANCG
w modelowej kurzej linii DT40 prowadzi do obnizenia po-
ziomu naprawy DSBs poprzez rekombinacje homologiczng
[48], Ponadto doswiadczenia z uzyciem systemu dwuhy-
brydowego wskazuja, ze FANCG moze bezposrednio od-
dziatywa¢ z FANCD1/BRCA2 [49], Stwierdzono réwniez,
ze w komdrkach DT40, FANCC wspotpracuje z innym biat-
kiem rekombinacji homologicznej, XRCC2 (paralogiem RA-
D51), a inaktywacja FANCC prowadzi do zaburzen w pro-
cesie HR [50],

Niehomologiczne tgczenie koncéw DNA. Mimo wielu
przestanek sugerujacych, ze za niestabilno$¢ chromosomal-
ng w komorkach pacjentdow z niedokrwistos$cig Fanconiego
odpowiedzialne sg defekty systemu HR, szereg doSwiadczen
wskazuje, ze moze by¢ w nich takze uszkodzony mechanizm
NHEJ. Doswiadczenia oparte na elektroporacji fibroblastow
zlinearyzowanymi plazmidami wykazaty, ze efektywnos¢
taczenia koncow plazmidéw w komérkach z niedokrwisto-
$cig Fanconiego jest duzo nizsza (4%) niz w komoérkach pra-
widtowych (28%). Podobnie badania wptywu podwdjnych
peknie¢ chromosomowego DNA indukowanych enzymami
restrykcyjnymi w fibroblastach cztowieka w grupach FA-A,
-C, -D2 i -G wykazaty zwigkszong $miertelnos¢ wsrod tych
komoérek, a wprowadzenie do nich odpowiedniego cDNA
przywracato prawidtowy fenotyp [51]. Wyniki te wskazu-
ja na zaburzenia w usuwaniu tego typu uszkodzen, naj-
prawdopodobniej przez niehomologiczne tgczenie koncow
DNA. Poziom ekspresji biatek NHEJ w komorkach pacjen-
téw z niedokrwisto$cig Fanconiego jest jednak prawidiowy,
podobnie jak badana w ekstraktach jadrowych aktywnos$¢
kluczowych dla NHEJ biatek Ku. Sugeruje to, ze w komér-
kach pacjentow z niedokrwistoscig Fanconiego uszkodzona
moze by¢ alternatywna droga NHEJ, niezalezna od biatek
Ku. Jak wskazujg najnowsze badania, ich role prawdopo-
dobnie spetnia kompleks biatek MRE11, RAD50 i NBS1
[51].

Stres oksydacyjny. Pomimo, iz za gtdbwng przyczyne
toksycznosci srodkéw sieciujgcych DNA uwaza sie wpro-
wadzanie wigzan krzyzowych, istnieje réwniez hipoteza
uwzgledniajgca nastepstwa dziatania reaktywnych form
tlenu. Wiekszo$¢ czynnikdw sieciujgcych wymaga aktywac;ji
metabolicznej prowadzacej do powstawania reaktywnych
form tlenu, jest wiec bardzo prawdopodobne, ze wrazli-
wos¢ komérek pacjentdéw z niedokrwistoscig Fanconiego na
te zwiagzki moze by¢ zwigzana z nadprodukcja lub zaburze-
niami w usuwaniu wolnych rodnikéw [52]. Potwierdzajg to
badania, ktére wykazaty ze FANCC i FANCG oddziatuja
Z enzymami uczestniczacymi w biotransformacji ksenobio-
tykéw. FANCC wzmacnia tez aktywno$¢ katalityczng GST-
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P1 (ang. glutathione S-transferase pi), petnigcego wazng role
antyoksydacyjng. Zaobserwowano rowniez, ze komdarki
pacjentéw z niedokrwistoscig Fanconiego wykazujg zwiek-
szong wrazliwos¢ na tlen i przy jego nizszych stezeniach
rzadziej dochodzi w tych komoérkach do powstawania aber-
racji chromosomowych. Doktadne omoéwienie teorii oksy-
dacyjnej mozna znalez¢ w pracach przeglgdowych Pagano
i wsp. [53,54].

UDZIAL BIALEK FA W PROCESIE APOPTOZY

Wiele danych wskazuje, ze biatka niedokrwistosci Fanco-
niego moga réwniez odgrywac role w regulacji programo-
wanej $Smierci komorki. Zaobserwowano m.in., ze zar6w-
no pierwotne jak i unieSmiertelnione limfocyty pacjentow
z niedokrwistoscig Fanconiego tatwiej ulegajg spontanicznej
apoptozie niz limfocyty os6b zdrowych [55,56]. Zwigkszona
jest rowniez podatnos$¢ komorek pacjentow z niedokrwisto-
$cig Fanconiego (szczegdlnie tych z uszkodzonym FANCC)
na apoptoze indukowang przez cytokiny (IFN-y, TNFa)
oraz $rodki sieciujgce DNA [55,57,58]. Ponadto kilka donie-
sien wskazuje na nieprawidtowg strukture i funkcjonowa-
nie mitochondridw, organelli petnigcych istotng role w in-
dukcji procesu apoptozy [59,60], Dane te sugerujg, ze biatka
niedokrwistosci Fanconiego najprawdopodobniej petnig
role anty-apoptotyczna, chociaz z czesci badan wynika, ze
w komorkach pacjentéw z niedokrwistoscig Fanconiego po
traktowaniu mitomycyng C czy naswietlaniu promienio-
waniem jonizujacym nie obserwuje sie niektérych charak-
terystycznych markeréw apoptozy, takich jak: aktywacja
kaspaz, degradacja PARP (ang. poty (ADP) ribose polytnerase)
oraz tworzenie drabinki oligosomalnej DNA [61,62], Moze
to sugerowac udziat biatek niedokrwistosci Fanconiego ra-
czej w jednej z form apoptozo-podobnej programowanej
$mierci komarki niz w klasycznej apoptozie [63],

ZWIAZEK FA Z PATOGENEZA NOWOTWOROW

Pacjenci z niedokrwisto$cg Fanconiego wykazujg bardzo
wysokie ryzyko rozwoju nowotworéw ukitadu hematolo-
gicznego, np. w przypadku ostrej biataczki szpikowej jest
ono szacunkowo 15000x wieksze niz w populacji ogolne;.
Wsréd pacjentow z FA, ktérzy dozywajg wieku doroste-
go, istnieje réwniez duze prawdopodobienstwo rozwoju
guzéw litych. Analiza danych 754 pacjentow IFAR (ang.
International Fanconi Anemia Registry) wykazata znacznie
zwigkszong (ok. 500 razy) zapadalno$¢ na raka ptaskoko-
morkowego w stosunkowo mtodym wieku. Zauwazono, ze
sg to gtéwnie nowotwory gltowy, szyi, odbytu i narzadow
piciowych, ktére sg zarazem rejonami bardzo podatnymi na
ataki wiruséw onkogennych, takich jak HPV czy papilloma.
Analiza komorek pochodzacych z guzéw rzeczywiscie wy-
kazata obecno$¢ DNA HPV16 w wigkszosci analizowanych
préb, co wskazywaé¢ moze na udziat wiruséw w patogene-
zie nowotwordw u chorych z niedokrwistoscig Fanconiego

[5].

Wiadomo, iz mutacje powodujace catkowitg inaktywacje
obu alleli BRCAl i BRCA2 (ang. nuli mutations), zar6wno
u ludzi jak i myszy, prowadzg do $mierci na etapie embrio-
nalnym, natomiast uszkodzenie jednego z alleli predyspo-
nuje do rozwoju raka sutka ijajnika [40], BRCAl i BRCA2 sa
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zmutowane jedynie u niewielkiej czesci pacjentow, trwajg
wiec poszukiwania kolejnych genéw odpowiedzialnych za
rozwoj tych nowotwordéw. Zwigzek szlaku niedokrwistosci
Fanconiego z BRCA1 oraz fakt, ze BRCAZ2 jest jednym z ge-
néw niedokrwistosci Fanconiego sugerowaty mozliwosé
udzialu heterozygotycznych wariantéw genow niedokrwi-
stos$ci Fanconiego w etiologii nowotworow sutka/Zjajnika.
Jednak poszukiwania mutacji w FANCA, FANCC, FANCD?2,
FANCE, FANCF i FANCG w 88 liniach pochodzacych od
pacjentéw z rodzinng historig raka piersi (i prawidtowymi
BRCA1/2) wykazaly jedynie obecnos$¢ polimorfizméw i 2
mutacji typu zmiany sensu [64], Podobnie analiza sekwen-
cji FANCA w materiale pochodzacym z 19 guzéw sutka nie
wykazata patogennych mutacji, pomimo ze FANCA znajdu-
je sie na chromosomie 16q24.3, w rejonie, w ktorym czesto
dochodzi do utraty dzikiego allelu (ang. loss of heterozygosi-
ty, LOH) w raku piersi. Wyniki te wskazuja, ze przebadane
geny niedokrwistosci Fanconiego nie naleza do grupy su-
presorow nowotworowych [65]. Stwierdzono natomiast, ze
inaktywacja szlaku niedokrwistosci Fanconiego (wycisza-
nie ekspresji FANCF poprzez metylacje odcinka promotoro-
wego) jest odpowiedzialna za niewielkg czes$¢ przypadkow
nowotwordw jajnika, ptuc oraz jamy ustnej [66,67]. Z kolei
w sporadycznych nowotworach trzustki wykryto soma-
tyczne i dziedziczne mutacje w genie FANCC (w jednym
przypadku réwniez FANCG) [68], Takze badania sekwencji
FANCA wykazaty, ze mutacje w tym genie mogg predyspo-
nowaé do rozwoju raka trzustki [69]. Zaréwno guzy trzust-
ki jak ijajnika charakteryzuje opornos¢ na czynniki chemo-
terapeutyczne takie jak cisplatyna, stad wazna wydaje sie
identyfikacja pacjentow z uszkodzonym szlakiem niedo-
krwistosci Fanconiego, gdyz istnieje u nich duza szansa na
pozytywne przeprowadzenie leczenia przy zastosowaniu
srodkow sieciujgcych DNA.

UWAGI| KONCOWE

W ciggu ostatnich kilku lat dokonano ogromnego poste-
pu w badaniach nad podfozem molekularnym niedokrwi-
stosci Fanconiego. Niezwykle istotne byto odkrycie wspét-
dziatania szlaku niedokrwistosci Fanconiego z biatkami
BRCA1/2 oraz biatkami uszkodzonymi w réznych zespo-
fach niestabilnosci genomowej m.in. ATM, NBS1 i BLM.
Biatka te wspotdziatajgc z BRCAL i innymi biatkami uczest-
niczacymi w procesach naprawy DNA tworzg kompleks
BASC (ang. BRCAI-associated genome surveillance complex),
ktéry prawdopodobnie petni role czujnika uszkodzeh DNA
oraz jest odpowiedzialny za ,,nadzorowanie" procesu re-
plikacji i naprawy DNA [23,70]. Fakty te wskazuja, ze szlak
niedokrwistoéci Fanconiego odgrywa bardzo wazng role
w utrzymaniu stabilnosci genomu, jednak precyzyjna rola
biatek niedokrwistosci Fanconiego nie jest do tej pory po-
znana. Wiemy obecnie, ze jest ich przynajmniej kilkanascie,
oraz ze dziatajg zaréwno w jadrze komorkowym (procesy
zwigzane z naprawg DNA) jak i w cytoplazmie (apopto-
za, ochrona komoérki przed stresem oksydacyjnym). Ogol-
nie przyjeta jest hipoteza o istnieniu liniowego szlaku FA,
obejmujgcego tworzenie kompleksu niedokrwistosci Fan-
coniego i aktywacje FANCD2. Bardzo prawdopodobne jest
jednak, ze biatka niedokrwistosci Fanconiego wspdlnie z in-
nymi biatkami dziatajg w r6znych szlakach molekularnych,
chronigc komoérke przed uszkodzeniami DNA [31].
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Pomimo intensywnych badan, niestety nadal nie wiado-
mo jakie sg przyczyny szczegOlnej nadwrazliwosé komérek
z niedokrwistoscig Fanconiego na srodki sieciujgce DNA.
Pomo6c w rozwigzaniu tego problemu moze identyfikacja
nieznanych biatek niedokrwistosci Fanconiego, uszkodzo-
nych w grupach komplementacyjnych FA-I i FA-J. Kandy-
datem na kolejny gen niedokrwistosci Fanconiego moze
by¢ rowniez SNMB1, wystepujacy u cziowieka homolog
drozdzowego PS02 (ang. psoralen-UV hypersensitwe mu-
tants), na co wskazuje podobny fenotyp komérek niedo-
krwistosci Fanconiego i SNMB1V'(nadwrazliwos$¢ na ICLs)
[36]. Ze wzgledu na zwigzek szlaku niedokrwistosci Fan-
coniego z innymi biatkami niezbednymi dla utrzymania
stabilnosci genomowej, wydaje sie, ze doktadne poznanie
mechanizmu dziatania biatek niedokrwistosci Fanconiego
moze mie¢ kluczowe znaczenie w badaniach nad procesami
nowotworzenia oraz w opracowaniu nowych, skutecznych
terapii przeciwnowotworowych. Juz w tej chwili atrakcyjne
wydaje sie selektywne wylaczenie szlaku niedokrwistosci
Fanconiego w komérkach nowotworowych, w celu zwiek-
szenia ich wrazliwosci na chemoterapeutyki.
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ABSTRACT

FA is a rare genetic disorder characterized by developmental abnormalities, bone marrow failure and cancer susceptibility. Cells that are
derived from patients with FA display spontaneous chromosomal instability and hypersensitivity to DNA crosslinking agents that is used in
FA clinical diagnostics. FA is genetically heterogeneous and caused by mutations in at least 11 distinct genes, FANCA, FANCA, B, C, DI, D2,
E, F, G, 1 J and L. FA proteins interact with various proteins involved in DNA damage response and cell cycle checkpoint regulation, such
as: RAD51, BRCAL, BRCA2, ATM or NBS1. Moreover, BRCAZ2 that plays a crucial role in homologous recombination is one of FA proteins.
Collectively, all these data indicate, that the FA pathway is involved in different molecular processes that prevent DNA and control genomic
stability, although its precise role still remains undefined.
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Mechanizm molekularny biotoksycznosci homocysteiny — fakty i hipotezy

STRESZCZENIE

artykule przedstawiono w zarysie metabolizm homocysteiny i oméwiono powstawa-
Wnie tiolaktonu homocysteiny przy udziale syntetazy metionylo t-RNA. Praca opisuje
zarébwno wysoka reaktywnos$¢ tiolaktonu wzgledem grup e NEL lizyny biatek, jak i zalez-
ny od Ca2+ enzym hydrolizujacy tiolakton. Oprécz stresu oksydacyjnego wywotywanego
przez homocysteiny omoéwiono hipometylacje, m.in. DNA, w wyniku hamowania metylo-
transferaz przez S-adenozylohomocysteine. W pracy poruszono mozliwe powigzania drég
metabolicznych homocysteiny, NO i argininy (z uwzglednieniem N(,Nc-dimetyloargininy).
Zwro6cono tez uwage na powigzanie metabolizmu adenozyny i innych nukleozydéw z ho-
mocysteing. Wydaje sie, ze gtbwna przyczyna biotoksycznosci homocysteiny w przebiegu
miazdzycy i innych chor6b jest drastyczna zmiana wiasciwosci réznych biatek w rezultacie
ich N-homocysteilacji przez tiolakton homocysteiny.

WPROWADZENIE

Homocysteina cieszy sie duzym zainteresowaniem biochemikdw i lekarzy, co
znajduje odzwiecierdlenie w liczbie publikacji na jej temat [1-3]. Dlaczego tak
sie dzieje? Kilkanascie lat temu stwierdzono, ze homocysteina jest niezaleznym
czynnikiem ryzyka rozwoju miazdzycy [2], Wykazano, ze wysoki poziom ho-
mocysteiny w osoczu bardzo czesto towarzyszy réznego typu stanom patolo-
gicznym, nie tylko sercowo-naczyniowym, ale takze zwigzanym z funkcjono-
waniem nerek [4], rozwojem ptodu [5] oraz z zaburzeniami systemu nerwowego
[6], Jednak, niektérzy badacze uwazajg hyperhomocysteinemie nie za przyczy-
ne, ale za skutek choréb sercowo —naczyniowych (za norme uwaza sie stezenie
5-15 pmoli homocysteiny na litr osocza krwi [1]).

GLOWNE DROGI METABOLIZMU HOMOCYSTEINY

Homocysteina jest homologiem cysteiny (Rys. 1), a zarazem pochodng metio-
niny, od ktorej rozni sie brakiem grupy metylowej przy atomie siarki. Zasadni-
czo homocysteina nie wchodzi w sktad biatek [3]; nie ma dla niej odpowiedniego
kodonu. Stezenie homocysteiny w osoczu zalezy od diety, zwaszcza od doste-
pu metioniny i od mechanizmoéw jej transportu, a takze od ewentualnego braku
w organizmie niektérych enzymow metabolizmu metioniny i homocysteiny, jak
rowniez od witamin, ktére sa gtdwnymi elementami niezbednych koenzymoéw
[1,3]. Metabolizm homocysteiny obrazuje rysunek 2. W reakcji transmetylacji S-
-adenozylometioniny w obecnosci akceptora X-H powstaje X-CH, i S-adenozylo-
homocysteina. Ta ostatnia jest bezposrednim substratem homocysteiny, w reakgcji
katalizowanej przez hydrolaze S-adenozylohomocysteiny, w ktérej z czasteczki
S-adenozylohomocysteiny (+ H.,0) powstaje homocysteina i adenozyna. S-ade-
nozylometionina moze takze ulega¢ dekarboksylacji w reakcji katalizowanej
przez odpowiednig dekarboksylaze z udziatem pochodnej witaminy B( —fosfo-
ranu pirydoksalu. Zdekarboksylowana S-adenozylometionina reaguje z putre-
scyng dajac poliamine —spermidyne (oraz S-metylotioadenozyne). Putrescyna

powstaje przez de-

/e 0 karboksylacje orni-

CN A ;
W o0& AC— CH, |~00 tyny,gt_a powstaje
H IT— CH o H T-CH z argininy. Sper-
S HC— NH, 3 | . .

ea en2 midyna reaguje

ze zdekarboksy-

i72 0 fH lowang S-adeno-
SH S zy lometioninag,
NO w czego wyniku

Hcey T-Hcy powstaje poliami-
S-NOHcy na — spermina.

Rysunek 1 Wzory chemiczne homocysteiny (Hcy), tiolaktonu homocysteiny (T- Spermidyna iSper-
-Hcy) i S-nitrozohomocysteiny (S-NOHcy). mina sa nlezwykle
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wazne w kazdej komorce, gdyz wywieraja olbrzymi wptyw
na regulacje réznych przemian. Zarazem zwigzki te tgczag
przemiane homocysteiny i argininy, a takze inne drogi me-
taboliczne.

Powstajgca w wyniku hydrolizy S-adenozylohomocyste-
iny homocysteina moze ulega¢ przede wszystkim remetyla-
cji do metioniny oraz reakcji transsulfuracji do cystationiny,
ktdra jest poczatkiem biosyntezy cysteiny [1], Jezeli dostep-
no$¢ metioniny jest ograniczona to droga oszczedzania (ang.
salvage pathway) moze by¢ reakcja remetylacji homocysteiny,
katalizowana przez syntaze metioniny (SM), w ktdrej dono-
rem grupy CH3jest 5-metylotetrahydrofolian lub betaina.
Wysokie stezenie homocysteiny moze wynika¢ z uposle-
dzenia remetylacji, co moze by¢ zwigzane z defektem ge-
netycznym. Inna przyczyng uposledzonej remetylacji moze
by¢ brak kluczowych witamin, przede wszystkim kwasu
foliowego. Okazato sie, ze w cyklu przemian pochodnych
tetrahydrofolianu niezbedna jest tez witamina Bpi witami-
na PP [7]. Reakcja transsulfuracji zachodzi miedzy grupg
hydroksylowg seryny i homocysteing. Wydziela sie woda,
tworzy sie nowe wigzanie S-C i powstaje cystationina, a re-
akcje katalizuje (3-syntaza cystationiny (BSC). Do dziatania
(3-syntazy cystationiny niezbedny jest fosforan pirydoksalu.
(3-Syntaza cystationiny cztowieka (w odréznieniu od p-syn-
tazy cystationiny np. drozdzy) zawiera zwigzany hem [8].
Jest on niezbedny do dziatania enzymu, ale mechanizm
udzialu hemu jest niejasny. Cystationina w $rodowisku
wodnym ulega reakcji hydrolizy do cysteiny i homosery-
ny, katalizowanej przez y-liaze cystationiny (GLC), ktorej
kofaktorem jest fosforan pirydoksalu. Cysteina i homocy-
steina mogg ulegaé¢ utlenieniu do zwigzkéw zawierajgcych
mostek disiarczkowy — cystyny i homocystyny. Moze
tez nastepowac reakcja cysteiny i homocysteiny z innymi
zwigzkami zawierajgcymi grupy sulfhydrylowe z powsta-
niem mieszanych disiarczkow [1], Cysteina bierze udziat
w syntezie glutationu — y-glutamylocysteinyloglicyny.
Glutation uwazany jest za jeden z najwazniejszych zwigz-
kéw biorgcych udziat w utrzymywaniu réwnowagi redoks
w komorce. Cysteina i homocysteina moga ulegac utlenie-
niu do cysteino- lub homocysteinosulfinianu, a nastepnie
do cysteino- i homocysteinosulfonianu (homocysteinianu).

TIOLAKTON HOMOCYSTEINY

Co moze dzia¢ sie z homocysteing poza remetylacja,
utlenianiem i transsulfuracja? Homocysteina jest analo-
giem metioniny, a w zwigzku z tym mozna sie spodziewac,
ze pewne enzymy moga by¢ niejako ,,0szukane" i zamiast
Zz metioning mogga reagowac¢ z homocysteing (podobnie jest
z selenocysteing). | tak sie rzeczywiscie dzieje. W obecnosci
enzymu metionylo-t-RNA syntetazy (MTRS) i odpowied-
niego t-RNA zachodzi reakcja aktywacji homocysteiny
(Rys. 2). Od ATP odtacza sie pirofosforan, a powstajgcy
AMP faczy sie wigzaniem wysokoenergetycznym z grupg
acylowa homocysteiny, powstaje homocysteilo-AMP (Hcy-
AMP) [9]. Gdyby homocysteilo-AMP mogt dalej bra¢ udziat,
jak np metionylo-AMP, w mechanizmie translacyjnej akty-
wacji aminokwaséw, to wéwczas z odpowiednim t-RNA
dawatby homocysteilo-t-RNA, z odigczeniem AMP. Jed-
nakze, w tym wypadku enzym ,,nie daje sie oszukaé". Dzie-
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je sie tak, poniewaz dochodzi do przesuniecia grupy -SH
w strone miejsca T w czgsteczce enzymu wigzgcego grupe
sulfhydrylowa, a jednoczes$nie odsuniecia tej grupy [10]
od miejsca S odpowiedzialnego za specyficzno$¢ enzymu
w powstawaniu czasteczek aminoacylo-t-RNA. Wéwczas
grupa SH zbliza sie do reszty fosforanowej AMP. Docho-
dzi do pekniecia wysokoenergetycznego wigzania acylo-
fosforanowego, odigcza sie AMP i powstaje pierscieniowy
tioester homocysteiny — tiolakton homocysteiny (Rys. 1),
w ktorym wystepuje wiazanie tioestrowe [9-11]. Wigzanie
takie jest zawsze wigzaniem wysokoenergetycznym. Naj-
bardziej znanym przedstawicielem zwigzkéw z tego typu
wigzaniem jest acetylokoenzym A. Potwierdzeniem wyzej
naszkicowanego mechanizmu edycji (ang. edition) syntetazy
metionylo-t-RNA jest jej zdolno$¢ do tworzenia metionylo-
-CoA i dipeptydu metionina-cysteina po inkubacji metio-
niny z enzymem w obecnos$ci odpowiednio CoA i cysteiny
(31

Tiolakton homocysteiny (T-Hcy) jest zasada wedtug
Brénsteda (z grupa NH ), ale moze wystepowac¢ w formie
sprzezonego kwasu z grupg NH3+(Rys. 1). Stata pK grupy
NH +tiolaktonu wynosi 7,1 co oznacza, ze w pH 7,4 az 66,7%
czgsteczek zwigzku ma wypadkowy tadunek elektryczny
rowny zero. Wiadomo, ze czastki elektrycznie obojetne sto-
sunkowo tatwo moga ulega¢ swobodnej dyfuzji przez bto-
ne komorkowag, zatem tiolakton homocysteiny stosunkowo
fatwo wychodzi z komérek i przechodzi do osocza krwi
lub do pozywki (hodowla komodrkowa) [9,11]. Tiolakton
homocysteiny, zarowno w komdrkach bakterii, jak i organi-
zmow eukariotycznych [12] moze powstawaé w reakcjach
katalizowanych przez syntetazy leucylo-t-RNA i izoleucy-
lo-t-RNA. Tiolakton nie jest syntetyzowany w erytrocytach
i w osoczu, w ktérych brak jest odpowiednich enzyméw,
cho¢ jest w nich obecny w formie wolnej i zwigzanej z £ N-
-lizyny w biatkach [13].

Tiolakton homocysteiny jest bardzo reaktywny, bo za-
wiera wysokoenergetyczne wigzanie tioestrowe. Tiolakton
reaguje z resztami lizyny znajdujagcymi sie w tancuchach
bocznych biatek [3,9,11]. Wydaje sie, ze szczegblnie wazna
jest struktura przestrzenna biatka i dostepnos¢ reszt lizyny
dla tiolaktonu. Reakcja z resztami lizyny biatek jest nieen-
zymatyczna. W jej wyniku nastepuje acylacja reszt lizyny
w biatku i powstajg pochodne zawierajgce N-acylowg grupe
homocysteiny. Proponujemy, aby tego typu reakcje nazwac
homocysteilacja lub dokiadniej N-homocysteilacjg, choé
w literaturze anglojezycznej spotyka sie okreslenie ,,homo-
cysteinylation™ [11]. Zadne inne reszty aminokwasow w biat-
kach nie ulegajg N-homocysteilacji [11]. 1lo$¢ w ten sposéb
zmodyfikowanego biatka jest wprost proporcjonalna do
stezenia tego biatka w osoczu. N-homocysteilowane biatka
charakteryzujg sie obnizong rozpuszczalnoscig w poréwna-
niu z biatkami, ktére nie zostaty zmodyfikowane, a takze
majg zaburzong strukture przestrzenng, dzieki czemu nie-
prawidtowo przebiega sktadanie ich struktury przestrzen-
nej (ang.folding) i bardzo czesto ulegajg agregacji [311].

S-NITROZOHOMOCYSTEINA

Syntetaza metionylo-t-RNA moze tez bra¢ udziat w ak-
tywacji S-nitrozohomocysteiny, ktéra powstaje w wyniku
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nieenzymatycznej reakcji homocysteiny z tlenkiem azotu.
Ten ostatni przytacza sie do atomu siarki homocysteiny
i powstaje S-nitrozohomocysteina (S-NO Hyc) z grupa ni-
trozotiolowa [10] (Rys. 1). Wszystkie nitrozotiole sg nie-
trwale, gdyz ulegaja transnitrozylacji w obecnosci innych
tioli, amin, hemu i hemoprotein. Polowiczny czas zycia
S-nitrozohomocysteiny w osoczu cztowieka wynosi okoto
1 godziny, zatem S-nitrozohomocysteina jest jednym z naj-
trwalszych nitrozotioli [14]. S-nitrozohomocysteina jest na
tyle podobna do metioniny, ze syntetaza metionylo-t-RNA
»daje sie oszukac" i katalizuje reakcje syntezy S-nitrozoho-
mocysteiloadenylanu.W obecnosci przenoszacego metio-
nine t-RNA tworzy sie S-nitrozohomocysteilo-t-RNA [10],
ktéry zamiast metioniny moze by¢ dawca grupy nitrozo-
homocysteilowej w biosyntezie biatek. Jest to zatem trzeci
spos6b modyfikacji biatek przez homocysteine, tym razem
towarzyszacy translacji. S-nitrozohomocysteilo-t-RNA
(S-NO Hcy-t-RNA) ulega stosunkowo szybko hydrolitycz-
nej deacylacji do S-nitrozohomocysteiny (czas potowicz-
nego rozpadu okoto 27 minut) [3]. Natomiast w obecnosci
1 mM homocysteiny lub glutationu moze dochodzi¢ do
reakcji transnitrozylacji: S-nitrozohomocysteilo-t-RNA +
tiol — nitrozotiol + homocysteilo-t-RNA. Powstajgcy ho-
mocysteilo-t-RNA jest bardzo wrazliwy na deacylacje i w
ciggu minuty spontanicznie zmienia sie w tiolakton homo-
cysteiny i t-RNA. W zwigzku z tym mato prawdopodobne
sg przypuszczenia [15], ze w watrobie krolikéw znajduje
sie syntetaza homocysteilo-t-RNA katalizujgca wbudo-
wywanie homocysteiny do biatek. W kazdym badz razie
S-nitrozohomocysteilo-t-RNA bierze udzial w translacji,
a stad w biatkach moga niezwykle rzadko wystepowaé
reszty S-nitrozohomocysteiny. Niewiele wiadomo jest na
temat trwatosci S-nitrozohomocysteilowanych biatek. Je-
zeli zwigzki nitrozotiolowe tatwo ulegajg transnitrozylaciji,
to mozna zaktada¢, ze w warunkach znacznego stezenia
zwigzkéw tiolowych w komorce lub poza nig, moze do-
chodzi¢ do transnitrozylacji i powstawania homocysteilo-
wanych biatek. Wiemy jednak, ze grupy S-nitrozotiolo-
we, potgczone z centrum aktywnym syntetazy metiony-
lo-t-RNA sa trwate [10], co moze wynika¢ z ochronnego
wptywu struktury przestrzennej biatek na te grupy. Nie
wiemy jednak, jak zmieniajg sie wiasnosciwosci biatek pod
wptywem takiej modyfikacji. Jakubowski [10] sugeruje, ze
takg modyfikacjg mozna wyttumaczy¢, dlaczego miazdzy-
ca zaczyna sie od miejsc rozgatezienia naczyn, gdyz tam
zachodzi najwiekszy nacisk hydrodynamiczny (ang. shear
forces) prowadzacy do zwiekszonego powstawania NO
przy udziale syntazy NO. W biatkach wystepuja raczej
reszty homocysteiny a nie S-nitrozohomocysteiny. Pod-
czas elongacji lub po translacji nastepuje transnitrozylacja
biatek prowadzaca do wymiany reszt S-nitrozohomocyste-
iny na homocysteine [3]. Réwniez w tym wypadku, nie-
znany jest wptyw takiej modyfikacji na wiasciwosci biatek.
A nie jest to zjawisko marginalne. Az 50 % homocysteiny
w biatkach komaérek srédbtonka zyty pepkowej cztowie-
ka to homocysteina oporna na degradacje Edmana [16],
w ktorej —w wyniku hydrolizy — zostaje oderwany ami-
nokwas, ktéry w biatku posiadat wolna grupe a-aminowa.
Wbudowywaniu homocysteiny do biatek zapobiega nad-
miar metioniny lub folianéw utatwiajacych remetylacje
homocysteiny do metioniny.
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Istniejg lub istniaty pewne kontrowersje w stosunku do
nitrozylacji homocysteiny (lub raczej homocysteilacji NO).
Z jednej strony S-nitrozohomocysteina ma dziatanie po-
zytywne; hamuje agregacje ptytek i proliferacje miocytéw
gtadkich mie$ni naczyn, a ponadto stabilizuje NO, ktory
dziata rozkurczajgco na Sciany naczyn. Stanowi takze ochro-
ne przed tworzeniem tiolaktonu homocysteiny. Z drugiej
jednak strony jest toksyczna i to nie tylko przez tworzenie
nadtlenoazotynu, ale przez stymulacje wbudowywania
homocysteiny do biatek [3], Warto odnotowac, ze S-nitro-
zohomocysteina nie zostata dotagd bezposrednio wykryta
w surowicy krwi cztowieka; wykryto obecnos$¢ 200 nM S-
-nitrozocysteiny i 200 nM S-NO-glutationu [3].

TIOLAKTONAZA HOMOCYSTEINY

Tiolakton homocysteiny moze ulega¢, jak juz wspomnia-
no, hydrolizie nieenzymatycznej, ale najczesciej ulega on
reakcji hydrolizy do homocysteiny, katalizowanej przez
obecna w osoczu hydrolaze tiolaktonu homocysteiny, in-
aczej tiolaktonaze homocysteiny [17,18], Reakcja ta jest za-
lezna od stezenia jondw wapnia. W stezeniach Ca2+ponizej
10 pM enzym nie dziata; optymalne stezenie Ca2+1-2 mM
wystepuje jedynie w osoczu (og0lniej w przestrzeni poza-
komoérkowej). Poniewaz tiolakton moze przyczynia¢ sie
do niekorzystnej modyfikacji biatek [10,19], nalezy uznaé
dziatanie tiolaktonazy homocysteiny za podstawowy me-
chanizm obronny przed skutkami, ktére mogg m.in. nasila¢
sie i akumulowa¢ w procesie powstawania patologii naczy-
niowo-sercowej [3], Tiolaktonaza, ktérg oczyszczono do
homogennosci [17], jest biatkiem o masie czgsteczkowej 45
kDa, wchodzi w sktad kompleksu HDL, zawierajgcego tzw.
,»dobry" cholesterol [17,18], Zatem obecno$¢ HDL w osoczu
ma jeszcze ten korzystny aspekt, ze kompleks zawiera en-
zym, ktory jest w stanie zniszczy¢ potencjalnie jatrogenny
tiolakton. Tiolaktonaza jest enzymem o stosunkowo niskiej
specyficznosci substratowej; dziata nie tylko na wigzanie
tioestrowe tiolaktonu homocysteiny, ale takze na inne estry,
np. octan fenylu lub paranitrofenylu. Jej substratem jest row-
niez paraokson, ktory jest defoliantem, mogacym wywotaé
ogromne zniszczenia szaty roslinnej [20]. Tiolaktonaza ko-
dowana przez gen PON1, moze unieczynnia¢ neurotoksycz-
ne, $miertelnie trujgce gazy, sarin i soman [18] i prowadzic¢
do hydrolitycznego usuniecia utlenionych czasteczek fosfo-
lipidéw z komplekséw LDL (zawierajgcych ,,zty" choleste-
rol) [18]. Tiolaktonaza wspotoczyszcza sie z lipoproteing A,
obecna w HDL [3],

Podsumowuijac, tiolaktonaza jest obecna w czastkach
HDL magazynujacych ,,dobry" cholesterol, i moze jedno-
cze$nie modyfikowac utlenione czastki LDL, niosace ,,zty"
cholesterol, w ten sposob doprowadzajac do ich regeneracji.
Kompleksy LDL pozbawione utlenionych lipidéw stabigj
ulegajg adhezji do sciany komorek srodbtonka i miocytéw,
co zmniejszy przyleganie i chemotaksje makrofagéw i mo-
nocytow. Nawiasem modwigc uszkodzenie LDL moze by¢
wywotane nie tylko utlenianiem, ale tez N-homocysteilacja
grup £-aminowych lizyny. Okazato sie, ze N-homocyste-
ilacja 8 reszt lizyny (na 358 wystepujacych w czastce LDL
zawierajgcej okoto 5000 reszt aminokwasow) nie zmienia
pobierania i degradacji LDL in vitro przez limfocyty $winki
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morskiej. Natomiast N-homocysteilacja 10-25% reszt lizyny
sprawia, ze czastki LDL sg szybciej pobierane i degradowa-
ne przez makrofagi cztowieka w hodowli, a takze ulegajg
agregacji [21]. Z drugiej strony, trzeba wspomnie¢, ze w wy-
sokim stopniu N-homocysteilowane czastki LDL sg czescio-
wo chronione przed utlenianiem z uwagi na zwiekszong za-
warto$¢ grup -SH homocysteiny [22]. Wykazano istnienie
réznic w zawartosci HDL pomiedzy przedstawicielami rasy
czarnej i biatej na korzys¢ rasy czarnej, u ktérej przedsatwi-
cieli zaobserwowano $rednio wyzsze stezenie HDL i na
0g6t mniej zaburzen sercowo-naczyniowych, a jednocze-
$nie wyzszg aktywno$¢ tiolaktonazy w stosunku do tiolak-
tonu homocysteiny [18]. Okazato sie, ze wysoka aktywnos$¢
tiolaktonazy jest zwiazana z czesciej wystepujacymi u osob
rasy czarnej allelami R55 i R192 genu PONI, podczas kiedy
niska aktywnos¢ tiolaktonazy najczesciej wystepuje u oséb
rasy biatej (allele M55 i Q192). Okazato sie tez, ze tiolakto-
naza ulega uszkodzeniu przez tiolakton homocysteiny. Ak-
tywniejsza forma enzymu wystepujgca u osobnikéw rasy
czarnej traci pod wpltywem 1 mM tiolaktonu homocysteiny
tylko 25% aktywnosci, podczas gdy mniej aktywna forma
wystepujaca u osobnikéw rasy biatej az 60% aktywnosci
[23].

KLASYCZNE POGLADY NA TEMAT
TOKSYCZNOSCI HOMOCYSTEINY

Jakie moga by¢ mechanizmy toksycznosci homocyste-
iny? Najpopularniejszy jest poglad, ze przy podwyzszonym
stezeniu homocysteiny w komarkach i w osoczu krwi moze
dochodzi¢ do nadmiernego powstawania reaktywnych form
tlenu [1,3]. Hipoteza ta jest mato prawdopodobna, bo aby
wywotaé szok hiperoksydacyjny z uszkodzeniem komorek
przez wolne rodniki, szczeg6lnie komarek $rodbtonka, na-
lezy zastosowac wysokie, niefizjologiczne stezenia homo-
cysteiny. Ponadto okazalo sig, ze podobng nadprodukcje
reaktywnych form tlenu wywotuje inkubacja komorek nie
tylko w obecnosci duzych stezehh homocysteiny, ale i z in-
nych zwigzkéw holowych, takich jak cysteina lub (3-mer-
kaptoetanol, jakkolwiek nalezy wzig¢ pod uwage wyzsza
reaktywnos$¢ grup holowych homocysteiny niz cysteiny
[1,3]. Istniejg doniesienia o hamowaniu przez homocyste-
ine aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej [21]. Nie jest
jednak wykluczone, ze w tych warunkach przyczyna nie
jest homocysteina a tiolakton homocysteiny (N-homocyste-
ilacja). Przypuszcza sie, ze homocysteina moze aktywowac
reduktaze (3-hydroksy-(3-metyloglutarylokoenzymu A, kto-
ra jest kluczowym enzymem regulatorowym w biosyntezie
cholesterolu [24], Tym mozna ttumaczy¢, dlaczego hiper-
homocysteinemia czesto towarzyszy hipercholesterolemii.
Dodatkowo, pod wptywem homocysteiny zaobserwowano
apoptoze neuronéw i komoérek srédbtonka [6], Homocyste-
ina moze hamowac aktywno$¢ peroksydazy glutationu, co
prowadzi do stresu oksydacyjnego i do inaktywacji NO [25],
O ile sama inaktywacja NO przez 0 2 # do nadtlenoazotynu
(o silnym dziataniu toksycznym, utleniajgcym i nitrujgcym)
jest ogolnie znana, to mechanizm zwiekszonej produkcji
Oy =z udziatem homocysteiny (via peroksydaza glutationu)
pozostaje niejasny. Najprawdopodobniej towarzyszy temu
zjawisku modyfikacja oksydazy NADPH i syntazy NO,
tak ze oba enzymy stajg sie producentami znacznej ilosci
anionorodnika Oy# [1,2]. Jedng z ewentualnych przyczyn
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toksycznosci homocysteiny mogtaby by¢ jej reakcja z NO
z utworzeniem nitrozotiolu, powodujgca obnizenie steze-
nia NO, a przez to ostabienie systeméw obronnych przed
reaktywnymi formami tlenu.

Rodzi sie pytanie, czy obnizone stezenie homocysteiny
w osoczu, czyli hipochomocysteinemia, nie moze mie¢ skut-
koéw patologicznych? Okazato sie, ze tego typu zjawisko
zwigzane z nadekspresjg (3-syntazy cystationiny stwierdzo-
no u ciezarnych kobiet [26]. Oczywiscie jest to prawdopo-
dobnie przypadek, a nie zwigzek przyczynowo-skutkowy.
Ponadto obnizone stezenie homocysteiny zaobserwowano
u pacjentow z indukowang streptozotocyna cukrzycg insu-
linozalezng [27], Okazuje sig, ze glukokortykoidy stymulu-
ja, a insulina hamuje biosynteze m-RNA (3-syntazy cysta-
tioniny. Stad przy braku insuliny mamy intensywng trans-
sulfuracje homocysteiny i w efekcie hipohomocysteinemie.
Warto podkresli¢, ze glukagon u normalnych szczuréw
obniza poziom homocysteiny osocza, indukujgc ekspresje
enzymow katalizujacych transsulfuracje [27], Nalezy dodac¢,
Ze U pacjentow cierpiacych na cukrzyce typu Il, odwrotnie,
mamy do czynienia z hiperhomocysteinemia [28]. Stwier-
dzono takze, ze w przypadku skrajnej hipohomocysteine-
mii (niemal ahomocysteinemii) dochodzi do powaznego
niedoboru oksydazy siarczynowej [29], Przyczyna tego
zjawiska jest nieznana — czyzby siarczyn byt allosterycz-
nym aktywatorem jakiego$ enzymu zuzywajacego homo-
cysteine? Regulatorem przemian homocysteiny i metioniny
jest takze S-adenozylometionina. Hamuje ona aktywnos$é
reduktazy metylenotetrahydrofolianowej, natomiast jest sil-
nym aktywatorem allosterycznym (3-syntazy cystationiny
[30] (Rys. 2). W wypadku podwyzszonego stezenia S-ade-
nozylometioniny zachodzi zahamowanie remetylacji homo-
cysteiny, a jednoczes$nie stymulacja transsulfuracji, a wiec
przemiany cystationiny do cysteiny i glutationu.

NAIJNOWSZE PROBY WYJASNIENIA
BIOTOKSYCZNOSCI HOMOCYSTEINY

HIPO-1 HIPERMETYLACIA
W TOKSYCZNOSCI HOMOCYSTEINY

Niektorzy badacze sugerujg, ze zrodtem toksycznosci jest
nie sama homocysteina a S-adenozylohomocysteina, ktora
jest inhibitorem bardzo wielu metylotransferaz. W obec-
nosci wysokich stezenh homocysteiny ulega zahamowaniu
m.in. O-metylotransferaza katecholowa, metylacja DNA
i licznych biatek [31,32]. Mozna przypuszczac, ze w warun-
kach podwyzszonego stezenia homocysteiny, jest tez wiecej
S-adenozylohomocysteiny i to wiasnie ten zwigzek hamuje
réznego typu reakcje metylacji. Stezenie homocysteiny za-
lezy od aktywnosci hydrolazy S-adenozylohomocysteiny.
Zahamowanie aktywnosci metylotransferaz przez S-ade-
nozylohomocysteine prowadzi do hipometylacji, co ma
powazne, narastajgce konsekwencje. Poczgtkowo sgdzono,
ze hipometylacja wystepuje w warunkach obnizonego ste-
zenia S-adenozylometioniny. Okazuje sie jednak, ze to nie
wystarcza — spadkowi musi towarzyszy¢é podwyzszone
stezenie S-adenozylohomocysteiny, a zatem wzrost stosun-
ku S-adenozylohomocysteiny do S-adenozylometioniny
[33]. Obnizenie stezenia S-adenozylometioniny moze wyni-
ka¢ z niedoboru ATP, z zahamowania aktywnosci adenozy-
lotransferazy metioniny i nadprodukcji poliamin. Zdaniem
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Rysunek 2. Metabolizm homocysteiny. Strzatki petne (cienkie i grube), bez wzgledu na kolor oznaczaja reakcje. Przerywane strzatki w kolorze zielonym oznaczaja

hamowanie lub aktywacje reakcji enzymatycznej. Minus na koncu strzatki w

kolorze zielonym oznacza, ze zwigzek X jest allosterycznym lub kompetycyjnym

inhibitorem enzymu katalizujacego reakcje A —>B, za$ plus oznacza, ze zwigzek X jest aktywatorem (allosterycznym) danego enzymu. Kolor niebieski (strzatek,
kot, nazw substratéw i ich skrotéw) oznacza, ze w reakcjach uzcestniczg koenzymy zawierajace witaminy. Strzatki w kolorze czerwonym oznaczaja reakcje, ktére
zdaniem autoréw artykutu sa najwazniejsze dla wyjasnienia toksyczno$ci homocysteiny.

niektérych badaczy [33] chroniczne podwyzszenie stezenia
S-adenozylohomocysteiny moze wynika¢ z podwyzszone-
go stezenia homocysteiny, w wyniku wzrostu aktywnosci
hydrolazy S-adenozylohomocysteiny katalizujgcej reakcije:
Jhomocysteina + adenozyna <>S-adenozylohomocysteinal
+ woda. Ale przyczyny moga by¢ inne, zdaniem innych ba-
daczy to nie homocysteina, a S-adenozylohomocysteina jest
toksyczna dla drozdzy, ktére w wyniku mutacji nie majg (3
-syntazy cystationiny [32], Jest bardzo prawdopodobne, ze
gtdéwna przyczyna toksycznosci homocysteiny jest obecnosé
nieprawidtowo zmetylowanych czasteczek DNA, RNA
i biatek [31,32] lub obnizone stezenie produktow metylacji
— kreatyny, choliny i adrenaliny. W wypadku obnizenia
stosunku S-adenozylometionina:S-adenozylohomocysteina
obserwowano obnizong metylacje fosfatydyloetanolaminy
do fosfatydylocholiny w osoczu dzieci ze zwyrodnieniem
torbielowatym [34], Zdaniem niektérych badaczy [35] N-
-metylotransferaza fosfatydyloetanolaminy, uczestniczaca
w syntezie fosfatydylocholiny i S-adenozylohomocysteiny,
moze sta¢ sie w przysztosci celem terapii hiperhomocyste-
inemii.

Nalezy rozwazy¢ dwa aspekty procesu transmetylacji. Po
pierwsze z hipometylacja mozemy mie¢ do czynienia w wy-
padku, kiedy jest duzo S-adenozylohomocysteiny, a mato S-
-adenozylometioniny i trudniej dochodzi do metylacji, badz
metylotransferazy sg hamowane przez S-adenozylohomo-
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cysteine. Po drugie, skoro jest duzo S-adenozylohomocyste-
iny, mozna przypusci¢, ze ten stan poprzedzita wzmozona
metylacja, w ktdrej S-adenozylometionina przeksztalcita sie
S-adenozylohomocysteine i musiaty powsta¢ bardzo duze
ilosci innych produktow metylacji. Okazato sig, ze w ko-
moarkach inkubowanych z guanidynooctanem dochodzi do
wzmozonej produkcji homocysteiny i kreatyny. Prawie 75%
homocysteiny cztowieka powstaje w czasie syntezy kreaty-
ny (50 mmoli/Zdobe), gtdwnie w watrobie. Okazato sie, ze
guanidynooctan, pochodzacy przede wszystkim z nerek,
prowadzi do wzrostu stezenia homocysteiny, a kreatyna
hamuje jej powstawanie [36], Mozna wysuna¢ przypuszcze-
nie, ze toksyczno$¢ homocysteiny nie wynika z jej nagro-
madzenia, ale z akumulacji w organizmie zmetylowanych
substancji, na przykiad kreatyny. Kreatyna jest czesto stoso-
wana przez kulturystow i sportowcow: w tej formie moze
hamowac¢ synteze kreatyny w organizmie, a wtedy dodat-
kowo spada stopien zuzycia S-adenozylometioniny i nie
powstaje S-adenozylohomocysteina i homocysteina.

POWIAZANIA PRZEMIAN
HOMOCYSTEINY, NO | ARGININY

Pomijajagc juz nitrozylacje homocysteiny, tlenek azo-
tu biorgc udziat w ,stresie oksydacyjnym" ma wplyw na
wzmozong produkcje reaktywnych form tlenu. Te z kolei
unieczynniajg NO, wiec w reakcji z anionorodnikiem po-
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nadtlenkowym, w wyniku ktérej powstaje nadtlenoazotyn.
Moze sie zdarzy¢, ze syntaza NO ulegnie takiej modyfika-
cji, ze bedzie wytwarzala reaktywne formy tlenu zamiast
NO z argininy. Z tej ostatniej powstaje tez ornityna, a z niej
przez dekarboksylacje putrescyna. Ta reaguje ze zdekar-
boksylowana S-adenozylometioning, prowadzac do wy-
tworzenia sperminy i spermidyny. A zatem nadprodukcja
poliamin moze w rezultacie powodowa¢ hipometylacje,
niedob6r S-adenozylometioniny, argininy i NO. Dodatko-
wo stwierdzono, ze poliaminy hamujg aktywno$¢ izoformy
NO w neuronach. Jest jeszcze jedno powigzanie wspomnia-
nych drég metabolicznych, uwazane przez wielu badaczy
za bardzo wazne [9,37], Jest nim NGN(-dimetyloarginina
(ADMA). Tu nalezy przypomnieé, ze NO powstaje z ar-
gininy (Rys. 3) w reakcji katalizowanej przez syntaze NO,
zachodzacej wedtug schematu: arginina + 2NADPH + 2H+
+ 20., —*cytrulina + NO + 2 NADPL Okazato sie, ze w 0so-
czu oso6b z hipercholesterolemia i miazdzycg dochodzi do
akumulacji asymetrycznej N ,NGdimetyloargininy (gdzie
Ng oznacza atom azotu grupy guanidynowej), ktéra z kolei
hamuje kompetycyjnie aktywnos$¢ syntazy NO $rédbton-
ka, a wiec hamuje aktywnos$¢ rozkurczowg [37,38], Wzrost
stezenia asymerycznej No/Nc-dimetyloargininy towarzy-
szy podwyzszonemu poziomowi cholesterolu (szczegélnie
LDL) i trojgticeryddw [39], Okazato sie takze, ze aktywnos$é
syntazy NO jest blokowana zar6wno przez asymetryczng
NGN(.-dimetyloarginine, jak i przez LDL, na zasadzie roz-
przegniecia (ang. uncoupling); dziata wtedy domena reduk-
tazowa enzymu, zas$ jego domena oksygenazowa przekazu-
je elektrony na O, a nie na argininy. W rezultacie, syntaza
NO zaczyna wytwarzac¢ reaktywne formy tlenu. Zjawisko
to miato miejsce nawet przy nieznacznej hipercholesterole-
mii. Wzrost stezenia asymetrycznej N(,NGdimetytoargini-
ny wydaje sie nasila¢ rozwo6j miazdzycy, podczas gdy argi-
nina moze tagodzi¢ dysfunkcje srédbtonka naczyn [37].

Jesli chodzi o proces powstawania asymetrycznej
NGNGdimetyloargininy, nalezy podkresli¢, ze to nie wol-
na arginina ulega metylacji, ale reszty argininy okre$lonych
biatek. Komarki srédbtonka zdolne sg do syntezy asyme-
trycznej NgNc-dimetyloargininy i w mniejszych ilosciach
symetrycznej NI1N2dimetyloargininy (SDMA) [40]. Oba
zwigzki powstajg w wyniku proteolitycznej degradacji me-
tylowanych biatek. W organizmach ssakéw zidentyfikowa-
no dwie N-metylotransferazy argininy biatkowej. N-metylo-
trasferaza typu | (MTJ Kkatalizuje reakcje mono- i dimetyla-
cji asymetrycznej przy atomie azotu N(.argininy w biatkach
histonowych H1 [41]. N-metylotransferaza typu TT (MT),)
katalizuje reakcje monometylacji i asymetrycznej dimetyla-
cji reszt argininy przy atomach NGi N ' zasadowego biatka
mieliny z mézgowia [42], Inhibitorami syntazy NO sa tylko
asymetryczna Nc NGdimetyloarginina i Nc-monometylo-
arginina pochodzace z metylacji histonu. Nie sg nimi ani
symetryczna N”N~-dimetyloarginina, ani monometyloar-
ginina. W kazdym z przypadkéw dawcg grupy metylowej
jest S-adenozylometionina (Rys. 3). Zidentyfikowano cztery
izoformy metylotransferazy argininy biatek typu | (PRMT1)
réznigce sie stopniem oligomeryzacji, specyficznoscig sub-
stratowg i mechanizmami regulacji aktywnosci [38], Tylko
uwalnianie asymetrycznej, ale nie symetrycznej N”Nj-di-
metyloargininy jest hamowane przez inhibitory metylo-
transferaz [38], w tym S-adenozylohomocysteine i cyklo-
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leucyne. Czasteczki LDL wptywajag na wzrost uwalniania
asymetrycznej NGNGdimetyloargininy przez komorki
srodbtonka naczyn cztowieka, najprawdopodobniej przez
stymulacje ekspresji genu PRMT1 [38]. Mechanizm wplywu
asymetrycznej Nc,NGdimetyloargininy, a posrednio homo-
cysteiny, S-adenozylometioniny, S-adenozylohomocysteiny
i argininy na wzrost syntezy cholesterolu pozostaje niezna-
ny.

A zatem produkcja toksycznych S-adenozylohomocyste-
iny i homocysteiny ros$nie wraz z produkcja toksycznej asy-
metrycznej NGNGdimetyloargininy. Jednoczes$nie wzrost
stezenia asymetrycznej NGNGdimetyloargininy hamuje
kompetycyjnie powstawanie NO z argininy, co ogranicza
dostepnosé NO. A zatem ograniczenie dostepnosci NO pod
wpltywem homocysteiny zachodzi w wyniku bezposred-
niej nitrozylacji homocysteiny i jej dalszych konsekwencji
(w tym translacyjnego wbudowywania do biatek). Ponad-
to, jesli homocysteina rzeczywiscie bierze udziat w stresie
oksydacyjnym to moze wywotywac przestawienie syntazy
NO na produkcje Oy* zamiast NO oraz wigzanie NO z Oy =
z wytworzeniem toksycznych nadtlenoazotynéw. Moze do-
chodzi¢ réwniez do bezposredniego zmniejszenia szybko-
sci powstawania NO na skutek zahamowania aktywnosci
syntazy NO przez asymetryczng NGNGdimetyloarginine.
Nalezy réwniez rozwazy¢ mozliwosé posredniego zmniej-
szenia mozliwosci powstawania NO, przez ubytek sub-
stratu syntazy NO, tzn. argininy, w wyniku jej metylacji do
asymetrycznej Nc,Nc-dimetyloargininy i wydtuzenia czasu
pétrwania asymetrycznej NGNGdimetyloargininy poprzez
zahamowanie reakcji hydrolizy asymetrycznej N(.,N(-dime-
tyloargininy bezposrednio przez homocysteine [43], Wyka-
zano, ze tylko asymetryczna NGNGdimetyloarginina, a nie
symetryczna NJMN2dimetyloarginina moze ulega¢ hydroli-
zie do cytruliny i N,N-dimetyloaminy, reakcji katalizowa-
nej przez hydrolaze N,N-dimetyloargininy dimetyloamino-
hydrolazy (DDAH) (Rys. 3) [38,43]. Aktywno$¢ DDAH jest
bezposrednio hamowana przez homocysteine. Wykazano,
ze inkubacja neuronéw w obecnosci homocysteiny wywo-
tuje zalezng od dawki akumulacje asymetrycznej NGNGdi-
metyloargininy, co obniza produkcje NO. Proces ten ulega
zahamowaniu w obecnosci antyoksydantow. Wydaje sie, ze
homocysteina hamuje aktywno$¢ DDAH przez tworzenie
w obecnosci utleniaczy disiarczkdw homocysteina-cyste-
ina, z resztg cysteiny w centrum aktywnym DDAH [43].
Zaobserwowano, ze w hiperhomocysteinemii ulega zmniej-
szeniu stymulowany adenozyng przeptyw krwi przez na-
czynia wienicowe, prawdopodobnie w wyniku wzmozo-
nego wytwarzania asymetrycznej NGNGdimetyloargini-
ny. Zwigkszony poziom tego zwigzku wykryto w osoczu
starszych oséb po zawale lub z nadcisnieniem [44], a takze
u matp z hiperhomocysteinemia lub hipercholesterolemig
[45]. Wzrost stezenia asymetrycznej NGNGdimetyloargi-
niny byt blokowany przez S-adenozylohomocysteine (inhi-
bitor transmetylacji) i witaminy z grupy B; okazato sie, ze
kluczowym czynnikiem jest metylacja argininy do asyme-
trycznej NgNec-dimetyloargininy z réownolegtym powsta-
waniem S-adenozylohomocysteiny, a nie zmiany poziomu
homocysteiny.

Fakt, ze asymetryczna NGNGdimetyloarginina jest inhi-
bitorem syntazy tlenku azotu kompetycyjnym w stosunku
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do L-argininy [46], ttumaczy tzw. paradoks L-argininowy:
dodanie L-argininy usprawnia zalezne od NO funkcje na-
czyn, mimo ze poczatkowe stezenie argininy przed jej do-
daniem jest juz 25 razy wyzsze niz wartosc¢ statej Michaelisa
dla syntazy NO $rédbtonka in vitro. Wzrost stezenia argi-
niny znosi hamowanie akstywnosci syntazy NO przez asy-
metryczng NGN(-dimetyloarginine. Zaskakujgco, doustne
podawanie argininy nie poprawia wydolnosci pacjentéow
z dusznicg i funkcji skurczowej ich srédbtonka [47], Do-
ustne podawanie metioniny prowadzace do hiperhomo-
cysteinemii nie powoduje wzrostu stezenia asymetrycznej
NGNGdimetyloargininy [48]. Pradopodobnie wowczas —
zaktadajac, ze warunki pozwalajg na przejscie od metioniny
do homocysteiny (Rys. 2) —zwigkszona metylacja argininy
przez S-adenozylometionine jest rownowazona przez dwa
zjawiska. Sg nimi: a) hamowanie metylacji przez S-adenozy-
lohomocysteine, i b) hydroliza produktu metylacji (ADMA)
przez DDAH. Ta ostatnia nie jest hamowana przez homo-
cysteine, gdyz jej poziom w komodrkach zbytnio nie rosnie,
w wyniku jej eksportu do osocza. Duza pula N(,Nc-dime-
tyloargininy w osoczu wigze sie z biatkami osocza [49],
Tym tlumaczy sie ograniczong eliminacje asymetrycznej
NGNGdimetyloargininy podczas hemodializy, w tym row-
niez u pacjentéw z koncowym stadium choroby nerek [50],
Przypuszcza sig, ze wigzanie NGN(-dimetyloargininy przez
biatka uniemozliwia eliminacje zwigzku z moczem przez
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ktebuszki nerkowe. Mozliwe jest tez, ze wiekszos¢ NGN(
-dimetyloargininy osocza jest potgczona z metylowanym
biatkiem i z tego kompleksu ulega ciggtemu uwalnianiu.

ADENOZYNA | INNE NUKLEOZYDY
A TOKSYCZNOSC HOMOCYSTEINY

Podstawowymi enzymami uczestniczagcymi w wytwa-
rzaniu homocysteiny sg hydrolaza S-adenozylohomocy-
steiny (SAHH) i tiolaktonaza tiolaktonu homocysteiny
(paraocksonaza — TH). Znaczenie majg rowniez reakcje
nieenzymatycznej transnitrozylacji S-nitrozohomocyste-
iny i redukcji mieszanych S-S-disiarczkéw homocysteiny,
w tym disiarczkéw biatek. Podstawowe enzymy i reakcje
zuzywajgce homocysteing to hydrolaza S-adenozyloho-
mocysteiny, (3-syntaza cystationiny, metionylo t-RNA syn-
tetaza (MTRS), metylotransferaza homocysteiny (syntaza
metioniny — SM), a takze nieenzymatyczna nitrozylacja
homocysteiny z NO. W tym wypadku trudno roztrzygnagé,
ktéry z wymienionych proceséw dominuje. Wydaje sie, ze
w fizjologicznych stezeniach witamin z grupy B jest to (3
-syntaza cystationiny lub syntaza metioniny. Wiele zalezy
od stezeh S-adenozylohomocysteiny, homocysteiny i ade-
nozyny, a takze wartosci Kmi Vna hydrolazy S-adenozy-
lohomocysteiny dziatajacej w obu kierunkach. Wydaje sie,
ze w fizjologicznych stezeniach homocysteiny i adenozyny
w komadrkach (i w osoczu) reakcja powstawania S-adenozy-
lohomocysteiny w reakcji adenozyny z homocysteing z wy-
dzieleniem czasteczki wody (1) moze dominowac nad reak-
cja hydrolizy S-adenozylohomocysteiny (2). Zdaniem wielu
badaczy S-adenozylohomocysteina jest znacznie bardziej
toksyczna niz homocysteing, poniewaz jest silnym inhibi-
torem metylacji [31-33]. Wydaje sie, ze hydrolaza S-adeno-
zylohomocysteiny jest zawsze enzymem ,,zwiekszajgcym
niebezpieczenstwo" (Rys. 2), bo dziatajac w kierunku (1)
zwieksza prawdopodobienstwo zajscia tragicznej w skut-
kach hipometylacji, a dziatajgc w kierunku (2) potencjalnie
prowadzi do wzrostu stezenia homocysteiny (a dalej tiolak-
tonu homocysteiny i S-nitrozohomocysteiny), a wiec dalszej
kaskady szkodliwych nastepstw.

Wiele wskazuje, ze to S-adenozylohomocysteina, a nie
homocysteing, jest znacznie lepszym znacznikiem procesow
patologicznych towarzyszacych miazdzycy [51]; co wiecej
to nie tiolakton homocysteiny a S-adenozylohomocysteina
jest najgrozniejszym patogenem dla mysich embrionéw in
vitro [52].

Co sie dzieje, gdy w komoérkach czlowieka jest powazny
niedobdr genetyczny hydrolazy S-adenozylohomocysteiny?
Opisano przypadek 13-to miesiecznego chtopca, ktory miat
okoto 3% aktywnosci hydrolazy S-adenozylohomocysteiny
w watrobie w poréwnaniu do dzieci zdrowych, oraz 5 i 10%
tej aktywnosci odpowiednio w erytrocytach i fibroblastach
[53], Analiza genetyczna wykazata dwie mutacje w eksonie
4 oraz dziedziczony po matce kodon stop i dziedziczong po
ojcu mutacje ,,mis-sense’. Chtopiec byt bardzo niesprawny
psychomotorycznie; miat nienormalne figury mielinowe
i obnizong mielinizacje wypustek neuronéw, zapalenie wa-
troby, podwyzszong aktywnos¢ aminotransferaz i kinazy
kreatynowej osocza. Miat jedynie tagodna hiperhomocyste-
inemie (okoto 15 gM), natomiast poziom S-adenozylometio-
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niny byt 30, a S-adenozylohomocysteiny 150 razy wyzszy
niz w normie. Stwierdzono ponadto wysoki poziom mety-
lacji DNA, niski poziom lecytyny i choliny, a podwyzszony
poziom betainy, dimetyloglicyny i cystationiny [53].

20 lat temu oczyszczono do homogennosci hydrolaze S-
-adenozylohomocysteiny z Dictyostelium discoideum [54],
Enzym zbudowany jest z czterech podjednostek o masie 47
kDa kazda. Podobny enzym zostat zidentyfikowany w ery-
trocytach krélikéw i w watrobie cztowieka [55], Jego aktyw-
nos¢ jest niezalezna od stezenia homocysteiny. Hydrolaza
S-adenozylohomocysteiny jest prawdopodobnie waznym
enzymem, uczestniczagcym w wytwarzaniu, jak i zuzywa-
niu adenozyny. Mozna przypuszczaé, ze zty stan chorych
cierpiacych na miazdzyce, choroby nerek i zaburzenia
uktadu nerwowego wynika nie tylko z wysokiego stezenia
homocysteiny, ale z podwyzszonego poziomu adenozyny,
albo podwyzszona aktywno$¢ hydrolazy S-adenozyloho-
mocysteiny prowadzi do spadku stezenia adenozyny przez
tworzenie S-adenozylohomocysteiny, czemu towarzyszg ty-
powe objawy nadmiaru S-adenozylohomocysteiny. A prze-
ciez adenozyna jest bardzo silnym endogennym regulato-
rem ci$nienia krwi i neuroprzekaznikiem w komdrkach
$rodbtonka naczyn i w miocytach. W limfocytach zlokali-
zowano liczne receptory adenozyny Sj (nalezace do pod-
typow A A2 A3, ktére majg olbrzymi wptyw na ci$nienie
krwi, chemotaksje i przyleganie biatych krwinek do komo-
rek srodbtonka [56]. Stezenie adenozyny osocza jest podob-
ne do homocysteiny. A zatem, w wytwarzaniu adenozyny
gtowng role petnig: hydrolaza S-adenozylohomocysteiny
i 5'-nukleotydaza, a w jej usuwaniu przede wszystkim Kki-
naza adenozyny, hydrolaza S-adenozylohomocysteiny, i w
mniejszym stopniu dezaminaza adenozyny [57], Wykaza-
no, ze w warunkach normoksji adenozyna pochodzi gtéw-
nie z hydrolizy S-adenozylohomocysteiny przez SAHH, na
drodze réwnolegtej z metylacjg r6znych akceptoréw, a do-
piero w stanach hipoksji gtbwnym Zrédtem adenozyny staje
sie 5'-nukleotydaza (z 5'-AMP). Stwierdzono, ze szereg nu-
kleozydow (naturalnych i ich syntetycznych analogéw) jest
inhibitorami lub substratami hydrolazy S-adenozylohomo-
cysteiny [55,58,59]. Na przykiad 2'-deoksyadenozyna nie
jest substratem fosforylazy nukleozydowej [55], ale ulega
reakcji hydrolizy do adeniny i 2'-deoksyrybozy, katalizo-
wanej przez hydrolaze S-adenozylohomocysteiny. Umozli-
wia to powstawanie — na nowej drodze — ATP z dAMP
(adenina ulega przeksztatceniu do 5-AMP i 5-ATP). Nu-
kleozydami wptywajacymi na aktywnos$¢ hydrolazy S-ade-
nozylohomocysteiny sg 3-deazaadenozyna, deoksyadeno-
zyna i 2-chloroadenozyna. Najwieksze zahamowanie ak-
tywnosci hydrolazy S-adenozylohomocysteiny w watrobie
cztowieka uzyskano z zastosowaniem 7-deazaadenozyny
(tubercydyny), 2'-deoksyadenozyny i 9-a-D-arabinofura-
nozyloadeniny. Znaczng aktywnos$¢ wykazywaly pod tym
wzgledem takze 2',3'-dideoksyadenozyna, 3'-deoksyadeno-
zyna, 2-chloroadenozyna, adenozyloornityna (sinefungina),
a takze S-adenozylometionina.

Podkreslenia wymaga fakt, ze jakkolwiek badania nad
hamowaniem aktywnosci hydrolazy S-adenozylohomocy-
steiny przez analogi nukleozydéw (czesto leki przeciwwi-
rusowe i przeciwnowotworowe) zyskaty duze zaintereso-
wanie w ostatnim czasie, to mechanizm dziatania hydrola-
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zy S-adenozylohomocysteiny, a wiec i dziatania pewnych
inhibitoréw, zostat zbadany ponad 20 lat temu [60]. Wyka-
zano, ze apoenzym hydrolazy S-adenozylohomocysteiny
wigze NAD+(stechiometria wigzania wyniosi 1:1 mol/mol).
W wyniku tego zachodzi reakcja S-adenozylohomocysteiny
z NAD+z wytworzeniem homocysteiny, 3'-keto-5'-deoksy-
-4'5'-didehydroadenozyny i NADH (Rys. 4). Z kolei 3'-ke-
to-5'-deoksy-4',5'-didehydroadenozyna ulega hydrolizie
do 3'-ketoadenozyny, ta za$ reaguje z NADH wytwarzajgc
adenozyne i NAD+ Zatem hydrolaza S-adenozylohomo-
cysteiny jest ,,ukrytg" oksydoreduktazg, a nie hydrolaza.
Ponadto stwierdzono, ze jedynie analogi adenozyny z F,
Cl i S-CH3w pozycji 5' (zamiast 5'OH) nie sg substratami
enzymu. lIstniejg dwa gtdwne mechanizmy hamowania
jego aktywnosci: pierwszy, np. w obecnosci 2'-deoksyade-
nozyny [59] polegajacy na tym, ze zwigzek ten redukuje
NAD+w kompleksie z enzymem do NADH. Drugi mecha-
nizm polega na silnym wigzaniu NAD+przez inhibitor, co
powoduje dysocjacje holoenzymu na NAD+ i apoenzym.
Najlepszym przyktadem takiego inhibitora jest cAMP [61].
Hydrolaza S-adenozylohomocysteiny silnie wigze adenozy-
ne i CAMP w tym samym miejscu. Adenozyna (ale nie gu-
anozyna i inozyna) moze wywotywaé apoptoze astrocytow
i to przypuszczalnie nie tylko przez aktywacje receptorow
A3 ale przez modyfikacje aktywnos$ci hydrolazy S-adeno-
zylohomocysteiny [62]. Jak sie wydaje nalezatoby poswie-
ci¢ wieksza uwage dalszym badaniom nad poziomem nie
tylko homocysteiny, S-adenozylohomocysteiny, tiolaktonu
homocysteiny i S-nitrozohomocysteiny, ale adenozyny,
a takze innych nukleozydéw i nukleotydéw, oraz badac
wspotzaleznosci ich drog metabolicznych.

HOMOCYSTEILACJA BIALEK PRZEZ TIOLAKTON HOMOCYSTEINY

Najciekawsza teorig ttumaczacg toksyczno$¢ homocy-
steiny jest przypisanie odpowiedzialnosci tiolaktonowi ho-
mocysteiny [3], Tworzenie tiolaktonu zachodzi w obecnosci
fizjologicznych stezenn witamin i homocysteiny w zdro-
wych tkankach [9,11,19]. Okazato sig, ze rézne typy ko-
morek nowotworowych cztowieka w hodowli produkujg
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Rysunek 4. Mechanizm odwracalnej reakcji katalizowanej przez hydrolaze S-
-adenozylohomocysteiny (SAHH).
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wiecej tiolaktonu homocysteiny niz komérki normalne [12].
Konsekwencjg nadmiernego powstawania tiolaktonu przy
udziale metionylo-t-RNA syntetazy i jego obnizonej hydro-
lizy przez tiolaktonaze, jest akumulacja w komérkach (i w
osoczu) N-homocysteilowanych biatek o zmienionej struk-
turze przestrzennej. Ulegajg one agregacji i sg Zle rozpusz-
czalne, co moze mie¢ cytoksyczny wptyw na funkcjonowa-
nie komoérek srodbtonka naczyn krwionosnych. Jednym
z enzymow, ktorego aktywnos¢ ulega zahamowaniu w wy-
niku N-homocysteilacji jest oksydaza lizylowa [63], waz-
ny enzym, ktory uczestniczy w ,,dojrzewaniu” kolagenu.
W wyniku utlenienia tancuchéw bocznych lizyny powstaja
grupy aldehydowe, ktére ze sobg kondensuja. W wyniku
kondensacji aldolowej dochodzi do wytworzenia wigzan
kowalencyjnych spinajacych ze sobg kilka taricuchéw po-
lipeptydowych kolagenu. Zahamowanie aktywnosci oksy-
dazy lizylowej wywotuje negatywne nastepstwa zwigzane
z utratg whasnosci mechanicznych tkanki tgcznej i ttumaczy
powstawanie deformacji szkieletu kostnego u dzieci z hi-
perhomocystynurig [3],

Warto takze wspomnieé o jeszcze innej przyczynie tok-
sycznosci homocysteiny. Tiolakton homocysteiny jest bar-
dzo reaktywny wzgledem aldehydéw, co stwierdzono
w doswiadczeniach z zastosowaniem fosforanu pirydok-
salu i streptomycyny. Reakcja tiolaktonu homocysteiny
z wymienionym antybiotykiem byta 400-krotnie szybsza
niz z grupami £ N lizyny biatek i prowadzita do powstania
adduktéw z wolng grupa -SH, co poczatkowo byto inter-
pretowane jako aktywacja przez streptomycyne tiolaktona-
zy hydrolizujgcej tiolakton homocysteiny do homocysteiny
[64], Ale juz reakcja tiolaktonu homocysteiny z aldehydem
o-ftalowym wymaga uprzedniej hydrolizy do homocyste-
iny [65], Jezeli wiec tiolakton homocysteiny i homocysteina
reagujg z aldehydami (z grupami karbonylowymi) to war-
to péjs¢ tym tropem i zbadaé reaktywnos¢ tych substancji
w stosunku do enzymow szlakéw kwasu glioksalowego,
metyloglioksalu oraz aldehyddw aromatycznych powsta-
jacych w wyniku dziatania monoaminooksydazy na aminy
biogenne. Ewentualne wigzanie aldehydéw przez tiolak-
ton homocysteiny (homocysteing) mogtoby mie¢ wptyw
na farmakokinetyke dziatania amin biogennych, w tym
neuroprzekaznikoéw, a takze na detoksykacje aldehydow,
a posrednio i etanolu w organizmie cztowieka, a nawet na
metabolizm substancji uzalezniajgcych.

Homocysteilacja przez tiolakton prowadzi takze do inak-
tywacji syntetazy metionylo t-RNA i trypsyny [11,19]. Uszko-
dzenie metionylo t-RNA syntetazy jest rodzajem sprzezenia
zwrotnego ujemnego. Przy zbyt wysokim stezeniu tiolakto-
nu, ktéry nie moze by¢ wyeksportowany z komorki, docho-
dzi do modyfikacji biatka enzymatycznego i nie moze po-
wstawac tiolakton. Nie wiadomo, czy inaktywacji ulega tyl-
ko jedna z syntetaz aminoacylo-t-RNA. Jezeli inne syntetazy
zostatyby nieodwracalnie uszkodzone, to tego typu uszko-
dzenie bytoby letalne dla komérki i uniemozliwitoby biosyn-
teze biatka. Homocysteilacji ulegajg takze enzymy trzustki:
trypsyna, rybonukleaza i dezoksyrybonukleaza [19]. Mody-
fikacje przez tiolakton homocysteiny opisano w przypadku
albuminy, ktora jest gtbwnym biatkiem osocza niezbednym
m.in. do transportu wolnych kwaséw ttuszczowych i bili-
rubiny. y-Globuliny réwniez ulegaja j homocysteilacji, po-
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dobnie jak fibrynogen i a-2-makroglobulina [19], ktéra jest
naturalnym inhibitorem enzyméw proteolitycznych i bierze
udziat w ochronie przed przerzutami nowotworéw. Homo-
cysteilacji ulegajg tez czastki LDL. Przypuszcza sie, ze oprocz
utleniania LDL réwniez ich homocysteilacja moze dodatko-
wo pogarszac¢ ich wiasciwosci transportowe, a utatwiaé ich
przyleganie i tworzenie tym samym ptytek miazdzycowych
[21]. Homocysteilacji dos¢ fatwo ulega tez hemoglobina [19].
Wystepuje ona wprawdzie w krwinkach czerwonych, w kto-
rych nie moze powstawac tiolakton, ale zwigzek ten z uwagi
na swoj fadunek réwny zero, tatwo wchodzi do komérek.
Wykazano, ze w krwi zdrowych osobnikéw wystepuje N-
-hemoglobina w stezeniu 12,7 gM [13], ktdra stanowi gtowny
rezerwuar homocysteiny we krwi ludzkiej. W osoczu wy-
stepujag N-homocysteilowane biatka w zréznicowanych ste-
zeniach od 0,1 do 13 pM, co stanowi do 25% homocysteiny
osocza [19]. Inni badacze [66] stwierdzili, ze u 20 zdrowych
osobnikéw stezenie N-homocysteilowanych biatek w osoczu
osigga warto$é 0,5 pM, podczas gdy u 15 dializowanych pa-
cjentow jest tylko niewiele wyzsze 0,74 pM. Doniesienia na
temat 1000-krotnie wyzszych stezen N-homocysteilowanych
biatek u pacjentow z miazdzycg zostaty zdementowane [67].
Wyniki najnowszych badan wskazujg, ze N-homocysteilo-
wana hemoglobina tatwiej ulega utlenieniu w obecnosci HZh
i agregacji. Ponadto stwierdzono [68], ze mieszany disiarczek
cysteiny ialbuminy (via reszta Cys34) jest szybciej modyfiko-
wany przez tiolakton homocysteiny niz zwykta albumina.

SzczegOlnie grozne skutki dla organizmu moze powodo-
wac¢ immunogenno$¢ N-homocysteilowanych biatek. Udato
sie wytworzy¢ poliklonalne przeciwciata przeciwko czast-
kom LDL zawierajacym 40% reszt lizyny zmodyfikowanych
przez tiolakton [69]. Wykryto tez obecnos¢ autoprzeciweciat
przeciwko hemoglobinie i alouminie £ N-homocysteilowa-
nym przy lizynie [13]. Stopien N-homocysteilacji biatek
zalezy od stezenia metioniny, witamin z grupy B, aktyw-
nosci tiolaktonazy i stezenia HDL [3]. Nalezy pamieta¢, ze
tiolakton homocysteiny powstaje tylko w obecnosci synte-
tazy metionylo-t-RNA. W sytuacji konkurencji pomiedzy
homocysteing a metioning o to samo miejsce w centrum
aktywnym enzymu, metionina bedzie hamowata amino-
acylacje AMP przez homocysteing, a tym samym tworzenie
tiolaktonu. W przypadku obnizonego stezenia metioniny
moze dochodzi¢ do tworzenia sie zwiekszonej ilosci tiolak-
tonu homocysteiny i do akumulacji szkodliwych zmian wy-
wotanych homocysteilacjg biatlek przy atomie azotu lizyny.
Homocysteilowane biatka prawdopodobnie ulegajg katabo-
lizmowi w watrobie. Homocysteilacje réznych biatek przez
tiolakton wykryto nawet w obecnosci 0,2 nM tiolaktonu i 60
nM homocysteiny. Stwierdzono nasilanie sie tych zmian ze
wzrostem stezenia tiolaktonu homocysteiny. Jest to w dys-
proporcji do doniesienn prébujacych wyjasni¢ toksycznos$é
homocysteiny stresem oksydacyjnym, w ktérych stezenie
in vitro homocysteiny byto 100-krotnie wyzsze. Stezenie
tiolaktonu homocysteiny w surowicy cztowieka wynosi
15-200 nM [3,64; por. 70],

Niewiele wiadomo na temat udziatlu réznych rodzajow
homocysteiny w jej toksycznosci. Ponad 70% catkowitej ho-
mocysteiny wchodzi w skiad biatek, w postaci mieszanych
disiarczkéw, w ktorych reszty homocysteiny poprzez mostek
S-S sg potaczone z biatkiem. Jezeli chodzi o homocysteing
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niebiatkowag, to przewaza utleniona forma homocysteiny: sy-
metryczne disiarczki albo mieszane disiarczki z cysteing i in-
nymi tiolami [1], Jedynie niewielki procent homocysteiny sta-
nowi homocysteina ze zredukowanymi grupami SH. Witasnie
ta forma homocysteiny jest najbardziej grozna, gdyz moze
wywierac réznego typu dziatanie bezposrednie: przechodzi¢
w tiolakton homocysteiny, S-adenozylohomocysteine lub S-
-nitrozohomocysteinge. Mozna domniemywac, ze wiagzanie
sie z biatkami i tworzenie sie mieszanych disiarczkéw jest
pewng ochrong organizmu przed toksycznym wptywem zre-
dukowanej homocysteiny w stanie wolnym, ktora poza tym
jest potencjalnym konkurentem dla selenocysteiny, cysteiny
i glutationu. Tworzenie mieszanych disiarczkdw i wiazanie
sie z biatkami poprzez mostki disiarczkowe jest ochrong or-
ganizmu przed toksycznym wptywem S-adenozylohomocy-
steiny i tiolaktonu homocysteiny. Biatka N-homocysteilowa-
ne przez tiolakton homocysteiny sg niesprawne biologicznie,
a ich powstawanie jest bardzo grozne dla organizmu. Tego
typu zmian wcale nie musi by¢ duzo. Moga nagromadzac
sie z czasem, analogicznie do akumulacji produktéow glika-
cji w cukrzycy i blaszek biatkowych w chorobie Alzheimera
[3]. Zgodnie z hipoteza Jakubowskiego [3] zmodyfikowane
biatka na powierzchni naczyn sa bezposrednio lub posrednio
rozpoznawane przez makrofagi. W tym ostatnim przypad-
ku najpierw bedga sie wigzac z autoprzeciwciatami a te beda
wigzac receptory makrofagéw. Rozpocznie to kaskade stanu

Tabela 1. Przyczyny biotoksycznoséci homocysteiny

Postulowany zwiazek lub
zjawisko toksyczne

homocysteina stres oksydacyjny

wigzanie NO

zapalnego S$rddbtonka naczyn prowadzacg do powstania
blaszki miazdzycowej.

UWAGI KONCOWE

Niniejsza praca uwypukla nowe fakty mogace rzuci¢ Swiatto
na mechanizm toksycznosci homocysteiny i hiperhomocyste-
inemie (Tabela 1). Nie jest wykluczone, ze pewne zmetylowane
zwigzki, takie jak kreatyna czy cholina moga ,,poprawia¢ sytu-
acje" w hiperhomocysteinemii, gdyz obecnos¢ tych substancji
jak gdyby oszczedza grupy metylowe S-adenozylometioniny,
ktéra nie ulega dalszym przeksztatceniom w S-adenozyloho-
mocysteing i homocysteine. Dokladniejszych badarn wymaga
wptyw nukleozydéw na hiperhomocysteinemie. Nalezatoby
sgdzi¢, ze nukleozydy, szczegélnie adenozyna, beda redu-
kowac toksyczny wptyw homocysteiny, poprzez stymulacje
przeksztatcenia zwigzku w S-adenozylohomocysteine. Jesli
jednak bedzie powstawac zbyt duzo S-adenozylohomocyste-
iny to spowoduje to zahamowanie proceséw metylacji ustro-
jowej. Nalezatoby dazy¢ do uzyskania efektywnych i selektyw-
nych inhibitorow hydrolazy S-adenozylohomocysteiny, np.
nukleozydoéw i ich analogdéw, hamujgcych reakcje w kierunku
powstawania homocysteiny badz S-adenozylohomocysteiny.
Te pasjonujgce zagadnienia o wielkim znaczeniu w rozwoju
miazdzycy i innych stanéw patologicznych sa wcigz dalekie od
petnego wyjasnienia.

Przyczyna (mechanizm) toksycznosci

hamowanie DDAH —» ,,przedtuzanie zycia" ADMA — J.NOS —|NO

wigzanie aldehydéw

tiolakton homocysteiny
wigzanie aldehydéw?

N-homocysteilacja biatek —» ich agregacja i denaturacja i powstawanie autoprzeciwciat

SAH hipometylacja DNA, RNA, biatek, ale tez guanidynooctanu, kolaminy i kefalin
ew. wptyw na metabolizm nukleozyddédw (rybo i dezoksy) via hydroliza SAH

S-nitrozohomocysteina wigzanie NO

translacyjne wbudowanie reszt S-NO Hcy —>Hcy do biatek —utrata wtasnosci ?

homocysteinian

ADMA

adenozyna (?)
zmiany ci$nienia krwi (?)

hamowanie syntazy NO (NOS)

efekt neurotoksyczny (nadmiernego pobudzania receptorow NMDA glutaminianowych)

ewentualne przechodzenie Hcy w SAH (via hydrolaza SAH)

wptyw na metabolizm innych nukleozydéw, w tym lekéw antywirusowych (?)

nukleozydy (?)

mechanizm dziatania nieznany, ale réwnolegle wptyw na

hydrolaze SAH, co prowadzi do |SAH lub JHcy

brak witamin z grupy B (B2 B¥/
kw. foliowego, Bp, B” liponianu,
PP, pantotenianu, H)

produkty hipermetylacji X-CH, (?)

hiperhomocysteinemia jako objaw; przyczyna ztego stanu sg liczne defekty metaboliczne plus anemi

mechanizm ich dziatania jest nieznany; wysokie stezenie SAH i Hcy

jest jedynie skutkiem ubocznym powstawania X-CH,
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Molecular mechanisms of biotoxicity of homocysteine —facts and hypotheses
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ABSTRACT

In the article, the main pathways of homocysteine metabolism are described, i.e. transsulfuration to cysteine and glutathione, as well as
remethylation to methionine. Furthermore, formation of homocysteine thiolactone through editing mechanism with methionyl t-RNA syn-
tethase and unusual reactivity of thiolactone against lysine eNH2groups of proteins as well as calcium dependent enzymatic hydrolysis of
thiolactone are discussed. The effects of oxidative stress related to homocysteine are also reviewed. Finally, possible links of homocysteine
to NO and arginine metabolism are discussed, including ADMA (NGNc-dimethylarginine). The links between metabolism of homocysteine,
adenosine and other nucleosides are emphasized. In conclusion, the N-homocysteilation of proteins with thiolactone changing enormously
their properties seems to be the main reason of biotoxicity of homocysteine during atherosclerosis and other diseases.
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Wptyw tlenku azotu na regulacje ekspresji inhibitora aktywatorow
plazminogenu typu 1 oraz tkankowego aktywatora plazminogenu

STRESZCZENIE

lenek azotu produkowany w réznych tkankach organizmu przez syntaze tlenku azotu
Tpeini znaczace funkcje w regulacji wielu proceséw biologicznych. Mechanizm dziatania
NO jest bardzo zr6znicowany. Fizjologicznie najwazniejszym dziataniem tego wolnego rod-
nika jest aktywacja cyklazy guanylanowej i wzrost wytwarzania cyklicznego GMP. Tlenek
azotu syntetyzowany w niewielkich ilosciach odgrywa zasadnicza role w rozszerzaniu na-
czyn krwionos$nych, a takze posiada wtasciwosci przeciwzakrzepowe, przeciwzapalne i an-
typroliferacyjne. Nadmierne wytwarzanie NO moze zaburza¢ hemostaze naczyniowa i przy-
czynia¢ sie do rozwoju choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Badania dowodza, ze tlenek
azotu bierze rowniez udziat w regulacji fibrynolizy poprzez wptyw na ekspresje inhibitora
aktywatoréw plazminogenu typu 1 i tkankowego aktywatora plazminogenu, co ma wazne
implikacje kliniczne. Celem tej pracy jest przedstawienie dotychczasowej wiedzy na temat
roli tlenku azotu w regulacji tych dwéch elementéw uktadu aktywacji plazminogenu.

WROWADZENIE

Tlenek azotu (NO) jest rozpuszczalnym gazem. Zawiera w swej czgsteczce
niesparowany elektron, odpowiadajacy za jego reaktywnos$é. Fizjologiczne wia-
Sciwosci tlenku azotu po raz pierwszy zostaty opisane przez Furchgott'a i Za-
wadzkiego w 1980 r. [1], Woweczas znany byt on jako Srodbtonkowopochodny
czynnik rozkurczajacy (EDRF, ang. endothelium-derived relaxingfactor), rozszerza-
jacy naczynia krwionosne. Syntetyzowany jest gtdwnie przez srédbtonek naczyn
krwionosnych, neurony, makrofagi i fatwo przenika przez bltony komérkowe
zgodnie z gradientem stezeri. NO jest czasteczkg bardzo labilng i moze pehic
biologiczne funkcje zaréwno w komdrkach, w ktorych jest syntetyzowany, jak
rowniez moze wspotdziata¢ z komorkami i czasteczkami sasiadujgcymi. Tlenek
azotu, syntetyzowany w warunkach fizjologicznych w niewielkich ilosciach,
bierze udziat w regulacji cisnienia krwi, przekaznictwie nerwowym, reakcjach
odpowiedzi immunologicznej i wielu innych waznych funkcjach organizmu.
Z drugiej jednak strony, zwiekszona i niekontrolowana produkcja tlenku azotu
przez indukowalne izoformy syntazy NO moze przyczyniac sie do rozwoju roz-
nych schorzen, jak na przyktad wstrzgsu septycznego, udaru mézgu, cukrzycy,
choréb reumatycznych oraz innych przewlektych stanéw zapalnych [2]. Bada-
nia dowodzg réwniez, ze tlenek azotu moze bra¢ udziat w regulacji fibrynolizy
poprzez wptyw na ekspresje tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) i je-
go inhibitora —PAI-1. System aktywacji plazminogenu odgrywa znaczgcg role
w uktadzie fibrynolitycznym. Korhcowa czasteczka efektorowa tego systemu jest
plazmina, rozpuszczajgca powstaty skrzep. Jej prekursorem jest nieaktywny zy-
mogen — plazminogen, ulegajacy aktywacji w wyniku dziatania aktywatoréw
plazminogenu: tkankowego (t-PA) oraz urokinazowego (u-PA). Aktywatory te
sg z kolei regulowane przez inhibitory PAI-1 i PAI-2, przy czym fizjologicznie
wazniejszg role w wewnatrznaczyniowej fibrynolizie odgrywa PAI-1 (Rys. 1).

Poniewaz zarowno t-PA, PAI-1, jak i tlenek azotu, petnig istotng role w re-
gulacji uktadu fibrynolitycznego, wazne wydaje sie by¢ zbadanie ich wzajem-
nych powigzan. Kilka prac wskazuje na istnienie takich zwigzkow. Nie sgjednak
w petni poznane mechanizmy odpowiedzialne za oddziatywanie tlenku azotu
z PAI-1 czy t-PA.

SYNTAZA TLENKU AZOTU

Tlenek azotu powstaje z aminokwasu L-argininy wskutek dziatania syntazy
tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase; EC 1.14.13.39) —enzymu zawiera-
jacego FAD i FMN. Arginina ulega utlenieniu przy udziale 0 2i NADPH, a po
odtaczeniu od niej NO powstaje cytrulina. Kofaktorem tej reakcji jest tetrahydro-
biopteryna [3], W tkankach stwierdzono istnienie trzech izoform syntazy tlen-
ku azotu. Zostaly one nazwane w zaleznosci od rodzaju tkanki, z ktorej po raz
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PAI-1 PAI-2
a-2-AP
u-PA
. . . degradacja

Piazminogan Plazmina fibryny

t-PA

I aktywacja
PAI-1 -1 hamowanie

Rysunek 1. Schemat fibrynolizy z udziatem plazminy. W przeksztatcaniu plazmi-
nogenu w aktywnga plazmine bierze udziat tkankowy aktywator plazminogenu
(t-PA) i urokinazowy aktywator plazminogenu (u-PA). Inhibitory aktywatoréw
plazminogenu PAI-1 i PAI-2 hamuja dziatanie t-PA iu-PA. a-2-antyplazmina (a-
-2-AP) inaktywuje plazmine tworzac z nig nieczynny kompleks.

pierwszy je wyizolowano, a nastepnie sklonowano i scha-
rakteryzowano. Tak wiec wyrdzniamy syntaze tlenku azotu
srodbtonkowa (eNOS), neuronalng (NNOS) oraz wystepu-
jaca w réznych tkankach — indukowalng (iNOS). Izoformy
eNOS i nNOS sg stale syntetyzowane, czyli konstytutywne
(cNOS), natomiast indukowalna syntaza tlenku azotu pro-
dukowana jest w odpowiedzi na stymulacje przez cytokiny,
lipopolisacharydy i inne czynniki immunologiczne [4-7],
Wiadomo jednak, ze w pewnych warunkach syntazy $réd-
btonkowa i neuronalna moga by¢ indukowalne, i odwrotnie
— indukowalna syntaza tlenku azotu moze petnié¢ funkcje
enzymu konstytutywnego w okreslonych stanach fizjolo-
gicznych [4], Ekspresja iNOS jest regulowana na poziomie
transkrypcyjnym i posttranskrypcyjnym za pomocg mecha-
nizméw przekazywania sygnatéw, obejmujacych miedzy
innymi jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (NF-kB, ang.
nuclearfactor kappa B) oraz kinazy mitogenne (MAPKSs, ang.
mitogen-activated protein kinases) [7],

Geny kodujgce izoformy NOS cztowieka zostaty sklasy-
fikowane wedtug kolejnosci w jakiej je wyizolowano i scha-
rakteryzowano. Zgodnie z tym, geny kodujace nNOS, iNOS
oraz eNOS nazwano odpowiednio NOSI, NOS2 i NOS3
(Tab. 1) [4],

W przypadku wszystkich trzech izoform syntazy NO,
reakcje katalizowane przez te enzymy sa zalezne od biatka
wigzacego waprnn —kalmoduliny. Wzrost wewnatrzkomoér-
kowego stezenia wapnia jest niezbedny do zwigzania sie
eNOS i nNOS z kalmoduling i w konsekwencji do uzyska-
nia przez te enzymy petnej aktywnosci. W przeciwieristwie
do tego, INOS moze wigza¢ kalmoduline nawet przy niskim
stezeniu jonéw Ca2+w komdrce (Rys. 2). Zatem przejSciowe
zmiany w wewnatrzkomérkowym stezeniu wapnia moga
by¢ czynnikiem regulujgcym aktywnos$¢ srodbtonkowej
i neuronalnej syntazy tlenku azotu, czego nie obserwuje sie
w przypadku izoformy indukowalnej [4],

Lokalizacja syntazy tlenku azotu na terenie komérki ma
wpltyw na biologiczng role i losy syntetyzowanych przez
nig czasteczek NO. Prawie wszystkie organelle komoér-
kowe mogg by¢ potencjalnymi miejscami syntezy tlenku
azotu — od btony plazmatycznej poczynajgc, a na jadrze
komdérkowym konczac. Na uwage zastuguje tutaj usy-
tuowanie $rédbtonkowej syntazy tlenku azotu w btonie
komorkowej, a doktadniej w kaweolach. Sa to mate wgte-
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bienia po wewnetrznej stronie btony, ktére charakteryzuje
obecnos¢ transbtonowych biatek — kaweolin. Sktad lipido-
wy kaweoli jest bardzo charakterystyczny — sg one bogate
w cholesterol i glikosfingolipidy, natomiast nie zawierajg
fosfolipidow. Zmiany w skiadzie lipidowym moga skutko-
waé zaburzeniami w strukturze i funkcji kaweoli. W wie-
lu tkankach moga one stuzy¢ jako miejsca oddziatywania
z czasteczkami sygnatowymi, takimi jak: receptory, biatka
G, kinazy biatkowe, a takze eNOS [4]. Syntaza $rédbtonko-
wa, w przeciwienstwie do pozostatych syntaz tlenku azotu,
ulega posttranslacyjnym modyfikacjom: mirystylacji i pal-
mitylacji, ktére pozwalaja jej na zwigzanie sie z kaweoling
[8]. Oddziatywanie kaweoliny z eNOS hamuje aktywnos$¢
tego enzymu, a efekt ten moze zostaé catkowicie zniesiony
poprzez kompleks Ca2~kalmodulina. Wzrost wewnatrzko-
morkowego stezenia jonéw wapnia przyczynia sie bowiem
do zwigzania eNOS z kalmoduling i transformacji do ak-
tywnej enzymatycznie syntazy NO. Opisany mechanizm
regulacji aktywnosci enzymu stanowi przyktad allosterycz-
nego, kompetycyjnego oddziatywania biatko-biatko [9],

TLENEK AZOTU JAKO CZASTECZKA SYGNALOWA

Tlenek azotu, bedac czgsteczkg sygnatowa, oddziatywu-
je poprzez kowalencyjne zwigzanie sie z czgsteczkg bedaca
odbiorcg informacji. Reaguje z biatkami, zwiaszcza zawiera-
jacymi centra zelazowo-siarkowe, grupy hemowe oraz jony
metali przejsciowych, regulujac aktywnos$¢ wielu znacza-
cych enzymoéw wewnatrzkomorkowych [10], Fizjologicz-
nie najwazniejszym dziataniem NO jest aktywacja cyklazy
guanylanowej. Uwolniony ze srodbtonka tlenek azotu taczy
sie kowalencyjnie z grupg hemowag tego enzymu, zmienia-
jac jego konformacje i zwiekszajgc aktywnos$¢. Prowadzi to
do wzrostu stezenia cyklicznego guanozynomonofosfora-
nu (cGMP) (Rys. 3) [11]. W zaleznosci od kierunku uwal-
niania tego mediatora i miejsca, w ktérym nastepuje akty-
wacja cyklazy guanylanowej, mozemy obserwowac rozne
efekty jego dziatania. Na przyktad: wzrost stezenia cGMP
w komorkach miesni gladkich, lezacych pod srédbtonkiem
naczyniowym aktywuje GMP-zalezne kinazy, prowadzac

Tabela 1. Poréwnanie wasciwos$ci izoform syntazy tlenku azotu

Izoformy syntazy tlenku azotu

Cecha
Typi Typ 1 Typ Il
. neuronalna indukowalna srodbtonkowg
fnnanazwa (NNOS) (iNOS) (eNOS)
nazwa genu
kodujacego NOSI NOS2 NOS3
biatko
ekspresja konstytutywna indukowalna konstytutywna
lokalizacja blona
wewnatrz- cytosol cytosol
) plazmatyczna
komérkowa
aktywacja
poprzez + - +
jony Ca2+
wydajnosc niska wysoka niska
syntezy NO
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Rysunek 2. Schemat reakcji katalizowanych przez dwa typy syntaz tlenku azotu:
a) syntazy konstytutywne (cNOS) zalezne od wapnia i kalmoduliny, ich aktyw-
noé$¢ zwieksza sie w wyniku wzrostu stezenia jonéw Ca2+w cytoplazmie; b) syn-
tazy indukowalne (iNOS) niezalezne od stezenia wapnia, ich biosynteza stymu-
lowana jest przez cytokiny. Rysunek zmodyfikowany wg [4],

do zmniejszenia wewngtrzkomérkowego stezenia wap-
nia i relaksacji naczyn. Natomiast wzrost stezenia cGMP
w phytkach krwi w wyniku uwolnienia NO do $wiatta na-
czynia krwiono$nego, zmniejsza aktywacje ptytek i adhezje
do powierzchni $rddbtonka. Tlenek azotu reaguje réwniez
z zelazem grupy hemowej hemoglobiny, przeksztatcajac
ja w methemoglobing, a sam ulega utlenieniu do azotanu
[12,13]. Z kolei oddziatywanie NO z biatkami wigzgcymi
zelazo w mitochondrialnym taricuchu oddechowym oraz
z enzymami syntetyzujgcymi DNA w komérkach mikroor-
ganizméw, hamuje ich aktywnos$¢ i odgrywa w ten sposéb
istotng role w reakcji obronnej organizmu przed patogena-
mi [13].

Inny mechanizm modyfikacji biatek przez tlenek azotu
polega na odwracalnym przytaczaniu NO do ich grup holo-
wych, czyli S-nitrozylacji. Preferencyjna nitrozylacja niekto-
rych biatek zalezy od sekwencji aminokwasowej w otocze-
niu reszty cysteinowej. Sprzyja temu zwiaszcza sgsiedztwo
reszt asparaginianowych i glutaminianowych. Nitrozylacja
modyfikuje funkcje wielu biatek, m.in. kanatdw jonowych,
receptoréw, kinaz biatkowych, fosfataz, biatek G, kinaz ty-
rozynowych, a takze czynnikéw transkrypcyjnych, takich
jak NF-kB, AP-1 (ang. activator protein-1) czy C/EBP (ang.
CAAT/enhancer binding protein) [10,14,15], Przyfgczanie cza-
steczek tlenku azotu do grup holowych biatek osocza, jak
np. albuminy, tworzy pule krgzacych donoréw NO [6],

Tlenek azotu posiada rowniez zdolno$¢ zaréwno do ha-
mowania, jak i do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-
-kB. Efekt dziatania NO jest tutaj prawdopodobnie zalezny
od rodzaju komoérki, w ktérej jest syntetyzowany oraz od
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jego stezenia (Rys. 4) [16,17], Czynnik N F-kB jest aktywowa-
ny przez rodniki tlenowe oraz prozapalne cytokiny i bierze
udziat w procesach zapalnych poprzez indukcje ekspresji
cytokin przeciwzapalnych, czgstek adhezyjnych, chemokin
i antygenoéw zgodnosci tkankowej klasy Il (MHC Il) w ko-
moérkach $srédbtonka [18]. Funkcjonalny czynnik N F-kB jest
dimerem ztozonym z biatek p50, p52, RelA (p65), relB lub
c-Rel (najczesciej jest kompleksem podjednostek p50 i p65).
Gdy nie dziata bodziec stymulujacy, sekwencja lokalizacji ja-
drowej blokowana jest przez biatko inhibitorowe 1B, utrzy-
mujac czynnik transkrypcyjny NF-kB w cytosolu komorki.
Pod wpltywem czynnikéw aktywujacych NF-kB dochodzi
do fosforylacji inhibitora przez kinaze 1kB (IKK) w miej-
scach reszt serynowych Ser2i Ser% co powoduje ubikwity-
lacje i w konsekwencji degradacje biatka 1xB [19,20], Oddy-
socjowanie inhibitora odstania sygnat lokalizacji jadrowej
czynnika transkrypcyjnego N F-kB, wskutek czego ulega on
szybkiej translokacji do jadra komérkowego, gdzie z duzym
powinowactwem wigze sie z elementami kB promotoréw
odpowiednich genéw [19,21]. Poniewaz aktywacja kinazy
inhibitora kB jest znaczaca dla indukcji czynnika N F-kB, za-
tem enzym ten jest idealnym celem dla mechanizmow regu-
lacyjnych. Przyktadem takiej regulacji jest hamowanie IKK
przez tlenek azotu w wyniku S-nitrozylacji. Badania wyka-
zaty réwniez, ze zahamowanie aktywnosci syntazy tlenku
azotu zwiegksza zdolno$¢ czynnika martwicy nowotworéw
a (TNF-a) do aktywacji IKK, odzwierciedlajgc znaczenie en-
dogennego NO w regulacji N F-kB przez cytokiny [16].

Tlenek azotu produkowany przez iNOS moze réwniez na
zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego hamowac prze-
dtuzong aktywacje NF-kB, a tym samym transkrypcje do-
celowych genéw tego czynnika [17,22], Poniewaz promotor
genu NOS2 zawiera miejsce wigzace NF-kB niezbedne do
maksymalnej aktywacji genu, tak wiec hamowanie czynni-
ka transkrypcyjnego N F-kB zmniejsza te aktywacje, a zatem
i synteze NO [16]. Tlenek azotu moze hamowac¢ NF-kB na
kilka sposobdéw, miedzy innymi poprzez: stabilizacje 1-kB,
indukcje mMRNA 1-xB, zapobieganie translokacji jadrowej
N F-kB oraz S-nitrozylacje Cys& podjednostki p50, co hamu-
je zdolnos$¢ N F-kB do wigzania sie z DNA [16,17],

Innym czynnikiem transkrypcyjnym podlegajacym regu-
lacji przez tlenek azotu jest AP-1 [23]. Biatko to jest zbudo-
wane z produktéw proto-onkogenéw c-jun oraz c-fos i wy-
stepuje w postaci kompleksu homodimerycznego (Jun/Jun)
lub heterodimerycznego (Jun/Fos). Czynnik AP-1 wigze
sie z elementem TRE (ang. tetradecanoylphorbol-13-acetate
response element), obecnym w promotorach wielu réznych

NOS
Hb-0, dio
NO
*
OoNOcr
metHb + NO: NF-kB

GTP cGMP

Rysunek 3. Gtdwne $ciezki dziatania tlenku azotu.
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Rysunek 4. Kontrola aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB przez tlenek
azotu. Niskie stezenia NO zwiekszajg aktywno$¢ NF-kB prawdopodobnie po-
przez aktywacje kinazy inhibitora kB (IKK). W przeciwieristwie do tego, duze
stezenia tlenku azotu produkowane przez iNOS lub dostarczane w postaci do-
noréw, hamuja jadrowy czynnik transkrypcyjny poprzez nitrozylacje Cys&jego
podjednostki p50 i w ten sposéb zmniejszajg przedtuzong aktywacje iNOS na za-
sadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego.

gendéw biorgcych udziat w proliferacji komorek i procesie
nowotworzenia. Wigzanie sie AP-1 do TRE wymaga inte-
rakcji podjednostek Jun i Fos za pomocg domeny zamka
leucynowego [19,21,24]. Badania dowiodty, ze tlenek azotu
zwiegksza ekspresje Fos iJun, ale doktadny mechanizm tego
dziatania nie zostat wyjasniony. Natomiast przeprowadzo-
ne in vitro doswiadczenia z uzyciem donoréw NO wykaza-
ty paradoksalnie, ze egzogenny tlenek azotu bezposrednio
zmniejsza wigzanie czynnika AP-1 do fragmentéw promo-
toréw odpowiednich gendéw [25,26],

WPLYW REAKTYWNYCH FORM TLENU NA
PRZEKAZYWANIE SYGNALOW PRZEZ TLENEK AZOTU

Czynnikiem modulujagcym przekazywanie sygnatéw
przez tlenek azotu sg reaktywne formy tlenu (RFT), zwitasz-
cza anionorodnik ponadtlenkowy (Oy’) i nadtlenek wo-
doru (HD 2. Enzymatycznym Zzrédtem 0 2" w komoérkach
srodbtonka sg oksydoreduktaza NADPH, cyklooksygena-
za i cytochrom P-450. Tlenek azotu bardzo szybko reaguje
z anionorodnikiem ponadtlenkowym, tworzac nadtleno-
azotyn (ONO ), ktory nie jest juz wolnym rodnikiem:

NO* +0 2 -» ONO-

NO neutralizuje w ten sposéb bardzo reaktywny Oy”
chronigc komorki przed jego szkodliwym dziataniem.
Z drugiej jednak strony, powstaty w wyniku reakcji nadtle-
noazotyn — bedacy silnym oksydantem — posiada zdol-
nos$¢ utleniania i nitrowania wielu zwigzkéw organicznych,
w tym lipidow i biatek. Kierunek dziatania tlenku azotu za-
lezy tutaj nie tylko od jego stezenia, ale rowniez od stezen
i szybkosci syntezy innych reaktywnych form tlenu [13].

Modulujacy wptyw nadtlenku wodoru na dziatanie tlen-
ku azotu polega natomiast na podwyzszaniu stezenia jonow
wapnia w komdrkach srédbtonka przez HD 2 co z kolei jest
czynnikiem stymulujgcym syntaze tlenku azotu [27],

W pewnych warunkach syntazy tlenku azotu mogg sta¢
sie zrodtem reaktywnych form tlenu. Gdy stezenie tetrahy-
drobiopteryny (kofaktora reakcji) znacznie spada, wowczas
enzym aktywowany przez kompleks Ca2+kalmodulina nie
dziata na substrat (argininy), lecz nastepuje redukcja tlenu
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czasteczkowego i powstaje anionorodnik ponadtlenkowy
0 2'. ROwniez male stezenia argininy moga powodowacd
taki przebieg reakcji [10].

Wiele genow regulowanych przez tlenek azotu znajdu-
je sie jednoczesnie pod wpltywem reaktywnych form tlenu.
Niektére geny kontrolowane sg w sposob skoordynowany
przez NO i0 2* inne natomiast podlegaja regulacji przeciw-
stawnej. Nawet niewielkie zaburzenie réwnowagi w pro-
porcji NO/Oy" moze zatem powodowaé znaczgce zmiany
w ekspresji okreslonych enzymaéw [14].

PAI-1

Gtownym regulatorem aktywacji plazminogenu oraz
czynnikiem utrzymujacym in vivo fizjologiczny stan he-
mostazy jest inhibitor aktywatoréw plazminogenu typu 1
(PAI-1, ang. plasminogen activator inhibitor type 1), syntetyzo-
wany przez komoérki srodbtonka, komorki miesni gtadkich
naczynia, megakariocyty, hepatocyty i adypocyty. Znaczna
cze$¢ PAI-1 (ok. 90% jego catkowitej zawartosci we krwi)
jest magazynowana w ziarnistosciach ptytek krwi, skad pod
wptywem czynnikéw aktywujgcych plytki jest on uwalnia-
ny. Natomiast uwalnianie PAI-1 z komoérek S$rédbtonka
i miesni gtadkich do krwioobiegu stymulowane jest przez
prozapalne cytokiny, czynniki wzrostu i wiele innych bodz-
coéw. Duze stezenie tego inhibitora w osoczu stwarza ryzy-
ko zakrzepowe. Jest ono wieksze u mezczyzn niz u kobiet,
rosnie wraz z wiekiem oraz wystepuje w otytosci [28,29],

Gen PAI-1, o dtugosci okoto 12,3 kpz, znajduje sie w ob-
szarze chromosomowym 7q21.3-q22 i sktada sie z 9 ekso-
néw oraz 8 intronéw. Czasteczka PAI-1 jest utworzonym
z 379 aminokwasOw pojedynczym tancuchem glikoprote-
inowym o masie 50 kDa i nalezy do nadrodziny inhibitoréw
proteaz serynowych — serpin (ang. serine proteinase inhibi-
tors) [30-32], Biatko to nie zawiera reszt cysternowych, nato-
miast licznie wystepujg w nim reszty metioninowe, co moze
ttumaczy¢ zdolno$¢ PAI-1 do nieodwracalnej inaktywacji
przez czynniki utleniajgce. Centrum reaktywne inhibitora
(Arg3¥6-Met3#) znajduje sie w eksponowanym regionie ,,na-
pietej petli" (ang. ,,strained loop region™ w koncu karboksy-
lowym czasteczki i stuzy jako pseudosubstrat dla proteazy
Serynowej.

Hamowanie aktywatoréw plazminogenu przez PAI-1
przebiega w dwadch etapach. W pierwszym etapie z duzg
szybkoscig tworzony jest odwracalny kompleks aktywator-
-inhibitor, a w drugim powolnemu rozcieciu ulega wigzanie
peptydowe pomiedzy Arg36 i Met3¥ czasteczki inhibitora
(centrum aktywne). W efekcie uwolniony zostaje C-konco-
wy peptyd PAI-1, ale karboksylowa grupa Arg36pozosta-
je kowalencyjnie zwigzana z seryng w miejscu aktywnym
biatka aktywatora [29],

Biatko PAI-1 moze wystepowaé w kilku konformacjach
— obok formy aktywnej lub nieaktywnej istnieje réwniez
forma latentna (utajona, nieczynna). Forma aktywna in-
hibitora spontanicznie przeksztatca sie w forme utajong
z okresem pottrwania ok. 2h w 37°C [31]. Natomiast prze-
ksztatcenie biatka PAI-1 z konformacji latentnej w aktywng
zachodzi w obecnosci czynnikéw denaturujgcych, ujemnie
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natadowanych fosfolipidéw lub witronektyny, przy czym
w ostatnim przypadku reakcja zachodzi bardzo wolno.
W formie aktywnej centrum reaktywne biatka PAI-1 ekspo-
nowane jest na powierzchni czasteczki, natomiast w konfor-
macji utajonej zanurzone jest ono w giebi czasteczki [29], In-
hibitor PAI-1 jest jedynym cztonkiem rodziny serpin, ktory
ma zdolno$¢ do odwracalnego przeksztatcania sie z formy
aktywnej w natywng i odwrotnie. W osoczu i macierzy ze-
whnatrzkomorkowe] czgsteczka PAI-1 moze tworzy¢ kom-
pleks z witronektyna, stabilizujaca jego aktywnos¢ i wydtu-
Zajaca okres poitrwania [31,33], W takiej postaci inhibitor
zmienia swojg swoistos¢ tak, ze staje sie dodatkowo inhibi-
torem trombiny [28].

t-PA

Kolejnym czynnikiem odgrywajacym wazng role w ukia-
dzie aktywacji plazminogenu, a podlegajacym regulacji
przez tlenek azotu, jest aktywator plazminogenu typu
tkankowego (t-PA, ang. tissue-type plasminogen actinator).
Za gtowne zrédio krazacego t-PA uwaza sie $rddbtonek
naczyn. Rézne bodzZzce — takie jak trombina, aminy kate-
cholowe, wazopresyna, bradykinina, endotelina, wysitek
fizyczny, niektdre leki, zastoj zylny — stymulujg komaorki
do uwalniania tego aktywatora. Aktywno$¢ enzymatyczna
czasteczki t-PA znacznie zwieksza sie w obecnosci fibryny
(nawet 1000-krotnie), gdyz zwigzanie plazminogenu i t-PA
z widknikiem powoduje ich zageszczenie i wzrost powino-
wactwa. Rowniez blona komérkowa i niektore biatka ma-
cierzy zewnatrzkomaérkowej, takie jak trombospondyna czy
kolagen 1V, moga zwigkszac szybkos¢ aktywacji plazmino-
genu przez t-PA, ale nie tak znacznie jak fibryna. Aktyw-
nos$¢ enzymatyczna ulega natomiast ostabieniu w przypad-
ku tworzenia sie nieodwracalnego kompleksu PAI-I-t-PA
[28,29,34].

Gen t-PA znajduje sie w obszarze chromosomowym
8pl2-qll.2 [35], Produktem tego genu jest biatko t-PA syn-
tetyzowane w postaci aktywnego pojedynczego tancucha
polipeptydowego. Aktywator ten jest jedyng proteazg ukia-
du krzepniecia, ktdra jest w sposob ciggty wydzielana przez
komorki srodbtonka w formie aktywnej. Plazmina, kalikre-
ina i czynnik Xa moga przecina¢ wigzanie peptydowe po-
miedzy ArgZbi lleZh prowadzac do utworzenia czasteczki
t-PA zbudowanej z dwéch tancuchéw — lekkiego i ciezkie-
go — potaczonych mostkiem disiarczkowym. tancuch lek-
ki biatka zawiera centrum aktywne, sktadajace sie z His32
Asp3l oraz Ser4®Bi wykazuje znaczng homologie z innymi
proteazami serynowymi. tancuch ciezki czasteczki t-PA
sktada sie natomiast z 4 domen: N-konicowej domenyfinger,
domeny podobnej strukturg do nabtonkowego czynnika
wzrostu (EGF) oraz dwoch domen kringle [29,36],

UDZIAL TLENKU AZOTU W REGULACIJI
EKSPRESJI GENOW t-PA | PAI-1

Aktywnos¢ inhibitora aktywatorow plazminogenu typu
1 jest Scisle regulowana na poziomie transkrypcji. Gtéw-
nymi modulatorami jego ekspresji sg prozapalne cytokiny
i czynniki wzrostu, takie jak interleukina 1 (IL-1), czynnik
martwicy nowotworéw (TNF-a, ang. tumor necrosis factor
a), transformujacy czynnik wzrostu (TGF-(3, ang. transfor-
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ming growth factor /7, czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF,
ang. fibroblast groioth factor), angiotensyna Il, jak réwniez
glukokortykoidy i aktywatory niespecyficznej kinazy biat-
kowej C (PKC) [37-40], Na koncu 5' genu PAI-1 znajduje sie
kilka elementéw regulatorowych cis, ktére wigzag czynniki
transkrypcyjne (takie jak Spl, AP-1, NF-kB, Smad3, Smad4,
TFE3), bedace mediatorami odpowiedzi na dziatanie wyzej
wymienionych cytokin i czynnikéw wzrostu [37],

Cytokiny TGF-]3 i TNF-a wywotuja wzrost ekspresji syn-
tazy tlenku azotu, a w szczegdélnosci jej izoformy induko-
walnej (iNOS). Wskazuje to na mozliwy udziat tlenku azotu
w ekspresji inhibitora aktywatoréw plazminogenu typu 1
zaleznej od TGF-(3 i TNF-a [41]. Doktadny mechanizm tego
dziatania nie jest jednak poznany.

Transformujacy czynnik wzrostu TGF-p — wielofunk-
cyjna cytokina regulujgca wzrost i roznicowanie komorek,
jest jednym z najwazniejszych induktoréw ekspresji biat-
ka PAI-1 [38]. Znaczacy role w transdukcji sygnatu przez
TGF-(3 odgrywaja biatka Smad, ktore dziatajg poprzez bez-
posrednie wigzanie sie z odpowiednimi elementami promo-
tora i/lub z innymi czynnikami transkrypcyjnymi. Badania
wykazaty, ze promotor genu PAI-1 posiada co najmniej trzy
odrebne elementy odpowiedzi na TGF-p. Jednym z nich jest
miejsce wigzace czynnik transkrypcyjny Spl [42]. W zalez-
nej od TGF-(3 indukcji promotora PAI-1 z udziatem miejsc
Spl, biatka Smad uczestnicza jako koaktywatory transkryp-
cyjne. Promotor genu PAI-1 jest indukowany przez TGF-(3
w wyniku dziatania dwoch mechanizméw: 1) jest silnie ak-
tywowany przez TGF-(3-zalezne wigzanie w regionie dystal-
nym kompleksu jadrowego Smad3/Smad4; 2) czes¢ proksy-
malna promotora, zawierajgca 2 miejsca Spl, bierze udziat
w umiarkowanej indukcji przez TGF- p poprzez interakcje
Smad3 i Spl (niezaleznie od interakcji Smad-DNA, ale za-
leznie od wspétdziatania Spl-DNA). Oba mechanizmy sg
wymagane do petnej aktywacji promotora genu PAI-1 [42],

Wptyw tlenku azotu na ekspresje PAI-1 za posrednic-
twem transformujacego czynnika wzrostu zostat zbadany
przez Shihab i wsp. [43] W badaniach tych zaobserwowano,
ze zahamowanie produkcji NO za pomocg inhibitora syn-
tazy tlenku azotu wiagze sie ze wzrostem ekspresji TGF-p,
a to z kolei ma wptyw na wzrost ekspresji PAI-1. Natomiast
podawanie substratu dla NOS — L-argininy (skutkujace
zwiekszeniem ilosci NO) powoduje obnizenie ekspresji
TGF-p i PAI-1.

W wielu typach komoérek transformujacy czynnik wzro-
stu stymuluje produkcje reaktywnych form tlenu (RFT).
Moze hamowac rowniez ekspresje enzymow antyoksyda-
cyjnych, np. dysmutazy ponadtlenkowej Mn i Cu, Zn oraz
katalazy. Doktadne dziatanie RFT powstatych po stymulacji
TGF-p nie jest znane, ale oksydacyjny wptyw na rézne ko-
morki docelowe obejmuje zahamowanie wzrostu, apopto-
ze, autoindukcje TGF-p, aktywacje latentnej formy TGF-p,
synteze kolagenu i r6znicowanie miofibroblastow [44],

Kolejnym silnym induktorem ekspresji PAI-1 jest czynnik
martwicy nowotworéw. TNF-a aktywuje jadrowy czynnik
transkrypcyjny kB za posrednictwem reaktywnych form tle-
nu, zatem tlenek azotu moze hamowac ten proces poprzez
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inaktywacje i usuwanie anionorodnika ponadtlenkowego
0 2~ Reakcja NO z Oy prowadzaca do powstania nadtleno-
azotynu jest jedna z najszybszych reakcji w uktadach biolo-
gicznych i zachodzi prawie trzy razy szybciej niz pomiedzy
O,-"i dysmutazg ponadtlenkowg [45],

Badania wykazaty, ze tlenek azotu moze przeciwstaw-
nie wptywac na ekspresje PAI-1 w komdrkach $rodbtonka
w zaleznosci od tego, czy jest on generowany endogennie,
czy egzogennie [46,47]. Wynika to z lokalizacji pochodza-
cego z réznych zrédet NO na terenie komorki i w zwigzku
z tym, z odmiennego efektu dziatania na kinazy mitogenne
MAPK — ERK1/2 i JNK1/2. Nitroprusydek sodowy (SNP,
ang. sodium nitroprusside), bedacy donorem tlenku azotu,
wykazuje wptyw tylko na szlak ERK1/2, podczas gdy NO
syntetyzowany endogennie (na drodze zaleznej od TNF-a)
aktywuje zaréwno kinaze ERKI/2, jak i INK1/2. Egzogen-
ny NO aktywuje szlak zalezny od cGMP, ktoéry ostatecznie
prowadzi do zahamowania ekspresji PAI-1 w komdrkach
srodbtonka, z kolei stymulowana przez TNF-a aktywacja
ekspresji PAI-1 zachodzi za posrednictwem indukowalnej
syntazy NO i w ten sposob generowany endogennie tlenek
azotu zwieksza ekspresje PAI-1 [46]. Natomiast doswiadcze-
nia przeprowadzone przez Perez-Ruiz i wsp. [48] z zastoso-
waniem linii komérkowych HUVEC (ang. human umbilical
vein endothelial cells) w warunkach endotoksemii induko-
wanej lipopolisacharydami (LPS), nie wykazaty istotnej roli
tlenku azotu w regulacji ekspresji srédbtonkowego PAI-1.
Jako donora tlenku azotu uzyto w tych doswiadczeniach S-
-nitrozo-N-acetylo-D,L-penicylaminy (SNAP).

Wyniki badah Eberhardta i wsp. [41] pokazaly, ze tlenek
azotu i reaktywne formy tlenu majg kluczowe znaczenie
w modulacji ekspresji t-PA i PAI-1 w komdrkach mezangial-
nych szczura. Komorki mezangialne sg gtdbwnym Zzrodiem
kiebuszkowego NO. W wyniku indukcji przez cytokiny
zapalne, takie jak na przykfad IL-1(3 czy TNF-a, produku-
ja one duze ilosci tlenku azotu, gtéwnie poprzez aktywacje
indukowalnej izoformy NOS. Tlenek azotu moze zmienia¢
ekspresje genéw i ich produktéw, ktoére sg potencjalnymi
czynnikami w patogenezie kiebuszkowego zapalenia nerek,
wigczajgc w to geny kodujgce biatka macierzy zewnatrzko-
morkowej i odpowiednie proteazy. Egzogennie dostarcza-
ny w tym doswiadczeniu tlenek azotu powodowat induko-
wang przez cytokiny znaczgcg redukcje poziomu mRNA
t-PA ijego inhibitora PAI-1. Natomiast zwigkszona ekspre-
sja t-PA i PAI-1 w obecnosci inhibitora syntazy tlenku azotu
— N-monometylo-L-argininy (L-NMMA), wskazywata na
fakt, ze endogenny NO réwniez jest potencjalnym modula-
torem systemu proteolitycznego. W ten sposéb tlenek azotu
moze wywiera¢ wzmocniony efekt inhibitorowy na ekspre-
sie t-PA i PAI-1 w schorzeniach zapalnych nerek. Hamujacy
wptyw NO na indukowang przez cytokiny ekspresje t-PA,
chroni komoérki mezangium przed nadmierng degradacijg
macierzy zewnatrzkomorkowej (pobudzang przez IL-1]3).
Okazato sig, ze tlenek azotu nie wptywa bezposrednio na
aktywnos¢ t-PA, a efekt inhibitorowy osiggany jest przez
zmiane ekspresji genu kodujacego tkankowy aktywator
plazminogenu. Stwierdzono réwniez, ze podanie donoréw
NO powoduje poczatkowo zwigkszenie poziomu t-PA in-
dukowanego przez cytokiny na drodze zaleznej od cGMP.
Natomiast pdzniejszy efekt dziatania egzogennego tlenku
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azotu odbywa sie niezaleznie od cGMP i skutkuje hamowa-
niem ekspresji tkankowego aktywatora plazminogenu in-
dukowanego przez cytokiny [41], Molekularny mechanizm
oddziatywania tlenku azotu na ekspresje t-PA i PAI-1 nie
jest jednak jeszcze dobrze poznany.

UWAGI KONCOWE

Obnizona aktywnos$¢ fibrynolityczna, ktéra moze by¢
wywotana wysokim poziomem PAI-1, przyczynia sie do
rozwoju chordb uktadu sercowo-naczyniowego. Odkrycie,
Ze egzogenny tlenek azotu powoduje zmniejszenie ekspre-
sji PAI-1 w komorkach sréodblonka ma znaczace implikacje
w regulacji fibrynolizy, a zatem i w leczeniu choréb naczy-
niowych. Wykazano bowiem, ze podawanie donoréw NO
powoduje redukcje tworzenia skrzepu. Ten supresyjny
wplyw tlenku azotu na aktywno$¢ inhibitora aktywatorow
plazminogenu typu | moze jednak by¢ zaburzony w pew-
nych stanach patologicznych, jak otyto$¢, insulinoopornosé¢
czy cukrzyca insulinoniezalezna [47],
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The influence of nitric oxide on the regulation of plasminogen activator
inhibitor type 1 and tissue-type plasminogen activator expression
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ABSTRACT

Nitric oxide produced in various human tissues by nitric oxide synthase is involved in the regulation of many physiological
processes. Mechanism of its action is diverse. The most important physiological activity of nitric oxide is guanylate cyclase acti-
vation and an increase of cGMP synthesis. At low concentrations NO plays a pivotal role in vessel relaxation and possesses anti-
thrombotic, antiproliferative and anti-inflammatory features as well. An excessive production of nitric oxide can disturb vascular
hemostasis and contribute to development of cardiovascular diseases. Studies provide that NO also participate in fibrynolysis re-
gulation by the influence on the PAI-1 and t-PA expression, what may have important clinical implications. The aim of this review
is to present current knowledge about the role of nitric oxide in the regulation of these plasminogen activation system factors.
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Stowa kluczowe: tratwy lipidowe, btona
komoérkowa, cholesterol, przekazywanie
sygnatu

Wykaz skrotéw: AFM (ang. atomie force micro-
scope) — mikroskopia sit atomowych; ATP —
adenozyno-5'-trifosforan; EGF (ang. epidermal
growthfactor) — naskérkowy czynnik wzrostu;
GPl — glikozylofosfatydyloinozytol; GTP —
guanozyno-5'-trifosforan; MAPK (ang. mitogen
activated protein kinase) — kinaza MAP; PDGF
(ang. platelet-derived growth factor) — czynnik
wzrostu ptytek krwi; Src (ang. non-receptor ty-
rosine kinases) — kinaza tyrozynowa
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STRESZCZENIE

ratwy lipidowe sg domenami bton komoérkowych, bogatymi w cholesterol i sfingolipidy,
Tosiqgajqcymi wielko$¢ od 50 do 100 nm. Domeny te sg nierozpuszczalne w detergen-
tach niejonowych. Funkcjonuja jako platformy, do ktérych wiaza sie¢ biatka transbtonowe,
uczestniczg w przekazywaniu sygnatu, endocytozie i kompartmentacji btony plazmatycznej.
Znacznikami tratw lipidowych sg flotylina, biatka z kotwica GPI, kinazy z rodziny sarco-
ma (Src), naskérkowy czynnik wzrostu i biatka G. Pomimo intensywnych badan, znaczenie
tratw, mechanizm ich organizacji w domeny bton komérkowych, oraz witasciwosci fizyko-
chemiczne wcigz pozostaja niejednoznaczne.

WPROWADZENIE

W ogélnie przyjetym modelu mozaikowej budowy btony komorkowej [1]
biatka transbtonowe, niczym géry lodowe, sa zanurzone w neutralnym $rodo-
wisku ptynnego morza lipidéw, w ktérym swobodnie dryfujg. Wydaje sie jed-
nak, ze zaréwno przestrzenne rozmieszczenie jak i ruchy tych biatek transbtono-
wych nie sg dowolne ani przypadkowe. Podobnie trzy gtéwne klasy lipidéw bu-
dujacych btone komérkowa, jakimi sg glicerofosfolipidy, sfingolipidy i sterole,
nie stanowig jednorodnego $rodowiska lipidowego, lecz tworzg zr6znicowane
przedziaty. Obecnie uwaza sig, iz w btonach biologicznych mozna wyro6zni¢ he-
terogeniczne mikrodomeny bogate w cholesterol i glikosfingolipidy. Domeny te
nazwano btonowymi tratwami lipidowymi (ang. lipid rafts). W piSmiennictwie
spotykana jest zr6znicowana nomenklatura okreslajaca tratwy lipidowe: CEM
(ang. cholesterol-enriched membranes), DIG (ang. detergent-insoluble, glycosphingoli-
pid-enriched membranes), DRM (ang. detergent resistant membrane), GEM (ang. gly-
cosphingolipid-enriched membranes), TIM (ang. triton insoluble membrane) TIFF (ang.
triton insolublefloating fraction).

Tratwy lipidowe wystepujg w rozmaitych typach komorek zwierzecych. Zi-
dentyfikowano je w btonie komérek nerwowych [2], nabtonka [3], limfocytow
[4], a takze neutrofilow [5], Domeny te majg r6zna lokalizacje wewnatrzkomor-
kowa. Najczesciej wystepuja w btonie komaorkowej, jakkolwiek zidentyfikowano
je w réznych strukturach btonowych, takich jak aparat Golgiego, czy fagosomy
[617]'

Tratwy sg zaangazowane w dynamike btony plazmatycznej, funkcjonujg jako
przedziaty biatek btonowych, stanowig platformy, do ktorych asocjuja biatka
btonowe. Biorg one udziat w szeregu podstawowych procesach komoérkowych
zaczynajac od sortowania biatek i lipidéw po obrobce w aparatach Golgiego [8,
9], poprzez endocytoze niezalezng od kiatryny [10] do regulacji przekazywania
sygnatu [11,12], wnikania wiruséw [13,14], dynamiki btony komérkowej [11,15],
apoptoze [16] i polaryzacje btony plazmatycznej [17].

Tratwy lipidowe, jak wiele innych struktur komdérkowych, odkryto przypad-
kowo. Zidentyfikowano je podczas homogenizacji komoérek nabtonka w zim-
nym, jednoprocentowym roztworze detergentu Triton X-100. Po zwirowaniu
homogenatu komérkowego w gradiencie stezen sacharozy, uzyskano unoszacg
sie na powierzchni roztworu warstwe pecherzykéw i fragmentéw btony komoér-
kowej, nierozpuszczalng w detergentach. Ze wzgledu na duzg zawarto$é gliko-
sfingolipidéw oraz dryfowanie na powierzchni roztworu, warstwe nazwano tra-
twami lipidowymi [18]. lzolacje tratw z uzyciem detergentu Triton X-100 prze-
prowadzono na komérkach pochodzacych z r6znych typéw tkanek; w kazdym
przypadku uzyskiwano podobne ilosci cholesterolu oraz biatek znacznikowych
tratw lipidowych: flotyliny (ang.flotillin) i biatek z kotwica glikozylofosfatydy-
loinozytolowa (ang. GPI anchore) [19,20],
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LIPIDY BUDUJACE TRATWY LIPIDOWE

Glowna czesé tratwy tworza glikosfingolipidy i choleste-
rol (Rys. 1). Glikosfingolipidy zmniejszajg ptynnos$é, a cho-
lesterol nadaje sztywnos¢ btonie komoérkowej. Podziat bto-
ny plazmatycznej opiera sie przede wszystkim na réznicach
w gestosci pomiedzy tratwami lipidowymi a ich srodowi-
skiem. Tratwy lipidowe tworzg $cisle upakowane domeny
btonowe, w przeciwienstwie do pozostatych rejonéw btony
komorkowej charakteryzujacych sie luznym upakowaniem
lipidow. Nieznaczng cze$¢ tratw lipidowych stanowig fos-
folipidy, przy czym fosfolipidy obecne w tratwach sg zde-
cydowanie bardziej nasycone od fosfolipidéw otaczajgcych
je, co wymusza Scislejsze upakowanie sfingolipidow i pro-
wadzi do wyodrebnienia tratw jako oddzielnych domen.
Ciasne upakowanie czgsteczek lipidow, wynikajace z ich
wiasciwosci fizycznych najprawdopodobniej nadaje tra-
twom lipidowym odpornos$¢ na niejonowe detergenty [21].

BIALKA BUDUJACE TRATWY LIPIDOWE

Oddziatywania pomiedzy czgsteczkami lipidéw sa zbyt
stabe, aby mogly utworzy¢ domeny skupiajgce czynniki
biatkowe uczestniczace w procesach komérkowych. Do-
piero oddziatywania pomiedzy biatkami a cholesterolem
i sfingolipidami umozliwiajg tworzenie funkcjonalnych
domen btony komérkowej [22], Tratwy lipidowe sa bogate
w réznorodne biatka (Rys. 1). We frakcji tratw lipidowych
miedzy innymi zidentyfikowano kaweoling, flotyline, biat-
ka z kotwicg GPI, np. biatko CD55 [23], kinazy z rodziny
Src, biatka G, a takze receptory wzrostu (EGF, PDGF), re-
ceptor endoteliny, kinaza MAP (MAPK) oraz gangliozyd
Gnl rozpoznawany przez toksyne cholery [14,18,19,24,25],
Biatka wigzg sie z tratwami w réznorodny sposéb. Na przy-
ktad kaweolina, bedaca integralnym biatkiem btonowym,
posiada domene wigzacg cholesterol [26]. Natomiast biatka
peryferyjne, takie jak biatka z kotwicg GPI, srodbtonkowa
syntaza tlenku azotu i kinazy z rodziny Src, dzieki acylacji
na koncu N resztami nasyconych kwaséw palmitynowego
i mirystynowego, sa zakotwiczane w tratwach lipidowych

fPE 1pC Vs fptdins

Chel %Gang

Tratwa 1

Rysunek 1. Budowa tratwy lipidowej. GPl — biatka z kotwicg glikozylofosfatydyloinozytolowa; TM — biatka
transbtonowe; Acyl — biatka podwoéjnie acylowane; PC — fosfatydylocholina; PE — fosfatydyloetanoloamina; PS

|sm

Tratwa 2

[27,28]. tancuch weglowodorowy, dotgczony do biatka
wnika w dwuwarstwe lipidowg, i trwale zakotwicza je
w tratwie. Kolejng grupe biatek tworzg receptory btonowe,
ktére w wyniku ich aktywacji jedynie czasowo asocjujg do
tratw lipidowych [20,29].

Tratwy lipidowe s to zazwyczaj mate, wysoce ruchliwe
domeny, o $rednicy okoto 50 nm. Jednak istniejg rowniez
duze, stabilne domeny lipidowe, osiggajace Srednice 200-
-300 nm, o silnie uporzagdkowanej strukturze lipidowej sta-
bilizowanej przez zmiany w konformacji biatek. Uwaza sie,
ze biatka transbtonowe kowalencyjnie zwigzane z lipidami
tratw, zmieniajg uporzadkowanie lipidow w zaleznosci
od swego utozenia. Boczne przechylenie transbtonowych
elementéw biatek indukuje rozluznienie struktury tratw
lipidowych. Natomiast wyprostowanie elementéw hydro-
fobowych biatek wymusza uporzadkowanie dwuwarstwy
lipidowej. Udziat biatek w przechodzeniu tratw lipidowych
w plynng mozaike umozliwia utrzymanie réwnowagi po-
miedzy blong plazmatyczna a jej poddomenami [30].

IZOLACJA TRATW LIPIDOWYCH

Wiedza o tratwach lipidowych oparta jest w gtéwnej
mierze na analizach biochemicznych tratw wyizolowanych
z bton komérkowych i uzupetniana obserwacjami wyko-
nanymi za pomocg réznych technik mikroskopowych. Ist-
niejg bardzo rozmaite techniki izolacji tratw, a kazda z nich
odstania odmienny charakter izolowanych domen. Wiek-
szo$¢ metod izolacji tratw lipidowych opiera sie na braku
rozpuszczalnosci tych domen w detergentach niejonowych.
Najczesciej uzywanym detergentem jest Triton X-100, jed-
nakze wykorzystuje sie rowniez Lubrol WX, Lubrol PX, Brij
58, Brij 96, Brij 98, Nonidet, CHAPS, Tween 20 i glukozyd
oktylowy. Warto zauwazy¢, ze tratwy izolowane z uzyciem
odmiennych detergentéw rdznig sie miedzy sobg sktadem
lipidowym.

Obok technik wykorzystujgcych niejonowe detergenty,
stosowane sg alternatywne procedury uzyskiwania frakcji
tratw lipidowych. Metoda otrzymy-
wania tratw opracowana przez Smarta
i wsp. (1995) [31] rézni sie od technik
wykorzystujacych detergenty tym, ze
tratwy izoluje sie z wcze$niej oczysz-
czonych bton plazmatycznych a nie
z catlego homogenatu komérkowego.
Dzieki temu otrzymywany preparat
charakteryzuje sie zdecydowanie wyz-
szg czystoscig od produktéw uzyski-
wanych z wykorzystaniem detergen-
tow. Po oczyszczeniu btona komor-
kowa jest fragmentowana w procesie
sonikacji, a nastepnie podczas wiro-
wania w gradiencie stezen, rozdziela-
na na frakcje. Tratwy otrzymywane tg
metodg posiadajg stosunkowo wiecej
cholesterolu i sfingomieliny w porow-
naniu z catoscig btony komdérkowej
[32], Jednakze w poréwnaniu z tra-

— fosfatydyloseryna; Ptdins — fosfatydyloinozytol; SM — sfingomielina; Chol — cholesterol; Gang- gangliozyd twami otrzymanymi poprzez izolacje

(zmodyfikowano wg [20]).
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z zastosowaniem detergentu Triton
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X-100, uzyskane domeny zawierajg znacznie wiecej glicero-
fosfolipidow. Otrzymywanie tratw lipidowych bez uzycia
detergentéw jest metoda izolujagcg wybiorcze domeny lipi-
dowe. Wydaje sie, ze frakcja izolowana powyzsza technika
zawiera zdecydowanie wiecej domen znajdujacych sie po
wewnetrznej stronie blony komoérkowej, w poréwnaniu
z metodami stosujgcymi niejonowe detergenty.

Analizujac rozbieznosci w skiadzie lipidowym tratw
izolowanych technikami zaréwno z wykorzystaniem deter-
gentéw jak i bez ich uzywania, zaproponowano trzy rézne
modele strukturalne tych domen (Ryc. 2) [32],

Wedtug warstwowego modelu (Ryc. 2.1), tratwy lipido-
we posiadaja silnie uporzadkowany rdzenh tworzony przede
wszystkim przez cholesterol i sfingolipidy. Rdzen ten jest
otoczony przez koliste strefy lipidowe charakteryzujgce sie
coraz mniejszg organizacja przestrzenng budujgcych je li-
pidéw, az wreszcie przechodzacych w nieuporzadkowang
warstwe lipidowa. lzolacja z uzyciem detergentéw Triton
X-100 i CHAPS pozwala na uzyskanie wylacznie same-
go rdzenia tratw lipidowych. Technika izolacji bez uzycia
detergentéw oraz za pomocg odczynnikow Brij 96 i Brij 98
umozliwia otrzymanie zaréwno czesci rdzeniowej tratw bo-
gatej w cholesterol i sfingolipidy, jak i warstwy zewnetrznej,
zawierajacych znaczng ilos¢ glicerofosfolipidow. Natomiast
wykorzystanie detergentdéw takich jak Lubrol czy Tween
daje w efekcie preparat zawierajagcy wysoko nieuporzadko-
wang frakcje lipidowa, jedynie w niewielkim stopniu réz-
niaca sie od gtdwnego zrebu btony komaérkowe;.

Homogenny model tratw lipidowych (Rys. 2.2) zakiada,
ze wszystkie tratwy charakteryzujg sie niezmiennym skia-
dem lipidowym, a r6zne detergenty selektywnie izolujg po-
szczegblne komponenty lipidowe.

W heterogennym modelu budowy (Rys. 2.3), tratwy sta-
nowig grupe domen odmiennych pod wzgledem sktadu li-
pidowego, jak i petnionych funkcji. Wedtug heterogennego
modelu w btonach komoérkowych wystepujg jednoczesnie
domeny budowane wyltacznie przez cholesterol i sfingoli-
pidy, a takze tratwy o mniejszej zawartosci tych lipidow,
ale bogate w glicerosfingolipidy. Wydaje sig, ze tratwy li-
pidowe nie sa jednorodna grupa, lecz reprezentujg rodzine
domen o zblizonych, ale nie identycznych wiasciwosciach
fizyko-chemicznych.

~NIEZIDENTYFIKOWANE OBIEKTY DRYFUJACE"

Ogromne znaczenie dla badania witasciwosci tratw ma
wykorzystanie technik mikroskopowych, ktére w przeci-
wienstwie do analiz biochemicznych, umozliwiajg obser-
wacje natywnych form tratw lipidowych. Jedng z efektyw-
nych technik wizualizacji poszczegdélnych domen btony
komodrkowej, jest metoda tak zwanych ,,odciskdw duzych
fragmentow bton". Przy zastosowaniu tej metody, fragmen-
ty btony plazmatycznej znakuje sie specyficznymi przeciw-
ciatami, sprzezonymi z ziarnami ziota koloidalnego. Ten
typ znakowania umozliwia wizualizacje zaréwno lipidow
jak i biatek, a w konsekwencji ich obserwacje przy uzyciu
mikroskopii elektronowej [33].
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Rysunek 2. Modele struktury btonowych tratw lipidowych. Btonowe tratwy lipi-
dowe uzyskiwane r6znorodnymi technikami izolacji. Kolorem zé6ttym zaznaczo-
no rdzen glikosfingolipidowo-cholesterolowy, kolorem czerwonym frakcje lipi-
dowg zawierajacg zaréwno cholesterol, glikosfingolipidy jak i glicerofosfotipidy.
Kolorem zielonym oznaczono frakcje lipidowa o wzrastajgcym nieuporzadko-
waniu struktury. 1 — model warstwowy; sfingolipidy i cholesterol tworzg silnie
uporzadkowany rdzen, stopniowo przechodzacy w nieuporzadkowang struktu-
re btony plazmatycznej. 2 — model homogenny; tratwy lipidowe tworzone przez
jednorodng frakcje cholesterolu, glikosfingolipidéw i glicerofosfolipidéw (ciem-
noniebieski owal) sa otoczone nieuporzadkowang frakcja btony komérkowej. 3
— model heterogenny; tratwy o zréznicowanym skitadzie biatkowo-tipidowym
wystepuja réownoczeénie w btonach plazmatycznych (zmodyfikowano wg [49]).

Dogodna technikg umozliwiajacg badanie bton biologicz-
nych jest kriomikroskopia elektronowa. Uzywane w krio-
mikroskopii preparaty sa zamrazane a nastepnie badane
w niskich temperaturach. Technika ta umozliwia obserwa-
cje rzeczywistych sktadnikéw, a nie materialu osadzonego
na powierzchni btony [34],

Kolejna z metod identyfikacji i badan tratw lipidowych

jest oparta na obserwacji sztucznych bton lipidowych
z wykorzystaniem mikroskopii AFM (ang. atomie force mi-
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roscopie). Metoda ta umozliwia wizualizacje i obserwacje
6bszarow btony plazmatycznej r6znigcych sie miedzy sobg
gestoscig oraz pozwala na dokonanie precyzyjnych pomia-
row wielkosci i dynamiki mikrodomen [35], Tratwy lipido-
we sztucznych bton lipidowych osiggaja $rednice 200 nm,
sg wieksze od tratw zywych bton biatkowo-lipidowych,
przez co mozliwa jest ich obserwacja rowniez w mikrosko-
pie fluorescencyjnym [30]. Obecnie jedynym typem tratw
lipidowych, ktérych budowe morfologiczng udato sie za-
obserwowac in vivo, sg kaweole. Po raz pierwszy kaweole
opisano pot wieku temu, jako wpuklenia w btonie komarki
srodbtonka [36] i komdrek nabtonka pecherzyka zotciowe-
go [37],

Kaweole tworzg gtadkie wgitebienia btony plazmatycznej
i zwykle przyjmujg ksztatt cylindryczny czy litery Q. Gtow-
nym sktadnikiem kaweoli, oprécz lipidéw typowych dla
tratw lipidowych, jest rodzina biatek peryferycznych, kawe-
olin, ktérych funkcja jak dotad nie zostata w petni okreslo-
na. Po raz pierwszy kaweole zidentyfikowano w kurzych
fibroblastach transfekowanych wirusem miesaka Rousa
i opisano je jako kinaze tyrozynowg [38], Kolejne doniesie-
nia charakteryzujg kaweoline jako integralne biatko btono-
we domen wywodzacych sie z pecherzykéw aparatu Gol-
giego [8]. P6zniejsze badania dowiodty udzialu niektérych
typow kaweoli w regulacji przekazywania sygnatu [39]. Ka-
weole komérek nabtonkowych posiadajg zdolnos$¢ oddzie-
lania sie od btony plazmatycznej i niezaleznego od Kklatryny
transportu zar6wno niskoczasteczkowych roztwordow jak
i makromolekut [15]. Ostatnie eksperymenty wykazaly za-
angazowanie kaweoli w procesy wychwytywania, lub tez
asocjacji patogenow takich jak wirusy [13,15,40],

DYNAMIKA BLONY PLAZMATYCZNEJ]

Jedna z szerzej badanych funkcji tratw lipidowych jest
ich zdolno$¢ do dyfuzji bocznej w ptaszczyznie btony ko-
maorkowej. Istniejg cztery modele dotyczace mobilnosci bia-
tek tratw lipidowych, proponujace rézne rozwigzania w za-

Mode! 3 Model 4

Rysunek 3. Modele dynamiki tratw lipidowych oraz biatek zwigzanych i nie-
zwigzanych z tratwami lipidowymi. Tratwy lipidowe oznaczono jako owale,
biatka jako walce. 1 — model stabilnej tratwy lipidowej; bariery dla dyfuzji za-
znaczono jako czarne linie; 2 — model ruchliwej tratwy lipidowej; 3 — model
zmiennego sktadu biatkowego tratw lipidowych; 4 — model przedstawiajacy
biatka niezwigzane z tratwami lipidowymi (zmodyfikowane wg [47]).
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leznosci od ich wiasciwosci oraz srodowiska otaczajgcego
dana tratwe lipidowa (Rys. 3). Pierwszy model (Rys. 3.1) za-
ktada, ze tratwy nie posiadajg zdolnosci poruszania sig, sg
stabilnymi, nieruchliwymi strukturami, a biatka sg potaczo-
ne z lipidami wigzaniami kowalencyjnymi [41,42], W mo-
delu drugim (Rys. 3.2) tratwy lipidowe dyfunduja w btonie
komorkowej jako stabilne jednostki [43], a szybkos¢ ich ru-
chu na duzych odlegtosciach jest niezalezna od ich skiadu
biatkowego, jednakze wysoce uzalezniona od wielkosci sa-
mych tratw i mozliwa jedynie w przypadku ich potaczenia
z podbtonowym szkieletem aktynowym [44], Trzeci model
(Rys. 3.3) przedstawia mozliwo$¢ przemieszczania sie bia-
tek z tratwy lipidowej do otaczajgcej ja btony plazmatycznej
i w kierunku przeciwnym, co umozliwia tworzenie przej-
sciowych domen btony komdrkowej [4,45,46], W modelu
czwartym (Rys. 3.4) biatka dyfundujg niezaleznie od siebie
i od skiadu lipidowego btony plazmatycznej [47]. W rze-
czywistosci whasciwosci fizyko-chemiczne kazdego z biatek
btonowych wymuszaja specyficzng dla poszczegélnych bia-
tek dynamike dyfuzji [36].

WPLYW KOMORKOWEGO POZIOMU CHOLESTEROLU
NA STABILNOSC TRATW LIPIDOWYCH

Uwaza sie, ze czasteczki cholesterolu odgrywaja zna-
czacg role w formowaniu i stabilizacji tratw lipidowych
[48]. Badania wptywu cholesterolu na organizacje tratw
opierajg sie przede wszystkim na zmianie jego poziomu
komorkowego. Wiele zespotow badawczych sprawdzato
wptyw cholesterolu na ruchliwo$¢ tratw i ich sktad biat-
kowy poprzez traktowanie komorek metylo-p-cyklodek-
stryna, ktéra skutecznie obniza poziom komorkowego
cholesterolu [12,49,50], Metylo-p-cyklodekstryna jest cy-
klicznym oligosacharydem, ktéry wigzac sie z choleste-
rolem ekstrahuje go z bton komérkowych, nie wptywajac
na zmiane struktury bton biologicznych ani jej przepusz-
czalnosci [51]. Obnizenie komérkowego poziomu chole-
sterolu o okoto 70% sprawia, ze tratwy lipidowe stajg sie
zdecydowanie mniejsze [47], Co wiecej, Pike i Miller [49]
donoszg iz komorki linii A431 pozbawione cholesterolu,
w ilodci nie przekraczajgcej 20% poziomu komérkowe-
go, charakteryzuje utrata do 50% czasteczek naskérko-
wego czynnika wzrostu (EGF), bedacego biatkiem tratw
lipidowych. Te same badania wskazujg, ze uzupetnienie
niedoboru cholesterolu, znaczaco wptywa na wzrost ak-
tywnosci naskérkowego czynnika wzrostu. Analizujgc
role cholesterolu w funkcjonowaniu tratw lipidowych
warto zauwazy¢, ze obnizenie jego poziomu wptywa
na redukcje ilosci zaréwno biatek domen sfingolipido-
wo-cholesterolowych, jak i biatek transbtonowych, nie
zwigzanych z tratwami [47],

UDZIAL TRATW LIPIDOWYCH
W PRZEKAZYWANIU SYGNALU

Specyficzne $rodowisko lipidowe mikrodomen stwarza
warunki sprzyjajgce akumulacji wybranych biatek. Nalezg
do nich biatka z jednostkg GPD, skupione w zewnetrznej
warstwie domen oraz zakotwiczone w warstwie cytopla-
zmatycznej domen, kinazy tyrozynowe z rodziny Src. Mikro-
domeny sfingolipidowo-cholesterolowe sg miejscem agre-
gacji aktywowanych immunoreceptoréw. Rowniez kinazy
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z rodziny Src sg kompartmentalizowane w tratwach lipido-
wych btony komoérkowej. W komadrkach nie stymulowanych
immunoreceptory znajdujg sie w otoczeniu glicerofosfolipi-
dowym btony komérkowej poza obszarem domen dzigki ich
mirystylacji i palmitylacji. Natomiast zaburzenia ich acylacji
prowadzg do ograniczenia domen w kinazy Src, co wptywa
na zahamowanie fosforylacji immunoreceptoréw [52,53].
Kinazy Src poprzez fosforylacje zachowanych w ewolucji
reszt tyrozynowych sekwencji sygnatowej receptoréw roz-
poczynajg pierwszy etap generacji sygnatow, uruchamiajgc
kaskady sygnatowe charakterystyczne dla danego immuno-
receptora w danej komoérce. To wiasnie wigzanie ligandéw
wymusza translokacje receptoréw do obszaru domen.

Wyniki badan biochemicznych i mikroskopowych po-
twierdzajg teze o asocjacji aktywowanych immunorecepto-
row. Poprzez frakcjonowanie detergentowych homogena-
tow komorek uktadu odpornosciowego w gradiencie gesto-
$ci stwierdzono, ze domeny btony komoérkowej sg miejscem
fosforylacji aktywowanych receptorow: Fcel, FcyllA, TCA,
BCR. Jako sktadniki wymienionych kompleksow sygnato-
wych receptoréw, poza BCR, zidentyfikowano kinazy Lyn,
Lek i Fyn. Aktywne katalitycznie kinazy, prawdopodobnie
odpowiadaja za fosforylacje receptoréw [54-57], W dome-
nach przejSciowo, w czasie aktywacji immunoreceptorow
obserwowane sg inne biatka kompleksu sygnatowego tych
receptoroéw. Nalezg do nich fosfolipidaza Cy, Grb2, kinaza 3-
-fosfatydyloinoztolu oraz Vav [56,58], W obszarze mikrodo-
men limfocytéw T zidentyfikowano biatka Csk, PEP i PAG
bedace elementami mechanizmu kontrolujgcego aktywnos$¢
kinaz. Mechanizm ten polega na dynamicznych i odwracal-
nych oddziatywaniach miedzy ufosforylowanymi resztami
tyrozynowymi kinaz a domenami SH2. Kinaza Csk fosfo-
ryluje C-konicowa reszte tyrozynowag kinaz Src, promujac
oddziatywania tej reszty z domeng SH2 ufosforylowanej
kinazy, odpowiada wiec za dezaktywacje kinaz z rodziny
Src. Z cytoplazmy Csk przemieszcza sie do domen, dzieki
interakcji wiasnej domeny SH2 z ufosforylowanym trans-
btonowym biatkiem PAG. Podczas aktywacji TCR biatko
PAG ulega defosforylacji przypuszczalnie katalizowanej
przez zasocjowang z nim fosfataze tyrozynowa PEP, co po-
woduje dysocjacje kinazy Csk. Istnieje wéwczas mozliwosé
defosforylacji supresyjnej reszty tyrozynowe;.

Uwaza sie, ze aktywacja immunoreceptoréw prowadzi
do ich asocjacji zdomenami a dodatkowo indukuje tworze-
nie sie wiekszych komplekséw ze zlewajacych sie domen.
Techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej umozliwity
obserwacje, ze wraz z aktywacja receptorow Fcd, FcyllA
i TCR nastepuje redystrybucja biatek z kotwicg GPI, kinaz
z rodziny Src oraz gangliozyddéw i akumulacja tych skad-
nikbw domen w obrebie agregatéw zidentyfikowanych
w btonie komoérkowej [58,59], W obrebie aktywowanego
receptora Fcd, gdzie w bezposSrednim jego sasiedztwie
rezyduje kinaza Syk gromadzity sie drobne agregaty bo-
gate w kinaze Lyn, tworzac z Fcd i Syk wieksze skupiska.
W obszarach Fcd zlokalizowano rowniez biatko LAT, be-
dace substratem kinazy Syk. Uwaza sig, ze w komodrkach
nie stymulowanych obecne sg domeny o ré6znym skladzie
biatkowym. Powyzszg sugestie potwierdzaja wyniki badan
dotyczace segregacji mikrodomen w limfocytach T, neuro-
nach i monocytach [20,60]. Sugeruje sie udziat szkieletu ak-
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tynowego w utrzymaniu i uporzgdkowaniu przestrzennym
powstatych komplekséw. W przypadku petnej aktywacji
limfocytu T wymagana jest réwniez aktywacja immuno-
receptora TCR i receptoréw towarzyszacych oraz biatek
powierzchniowych CD4, CD8, CD28, skupionych w dome-
nach lub asocjujgcych z nimi po zwigzaniu antygenu przez
TCR [61].

W celu wyjasnienia mechanizméw asocjacji domen z ak-
tywowanymi receptorami Linda J. Pike [20] zaproponowata
kilka hipotetycznych modeli wyjasniajgcych udziat tratw
w przekazywaniu sygnatu. Najprostszy z nich zaktada,
istnienie tratw funkcjonujacych jako platformy skupiaja-
ce biatka, ktérych wzajemne oddziatywania sg niezbedne
do przekazania sygnatu. W takim modelu, w pojedynczej
tratwie zlokalizowane sg enzymy, ich substraty i recepto-
ry oraz czynniki z nimi sprzezone. Powyzszy model jest
najprawdopodobniej charakterystyczny dla receptorow
aktywowanych poprzez wigzanie odpowiedniego hormo-
nu, gdzie przekazywanie sygnatu, nastepowato by szybko
i wydajnie z powodu bliskiego sgsiedztwa wspoétdziataja-
cych w przekazywaniu sygnatéw elementéw. Przestrzen-
ne ograniczenie wystepowania receptoréow do okreslonego
typu tratw lipidowych zapobiega niespecyficznemu prze-
kazywaniu sygnatu na inne szlaki sygnatowe, a przez to
zostaje wzmocniona swoisto$¢ sygnatu.

W kolejnym modelu, przy braku pobudzenia, czynniki
biorace udziat w przekazywaniu okreslonego sygnatu sa
pogrupowane w oddzielne tratwy lipidowe. Stymulacja ko-
morki wywotana obecnoscig hormonu lub czynnika wzro-
stu prowadzi do przejsciowego tgczenia sie tratw w jedng
domene. Natomiast inny wariant tego samego modelu za-
ktada istnienie niemal kompletnych tratw lipidowych, do
ktérych w wyniku indukcji zostaje przytaczony brakujacy
czynnik, co powoduje aktywacje receptora.

Wydaje sie, ze kontrola przeptywu sygnatéw przez tra-
twy zalezy réwniez od srodowiska lipidowego otaczajacego
dany receptor, sasiedztwa biatek regulatorowych i modulo-
wania aktywnosci biatek zlokalizowanych w ich wnetrzu.
W takich wypadkach receptory petnig swoje funkcje nieza-
leznie od tego czy sg zlokalizowane w tratwach lipidowych,
czy poza nimi. Jednakze receptor w zaleznosci od lokalizacji
wykazuje powinowactwo do odmiennych czynnikow biat-
kowych. Wydaje sie wysoce prawdopodobnym fakt, iz jeden
receptor moze uruchamia¢ rézne szlaki sygnatowe w zalez-
nosci od przestrzennej lokalizacji w btonie plazmatyczne;j.
Takie przypuszczenia potwierdzajg badania dotyczace re-
ceptoréw kinaz tyrozynowych [62], Uwaza sie, ze tratwy
lipidowe biorg udziat nie tylko w pozytywnej, ale i takze
w negatywnej kontroli przekazywania sygnatu. Negatyw-
na kontrola przekazywania sygnatu najprawdopodobniej
opiera sie na przestrzennej segregacji biatek sygnatowych
i blokadzie niespecyficznej aktywacji przekazu sygnatu, lub
tez kierunkowo hamuje aktywnos$¢ danego biatka sygnato-
wego obecnego w tratwie lipidowej [20].

PODSUMOWANIE

Tratwy lipidowe sg zorganizowanymi poddomenami
btony komaérkowej i bton wewngtrzkomaérkowych. Charak-
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teryzujg sie niewielkimi rozmiarami, ale stanowig znaczng
czes$¢ frakcji blony komorkowej. Od pozostatej czesci btony
plazmatycznej tratwy wyrdzniajg sie specyficznym skia-
dem biatkowo-lipidowym. Obserwacja tych domen nasuwa
whnioski, iz tratwy roznig sie takze miedzy soba rodzajami
biatek i lipidéw wchodzacych w ich sktad, przestrzenng lo-
kalizacja, specyficznymi funkcjami, szczegoélnie istotnymi
w przekazywaniu sygnatu. Teoria tratw lipidowych pozo-
staje wcigz kontrowersyjna. Biorac pod uwage bliskos¢ pro-
ceséw, w ktdre zaangazowane sg reakcje hydrolizy wysoce
energetycznych wiagzan, takich jak wigzania ATP czy GTP,
relatywnie stabe oddziatywania pomiedzy lipidami btony
plazmatycznej wydajg sie nie mie¢ istotnego wptywu na
tworzenie domen w przedziale wielkosci od 50 do 100 nm.
Wydaje sie, iz dostarczanie kolejnych niepodwazalnych do-
wodow, pozwalajgcych na okre$lanie funkcji tratw lipido-
wych, zaleze¢ bedzie od rozwoju technik efektywnej wizu-
alizacji bton biatkowo-lipidowych oraz nowatorskich me-
tod izolacji poszczeg6lnych jednostek btony plazmatyczne;.
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ABSTRACT

In the influential "fluid mosaic" model of plasmalemma, transmembrane proteins drift regardless of lipids. Recently researches widen this to
aview in which membrane lipids are not randomly distributed but they form liquid-ordered regions with local heterogenity, called lipid rafts.
Lipid rafts are subdomains of the plasma membrane that contain high concentration of cholesterol and glycosphingolipids. They are 50-100
nm distinct liquid-ordered regions of the membrane that are resistant to extraction with nonionic detergents. They are proposed to function as
dynamic lipid assemblies which serve as platforms for protein segregation and signaling, protein and lipid sorting during post-Golgi sorting,
dynamic of plasmalemma and virial entry budding. Markers for the lipid rafts are flotillin, GPl — linked proteins, Src family kinases, EGF
receptors and G proteins. The lifetime, biological relevance and properties of these domains in vivo are still unclear. However the answers
will shape our views of signaling and membrane dynamics.
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Kinazy receptorow sprzezonych z biatkami G — ich regulacja i funkcja w komorce

STRESZCZENIE

inazy receptoréw sprzezonych z biatkami G (GRK) sa kluczowymi modulatorami
Kszlakc’)w sygnalizacyjnych z udziatem siedmio-transbtonowych receptoréw (GPCR).
W sktad rodziny serynowo-treoninowych kinaz GRK ssakéw wchodzi siedem izoform tego
enzymu, ktére fosforyluja zwigzane z agonista receptory. Konsekwencjg tego procesu jest
szybkie przerwanie inicjowanego przez receptor procesu sygnalizacyjnego i desensytyzacja
receptora. Aktywno$¢ kinaz z rodziny GRK i ich ukierunkowane dziatania sg $cisle regulo-
wane przez samg interakcje z odpowiednimi domenami receptora, podjednostkami biatek
G, lipidami, biatkami kotwiczacymi oraz biatkami wigzacymi wapn. Ponadto waznym me-
chanizmem regulujacym funkcjonowanie kinaz GRK jest ich fosforylacja i autofosforylacja.
Ponizszy artykut jest podsumowaniem naszej obecnej wiedzy na temat mechanizméw regu-
lujacych kinazy GRK i ich fizjologicznej funkcji.

WPROWADZENIE

Komdérka odbiera naptywajace z otoczenia sygnaty dzieki obecnosci w btonie
komorkowej wielu typéw receptoréw. Najwiekszg grupe stanowi nadrodzina
receptorow serpentynowych o siedmio-transbtonowej strukturze, sprzezonych
z biatkami G (ang. G-protein-coupled receptor, GPCR). W jej sktad wchodzi ponad
1000 receptorow, ktére odbierajg bardzo zréznicowane bodzce chemiczne (np.
hormony, neurotransmitery, chemokiny) i fizyczne (np. Swiatto). Szlak sygnali-
zacyjny inicjowany aktywacja receptora GPCR, prowadzi do stymulacji sprze-
zonego z nim heterotrimerycznego biatka G, ktére dysocjuje na podjednostke
Ga i dimer Glly. Zaréwno podjednostka Gn oraz dimer Gfly moga niezaleznie
aktywowaé odmienne szlaki sygnalizacyjne, z udziatem réznych biatek efekto-
rowych i wtérnych przekaznikow [1-3].

Wiele mechanizméw, ktére wyksztalcita komoérka precyzyjnie kontroluje
jej fizjologiczne reakcje na bodzce przekazywane za posrednictwem GPCR, na
przyktad czas i site odpowiedzi. W wielu wypadkach mimo potencjalnej moz-
liwosci aktywacji receptora (obecnos$¢ liganda), nastepuje stopniowy zanik re-
akcji komorki na bodziec. Zjawisko to, noszace nazwe desensytyzacji, odgrywa
bardzo wazng role w funkcjonowaniu komorki i moze zachodzi¢ na wszystkich
etapach szlaku sygnalizacyjnego (receptor, biatko G, system efektorowy) [4],

Jednym z najlepiej poznanych mechanizmoéw desensytyzacji receptora jest
jego, zalezna od agonisty, fosforylacja. Moga w niej bra¢ udziat kinazy zalezne
od wtdrnych przekaznikow, PKA lub PKC. Jednak kluczowsg role petnig kinazy
nalezace do rodziny kinaz receptorow sprzezonych z biatkami G (ang. G-prote-
in-coupled receptor kinases, GRK). Fosforylacja receptora GPCR przez kinazy re-
gulowane wtdérnymi przekaznikami zwigzana jest z ograniczeniem sprzezenia
biatko G-receptor, podczas gdy fosforylacja przez GRKs powoduje zaréwno re-
dukcje wigzania miedzy biatkiem G i receptorem, ale réwnoczes$nie sprzyja po-
taczeniu receptora z dodatkowym biatkiem z rodziny arestyn, ktére uczestniczy
w desensytyzacji receptora, jego internalizacji i ponownym powrocie do biony
w formie aktywnej [4-6]

Do tej pory zidentyfikowano tylko siedem izoforom kinaz z rodziny GRK,
ktére moga fosforylowac¢ okoto 1000 typow receptoréw serpentynowych. Na-
suwa sie, zatem pytanie, jaki czynnik decyduje o specyficznym rozpoznaniu re-
ceptor-kinaza. Preferencje kinaz GRK1, ktére wystepujg w siatkowce oka i spe-
cyficznie fosforylujg rodopsyne nie budzg watpliwosci. Jednak pozostate kinazy
wystepuja w réznych typach komoérek i w tym wypadku nalezy przypuszczac,
ze istnieje jaki$ czynnik lub czynniki, ktére decydujg o specyficznosci interak-
cji receptor-kinaza. Subkomoérkowa lokalizacja, regulacja aktywnosci i regulacja
poziomu ekspresji kinaz sg z pewnoscig czynnikami kontrolujagcymi specyficz-
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Wykaz skrétéw: cSRS — niereceptorowe Kki-
nazy tyrozynowe; domena PH — domena
homologiczna do plekstryny; G(By —i3iy pod-
jednostki biatka G; GPCR — receptory sprze-
zone z biatkami G; GRK — kinazy receptoréw
sprzezonych z biatkami G; IP3 — trisfosfoino-
zytol; MAPK — mitogenne kinazy biatkowe;
PIP2 — fosfatydyloinozytolo(4,5)-bisfosforan;
PKA — kinaza biatkowa A; PKC — kinaza
C biatkowa; RGS — regulatory sygnatu prze-
noszonego przez biatka G
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no$¢ oddziatywan kinaza-receptor i na nie zwrécono szcze-
g6lna uwage w tym artykule.

STRUKTURA KINAZ GRK

Kinazy GRK sg biatkami, ktérych ciezar czasteczkowy
wynosi od 57 kDa do 80 kDa, nalezacymi do duzej nadro-
dziny kinaz serynowo-treoninowych. Siedem izoform Ki-
naz, GRK1-GRK?7, faczy wiele podobienstw strukturalnych
i funkcjonalnych [7], W $rodkowej czesci czgsteczki biatka
mozna wyrézni¢ region centralny (ang. core central) petnia-
cy funkcje domeny Kkatalitycznej i wykazujagcy homologie
do innych kinaz serynowo-treoninowych. W domenie tej,
w wysoko konserwowanym regionie, pomiedzy 263 a 266
resztg aminokwasowsg, wystepujagcym we wszystkich ty-
pach kinaz GRK, usytuowane jest miejsce wigzania ATP.
Na N-koricu zbudowanym z 183 do 188 reszt aminokwa-
sowych, wyr6zniono region homologiczny do biatek be-
dacych regulatorami sygnatu przenoszonego przez biatka
G (ang. regulators of G-protein signaling, RGS). W niektorych
izoformach zlokalizowane sg tu domeny odpowiedzialne za
przytaczenie kalmoduliny, rekoweryny i fosfatydyloinozy-
tolo(4,5)-bisfosforanu (PIP.,) (Rys. 1). Koniec karboksylowy
czasteczki o zmiennej dtugosci ma charakter zr6znicowany
i w zaleznosci od typu kinazy, zlokalizowane sg tutaj do-
meny odpowiedzialne za zakotwiczenie biatka do btony
komoérkowej tub translokacje do cytoplazmy (Rys. 1) [7 -9],
W regionie tym wystepuja motywy, do ktérych w wyniku
potranslacyjnej modyfikacji moze by¢ przytgczona reszta
izoprenylowa [10], W kinazie GRK1 jest to reszta farnezy-
lowa, GRK7 —reszta geranylgeranylu, podczas gdy kinazy
GRK4 oraz GRK6 podlegaja palmitylacji. W przypadku ki-
nazy GRKS5 stwierdzono, ze faczy sie ona do fosfolipidéw
btony dzieki obecnosci domeny, w sklad ktérej wchodzi
wiele dodatnio natadowanych reszt aminokwasowych. Na-
tomiast w kinazach GRK2 i GRK3 na C-koncu zlokalizowa-
na jest domena plekstrynowa (Rys. 1) [9].

W oparciu o homologie sekwencji rodzina kinaz GRK zo-
stata podzielone na trzy podrodziny. Do pierwszej z nich,
kinaz rodopsynowych (ang. rhodopsin kinases, RK) lub tez
wzrokowych kinaz GRK (ang. visual GRK), zaliczono kina-
ze GRK1, nazywang wcze$niej kinazg rodopsynowsg oraz
kinaze GRK7. W drugiej podrodzinie, kinaz receptorow i3
-adrenergicznych (ang. j3-adrenergic receptor kinases, [3ARK),
umieszczono dwie kinazy GRK2 (dawniej ZJARKI) i GRK3
(dawniej /JARK2). Ostatnig podrodzine noszgca nazwe
GRK4 tworza biatka GRK4, GRK5 i GRKS6. Jedynie w przy-
padku tej podrodziny wykazano, ze cztery mozliwe warian-
ty biatka GRK4 powstajg w wyniku alternatywnego sktada-
nia genoéw [7],

Poziom ekspresji kinaz GRK w poszczegélnych tkankach
jest zr6znicowany. Kinazy GRK1 i GRK7 zlokalizowane s3
w siatkéwce oka. Dodatkowo obecnos$¢ kinazy GRK1 stwier-
dzono w szyszynce. Kinazy GRK4 wystepuja w komodrkach
smakowych, natomiast kinazy GRK2, GRK3, GRK5 i GRK6
znajdowano w wielu typach tkanek [8,9,11,12].

Funkcjonalnie kinazy GRK wykazujg wiele wspdlnych
cech, jak na przykfad (i) preferencyjnia fosforyluja aktyw-
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nych (zwigzanych z agonista) receptoréw GPCR, (ii) inte-
rakcja kinaz GRK z aktywowanym receptorem aktywuje
te enzymy (efekt allosteryczny) oraz (iii) fosforylacja recep-
toréw przez GRK wymaga udziatu systemu regulacyjnego
odpowiedzialnego za translokacje tych enzyméw do btony

Ely

DESENSYTYZACJA SYSTEMU
SYGNALIZACYIJNEGO KOMORKI

RECEPTORY GPCR SUBSTRATAMI KINAZ GRK

Wiele kinaz biatkowych fosforyluje peptydy/biatka, kto-
re posiadajg Scisle okreslone sekwencje aminokwasowe. Dla
przykfadu, kinaza A wykazuje preferencje do sekwencji
RRXS(T), ktora prawdopodobnie jest wpisana w region roz-
poznania znajdujgcy sie w bliskim sgsiedztwie miejsca fos-
forylacji [13], Kinazy GRK fosforylujag GPCR po potaczeniu
receptora z agonistg. Istnieje zatem jaki$ inny mechanizm
specyficznego rozpoznania i fosforylacji aktywowanych re-
ceptoréw. Potgczenie agonisty z receptorem ijego aktywacja
prowadzi do szeregu zmian konformacyjnych w czasteczce
receptora i tak zmieniona czgsteczka jest rozpoznawana
przez kinazy GRK [9,13]. W konsekwencji nastepuje przy-
faczenie kinazy GRK do receptora, a nastepnie jego fosfory-
lacja. Wiele dowoddéw wskazuje na to, ze oba miejsca, czyli
miejsce interakcji kinazy z receptorem i miejsce fosforylacji
receptora nie sgsiadujg ze soba. Poréwnujac kinetyke reakcji
fosforylacji receptora zwigzanego z agonistg z kinetyka fos-
forylacji syntetycznego peptydu stwierdzono 100 a nawet
100 000 krotnie nizsze parametry tej reakcji dla peptydu.
Fosforylacja aktywowanego receptora jest hamowana przez
peptydy, ktére wywodza sie z cytoplazmatycznego regio-
nu rodopsyny lub (AR, ale ktorych potozenie jest odlegte
od aktualnego miejsca fosforylacji. Ponadto peptydy te spe-
cyficznie hamujg fosforylacje receptora w przeciwienstwie
do peptydow, ktére mogtyby by¢ substratami kinazy. Uzy-
skane wyniki moga zatem wskazywa¢, ze peptydy te raczej
specyficznie blokujg interakcje GRK-GPCR, niz bezposred-
nio hamujag aktywno$¢ kinazy. Réwnoczes$nie obserwuje sie
podwyzszony poziom fosforylacji peptydéw bedacych sub-
stratami GRK w obecnosci aktywowanego receptora [9],

Przedstawione powyzej argumenty sugeruja, ze W recep-
torze istniejg odmienne domeny, odpowiedzialne za interak-
cje GPCR i GRK niz miejsca fosforylowane przez GRK. Na-
stepstwem interakcji GRK z aktywowanym receptorem jest
allosteryczna aktywacja tego enzymu. Jest to cecha wspdélna
i specyficzna dla wszystkich kinaz GRK, nie obserwowana
w przypadku innych kinaz, na przyktad PKA, fosforyluja-
cych GPCR. Miejscem odpowiedzialnym za aktywowanie
kinazy jest trzecia cytoplazmatyczna petla pomiedzy 5 a 6
transbtonowym segmentem receptora, jej proteolityczne
usuniecie uniemozliwia allosteryczng aktywacje kinazy [9],

Reszty serynowe i treoninowe, ktére ulegajg fosforylacji
po zwigzaniu receptora z kinaza mieszczg sie w domenie
zlokalizowanej po stronie cytoplazmy w poblizu C-konca.
Po fosforylacji i odiagczeniu kinaz od receptora nastepuje
przytaczenie biatek z rodziny arestyn. W komérkach ssakow
biatka te mozna podzieli¢ na dwie podgrupy, jedng zwigza-
ng z komoérkami fotoreceptorowymi — arestyny wzroko-
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we, reprezentowane przez dwéch cztonkéw tej podgrupy,
arestyne precikéw i arestyne z czopkdw siatkdéwki oka oraz
drugg podgrupe, Zt-arestyny (fi arestyna-1 i (3 arestyna-2),
szeroko rozpowszechnione w innych tkankach. Przytgcze-
nie arestyny do receptora inicjuje nows serie zjawisk zwia-
zanych z internalizacjg nieaktywnego receptora, a nastepnie
jego powrot do btony juz w formie aktywnej [5,6,14],

NIEZALEZNA OD FOSFORYLACII
DESENSYTYZACIJA SYSTEMU SYGNALIZACYIJNEGO
KOMORKI Z UDZIALEM KINAZ GRK

Do niedawna uwazano, ze rola kinaz GRK w desen-
sytyzacji sygnatu ogranicza sie do fosforylacji reszt sery-
nowo/treoninowych na 3 cytoplazmatycznej petli lub na
C-koncu czasteczki receptora. Doniesienia z ostatnich lat
wskazujg, ze przynajmniej dwie kinazy, GRK2 i GRK3
moga by¢ zdolne do desensytyzacji sygnatu z pominieciem
procesu fosforylacji receptora [12,15]. Pierwsze zaskakujg-
ce doniesienia na ten temat dotyczg szlakdw sygnalizacyj-
nych inicjowanych przez aktywne receptory, al8adrener-
giczny i endotelialne, ETAi ETB Obecnie jednak wiemy,
ze zjawisko to dotyczy wielu innych receptoréw [12,15].
Nadekspresja GRK2, szczepu dzikiego lub pozbawionego
wiasnosci katalitycznych mutanta tej kinazy, powoduje
zahamowanie aktywnosci fosfolipazy C (PLC) stymulowa-
nej przez Ga . Wprawdzie poczatkowo, tg niezalezng od
fosforylacji desensytyzacje szlaku sygnalizacyjnego przy-
pisywano sekwestracji Gfly przez GRK2, ale obecnie bar-
dziej prawdopodobne wydaje sige, ze GRK2 taczy sie bezpo-
$rednio z aktywng formg Gag/ll (Ga J/GTP), co w konse-
kwencji prowadzi do zablokowania aktywnosci PLC [12].
W kluczowej pracy Carman i wspoétautorzy [16] wykazali,
ze lezaca na N-koncu kinaz GRK2 i GRK3 domena homo-
logiczna do RGS moze wigza¢ Ga /n-GTP. Biatka nalezace
do rodziny RGS wigzg sie do potaczonej z GTP podjed-
nostki Ga i stymulujg jej aktywnos$¢é GTP-azowa [17]. Nie
stwierdzono, aby potaczenie GRK2 z Ga /n-GTP w widocz-
ny sposéb zwiegkszato jej aktywnos$¢ dYp-azowa. Jednak
konsekwencjg potaczenia Gag/ll-GTP z GRK2 lub GRK3 jest
efektywne zablokowanie mozliwosci wigzania Ga /nnGTP
z jej efektorami. Zjawiska tego nie zaobserwowano w przy-
padku innych kinaz z rodziny GRK mimo, ze wszystkie
one posiadajg domene RGS. Nie stwierdzono réwniez, aby
GRK2 wigzata sie z GasGa.,GaoiGal>/3[12,15], Nadekspre-
sja domeny RGS kinazy GRK2 blokuje produkcje trisfosfo-
inozytolu (IPJ, a ostatnie badania, ktére przeprowadzono
wykorzystujac zmutowane domeny homologiczne do RGS
pozwolity zlokalizowa¢ obecnos$¢ sekwencji wystepujacej
wytgcznie w GRK2 i GRK3, tzw. 'C-site’, ktéra z duzym
powinowactwem wigze sie do Ga /nGTP. W odrdznieniu
od biatek z rodziny RGS potaczenie to ma miejsce na heli-
sie a 5. domeny homologicznej do RGS kinazy GRK2 [18].
Jesli ta specyficzna interakcja dotyczy jedynie kinaz GRK2
i GRK3 to nasuwajg sie pytania jakie implikacje fizjologicz-
ne wynikajg z tego faktu i czy obserwowany efekt nie jest
negatywnym nastepstwem nadekspresji GRK2 lub mutan-
téw tej kinazy. Postanowiono wiec sprawdzi¢ czy zredu-
kowanie poziomu endogennej kinazy poprzez uzycie an-
tysensownych nukleotydéw lub techniki RNAiI moze uta-
twi¢ rozwigzanie tych kwestii. Perroy i wspétautorzy [19]
stosujgc metode RNAi udowodnili, ze GRK4 rowniez moze
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regulowaé, z pominieciem procesu fosforylacji, aktywnosé
receptora GABAb. Dotychczas nieznany jest mechanizm
tego procesu, nie wiadomo czy odbywa sie to poprzez
wigzanie GRK4 do Gajq czy tez poprzez bezposrednie
oddziatywanie receptor — kinaza. Nie mozna wykluczy¢
mozliwosci, ze podobnie jak to wykazano w przypadku
megatropowych receptoréw glutaminowych, mGIluRla
i mGIuRIb niezalezna od fosforylacji desensytyzacja sy-
gnatu z udzialem kinaz GRK2 wymaga réwnoczesnej in-
terakcji kinazy z receptorem i Ga -GTP [20,21], Miejsce
wigzania obu biatek, GRK2 i Ga /n zlokalizowano na 2
cytoplazmatycznej petli czasteczki receptora [22], Bliskie
sgsiedztwo domen odpowiedzialnych za wigzanie biatek
G i kinazy GRK w receptorze moze utatwié ten proces. Za-
tem, ten sam region receptora odpowiedzialny za inicjacje
sygnatu w komadrce (aktywacja biatka G) prawdopodobnie
zaangazowany jest w jego zakonczenie. Badania krystalo-
graficzne struktury GRK2 zwigzanej z G/3y wskazuja, ze
kinaza ta moze taczy¢ sie rownoczes$nie z GPCR, Gfy oraz
Ga /n-GTP i przypuszczalnie w ten sposob spowodowaé
zahamowanie transmisji sygnatu. Natomiast fosforylacja
receptora i przytaczenie do niego arestyny powodowatoby
zakonczenie procesu przekazywania sygnatu [12] (Rys. 2).

REGULACJA AKTYWNOSCI KINAZ GRK PRZEZ LIPIDY

FUNKCJA LIPIDOWE] POTRANSLACYJNE]
MODYFIKACII KINAZ GRK

Fosforylacja aktywowanych receptoréw przez kinazy
GRK jest mozliwa dzieki ich zakotwiczeniu w btonie ko-
markowej. Trzy izoformy kinaz, GRK1, GRK4 i GRK7, moga
zakotwiczac sie do btony komdrkowej dzieki posiadaniu na
C-koricu domeny, ktéra ulega potranslacyjnej modyfikacji,
prenylacji, polegajacej na przytaczeniu izoprenoidu do cy-
steiny w zlokalizowanym na C-koncu czasteczki motywie
CAAX (C-cysteina, A-aminokwas alifatyczny, X-dowolny
aminokwas) [10]. GRK1 ulega farnezylacji poprzez dotgcze-
nie 15- weglowej reszty lipidowej. Modyfikacja ta ma olbrzy-
mie znaczenie funkcjonalne zwigzane z zalezng od $Swiatta
lokalizacja enzymu w btonie. W zmutowanych komaérkach,
w ktorych kinaza GRK1 nie ulega farnezylacji, stymulacja
Swietlna nie powoduje przemieszczenia enzymu do btony
i receptory charakteryzujg sie mniejszym stopniem fosfory-
lacji. Natomiast przeciwny efekt, stabilizacje tego enzymu
w blonie, bez wptywu na poziom fosforylacji receptora,
obserwowano po przyfaczeniu przez GRK1 dtuzszej reszty
lipidowej (20-weglowej) geranylgeranylu [9]. Modyfikacja
GRK4 i GRK6 polegajgca na dotgczeniu 16-weglowego tan-
cucha kwasu palmitylowego do C-korica enzymu powoduje
ich state umiejscowienie w btonie komoérkowej [9],

ROLA LIPIDOW | DOMENY HOMOLOGICZNEJ DO
PLEKSTRYNY W REGULACII AKTYWNOSCI KINAZ GRK

Kinazy GRK2 i GRK3 nie ulegajag potranslacyjnej lipido-
wej modyfikacji i w komorkach nie stymulowanych zloka-
lizowane sg gtdwnie w cytoplazmie. Po aktywacji receptora
GPCR nastepuje translokacja enzymow do btony komarko-
wej. Kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym za ten pro-
ces jest dimer Gfy, ktéry oddysocjowuje od a podjednostki
biatka G po stymulacji receptora i tworzy kompleks z kina-
zg [7], Dzieki lipidowej modyfikacji podjednostki y biatka
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G (izoprenylacja), wchodzacej w skiad dimeru, nastepuje
translokacja kompleksu, utworzonego z kinazy GRK2 lub
GRK3 i dimeru G(3y, do btony komérkowej [2,10].

Zwigzanie kinazy z blong powoduje drastyczny wzrost
fosforylacji aktywowanego receptora przez kinaze GRK2
w systemach in vitro [9], Miejsce przytaczenia dimeru Gfy
do kinazy zlokalizowane jest na wydtuzonym, w pordw-
naniu z innymi kinazami GRK, jej koricu karboksylowym
(Rys. 1). W tym rejonie pomiedzy 546 a 656 resztg amino-
kwasowag znajduje sie miejsce wigzania dimeru Gfy. W tym
samym rejonie, pomiedzy 561 a 655 resztg aminokwasowsa,
(czeSciowo pokrywajgca sie z miejscem wigzania dimeru),
zlokalizowana jest domena homologiczna do plekstryny,
tzw. domena PH, ktéra petni funkcje mediatora w oddzia-
tywaniu biatko-biatko i biatko-btona komérkowa [9],

Poczatkowo poszukiwania miejsca przytaczenia G(3y do
GRK?2 opieraty sie na badaniach fuzji pomiedzy S-transferaza
glutationu i GRK2. Okazato sig, ze fragment 233 reszt amino-
kwasowych na C-koncu kinazy GRK2 (pomiedzy reszta Pro-
-467 i Leu-689), zawierajacy domene PH, wigze G/tp z takim
samym powinowactwem jak cata czgsteczka [9]. Zastosowa-
nie do badan syntetycznych peptydéw pozwolito ograniczy¢
ten obszar do 28-aminokwasowego odcinka (pomiedzy resz-
tg Trp-643 a Ser-670) [9], Doswiadczenia z wykorzystaniem
mutacji punktowej wykazaty, ze zamiana niektorych reszt
aminokwasowych w tym regionie (Trp-643, Leu-647, Lys-
-663, Lys-665, Lys-667 i Arg-669) powoduje znaczne ograni-
czenie wigzania Gfy [9], Pézniejsze badania zawezity region
do minimum i wykazaly, ze dwie reszty aminokwasowe,
Trp-643 i Leu-647, wchodzace w sktad hydrofobowego rdze-
nia, sg krytyczne w prawidtowym funkcjonowaniu enzymu.
Ponadto dowiedziono, ze dwie dodatnio natadowane resz-
ty aminokwasowe, Lys 663 i Lys 665, odgrywajg istotng role
w interakcji kinazy i Gj3y. Niespodziewanie okazato sie, ze
rowniez Arg 587 odgrywa kluczowg role w funkcjonowa-

niu enzymu. Mutacja polegajgca na wymianie Arg 587 na
Gin, spowodowata utrate zdolnosci wigzania dimeru G(3y.
Wprawdzie zdolnos$¢ ta przy wyzszym stezeniu Gfy w nie-
wielkim stopniu (25%) zostata przywrocona, nadal jednak
nie obserwowano fosforylacji receptora. Wydaje sie wiec, ze
Arg 587 moze petni¢ dwojaka role, po pierwsze, bierze bez-
posrednio udziat w wigzaniu Gfly, a po drugie, wptywa na
katalityczne wiasnosci kinazy [23].

Zaproponowany przez Carman [23] model zakiada,
ze zmiany konformacyjne w czasteczce kinazy powstate
w wyniku zwigzania Gfly moga by¢ odbierane przez do-
mene katalityczng enzymu i powodujg wzrost jej aktywno-
sci enzymatycznej. Taki model wymaga jednak obecnosci
w czgsteczce kinazy reszty aminokwasowej, ktora petnitaby
role konformacyjnego przetacznika oraz zespotu interakcji,
ktore pozwolityby konformacyjnym zmianom oddziatywac
na domene katalityczng. Funkcje tego przetgcznika mogta-
by petni¢ Arg 587, ktéra odgrywa zasadniczg role nie tylko
w oddziatywaniu kinaza-G[ly, ale réwniez w przekazywa-
niu tej ,,informacji" na dalsze rejony czasteczki [23].

Nowe Swiatto na problem interakcji kinaza-Gfy rzucaja
ostatnie doniesienia, ktore wskazujg, ze w czgsteczce GRK2
wystepuje dodatkowe miejsce wigzania Gfly. Eichmann
i wsp. [24] usuwajgc domene plekstrynowga z czasteczki
GRK2 pokazali, ze na N-koncu kinazy zlokalizowane jest
drugie miejsce wigzania Gfy, ktére bierze udziat w regula-
cji GRK2 przy nizszych stezeniach Gily [24], Obecnos$¢ tego
miejsca wydaje sie niezbedna w prawidtowym funkcjono-
waniu enzymu, gdyz wytaczenie jego funkcji na skutek po-
dania specyficznych przeciwciat, uniemozliwia fosforylacje
rodopsyny przez GRK2 in vitro. Oddziatywanie pomiedzy
dimerem Gfy a GRK2 jest przykiadem wzajemnej regulacji.
Potaczenie Gfly i GRK2 wymagane jest do aktywacji kinazy,
ale z drugiej strony kinaza GRK2 moze réwniez regulowac
aktywnos¢ sygnalizacyjna dimeru G(3y [24],

Domena plekstrynowa obecna
crk1 ha C-koncu wspomaga potaczenie
kinazy z blong komoérkowa dzigki

ArAANS zdolnosci wigzania z PIPr Oprécz

ORK7 pIp2réwniez kwasne lipidy biony,

o takie jak fosfatydyloseryna (PS),

moga wptywaé na aktywnos¢ ki-

l .‘n‘-) coon GRK2 nazy. Jednak zaréwno sposob re-

N, _QI- mna ) \_Jr_Jopy) gulacji jak i miejsce wigzania tych
yczna fosfolipidow do enzymu sa od-

e%) cooH 2 L inne. PS w przeciwienstwie do

1)
1)

Rysunek 1. Schemat budowy kinaz z rodziny GRK z uwzglednieniem domen charakterystycznych dla poszczegélnych
enzymoéw. Skréoty: RGS — domena homologiczna do biatek RGS; PH — domena plekstrynowga; PL — domena #3czaca

PIP2bezposrednio aktywuje kinaze

i prawdopodobnie promuje zmia-
GRK4 ny konformacyjne w czgsteczce
enzymu. Pomimo, Ze miejsce wig-
zania PS znajduje sie réwniez na C-
-koncu kinazy jednak wykluczono,
aby domena PH byta bezposrednio

GRKB .
zaangazowana w ten proces [9],

Mutacje w obrebie domeny PH
wplywajg na stopien fosforylacji

sie z fosfolipidami; Gjly — domena wigzaca dimer fty biatka G; CaM — domena taczaca sie z biatkami wigzacymi wapn; receptora poprzez zaktocenie od-

(w przypadku GRK1 jest to rekoweryna pozostate kinazy wiaza kalmoduling).
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dzialywan kinaza-Gfly, ale rowniez
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poprzez uniemozliwienie potgczenia kinazy z fosfolipidami
btony. Wymiana Lys 567 i Trp 578 na Glu w GRK2 hamuje
fosforylacje receptora i efekt ten prawdopodobnie wywo-
fany jest ograniczeniem wiazan kinazy z kwasnymi fosfo-
lipidami btony. Jednak w obecnos$ci G/p zmutowana kina-
za ma zdolnos$¢ fosforylacji receptora, co moze sugerowac,
Zze mutacja ta nie ma wptywu na mozliwos$é wigzania G/A
oraz aktywnos¢ katalityczng enzymu. Ponadto mozna przy-
puszczaé, ze wigzanie do fosfolipidow btony nie jest abso-
lutnie niezbednym czynnikiem do aktywacji kinazy przez
G/A, chociaz z pewnoscia moze wspomagac ten efekt, jak to
stwierdzono we wczeéniejszych badaniach in vitro [9],

Mimo braku domeny homologicznej do plekstryny Ki-
naza GRKS5 jest takze regulowana poprzez wiele ligandow
lipidowych. Region bogaty w dodatnio natadowane reszty
aminokwasowe mogace tgczy¢ sie z lipidami zlokalizowa-
no na C-koncu (pomiedzy 547 a 560 reszta aminokwasowa)
tego enzymu i zidentyfikowano go réwniez w izoformach
GRK4 i GRK6 [9]. Wspomniane kinazy posiadajg ponadto
dodatkowa domene wigzaca PIP3zlokalizowang na N-kon-
cu, pomiedzy 22-29 resztg aminokwasowsg [7]. W przeci-
wienstwie do N-koncowej domeny, domena zlokalizowana
na C-koncu nie wykazuje specyficznosci lipidowej, a przy-
faczenie lipiddw stymuluje autofosforylacje kinazy oraz
wptywa na poziom fosforylacji receptora. Nadekspresja po-
zbawionego C-konhca zmutowanego biatka GRK5 powoduje
lokalizacje takiego enzymu w cytoplazmie, odmiennie niz
w przypadku komorek kontrolnych [8], Poczynione obser-
wacje sugeruja, ze wiasnie ten region, a nie ten zlokalizo-
wany na N-koncu, odpowiedzialny jest za zakotwiczenie
kinazy GRK5 do btony komorkowej.

BIALKA - REGULATORY KINAZ GRK

Wielodomenowa struktura kinaz GRK (Rys. 1) umozli-
wia im interakcje z réznymi biatkami w komorce. Wyka-
zano, ze kinazy z rodziny GRK moga oddziatywaé oprécz
receptorow GPCR, miedzy innymi z a-podjednostka biatka
G (Ga) [8,12,16], /A-dimerem biatek G (G/A) [8,9,23], biatka-
mi oddziatywujagcymi z GRK (ang. GRK-interacting protein)
[9], kaweoling-1 [7,8], kinazg 3-fosfatydyloinozytolu [7,25],
biatkami cytoszkieletu (aktyna i tubulina) [8, 9] oraz wielo-
ma biatkami wigzacymi waph [7,8,26] (Rys. 2).

ROLA BIALEK WIAZACYCH WAPN
W FUNKCJONOWANIU KINAZ GRK

Wigzanie Ca2+przez biatka wigzace wapn jest jednym
z mechanizmoéw, poprzez ktory ten wtérny przekaznik
kontroluje wiele biologicznych proceséw. Wsréd biatek
wigzgcych Ca2+gtdwng grupe stanowiag biatka posiadajgce
charakterystyczng domene, ,,EF-hand”. Mechanizm kon-
trolowania aktywnosci kinaz GRK poprzez Ca2+i biatka
»EF-hand" jest wspolng cechg catej tej rodziny [26], Po raz
pierwszy hamujacy efekt Ca2+na aktywnos$¢ kinazy GRK
zaobserwowano w przypadku kinazy GRK1, a biatkiem po-
Sredniczacym w tym procesie byta rekoweryna (ang. recove-
rin) [27], Aktywnos$¢ kinazy GRK1 moze by¢ zahamowana
przez bezposrednie przytgczenie rekoweryny, do regionu
sktadajgcego sie z 25 aminokwasOw i zlokalizowanego na
N-koricu enzymu. Zdolno$¢ hamowania przez rekoweryne
jest zalezna od stezenia Ca2+i wzmacniana przez myristy-
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lacje tego biatka [26]. W warunkach fizjologicznych, gdy
komorki fotoreceptorowe poddane sg stymulacji Swietlnej,
nastepuje aktywacja rodopsyny, czego efektem jest spadek
stezenia Ca2ww komorkach fotoreceptorowych. Konsekwen-
cjg tego procesu jest inaktywacja rekoweryny, uwolnienie
kinazy GRK1, fosforylacja rodopsyny, a to stanowi pierw-
szy etap desensytyzacji receptora.

Pozostate enzymy nalezgce do rodziny kinaz GRK regulo-
wane sg przez inne biatko wigzace Ca2 kalmoduline. Efek-
tywnos¢ hamowania aktywnosci kinazy przez kalmoduline
jest bardzo rézna. Podczas gdy aktywno$é GRKS5 ulega za-
hamowaniu przy niskich, nanomolarnych stezeniach kal-
moduliny, to jej wptyw na kinaze GRK2 jest widoczny do-
piero przy kilkakrotnie wyzszym, mikromolarnym stezeniu
tego biatka [9]. Kinazy GRK posiadajg dwa konserwowane
miejsca wigzania kalmoduliny. Jedno z nich zlokalizowane
jest na N-koncu, pomiedzy 20 a 39 resztg aminokwasowg
GRK5 i pomiedzy 18 a 37 resztg aminokwasowg GRK2.
Drugie miejsce wiazania znajduje sie na C-koncu kinazy,
a jego pozycja jest zmienna w zaleznosci od typu enzymu
[8, 26]. W przypadku GRK5 miejsce wigzania kalmoduliny
(547-562) pokrywa sie z domeng wigzacg fosfolipidy i po-
taczenie z kalmoduling wyklucza przytaczenie enzymu do
btony i tym samym hamujac fosforylacje receptora. Wyka-
zano, ze przytgczenie kalmoduliny do obu miejsc wigzania
jest niezbedne, aby zahamowa¢ aktywnos$¢ kinazy [8, 26].
Mutacje tylko na N-koncu lub usuniecie C-konca GRKS5 je-
dynie w niewielkim stopniu wptywajg na poziom fosfory-
lacji receptora.

Ponadto dowiedziono, ze kalmodulina specyficznie sty-
muluje autofosforylacje GRK5 jednak nie ma wpltywu na
poziom autofosforylacji GRK2 i GRK1. W obecnosci kal-
moduliny autofosforylacji ulegajg odmienne reszty ami-
nokwasowe niz ma to miejsce przypadku fosfolipidéw [8].
Indukowana obecnoscig kalmoduliny autofosforylacja ki-
nazy hamuje bezposrednio wigzanie GRK5 do bton preci-
kéw siatkowki oka i w zwigzku z tym blokuje fosforylacje
rodopsyny [8].

Jedna z hipotez zakfada, ze wysokie powinowactwo
kalmoduliny do okreslonej grupy kinaz GRK moze prefe-
rencyjnie zmniejsza¢ aktywnos$¢ tych kinaz. W ten sposéb
GRK5 mogtoby odgrywaé¢ mniejsza role w regulacji recep-
toréw zwigzanych z przekazywaniem sygnatu z udziatem
jonéw wapnia. Ponadto wydaje sie, ze kinazy GRK2 cha-
rakteryzujace sie stosunkowo niskim powinowactwem do
kalmoduliny mogg wystepowaé¢ wybidrczo w komorkach,
w ktorych poziom kalmoduliny jest wysoki (np. neuro-
nach). Przypuszcza sie tez, ze GRK2 moze by¢ regulowana,
rowniez przez inne biatka wigzace Ca2t Jednym z takich
biatek jest NCS1 (ang. neuronal calcium sensor-T), ktéry wig-
zgc sie do GRK?2 ostabia desensytyzacje receptora dopami-
nowego D2 [28].

REGULACIA AKTYWNOSCI KINAZ GRK PRZEZ
KAWEOLINE I BIALKA CYTOSZKIELETALNE

Aktywnos¢ i lokalizacja komérkowa kinaz z rodziny
GRK jest regulowana przez wiele czynnikéw wigczajac w to
aktywacje receptora, G/A, PIP3ibiatka wigzace wapn. Nie-
ktdre z nich sg niezbedne w interakcji kinaz z btong komoér-
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Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy przypuszczalny mechanizm regulacji kinaz GRK2 i GRK3 i ich udziat w desensytyzacji szlaku sygnalizacyjnego. Po aktywacji re-
ceptora i aktywacji biatka G, Ga -GTP stymuluje fosfolipaze C (PLC), ktéra hydrolizuje fosfatydyloinozytolo(4,5)-bisfosforan (PIP2 do trisfosfoinozytol (IP3) idiacylo-
glicerolu (DAG). DAG aktywujeTinaze C (PKC) zdolng do fosforylacji GRK2 i GRK3, IPy za$ uwalnia Ca2+z siateczki endoplazmatycznej (RE). Kinazy GRK2 i GRK3 po
aktywacji receptora, dzieki domenie plekstrynowej (PH) i domenie wigzacej dimer py biatka G zlokalizowanych na C-konicu czasteczki zostajg zakotwiczone do btony
komoérkowej. W tej formie kinazy moga wigzac sie z receptorem (GPCR) i fosforylowac reszty serynowe/treoninowe (P), zlokalizowane w trzeciej petli cytoplazmatycznej
i na koncu C czasteczki receptora. Fosforylacja receptora jest niezbedna do przytaczenia arestyny, a nastepnie jego internalizacji. Ponadto kinazy GRK2 i GRK3 po pota-
czeniu z Gag1]-GTP za pomoca domeny RGS zlokalizowanej na N-koncu blokuja aktywacje PLC. Dodatkowo aktywno$¢ GRK2 jest hamowana przez kalmoduling ijony
wapnia (CaM-Ca2+ oraz mitogenne kinazy biatkowe (MAPK). Natomiast fosforylacja GRK2 przez nie receptorowg kinaze tyrozynowa, Src, podobnie jak PKC zwigksza

aktywnos¢ katalityczng GRK2 i GRKS3.

kowa. Stwierdzono, ze znaczace iloSci GRK2 specyficznie
wigzg sie z btonami mikrosomalnymi, a odpowiedzialne za
ten proces sg zar6bwno domena, umiejscowiona pomiedzy
50 a 145 resztg aminokwasowag na N-koncu kinazy oraz bli-
zej nieokres$lone biatko kotwiczace. Ponadto w badaniach
in vitro wykazano, ze zwigzana z btonami mikrosomalnymi
kinaza GRK2 nie wykazuje aktywnosci katalitycznej, a jej
przywrécenie nastepowato w obecnosci aktywatoréw bia-
tek G [7],

Pdézniejsze badania wykazaly, ze kinazy GRK wigzg sie
z kaweoling, biatkiem wchodzacym w skiad kaweol, do-
men btonowych utworzonych przez cholesterol i glikosfin-
golipidy, struktur, do ktorych wiaze sie wiele biatek zaan-
gazowanych w sygnalizacji komdrkowej. Dlatego uwaza
sie, ze kaweole moga stuzy¢ jako mikrodomeny btony, ktére
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skupiaja i organizujg szlaki sygnalizacyjne w komorce [29].
GRK2 oddziatuje z kaweoling poprzez motywy konsensu-
sowe (ang. caveolin-binding motifs), o wzorze 0X0XX X X0,
OXXXX0XXO0, lub 0X0XXXX0XX; (gdzie 0 reprezentu-
je aromatyczna reszte aminokwasowa) [29], wystepujace
w domenie homologicznej do plekstryny (pomiedzy 567
a 584 resztg aminokwasowg) oraz przez wysoko konser-
wowany rejon znajdujgcy sie w domenie na N-koncu, po-
miedzy 63 a 71 resztg aminokwasowa kinazy. Ten konser-
wowany fragment jest jedynym rejonem, dzieki ktéremu
kinazy nie posiadajace domeny PH (GRK1 i GRK5) moga
faczy¢ sie z kaweoling. Wykazano ponadto, ze wigzanie
kaweoliny do N-korica kinazy GRK1, GRK2 i GRKS5 silnie
hamuije jej aktywnos¢ katalityczna. Funkcjonalne znaczenie
tych oddziatywan nie jest do korica wyjasnione. Z jednej
strony zwiazanie kinazy przez kaweoling moze by¢ mecha-
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nizmem regulujgcym aktywnos¢ tego enzymu, jednak nie
mozna rowniez wykluczy¢ funkcjonowania kaweoli jako
swoistego rodzaju selekcjonera regulujgcego substratowg
specyficznos¢ kinazy [7],

Rowniez oddziatywania kinaz GRK z biatkami cytosz-
kieletu takimi jak a-aktynina moga leze¢ u podstaw regu-
lacji specyficznosci substratowej oraz lokalizacji kinaz GRK
w komorce. W badaniach in vitro wykazano, ze a-aktynina
hamuje aktywnos$é katalityczng kinazy, a regulatorami jej
dziatania moze byé kalmodulina i PIP,. Na podstawie tych
wynikéw autorzy zaproponowali model dziatania a-aktyni-
ny oraz PIP, jako regulatoréw GRK in vivo [30],

REGULACJA AKTYWNOSCI KINAZ
GRK PRZEZ FOSFORYLACIJE,

W ostatnich latach wykazano, ze fosforylacja kinaz GRK
z udziatem réznych kinaz biatkowych jest istotnym mecha-
nizmem regulacji aktywnosci tych enzyméw. Ma ona row-
niez wpltyw na oddziatywania kinaz GRK z innymi biatka-
mi. Ten zalezny od fosforylacji sposob regulacji pozwala na
kontrole mechanizmu dziatania wielu szlakéw przekazy-
wania sygnatu poprzez modulacje procesu desensytyzacji
receptorow.

ROLA KINAZ PKC | PKA W REGULACII KINAZ GRK

Doswiadczenia in vitro i in situ wykazaty, ze obie kinazy,
kinaza GRK2, nalezgca do podrodziny GRK2 oraz kinaza
GRKS5, wchodzaca w sktad podrodziny GRK4, sg substrata-
mi biatkowej kinazy C [7], Jednak funkcjonalne konsekwen-
cje ufosforylowania tych enzymoéw sa bardzo r6zne dla obu
kinaz. W doswiadczeniach in vitro stwierdzono, ze induko-
wana przez PKC fosforylacja GRK2 powoduje dwukrotny
wzrost poziomu ufosforylowania aktywowanej rodopsy-
ny ijest to zjawisko charakterystyczne dla receptora jako
substratu, nie zaobserwowano natomiast, zmian poziomu
fosforylacji w przypadku substratéow peptydowych. Moz-
na wiec zatozyc, ze fosforylacja kinazy GRK2 przez kinaze
C promuje wigzanie kinazy GRK z btong lub/i receptorem
umozliwiajgc jego fosforylacje, ale nie wpltywa bezposred-
nio na wiasnosci katalityczne kinazy GRK [9], Poczatkowo
sgdzono, ze miejsce fosforylacji GRK2 przez kinaze C znaj-
duje sie na C-koncu biatka, jednak ostatnie doswiadczenia
wykazaty, ze ufosforylowaniu ulega 29 reszta seryny (Ser-
-29) [31] zlokalizowane w rejonie tgczenia sie kinazy GRK2
z kalmoduling. Jak wspomniano poprzednio, przytaczenie
kalmoduliny do kinazy uniemozliwia fosforylacje receptora,
jednak zjawisku temu zapobiega fosforylacja GRK2 przez
PKC. Wyniki otrzymane w doswiadczeniach in vitro moga
postuzy¢ jako odniesienie do mechanizmu dziatania kina-
zy C w komarce, gdzie dostepnos$¢ aktywnej kinazy GRK2
moze by¢ zahamowana przez utworzenie kompleksu kina-
za-kalmodulina. Natomiast ufosforylowanie kinazy GRK2
przez PKC moze zapobiega¢ formowaniu kompleksu, a tym
samym umozliwi¢ przytaczenie sie GRK2 do receptora i je-
go fosforylacje [31].

W przeciwienistwie do kinazy GRK2, fosforylacja kina-
zy GRK5 przez kinaze C hamuje jej aktywnos$¢. Obnizenie
poziomu fosforylacji stwierdzono zaréwno w przypad-
ku receptora jak i peptydéw, moze to wiec sugerowac, ze
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fosforylacja kinazy GRK5 przez kinaze C jest zwigzana
z zahamowaniem aktywnosci katalitycznej tego enzymu.
Doswiadczenia in vitro ujawnity dwa gtéwne miejsca fos-
forylacji w obrebie regionu sktadajgcego sie z 26 reszt ami-
nokwasowych i zlokalizowanego na C-koncu enzymu. We
fragmencie tym znajdujg sie réwniez miejsca odpowiedzial-
ne za hamowanie autofosforylacji, ktora jest stymulowana
w obecnosci Ca2+i kalmoduliny. Bliskie sasiedztwo miejsc
autofosforylacji i fosforylacji przez kinaze C moze ttuma-
czy¢ dlaczego enzym ten oraz kompleks Ca2+kalmodulina
posiadaja takie same wiasnosci hamujgce w stosunku do
GRKS5 [7].

Drugg kinazg aktywowang przez wtdrne przekazniki,
ktéra moze fosforylowa¢ kinazy z rodziny GRK jest kina-
za A. Stwierdzono, ze stymulowana kinaza A moze bezpo-
$rednio fosforylowaé kinaze GRK2, co prowadzi do wzro-
stu poziomu fosforylacji /1-adrenergicznych receptorow
[32], Miejsce fosforylacji GRK2 przez kinaze A znajduje sie
na 685 reszcie serynowej, blisko miejsca tgczenia sie kina-
zy GRK2 z py-dimerem biatka G. Wykazano, ze fosforyla-
cja GRK2 przez kinaze A nie ma bezposredniego wptywu
na aktywnos$¢ katalityczng tego enzymu, lecz zwieksza
prawdopodobienstwo wigzania GRK2 z podjednostka Gpy,
a tym samym ufatwia translokacje GRK2 do btony komoér-
kowej i jej interakcje z aktywowanym receptorem. Oprécz
kinazy A bierze udziat w tym procesie takze dodatkowe
biatko kotwiczgce kinaze A do receptora (ang. protein kina-
se A-anchoring protein, AKAP79). Fosforylacja GRK2 przez
kinaze A jest kolejnym przykiadem wieloetapowej regulacji
procesu desensytyzacji receptora. Po pierwsze, kinaza A sa-
ma fosforyluje receptor, co prowadzi do jego inaktywacji,
a ponadto stymuluje dziatanie kinazy GRK2.

FOSFORYLACJA KINAZ GRK PRZEZ
KINAZY cSRC | MAPK

Receptory sprzezone z biatkami G oprécz klasycznych
szlakéw przekazywania sygnatéw prowadzacych do ak-
tywacji kinazy A lub kinazy C mogg réwniez uczestniczy¢
w aktywacji nie receptorowych kinaz tyrozynowych (cSrc)
oraz mitogennych kinaz biatkowych (MAPK) [1,2]. Utwo-
rzenie kompleksu receptor-kinaza Src jest wymagane nie
tylko do inicjacji nowych szlakow enzymatycznych [2], ale
istnieje wiele dowodow na to, ze kinaza Src odgrywa bez-
posrednig role w procesie desensytyzacji GPCR. Aktywacja
kinazy Src wymaga jej potaczenia z receptorem, uprzednio
zwigzanym z agonistg i fosforylowanym przez nie znang
do tej pory kinaze tyrozynowa na 350 reszcie tyrozynowe;.
Kinaza Src po utworzeniu kompleksu z receptorem ulega
aktywacji, przytacza kinaze GRK2, ktora staje sie jej substra-
tem (Rys. 2). Fosforylacja kinazy GRK2 na reszcie tyrozyno-
wej jest niezbedna do zwigkszenia jej aktywnosci katalitycz-
nej, a to w konsekwencji umozliwia fosforylacje receptora
i przytaczenie /t-arestyny, bedacej sygnatem do zapoczatko-
wania desensytyzacji receptora na drodze endocytozy [33],

Kompleks kinazy Src z receptorem /12-adrenergicznym
i z /1-arestyng moze rowniez inicjowac¢ szlak sygnalizacyj-
ny od cyklazy adenylanowej poprzez biatka RAS do mi-
togennych kinaz biatkowych, ERK/MAPK [2]. Aktywne
kinazy ERK/MAPK, jak stwierdzono in situ, moga taczy¢
sie z kinazg GRK2. Natomiast w badaniach in vitro, wyka-
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zano, ze kinazy ERK/MAPK fosforyluja GRK2 na C-kon-
cu (Ser 670). To miejsce fosforylacji lezy w obrebie domeny
wigzgcej Gfly [34] i konsekwencjg ufosforylowania kinazy
GRK2 przez ERK/MAPK jest zaburzenie procesu interakcji
GRK2 z Gf3y. Nastepstwem tego zjawiska jest ograniczenie
zarowno translokacji GRK2 do btony jak i jej katalitycznej
aktywnosci [34], Zatem mamy tu do czynienia z negatyw-
nym sprzezeniem zwrotnym, w wyniku ktdrego nastepuje
zahamowanie aktywnosci GRK2 i uniemozliwienie fosfory-
lacji receptora GPCR.

REGULACJA POZIOMU EKSPRESJI
KINAZ GRK W KOMORKACH

Kinazy GRK, a w szczegdlnosci kinaza GRK2, sg biat-
kami, u ktérych precyzyjnie regulowana jest nie tylko ak-
tywnosci oraz jej subkomdrkowa lokalizacja, ale réwniez
poziom ekspresji tego enzymu w komdérce. Poziom kinazy
GRK2 w komorkach moze by¢ regulowany na kilka od-
miennych sposobéw. Po pierwsze, wykazano, ze zrézni-
cowanie w przekazywaniu sygnatu w réznych komorkach
po aktywacji (32AR, ma Scisty zwigzek ze zmianami pozio-
mu ekspresji GRK. Zrdznicowany poziom ekspresji kinazy
GRKZ2, jak na przyktad w komadrkach ptuc jest skorelowany
z r6znym wzorem desensytyzacji i internalizacji j32AR [7],
Nalezy zaznaczyé¢, ze zaburzenia w poziomie ekspresji ki-
naz z rodziny GRK moga by¢ zwigzane ze zmianami cho-
robowymi. Wywotanie w modelach zwierzecych zmian
patologicznych, takich jak niedoczynnos$é tarczycy, wigze
sie z innym niz u zwierzat kontrolnych wzorem ekspresji
kinazy GRK2 i GRK5 w komdrkach [35]. Zmiany ekspresji
kinaz z rodziny GRK towarzyszg miedzy innymi chorobie
niedokrwiennej serca (GRK2) [36], mukowiscydozie (GRK2)
[37], nadci$nieniu tetniczemu (GRK2) [38] oraz reumato-
idalnemu zapaleniu stawéw (GRK2 i GRK®6) [39]. Zmiany
poziomu ekspresji kinaz GRK odnotowywano nie tylko jako
nastepstwo zmian patologicznych organizmu, lecz réwniez
jest ono konsekwencjg, proceséw fizjologicznych. Wzrost
poziomu ekspresji tych kinaz zaobserwowano po aktywaciji
limfocytow T oraz w cyklu okotoporodowym szczura i w
rozwoju melanocytow [7],

Zmianom poziomu ekspresji kinaz GRK w warunkach
fizjologicznych i patologicznych w wielu wypadkach towa-
rzysza zmiany w poziomie mRNA, tak wiec mozna przy-
puszczaé, ze jednym z czynnikéw regulujacych to zjawi-
sko sg mechanizmy kontroli transkrypcji. Niestety badania
w zakresie molekularnych mechanizméw kontroli poziomu
mMRNA kinaz z rodziny GRK sg dopiero na wstepnym eta-

pie [7],

Poziom kinaz GRK w komorce jest rowniez regulowa-
ny na drodze degradacji tych enzyméw. GRK2 to ,,krétko
zyjace biatko" (czas pétrwania wynosi ok. 1 godziny), kt6-
re ulega szybkiemu rozpadowi w proteasomach [40]. Sty-
mulacja tego procesu nastepuje po aktywacji receptora, co
moze sugerowa¢ fizjologiczng zalezno$¢ pomiedzy akty-
wacja kinazy GRK2 ijej degradacja. Interesujgcy wydaje sie
aspekt wspoétdziatania kinaz Src i GRK2, ktéry prowadzi do
rozpadu kinazy GRK2. Okazato sie, ze fosforylacja kinazy
GRK2 przez kinaze tyrozynowsa Src i dodatkowo przytacze-
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nie /}-arestyny jest krytyczne do inicjacji procesu degradacji
kinazy GRK2 [40], Nalezy zauwazy¢, ze ufosforylowanie
reszt tyrozynowych z udziatem Src na GRK2 nie jest jedy-
nym sygnatem kierujagcym ten enzym na droge degrada-
cji. Dodatkowym czynnikiem regulujgcym jest fosforylacja
przez MAP kinazy, a wcze$niejsza fosforylacja przez Src
wspomaga ten proces. Kontrola poziomu GRK2 w komar-
ce poprzez fosforylacje z udziatem Src i/lub MAPK moze
mieé¢ funkcjonalne zastosowanie w procesach zaréwno fi-
zjologicznych jak i patologicznych, w ktérych po pobudze-
niu receptoréw GPCR nastepuje aktywacja wspomnianych
kaskad [2], W ten sposéb zostaje uruchomiony mechanizm
dla szybkich i przejsciowych zmian w poziomie GRK2.

PODSUMOWANIE

Kinazy GRK sg kluczowym czynnikiem odpowiedzial-
nym za desensytyzacje aktywnych receptoréw, sprzezo-
nych z biatkami G. Poznanie sposobu dziatania, wewnatrz-
komdrkowej lokalizacji, a takze poziomu ekspresji kinaz
z rodziny GRK jest warunkiem zrozumienia kompleksowej
regulacji interakcji i modulacji receptorow GPCR przez
omawiane biatka. Zdefiniowanie réznorodnych funkcjo-
nalnie domen w réznych kinazach GRK rozszerzyto moz-
liwos¢ badah nad potencjalng funkcjg omawianych biatek
w komorce. Fosforylacja kinaz z rodziny GRK jest istotnym
mechanizmem regulacji petnionych przez nie funkcji i ich
oddziatywan z innymi bialkami, a nawet kierowania tych
biatek na droge degradac;ji.
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ABSTRACT

G protein-coupled receptor kinases (GRKs) are key modulators of G protein-coupled receptor (GPCR) signaling. They constitute a family of
seven mammalian serine-threonine protein kinases that phosphorylate agonist-bound receptor. GRKs-mediated receptor phosphorylation
rapidly initiates profound impairment of receptor signaling and desensitization. Activity of GRKs and subcellular targeting is tightly regu-
lated by interaction with receptor domains, G protein subunits, lipids, anchoring proteins and calcium sensitive proteins. Moreover, GRKs
phosphorylation by several other kinases and autophosphorylation have recently been shown to modulate its functionality. This review
summarize our current knowledge of GRKs regulatory mechanisms and GRKs physiological function.
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STRESZCZENIE

strogeny reguluja wiele funkcji zyciowych, w tym: rozwéj i dziatanie uktadu rozrodcze-
Ego, budowe koséca oraz zachowania seksualne. Aromataza jest kluczowym enzymem
biosyntezy estrogenéw a jej aktywno$¢ determinuje ilo$¢ wytwarzanych w narzadzie lub
tkance estrogenéw. W przedstawionym artykule oméwiono wtasciwosci, strukture i mecha-
nizm dziatania aromatazy oraz opisano szczeg6étowo budowe genu cytochromu P450 aroma-
tazy cztowieka (CYP19). Wskazano na unikatowy charakter ekspresji genu CYP19 cztowieka
wynikajacy z obecnosci wielu tkankowo-specyficznych promotoréw oraz réznicowego ciecia
i sktadania eksonéw. Szczeg6towo omdéwiono molekularne mechanizmy regulacji ekspresji
genu cytochromu P450 aromatazy w gonadach zeniskich i meskich cztowieka, szczura, bydta
i konia oraz w tkance ttuszczowej i tozysku cztowieka. Ze wzgledu na wyjatkowo istotng
role estrogenéw w rozwoju raka piersi opisano molekularne podtoze zaburzen ekspresji
genu CYP19 w guzie raka piersi i otaczajacej go tkance ttuszczowej oraz potencjalne mozli-
wosci jej farmakologicznego wygaszania.

WPROWADZENIE

Estrogeny stanowig grupe hormondéw o budowie steroidowej. Dzialajac po-
przez swoje receptory jagdrowe i btonowe regulujg wiele funkcji zyciowych,
w tym: rozwoj i dziatanie uktadu rozrodczego, budowe kos$c¢ca oraz zachowania
seksualne. Synteze estrogenéw z androgendw katalizuje kompleks enzymatycz-
ny nazywany aromataza.

Biosynteze estrogenéw wykazano u wszystkich gromad kregowcéw wigcza-
jac ssaki, ptaki, gady, ptazy, ryby i bezczaszkowece [1]. U wiekszosci zbadanych
gatunkéw kregowcow aktywnos$é aromatazy wykazano w gonadach zenskich,
gonadach meskich oraz w mézgu. Do chwili obecnej nie wykazano obecnosci
aromatazy u bezkregowcow. U licznych naczelnych, w tym i u czlowieka, estro-
geny sg syntetyzowane réwniez w tkance tluszczowej, kosciach, watrobie pto-
dowej oraz w tozysku. Ten ostatni narzad jest rowniez miejscem syntezy estro-
gendw u licznych gatunkéw ssakéw kopytnych, takich jak: bydto, owce, Swinie
oraz konie [1].

WEASCIWOSCI | STRUKTURA AROMATAZY CZt OWIEKA

Do tej pory najlepiej poznanym enzymem posiadajgcym aktywnosé aromatazy
jest enzym cztowieka. Sktadnikiem decydujacym o specyficznosci substratowej
i katalitycznej aromatazy jest wchodzacy w jej sktad cytochrom P450 (P450aan)
[2], W obecnej nomenklaturze biatko to oznacza sie jako CYP19A1, a kodujacy je
gen jako CYP19. Wystepuje ono przede wszystkim we frakcji mikrosomalnej [2],
Izolowany z tkanek cztowieka P450aanma mase 55 kDa [3].

P450aam tak jak inne cytochromy P450 klasy Il, wymaga do swojego dziatania
reduktazy NADPH:cytochrom P450 (EC 1.6.2.4). Enzym ten zawierajgcy FAD
i FMN wystepuje powszechnie w retikulum endoplazmatycznym wielu tkanek
steroidogenicznych jak i niesteroidogenicznych, a jego podstawowa funkcjg jest
transport elektronéw z NADPH na zelazo hemowe réznych form cytochromu
P450 [4].

P450  posiada wiele elementéw budowy wspélnych z innymi przedstawi-
cielami rodziny cytochromoéw P450. W jego odcinku C-kohcowym zlokalizowa-
na jest silnie konserwowana domena wigzaca hem. Znajdujgca sie w niej reszta
cysteiny funkcjonuje jako piaty ligand koordynujacy zelazo hemowe. Obecnosé
w tym miejscu grupy tiolowej decyduje o wyjatkowych wiasciwosciach spektro-
fotometrycznych i katalitycznych catej rodziny cytochroméw P450. Dalej w stro-
ne N-konca od domeny wiazacej hem znajduje sie inny wysoce konserwatyw-
ny region, mianowicie czes¢ helisy I, ktéra prawdopodobnie tworzy kieszonke
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wigzaca substrat, lezacg bardzo blisko prostetycznej grupy
hemowej [5].

Liczne izoformy cytochromu P450 w obrebie N-konca
posiadaja odcinek hydrofobowy umozliwiajacy zwigzanie
enzymu z btong, W P450,  takie wiasciwosci posiada odci-
nek pomiedzy 20 a 40 aminokwasem. Funkcjonuje on przy-
puszczalnie jako domena transbtonowa, podczas gdy odci-
nek zawierajgcy aminokwasy od 1 do 20 pozostaje w $wietle
retikulum endoplazmatycznego. P450 mulega N-glikozy-
lacji w obrebie pierwszych 20 aminokwaséw, jednak usu-
niecie glikozylowanej sekwencji lub mutacja w tym regio-
nie nie miaty duzego wptywu na aktywnos$¢ enzymu [5,6],
Warte odnotowania jest to, ze jezeli usuniecie pierwszych
10 aminokwas6w miato niewielki wptyw na aktywnosé
enzymu, to usuniecie pierwszych 20 powodowato jej 95%
spadek, wskazujgc na duze znaczenie regionu pomiedzy 10
a 20 aminokwasem dla zachowania prawidtowej konforma-
cji biatka [5].

STECHIOMETRIA | MECHANIZM REAKCII

Reakcja katalizowana przez aromataze zuzywa 3 mole
NADPH i 3 mole O, na kazdy mol metabolizowanych an-
drogenéw [5]. Fizjologicznymi substratami aromatazy sa;
androstendion, testosteron i 16cr-hydroksyandrostendion.
W wyniku reakcji katalizowanej przez aromataze pierscien
A androgenu staje sie pierscieniem aromatycznym, a kato-
wa grupa metylowa C-19 zostaje utleniona do kwasu mréw-
kowego i usunieta (Rys. 1). Pierwsze dwie czasteczki tlenu
sg zuzywane do utlenienia grupy metylowej C-19 poprzez
dwie kolejne stereospecyficzne hydroksylacje [5]. W wyni-
ku tych hydroksylacji powstajg kolejno 19-hydroksyandro-
stendion i 19-gem-diol, ktéry nastepnie ulega dehydratacji
do 19-oksoandrostendionu. Kolejny etap reakcji katalizo-
wanej przez aromataze prowadzi do utlenienia i usuniecia
grupy aldehydowej C-19 oraz aromatyzacji pierscienia A.
Wytwarzany w trakcie tego etapu intermediat nadtlenkowy
cytochromu P450 [Fe(l11)-00_], przeprowadza atak nukleo-
filowy na wegiel grupy karbonylowej C-19 [7]. Nastepnie
wigze sie z grupg karbonylowg C-19 wytwarzajgc posredni
zwigzek hemiacetalowy, ktory rozpada sie do kwasu mrow-
kowego i estrogenu. Jednoczes$nie z pozycji 1 zostaje usunie-
ty proton, co prowadzi do enolizacji pierscienia, uwolnienia
estrogenu i wytworzenia ,,spoczynkowej" formy cytochro-
mu P450, [71.

GENY | EKSPRESJA CYTOCHROMU P450 AROMATAZY

GEN CYTOCHROMU P450 AROMATAZY
CZLOWIEKA- CYP19

Gen CYP19 cztowieka zlokalizowano na chromosomie
15g21.2. Projekt poznania genomu cztowieka pozwolit na
okreslenie jego rozmiardw, potozenia eksonéw i sekwen-
cji promotorowych. Gen CYP19 obejmuje obszar 123 kpz.,
przy czym na obszar regulatorowy przypada 93 kpz., a na
kodujacy 30 kpz. [8], (Rys. 2). Region kodujacy tancuch po-
lipeptydowy P450nm obejmuje eksony od Il do X. Region
regulatorowy zawiera tkankowo-specyficzne promoto-
ry i potozone za nimi eksony, ktére w trakcie transkrypcji
i przemian potranskrypcyjnych sa wigczane alternatywnie
do dojrzatego mRNA w charakterystyczny dla danej tkanki
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Rysunek 1. Uproszczony mechanizm reakcji katalizowanej przez aromataze. Na
rysunku dla przejrzystosci przedstawiono tylko pierscien A steroidu. [Fe(ll1)]
— zelazo uktadu hemowego P450aamn

spos6b. Eksony znajdujace sie w obszarze regulatorowym
genu oznaczono wspdlng rzymska cyfrg | oraz kolejnymi
cyframi arabskimi od 1 do 7. Niektérzy autorzy stosujg nu-
meracje alternatywng i zamiast cyfry arabskiej dodajg matg
litere alfabetu tacinskiego. Miejsce alternatywnego wia-
czania eksonéw do dojrzatego transkryptu znajduje sie 38
z. przed tripletem nukleotydéw kodujgcym miejsce startu
translacji [8],

Najdalej potozonym w kierunku 5' fragmentem genu
CYP19 jest ekson 1.1 oraz znajdujacy sie przed nim re-
gion promotorowy. Jest on umiejscowiony 93 kpz. w gore
od eksonu Il [8]. Ekson 11 jest wigczany do dominujgcego
transkryptu tozyskowego. Najblizszym wzgledem regionu
kodujgcego jest promotor regulujacy transkrypcje w gona-
dach, ktéra rozpoczyna sie w miejscu potozonym 116 pz.
przed tripletem kodujagcym miejsce startu translacji [9],
W tym wypadku, odcinek 78 z. znajdujgcy sie pomiedzy
5'-kohcem pierwotnego transkryptu a wspolnym miejscem
sktadania nie jest wycinany. Stad w dojrzatym mRNA izo-
lowanym z jajnika ekson |l jest dtuzszy o ten dodatkowy
odcinek w stosunku do eksonu Il w transkryptach pocho-
dzacych z innych tkanek. Ten dodatkowy fragment eksonu
Il (na Rys. 2, 35 oznaczony jako PIIS) nazwano sekwencjg
charakterystyczna dla promotora Il (ang. promoter Il - speci-
fic sequence), a w nomenklaturze alternatywnej eksonem Id.
Pozostate alternatywnie wstawiane eksony wraz z poprze-
dzajacymi je promotorami sg zlokalizowane pomiedzy pro-
motorem tozyskowym 1.1 a promotorem specyficznym dla
gonad PII. Zostaty one wyszczeg6lnione w tabeli 1.

Poniewaz réznicowe ciecie i sktadanie eksonéw (alter-
natywny splicing) dotyczy obszaru niekodujgcego mRNA,
biatko kodowane przez te tkankowo-specyficzne transkryp-
ty jest zawsze takie samo. Stad tez we wszystkich tkankach
cztowieka, w ktoérych gen CYP19 ulega ekspresji, istnieje
tylko jedna identyczna forma biatka P450,

W ciggu ostatnich kilku lat pojawito sie wiele prac doty-
czacych polimorfizmu genu CYP19. NajczeSciej opisywany
i badany rodzaj polimorfizmu wynika z r6znej ilosci powté-
rzeh sekwencji TTTA, zawartych w intronie pomiedzy eks-
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AG/GACtl Wspdlne miejsce sktadania

Q] eksony nie ulegajace translacji wstawiane alternatywnie do mRNA

3 sekwenga charakterystyczna dla promotora Il nie ulegajaca translacji (PIIS)

[1 fragmenty eksonéw nie ulegajace translacji potozone ponizej wspénego miejsca sktadania

Q eksony ulegajace translacji
potozenie tkankowo-specyficznych promotoréw

[¢ tkankowo-specyficzne miejsce startu transkrypcji

Rysunek 2. Gen kodujacy P450aum(CYP19) cztowieka.

onem 4 i5. W réznych allelach CYP19 stwierdza sie od 7 do
13 powtdrzen tej sekwencji. Wykazano zalezno$¢ pomiedzy
liczba powtorzen sekwencji TTTA a zachorowalnoscig na
osteoporoze [10], raka prostaty [11] i raka piersi [12]. Innym
czestym rodzajem polimorfizmu genu CYP19 jest insercja/
delecja sekwencji trzech nukleotyddéw w intronie 4. Sugero-
wano, ze tego rodzaju polimorfizm zwigzany jest z endo-
metriozg [13].

GENY CYTOCHROMU P450 AROMATAZY
INNYCH GATUNKOW

Wiekszos$¢ zbadanych do tej pory gatunkéw kregowcow
posiada tylko jeden gen kodujacy cytochrom P450 aroma-
tazy. U wielu gatunkéw z tej grupy stwierdzono réwniez
wystepowanie alternatywnego sktadania eksonéw. W przy-
padku niektérych gatunkéw ryb wykazano istnienie dwdch
genow [1], aw przypadku $wini domowej trzech genéw ko-
dujgcych P450 mZe wzgledu na miejsce ekspresji poszcze-
g6Inych gendéw u $wini sklasyfikowano je jako typ | —jajni-
kowy, typ Il —tozyskowy oraz typ Ill —embrionalny [14].
W przypadku bydta, poza podlegajacym petnej ekspresji
genem P450 , stwierdzono istnienie podlegajgcego trans-
krypcji pseudogenu, ktéry oznaczono jako bcypl9PI lub
bcypl9(p [15]. Podobnie stwierdzono istnienie pseudogenu
u owiec [15].

EKSPRESJA GENOW CYTOCHROMU P450 AROMATAZY

Jajnik. U wielu przebadanych gatunkéw ssakéw w ko-
morkach ziarnistych pecherzyka jajnikowego i komérkach
lutealnych ciatka zéttego wykrywa sie metodg Northern
biot obecnosc kilku rodzajow transkryptow P450, o roz-
nej dtugosci. U cztowieka sg to mRNA o dtugosci 3.0, 2.4
i 1.6 kz. [16], u pawiana 3.6, 3.0, i 1.7 kz. [17], u szczura 3.3,
2.6,11.9 kz. [18], ale np. u bydta stwierdza sie tylko jeden ro-
dzaj transkryptu o dlugosci 8 kz. [19]. Wewnatrzgatunkowe
roznice w wielkosci transkryptéw wynikajg z wystepowa-
nia w genie P450 kilku potencjalnych miejsc przytacza-
nia odcinka poli-(A) [20].
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jest inicjowana przez promotor Il [1]. Re-
gulacja tego procesu w komoérkach ziar-
nistych jest bardzo podobna u wigkszo-
$ci gatunkéw kregowcéw i odbywa sie
pod kontrolg hormonu folikulotropowe-
go (FSH), w ktérego dziataniu posredni-
czy cAMP [1] (Rys. 3). Zidentyfikowano
dwie sekwencje odpowiedzialne za sty-
mulacje transkrypcji genu P450inmprzez
cAMP. Do pierwszej (CAAGGTCA) po-
tozonej w genie CYP19 cztowieka -132
pz. od miejsca startu transkrypcji wigze
sie biatko SF-I/Ad4BP [21]. Identyczna
sekwencje znaleziono réwniez w obsza-
rze regulatorowym promotora Il szczu-
rzego genu P450aum Zlokalizowano jag
w odcinku pomiedzy -90 a -66 pz. od
miejsca startu transkrypcji [22]. Biatko
SF-1 zalicza sie do rodziny sierocych re-
------------------------ ceptorow jadrowych. Jego nieprawidto-
wa ekspresja prowadzi do zaburzen w rozwoju nadnerczy
i gonad oraz dysfunkcji komérek produkujacych hormony
tropowe dla tych narzadéw. W odréznieniu od innych re-
ceptoréw jadrowych, SF-1 nie tworzy homo- ani heterodi-
merow w trakcie wigzania DNA. Sekwencja rozpoznawana
przez SF-1 wystepuje réwniez w obszarach regulatorowych
innych genéw kodujgcych enzymy steroidogeniczne. Obec-
nos¢ drugiej sekwencji istotnej dla ekspresji genu P450um
stwierdzono w miejscu lezgcym w kierunku 5' od sekwencji
wigzacej SF-1. W genie cztowieka znajduje sie ona w odle-
gtosci -203 pz. od miejsca startu transkrypcji [1]. Sekwencja
ta (TGCACGTCA) jest zblizona do sekwencji elementu od-
powiedzi na cAMP (CRE) i dlatego nazwano ja CLS (ang.
CRE-like sequence). Od sekwencji zgodnej CRE rdzni sie ona

FSHR (BK
e T a3
& R =
@7 =
() PKA (nieaktywna)
: PKA (aktywna)
i BJ
AT ¥ (30D Jadro
(cres) cres) (CsF1 ) PR
s-wm{  CLS julungcAAGGTCA}uulll%l Ekson Il |l|||-3'
21 203 132 25

Rysunek 3. Mechanizm regulacji transkrypcji genu CYP19 w komérkach ziarni-
stych pecherzyka. Opis w tekécie. BK — btona komérkowa, B — btona jadrowa,
CA —cyklaza adenylanowa, FSHR — receptor FSH.
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Tabela 1. Czynniki regulujgce tkankowo-specyficzng ekspresje genu CYP19 cztowieka.

Czynniki regulujace ekspresje genu CYP 19

=]
238 3£
c3_« © = o
c>2z ? a3 N . Elementy wewnatrz-
=& c o iei i Czynnik .
% ggx 5 § Miejsce ekspresji Zynntid -komérkowego Sekwencje czynnikow cis .
S g E 2 g zewnatrz- . , Czynniki trans
-] 56 . szlaku od 5'- do -3
= 3 0T komérkowe . .
€ sygnalizacyjnego
komérki ziarniste  FSH cAMP CAAGGTCA SFI/Ad4BP (+)
PKA TGCACGTCA (CLS) CREB (+)
PKB/Akt GATA-4 (+)
komérki lutealne CAAGGTCA SFI/Ad4BP (+)
TGCACGTCA (CLS) CREB (+)
komorki Leydiga LH cAMP CAAGGTCA SFI/Ad4BP (+)
PKA TGCACGTCA (CLS) CREB (+)
T,5a-DHT
PIIS (Id) 0 komérki FSH cAMP CAAGGTCA SFI/Ad4BP (+)
Sertoliego PKA TGCACGTCA (CLS) CREB (+)
meskie komorki T,5a-DHT AR
germintywne
tkanka PGE2 PKC (EP1) CAAGGTCA LRH-1(+)
ttuszczowa cAMP TGCACGTCA (CLS) CREB (+)
(fibroblasty) PKA (EP2) TGAAGTCA (CRE1) CREB (+)
(TM*), tkanki
nowotworowe
tkanka PGE2 cAMP, PKA TGAAGTCA (CREaro) CREB (+)
thuszczowa Snail, Slug (-)
(fibroblasty) AAGGTCAGAAAT ERRa-1 (+)
13 (lc) 0,2 (TM*), tkanki COUP-TF ()
nowotworowe EAR-2 ()
RARYy (-)
16 1 osteoblasty do chwili obecnej nie znane
tozysko (TM* ili jni
12 (le) 1 ozysko ( ) do chwili obecnej nieznane
If 33 mézg do chwili obecnej nieznane
endothelium, GATA-2 (+)
zrakowaciate
17 36 komorki
nabtonkowe
tkanki ptodowe do chwili obecnej nie znane
15 43
tkanka glukortyko- GR AGAAGATTCTGTTCT GR (+)
ttuszczowa steroidy (GRE) Spi (+)
14 (1b) 73 (preadipocyty, GGGCGGGC (GC-box) STAT3 (+)
’ fibroblasty, interleukiny Gpl30, Jaki TTCGACTGAA (GAS)
tkanki ptodowe, TNFa TGATTAA (AP-1) JUN, FOS (+)
osteoblasty)
tozysko (TM¥*) do chwili obecnej nieznane
2a 78
GGCCTCAGG (TSE) TSEBP (+)
ACCCTCAT (TSE2) GCM1 (+)
retinoidy RXRa AGGTCATGCCCC RXRa VDR (+)
11 (la) 93 tozysko (TD¥) GGCGGG (GC-box) Spl (+)
02 Mash-2 CACATG (E-box) USF1, USF2 ()

CACGTG (E-box) USF1, USF2 ()

*TD — transkrypt dominujacy; TM — traskrypt mniejszosciowy; PIIS — sekwencja charakterystyczna dla promotora Il; AR — receptor androgenowy.

obecnoscig dodatkowego nukleotydu cytydynowego (pod-
kreslenie). Obydwie sekwencje wigzg sie z biatkiem CREB,
jednak jego powinowactwo do sekwencji CLS jest znacznie
mniejsze niz do sekwencji zgodnej CRE [1].

Warunkiem koniecznym do stymulacji transkrypcji przez
cAMP i biatko CREB jest jego fosforylacja na reszcie seryny-
-133. FSH w komérkach ziarnistych szczura indukuje w ciagu
1 godziny przejscie podjednostki katalitycznej PKA do jadra

Postepy Biochemii 51 (4) 2005

i fosforylacje biatka CREB [23], Ponadto wykazano, ze szlak
sygnalizacyjny prowadzacy do wzrostu ekspresji aromatazy
w komorkach ziarnistych w obecnosci FSH oprécz cAMP, PKA
i biatka CREB, wymaga rowniez aktywnosci kinazy PKB/ Akt
(ang. protein kinase B/kinase Akt), cho¢ na obecnym etapie badan
sposob jej aktywacji oraz doktadna rola nie sg znane [24],

Niedawno wykazano, ze w regulacji ekspresji genu
P450aanw jajniku myszy uczestniczy czynnik transkrypcyj-
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ny GATA-4. W obszarze regulatorowym promotora Il my-
siego genu P450aanznaleziono sekwencje wigzacg ten czyn-
nik. Jej zmutowanie prowadzito do wielokrotnego spadku
ekspresji genu reporterowego [25]. Sekwencja wigzgca GA-
TA-4 jest obecna réwniez w genach P450,  szczura i czto-
wieka [25].

Ciatko zo6tte wielu przebadanych do tej pory gatunkéw
ssakdw posiada zdolno$¢ do syntezy estrogendéw podczas
cyklu piciowego [17,26] oraz w czasie cigzy [17,27], W bu-
dowie ciatka zéttego mozna na ogét wyrézni¢ dwie gru-
py komoérek lutealnych, tzw. komorki duze oraz komorki
mate [26]. Aktywno$¢ aromatazy zlokalizowana jest przede
wszystkim w duzych komoérkach lutealnych pochodzacych
ze zr6znicowanych komdrek ziarnistych [26,28]. Luteiniza-
cja komorek ziarnistych zapoczatkowana wyrzutem hormo-
nu luteinizujgcego (LH) prowadzi do przejSciowego spad-
ku ekspresji genu P450 i syntezy estrogenéw w jajniku
[19,29], Podczas luteinizacji komdrek ziarnistych cztowieka
ekspresja genu P450aumstaje sie niezalezna od FSH [26]. In-
teresujagce jest to, ze u cztowieka pomimo spadku syntezy
estrogendéw w fazie lutealnej, w dojrzatym ciatku z6ttym
obserwuje sie wyzszg niz w komorkach ziarnistych peche-
rzyka jajnikowego ekspresje genu CYP19 [29,30]. Sugeru-
je sie, ze czynnikiem ograniczajgcym synteze estrogenéw
w ciatku zokym jest aktywnos$¢ 17a-hydroksylazy/17,20-
-liazy odpowiedzialnej za synteze androgendw.

W odro6znieniu od cztowieka i szczura jajnik bydta pro-
dukuje w fazie pecherzykowej znacznie mniejsze ilosci es-
trogenéw, a w fazie lutealnej traci tg zdolnos¢ prawie cal-
kowicie [19]. Za odmienny sposdb ekspresji genu P450
w jajniku bydta przynajmniej czeSciowo odpowiada brak
w sekwencji CLS nukleotydu C (TGCAGTCA). Tak zmie-
niona sekwencja bardzo stabo wigze biatko CREB, co czyni
te sekwencje niefunkcjonalng [1], Brak tego samego nukle-
otydu stwierdza si¢ rowniez u innych kopytnych, w tym
Swini i konia [31].

W jajniku klaczy w trakcie luteinizacji komérek ziarni-
stych wywotanej podaniem hCG (ang. human chorionic go-
nadotropin) zaobserwowano zjawisko dwukrotnej zmiany
miejsca startu transkrypcji genu P450aum Przed podaniem
hCG transkrypcja jest inicjowana przez promotor Il, tak jak
odbywa sie to u wiekszosci zbadanych gatunkéw. Po upty-
wie 1 doby po podaniu hCG kontrole nad transkrypcjg genu
P450 przejmuje promotor homologiczny do promotora
If cztowieka, ale w wyksztatconym ciatku zéttym obserwu-
je sie ponownie transkrypty powstajace pod kontrolg pro-
motora Il [31].

Jadra i meskie komérki germinatywne. Przez wiele lat
rola estrogenéw u samcow byta niedoceniana, co znajdowa-
o swoje odbicie w zaliczeniu estrogendw do tzw. ,,zenskich
hormonéw ptciowych". Otrzymanie zwierzat transgenicz-
nych pozbawionych funkcjonalnych receptoréw estrogeno-
wych lub aromatazy pokazato, ze hormony te sg niezbedne
rowniez dla prawidtowego przebiegu spermato- i spermio-
genezy [1],

U wiekszosci gatunkow aktywnos$¢ aromatazy wykazujg
komorki Leydiga, komorki Sertoliego oraz komorki germi-
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natywne [32], U wielu gatunkéw metodami immunohisto-
chemicznymi obecnos¢ P450,  ~ wykazano w komorkach
Leydiga oraz komoérkach germinatywnych. U konia w po-
dobny sposob wykazano jg rowniez w komadrkach Sertolie-
go [33]. Obecnosé mMRNA P450 stwierdzono w komor-
kach Leydiga i komérkach Sertoliego szczura, komérkach
Leydiga cztowieka [32], konia [34] oraz w réznych stadiach
rozwojowych plemnikéw cztowieka [35], szczura i myszy
[32], los¢ MRNA P450 r mw komorkach Sertoliego doroste-
go szczura jest od 10 do 15 razy nizsza niz w komorkach
Leydiga [32,36]. O ile w komérkach Leydiga w czasie zycia
szczura nie zachodza znaczace zmiany w ilosci P450aum
to w komorkach Sertoliego obserwuje sie 20-krotny spa-
dek ilosci tego enzymu pomiedzy 20 i 70 dniem zycia [32],
W komoérkach germinatywnych szczura obserwuje sie cie-
kawg zaleznos¢. Poziom mRNA P450,  w spermatocytach,
spermatydach i plemnikach wynosi kolejno: 38.7 £ 8.1 x 10'3
20.4 +3.8x10 3i 1.3 x 10-3amol/106komdrek, podczas gdy
aktywnos$¢ aromatazy jest od 2.5 do 4 razy wyzsza w plem-
nikach niz w innych komdérkach germinatywnych [36].

Ekspresja genu kodujgcego P450aamw jgdrach niezaleznie
od typu komorki zachodzi pod kontrolg promotora Il [37].
Jest ona regulowana przez identyczne czynniki transkryp-
cyjne jak w jajniku, czyli SF-1 oraz CREB i jest zalezna od
cAMP. W przypadku komoérek Leydiga aktywnos$¢ aroma-
tazy stymuluje LH [37], Ponadto synteza estrogen6w oraz
ilos¢ mMRNA P450aunw komorkach Leydiga i meskich ko-
markach germinatywnych jest stymulowana przez testoste-
ron oraz 5a-dihydrotestosteron [37]. W komérkach germi-
natywnych zaobserwowano, ze na ekspresje genu P450aum
majg wptyw réwniez: TGF[3 (ang. transforming growthfactor
p), oraz TNFa (ang. tumor necrosisfactor a).

Tkanka ttuszczowa. Ekspresje genu P450 nmw tkance
ttuszczowej do chwili obecnej wykazano tylko u cztowieka
i naczelnych. Estrogeny syntetyzowane w tkance ttuszczo-
wej dzialajg na poziomie auto-, para- i endokrynnym. Ich
rola staje sie szczegdlnie widoczna u kobiet w wieku pome-
nopauzalnym, gdy ustaje aktywnos¢ endokrynna jajnikow.
Estrogeny produkowane w tkance tluszczowej majg pozy-
tywny wptyw na stan masy kostnej oraz uktad krazenia.
Gen CYP19 ulega ekspresji w fibroblastach tkanki ttuszczo-
wej (okreslanych réwniez jako preadipocyty lub komorki
stromy) z ktérych moga réznicowac sie adipocyty [1], Wraz
z wiekiem obserwuje sie wzrost aktywnosci aromatazy
oraz wzrost ilosci mRNA P450, — w tkance ttuszczowej
[5]. Transkrypty izolowane z tkanki ttuszczowej na swo-
im 5'-koncu zawieraja przede wszystkim nie podlegajacy
translacji ekson 1.4 [9,38], ale w niewielkiej ilosci obecne sg
rowniez transkrypty zawierajgce ekson 1.3 oraz transkrypty
powstajgce pod kontrolg promotora Il [39], Ekspresja genu
CYP19 w fibroblastach prawidtowej tkanki tluszczowej
jest stymulowana przez glukokortykoidy, niektore cytoki-
ny oraz TNFa (Rys. 4) [1,38]. Za stymulacje ekspresji genu
CYP19 przez glukokortykoidy odpowiada sekwencja GRE
zlokalizowana w obszarze powyzej eksonu 14 [38]. Wplyw
glukokortykoiddw na transkrypcje genu CYP19 jest zwielo-
krotniany przez cytokiny typu interleukiny-6 takie jak: IL-6,
IL-11, LIF (ang. leukaemia inhibitory factor) oraz OSM (ang.
oncostatin M). Wszystkie cytokiny nalezace do tej grupy
dziatajg poprzez receptory btonowe posiadajgce przynajm-
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wanych i prawidtowych fibrobla-
stow oraz naczyn krwionosnych.
Obecno$¢ aromatazy wykazano

IL-11R

w fibroblastach i komérkach na-

TNFR
gp130
LIF-R

btonkowych tkanki nowotworowej
oraz fibroblastach tkanki ttuszczo-
wej gruczotu piersiowego [45,46].
Poziom mRNA P450, = w tkance
guza jest znaczgaco wyzszy niz w nie
zmienionej nowotworowo tkance
ttuszczowej gruczotu piersiowego
[47], Powstajgce w tych warun-
kach transkrypty genu CYP19 za-
wieraja eksony 13 lub sekwencje

charakterystyczng dla promotora

Il, natomiast zmniejsza sie udziat
transkryptow zawierajacych ekson
14 [48]. Czynnikiem stymulujgcym
ekspresje genu CYP19 w komorkach
guza jest przede wszystkim prosta-
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Rysunek 4. Mechanizm regufacyi transkrypcyi genu CYPL1Y w fibroblastach tkanki thuszczowey preez promotor 1.4 Opis

glandyna (PGE? [1], PGE™ jest

w tekscie. BK — btona komoérkowa, BJ — btona jadrowa, G — glukokortykoidy, GR — receptor gtukokortykoidowy, Wthﬁrzana przez zrakowaciate

HSP90 — biatka szoku termicznego.

niej jedna identyczng podjednostke — biatko gpl30. Zwia-
zanie sie wyzej wymienionych cytokin do ich receptorow
w fibroblastach tkanki ttuszczowej prowadzi do fosforyla-
cji i aktywacji kinazy Jaki (ang. Janus protein kinase), ktora
nastepnie fosforyluje czynniki transkrypcyjne STAT3 (ang.
signal transducer and activator of transription). Te po ufosfo-
rylowaniu dimeryzujg i wigzg sie z sekwencjg GAS (ang. y-
interferon activating sequence) stymulujgc transkrypcje genu
CYP 19 inicjowang przez promotor 14. TNFa podobnie jak
cytokiny typu IL-6 stymuluje transkrypcje genu CYP19 tylko
w obecnosci glukokortykoidow. TNFa, dziatajgc najpraw-
dopodobniej poprzez ceramid, indukuje ekspresje genow
c-jun i c-fos. Ich produkty - odpowiednie biatka JUN i FOS
wigzg sie z sekwencjg AP-1, potozong powyzej eksonu 14,
co prowadzi do wzrostu ekspresji genu CYP19. Warunkiem
koniecznym dziatania wszystkich wyzej wymienionych
czynnikéw jest zwigzanie czynnika transkrypcyjnego Spl
(ang. specifity protein 1) z sekwencjg typu GC-box znajdujaca
sie w obrebie eksonu 1.4 [1],

Cytokiny oraz TNFa, ktére stymulujg ekspresje genu
CYP19 hamujg jednoczesnie réznicowanie adipocytow. In-
teresujgce jest to, ze czynniki stymulujace r6znicowanie adi-
pocytow takie jak PPARYy (ang. peroxisome proliferator activa-
ted receptor y) i ligandy dla tego receptora hamujg ekspresje
genu CYP19 w tkance ttuszczowej. Dziatanie to zaobserwo-
wano dla transkryptow pochodzgcych z promotora 14 [1]
oraz promotora Il [40],

Rak piersi. Kiedy w gruczole piersiowym dochodzi do
rozwoju raka, w guzie ro$nie stezenie aktywnych estroge-
néw: estradiolu i estronu [41]. Wzrost poziomu estrogendw
w guzie wynika w duzej mierze ze zwiekszenia ich lokal-
nej syntezy z krazacych we krwi androgenéw. Estrogeny
stymuluja wzrost i podziaty komérek nowotworowych
[42-44], Guz raka piersi zbudowany jest przede wszystkim
ze zrakowaciatych komérek nabtonkowych, zmodyfiko-
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komorki nabtonkowe oraz znajdu-
jace sie w guzie fibroblasty i osigga
wysokie stezenie w guzie raka piersi. Stwierdzono réwniez,
ze ekspresja genu CYP19 w wycinkach z gruczotu piersio-
wego wykazuje silng dodatnia korelacje z ekspresjg genéw
cyklooksygenazy COX-I i COX-2 [49]. W proces stymulacji
ekspresji genu CYP19 w fibroblastach przez PGE™ zaanga-
zowane sg receptory EP1 i EP2 [50], Receptory EP1 i EP2
uczestnicza w aktywacji $ciezek sygnatowych przebiegaja-
cych kolejno z udziatem PKC i PKA. Najlepiej poznanym
szlakiem sygnatowym prowadzacym do wzrostu ekspresji
genu P450immjest szlak zalezny od receptora EP2 (Rys. 5).
Elementem odpowiedzialnym za indukcje aktywnosci pro-
motora 1.3 przez cAMP i PKA (Rys. 5A) jest obecna w jego
obszarze regulatorowym sekwencja CREir (TGAAGTCA)
rézniagca sie nieznacznie od sekwencji zgodnej CRE [51].
Podobnie jak z innymi sekwencjami typu CRE wigze sie
z nig biatko CREB. W warunkach fizjologicznych stymula-
cja transkrypcji z udziatem promotora 13 i sekwencji CRE r
jest hamowana przez wigzanie sie z jej fragmentem dwdch
biatek zawierajgcych motywy palcow cynkowych — Snail
i Stug [48]. Ich zwigzanie z DNA blokuje wigzanie elementu
CRE r z biatkiem CREB i tym samym hamuje transkrypcje
stymulowang przez cAMP. Jednakze, w komérkach nowo-
tworowych ekspresja genéw kodujgcych biatka Snail i Stug
jest znacznie nizsza w poréwnaniu z komdrkami prawidto-
wymi, co prowadzi do zwigkszonej aktywnosci transkryp-
cyjnej promotora 1.3 [48].

Wewnatrz eksonu 1.3 znaleziono sekwencje odpowie-
dzialng za hamowanie aktywnosci promotoréow 13 i Il (na
Rys. 5A i 5B oznaczong jako SI) [48], W fibroblastach tkanki
ttuszczowej gruczotu piersiowego, z elementem wyciszaja-
cym Sl (ang. silencer element 1) wigza sie czynniki transkryp-
cyjne nalezace do rodziny sierocych receptoréw jadrowych:
COUP-TFI, EAR-2 oraz RARy (ang. chicken ovoalbumin
upstream promoter — transcription factor, erb A related, retinoic
acid receptor), ktore hamujg aktywnos¢ transkrypcyjng pro-
motoréw 131 Il [52], W komdrkach raka piersi, gdzie obser-
wuje sie znacznie nizsze stezenie biatek COUP-TFI, EAR-2,
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Rysunek 5. Mechanizm regulacji transkrypcji genu CYP19 w guzie raka piersi
i otaczajacej go tkance ttuszczowej przez promotor 1.3 (A) i promotor 11 (B). Opis
w tekscie. BK — btona komérkowa, BJ — btona jadrowa, CA — cyklaza adenyla-
nowa, KG — komoérki guza.

i RARy do sekwencji SI wigze sie, stymulujacy transkrypcje
genu CYP19, sierocy receptor jadrowy ERRa (ang. estrogen
related receptor) [48,52], Poréwnanie ekspresji genu koduja-
cego ERRa w kilku nowotworowych i nienowotworowych
liniach komérkowych wykazato, ze poziom ekspresji biatka
ERRa jest znaczgco wyzszy w komoérkach raka piersi [52].

Podsumowujac, w komérkach raka piersi dochodzi do ob-
nizenia ekspresji biatek Snail, Stug, oraz COUP-TFI, EAR-2,
i RARy i jednoczesnego wzrostu ekspresji genu P450
w wyniku wigzania CREB do elementu CRE r i ERRa do
elementu SI.

Regulacja transkrypcji genu CYP19 przez promotor Il
w fibroblastach guza i otaczajacej go tkanki ttuszczowej zo-
stata przedstawiona na Rys. 5B. Aktywnos$¢ transkrypcyjna
tego promotora jest stymulowana przez PGE, podobnie jak
to ma miejsce w przypadku promotora 1.3 [1]. Dla stymulacji

A 1,25-OH-D3
6 8 s
5 f-’ Spl GCM1 VDR

transkrypcji przez PGE, z udziatem promotora Il kluczowe
znaczenie maja: sekwencja CLS oraz jeszcze jeden element
CRE (na Rys. 5B i w Tab. 1 oznaczony jako CRE1) potozony
w gore od wczesniej opisanej sekwencji CLS [53]. Z elemen-
tami CLS i CRE1 wiaze sie biatko CREB, ktérego aktywnos¢
jest, podobnie jak w jajniku, regulowana poprzez fosfory-
lacje katalizowana przez PKA. Aktywno$¢ tego szlaku sy-
gnalizacyjnego zalezy réwniez od ekspresji biatka CREB.
Ostatnio wykazano, ze poziom mRNA CREB w gruczole
piersiowym jest kilka razy wyzszy w tkance nowotworo-
wo zmienionej niz w tkance prawidtowej [53], Nadmierna
ekspresja biatka REB i wzrost jego fosforylacji w wyniku
dziatania PGE, (poprzez PKA) sg gtbwnymi przyczyna-
mi zwiekszonej ekspresji aromatazy w fibroblastach guza
i okotoguzowej tkanki ttuszczowe;j.

W gonadach zasadniczg role w regulacji transkrypcji
genu CYP19 z udziatem promotora Il odgrywa sekwencja
wigzaca biatko SF-1. Wykazano, ze jest ona rowniez istotna
dla ekspresji genu CYP19 w fibroblastach tkanki ttluszczo-
wej oraz, ze z sekwencjg tg (CAAGGTCA) wigze sie w tych
komorkach biatko LRH-1 (ang. Iwer receptor homologue-1)
(Rys. 5.B) [54]. Biatko LRH-1 nalezy do rodziny sierocych
receptorow jgdrowych i podobnie jak SF-1 nie tworzy dime-
réw w czasie wiazania DNA. Ekspresje LRH-1, ale nie SF-1,
wykazano w fibroblastach tkanki ttuszczowej i komérkach
raka piersi [54], Zwigzanie LRH-1 z docelowg sekwen-
cja umozliwia indukowang przez PGE2 zalezng od cAMP
i CREB, aktywnos¢ transkrypcyjng promotora Il.

W guzie i przylegajacej do niego tkance ttuszczowej
odkryto jeszcze jeden aktywny promotor, ktéry oznaczo-
no jako 1.7 [55], Inicjuje on transkrypcje przede wszystkim
w $rodblonku naczyh krwionosnych guza i zrakowaciatych
komorkach nabtonkowych, natomiast nie zaobserwowano
jego aktywnosci w fibroblastach. Z czynnikéw transkryp-
cyjnych regulujacych jego aktywnos$¢ zidentyfikowano biat-
ko GATA-2 [55],

tozysko. Transkrypcja genu aromatazy cztowieka w to-
zysku jest regulowana przez potozony dystalnie promotor
11 lezacy przed nie podlegajacym translacji eksonem 1.1 [1],
Mimo znacznej odlegtosci od wspdlnego miejsca sktadania
jest to najsilniej dziatajgcy promotor genu CYP19, co po-
woduje, ze aktywnos¢ aromatazy w tozysku cztowieka jest
znacznie wyzsza niz w jakiejkolwiek innej tkance. W tozy-
sku cztowieka ekspresja genu CYP19 rozpoczyna sie wraz
z wyksztatceniem sie syncytiotrofoblastu i dotyczy tylko
tej grupy komorek tozyska. Do tej pory zidentyfikowano
kilka elementéw regulujgcych transkrypcje genu CYP19
w tozysku (Rys. 6). Yamada i wsp. [56] zlokalizowali dwa
takie elementy: TSE oraz TSE2 (ang. trophoblast specific ele-
ment) lezace wewnatrz fragmentu do —300 pz. powyzej
eksonu 1.1. Element identyczny z TSE

w obszarze regulatorowym promoto-

ra 11 genu CYP19 odkryto wczesniej

w obszarze regulatorowym genu kodu-

5'- ll ” <."ISSS* ISIE2 |11 |AGGTCATGCCCCA» fE o xhil Ekaon 11 £E-boxl 1-3*  JaC€g0 podjednostke a gonadotropiny
@ -290 - 233 -229 -199  -191 -183 -172 cs v B tozyskowej cztowieka [57], Biatko wig-
i ¢ aAg¢ zace sie z elementem TSE, poczatkowo

Rysunek 6. Mechanizm regulacji transkrypcji genu CYP19 w tozysku ludzkim. Opis w tekscie.
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nazwane TSEB, zostato zidentyfikowa-
ne przez innych autoréw jako iden-
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tyczne z czynnikiem transkrypcyjnym AP-2a (ang. activa-
tor protein~2a) [57]. Rodzina biatek AP-2 sktada sie z trzech
przedstawicieli: AP-2a, AP-2]3 i AP-2y kodowanych przez
rézne geny, z ktérych pierwsza i ostatnia izoformg ulegajg
ekspresji w tozysku cztowieka. W trakcie r6znicowania syn-
cytiotrofobtastu poziom izoformy AP-2y maleje, a izoformy
AP-2a wzrasta i wiasdnie izoformg AP-2a uzyskuje pozy-
cje dominujgca w syncytiotrofoblascie, w ktérym zachodzi
synteza estrogenow [58]. Element TSE2 wigze sie z biatkiem
GCM1 (ang. mammalian homologue of the Drosophila glia cells
missing protein) [56], Opisano dwie izoformy biatka GCM:
GCMI(GCMa) i GCM2(GCMb), przy czym tylko pierwsza
z nich wystepuje w tozysku, a ekspresja jej genu dotyczy
tylko syncytiotrofoblastu [59], Kolejnym zidentyfikowanym
elementem byta niekompletnie palindromowa sekwencja 5'-
-AGGTCATGCCCC-3' odpowiedzialna za stymulacje eks-
presji genu CYP19 przez retinoidy. Wigze ona heterodimer
sktadajacy sie z RXRa (ang. retinoid X receptor) i VDR (ang.
vitamin D, receptor) [60], Inne doniesienia wskazujg na to,
ze ekspresja receptoréw RXR i RAR wzrasta podczas proce-
su roznicowania cytotrofoblastu w syncytiotrofoblast [61].
Sugeruje to, ze retinoidy odgrywajg istotng role w regulacji
ekspresji genu CYP19 w czasie tworzenia syncytiotrofobla-
stu.

Ekspresja aromatazy w tozysku cztowieka jest regulowa-
na réwniez przez ilos¢ dostepnego tlenu [62]. W pierwszym
trymestrze cigzy w tozysku panuja warunki niedotlenienia
stymulujgce angiogeneze. Dopiero wytworzenie krgzenia
fozyskowego prowadzi do wzrostu ci$nienia parcjalnego
tlenu w tozysku. Wykazano, ze niedotlenienie hamuje za-
rowno réznicowanie cytotrofoblastu w syncytiotrofoblast
jak i ekspresje genu CYP19. Zasadniczym elementem tego
szlaku sygnalizacyjnego jest biatko Mash-2 (ang. mammalian
achaete/scute homologue 2) nalezgce do rodziny czynnikow
transkrypcyjnych typu bHLH (ang. basic helix-loop-helix).
Hamujacy wplyw na ekspresje genu aromatazy wywiera
ono przez co najmniej dwa inne czynniki transkrypcyjne
zawierajgce motywy bHLH i LZ (ang. leucine zipper): biatka
USF1 i USF2 (ang. upstream stimulatory factor) [62], Ich po-
ziom zalezy od ilosci obecnego w komdrce biatka Mash-2
i znaczaco wzrasta w komodrkach tozyskowych w niedo-
tlenieniu. Zwigzanie tych czynnikéw jako heterodimerow
do sekwencji E-box znajdujgcych sie w pozycjach -58 i +26
pz. w stosunku do miejsca startu transkrypcji prowadzi do
utworzenia kompleksu hamujgcego transkrypcje (Rys. 6).
Sugeruje sig, ze ekspresja czynnikéw USF jest regulowana
na poziomie translacji i/lub stabilizacji biatka [62].

Uwaza sig, ze istotng role w stymulacji ekspresji genu CYP19
odgrywa réwniez sekwencja wigzaca czynnik Spl potozona
miedzy -229 a -233 pz. od miejsca startu transkrypcji [63].
Poza cztowiekiem i naczelnymi ekspresja genu P450  za-
chodzi réwniez w tozysku ssakéw kopytnych. Jednak po-
rownanie sekwencji tozyskowych promotoréw cztowieka,
bydfa i innych kopytnych wykazato, ze nie wykazujg one
homologii [1,64].

PERSPEKTYWY

Intensywnie prowadzone w ostatnich latach badania
dotyczag zaréwno mechanizmu dziatania jak i regulacji eks-
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presji genu P450, . Badania nad mechanizmem dziatania
i strukturg aromatazy budza szczeg6lne zainteresowanie
w kontekscie prac nad nowymi inhibitorami aromatazy
wykorzystywanymi w terapii nowotworow piersi. Pewna
przeszkodg w tych badaniach jest fakt, ze wcigz nie zna-
my faktycznej struktury trzeciorzedowej enzymu. Dopiero
niedawno udato sie przeprowadzi¢ ekspresje genu CYP19
cztowieka w E. coli, ktérej produktem jest aktywny enzym
[65,66], Uzyskanie tg droga duzych ilosci rozpuszczalnego
enzymu prawdopodobnie umozliwi wkrotce poznanie pet-
nej struktury tego niezwyklego przedstawiciela tej rodziny
biatek oraz pozwoli na projektowanie coraz lepszych selek-
tywnych inhibitoréw tego enzymu.

Regulacja ekspresji genu P450 budzi bardzo duze
zainteresowanie ze wzgledu na unikatowy sposob wy-
korzystania wielu tkankowo specyficznych promotoréw.
Dzieki temu u cztowieka i kilku innych gatunkoéw ekspre-
sja jednego genu P450aun moze byé regulowana w catko-
wicie odmienny sposéb w réznych tkankach. Poznanie
mechanizméw regulacji pozwoli byé moze w przysztosci
na wytaczanie ekspresji genu P450aantylko w konkretnych
tkankach i narzgdach. Mozliwos$¢ ukierunkowanego wyga-
szania ekspresji genu P450  jest bardzo atrakcyjna przede
wszystkim dlatego, Ze tego typu postepowanie terapeutycz-
ne pozwolitoby uniknag¢ szeregu dziatan niepozgdanych
zwigzanych z niedoborem estrogenow w catym organizmie
cztowieka. Postepowanie terapeutyczne oparte na tkanko-
wo-specyficznej regulacji ekspresji genu CYP19 mogto by
znaleZ¢ zastosowanie w leczeniu raka piersi, endometriozy,
guzéw feminizujacych lub przedwczesnego dojrzewania
piciowego.
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Aromatase — key enzyme of estrogen biosynthesis
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ABSTRACT

Estrogens control a large range pivotal life functions as reproductive development and fertility, bone growth and sexual behavior. Aromatase
is a key enzyme of estrogen biosynthesis. The property, structure and reaction mechanism of aromatase as well as detailed structure of human
aromatase cytochrome P450 gene (CYP19) was discussed in this article. It was pointed that unique human CYP19 gene expression results from
presence of many tissue specific promoters and alternative splicing. The molecular mechanism of control aromatase cytochrome P450 gene
expression in various species ovaries, testes and human adipose tissue and placenta was discussed in details. Because of a very important role
of estrogen in breast cancer a molecular base of aberrant expression CYP19 gene in breast tumor and adipose tissue proximal to breast tumor
and potential possibility of pharmacological silencing of this gene expression was discussed in the article.
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Stowa kluczowe: motyw PPR, powtérzenia
helikatne, biatka wigzace RNA, organelle

Wykaz skrétéw: APC (ang. anaphase promoting
complex) — kompleks inicjatorowy anafazy;
CMS (ang. cytoplasmic male sterility) — cyto-
plazmatyczna meska sterylno$¢; EST (ang.
expressed sequence tag) — znaczniki sekwencji
ulegajacych ekspresji; LRP (ang. leucin rich pro-
tein) — biatko bogate w reszty leucyny; LRV
(ang. leucin rich variant) — motyw biatkowy
bogaty w reszty leucyny; PCMP (ang. plant
combinatorial and modular protein) — ros$linne
biatka zawierajace charakterystyczne motywy
sekwencji; PPR (ang. pentatricopeptide repeat)
— trzydziestopiecio-aminokwasowe powtd-
rzenie; ORF (ang. open readingframe) — otwar-
ta ramka odczytu; TPR (ang: tctratricopeptide
repeat) — trzydziestocztero-aminokwasowe
powtdrzenie; UTR (ang. untranslated region)
—region mRNA nie ulegajacy translacji
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STRESZCZENIE

iatka typu PPR nalezg do duzej rodziny biatek wigzacych kwasy nukleinowe, gtéwnie

RNA. Nazwa PPR (ang. pentatricopeptide repeat) pochodzi od wystepujacych w biatkach
zdegenerowanych, 35 aminokwasowych powtérzen sekwencji, utozonych tandemowo przy-
najmniej w jednej parze. Kazdy motyw PPR buduja dwie a helisy A i B, a tandemowe po-
wtdrzenie kilku motywow prowadzi do powstania superhelisy, ktéra zawiera bruzde lub tu-
nel bedace miejscem wigzania docelowej sekwencji. Biatka typu PPR kierowane sg gtéwnie
do mitochondriéw i plastydéw, gdzie sg przewaznie zaangazowane w procesy potranskryp-
cyjne i proces translacji. Wéréd biatek typu PPR znaleziono réwniez tzw. biatka ,restorery"”,
przywracajace ptodnos¢ roslin z cechg CMS (ang. cytoplasmic male sterility). Biatka typu
PPR moga tez petni¢ funkcje adaptoréow dla r6znych czynnikéw biatkowych oraz oddzia-
tywaé¢ z innymi motywami PPR lub z innymi biatkami. Geny biatek typu PPR znaleziono
we wszystkich analizowanych genomach eukariotycznych. Szczegélnie rozpowszechnione
sa w roslinach, gdzie stanowiag nawet 1-2% catego DNA.

WPROWADZENIE

W ostatnich latach dzieki poznaniu sekwencji nowych genoméw wykryto
wiele genéw biatek o nieznanych funkcjach. Opierajac sie na podobienstwie bu-
dowy, geny tych biatek zgrupowano w rodziny, co pozwolito tatwiej znalez¢
ich homologi w genomach innych organizmoéw [1], Jedng z takich nowo odkry-
tych rodzin genéw biatek jest rodzina PPR [2]. Chociaz pojedyncze geny PPR
opisywano wczesniej badajgc mutanty drozdzy i Neurospora crassa, to dopiero
po petnym poznaniu sekwencji genoméw okreslono ich liczebnosé [3,4]. W ge-
nomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowano dotychczas ponad 440 genéw ko-
dujacych biatka zawierajgce motywy PPR. Stanowig one 1-2% catego DNA tej
rosliny [1,2,5].

Geny biatek typu PPR rzadko zawierajg introny w obrebie sekwencji kodujg-
cej. W wiekszosci gendw, bo okoto 80%, wystepuje pojedynczy ekson, a tylko 7%
zawiera wiecej niz jeden intron. Introny znajduja sie zwykle poza strefg powtoé-
rzen, lub wystepujag w genach biatek, zawierajgcych motywy odbiegajace nieco
strukturg od typowego motywu PPR [5,6],

Geny biatek typu PPR znaleziono we wszystkich analizowanych genomach
eukariotycznych, aczkolwiek w réznej ilosci. Sg one szczegdlnie rozpowszech-
nione wsrod roslin wyzszych. W genomie A thaliana jest ich na przykiad oko-
to 70 razy wiecej niz w genomie cztowieka, a jak wynika z danych uzyskanych
dla ryzu, w innych roslinach moze ich by¢ znacznie wiecej (Tab. 1). Gendw tych
biatek nie wykryto dotychczas w organizmach prokariotycznych, z wyjatkiem
pojedynczego biatka znalezionego u Ralstonia solanacearum. Jego wystepowanie
jest prawdopodobnie spowodowane transferem horyzontalnym genéw [2,5,7],

Jak wynika z dotychczasowych danych literaturowych, biatka typu PPR na-
leza do grupy biatek wigzacych kwasy nukleinowe, zwitaszcza RNA; sg zaan-
gazowane gtéwnie w procesy potranskrypcyjne, zachodzace w mitochondriach
i plastydach. Oprécz biatek wykazujacych wysokie powinowactwo do RNA, zi-
dentyfikowano tez biatka PPR wigzace DNA [8,9]. Wsérod biatek typu PPR zna-
leziono réwniez tzw. biatka ang. ,,restorery", przywracajace ptodnosé u roslin
wykazujgcych ceche CMS. Analizujgc mutanty roslinnych biatek PPR wykry-
to, ze cze$¢ z nich wywiera wplyw letalny na rozwoj zarodkéw roslinnych, co
wskazuje, ze biatka te petnig takze istotna funkcje we wczesnym etapie rozwoju
rosliny [5,10]. Sadzi sie rowniez, ze biatka typu PPR uczestniczg w procesie re-
dagowania, ktéry wymaga zaangazowania duzej liczby specyficznych czynni-
kéw, wiekszosé z ktérych nie zostata jeszcze poznana [2,5,11-15],
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Tabela 1. Liczba biatek typu PPR w wybranych organizmach

Organizm Catkowita liczba Liczba biatek
genéw typu PPR
Homo sapiens 37,490 6
Drosophila melanogaster 17,087 2
Caenorhabditis elegans 20,673 2
Arabidopsis thaliana 28,581 470
Oryza sativa 74,385 655
Cyanidioschyzon merolae 4,772 10
Schizosaccharomyces pombe 5,010 6
Saccharomyeces cerevisiae 6,304 5
Trypanosoma brucei 16,757 19
Ralstonia solanacearum 5,129 1

CHARAKTERYSTYKA BIALEK TYPU PPR

Nazwa biatek typu PPR pochodzi od wystepowania
w nich zdegenerowanych, 35 aminokwasowych powto6-
rzen, utozonych tandemowo przynajmniej w jednej parze.
Liczba tych motywow sekwencji waha sie od 2 do 26 [2],
Biatka typu PPR zawierajg $rednio 642 aminokwasy [5].
W wiekszosci z nich na N-konicu wystepuje motyw sekwen-
cji docelowej kierujacej je albo do plastydow (19% biatek)
albo do mitochondriéw (54% biatek) [2,5]. Nie znaleziono
biatka typu PPR zawierajgcego sekwencje Kierujaca jedno-
czesnie do obu organelli [5]. Dla czesci tych biatek nie udato
sie ustali¢ ich lokalizacji komorkowej ani eksperymentalnie,
ani za pomocg metod bioinformatycznych. Przypuszcza
sie jednak, ze bardzo nieliczne biatka typu PPR wystepuja
w komdrkach roslinnych poza organellami [5].

Poziom ekspresji biatek typu PPR jest raczej maty, mozna
wiec przypuszczaé, ze ulegajg one ekspresji konstytutyw-
nej oraz, ze sa zaangazowane w powstawanie okreslonych,
specyficznych transkryptow. Wiekszos¢ z tych biatek nie
zawiera domen Kkatalitycznych, co sugeruje, ze moga one
petni¢ réwniez funkcje adaptoréw dla innych, aktywnie
dzialajacych czynnikéw. Nie wyklucza sie tez, ze motywy
PPR moga oddziatywa¢ z innymi motywami PPR lub inny-
mi biatkami (Rys. 1) [5], Motywy PPR znaleziono na przy-
ktad w N-koricowej domenie polimeraz RNA Homo sapiens
i Xenopus laeins. Sugeruje sie, ze odpowiadajg one za wigza-
nie sie innych czynnikéw biatkowych, tgczac w ten sposob
proces transkrypcji z procesem translacji [16].

a

/\J  biatko typu PPR W\
inne biatko adaptorowe
RNA

domena lub biatko katalityczne

Rysunek 1.Przyktady oddziatywan biatek typu PPR a) schemat przedstawia od-
dziatywanie z czasteczkag RNA, b) oddziatywanie z czagsteczkg RNA w obecnosci
dodatkowego czynnika (zmodyfikowano wg [5]).
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CHARAKTERYSTYKA MOTYWU PPR

Motyw PPR w biatkach budujg dwie a helisy: A i B. Sa-
dzi sie, ze helisa B odgrywa raczej role strukturalng a helisa
A uczestniczy w wigzaniu substratu. Tandemowe powto-
rzenie kilku motywow prowadzi do powstania superhelisy
zawierajgcej bruzde lub tunel. Reszty aminokwasowe, ktore
~wyscietajg" powierzchnie tej bruzdy majg prawie wyiacz-
nie charakter hydrofilowy, natomiast dot bruzdy zawiera
aminokwasy o tadunku dodatnim, co jak sadzi sig¢, moze
by¢ miejscem zwigzania liganda o charakterze hydrofilo-
wym i kwasowym [2], Szeroko$¢ bruzdy utworzonej przez
superhelise wystarcza aby pomiesci¢ pojedynczg czasteczke
RNA, ktorej rdzen fosforanowy wigze sie z dodatnio nafa-
dowang powierzchnig dotu bruzdy (Rys. 2) [2],

CHARAKTERYSTYKA SEKWENCIJI WYSTEPUJACYCH
POMIEDZY MOTYWAMI PPR

Biatka typu PPR zawierajg $rednio 12 motywo6w PPR uto-
zonych czesto w nieprzerwane tandemowe powtdrzenia,
obejmujace okoto dwdéch trzecich sekwencji catego biatka.
Motywy PPR albo przylegajg do siebie bezposrednio, albo
tez moga by¢ rozdzielone 60-75 aminokwasowymi sekwen-
cjami. Wsrod sekwencji rozdzielajgcych motywy PPR wy-
odrebniono dwa nowe motywy obejmujgce 31 oraz 35 lub
36 aminokwaséw. Oba motywy wykazujg podobieristwo do
motywu PPR i przestrzennie uktadajg sie réwniez w postaci
dwoch helis a. Motywy te znaleziono tylko w niektérych,
uprzednio zidentyfikowanych biatkach typu PPR i nazwa-
no odpowiednio PPR-S (ang. short) i PPR-L (ang. long).
W czesci biatek typu PPR motywy te utozone sg wzdiuz
catej sekwencji biatkowej w charakterystycznej kolejnosci:
P-L-S. Litera P oznacza w tym przypadku wiasciwy mo-
tyw PPR. Schemat takiego utozenia motywow znaleziono
we weczesniej scharakteryzowanej grupie biatlek o nazwie
AtPCMP. Biatka te zakwalifikowane zostaty do jednej gru-
py na podstawie analiz bioinformatycznych ze wzgledu na
wystepowanie w rejonie ich konca karboksylowego wysoce
konserwatywnego motywu D-Y-W [1],

CHARAKTERYSTYKA MOTYWOW OBECNYCH
NA C- KONCU BIALEK TYPU PPR

Jak wspomniano, N-kohcowa domena biatek PPR zawie-
ra zazwyczaj sekwencje docelowa, kierujaca biatko albo do
chloroplastéw lub do mitochondridow. W czesci C-kohcowej
bialek zidentyfikowano natomiast trzy charakterystyczne
motywy sekwencji: motyw E obejmujgcy 91 aminokwa-
sow, motyw E+ obejmujacy 33 aminokwasy i motyw DYW
obejmujacy 106 aminokwaséw. Znaleziono je odpowiednio
w 191, 145 i 87 biatkach A. thaliana [5], Motywy te, podob-
nie jak PPR-P i PPR-L, spotykane sg jedynie ws$rod biatek
typu PPR [1], Na podkreslenie zastuguje fakt, ze zostaty one
wykryte tylko wsrdd biatek PPR zawierajgcych powtdrze-
nia P-L-S. Utozone sg one w charakterystyczny sposob: 1)

motyw PPR
dwtyntlisgickaGrleeAlelfeeMkekGi.P

helisa A helisa B

Rysunek 2. Motyw PPR z zaznaczeniem aminokwaséw tworzacych helisy A i B.
Aminokwasy zachowawcze w ewolucji zaznaczono wielkimi literami (zmodyfi-
kowano wg [2]).
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Rysunek J. uiozeme motywow sekwencji w rodzime DialeK typu mi "¢ djsctiemat
przedstawia kolejno$¢ utozenia motywow towarzyszacych gtéwnemu motywo-
wi PPR, b) schemat biatka zawierajacego tylko gtéwny motyw PPR (zmodyfiko-
wano wg [5]).

motywy w tym samym biatku nie tworzg kopii wielokrot-
nych; 2) motywy obecne w poszczeg6lnym biatku zawsze
uktadajg sie wedtug schematu E-E+-DYW,; 3) motyw DYW
prawie zawsze poprzedza motyw E-E+, a motyw E+ za-
wsze poprzedza motyw E. Biorgc pod uwage te cechy wy-
odrebniono cztery podrodziny biatek typu PPR: 1) biatka
typu PPR nie zawierajace zadnego z trzech C-terminalnych
motywow; 2) biatka zawierajace tylko motyw E; 3) biatka
zawierajgce motyw E-E+; 4) biatka zawierajgce motyw E-
-E+-DYW (Rys. 3) [5],

Motywy obecne na C-kornicu bialek nie przypomina-
ja zadnych dotychczas poznanych motywoéw sekwencji.
Okazato sie tez, ze motywy E i E+ sg w znacznym stopniu
zdegenerowane, natomiast motyw DYW charakteryzuje
duza zachowawczo$¢ sekwencji, a wystepowanie w nim
wielu reszt cysteiny i histydyny pozwala przypuszczac, ze
motyw ten moze odgrywac role domeny katalitycznej [5].
Poniewaz genéw PPR nie stwierdzono dotychczas u proka-
riotow, wyklucza sie mozliwo$¢ ich pochodzenia od endo-
symbiotycznego przodka. Prawdopodobnie niewielka gru-
pa gendéw PPR wystepujaca u wszystkich eukariotow ule-
gta szczegodlnie duzej amplifikacji u roslin. Dotyczyto by to
rowniez gendw biatek zawierajagcych motywy E, E+, DYW,
PPR-L i PPR-S, ktére wystepuja tylko w krdlestwie roslin
[5,17]. Ciekawe, ze biatka PPR z motywami P-L-S pojawity
sie u mszakow ale nie stwierdzono ich dotychczas u Chla-
mydomonas. O ile sugeruje sie, ze powtorzenia typu P-L-S
moga by¢ wynikiem mutacji podstawowego motywu PPR,
to w przypadku motywéw obecnych na C-koncu biatek
typu PPR nie zaproponowano dotychczas zadnej hipotezy
ich pochodzenia.

PODOBIENSTWO BIALEK TYPU
PPR DO BIALEK TYPU TPR

Biatka typu PPR nalezg do rodziny biatek zawierajgcych
réznej dtugosci powtérzenia hetikalne. Moga one zawierac:
motyw Arm o dtugosci 42 aminokwasoéw [18], motyw HEAT
o dtugosci 39 aminokwasow, motyw LRV o dtugosci 24 ami-
nokwasow [19] lub motyw Puf o dtugosci 36 aminokwaséw
[20,21], wzglednie motyw TPR o dtugosci 34 aminokwasow
[22], Wszystkie te motywy sekwencji tworzg dwie lub trzy
a-helisy, ktorych powtodrzenia mogg tworzy¢ superhelisy.
Motywy HEAT, Arm i TPR uczestnicza w oddziatywaniach
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typu biatko-biatko, natomiast motywy Puf i PPR sg odpo-
wiedzialne za oddziatywania typu biatko-RNA [2,19]

Biatka typu PPR wykazujg szczegdlnie duze podobien-
stwo do biatek typu TPR (ang. tetratricopeptide repeat). R6z-
nice miedzy motywami PPR a TPR dotycza konca helisy
B, w miejscu potaczenia dwéch tandemowych powtérzen,
oraz zmian w sekwencji aminokwasowej helisy A (Rys. 4).

Biatka typu TPR zawierajg charakterystyczne, 34-amino-
kwasowe motywy sekwencji, wystepujgce czesto w postaci
od 2 do 16 tandemowych powtorzen. Kazdy motyw zawie-
ra dwie, antyréwnolegte a-helisy A i B, a tandemowe po-
wtdrzenia motywoéw TPR tworzg prawoskretng superhelise
co prowadzi do powstania amfipatycznego kanatu (bruzdy)
ktory jest miejscem oddziatywania z docelowym biatkiem.
Reszty aminokwasowe tworzgce bruzde pochodza od ami-
nokwaséw helisy A, natomiast na zewnatrz skierowane sg
reszty pochodzace zaréwno od helisy A jak i B. Pomimo, ze
motyw TPR jest raczej zdegenerowany, to w jego obrebie
znajduje sie 8 wysoce zachowawczych aminokwasow, ktére
petnia istotng role w zachowaniu struktury motywu. Sg to
aminokwasy: W, L, G, Y, A, F, A i P. Mniej zachowawcze
reszty aminokwasowe determinujg specyficzno$¢ oddziaty-
wan miedzyczasteczkowych lub wewnatrzczasteczkowych
z biatkiem docelowym [23-25],

Biatek typu TPR zidentyfikowano dwukrotnie mniej niz
biatek typu PPR. Wystepujg one w roslinach, u zwierzat,
w grzybach i bakteriach — gtownie cyjanobakteriach. Sa
obecne w cytoplazmie, jadrze komérkowym, mitochon-
driach, plastydach i peroksysomach, gdzie wchodza w sktad
kompleksow transportu, zwitaszcza importu, w sktad kom-
pleksu APC (ang. anaphase promoting complex) Kierujacego
biatka do degradacji; moga tez petni¢ funkcje chaperonéw,
regulatorow ekspresji genoéw, oddziatywaé z czynnikami
transkrypcyjnymi, uczestniczy¢ w wycinaniu intronow,
fatdowaniu biatek, cyklu komoérkowym czy neurogenezie
[23,25,26]. Przypuszcza sig, ze poszczeg6lne motywy TPR

motyw PPR

motyw TPR

Rysunek 4. Modele przestrzennego ufozenia motywdéw helikalnych w biatku
PPR i TPR. Kolorem zielonym zaznaczono reszty aminokwasowe odpowie-
dzialne za oddziatywanie z czasteczkg docelowa, natomiast kolorem niebieskim
reszty aminokwaséw hydrofobowych stabilizujagcych strukture motywoéw (wg
[http:// www.evry.inra.fr/public/projects/ppr/ppr_motif.htmI[).
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w danym biatku moga odpowiada¢ za oddziatywanie z r6z-
nymi biatkami [24,25].

Niektore roslinne biatka TPR, podobnie jak biatka typu
PPR uczestniczg w obrébce, stabilizacji transkryptéw lub
translacji genéw organellowych. Nalezy do nich biatko
Nac2 zaangazowane w obrébke i stabilizacje lub translacje
chloroplastowego transkryptu genu pshD [27], czy biatko
HCF107, ktére uczestniczy w plastydach A. thaliana w ak-
tywacji translacji biatek PsbB i PsbH [28]. Biatko Mbbl jest
natomiast skiadnikiem okoto 300 kDa kompleksu, ktory
w chloroplastach Chlamydomonas reinhardtii zwigzany jest
z wiasciwg obrobka pre-mRNA psbhB-pshT-pshH, oraz stabi-
lizacjg i/lub translacjg psbB [29,30].

BIALKA TYPU PPR WYSTEPUJACE W ORGANELLACH

Genom mitochondrialny koduje okoto 50 biatek, a genom
chloroplastowy okoto 100 —120 biatek zwigzanych z utrzy-
maniem wiasciwych funkeji organelli, gtéwnie oddycha-
niem i fotosyntezg. Wiekszo$¢ procesow, zwiaszcza procesy
potranskrypcyjne takie jak obrébka transkryptow jednostek
policistronowych, wycinanie intronéw, redagowanie, doj-
rzewanie 3' i 5' konca transkryptéw oraz inicjacja transla-
cji, przeprowadzajg biatka kodowane jagdrowo. Wiele ze zi-
dentyfikowanych dotad biatek jgdrowych wchodzi w skfad
podstawowych komplekséw biorgcych udziat w ekspres;ji
genoéw, natomiast cze$¢ uczestniczy tylko w okreslonych
etapach potranskrypcyjnej ekspresji pojedynczych specy-
ficznych ramek odczytu [31-36], W$éréd biatek mitochon-
drialnych i piastydowych, ktére wigzg sie do RNA i kierujg
ekspresjg gendw, znajdujg sie tez biatka typu PPR.

BIALKA TYPU PPR WYSTEPUJACE W MITOCHONDRIACH

Funkcje wielu biatek typu PPR wystepujacych w mito-
chondriach poznano juz stosunkowo dobrze. Nalezy do
nich miedzy innymi ludzkie biatko LRP130, ktére koordy-
nuje ekspresjg zarébwno gendéw jadrowych jak i mitochon-
drialnych. Biatko to zawiera 11 powtérzen motywu PPR,
analizujac mutanty pozbawione kolejnych powtdrzen, wy-
kazano, ze wigzanie do RNA moze nastgpi¢ juz w obecnosci
dwdéch, a nawet tylko jednego motywu PPR. Mutacja w ge-
nie biatka LRP130 wptywa na brak oksydazy cytochromu c,
co sugeruje, ze biatko to moze uczestniczy¢ w dojrzewaniu
mitochondrialnych RNA [37], Homolog biatka LRP130 my-
szy (mLRP130) wykazuje 75% identycznosci do biatka czto-
wieka i zawiera 9 motywéw PPR. Biatko mLRP130 wigze sie
specyficznie do jednoniciowego rejonu minisatelitarnego
DNA bogatego w cytozyny, zwiekszajac jego stabilnosé. Jest
to jedno z nielicznych doniesien o biatkach typu PPR wigza-
cych sie do DNA [9], Biatko typu PPR wigzgce sie do DNA
znaleziono réwniez w mitochondriach pszenicy. Biatko p63
wykazuje powinowactwo do rejonu promotorowego genu
cox2 i wptywa na zwiekszenie transkrypcji tego genu. [8],

Biatka typu PPR znaleziono takze w mitochondriach
grzybow. Na przykiad, bialko Cya-5 sktadajgce sie z 1136
aminokwaséw jest zaangazowane w potranskrypcyjng
ekspresje genu coxl w mitochondriach Neurospora crassa
[4], Inne biatko — PET309, o masie 98 kDa, zwigzane z we-
wnetrzng btong mitochondrialng Saccharomyces cerevisiae,
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oddziatuje z rejonem 5'UTR genu coxl i wplywa na jego
transkrypcje, stabilno$¢, a takze na inicjacje translacji doj-
rzatego transkryptu coxl [3,38],

BIALKA TYPU PPR WYSTEPUJACE W PLASTYDACH

W plastydach takze znaleziono szereg biatek typu PPR
wykazujgcych zrdéznicowang funkcje. Jednym z nich jest
biatko PGR3 wystepujace w plastydach Arabidopsis thalia-
na, ktére zawiera az 27 powtdrzen motywu PPR. W obre-
bie tych motywow zidentyfikowano trzy substytucje ami-
nokwasowe, a mianowicie: zamiane treoniny w izoleucyne
w motywie 15 (mutacja pgr3-1) i 12 (mutacja pgr3-2) oraz
zmiane leucyny w fenyloalaning w motywie 27 (mutacja
pgr3-3). W zaleznosci od wystepujacych mutacji zaobserwo-
wano rézne zmiany fenotypowe co wskazuje, ze w biatku
PGR3 rozne domeny PPR peinig odmienne funkcje. U ro-
$lin z mutacjg pgr3-1 i pgr3-2 transkrypt petL-petG, kodujacy
dwie mate podjednostki cytochromu b f staje sie niestabilny,
co wptywa na obnizenie aktywnosci cytochromu b jiograni-
czenie transportu elektronéw z fotosystemu Il do I. U roslin
z mutacja pgr3-l i pgr3-3 obnizona jest natomiast ekspresja
genu NdhH. Biatko PGR3 uczestniczy prawdopodobnie tak-
ze w translacji niektérych genéw ndh i w procesie potransla-
cyjnej stabilizacji kompleksu NDH. Biatko PGR3 wykazuje
wiec podwadjng funkcje — stabilizuje RNA i aktywuje pro-
ces translacji [39]. Podobne wiasnosci wykazuje znalezione
w kukurydzy biatko CRP1 zawierajgce 13 motywow PPR,
z ktérych 12 utozonych jest tandemowo. Biatko CRP1 Kiero-
wane jest do plastydéw, gdzie zaangazowane jest zaréwno
w obrébke genu petD jak i aktywacje translacji genu petA
i petD. Mutacja w genie crpl objawia sie brakiem cytochro-
mu b j i obnizeniem aktywnosci fotosystemu | [40,41].

Biatko P67 wyizolowane z siewek rzodkiewki, wykazu-
jace homologie z biatkiem CRP1, zawiera dwa motywy PPR
oraz motyw leucynowy przy C-koricu. Biatko to wigze sie
w plastydach do fragmentu RNA zwanego rBP, obejmuja-
cego pierwsze miejsce ciecia pre-rRNA. Rejon rBP tworzy
struktury drugorzedowe i jak wykazano eksperymentalnie,
zaburzenia struktur petli w tym rejonie znacznie redukujg
lub catkowicie uniemozliwiajg wigzanie P67. Sugeruje to, ze
wigzanie biatka P67 do rejonu rBP ma charakter oddziaty-
wania biatka ze strukturami drugorzedowymi RNA [42],

Niektore biatka typu PPR wystepujag w plastydach w postaci
ztozonych komplekséw lub dimeréw. Przyktadem pierwsze-
go typu biatek jest biatko PPR2, natomiast drugiego — biatko
HCF152. Biatko PPR2 o0 masie 60 kDa zlokalizowane w stromie
chloroplastéw kukurydzy wchodzi w sktad kompleksu o ma-
sie okoto 550 kDa. PPR2 zawiera 11 tandemowych powtorzen
motywu PPR. U roslin z mutacjg w genie ppr2 pojawia sie bie-
lactwo lisci, a na poziomie molekularnym obserwuje sie brak
produktow translacji podstawowych gendw plastydowych, na
przyktad: RUBISCO, podjednostki ATPAzy, PsbA, PsaD, PetA.
U roslin tych nie obserwuje sie rowniez niektérych RNA, jak:
16S rRNA, 5S rRNA, 4.5S rRNA oraz 5' fragmentu 23S rRNA,;
brak jest takze 12 dojrzatych czgsteczek tRNA. We wszystkich
tych przypadkach poziom transkryptéw pozostaje bez zmian,
co wskazuje, ze biatko PPR2 jest sktadnikiem aparatu transla-
cyjnego oraz aktywuje rybosomy lub uczestniczy w dojrzewa-
niu biatek rybosomalnych i tRNA w plastydach [43],
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Z kolei biatko HCF152 wystepujgce w chloroplastach
Arabidopsis thaliana w postaci homodimeru o masie 180
kDa zawiera 12 powtérzen motywu PPR. Dziewie¢ moty-
wow tworzy trzy tandemy. Okazalo sig, ze liczba i budowa
motywow PPR determinuje site i specyficzno$¢ wigzania
biatka HCF152 do RNA. Bardzo stabe wigzanie wystepu-
je juz w obecnosci dwo6ch powtorzen PPR, natomiast wraz
ze wzrostem ilosci motywoOw wzrasta sita wigzania biatko-
-RNA [44], Biatko HCF152 zaangazowane jest w endonukle-
olityczne ciecie w obrebie transkryptu psbH-petB i odpowia-
da za usuniecie intronu z petB lub stabilizacje transkryptu
petB po splicingu. Mutacja w genie hcfl52 wigze sie z nie-
prawidtowg obrébka pre-mRNA pshB-psT-pshH-petB-petD
i objawia sie brakiem cytochromu b j [44-46],

BIALKA TYPU PPR U ROSLIN Z CECHA
CYTOPLAZMATYCZNEJ MESKIEJ STERYLNOSCI

Cytoplazmatyczna meska sterylnos$¢ (CMS) jest cechg
dziedziczong droga mateczng. Rosliny z cechg CMS charak-
teryzujg sie brakiem lub produkcjg nieprawidtowego pyiku,
co w konsekwencji prowadzi do sterylnosci ro$liny. W ge-
nomie mitochondrialnym tych roslin wykrywa sie dodatko-
we, chimeryczne ramki odczytu. Za powr6t do ptodnosci
roslin odpowiadajg geny kodowane jgdrowo, zwane ,,resto-
rerami", ktére zmieniajg ekspresje gendw chimerycznych na
poziomie RNA lub biatka. Opisano juz kilka chimerycznych
gendéw odpowiadajgcych za sterylnos¢ roslin z cechg CMS,
jak réwniez zidentyfikowano odpowiednie geny biatek ,,re-
storerow". Czes$¢ z tych gendéw koduje biatka typu PPR.

W mitochondriach ryzu z cechg CMS, na przykiad, obec-
na jest nowa ramka odczytu atp6/orf79 obejmujaca gen atpé
oraz dodatkowo 5' fragment tego genu. W obecnosci genu
»restorera” Rf-1, transkrypt atp6/orp9 ulega nieprawidtowej
obrobce ijako niedojrzaty produkt nie ulega translacji. Nie-
obecnos¢ chimerycznego biatka wptywa na przywrdcenie
ptodnosci rosliny. Gen ,restorer" Rf-1 koduje biatko kie-
rowane do mitochondriéw, zawierajace 16 motywéw PPR,
z ktérych 14 jest utozonych tandemowo [47-49],

Za ceche CMS w mitochondriach petunii odpowiedzial-
ny jest chimeryczny gen pcf zawierajacy fragment genu atp9
i cox2. Okazalo sig, ze u roslin z przywrécong ptodnoscia
poziom biatka PCF zostaje obnizony okoto 10-krotnie w po-
rownaniu do roslin sterylnych. Za przywrdcenie ptodnosci
odpowiada biatko Rf-PPR592, zawierajgce 14 powtdrzen
motywu PPR. Motywy te utozone s3g w dwa tandemowe
zbiory —jeden zawierajacy 3 powtdrzenia, a drugi 11 po-
wtorzen [50],

Ceche CMS typu Ogura i Kosena u rzodkiewki i gatun-
ku Brassica wywotujg odpowiednio orfl38 ijego krétszy ho-
molog orfl25, oba zawierajace gen atp9 i orfB. U ptodnych
rewertantéw tych roslin zidentyfikowano gen ,restorer”
Rfo. Produktem tego genu jest biatko ORF687, zawierajace
16 motywéw PPR obejmujacych trzy grupy tandemowych
powtoérzen zlokalizowanych nastepujgco: 5 motywow przy
N-koncu, 7 w czesci centralnej i 4 w rejonie C-konca biatka.
U roslin z przywrocong ptodnoscig obserwuje sie obnizo-
ny poziom biatka ORF138 i ORF125, co wskazuje, ze biatko
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ORF687 dziata na etapie obrobki translacyjnej lub potransla-
cyjnej [6,51,52].

Jak wida¢, geny ,restorery” ryzu, petunii i rzodkiewki
wykazuja podobny mechanizm dziatania — hamujg eks-
presje gendw lub obnizajg poziom nieprawidtowych biatek
zwigzanych z cechg CMS. Motywy PPR w genach ,resto-
rerow" wykazujg wyzszy stopien homologii (w przypad-
ku kilku aminokwaséw) w poréwnaniu do motywow PPR
znalezionych w innych biatkach. Biorac pod uwage fakt, ze
mechanizm dziatania wiekszosci genéw ,,restorerow" jest
podobny, oraz to, ze ich konsensusowy motyw PPR jest wy-
soce zachowawczy, mozna wnioskowac, ze geny te stano-
wig pewng charakterystyczng podgrupe biatek typu PPR, co
mozna wykorzysta¢ w poszukiwaniu innych ,,restoreréw".

INNE BIALKA TYPU PPR

W przypadku czesci nowo odkrytych biatek typu PPR
nie okreslono jeszcze ich lokalizacji komorkowej, a takze nie
zbadano doktadnie petnionych przez nie funkcji. Dotyczy to
miedzy innymi biatka genu AtC40, kontrolujacego kwitnienie
Arabidopsis thaliana, ktére zlokalizowano w lisciach tej roéliny.
Biatko to zawiera 12 tandemowych powt6rzen motywu PPR
oraz domene kinazy serynowo-treoninowej. Przyjmuje sie,
ze funkcjg domeny kinazowej moze by¢ fosforylacja biatka
(biatek) oddziatujgcego nastepnie z domeng PPR [53]. W Ara-
bidopsis thaliana zidentyfikowano ostatnio biatka zaangazo-
wane w proces embriogenezy. Nalezy do nich 7 biatek typu
PPR, ktore odgrywaja istotng role w rozwoju zarodkéw tej
rosliny. Mutacje w genach tych biatek wywotuja rézne efek-
ty fenotypowe: od $mierci we wczesnym stadium rozwoju
zarodka do drastycznych zmian morfologicznych w pézniej-
szych stadiach rozwoju A. thaliana [10].

Z kolei w genomie maszaka EST (ang. expressed sequence
tag) Physcotnitrella patens znaleziono 36 EST dla biatek typu
PPR. Okoto potowa z nich zawierata motywy Kierujgce je do
mitochondriéw, a tylko w czterech zidentyfikowano motywy
kierujgce do plastydow. Pie¢ z biatek scharakteryzowano i oka-
zalo sie, ze zawierajg one od 6 do 14 powtorzeri motywu PPR.
Poniewaz nie znaleziono homologéw tych biatek wsréd biatek
typu PPR ryzu, sadzi sig, ze sg one unikatowe dla mszakdw.
Dwa z biatek, ktére zlokalizowano w piastydach, a mianowicie:
PPR513-10 i PPR566-6, wykazywaly zréznicowang ekspresje
podczas wzrostu rosliny w réznych warunkach swietlnych, co
wskazuje, ze kazde z nich moze petni¢ odmienng funkcje [54].

Natomiast u Drosophila melanogaster wykryto biatko BSF,
ktore zawiera 7 kopii motywu PPR, przy czym 3 powtorze-
nia tandemowe sg zlokalizowane przy N-korcu, a4 rozrzu-
cone w obrebie C-konca. Biatko BSF wigze sie specyficznie
do struktur drugorzedowych wystepujacych w domenach
IV i V rejonu 3' UTR transkryptu genu bed kodujacego biat-
ko ,,bieoid" uczestniczace w procesie embriogenezy oraz
petni funkcje stabilizujagcg MRNA tego genu [55],

BIALKA ZAWIERAJACE MOTYW PRZYPOMINAIJACY PPR

Do biatek tego typu nalezy miedzy innymi biatko CRR2
znalezione w Arabidopsis thaliana. Biatko to nalezy do rodzi-
ny PCMP (ang. plant combinatorial and modular protein), licza-
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cej okoto 200 biatek, ktorej sekwencje genéw obejmujg 1%
genomu A. thaliana [1], Biatka PCMP zawierajg charaktery-
styczne motywy sekwencji utozone tandemowo i sg blisko
spokrewnione z biatkami typu PPR. Biatko CRR2 kierowa-
ne jest do plastydéw gdzie odpowiada za wiasciwg obrdb-
ke czasteczki pre-mRNA obejmujacej geny rps7 i ndhB oraz
prawidtowag translacje ndhB [56],

Inne biatko, Thc2, wymagane do inicjacji translacji genu
psbC Chlamydomonas reinhardti, posiada 9 kopii zdegenero-
wanego, 38-40 aminokwasowego motywu, ktdry nie jest ani
motywem PPR ani TPR. W czesci C-koncowej tych 9 moty-
wow znajduje sie konserwatywna sekwencja PPPEW, kto-
ra wykazuje homologie z motywami PPR wystepujacymi
w biatku CRP1 kukurydzy [57],

UWAGI KONCOWE

Biatka typu PPR sg wyjatkowo duza i zréznicowang ro-
dzing biatek wigzacych kwasy nukleinowe, gtéwnie RNA.
Pomimo, ze zebrano juz stosunkowo duzo danych o budo-
wie i funkcji tych biatek, wcigz wymagane sg dodatkowe
badania genetyczne, biochemiczne i strukturalne, zeby le-
piej okredli¢ ich funkcje biologiczng. Konieczne jest miedzy
innymi przeprowadzenie wiegkszej ilosci eksperymentéw
w celu zidentyfikowania wiasciwych ligandow, szczegol-
nie in vivo, oraz poznanie mechanizmu interakcji pomiedzy
biatkami typu PPR a mitochondrialnym RNA, jak rowniez
lepsze oszacowanie biologicznej roli tych biatek w roslinach.
W celu okres$lenia wptywu liczby tandemowych powto6rzen
motywu PPR na rozmiar tworzacej sie bruzdy (tunelu) oraz
na rodzaj oddziatywan i ich trwato$¢ z docelowymi cza-
steczkami konieczne jest przeprowadzenie dodatkowych
badan strukturalnych. Wazne byto by réwniez poznanie roli
poszczeg6lnych motywoéw PPR w tych interakcjach. Z kolei
poznanie struktury krystalicznej komplekséw biatek typu
PPR z docelowymi czasteczkami oraz przeprowadzenie
ukierunkowanej mutagenezy pozwolito by takze lepiej po-
zna¢ mechanizm oddziatywania z ligandem oraz otworzyto
by mozliwos¢ ingerencji w takie oddziatywanie.
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ABSTRACT

PPR proteins belong to large family of nucleic acid binding proteins, mainly RNA-binding proteins. Their name is defined by the presence
of so-called pentatricopeptide repeat (PPR), a degenerate 35-aminoacid repeats containing from 2 up to 26 such motifs arrayed in tandem of
at least in one pair. PPR motif consists of two a helices A and B forming a superhelix enclosing a groove or tunnel which is likely to be the
ligand-binding site. PPR proteins are targeted mainly to mitochondria and chloroplasts where they are mainly involved in posttranscriptional
processes and translation. Among PPR proteins they were also found restorer gene products which restorer pollen fertility. Some PPR proteins
play roles as adaptors and partner in protein-protein interaction. PPR protein genes were discovered in all analyzed eukariotic genomes. They
are especially abundant in plants.
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Biatka przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw
uczestniczgce w procesie apoptozy

STRESZCZENIE

itochondria, obok podstawowej funkcji zwigzanej z transformacjg energii zawartej

w substratach w czasteczki ATP, okazaty sie osrodkami decyzyjnymi w sygnalizacji
apoptotycznej komorek. Organelle te, po otrzymaniu sygnatu $mierci ulegajg przemianom,
w wyniku ktérych uwalniajg sie z nich biatka niezbedne dla przebiegu apoptozy na szlaku
mitochondrialnym. Niniejszy artykut przegladowy dotyczy charakterystyki i funkcji biatek
apoptogennych uwalnianych z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw, tj. kaspaz, cyto-
chromu ¢, Smac/DIABLO, proteazy serynowej Omi/HtrA2, AIF oraz endonukleazy G.

WPROWADZENIE

Apoptoza jest prawidtowym procesem fizjologicznym, genetycznie progra-
mowanym, umozliwiajgcym usuwanie komorek zbednych podczas réznico-
wania i organogenezy [1-3]. Proces ten zapewnia eliminacje komorek niepra-
widtowych, niefunkcjonalnych, btednie umiejscowionych, zainfekowanych
czy uszkodzonych [1,4]. Charakteryzuje si¢ niezwyktg ré6znorodnosciag zarow-
no czynnikéw, ktdre indukuja proces, jak i szlakow, ktérymi moze przebiegac.
Obecnie akceptuje sie poglad, ze w komérkach, w ktérych zostaje wiaczony
program apoptozy proces jest inicjowany gtéwnie z udziatem 1) bton komadrko-
wych (z wystepujgcymi w nich receptorami $mierci; tzw. $ciezka zewnetrzna;
receptorowa) oraz 2) mitochondriow (Sciezka wewnetrzna; mitochondrialna)
[4-6], W mitochondriach komérek apoptotycznych dochodzi do zmian integral-
nosci ich btony, co zwykle poprzedza klasyczne symptomy $mierci. Te zmiany
dotyczg zaréwno btony zewnetrznej (OMM), jak i wewnetrznej (IMM) i prowa-
dzg do spadku potencjatu transbtonowego tych organelli (AT/J i uwolnienia
do cytosolu umierajacych komoérek biatek z przestrzeni miedzybtonowej mito-
chondriow (IMS) [6,7]. Wcigz rosnaca liczba endogennych, wirusowych, kseno-
gennych czynnikéw wykazuje dziatanie na te istotne dla pozyskiwania energii
struktury komoérkowe, zmieniajac ich przepuszczalnosé. W wielu typach komo-
rek transdukcja sygnatu Smierci wigze sie z bezposrednim dziataniem na tzw.
megakanaty mitochondrialne (MPTP). Stanowig one wielobiatkowe kompleksy
budujgce zaréwno zewnetrzng, jak i wewnetrzng btone, wsrdd ktérych czesé
wchodzi w ztozone oddziatywania z biatkami rodziny Bcl-2, np. Bcl-2, Bax, Bid
[8,9], Cztonkoéw tej rodziny cechuje aktywnos$¢ aktywatoréw badz inhibitoréow
$mierci [3,10,11]. W umierajagcych na drodze apoptozy komdrkach otwieranie
megakanatdw mitochondrialnych przyczynia sie m.in. do zalamania AT* , wy-
ptywu z macierzy jonéw Ca2; zredukowanego poziomu glutationu i uwalniania
z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw biatek apoptogennych [6,7,12,13].
Biatka uwalniane z przestrzeni miedzybtonowej to m.in. zymogeny enzyméw
efektorowych apoptozy — kaspaz (-2, 3, -8, -9) [6,14,15], ich aktywatory (cyto-
chrom ¢, Smac/DIABLO, niektore biatka szoku termicznego) [16-18] oraz nieza-
lezne od kaspaz efektory Smierci (biatko AIF, endonukleaza G) [19,20]. Na wy-
dtuzajacej sie liscie biatek uwalnianych z przestrzeni miedzybtonowej znajduje
sie zidentyfikowana niedawno proteaza serynowa HtrA2/0mi, uczestniczaca
w zaleznej i niezaleznej od kaspaz apoptozie [21] (Rys. 1). Czynniki uwalniane
do cytosolu uczestniczg w przekazywaniu sygnatu $mierci lub wigzg sie z biat-
kami — inhibitorami apoptozy z rodziny IAP. Ostateczny efekt — realizacja
programowanej $mierci lub przekazanie sygnatu przezycia jest wypadkowg od-
dziatywan licznych pro- i antyapoptotycznych sktadnikéw komérki [7,10,13],

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA | FUNKCJE APOPTOGENNYCH
BIALEK PRZESTRZENI MIEDZYBLONOWEJ] MITOCHONDRIOW

Zgodnie z aktualng wiedza apoptoza moze przebiegac z lub bez uczestnictwa
proteaz cysternowych — kaspaz, ktére przez lata uznawano za gtéwne enzy-
my uczestniczace w degradacji umierajgcych komorek [22,23]. Udziat lub brak
w przebiegu programowanej $mierci tych enzymow stat sie podstawg podzia-
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(ang. apoptosis protease-activating factor-1)
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apoptozy; Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/lympho-
ma-2) — biatko rodziny Bcl-2; CARD (ang.
caspase recruitment domain) — domena wer-
bunku kaspaz; cyt ¢ — cytochrom c; IAP (ang.
inhibitory apoptosis protein) — inhibitor apopto-
zy; IBM (ang. IAP-binding motif) —motyw wig-
zacy IAP; IMM (ang. inner mitochondrial mem-
brane) — wewnetrzna btona mitochondrialna;
IMS (ang. intermembrane space) — przestrzen
miedzybtonowa mitochondriéw; MPTP (ang.
mitochondrial permeability transition pore) — me-
gakanal mitochondrialny; Omi/HtrA2 (ang.
high temperature requirement protein A2) — pro-
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447


mailto:zkilian@biol.uni.lodz.pl

Biatko/funkcije

Cyt c; kofaktor i stymulator
autooligomeryzacji Apaf-1;
“wymusza” zmiany konformacyjne
Apaf-1 sprzyjajace wigzaniu
Apaf-1 i aktywacji prokaspazy-9
Apoptosom

Kaspaza-9 > Kaspaza-9; aktywator kaspaz
wykonawczych (-3, -6, -7)
Kaspaza-2 Kaspazy; glqune efekyory fazy
wykonawczej; katalizujg auto-
Kaspaza-3, badz heteroaktywacje kaspaz
Kaspaza-8

(m in. kaspaza-2, -8 - kaspazy
Prokaspaza-9 inicjatorowe, kaspaza-3 - gtéwny
.
Prokaspaza-2 enzym fazy wykonawczej apoptozy)
Prokaspaza-3

ytc
Cy {, = Prokaspaza-8
.
aa Bak Y Bak ~ Smac/DIABLO; inhibitor biatek
Bax_ J" Bai IAP; stabilizacja aktywnos$ci kaspaz
Bel-2 4
Bel-X, ks
MM - A Omi/HtrA2; inhibitor biatek IAP;
dokonuje proteolizy sktadnikéw
. btony mitochondrialnej prowadzac
do wzrostu jej przepuszczalnos$ci
OMM

. A
Kardiolipina
)
Kardiolipina _°

<Bel-2

B

AIF; induktor peryferycznej
kondensacji chromatyny oraz
fragmentacji DNA do odcinkéw
o dtugosci 50 kpz

APOPTOZA

Endonukleaza G; nukleoliza
jadrowego DNA do odcinkéw
oligonukleosomowych; promuje

Endonukleaza G uwalnianie prokaspazy-9

Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy udziat biatek przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriéw w przebiegu apoptozy.

tu apoptogennych czynnikéw przestrzeni miedzybtonowej
mitochondridw na dwie klasy: 1) zalezne od kaspaz (cyto-
chrom ¢, Smac/DIABLO) i 2) niezalezne od kaspaz (AIF,
endonukleaza G) [7]. W podziale tym nie miesci sie prote-
aza serynowa Omi/HtrA2, ktoérej aktywnos$é wykrywa sie
w komorkach realizujacych program apoptotyczny, zaréw-
no bez jak iz udziatem kaspaz [7,21,24].

KASPAZY

Wszystkie zidentyfikowane dotad kaspazy syntetyzo-
wane sg w komadrkach w formie zymogenéw o m.cz. 30-55
kDa [14,15,22]. Do aktywacji czasteczek prokaspaz, ktére za-
wierajg prodomene oraz podjednostki — wiekszg (a; 17-20
kDa) i mniejszg (3 9-12 kDa) wymagana jest seria proteoli-
tycznych cie¢, w pierwszej kolejnosci doprowadzajacych do
rozdzielenia podjednostek, a nastepnie usuniecia prodo-
meny, po ktorej dochodzi do heterodimeryzacji [5,25]. Ak-
tywne kaspazy funkcjonujg jako heterodimery, w ktérych
kazdy monomer zawiera podjednostke a i [3oraz konserwa-
tywna sekwencje QACXG w centrum aktywnym. Kaspazy
zaangazowane w proces apoptozy dzieli sie na dwie gru-
py: inicjujace (-2, -8, -9, i -10) oraz wykonawcze (-3, -6 i -7)
[22,25], W aktywacji kaspaz inicjujacych biorg udziat biatka
adaptorowe, np. Apaf-1 (ang. apoptosis protease-actiuating
factor-1) czy FADD (ang. Fas-associated death domain). Z ko-
lei aktywne kaspazy inicjujgce, uczestniczace w réznych
szlakach apoptotycznych, aktywujg kaspazy wykonawcze,
ktére dokonujg proteolizy licznych biatek komoérkowych, co
prowadzi nieuchronnie do biochemicznych i morfologicz-
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nych symptomodw apoptozy [2,3,5]. W niniejszym artykule
zostang przedstawione dane zwigzane z udziatem kaspaz
w przekazywaniu sygnatu na szlaku mitochondrialnym
oraz ich mitochondrialng lokalizacja.

Udzial kaspaz w przekazywaniu sygnatu S$mierci.
W wigkszosci komorek aktywacja kaspaz jest rozwazana
jako warunek przebiegu apoptozy. Na szlaku mitochon-
drialnym inicjowanym przez rozmaite bodzce dochodzi
do otwarcia megakanatdw mitochondrialnych i do spad-
ku AWr [3,8,9]. Istotng role w uprzepuszczelnianiu btony
zewnetrznej mitochondriow odgrywajg proapoptotyczne
biatka rodziny Bcl-2, takie jak: Bax, Bak, Bid, Bim czy Hrk
[8,10,11,25], Uwolnienie z przestrzeni miedzybtonowej mi-
tochondriéw do cytosolu biatek apoptogennych, w tym
przede wszystkim cytochromu c i prokaspazy-9, stwarza
mozliwosé asocjacji z kluczowym aktywatorem prokaspa-
zy-9 — Apaf-1 (z udziatem ATP/dATP) i utworzenia kom-
pleksu, opisywanego jako apoptosom [26,27],

Nalezy podkresli¢, ze przekazywanie sygnatu $mierci
inicjowane pobudzeniem receptoréw btonowych (Fas, TNF-
-RI, TRAIL-R1, TRAIL-2) moze przebiega¢ w niektdrych ty-
pach komorek z udziatem mitochondridw [1,28,29]. Zwiagza-
nie ligandu z receptorem rozpoczyna szlak receptorowy, na
ktorym sygnat Smierci jest przekazywany na biatko adapto-
rowe (np. FADD), co prowadzi do utworzenia kompleksu
DISC (ang. death inducing signalling complex), w ktéorym ma
miejsce aktywacja prokaspazy-8/-10 (przez autoproteoli-
ze i oligomeryzacje). W klasycznym szlaku receptorowym
apoptozy aktywna kaspaza-8/-10 (a takze inne proteazy np.
granzym B) dokonujg proteolizy kaspaz wykonawczych (-3,
-6, -7), ktére formujg aktywne heterotetramery. Z kolei ak-
tywne kaspazy wykonawcze uczestniczg w proteolitycznej
degradacji réznych biatek komérkowych, wsréd ktérych
znajdujg sie inne kaspazy, co prowadzi do tzw. rozgate-
zionej kaskady kaspaz. Uwaza sig, ze wystepowanie takich
kaskad, ktore przyczyniaja sie do wzmocnienia sygnalizacji
apoptotycznej moze by¢ niezbedne dla petnego przebiegu
fazy wykonawczej apoptozy [1,3,22,23], Stwierdzono, ze
w pewnych typach komoérek kaspaza-8 moze dokonywaé
proteolizy biatka Bid. Ciecie przez te kaspaze uwalnia ak-
tywny polipeptyd, opisywany jako Bid pl5 lub tBid (ang.
truncated Bid) [28], Zaktywowany tBid moze oddziatywac
z proapoptotycznymi biatkami rodziny Bcl-2 (m.in. Bax,
Bak), ktére po zmianach konformacyjnych moga jako oligo-
mery wigczac sie w zewnetrznag btone mitochondrialng for-
mujac pory, przez ktére wyptywajg z przestrzeni miedzy-
btonowej mitochondridéw biatka apoptogenne, wsérdd nich
cytochrom c i prokaspaza-9 [10,11,30], Kolejne zdarzenia
w przekazie sygnatu $mierci, po utworzeniu apoptosomu,
biegna jak na szlaku mitochondrialnym.

Mitochondrialng lokalizacja kaspaz. Wewnatrzkomor-
kowe rozmieszczenie aktywnych kaspaz czy ich zymoge-
noéw jest zwykle odmienne, co wydaje sie by¢ naturalnym
zabezpieczeniem przed przypadkowsg S$miercig. Potwier-
dzono, ze prokaspazy-2, -3, -8 i -9 moga wystepowac za-
rowno w przestrzeni miedzybtonowej mitochondridw, jak
i cytosolu, badz organellach komérkowych [14,15,22,31],
Wykazano, ze prokaspaza-8 i -9 moga wystepowac rowniez
w jadrach komoérkowych [14,15], a prokaspaza-2 — w jg-
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drach i aparacie Golgiego [6,32], W wiekszosci komorek po
uzyskaniu sygnatu smierci prokaspazy sg uwalniane do cy-
tosolu, w ktérym dochodzi do ich aktywacji. Cze$¢ aktyw-
nych czasteczek enzyméw przemieszcza sie do organelli,
w ktérych aktywujg inne prokaspazy, proteazy czy endonu-
kleazy (np. DFF/CAD; ang. DNAfragmentation factor/caspase
activated deoxyribonuclease) [5,22]. Na podkreslenie zastuguje
obserwacja zmian lokalizacji aktywnych kaspaz-3 i -9 w fi-
broblastach cztowieka (linia GM701) czy komérkach nowo-
tworowych prostaty (linie LNCaP, PC3), indukowanych do
apoptozy roéznymi czynnikami [15]. Wiaczenie do analiz
frakcjonowania komorek i techniki Western biot pozwolito
ujawnic, ze dojrzate czasteczki kaspazy-3 i -9 pojawiajg sie
w mitochondriach po ich translokacji z cytosolu badz orga-
nelli komérkowych. W badanych komoérkach odnotowano
stosunkowo szybkie uwalnianie do cytosolu prokaspaz-3
i -9, cytochromu c i hsp 60 oraz nieco p6zniejsze — produk-
tow proteolizy kaspazy-3 (pl7 i p20) i kaspazy-9 (p35/37).
Przemieszczenie tych apoptogennych czynnikéw w znacz-
nym stopniu hamowata obecnos¢ cyklosporyny A — inhi-
bitora otwierania megakanatéw. Zaproponowany przez
Chandre i Tanga [15] model ilustruje dynamike przeptywu
czasteczek w umierajgcych komoérkach i zaktada mozliwosc,
ze dojrzate kaspazy-9 i -3, po przemieszczeniu z cytosolu
do przestrzeni miedzybtonowej aktywujg mitochondrialne
prokaspazy-9 i -3 na zasadzie dodatniego sprzezenia zwrot-
nego, biorgc nastepnie udziat w apoptotycznej degradacji
biatek mitochondrialnych (Rys. 2).

Zaskoczeniem stato sie wykrycie lokalizacji prokaspazy-8
w mitochondriach komérek podscieliska u myszy, induko-
wanych do apoptozy czynnikiem martwicy nowotworu —
TNFa [14]. Kaspaza-8 w formie aktywnej (obok kaspazy-10)
jest uznanym enzymem w przekazywaniu sygnatu $mierci
na szlaku receptorowym [1,4]. Mitochondrialng lokaliza-
cje prokaspazy-8 w badanym modelu apoptozy potwier-
dzono stosujac znakowanie tego proenzymu koloidalnym
ztotem i obserwowanie jego rozmieszczenia w mikroskopie
elektronowym [14]. Z kolei, analiza submitochondrialnego
rozmieszczenia prokaspazy-8 wykazata jej znaczne nagro-
madzenie w wewnetrznej btonie mitochondrialnej i nieco
nizsze w przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw oraz
w macierzy tych organelli. Sledzenie w czasie przebiegu
apoptozy wykazato spadek poziomu ekspresji prokaspazy-8
i cytochromu ¢ (technika Western biot) w mitochondriach
z rébwnoczesnym wzrostem immunoreaktywnosci obydwu
biatek w cytosolu i pojawieniem sie w nim produktéw pro-
teolizy prokaspazy-8 (p20). Wprowadzenie do hodowli ko-
morek z zainicjowang apoptozg cyklosporyny A hamowato
w znacznym stopniu wyptyw do cytosolu prokaspazy-8,
bez zmian w ilosci uwalnianego cytochromu c. Biochemicz-
nym potwierdzeniem apoptozy badanych komoérek byita
odnotowana w czasie rozlegta fragmentacja DNA. To sy-
gnalne doniesienie o mitochondrialnej lokalizacji prokaspa-
zy-8 wymaga zapewne dodatkowych badan wyjasniajacych
fizjologiczng potrzebe jej wystepowania w tych strukturach.
Qin i wsp. [14] postulujg, ze ,,zamykanie" prokaspazy-8
w mitochondriach moze stanowi¢ dla niektorych typéw
komorek mechanizm zabezpieczajacy odpowiedni jej po-
ziom, gdy znacznie obnizy sie jej pula w cytosolu. Badacze
ci sugerujg, ze wiasnie prokaspaza-8 moze uczestniczy¢
w dodatkowym szlaku apoptozy, w ktérym mitochondria
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Rysunek 2. Hipotetyczny model zmian lokalizacji biatek apoptogennych
w umierajacych komdérkach (opracowano na podstawie [15]). W mitochondriach
komoérek apoptotycznych dochodzi do zmian przepuszczalnosci bton, spadku
potencjatu transbtonowego (AT1) oraz wyptywu z przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriéw proapoptotycznych biatek, w tym prokaspaz (-3, -9) i cytochro-
mu ¢, uwolnionego od oddziatywania z kardioliping. Cytochrom c, w obecnosci
ATP/dATP, formuje kompleks z cytosolowym biatkiem Apaf-1 — apoptosom,
w ktérym ulega aktywacji prokaspaza-9. Aktywny enzym dokonuje proteolizy
kaspaz wykonawczych (np. prokaspaza-3) i innych biatek komérkowych (odpo-
wiedZ pierwotna oznaczona kolorem zielonym). Czasteczki aktywnej kaspazy-9
i -3 moga ponownie przemies$ci¢ sie do przestrzeni miedzybtonowej mitochon-
driéw i jak sie przypuszcza aktywowacé kolejne czasteczki prokaspaz-9 i -3 (od-
powiedZ wtérna oznaczona kolorem czarnym) i bra¢ udziat w degradacji biatek
mitochondrialnych, co prowadzi do dezintegracji funkcji mitochondriéow; CsA
— cyklosporyna A.

»wzmacniajg" sygnat smierci szlaku receptorowego. Spra-
wa otwartg pozostaje okreSlenie czynnika wyzwalajgcego
wyptyw prokaspazy-8 z mitochondriéw komérek stymulo-
wanych do apoptozy TNFa. Jednym z nich moze by¢ biat-
ko Bid, ktére w cytosolu ulega proteolizie przez kaspaze-8
i jako tBid przemieszcza sie do bton mitochondriéw, gdzie
moze uczestniczy¢ w formowaniu poréw, wspélnie z inny-
mi biatkami rodziny Bcl-2, przez ktére mogag uwalniac sie
biatka proapoptotyczne, w tym prokaspaza-8 [8,11,14],

CYTOCHROM C

Dla cytochromu c, powszechnie znanego skitadnika tan-
cucha oddechowego, wykryto w potowie lat 90. ubiegtego
stulecia inng funkcje, tj. aktywatora czasteczek kaspaz, co
znalazto odbicie w nazwie i symbolu opisujgcym to biatko
— Apaf-2 (ang. apoptosis protease activating factor-2) [16,26].
Cytochrom c pojawia sie w formie aktywnej w przestrzeni
miedzybtonowej mitochondriéw dzieki katalitycznej ak-
tywnosci syntazy hemowej, ktora przytacza uktad hemowy
wigzaniami tioestrowymi do apocytochromu c, zsyntety-
zowanego na rybosomach z wykorzystaniem jgdrowo-ko-
dowanego mRNA [33], Ten niskoczasteczkowy polipeptyd
(104 aa, m.cz. 13 kDa) moze wystepowa¢ w mitochondriach
w formie niezwigzanej — rozpuszczalnej, badZ zwigzanej
przez asocjacje z kardioliping ich btony wewnetrznej [34],
Kardiolipina, bogaty w nienasycone wyzsze kwasy ttusz-
czowe fosfolipid anionowy, wystepuje w mitochondriach,
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gtéwnie badz wyltgcznie w wewnetrznej blonie [25], Wig-
zanie kardiolipiny z cytochromem c odbywa sie dzieki od-
dziatywaniom elektrostatycznym i hydrofobowym. Obecnie
uwaza sie, ze dysocjacja cytochromu c z potgczen z kardioli-
ping stanowi krytyczny etap w jego uwalnianiu do cytosolu
podczas apoptozy [34-36], Wykazano, ze w czgstkach sub-
mitochondrialnych komérek serca wotu eksponowanych na
dziatanie reaktywnych form tlenu, powstajgcych podczas
mitochondrialnego utleniania bursztynianu w obecnosci
antymycyny A, dochodzi do dysocjacji z tych struktur cyto-
chromu c z rbwnoczesng utrata kardiolipiny [36]. Zjawisko
to byto znoszone w obecnosci dysmutazy ponadtlenkowej
i katalazy. Dysocjacja hemoproteiny z tych struktur wydaje
sie by¢ spowodowana peroksydacjg kardiolipiny.

Rola cytochromu ¢ w sygnalizacji apoptotycznej. Mo-
lekularny mechanizm odpowiedzialny za przemieszczenie
cytochromu ¢ z mitochondriéw do cytosolu podczas apop-
tozy wcigz pozostaje w sferze hipotez [6]. W wielu typach
umierajacych komorek, uwalnianie opisywanej hemoprote-
iny z mitochondridw, jest zjawiskiem towarzyszagcym otwie-
raniu megakanatdw mitochondrialnych — MPTP i zatama-
niu sie AFm[8,12,25], Ostatnio doniesiono, ze w komorkach
HelLa i CEM, indukowanych do apoptozy staurosporyng
lub promieniowaniem UVB przemieszczenie cytochromu c
do cytosolu jest zjawiskiem poprzedzajacym badz wspotwy-
stepujacym na etapie aktywacji prokaspazy-3, nie wymaga
spadku AW i jest obserwowane zanim wystgpig zmiany
morfologiczne typowe dla $mierci programowanej [33],
Uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw komérek apop-
totycznych moze przebiega¢ na drodze zaleznej i niezalez-
nej od Ca2+[6,25]. W przypadku pierwszym duze stezenie
tych jonéw promuje otwieranie megakanatu, a uprzepusz-
czelnienie wewnetrznej btony mitochondrialnej przyczynia
sie do pecznienia macierzy mitochondriéw, rozerwania
zewnetrznej btony mitochondrialnej i wyptywu tej hemo-
proteiny i innych biatek apoptogennych. Z kolei, niezalezne
od Ca2; uwalnianie cytochromu c jest precyzyjnie kontro-
lowane przez biatka rodziny Bcl-2, gtdéwne regulatory szla-
ku mitochondrialnego apoptozy [6,8,11,37]. Udowodniono,
ze w umierajgcych komérkach proapoptotyczne biatka tej
rodziny (np. Bax, Bak) ulegaja translokacji z cytosolu do
zewnetrznej btony mitochondrialnej, formujac w niej pory
[8,11,30]. Od niedawna wiadomo, ze tBid jest istotny dla
tworzenia poréw przez biatka Bax i Bak, przez ktére moga
wyptywaé z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriow
cytochrom c i inne apoptogenne biatka [10,11], Ponadto wy-
kazano, ze polipeptydy Bax i Bak moga wiaza¢ sie z poryna,
opisywang symbolem VDAC (ang. voltage-dependent anion
channel) wspo6tuczestniczac w formowaniu megakanatéw
mitochondrialnych, podczas gdy antyapoptotyczne biatka
rodziny Bcl-2 — Bcl-X, i Bcl-2 blokujg takie oddziatywa-
nia [37]. Odnotowano, ze inhibitor apoptozy — Bcl-2 blo-
kuje megakanat mitochondrialny i wyptyw cytochromu c
[10,12,25]. Wyniki badan laboratorium Orreniusa [6,25,34]
wykazaty, ze uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriow
stanowi wczesne wydarzenie w transdukcji sygnatu apop-
totycznego i przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie
dochodzi do uwolnienia luzno zwigzanego z mitochondria-
mi cytochromu c jako wynik zmiany sity jonowej, zmian ge-
stosci tadunku na powierzchni lub pH tych organelli. Nato-
miast w drugim — ma miejsce oksydacja lipidéw, gtéwnie
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kardiolipiny, od ktérej oddysocjowuje cytochrom c. Odia-
czenie luzno zwigzanego cytochromu c oraz uprzepuszczel-
nienie zewnetrznej btony mitochondrialnej przez oligomery
proapoptotycznego biatka Bax pozwala na uwolnienie he-
moproteiny do cytosolu [34], Okazato sie, ze kardiolipina
moze wigzac sie bezposrednio z innym promujgcym $mier¢
biatkiem —aktywng forma tBid [38], Translokacja cytochro-
mu c do cytosolu przebiega zwykle stopniowo, bez istot-
nych zaktocen energetyki, gdyz umierajgce komorki wyma-
gaja ATP do realizacji programu $mierci.

W komorkach ssakdw ulegajgcych apoptozie uwolnienie
cytochromu c inicjuje formowanie multimerycznego kom-
pleksu — apoptosomu [3,26,27], w sktad ktérego wchodza
czasteczki biatka adaptorowego Apaf-1. Zgodnie z hipote-
tycznym modelem tworzenia apoptosomu zaproponowa-
nym ostatnio przez Hilla i wsp. [27] wigzanie cytochromu c
do Apaf-1 ,,wymusza" bardziej otwartg konformacje biatka
adaptorowego przez przemieszczenie jego domeny CARD
(ang. caspase recruitment domain). Natomiast energia z hy-
drolizy dATP/ATP jest wykorzystywana do utworzenia
mniej elastycznej, zamknietej konformacji Apaf-1 z wyeks-
ponowang domeng CARD (Rys. 3). Cytochrom c oddzia-
tuje z powtdrzong 12-13 razy sekwencja WD-40, obecna
na C-koncu kazdej z 7 czasteczek Apaf-1 [27], Wchodzace
w sktad motywu WD-40 dwie struktury @ petnig funkcje
inhibitora, zamykajagc w swoim wnetrzu domene CARD,
co uniemozliwia oddziatywanie prokaspazy-9 z rdzeniem
apoptosomu, lub po zwigzaniu cytochromu c i przyjeciu
otwartej konformacji z domeng CARD prokaspazy-9 [27],
Po oligomeryzacji Apaf-1 i przylaczeniu prokaspazy-9
przez jej domene CARD dochodzi do aktywacji tej proteazy
cysteinowej, enzymu inicjujgcego zdarzenia proteolityczne
zwigzane z aktywacjg innych kaspaz (-3, -6, -7), bagdz innych
enzymoOw proteolitycznych czy nukleolitycznych (kaspa-
za-3), co wyzwala apoptotyczng degradacje komorek [3-6].

Wykazano, ze [39] cytochrom ¢ wigze sie do Apaf-1, przy
czym efektywno$¢ tego procesu w duzym stopniu zalezna
jest od stezenia jondw K+w komdérce. Fizjologiczne stezenie
tych kationéw blokuje formowanie apoptosomu, prawdo-
podobnie w wyniku wspoétzawodnictwa o to samo miejsce
wigzania w Apaf-1, zabezpieczajac tym samym komorke
przed przypadkowym uruchomieniem apoptozy, spowo-
dowanym niewielka iloscig cytochromu ¢ w cytosolu.

Nalezy wspomnie¢, ze kaspazy moga by¢ aktywowa-
ne bez udziatu cytochromu c i Apaf-1, jak to opisywano
w przypadku usuwania z organizmu limfocytéw linii B, po
pokonanej infekcji. W tym procesie istotng funkcje przej-
muja cytotoksyczne limfocyty T [40], Podobnie, aktywacja
czasteczek kaspaz w ulegajgcych apoptozie komérkach
C. elegans, ktore zawierajg homolog biatka Apaf-1 — CED4,
pozbawiony domeny WD-40, odbywa sie rowniez bez cyto-
chromu c [41], Poziom cytochromu c, niezbedny do przebie-
gu apoptozy na szlaku mitochondrialnym jest prawdopo-
dobnie rézny w zaleznosci od rodzaju komorki, typu i sity
sygnatu Smierci. Wiadomo, ze apoptoza na szlaku mito-
chondrialnym zachodzi réwniez w dojrzatych neutrofilach,
w ktoérych w trakcie réznicowania dochodzi do znaczacej
utraty tego biatka. Pomimo niezwykle niskiej zawartosci
cytochromu ¢ w mitochondriach neutrofiléw (stwierdza sie
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Rysunek 3. Hipotetyczny model formowania apoptosomu i aktywacji proka-
spazy-9 (na podstawie [27]). W warunkach fizjologicznych czynnik Apaf-1 wy-
stepuje w formie niezdolnej do interakcji z prokaspaza-9. Obecny w czasteczce
Apaf-1 motyw WD-40 ,,zamyka" w swoim wnetrzu domene CARD, znajdujacag
sie¢. w N-koncu polipeptydu, uniemozliwiajac tym samym jej oddziatywanie
z prokaspaza-9 (A). Przytlaczenie cytochromu c do Apaf-1 uwalnia domene
CARD z oddziatywania z regionem inhibitorowym i utatwia przyjecie bardziej
~otwartej" konformacji (B). Po zwigzaniu ATP/dATP Apaf-1 ulega oligomery-
zacji i przyjmuje mniej elastyczng posta¢ z wyeksponowang domeng CARD (C),
umozliwiajac interakcje z prokaspazg-9 (D). W powstatym kompleksie dochodzi
do autokatalitycznej proteolizy (ciecie po Asp3l5) w obrebie czgsteczki tej proka-
spazy, rozszczepienia mniejszej i wigkszej podjednostki enzymu i jego petnej ak-
tywacji (E). Do apoptosomu przytacza sie kolejna czasteczka prokaspazy-9 (F).

Prokaspaza-9

tylko 5-6 mitochondriéw w komadrce), obserwuje sie akty-
wacje prokaspazy-9. Wyniki te sugeruja, ze neutrofile majg
zmniejszone wymagania w stosunku do cytochromu c.
Mozliwe, ze niska zawarto$¢ tej hemoproteiny w opisywa-
nych komérkach jest czeSciowo kompensowana przez wy-
soka ekspresje biatka adaptorowego Apaf-1 [42],

POL1PEPTYDY REGULUJACE BIALKOWE
INHIBITORY APOPTOZY

Powstanie apoptosomu na szlaku mitochondrialnym nie
zawsze wyzwala kaskadowg reakcje kaspaz wiodacg do
$mierci komoérek. Okazato sig, ze bakulowirusy, bezkregow-
ce i kregowce syntetyzujg biatka o aktywno$ci inhibitorow
apoptozy —IAP [3,43-45], Biatka te reprezentujg cytosolowe
czynniki, ktoére zapobiegajg aktywacji prokaspaz i hamuja
dziatanie dojrzatych kaspaz [7], Ich antyapoptotyczna funk-
cja polega nie tylko na interakcji z kaspazami, ale rowniez
z biatkami adapterowymi, np. TRAF (ang. TNF-R associated
factor) czy biatkami o cechach inhibitoréw ich aktywnosci
[3,46]. Oddziatywanie c-1API i/lub C-IAP2 z TRAF powo-
duje zahamowanie apoptozy indukowanej cytoking TNF na
szlaku sygnalizacyjnym angazujagcym czynnik transkryp-
cyjny NFkB [45]. Z kolei aktywacja NFkB indukuje ekspre-
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sje tzw. gendw przezycia, prowadzgc do wytworzenia do-
datniego sprzezenia zwrotnego.

Biatka IAP buduje od 150 do 1500 aminokwaséw
[3,43,45]. W ich czasteczkach wystepujg dwa rodzaje moty-
wow sekwencyjnych, tj. konserwatywna domena BIR (ang.
baculoviral 1AP-like repeat) o dtugosci 65-80 aminokwaséw,
oraz domena RING (ang. really interesting new gene), usytu-
owane odpowiednio na N- i C- kocach. Domena BIR moze
wystepowacé samodzielnie [badz w powtérzeniach (do 3)]
i taczy sie z RING, czy kolejnymi BIR za pomocg fragmen-
tow o roznej liczbie aminokwaséw. W wiekszosci |AP wy-
stepuje motyw RING o naturze palca cynkowego; cechuje
go aktywnos$¢ ligazy ubikwityny E3. Dotychczas opisano
w komorkach cztowieka 8 cztonkdw tej rodziny: NAIP (ang.
neuronal apoptosis inhibitory protein), c-IAPI, C-IAP2, XIAP
(ang. X-chromosome linked inhibitor of apoptosis), surwiwina,
apollon, liwina i Ts-IAP (ang. testis specific IAP) [44,45,47].
Najefektywniejszy i najlepiej poznany wsréd nich inhibitor
—biatko XIAP (497aa) zawiera 3 domeny BIR i moze hamo-
waé aktywnos$¢ kaspazy-9 (poziom apoptosomu) i kaspaz
wykonawczych (-3, -7) [3,29,45]. Ztozony mechanizm regu-
lacji aktywnosci kaspaz u ssakéw zostat, przynajmniej cze-
$ciowo, wyjasniony dzieki identyfikacji biatek wigzgcych
IAP, tj. biatka Smac myszy i jego ortologa w komérkach
cztowieka - DIABLO [17,48] oraz proteazy serynowej Orni/
HtrA2 [21]. Proapoptotyczne dziatanie biatek wigzacych
IAP polega na interakcji N-konca ich czasteczek z domeng
BIR inhibitoréw i uniemozliwianiu oddziatywania IAP z ka-
spazami (Rys. 4). Wystepujgce w mitochondriach komorek
ssakéw biatko Smac/DIABLO odgrywa podobng role do
zidentyfikowanych pierwotnie u D. melanogaster cytoso-
lowych polipeptydéw Reaper, Grim, HID i Sickle [44,47].
Na N-koncu tancucha biatek antagonizujgcych funkcje 1AP
opisano motyw IBM (ang. IAP-binding motif), zawierajgcy
aminokwasy: Ala-Val-Pro-lle (AVPI), rozpoznajgcy hydro-
fobowe rowki w BIR. Podobny motyw — Ala-Thr-Pro-Phe
(ATPF) znajduje sie w matej podjednostce kaspazy-9, stad
dochodzi do wspoétzawodnictwa miedzy tg kaspaza i Smac/
DIABLO o miejsce wigzania z IAP [3,7,48].

Biatko Smac/DIABLO. Prekursorowa forma Smac/DIA-
BLO (239 aa) po biosyntezie na rybosomach ulega translo-
kacji z cytosolu do przestrzeni miedzybtonowej mitochon-
dridw, gdzie traci sekwencje lokalizacji mitochondrialnej
— MLS (55 aa); nastepuje wowczas odstoniecie motywu
— AVPI, obecnego tylko w dtuzszej formie biatka (tzw.
formie L) [17]. Podczas apoptozy biatko Smac/DIABLO-L
uwalniane jest wraz z innymi czynnikami do cytoplazmy,
gdzie oddziatuje z IAP i zapobiega hamowaniu aktywa-
cji prokaspazy-3 i -9 [48]. Przemieszczanie Smac/DIABLO
do cytosolu regulowane jest przez biatka z rodziny Bcl-2
[44.49],

MECHANIZM DZIALANIA BIALKO Smac/
DIABLO PODCZAS APOPTOZY

Czasteczki Smac/DIABLO oddziatujg z IAP (np. XIAP,
c-1API, C-1AP2, surwiwina) wytacznie w formie homodime-
réow. Monomery o m.cz. 21 kDa zawierajg 3 a helisy (H1-H3)
[44.50], Aktywne biatko tworzy stabilne kompleksy z BIR2
i BIR3 inhibitora XIAP; nie oddziatuje natomiast z jego do-
meng BIR1. Mutacja punktowa (Phe—>Asp) w obszarze za-
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Rysunek 4. Mechanizm dziatania XIAP i biatek antagonizujacych jego funkcje
(opracowano na podstawie [3,5,29,44,51-53]). W zywych komoérkach biatko XIAP
oddziatuje z obecnymi w cytosolu kaspazami hamujac dojrzewanie prokaspaz -3
i-7 oraz aktywacje dojrzatej kaspazy-9. W wigzaniu uczestnicza odpowiednio do-
meny: BIR2 wraz z poprzedzajacym go regionem tgcznikowym — w przypadku
wykonawczych prokaspaz-3 i -7 lub BIR3 — z inicjatorowa kaspaza-9. Podczas
apoptozy uwolnione z mitochondriéw biatka Smac/DIABLO i Omi/HtrA2 przy
udziale motywu IBM, obecnego w N-korcu ich czasteczek, wigzg sie z dome-
nami BIR biatka XIAP znoszac jego hamowanie. AVPI (Ala-Val-Pro-lle) i AVPS
(Ala-Val-Pro-Ser) — aminokwasy budujace motyw IBM odpowiednio w Smac/
DIABLO i Omi/HtrA2 oraz ATPF (Ala-Thr-Pro-Phe) — podobny do IBM motyw
wiazacy BIR3, wystepujacy w mniejszej podjednostce kaspazy-9.

angazowanym w dimeryzacje polipeptydu zachowuje jego
zdolnos¢ do oddziatywania z BIR3, natomiast uniemozliwia
wigzanie formy monomerycznej z BIR2 [50], Stad mono-
-mery Smac/DIABLO nie znoszg hamowania przez XIAP
aktywnosci kaspazy-3, poniewaz odcinek w bezposrednim
sasiedztwie BIR2 XIAP uczestniczy w wigzaniu i hamowa-
niu tej kaspazy. N-koricowy motyw Smac/DIABLO - AVPI
moze wchodzi¢ w interakcje np. z domeng BIR3 inhibitora
XIAP dzieki rozpoznaniu powierzchni rowka tej domeny
i wigzaniom wodorowym z alaning tej domeny. Podstawie-
nie w Smac/DIABLO Alalinnym aminokwasem (z wyjat-
kiem Gly) stwarza zawade przestrzenng dla oddziatywan
z inhibitorami apoptozy i utrate jego funkcji [29]. Szcze-
goly oddzialywan krytycznych dla hamowania BIR biatka
XIAP przez Smac/DIABLO, a takze hamowania aktywno-
$ci kaspaz przez XIAP oméwiono szeroko w pracach ory-
ginalnych [46,48] oraz w opracowaniach w jezyku polskim
[3,49], Rownoczesna aktywacja kaspaz i uwolnienie Smac/
DIABLO sg niezbedne do przebiegu apoptozy. Polipep-
tyd Smac/DIABLO, poza oddziatywaniem z inhibitorami
apoptozy z rodziny IAP wigze sie rowniez z kaspazami,
dodatkowo je stabilizuje, zapewniajac nieodwracalnosé¢ roz-
poczetego procesu. Interakcja Smac/DIABLO z IAP unie-
mozliwia przytaczenie inhibitora apoptozy do kaspazy-9.
Wyniki badan ujawnity, ze niezwykle wazny w przepty-
wie sygnatu $mierci jest stosunek pomiedzy kompleksami
DIABLO/XIAP i kaspaza-9/XIAP. Im jest on wyzszy, tym
wieksze jest prawdopodobienstwo wejscia komdrek na dro-
ge Smierci [44],

W niektorych komorkach postuluje sie funkcjono-
wanie innego mechanizmu ograniczajacego ich $mier¢,
zwigzanego z unieszkodliwieniem wigzacego IAP biat-
ka Smac/DIABLO. W genomach bakulowiruséw Orygia
pseudotsugata i Cydia pomonella wykryto biatka, opisywa-
ne odpowiednio symbolami Op-IAP i Cp-IAP, ktérych
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ekspresja ochrania komorki przed $Smiercig, ale nie przez
hamowanie aktywnosci kaspaz. Ostatnio doniesiono, ze
Op-lAP hamuje apoptoze komérek embrionalnych nerki
HEK293, indukowang po ich transfekcji biatkiem Bax [47],
Okazato sie, ze w indukowanych do apoptozy komor-
kach czasteczki Op-lAP, ktére zawierajg 2 domeny BIR
i pojedynczg domene RING, w przeciwienistwie do XIAP,
nie hamujg aktywnosci kaspazy-9, -7 i -3. W lizatach tych
komérek, transfekowanych wektorami kodujagcymi XIAP
i Op-lIAP w obecnosci Smac/DIABLO dochodzi do wig-
zania tego polipeptydu z obydwoma inhibitorami. Ana-
liza przezywalnosci komérek HEK293 stymulowanych
do apoptozy Bax, a takze aktywacji prokaspazy-3 i ocena
aktywnosci dojrzatej kaspazy-3 wykazata, ze wyciszenie
ekspresji Smac/DIABLO w tych komérkach przez inter-
ferencyjny RNA prowadzi do zablokowania symptomoéw
apoptozy, podobnie jak w transfektantach z Op-IAP.
Z kolei, rownoczesna nadekspresja Op-lAP i Smac/DIA-
BLO, zachowywata wrazliwos¢ transfekowanych komoé-
rek na apoptoze. Uzyskane wyniki sugerujg nowy me-
chanizm, dzieki ktéoremu Op-IAP zapobiega apoptozie
opisywanych komorek. Wigzanie Op-lAP z antagonizu-
jacym go Smac/DIABLO prawdopodobnie uniemozli-
wia jego oddzialtywanie z endogennymi komorkowymi
IAP. Stwierdzono ponadto, ze w komérkach HEK293
transfekowanych wektorem kodujacym Op-lAP, pozba-
wionym domeny RING o aktywnoSci ligazy ubikwityny
E3, dochodzi do zaniku aktywacji prokaspazy-3, spadku
aktywnosci kaspazy-3, a badane komorki cechuje wyso-
ka przezywalno$¢é. W takich transfektantach odnotowa-
no utrate zdolnosci ubikwitylacji biatka Smac/DIABLO.
Wydaje sie, ze zwigzana z Op-l1AP aktywno$¢ ligazy ubi-
kwityny E3 moze degradowa¢ Smac/DIABLO, co chroni
komérki przed apoptoza. Podobny mechanizm praw-
dopodobnie funkcjonuje w komérkach D. melanogaster,
w ktérych Op-IAP wigze sie z homologami Smac/DIA-
BLO — Hid, Reaper i Grim [43], Te ciekawe obserwacje,
wymagajgce dalszych badan wskazujg, ze niektére biat-
ka IAP mogg ochrania¢ komérki przed apoptoza poprzez
unieszkodliwienie Smac/DIABLO na wczesnym etapie
apoptozy [47],

Proteaza Omi/HtrA2. Mitochondrialng proteaza sery-
nowa Omi/HtrA2 wykazuje podobienstwa w sekwencji
pierwszorzedowej do bakteryjnego polipeptydu HtrA/
DegP o cechach proteazy indukowanej temperaturg [21].
Proteaza ta jest syntetyzowana jako prekursor o m.cz.
49/50 kDa (458 aa), zawierajagcy N-kohcowy (133 aa) sy-
gnat lokalizacji mitochondrialnej. Po odcieciu tej sekwen-
cji powstaje dojrzaty enzym o m.cz. 36/37 kDa. Prekursor
Omi/HtrA2 zawiera istotne dla jego funkcji domeny, ftj.
transbtonowag (105-121 aa), katalityczng (182-330 aa) oraz
regulatorowg — PDZ (390-445 aa) [51]. Obecno$¢ domeny
PDZ (nazwa pochodzi od symboli pierwszych liter biatek,
w ktérych jg zidentyfikowano, tj. PSD95, DIgA i ZOl) opi-
sano w biatkach wielu organizméw od bakterii do Euka-
ryota. W funkcjonalnym enzymie wystepuje trimeryczna
struktura w ksztatcie piramidy z dwiema skierowanymi
do wewnatrz C-koncowymi domenami PDZ, ostaniajacy-
mi jego centrum aktywne, zaangazowanymi w specyficzne
oddzialywania biatko-biatko [21,52,53], Rozpoznanie sub-
stratu wywotuje zmiany konformacyjne w obrebie poli-
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-peptydu, ktére prowadza do ekspozycji miejsca wigzania
substratu i ciecia go [24],

Wykryty u Prokaryota czynnik HtrA/DegP funkcjonu-
je w temperaturze fizjologicznej jako biatko opiekuricze,
aw podwyzszonej — ujawnia swa katalityczng aktywnosé
i dokonuje proteolizy nieprawidtowo zwinietych biatek
[21]. W procesie tym uczestniczy wspomniana juz dome-
na PDZ. Podobienstwo budowy biatka cztowieka i bakterii
sugeruje analogie ich funkcji. Przypuszcza sie, ze Orni/
HtrA2 moze u ssakéw petni¢ role ,,przelacznika”, ktory
w warunkach stresu (cieplnego czy oksydacyjnego) dziata
ochronnie na komdrke lub kieruje ja na droge apoptozy
[13,52].

FUNKCJE Omi/HtrA2 W SYGNALIZACIJI APOPTOTYCZNEJ]

Uwolniona z mitochondriéow, pod wptywem indukto-
row apoptozy proteaza Omi/HtrA2, wchodzi w interakcje
z cytosolowym biatkiem XIAP, umozliwiajagc aktywacje
niezbednych do przebiegu apoptozy kaspaz [21,44,51].
HtrA2 silniej oddziatuje z domeng B1R2 niz BIR3, co moze
zaburza¢ interakcje |AP-kaspaza-3 lub IAP-kaspaza-7 [52],
W tym oddziatywaniu uczestniczy motyw IBM — AVPA
lub AVPS, odpowiednio w enzymie wydzielonym z komoé-
rek myszy i cztowieka [7,53]. Mutacja w segmencie genu
kodujacym N-koncowga reszte Ala funkcjonalnego Orni/
HtrA2 uniemozliwia jego wigzanie z XIAP in vitro i prze-
ciwdziata uwalnianiu kaspaz z kompleksu IAP-kaspaza;
jednakze nie jest to jednoznaczne z zablokowaniem apop-
tozy [44], Omi/HtrA2 petni proapoptotyczng role jako
inhibitor XIAP oraz proteaza serynowa [51]. Wyniki do-
Swiadczen genetycznych wykazaty, ze rownoczesna mu-
tacja genu htrA2 w odcinku kodujgcym Ser3® w centrum
aktywnym oraz Alal—w domenie oddziatujacej z IAP,
pozbawia enzym zdolnosci apoptogennej. Natomiast oka-
zato sie, ze zmiana tylko w jednym z tych miejsc nie znosi
catkowicie jego proapoptotycznej aktywnosci [52], Dane te
sugeruja, ze proteazowa aktywno$¢ Omi/HtrA2 jest row-
niez odpowiedzialna za aktywacje kaspaz. Suzuki i wsp.
[51] opublikowali wyniki doswiadczen zmierzajgcych do
wyjasnienia czy/w jaki spos6b dochodzi do aktywacji ka-
spaz bez udziatu regionu wigzacego IAP-IBM. W opinii
cytowanych badaczy Omi/HtrA2, albo dokonuje ciecia
biatek AP (z wyjatkiem surwiwiny), powodujac ich inak-
tywacje, albo przeprowadza proteolize blizej niezidentyfi-
kowanych substratow, co prowadzi ostatecznie do wzrostu
przepuszczalnosci zewnetrznej btony mitochondrialnej,
uwolnienia cytochromu c i aktywacji kaspaz. Na podkre-
$lenie zastuguje, ze enzym ten in vitro dokonuje proteolizy
réznych biatek rodziny IAP, np. c-1API, C-IAP2, XIAP, li-
winy a i @oraz DIAP z silng preferencjg c-1API [53]. Opi-
sano preferencyjne, ale nie wytgczne, miejsca ciecia c-1API
przez te proteaze, tj. po reszcie Thr4 AsniBi Leul6l Z uwa-
gi na fakt, ze Asn13i Leuldl wystepuja w obszarze oddzia-
tywan z kaspaza-3 i -7 (facznik pomiedzy domenami BIR1
i BIR2), ciecie w jego obrebie ostabia wigzanie biatka in-
hibitorowego z gtéwnymi enzymami apoptozy i promuje
$mieré. Proteoliza c-1APIl znosi réwniez jego endogen-
na aktywnos¢ ligazy ubikwityny i chroni komérki przed
degradacja kaspaz. W przypadku ciecia biatek IAP nie-
odzowny wydaje sie by¢é motyw AVPS, natomiast nie jest
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on niezbedny do degradacji innych substratow. Wyniki te
sugerujg, ze wspomniana sekwencja stanowi istotny ele-
ment regulatorowego mechanizmu determinujgcego ciecie
substratéw bezposrednio zaangazowanych w apoptoze.

Ekspresja proteazy Omi/HtrA2 podlega Scistej regulacji
przez biatko kodowane przez p53, a jej synteza de novo jest
zdarzeniem kluczowym dla przebiegu apoptozy zaleznej
od p53 [54], Obecnos$¢ inhibitora proteaz serynowych
— 4-(2-aminoetylofenylo)sulfonylofluorku zapobiega na-
tomiast cieciu c-1API i chroni komérki HelLa oraz tymocyty
myszy przed apoptozg indukowang etopozydem. Aktyw-
nos$¢ Omi/HtrA2 regulowana jest rowniez przez biatka ro-
dziny Bcl-2 [51]. Okazato sig, ze w zaleznej od Omi/HtrA2
aktywacji kaspaz moze uczestniczy¢ aktywne proapop-
totyczne biatko tBid, umozliwiajgce uwolnienie proteazy
z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw. Natomiast
efekt hamujacy wywiera biatko Bcl-Xj —inhibitor apoptozy.

Proteaza ta ,,uwrazliwia" komorki na apoptoze induko-
wang promieniowaniem UV [13,21]. Embrionalne fibrobla-
sty myszy, transfekowane Omi/HtrA2, nabywajg zwiekszo-
nej wrazliwosci na czynniki indukujgce $mier¢ w poréwna-
niu z typem dzikim. Zaobserwowano jednakze, ze enzym
ten moze by¢ rowniez odpowiedzialny za tzw. ,,atypowa
$mieré komorki", spowodowang jego nadekspresjg w cyto-
solu [21,44]. O $mierci komorek, w tym przypadku, decydu-
je wylacznie aktywnos¢ proteolityczna Omi/HtrA2, a roz-
poczety proces nie zalezy od aktywacji kaspaz i nie podlega
hamowaniu przez ich inhibitory — XIAP czy z-VAD <fmk
(N-benzyloksykarbonylo-Val-Ala-Asp =fluorometyloketon)
[21]. Wzrost ekspresji aktywnej proteazy w cytosolu powo-
duje zmiany ksztattu komoérek (zaokraglenie i obkurczenie)
bez charakterystycznych dla apoptozy zmian morfologicz-
nych w obrebie jadra komérkowego, tworzenia ciat apopto-
tycznych czy przerwania ciggtosci btony.

Czynnik indukcji apoptozy (AIF). Biatko AIF, podob-
nie jak cytochrom c, peni istotne funkcje zaréwno w zy-
wych, jak i wchodzacych na droge apoptozy komérkach.
W komorkach cztowieka koduje go gen zlokalizowany na
chromosomie X (q25-26) [55]. Po biosyntezie na rybosomach
prekursorowa forma (613 aa; m.cz. 67 kDa) przemieszcza sie
do przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw, gdzie traci
N-koricowg domene [19]. Obecnie w petni poznano struk-
ture pierwszorzedowsg tego biatka, ktére budujg 3 domeny:
N-koncowa z 2 sekwencjami lokalizacji mitochondrialnej
(101 aa), tacznik (27 aa) i C-koncowa — oksydoredukta-
zowa z miejscami wigzania FAD i NADH [31,56], Analiza
cDNA kodujacego AIF myszy (612 aa) i cztowieka (613 aa)
ujawnita wysoki konserwatyzm biatek obydwu gatunkéw
wyrazajacy sie 92% identycznoscia sekwencji [19]. Usunie-
cie domeny N-koncowej i towarzyszace zmiany konfor-
macyjne wraz z wigczeniem czgsteczki FAD dostarczajg
funkcjonalnej flawoproteiny, powszechnie wystepujacej od
bakterii do cztowieka [55,57], Dojrzata forma AIF (m.cz. 57
kDa) wykazuje wiasciwosci oksydoreduktazowe kojarzo-
ne z aktywnym zyciem komdrek oraz C-kohcowy segment
zdolny do elektrostatycznych oddziatywan z DNA, od-
powiedzialny za funkcje proapoptotyczne [57,58], Delecja
C-koncowego odcinka lub podstawienie dodatnio natado-
wanych aminokwasow tego regionu resztg alaniny blokuje
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zdolnos¢ wigzania z DNA i apoptogenng aktywnos$¢ AlF
[19,58], W warunkach fizjologicznych opisywana flawopro-
teina stanowi istotny sktadnik przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriéw oraz ich btony wewnetrznej [31,59],

Na uwage zastugujg wyniki badan wskazujace na udziat
AIF w zmiataniu wolnych rodnikéw [60], Wykazano, ze ko-
morki ziarniste mézdzku myszy ,,arlekin” (ang. harlequin,
Hq) z mutacjg Aif {insercja sekwencji prowirusowej w 1. in-
tronie Aif) nabywaja wysokiej podatnosci na stres oksyda-
cyjny. Zmutowane komorki mézdzku myszy Hq i szczepu
dzikiego wykazujg podobng wrazliwo$¢ na indukcje apop-
tozy przez FFOr Natomiast nadekspresja Aif moze je chro-
ni¢ przed $miercig. W zmutowanych komérkach mézdzku
(poziom ekspresji AlF spada o ok. 80%) odnotowano w po-
rownaniu z komdérkami kontrolnymi podwyzszony poziom
katalazy i glutationu [60]. Aktualnie panuje poglad, ze AIF
ograniczony blonami mitochondriéw, stanowi skiadnik
biatkowego kompleksu uczestniczgcego w ochronie przed
reaktywnymi formami tlenu, natomiast jego uwolnienie
z tych organelli przeksztatca go w potencjalny ich generator
[61,62].

FUNKCIJE AIF W PRZEBIEGU APOPTOZY

Indukcja apoptozy w komérkach przez wiele czynnikéw
przyczynia sie do translokacji AIF z przestrzeni miedzy-
btonowej mitochondriéw do cytosolu, a nastepnie do jadra
komoérkowego. Przemieszczeniu AIF towarzyszg sympto-
my apoptozy, m.in. ekspozycja fosfatydyloseryny na po-
wierzchni btony komaérkowej, czesciowa kondensacja chro-
matyny, obkurczenie jgder i fragmentacja DNA do odcin-
kéw ok. 50 kpz, jednakze bez aktywacji kaspaz [19,55,57].
Uwalnianie AIF z mitochondriéw wydaje sie przebiegac,
w poréwnaniu z cytochromem c¢, z odmienng kinetyka,
wcigz stabo poznang. W wielu modelowych komorkach
apoptozy translokacja AIF wyprzedza uwalnianie cyto-
chromu c z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriow
[19,55,61]. Z kolei w neuronach myszy indukowanych do
apoptozy kamptotecyna, ktdrej przebieg zalezy od biatka
P53, przemieszczanie cytochromu c z przestrzeni miedzy-
btonowej do cytosolu odbywa sie przed translokacjg AIF
[63]. Ostatnio doniesiono, ze w mitochondriach niektérych
komorek (HelLa, 293T) pod wptywem czynnikéw uprze-
puszczalniajgcych ich btone zewnetrzng (np. rekombinan-
ty biatek rodziny Bcl-2, staurosporyna, aktynomycyna D)
dochodzi do p6zniejszego, w poréwnaniu z cytochromem
¢, wyptywu AIF [59,64], W tych komodrkach inhibitory ka-
spaz (z-VAD sfmk, BAF) zapobiegaja przemieszczaniu sie
AIF, natomiast nie okazujg wpltywu na uwalnianie cyto-
chromu c. Translokacja AIF w tych komérkach wymaga
aktywnosci kaspaz [59].

WSsrod najnowszych doniesien uwage przyciggaja wyni-
ki badan dotyczace translokacji AIF, wywotanej aktywacja
polimerazy poli(ADP-rybozy)-l — PARP-1 w komérkach
uktadu nerwowego, stymulowanych réznymi czynnikami
uszkadzajgcymi DNA [61,62]. AIF wydaje sie petni¢ role
efektora apoptozy na szlaku angazujagcym PARP-1. Jego
wyptyw z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriow
przyczynia sie do zmian apoptotycznych na poziomie jagder
komérkowych (kondensacja chromatyny, obkurczenie jg-
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der, fragmentacja DNA), poprzedzonych utratg potencjatu
transhbtonowego mitochondriow i ekspozycja fosfatydylose-
ryny w zewnetrznej warstwie btony komorkowej. Te symp-
tomy apoptozy nie sg blokowane w obecnosci pankaspazo-
wego inhibitora — z-VAD <fmk. Z kolei inhibitor PARP-1
hamuje translokacje AIF i przebieg apoptozy [61].

Apoptogenne biatko AIF jest niezbedne do realizacji tzw.
»pierwszej fali apoptozy” odpowiedzialnej za wczesne eta-
py embriogenezy [65]. W embrionach myszy pozbawionych
AIF obserwowano brak wtasciwego usuwania czesci komo-
rek, co prowadzito do $miertelnosci embriondw na etapie
gastrulacji. Uwalnianie AIF z przestrzeni miedzybtonowe;j
mitochondriéw komaérek apoptotycznych jest kontrolowa-
ne przez biatka rodziny Bcl-2 oraz biatka szoku cieplnego.
Nadekspresja inhibitora apoptozy — Bcl-2 hamuje prze-
-mieszczanie AIF z mitochondridw, ale nie wptywa na jego
biosynteze [19]. Potwierdzono cytoprotekcyjng funkcje
Hsp70, Hsp72 wynikajaca z ich wigzania z AIF [24], Analiza
mutantow delecyjnych AIF ujawnita, ze obszar miedzy 150.
a 228. aminokwasem tego czynnika wchodzi w interakcje
z Hsp70 [56], W zyjacych komdrkach Hsp70 i Hsp72 od-
dziatujg z AIF w mitochondriach, co potwierdzity analizy
koimmunoprecypitacji obydwu biatek. Na obecnym etapie
badan cytoprotekcyjne dziatanie Hsp72 mozna ttumaczy¢
blokowaniem wyptywu AIF z przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriéw, a takze ograniczeniem jego gromadzenia
w jadrach komdérkowych [18]. Stabo poznane mechanizmy
uwalniania z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriow
biatka AIF wymagajg dalszych badan. W tym kontekscie
frapujace wydaje sie sygnalne doniesienie Polstera i wsp.
[66] wskazujace na role kalpainy w translokacji AIF z mito-
chondriow do jader komérkowych po indukcji apoptotycz-
nej hepatocytéw gryzoni. W wiekszosci typow komorek
transdukcja sygnatu $mierci za posrednictwem AIF odbywa
sie bez udziatu kaspaz [7,19]. Wydaje sie jednak, ze ten szlak
wyewoluowat pézniej, gdy zaczety powstawacé organizmy
0 bardziej ztozonej budowie. Potwierdzeniem tego moze
by¢ funkcjonujace u C. elegans zalezne od kaspaz uwalnianie
do cytosolu, a nastepnie do jader umierajgcych komérek ho-
mologa AIF — WAH-1 (ang. worm-AlF homolog-1) z udzia-
tem biatka proapoptotycznego rodziny Bcl-2 —EGL-1 (ang.
egg laying defective) [67],

Sprawg otwartg pozostaje sposob, w jaki dochodzi do
kondensacji chromatyny i fragmentacji DNA z udziatem
AIF. Cho¢ biatko to wykazuje zdolno$¢ bezposredniego
wigzania sie z DNA, samo raczej nie przejawia aktywnosci
nukleazowej. Prawdopodobnie funkcjonuje mechanizm(y)
rekrutacji i aktywacji nukleaz z udziatem tego czynnika, do-
konujacych nukleolizy bez zaangazowania kaspaz. Jednym
z takich enzymoéw wydaje sie by¢ endonukleaza G, ktorej
homolog — CPS-6 (ang. Ced-3 protease suppressor) w przy-
padku C. elegans, wspoétdziata z WAH-1 w degradacji apop-
totycznej DNA tego nicienia [67],

Endonukleaza G (EndoG) nalezy do biatek wystepuja-
cych w mitochondriach organizméw eukariotycznych, o za-
chowanej w ewolucji strukturze pierwszorzedowej [7,68].
W organizmach ssakéw enzym ten kodowany jest przez gen
jadrowy. Powstajace biatko, dzieki sygnatowi lokalizacji mi-
tochondrialnej, przemieszcza sie nastepnie do przestrzeni

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

miedzybtonowej mitochondriéw, ktéra stanowi jego gtéw-
ny magazyn [7,20,24]. W mitochondriach forma prekurso-
rowa nukleazy (m.cz. ok. 30 kDa) traci N-kohcowy odcinek
zbudowany z 48 reszt aminokwasowych i przyjmuje forme
dojrzalg [24], W komorkach Serratia marcescens aktywny
homolog EndoG jest homodimerem, w ktérym monomery
taczg sie z wigzaniami disulfidowymi, stabilizujgcymi jego
strukture. Kazdy monomer zawiera wysoce konserwatyw-
ne miejsce katalityczne z krytycznymi dla nukleolitycznej
aktywnosci enzymu resztami His w pozycji 89. i Asn w 119.
[24]. EndoG ssakéw reprezentuje zalezny od dwuwarto-
sciowych kationéw (Mg2r Co2+H/lub Mn2y) enzym, ktoéry in
vitro odpowiada za degradacje RNA oraz jedno- i dwuni-
ciowego DNA (w mniejszym stopniu), generujac fragmenty
zakonczone 3'-OH i 5'-P [24,68], Ponadto charakteryzuje sie
on wysokg preferencjg ataku ewolucyjnie konserwatywnej
sekwencji dwunastu powtorzen nukleotydu guanylowego
i komplementarnych do nich nukleotydéw cytydylowych.
Odcinki takie zidentyfikowano in vitro jako miejsce ciecia
transkryptu RNA w procesie, ktéry prowadzi do wytworze-
nia starteréw niezbednych do replikacji mitochondrialnego
DNA in vivo [68,69], Sugeruje sie, ze w warunkach fizjolo-
gicznych enzym ten uczestniczy réwniez w rekombinacji
i naprawie/ degradacji uszkodzehh DNA [24,68],

ROLA ENDONUKLEAZY G W APOPTOZIE

W komorkach indukowanych do apoptozy ré6znymi czyn-
nikami EndoG przemieszcza sie z wnetrza mitochondriow do
jadra komérkowego. Jak dotad mechanizm odpowiedzialny
za translokacje enzymu z przestrzeni miedzybtonowej mito-
chondriéw pozostaje w sferze hipotez. Li i wsp. [20] wykazali
aktywnos$¢ nukleazowg w jagdrach komdrek Hela, inkubo-
wanych z supernatantem mitochondriéw watroby myszy
traktowanych tgcznie rekombinantami biatka Bid i kaspazy-8.
Aktywnosci tej nie hamowata wcze$niejsza preinkubacja z in-
hibitorem kaspaz — z-VAD <fmk. Fragmentacji DNA nie
obserwowano w opisywanym uktadzie, gdy wprowadzano
do niego kontrolny supernatant mitochondriéw (po inku-
bacji z buforem) czy traktowany oddzielnie rekombinantem
Bid badz kaspazy-8. Uzyskane wyniki sugerowaty obecnos¢
nukleazy, ktérej zdolnos¢ do fragmentacji DNA nie zalezy od
wczesniejszej jej aktywacji przez kaspazy, ale wymaga obec-
nosci aktywnej postaci proapoptotycznego biatka — tBid.
Oczyszczenie enzymu z supernatantu mitochondriéw, trak-
towanych rekombinantami Bid i kaspazy-8 oraz jego obszer-
na analiza chemiczna i aktywnosci biologicznej ujawnita, ze
odpowiada on endonukleazie G o0 m.cz. 30 kDa. Ponadto cy-
towani badacze [20] doniesli, ze otrzymany przez nich rekom-
binant EndoG dokonuje fragmentacji jgdrowego DNA w spo-
séb zalezny od dawki. Uwalnianie EndoG z mitochondriow
watroby myszy inkubowanych z tBid jest wczesnym wyda-
rzeniem wspotwystepujacym z przemieszczeniem z tych
struktur cytochromu c. Na podkreslenie zastugujg obserwa-
cje, ze w fibroblastach embrionéw myszy (MEF; ang. mouse
embryonicfibroblast), pozbawionych endonukleazy DFF/CAD,
pod wptywem tBid, atakze innego proapoptotycznego biatka
rodziny Bcl-2 —Bim, dochodzi do uwolnienia EndoG do cy-
tosolu, a nastepnie przemieszczenia jej do jader tych komaérek.
W komérkach MEF odnotowano typowsg drabinke apopto-
tyczng DNA po indukcji apoptozy promieniowaniem UV czy
czynnikiem TNF i cykloheksamidem [20],
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W obrebie jadra komoérkowego enzym dokonuje ciecia
DNA na fragmenty oligonukleosomowe [20,24], Wprowa-
dzenie rekombinanta EndoG cztowieka do jgder komaérek
HeLa i analiza produktéw degradacji DNA wykazaty zdol-
nos$¢ EndoG do ciecia DNA w obrebie nukleosoméw na od-
cinki odlegte od siebie o okoto 10,4 zasady [70], Aktywnosé
nukleazowa opisywanego enzymu w stosunku do DNA
jest stosunkowo niewielka i wymaga obecnosci dodatko-
wych czynnikéw stymulujacych w postaci koaktywatorow
i kofaktorow, podczas gdy degradacja RNA nie wymaga
ich udziatu [71,72]. U C. elegans homotog EndoG — biatko
CPS-6 wchodzi w skitad kompleksu degradujgcego DNA,
zwanego degradosomem [67,72], Poza CPS-6, kompleks
wspottworzg inne egzo/endonukleazy, m.in.: CRN-1 (ang.
celi death related nuclease) — homolog wystepujgcego u ssa-
kéw Fen-1 (ang.flap endonuclease-1), CRN-4, CRN-5, CYP-13
(homolog cyklofiliny E) oraz biatko WAH-1 [72], Udowod-
niono, ze asocjacja CPS-6 z CRN-1 powoduje okoto 5-krotny
wzrost aktywnosci nukleazowej tych enzymoéw. Sugeruje
sie, ze obecne u ssakéw czynniki, tj. AIF, EndoG i/lub Fen-1
moga réwniez dziata¢ kooperatywnie i wzajemnie stymulo-
wac swojg aktywnos$é, prowadzac w kilku etapach do frag-
mentacji DNA [24,71] (Rys. 5). EndoG dziatajgc samodziel-
nie wydaje sie by¢ enzymem wystarczajgcym, przynajmniej

FasL
Fas
FADD
Prokaspaza-8/-10
Bid
Kaspaza-8
Kaspaza-3
: 4
Bax g0 / $p‘“" DFF40/DFF45

Kondensacja chromatyny

Fragmentacja DNA

€ do odcinkéw o dlugosci
\EndoG ok. 50 kpz
Fen-1 s
Prokaspaza
~ Degradacja DNA DFF40
- do odcinkéw
Cytc DNaZg ( oligonukleosomowych

Rysunek 5. Proponowany model udziatu biatka AIF i EndoG w apoptotycznej
fragmentacji DNA niezaleznej od kaspaz (opracowano na podstawie [62,71,72]).
EndoG i AIF uczestnicza gtéwnie w apoptozie niezaleznej od kaspaz indukowa-
nej, np. przez uszkodzenia DNA, wigzanie ligandu (FasL) z receptorem $mierci
(Fas) czy czynniki zwiekszajace przepuszczalno$¢ bton mitochondrialnych. tacz-
nikiem miedzy szlakiem receptorowym i mitochondrialnym jest polipeptyd tBid
oddziatujacy z proapoptotycznymi biatkami rodziny Bcl-2 (np. Bax). Rozlegte
uszkodzenia DNA rozpoznawane sg natomiast przez PARP, enzym naprawy
DNA, ktéry przynajmniej w niektérych typach komoérek, przekazuje sygnat do
mitochondrium. Indukcji $mierci towarzyszy spadek potencjatu transbtonowego
mitochondrium (A4Jn), wzrost przepuszczalnosci btony zewnetrznej organellum
i uwolnienie biatek z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw. Czynnik AIF
przemieszcza si¢ do jadra komdrkowego, gdzie wigze sig z DNA i uczestniczy
w peryferycznej kondensacji chromatyny. Prawdopodobnie AIF odpowiada
rowniez za rekrutacje do jadra komoérkowego enzymoéw uczestniczacych we
fragmentacji DNA do odcinkéw o dtugosci 50 kpz. EndoG w obecnosci innych
nukleaz, np. Fen-1, DNaza | czy DFF40 — uwolnionego z kompleksu z jego inhi-
bitorem — DFF45 moze dokonywa¢ degradacji DNA do fragmentéw bedacych
wielokrotnoscig nukleosomowego DNA;J —jadro komérkowe, M — mitochon-
drium, FADD — biatko adaptorowe oddziatujace z Fas.
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do czesciowej fragmentacji DNA [20], a obok innych nukle-
az (np. DNazy | i/lub Exo Ill) —niezbednym do jego petnej
degradacji i wydajnej apoptozy [69,70],

Obecnie uwaza sie, ze czynnik AIF i EndoG moga od-
grywac role w fazie wykonawczej programowanej $mierci
komorki w sytuacji, gdy aktywacja kaspaz jest ograniczo-
na. Moze to mie¢ miejsce podczas infekcji wirusowych lub
w warunkach dziatania mechanizmoéw inaktywujgcych te
proteazy, indukowanych przez NO lub reaktywne formy
tlenu [7]. Ostatnio opublikowano wyniki doswiadczen su-
gerujace, ze przynajmniej w niektérych typach komorek
uwolnienie EndoG z przestrzeni miedzybtonowej mito-
chondriéw, podobnie jak i biatka AIF, wymaga obecnosci
kaspaz i zachodzi po ich wcze$niejszej aktywacji w apopto-
somie [59].

UWAGI KONCOWE

Kluczowa rola mitochondriéw w przebiegu apoptozy
wynika z faktu zmiany przepuszczalnosci bton tych orga-
nelli po otrzymaniu sygnatu Smierci i wyptywu z ich prze-
strzeni miedzybtonowej szeregu biatek. W warunkach fizjo-
logicznych biatka te zapewniajg komdrkom przebieg szere-
gu istotnych proces6w oraz utrzymanie homeostazy orga-
nizmu. Po indukcji apoptozy niektore biatka wystepujace
w przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw uwalniane
sg do cytosolu, a czes$¢ z nich ulega ponadto translokacji do
jader umierajacych komoérek. Po opuszczeniu przestrzeni
miedzybtonowej mitochondriow albo uczestniczg w formo-
waniu apoptosomu (cytochrom c, prokaspaza-9) i po akty-
wacji dokonujg proteolizy wielu biatek komérkowych, czy
tez aktywuja kaspazy hamujgc antagonizujgce je biatka in-
hibitorowe IAP (Smac/DIABLO, Omi/HtrA2). Transloka-
cja do jagder umierajgcych komorek biatka AIF oraz EndoG
~wigcza" degradacje nukleolityczng, ktorej przebieg wigze
sie z degradacja DNA najpierw do odcinkéw o dtugosci
okoto 50 kpz, a nastepnie do fragmentéw oligonukleoso-
mowych. Przebieg degradacji DNA w wigkszosci komérek
apoptotycznych wydaje sie nie wymaga¢ obecnosci ka-
spaz, cho¢ w pewnych typach komorek ich udziat wydaje
sie by¢ warunkiem niezbednym dla inicjowania zdarzen
zwigzanych z uwalnianiem z przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriéw zaréwno AIF, jak i EndoG. Ws$rdd ostatnio
opublikowanych wynikéw nalezy odnotowac sygnalne do-
niesienie Arnoulta i wsp. [59] sugerujace, ze w niektérych
typach komorek uprzepuszczelnienie zewnetrznej blony
mitochondrialnej przez biatka Bax, tBid i leki wptywajace
na stosunek Bax/Bak, przyczynia sie do uwalniania apop-
togennych biatek z przestrzeni miedzybtonowej mitochon-
driéw w uporzadkowany sposéb; najpierw przemieszcza
sie cytochrom ¢, Smac/DIABLO i Omi/HtrA2, a nastepnie
po aktywacji kaspaz dochodzi do translokacji EndoG i AlF.
Translokacja apoptogennych biatek z przestrzeni miedzy-
btonowej mitochondriéw do cytosolu jest wypadkowa wielu
procesow i zalezy w gtéwnym stopniu od aktywnosci pro-
i antyapoptotycznej rodziny biatek Bcl-2. Bogactwo, czesto
sprzecznych, danych literaturowych i brak uniwersalnego
mechanizmu(-6w) uwalniania apoptogennych biatek z mi-
tochondriow sugeruja, ze przebieg apoptozy na szlaku mi-
tochondrialnym w znacznym stopniu zalezy od typu komo-
rek, rodzaju oraz sity induktora $mierci programowane;.
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Szczego6towe poznanie szlakow apoptotycznych i ich re-
gulacji stanowi ogromne wyzwanie dla nauk biomedycz-
nych. Gruntowna wiedza na ten temat moze stanowi¢ szan-
se rozwoju nowych terapii wielu choréb poprzez efektywne
»Sterowanie" apoptoza, tj. indukcje procesu, gdy komorki
utracity wrazliwos¢ na sygnaty Smierci (wiele typdéw nowo-
tworéw) badz wyciszanie duzej podatnosci komoérek na te
sygnaly (osteoporoza, choroby neurodegeneracyjne, niedo-
bory immunologiczne).

PISMIENNICTWO

1. Granville DJ, Carthy CM, Hunt DW, McManus BM (1998) Apoptosis:
molecular aspects of cell death and disease. Lab Invest 78: 893-913

2. Grzelakowska-Sztabert B (1998) Molekularne mechanizmy apoptozy
indukowanej poprzez aktywacje btonowych receptoréw z nadrodziny
TNF-R. Post Biochem 44: 8-21

3. Kilianska ZM (2002) Apoptoza organizméw zwierzecych, W: Kiy-
szejko-Stefanowicz L (red). Cytobiochemia. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa, str. 772-815

4. Denecker G, Vercammen D, Declercq W, Vandenabeele P (2001)
Apoptotic and necrotic cell death induced by death domain receptors.
Cell Mol Life Sci 58: 356-370

5. Kilianska ZM, Miskiewicz A (2003) Kaspazy kregowcéw; ich rola
w przebiegu apoptozy. Post Biol Kom 30:129-152

6. Orrenius S, Zhivotovsky B, Nicotera P (2003) Regulation of cell death:
the calcium-apoptosis link. Nature Rev Mol Cell Biol 4: 552-565

7. van Gurp M, Festjens N, van Loo G, Saelens X, Vandenabeele P (2003)
Mitochondrial intermembrane proteins in cell death. Biochem Biophys
Res Commun 304: 487-497

8. Desagher S, Martinou JC (2000) Mitochondria as the central control
point of apoptosis. Trends Cell Biol 10: 369-375

9. Gradzka | (2000) Apoptoza: decyzja nalezy do mitochondrium. Post
Biochem 46: 2-16

10. Cory S, Huang DCS, Adams JM (2003) The Bcl-2 family: roles in cell
survival and oncogenesis. Oncogene 22: 8590-8607

1

[N

. Borner C (2003) The Bcl-2 protein family: sensors and checkpoints for
life-or-death decisions. Mol Immunol 39: 615-647

12. Zamzani N, Susin SA, Marchetti P, Hirsch T, Gomez-Monterrey J, Ca-
stedo M, Kroemer G (1996) Mitochondrial control of nuclear apopto-
sis. J Exp Med 183:1533-1544

13. Lindholm D, Eriksson O, Korhonen L (2004) Mitochondrial proteins in
neuronal degeneration. Biochem Biophys Res Commun 321: 753-758

14. Qin Z-H, Wang Y, Kikly KK, Sapp E, Kegel KB, Aronin N, DiFiglia
M (2001) Pro-caspase-8 is predominantly localized in mitochondria
and release into cytoplasm upon apoptotic stimulation. J Biol Chem
276: 8079-8086

.Chandra D, Tang DG (2003) Mitochondrially localized active caspa-
se-9 and caspase-3 result mostly from translocation from the cytosol
and partly from caspase-mediated activation in the organelle. J Biol
Chem 278:17408-17420

16. Liu X, Kim CN, Yang J, Jemmerson R, Wang X (1996) Induction of
apoptotic program in cell-free extracts: requirement for dATP and cy-
tochrome c. Cell 86:147-157

17. Du C, Fang M, Li Y, Li L, Wang X (2000) Srnac, a mitochondrial protein
that promotes cytochrome c-dependent caspase activation by elimina-
ting IAP inhibition. Cell 102: 33-42

18. Ruchalski K, Mao H, Singh SK, Wang Y, Mosser DD, Li F, Schwartz
JH, Borkan SC (2003) HSP72 inhibits apoptosis-inducing factor release
in ATP-depleted renal epithelial cells. Am J Physiol Cell Physiol 285:
C1483-C1493

19. Susin SA, Lorenzo H, Zamzami N, Marzo |, Snow BE, Brothers GM,
Mangion J, Jacotot E, Costantini P, Loeffler M, Larochette N, Goodlett
DR, Aebersold R, Siderovski DP, Penninger JM, Kroemer G (1999) Mo-
lecular characterization of mitochondrial apoptosis-inducing factor.
Nature 397: 441-446

1

o

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

20.

2

=

22.

2

w

24.

2

(S

26.

27.

28.

29.

30.

3

-

32.

33.

34,

35

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Li LY, Luo X, Wang X (2001) Endonuclease G is an apoptotic DNase
when released from mitochondria. Nature 412: 95-99

.Suzuki Y, Imai Y, Nakayama.H, Takahashi K, Takio K, Takahashi R

(2001) A serine protease, HtrA2, isreleased from the mitochondria and
interacts with XIAP, inducing cell death. Mol Cell 8: 613-621

Chang HY, Yang X (2000) Proteases for cell suicide: functions and re-
gulation of caspases. Microbiol Mol Biol Rev 64: 821-846

. Degterev A, Boyce M, Yuan J (2003) A decade of caspases. Oncogene

22:8543-8567

Lorenzo HK, Susin SA (2004) Mitochondrial effectors in caspase-inde-
pendent cell death. FEBS Lett 557:14-20

. Orrenius S (2004) Mitochondrial regulation of apoptotic cell death. To-

xicol Lett 149:19-23

Zou H, Henzel W, Liu X, Lutschg A, Wang X (1997) Apaf-1, a human
protein homologous to C. elegans CED-4, participates in cytochrome
c-dependent activation of caspase-3. Cell 90: 405-413

Hill MM, Adrain C, Martin SJ (2003) Portrait of a killer: the mitochon-
drial apoptosome emerges from the shadows. Mol Interv 3:19-26

Li H, Zhu H, Xu CJ, Yuan J (1998) Cleavage of BID by caspase 8 media-
tes the mitochondrial damage in the Fas pathway of apoptosis. Cell 94:
491-501

Shi Y (2002) Mechanism of caspase activation and inhibition during
apoptosis. Mol Cell 9: 459-470

Wei MC, Lindsten T, Mootha VK, Weiler S, Gross A, Ashiya M,
Thompson CB, Korsmeyer SJ (2000) tBID, a membrane-targeted death

ligand, oligomerizes BAK to release cytochrome c. Genes Dev 14: 2060-
-2071

.Susin SA, Lorenzo HK, Zamzami N, Marzo |, Brenner C, Larochette N,

Prévost M-C, Alzari PM, Kroemer G (1999) Mitochondrial release of
caspase-2 and -9 during the apoptotic process. ] Exp Med 189: 381-393

Mancini M, Machamer CE, Roy S, Nicholson D, Thornberry NA, Ca-
sciola-Rosen LA, Rosen A (2000) Caspase-2 is localized at the Golgi
complex and cleaves golgin-160 during apoptosis. J Cell Biol 149: 603-
-612

Bossy-Wetzel E, Newmeyer DD, Green DR (1998) Mitochondrial cy-
tochrome c release in apoptosis occurs upstream of DEVD-specific ca-
spase activation and independently of mitochondrial transmembrane
depolarization. EM BOJ17: 37-49

Ott M, Robertson JD, Gogvadze V, Zhivotovsky B, Orrenius S (2002)
Cytochrome c release from mitochondria proceeds by a two-step pro-
cess. Proc Natl Acad Sci U S A 99:1259-1263

. Ostrander DB, Sparagna GC, Amoscato AA, McMillin JB, Dowhan

W (2001) Decreased cardiolipin synthesis corresponds with cytochro-
me c release in palmitate-induced cardiomyocyte apoptosis. J Biol
Chem 276: 38061-38067

Petrosillo G, Ruggiero FM, Pistolese M, Paradies G (2001) Reactive
oxygen species generated from the mitochondrial electron transport
chain induce cytochrome c dissociation from beef-heart submitochon-
drial particles via cardiolipin peroxidation. Possible role in the apopto-
sis. FEBS Lett 509: 435-438

Shimizu S, Narita M, Tsujimoto Y (1999) Bcl-2 family proteins regulate
the release of apoptogenic cytochrome ¢ by the mitochondrial channel
VDAC. Nature 399: 483-487

Lutter M, Fang M, Luo X, Nishijima M, Xie X, Wang X (2000) Cardioli-
pin provides specificity for targeting of tBid to mitochondria. Nat Cell
Biol 2: 754-761

Cain K, Langlais C, Sun X-M, Brown DG, Cohen GM (2001) Physiolo-
gical concentrations of K+inhibit cytochrome c-dependent formation
of the apoptosome. J Biol Chem 276: 41985-41990

Duke RC, Ojcius DM, Young JD (1997) Smieré¢ komérki w zdrowiu
i chorobie. Swiat Nauki 66: 24-32

Yang X, Chang HY, Baltimore D (1998) Essential role of CED-4 oligo-
merization in CED-3 activation and apoptosis. Science 281:1355-1357

Maianski NA, Geissler ], Srinivasula SM, Alnemri ES, Roos D, Kuijpers
TW (2004) Functional characterization of mitochondria in neutrophils:
a role restricted to apoptosis. Cell Death Differ 11:143-153

Postepy Biochemii 51 (4) 2005

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Grzelakowska-Sztabert B (1999) Udziat wirusowych i komérkowych
biatek IAP w regulacji apoptozy i przezycia komoérek. Post Biochem
45:167-176

Vaux DL, Silke J (2003) Mammalian mitochondrial IAP binding prote-
ins. Biochem Biophys Res Commun 304: 499-504

de Graaf AO, de Witte T, Jansen JH (2004) Inhibitor of apoptosis pro-
teins: new therapeutic targets in hematological cancer? Leukemia 18:
1751-1759

Srinivasula SM, Hegde R, Saleh A, Datta P, Shiozaki E, Chai J, Lee RA,
Robbins PD, Fernandes-Alnemri T, Shi Y, Alnemri ES (2001) A conse-
rved XIAP-interaction motif in caspase-9 and Smac/DIABLO regula-
tes caspase activity and apoptosis. Nature 410:112-116

Wilkinson JC, Wilkinson AS, Scott FL, Csomos RA, Salvesen GS, Duc-
kett CS (2004) Neutralization of Smac/DIABLO by inhibitors of apop-
tosis (IAPs): a caspase-independent mechanism for apoptotic inhibi-
tion. J Biol Chem 279: 51082-51090

Wu G, ChaiJ, Suber TL, Wu J-W, Du C, Wang X, Shi Y (2000) Structu-
ral basis of IAP recognition by Smac/DIABLO. Nature 408:1008-1012

Motyl T, Gajkowska B, Gérka M, Godlewski MM, Lamparska-Przy-
bysz M (2004) Kinetyka oraz regulacja uwalniania Smac/DIABLO
z mitochondriéw komérek nowotworowych pod wptywem stymula-
cji apoptogennej. Post Biol Kom 31: 219-233

Chai J, Du C, Wu J-W, Kyin S, Wang X, Shi Y (2000) Structural and
biochemical basis of apoptotic activation by Smac/DIABLO. Nature
406: 855-862

Suzuki Y, Takahashi-Niki K, Akagi T, Hashikawa T, Takahashi
R (2004) Mitochondrial protease Omi/HtrA2 enhances caspase activa-
tion through multiple pathways. Cell Death Differ 11: 208-216

Verhagen AM, Silke J, Ekert PG, Pakusch M, Kaufmann H, Connolly
LM, Day CL, Tikoo A, Burke R, Wrobel C, Moritz RL, Simpson RJ,
Vaux DL (2002) HtrA2 promotes cell death through its serine protease
activity and its ability to antagonize inhibitor of apoptosis proteins. J
Biol Chem 277: 445-454

Yang QH, Church-Hajduk R, Ren J, Newton ML, Du C (2003) Omi/
HtrA2 catalytic cleavage of inhibitor of apoptosis (IAP) irreversibly
inactivates IAPs and facilitates caspase activity in apoptosis. Genes
Develop 17:1487-1496

Jin S, Kalkum M, Overholtzer M, Stoffel A, Chait BT, Levine AJ (2003)
CIAP1 and the serine protease HtrA2 are involved in a novel p53-de-
pendent apoptosis pathway in mammals. Genes Develop 17: 359-367

Daugas E, Nochy D, Ravagnan L, Loeffler M, Susin SA, Zamzami N,
Kroemer G (2000) Apoptosis-inducing factor (AIF): a ubiquitous mi-
tochondrial oxidoreductase involved in apoptosis. FEBS Lett 476:118-
-123

Schmitt E, Parcellier A, Gurbuxani S, Cande C, Hamman A, Morales
MC, Hunt CR, Dix DJ, Kroemer RT, Giordanetto F, Jaattela M, Pennin-
ger JM, Pance A, Kroemer G, Garrido C (2003) Chemosensitization by
a non-apoptogenic heat shock protein 70-binding apoptosis-inducing
factor mutant. Cancer Res 63: 8233-8240

Cande C, Cecconi F, Dessen P, Kroemer G (2002) Apoptosis-inducing
factor (AIF): key to the conserved caspase-independent pathways of
cell death? J Cell Sci 115: 4727-4734

Ye H, Cande C, Stephanou NC, Jiang S, Gurbuxani S, Larochette N,
Daugas E, Garrido C, Kroemer G, Wu H (2002) DNA binding is requ-
ired for the apoptogenic action of apoptosis inducing factor. Nat Struct
Biol 9: 680-684

Arnoult D, Gaume B, Karbowski M, Sharpe JC, Cecconi F, Youle RJ
(2003) Mitochondrial release of AIF and EndoG requires caspase ac
tivation downstream of Bax/Bak-mediated permeabilization. EMBO
) 22: 4385-4399

Klein JA, Longo-Guess CM, Rossman MP, Seburn KL, Hurd RE, Fran-
kel WN, Bronson RT, Ackerman SL (2002) The harlequin mouse muta-
tion downregulates apoptosis-inducing factor. Nature 419: 367-374
Yu SW, Wang H, Poitras MF, Coombs C, Bowers W/, Federoff HJ,
Poirier GG, Dawson TM, Dawson VL (2002) Mediation of poly(ADP-
-ribose) polymerase-l1-dependent cell death by apoptosis-inducing
factor. Science 297: 259-263

457



62.

6

6

6

6

3.

4.

5.

o

Yu SW, Wang H, Dawson TM, Dawson VL (2003) Poly(ADP-ribose)
polymerase-1 and apoptosis inducing factor in neurotoxicity. Neuro-
biol Dis 14: 303-317

Cregan SP, Fortin A, MacLaurin JG, Callaghan SM, Cecconi F, Yu S-W,
Dawson TM, Dawson VL, Park DS, Kroemer G, Slack RS (2002) Apop-
tosis-inducing factor is involved in the regulation of caspase-indepen-
dent neuronal cell death. J Cell Biol 158: 507-517

Amoult D, Parone P, Martinou J-C, Antonsson B, Estaquier J, Ameisen
JC (2002) Mitochondrial release of apoptosis-inducing factor occurs
downstream of cytochrome c release in response to several proapop-
totic stimuli. J Cell Biol 159: 923-929

Joza N, Susin SA, Daugas E, Stanford WL, Cho SK, Li CY, Sasaki T,
Elia AJ, Cheng HY, Ravagnan L, Ferri KF, Zamzami N, Wakeham A,
Hakem R, Yoshida H, Kong YY, Mak TW, Zlniga-Pflucker JC, Kro-
emer G, Penninger JM (2001) Essential role of the mitochondrial apop-
tosis-inducing factor in programmed cell death. Nature 410: 549-554

Polster BM, Basanez G, Etxebarria A, Hardwick JM, Nicholls DG

(2005) Calpain | in-duces cleavage and release of apoptosis-inducing
factor from isolated mitochondria. J Biol Chem 280: 6447-6454

67.

68.

69.

70.

7

iy

Wang X, Yang C, Chai J, Shi Y, Xue D (2002) Mechanisms of AIF-me-
diated apoptotic DNA degradation in Caenorhabditis elegans. Science
298:1587-1592

Low RL (2003) Mitochondrial Endonuclease G function in apoptosis
and mtDNA metabolism: a historical perspective. Mitochondrion 2:
225-236

Zhang J, Dong M, Li L, Fan Y, Pathre P, Dong J, Lou D, Wells JM,
Olivares-Villagomez D, Kaer LV, Wang X, Xu M (2003) Endonuclease
G is required for early embryogenesis and normal apoptosis in mice.
Proc Natl Acad Sci U S A 100:15782-15787

Widtak P, Garrard WT (2005) Discovery, regulation, and action of the
major apoptotic nucleases DFF40/CAD and endonuclease G. J Cell
Biochem 94:1078-1087

. Parrish JZ, Yang C, Shen B, Xue D (2003) CRN-1, a Caenorhabditis

elegans FEN-1 homologue, cooperates with CPS-6/EndoG to promote
apoptotic DNA degradation. EMBO J 22: 3451-3460

.Parrish JZ, Xue D (2003) Functional genomic analysis of apoptotic

DNA degradation in C. elegans. Mol Cell 11: 987-996

Mitochondrial intermembrane space proteins in apoptosis process
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ABSTRACT

Mitochondria, despite their function in cellular energy metabolism, play an important role in the apoptotic signaling pathways. These or-
ganelles in response to the death signal undergo changes resulting in the release of proteins which are essential to conduct apoptosis via
mitochondrial pathway. This article is focused on the properties and functions of apoptogenic proteins released from the mitochondrial inter-
membrane space, i.e., caspases, cytochrome ¢, Smac/DIABLO, serine protease Omi/HtrA2, AIF and endonuclease G.
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Periplazmatyczne oksydoreduktazy disiarczkowe
bakterii Escherichia coli —budowa i funkcja

STRESZCZENIE

prowadzanie wiagzan disiarczkowych o prawidtowej topologii jest jednym z kluczo-
Wwych etapow zwijania wielu biatek o pozacytoplazmatycznej lokalizacji, wystepu-
jacym zaréwno u organizméw eukariotycznych, jak i prokariotycznych. W Gram ujemnej
bakterii Escherichia coli proces ten jest katalizowany przez grupe periplazmatycznych oksydo-
reduktaz, zwanych Dsb. Biatka te funkcjonujg w dwoch niezaleznych szlakach: (1) utlenia-
jacym (system DsbA/DsbB), odpowiedzialnym za utlenianie grup SH cystein, i (2) reduku-
jacym (biatka DsbC/DsbD , DsbG, CcmG i CcmH), petniacym role w izomeryzacji btednie
wprowadzonych wigzan S-S, a takze bioragcym udziat w ,,dojrzewaniu” cytochromu c. Sys-
tem utleniajacy dziata w $cistym zwiazku z btonowym systemem przekaznikéw elektronow
tancucha oddechowego i wykorzystuje czasteczki chinonéw jako bezposrednie akceptory
elektronéw. Szlak redukujacy wykorzystuje natomiast jako zrédto elektronéw cytoplazma-
tyczny system tioredoksyny. Wiekszoé¢ biatek Dsb nalezy do nadrodziny tioredoksyny
i zawierajag one w swoich centrach katalitycznych konserwowanag sekwencje Cys-X-X-Cys.
Celem tej pracy jest oméwienie wtasnosci biatek Dsb, ze szczegélnym uwzglednieniem za-
leznosci pomiedzy ich budowa i funkcja.

WPROWADZENIE

Wigzania disiarczkowe sg typowymi modyfikacjami potranslacyjnymi wie-
lu biatek pozacytoplazmatycznych. U organizméw eukariotycznych proces ten
zachodzi w siateczce $rodplazmatycznej, natomiast u bakterii tworzenie wig-
zan S-S zachodzi w utleniajgcym $rodowisku periplazmy w reakcjach katalizo-
wanych przez enzymy z rodziny Dsb (ang. disulfide hond). Biatka te naleza do
nadrodziny tioredoksyny i wszystkie zawierajg w centrum katalitycznym dwie
cysteiny w sekwencji Cys-X-X-Cys (X-dowolna reszta aminokwasowa). Cechg
charakterystyczng ich budowy przestrzennej jest ukiad obejmujacy cztery (3
-harmonijki otoczone przez trzy helisy a. Jest to tzw. struktura/Z domena tiore-
doksynowa (ang. thioredoxin fold). Biatka nalezace do nadrodziny tioredoksyny
zawierajg ten ukfad przestrzenny mimo czesto niskiej homologii na poziomie
aminokwasowym [1].

Wprowadzenie wigzania S-S o prawidtowej topologii wymaga czesto dwdch
typow reakcji: utworzenia wigzania S-S i izomeryzacji wigzania S-S [2]. Kazda
z tych reakcji jest katalizowana przez inng pare biatek Dsb i jest zwigzana z od-
rebnym szlakiem transportu elektron6w w bakterii Escherichia coli. Wprowadze-
nie wigzania disiarczkowego polega na utlenieniu zredukowanych, nowo wpro-
wadzonych do periplazmy biatek przez oksydaze DsbA. Regeneracja aktywnej,
utlenionej formy DsbA jest katalizowana przez blonowe biatko DsbB. Utlenia-
jace dziatanie DsbA w stosunku do biatek zawierajacych wiecej niz dwie cyste-
iny czesto prowadzi do wytworzenia btednych wigzan S-S, nie wystepujacych
w aktywnym, prawidtowo zwinietym biatku. W takim przypadku konieczne
jest dziatanie drugiej pary biatek Dsb: DsbC i DsbD. DsbC przeprowadza izo-
meryzacje wigzan, natomiast DsbD utrzymuje biatko DsbC w stanie zredukowa-
nym. W periplazmie bakterii E. coli zidentyfikowano jeszcze dodatkowe biatko
Dsb: DsbG o nieznanej jak dotad funkcji oraz dwie wyspecjalizowane oksydore-
duktazy: CecmG i CemH [3].

SYSTEM ODPOWIEDZIALNY ZA UTLENIANIE BIALEK

OKSYDAZA DsbA

Oksydaza DsbA jest rozpuszczalnym, monomerycznym biatkiem o ciezarze
czasteczkowym 21,1 kDa. W obrebie tréjwymiarowej struktury biatka mozna
wyrozni¢ domene tioredoksynowg oraz domene helikalng (Rys. 1). Domena
tioredoksynowa w DsbA (reszty aminokwasowe 1-61 i 140-189) zawiera do-
datkowa (3-harmonijke, ktéra powieksza centralng ptaszczyzne (3 Domena a-
-helikalna (reszty aminokwasowe 62-139) stanowi wstawke w obrebie domeny
tioredoksynowej i zawiera pie¢ helis a. Miejsce aktywne znajduje sie w domenie
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Rysunek 1. Model budowy przestrzennej biatka DsbA na podstawie struktury
krystalicznej [67], Rysunek wykonano w oparciu o dane zawarte w pliku pdblA-
2J zawartym w bazie danych NCBI (www.ncbi.nih/gov) programem Cn3D4.1.
Na rysunku w kolorze zielonym zostaty przedstawione struktury helisy a; w ko-
lorze z6ttym — harmonijki P; w kolorze turkusowym — struktury nieuporzadko-
wane; czarnymi kropkami zaznaczono pozycje reaktywnych cystein.

tioredoksynowej i jest otoczone przez hydrofobowe reszty
aminokwasowe. W domenie tioredoksynowej, ponizej miej-
sca aktywnego znajduje sie jeszcze dodatkowe zaglebienie
hydrofobowe. Oba te niepolarne miejsca moga petni¢ istot-
na funkcje w rozpoznawaniu i wigzaniu niezwinietego sub-
stratu [4], Takie niekowalencyjne wigzania DsbA z biatkami
zostaty wykazane np. dla zmutowanej formy RN-azy T1 [5],
Dzieki rozpoznawaniu hydrofobowych regionéw DsbA jest
w stanie oddziatywac z biatkami niezwinietymi lub zwinie-
tymi tylko czeSciowo i wprowadzac¢ do nich wigzania S-S.

Centrum katalityczne zawiera pojedyncza katalityczng
pare reszt cystein: Cys3) i Cys3 lezaca w obrebie sekwen-
cji Cys-Pro-His-Cys [6,7]. Cysteiny te w formie aktywnej sa
utlenione. DsbA katalizuje utlenienie przypadkowej pary
cystein w niezwinietym substracie przeprowadzajac bardzo
szybka reakcje wymiany S-S/SH. Jako biatko o charakterze
utleniajgcym DsbA posiada wysoki potencjat utleniajgcy
(-0,125 V w warunkach standardowych) [8], Dla poréwna-
nia wzorcowy potencjat redoks tioredoksyny, cytoplazma-
tycznego biatka o charakterze redukujgcym, wynosi -0,270
V [9]. Utleniajacy potencjat DsbA wynika miedzy innymi
z wiasnosci cysteiny 30, ktéra posiada wyjatkowo niskg
warto$¢ pKf ok. 3,5, Swiadczaca o wysokiej reaktywnosci
tej grupy [10]. Tylko ta cysteina jest dostepna dla substratu,
natomiast Cys33 jest ukryta w fancuchu polipeptydowym
biatka i nie reaguje ze zwigzkami specyficznymi wzgledem
grup hydrosulfidowych [4], Stwierdzono, ze decydujacy
wplyw na wiasnosci utleniajgce cystein DsbA majg dwie
reszty aminokwasowe rozdzielajgce aktywne cysteiny: ProJ
i His3L [11]. Oprécz aktywnosci utleniajacej DsbA wykazuje
takze stabg aktywnosé izomerazy, jednakze ze wzgledu na
bardzo niska wydajnos¢, aktywnos$¢ ta nie ma prawdopo-
dobnie wiekszego znaczenia [12].

Brak funkcjonalnego genu dsbA prowadzi do bardzo zto-
zonego fenotypu. Mutanty dsbA' sg wrazliwe na obecno$¢
zredukowanego DTT i benzylopenicyling. Wykazujg zabu-
rzenia wielu procesdw, wymagajacych tworzenia wigzan
disiarczkowych. (i) Odznaczajg sie bardzo niskg aktywno-
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$cig alkalicznej fosfatazy i brakiem biatka btony zewnetrz-
nej OmpA [6,7]. (ii) Nie sg zdolne do ruchliwosci w podto-
zach potptynnych ze wzgledu na zaktocenia w formowaniu
prawidtowej wici [13]. (iii) Nie sg wrazliwe na infekcje bak-
teriofagiem M13 z powodu braku pili ptciowych F [6] (iiii)
Nie posiadajg funkcjonalnych fimbrii typu P, typu | oraz IV
([14-16], W przypadku sktadania fimbrii typu P wykazano,
ze jest niezbedna nie tylko aktywnos$¢ utleniajaca DsbA,
lecz takze aktywnos$¢ opiekuricza tego biatka [14]. Role ak-
tywnosci opiekunczej DsbA w prawidtowym funkcjonowa-
niu komorki potwierdzity badania dotyczace wydzielania
pullulanazy. Proces ten wymagat obecnosci DsbA, lecz byt
niezalezny od tworzenia wigzan disiarczkowych [17]. Ten
dodatkowy rodzaj aktywnosci DsbA zostat potwierdzony
w testach in vitro [18]. Pozostate fenotypy mutacji dshA obej-
muja brak holocytochromu ¢, zaburzenia w wydzielaniu en-
terotoksyny |iw fatldowaniu periplazmatycznej dysmutazy
ponadtlenkowej zaleznej od Cu i Zn, a takze wrazliwos$¢ na
jony Cd2; Zn2+i Hg+[3],

BIALKO DsbB

DsbB jest transbtonowym biatkiem btony cytoplazma-
tycznej o ciezarze czasteczkowym okoto 20 kDa. W obrebie
struktury mozna wyro6znic¢ cztery transbtonowe helisy i dwie
petle periplazmatyczne (Rys. 2). Kazda z petli zawiera pare
cystein zdolnych do tworzenia mostka disiarczkowego.
Dwie cysteiny z pierwszej petli sg elementem Kkatalitycznej
sekwencji aminokwasowej charakterystycznej dla wszyst-
kich biatek Dsb: Cys4}Val-Leu-Cys4 Cysteiny z drugiej pe-
tli (Cysl4i CysId) sa natomiast oddzielone dwudziestoma
piecioma resztami aminokwaséw [19]. W obrebie pierwszej
periplazmatycznej czesci znajduje sie takze miejsce do wia-
zania chinonu [20,21], a istotng role w tym procesie peni
Args [22], W warunkach tlenowych DsbB oddziatuje z ubi-
chinonem Q8, natomiast przy braku tlenu elektrony sg prze-
noszone na menachinon [23],

Funkcja biatka DsbB jest ponowne utlenianie biatka
DsbA i przenoszenie elektronéw z DsbA na chinon [24,25],
W mutantach dsbB' ulega nagromadzeniu zredukowana
forma DsbA, niezdolna do petnienia funkcji oksydazy [26],
W zwigzku z tym fenotyp mutantow zawierajgcych nie-
funkcjonalny gen dsbB jest podobny do fenotypu mutantow
dsbA'. Bakterie E. coli dshB' odznaczajg si¢ wrazliwoscig na
DTT i benzylopenicyling, obnizong aktywnoscia alkalicznej
fosfatazy i zaburzeniami w dojrzewaniu cytochromu c, bra-
kiem ruchliwosci w podtozach potptynnych [13,26,27],

f@@
e

\/ C

Rysunek 2. Model topologiczny biatka DsbB, wg [22]. Na rysunku zaznaczono
dwa aktywne disiarczki w petlach periplazmatycznych: Cys4l-Cys#4 (kdtka z6tte)
i Cys]®-CysiD (kétka zielone) oraz Arg48 (kétko niebieskie), istotng w oddziatywa-
niu DsbB z czasteczka chinonu. Oznaczenia skrétéw: P — periplazma; B — btona
plazmatyczna; C — cytoplazma; Q — chinon.
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SYSTEM ODPOWIEDZIALNY ZA IZOMERYZACIJE
WIAZAN DISIARCZKOWYCH

DISULFIDOIZOMERAZA DsbC

DscC jest rozpuszczalnym periplazmatycznym biatkiem
tworzacym homodimer, skladajgcy sie z podjednostek
o ciezarze czasteczkowym 23,5 kDa. Kazda z podjednostek
zawiera centrum katalityczne zbudowane z motywu Cys-X-
-X-Cys, ktérego cysteiny (CysiKi Cys1ll) tworzg niestabilny,
reaktywny disiarczek [28,29]. W komorkach niezmutowa-
nych DsbC wystepuje gtéwnie w formie zredukowanej [30].
Podobnie jak w biatku DsbA, jedynie cysteina 98 jest ekspo-
nowana do $rodowiska. Biatko DsbC zawiera ponadto inng
pare cystein (Cys iCysI®), tworzgcych mostek o charakte-
rze strukturalnym [29], Obie podjednostki sg potaczone ze
soba dimeryzacyjnymi domenami N-kohAcowymi i tworza
strukture o ksztalcie litery V (Rys. 3A). Domeny o struktu-
rze tioredoksynowej, zawierajgce sekwencje katalityczne,
znajdujg sie w rejonach C-koncowych na koncach ramion
dimeru. Wnetrze dimeru stanowi zagtebienie o charakte-
rze niepolarnym, zdolne do wigzania substratu. Cysteiny
w pozycji 98 kazdej podjednostki sg wyeksponowane do
wnetrza tego zagtebienia i moga oddziatywac bezposrednio
Z substratem [31].

Gtowna funkcjg DsbC w periplazmie jest izomeryzacja
btednie wprowadzonych przez DsbA wigzanh disiarczko-
wych. Funkcja ta zostata wykazana in vivo wzgledem na-
turalnego substratu — alkalicznej fosfatazy, zawierajgcej
dwa disiarczki [32], dla periplazmatycznej rybonukleazy
(4 disiarczki) i biatka Mep (3 disiarczki) [33], a takze dla
urokinazy (12 disiarczkoéw) [34]. Dalszych przyktadéw do-
starczyty badania w uktadzie in vitro. Biatko DsbhC wydaj-
nie wprowadzato wigzania S-S o prawidtowej topologii do
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Rysunek 3. Modele budowy izomeraz wigzan S-S (A) DsbC i (B) DsbG, wg [47],
Oznaczenia skrotéw: K — domena katalityczna; D — domena dimeryzacyjna;
L — helisa potgczeniowa. W obrebie domen katalitycznych czarnymi kropkami
zaznaczono aktywne reszty cysteiny.
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substratow zawierajacych wiecej niz dwie cysteiny, np do
BPTI [29] i RBI [35],

Proces izomeryzacji wigzan S-S rozpoczyna sie od nukle-
ofilowego ataku wolnej grupy sulfhydrylowej DsbC na wig-
zanie disiarczkowe substratu. W rezultacie powstaje miesza-
ny disiarczek pomiedzy izomerazg a substratem. Zerwanie
wigzania pomiedzy DsbC a substratem moze hipotetycznie
zaj$¢ dwiema drogami: (1) DsbC moze zredukowaé wigza-
nie S-S substratu i pozostawi¢ je do ponownego utlenienia
przez DsbA lub (2) mieszany disiarczek moze sie rozpas¢ na
skutek oddziatywania z kolejng cysteing substratu, powo-
dujac utworzenie wigzan S-S pomiedzy innymi cysternami
(jak w przypadku eukariotycznej izomerazy PDI). Wedtug
modelu Gilberta [36] gtéwna aktywno$¢ DsbC nie polega
na bezposrednim tasowaniu mostkow disiarczkowych, lecz
raczej na redukcji btednie wprowadzonego mostka w biat-
ku substratowym. Na tym etapie ponownie wkracza DsbA
przeprowadzajac kolejng reakcje utleniania cystein w biatku.
Prawdopodobienstwo wprowadzenia wigzania o prawidto-
wej topologii jest w tym przypadku juz wieksze, poniewaz
pomiedzy kolejnymi reakcjami utleniania biatko podlegato
procesowi zwijania. Po uwolnieniu substratu DsbC pozo-
staje w formie utlenionej i wymaga regeneracji aktywnej,
zredukowanej formy. Funkcje utrzymywania DsbC w for-
mie zredukowanej petni kolejne biatko z rodziny Dsb: DsbD
[34]. W testach in vitro funkcja DsbC zalezata od statusu re-
doks tego biatka. W formie zredukowanej funkcjonowato
ono jako izomeraza, natomiast w formie utlenionej, podob-
nie jak DsbA, wprowadzato wigzania S-S do substratu [30],
Z tego faktu moze wynika¢ zdolno$¢ do supresji fenotypu
dsbA przez nadprodukcje biatka DsbC [37],

Bakterie £. coli pozbawione genu dsbhC wykazujg zabu-
rzenia w tworzeniu wigzan disiarczkowych, ale znacznie
stabsze niz w przypadku mutantow dsbA~ i dsbB~. Status
redoks biatka DsbA nie ma wptywu na stan DsbC, co wska-
zuje na rownolegly i niezalezny szlak przekazywania elek-
tronébw w obu systemach [37]. Przyczyng tagodniejszego
fenotypu mutantéw dsbC~ moze by¢ stosunkowo mata ilos¢
biatek wymagajgcych izomeryzacji wigzan S-S. W peripla-
zmie i blonie zewnetrznej wystepuje niewiele biatek zawie-
rajacych wiecej niz jedno wigzanie disiarczkowe. Poza tym
sugeruje sie, ze wprowadzanie wigzan S-S moze zachodzi¢
rownoczes$nie z procesem translokacji polipeptydu przez
btone cytoplazmatyczng. W tej sytuacii, jesli wigzanie o pra-
widtowej topologii powinno tgczy¢ kolejne w sekwencji
liniowej cysteiny, aktywno$¢ utleniajgca DsbA jest wystar-
czajgca do osiggniecia prawidtowej struktury [30]. Podobnie
jak w przypadku biatka DsbA, wykazano, ze DsbC posiada
takze aktywnos¢ opiekunczg. W ukiadzie in vitro pokazano,
ze DsbC umozliwiato reaktywacje zdenaturowanej dehy-
drogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego w procesie nie-
zaleznym od reakcji typu redoks [38],

BIALKO DsbD (DIPZ)

Izomeraza DsbC wymaga obecnosci zredukowanych
grup SIT cystein centrum katalitycznego. W utleniajacym
srodowisku periplazmy elektrony sg dostarczane z cytopla-
zmy za posrednictwem transbtonowego biatka DsbD [39],
Jest to duze biatko (546 reszt aminokwasowych), w struktu-
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rze ktérego mozna wyrézni¢ trzy domeny: N-koncowg do-
mene o typie faldowania immunoglobuliny (aDsbD), cen-
tralng transbtonowa domene (P) przypuszczalnie ztozong
z 8 helis i C-koricowg domene o typie faldowania tioredok-
syny (yDsbD) (Rys. 4). Kazda domena zawiera pare cyste-
in, niezbednych do transportu elektronéw do periplazmy.
Obie skrajne domeny, aDsbD i yDsbD, sg zwrd6cone do peri-
plazmy [40], Za redukcje DsbC jest bezposrednio odpowie-
dzialna domena aDsbD, ktérej CysI® tworzy mieszany di-
siarczek z Cysgw biatku DsbC [41]. Cysteina w pozycji 109
jest takze odpowiedzialna za reakcje z innymi dotychczas
poznanymi substratami DsbD: DsbG [42] i CcmG [43].

Fenotyp mutantow dshD zwiagzany jest z funkcjami pet-
nionymi przez substraty DsbD, ktére przy braku DsbD
wystepujg w formie utlenionej. Charakteryzuje sie on zabu-
rzeniami w ,,dojrzewaniu" cytochromu c [44] i we wprowa-
dzaniu prawidtowych wigzan S-S do odpowiednich biatek,
a takze cechami typowymi dla wszystkich mutantéw dsb~:
zwiekszong wrazliwoscig na DTT i benzylopenicyline [45].
Z drugiej strony, mutacje w genie dshD prowadzg do cze-
sciowej supresji fenotypéw bakterii dsbA~ i dsbB~, zaleznej
od obecnosci biatka DsbC. W tej sytuacji DsbC, wystepujace
w utlenionej formie, moze najprawdopodobniej zastepowac
DsbA w procesie utleniania grup SH [39,45]. Podwojne mu-
tanty dsbC dsbD~ wykazujg bardziej ztozony fenotyp. Maja
one na przyktad ograniczong ruchliwo$¢ w podtozach pot-
ptynnych, podczas gdy pojedyncze mutanty dsbC~ lub dshD~
wykazuja ruchliwos$é poréwnywalng do niezmutowanych
bakterii [45].

BIALKO DsbG

DsbG jest biatkiem rozpuszczalnym o ciezarze czgstecz-
kowym 25,7 kDa, homologiczne do DsbC, wykazujgce 29%
identycznosci na poziomie aminokwasowym. Podobnie jak
DsbC, jest ono homodimerem i zawiera domeny tioredoksy-
nowe z charakterystyczng sekwencjg Cysl2-Pro-Tyr-CysiQ
W komorce sekwencja ta jest utrzymywana w stanie zredu-
kowanym przez biatko DsbD. W ukitadzie in vitro biatko to
wykazuje aktywno$¢ izomerazy disiarczkowej, takze in vivo
nadprodukcja DsbG tagodzi efekt mutacji dsbhC~. Z drugiej
strony DsbhG nie posiada zdolnosci do redukgcji insuliny oraz
do refatdowania zdenaturowanej RN-azy A w uktadzie in
vitro. Nie wykryto takze szkodliwego wpltywu braku dshG
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Rysunek 4. Model topologiczny biatka DsbD, wg [63]. Oznaczenia skrétéow:
B — btona plazmatyczna; a iy - domeny periplazmatyczne, zawierajace po 1
aktywnym disiarczku (cysteiny oznaczone czarnymi kropkami); & — domena
transbtonowa, zawierajgca 1 aktywny disiarczek (cysteiny przedstawione w for-
mie kétek z numerem pozycji w taricuchu polipeptydowym).
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ani na wzrost bakterii ani na zwijanie periplazmatycznych
biatek [42,46], Nie jest tez znany zaden substrat tego biatka
in vivo.

Wiecej informacji dostarczyta analiza krysztatow uzy-
skanych dla utlenionych i zredukowanych form tego biatka
[47], Wedtug zaproponowanego modelu struktura prze-
strzenna DsbG przypomina ksztalttem homologiczne biat-
ko DsbC (Rys. 3B). Podobnie jak w przypadku DsbC, dwie
podjednostki tworza strukture przypominajgcag litere V,
w zagiebieniu ktdrej znajduje sie miejsce wigzania substra-
tu. Do wnetrza tego zagiebienia sg wyeksponowane obie
sekwencje katalityczne Cys-X-X-Cys, zdolne do tworzenia
niestabilnego wigzania S-S. Jednakze istniejg zasadnicze
réznice pomiedzy strukturami tych dwoch izomeraz. (i)
Wielkos$¢ DsbG jest znacznie wieksza niz DsbC ze wzgle-
du na dlugos¢ tacznika pomiedzy domeng katalityczng
a domeng dimeryzacyjng. Fakt ten znaczaco wpltywa na
rozmiary zagiebienia wigzacego substrat: w biatku DsbG
jest ono prawie dwa razy wieksze niz w DsbC. (ii) Wnetrze
zaglebienia wigzgcego substrat ma generalnie charakter
hydrofobowy w obu biatkach. Jednakze w DsbG wyste-
puja dodatkowo reszty aminokwaséw o charakterze kwa-
$nym: 3 reszty Asp i 4 Glu, podczas gdy w DsbC znajdujg
sie w tym miejscu wytgcznie aminokwasy hydrofobowe lub
nienatadowane. (iii) W biatku DsbG wystepuje dodatkowo
natadowane zagtebienie w petli fgczacej dwie struktury p w
N-konicowej domenie dimeryzacyjnej. Petla ta w DsbG jest
dluzsza, a dodatkowe reszty aminokwasowe majg charak-
ter polarny i natadowany (Tyr, Gin, Asp).

Wymienione réznice w strukturze moga mie¢ znaczacy
wptyw na specyficznos$¢ substratowg DsbG. Autorzy mode-
lu [47] postuluja, ze substratami DsbG, w przeciwienstwie
do DsbC, moga by¢ biatka juz czesciowo zwiniete. Takie
substraty mogg posiada¢ na powierzchni polarne reszty
aminokwasowe, zdolne do oddziatywania z natadowanymi
powierzchniami DsbG. Takze rozmiary kieszeni wewnatrz
dimeru V Swiadcza, ze substrat moze by¢ zdecydowanie
wiekszy (np. czesciowo zwiniety fragment biatka). W przy-
padku DsbC, mate rozmiary kieszeni wigzacej i jej hydro-
fobowy charakter sg zgodne z postulowang specyficznoscig
wzgledem rozwinietych fragmentéw niezwinietych jeszcze
biatek. Proponowane réznice w specyficznosci substratowe;j
moga wyjasnia¢ fakt wystepowania w periplazmie E. coli az
dwaéch enzymow o aktywnosci izomerazowej wigzan S-S.

INNE PERIPLAZMATYCZNE BIALKA
O AKTYWNOSCI OKSYDOREDUKCYJINEJ

Do chwili obecnej zidentyfikowano dwa kolejne biatka
zawierajgce sekwencje Cys-X-X-Cys: CcmG (DsbE) oraz
CcmH. Oba te biatka biorg udziat w procesie ,,dojrzewania"
cytochroméw typu c [48,49], CcmG jest biatkiem o ciezarze
czgsteczkowym 20 kDa zakotwiczonym w btonie cytopla-
zmatycznej N-kohcowym polipeptydem. Cze$¢ C-kohcowa
jest eksponowana do periplazmy i zawiera miejsce aktyw-
ne: Cys@Pro-Thr-Cys& CcmG wykazuje wysokag specy-
ficznos$¢ substratowa. W przeciwienstwie do wielu innych
oksydoreduktaz nie posiada zdolnosci do redukcji insuliny
w uktadzie in vitro. Takze w uktadzie in vivo brak genu ccmG
nie ma wptywu na aktywnosé alkalicznej fosfatazy [50,51],
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Jedynymi znanymi substratami CcmG sg biatka DsbD
i CcmH. CcmG pobiera elektrony od DsbD, a nastepnie
przekazuje je do kolejnego biatka: CcmH, ktére moze by¢
bezposrednim reduktorem cytochromu c [52], Tak wysoka
specyficzno$¢ CcmG moze wynika¢ ze znacznych rdznic
w budowie przestrzennej w poréwnaniu z innymi biatkami
z nadrodziny tioredoksyny: (i) w obrebie domeny tioredok-
synowej wystepuje wstawienie 24 reszt aminokwasowych,
(if) na koncu N biatka wystepuje 30 dodatkowych reszt ami-
nokwasowych. Razem tworzg one zagiebienie w poblizu
miejsca katalitycznego. Te wstawki sg zachowane w ewo-
lucji w homologach CcmG z innych bakterii, a usuniecie
centralnej wstawki powoduje zahamowanie procesu bioge-
nezy cytochromu c. Dodatkowg niezwyktg cechg domeny
tioredoksynowej w CcmG jest kwasne Srodowisko miejsca
aktywnego. W poblizu sekwencji Cys-X-X-Cys wystepu-
ja reszty aminokwasowe o charakterze kwasowym: Asp9,
G lu~ i G1luls Substrat CcmG, biatko CcmH, posiada na-
tomiast konserwowang ewolucyjnie argininy, bezposred-
nio poprzedzajacg sekwencje Cys-X-X-Cys, mogaca miec
wptyw na oddziatywanie obu biatek [53]. CcmH jest takze
biatkiem zwigzanym z blong cytoplazmatyczng, eksponuja-
cym sekwencje Cys43Pro-Lys-Cys4i do periplazmy. CcmH
z bakterii E. coli jest szczeg6lnym biatkiem, gdyz powstato
najprawdopodobniej w wyniku potgczenia dwoch gendw
kodujgcych u innych bakterii Gram ujemnych dwa osobne
biatka: CcmH i Cemit. Cze$¢ N-koricowa CcmH z E. coli za-
wiera domene tioredoksynowg z sekwencjg Cys-X-X-Cys,
natomiast czes¢ C-koricowa odpowiada biatku Ccmt [54].

Cytochromy typu c sg syntetyzowane w bakterii Escheri-
chia coli w warunkach beztlenowych, ich funkcja jest prze-
kazywanie elektronéw na koncowy akceptor, ktérym moze
by¢ azotan lub tlenek trimetyloaminy [3], Cytochrom ¢ po
translokacji do periplazmy jest utleniany przez DsbA, ktére
najprawdopodobniej takze dopomaga w osiagnieciu kon-
formacji wiasciwej do zwigzania czasteczki hemu. Mutan-
ty dsbA~ i dsbB~ nie zawierajg dojrzatej formy cytochromu
c [55]. Jednakze, aby reszty cystein sekwencji Cys-X-X-Cys
cytochromu mogty zwigzaé sie z resztami winylowymi
hemu, musza znajdowac sie w zredukowanej formie. Stad
wystepuje konieczno$¢ redukcji wigzania S-S cytochromu
¢ przez system CcmG/CcmH [54].

SZLAK UTLENIAJACY W PERIPLAZMIE
- PRZEPLYW ELEKTRONOW OD BIALEK
PERIPLAZMATYCZNYCH DO CHINONU

Z analizy genomu bakterii E. coli wynika, ze co najmniej
300 biatek zawierajgcych przynajmniej 2 reszty cystein
moze by¢ eksportowanych do przestrzeni periplazmatycz-
nej. Biatka te moga by¢ potencjalnymi substratami dla oksy-
dazy DsbA. W procesie utleniania biatko DsbA, zawierajace
niestabilny mostek disiarczkowy, wigze sie z niezwinie-
tym substratem i dochodzi do wytworzenia przejsciowego
mieszanego disiarczku pomiedzy DsbA a substratem. Na-
stepnie mieszany disiarczek jest atakowany przez kolejng
wolng grupe tiolowa substratu. W rezultacie powstaje wia-
zanie S-S w biatku i zredukowane DsbA [wg 9]. Aby DsbA
mogto ponownie dziata¢ jako oksydaza, cysteiny centrum
katalitycznego muszg by¢ ponownie utlenione. Funkcje te
petni btonowe biatko DsbB, zawierajgce dwa wigzania S-S,
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niezbedne do aktywnos$ci enzymatycznej. Trzy niezalezne
zespolty zaproponowaty modele dziatania DsbB [56-58],
réznigce sie w szczegodtach dotyczacych sposobu przeka-
zywania elektronéw i wiasnosci katalitycznych wigzan
S-S. Wspdlng cechg tych modeli byta hipoteza postulujaca,
ze potencjat redoks obu wigzan S-S w DsbB jest nizszy niz
biatka DsbA, w zwiazku z tym przekazywanie elektronu
poprzez DsbB zachodzito by ,,pod prad” (od potencjatu bar-
dziej utleniajgcego do bardziej redukujgcego). Wynikajaca
z wartosci potencjatéw redoks sprzecznos$é¢ prébowat thu-
maczy¢ model, w ktérym przekazywanie elektronéw odby-
wato by sie bezposrednio pomiedzy DsbA a ubichinonem,
niezaleznie od obecnosci cystein w DsbB [57]. Watpliwosci
dotyczace mechanizmu przekazywania elektrondéw w sys-
temie DsbA-DsbB wyjasnita najnowsza praca [25], w ktorej
autorzy ponownie okredlili potencjaty redoks wigzan S-S
biatka DsbB i kolejno zrewidowali poszczegdlne etapy kata-
lizy. W doswiadczeniach autorzy wykorzystali DsbB, z kt6-
rego usuneli zwigzany ubichinon. Wyznaczone przez nich
potencjaty redoks wigzan Cys4}Cys#4i Cysiod-CysiDw DsbB
wynosity odpowiednio -0,069 V i -0,186 V. Na podstawie
tej pracy i na bazie poprzednich modeli mozna przedsta-
wi¢ zarys mechanizmu dziatania DsbB jako przenos$nika
elektronéw pomiedzy DsbA ichinonem (Rys. 5). W pierw-
szym etapie wyeksponowany do srodowiska anion tiolowy
cysteiny 30 z biatka DsbA atakuje wigzanie disiarczkowe
pomiedzy Cysia Cysi¥biatka DsbB i tworzy sie mieszany
disiarczek. Wigzanie to jest z kolei atakowane przez Cys3
z biatka DsbA. W wyniku tego etapu dochodzi do regenera-
cji utlenionej formy DsbA i do redukcji jednego mostka di-
siarczkowego w DsbB. Etap ten potwierdzajg doswiadcze-
nia, w ktérych wykryto obecnos$¢ mieszanych disiarczkéw
pomiedzy Cysi4DsbB a Cys3 DsbA [59,60], Powyzsza reak-
cja jest energetycznie niekorzystna (+12,4 kj/mol) ze wzgle-
du na bardziej utleniajgcy charakter wigzania S-S w DsbA
w stosunku do wigzania Cys1+CysiDw DsbB. Jednakze jest
ona napedzana nastepna reakcja: wewnatrzczasteczkowym
przekazaniem elektronéw na kolejny mostek disiarczko-
wy Cys4-Cys#h w DsbB (-22,6 kj/mol), ktérego potencjat
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Rysunek 5. Model dziatania szlaku utleniajgcego DsbA/DsbB, wg [3,25]. DsbA
utlenia biatko substratowe, ulegajac jednoczes$nie redukcji. Utleniong forme DsbA
regeneruje DsbB. Elektrony (e) z DsbA przeptywaja przez DsbB na czasteczke
chinonu (Q), a nastepnie sg przekazywane na tahcuch oddechowy. Oznaczenia
skrotow: P — periplazma, B — btona cytoplazmatyczna, C — cytoplazma.
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redoks posiada jak dotagd najwyzszg warto$¢ wyznaczong
dla wigzan S-S w biatkach. Kohcowym etapem jest przeka-
zanie elektron6w na zwigzany w tym rejonie chinon i rege-
neracja utlenionej formy DsbB. Ta ostatnia reakcja jest eta-
pem najbardziej korzystnym energetycznie ze wzgledu na
zdecydowanie bardziej utleniajgcy charakter chinonu [25].
W bakteriach zyjgcych w warunkach tlenowych elektrony
z DsbB sg pobierane przez ubichinon (Q8), a nastepnie sg
przekazywane na oksydaze cytochromowsg bd lub bo. Koh-
cowym akceptorem elektrondw jest tlen [23]. W warunkach
beztlenowych w E. coli dochodzi do indukcji syntezy mena-
chinonu. Menachinon jest zdolny do redukcji DsbB in vitro,
a pobrane elektrony moga by¢ nastepnie przekazane przez
odpowiednie reduktazy do konicowych akceptorow: fuma-
ranu, azotanow lub azotynéw [61].

SZLAK REDUKUJACY W PERIPLAZMIE -
PRZEPLYW ELEKTRONOW OD TIOREDOKSYNY
DO PERIPLAZMATYCZNYCH BIALEK

Funkcja biatek Dsb nie ogranicza sie jedynie do utleniania
wolnych grup SH biatek zwijanych w periplazmie. W niekt6-
rych przypadkach niezbedna jest redukcja istniejacych wigzan
S-S. Taka konieczno$¢ zachodzi w przypadku btednie wpro-
wadzonych mostkéw disiarczkowych w biatkach zawiera-
jacych wiele reszt cysteinowych lub w procesie biogenezy
cytochromu ¢ w etapie poprzedzajgcym przytaczenie hemu.
W tym celu elektrony sg transportowane z cytoplazmy przez
btone cytoplazmatyczng za posrednictwem transbtonowego
biatka DsbD (Rys. 6). Bezposrednim donorem elektronow dla
DsbD jest tioredoksyna, ktdra jest z kolei redukowana przez
reduktaze tioredoksynowa w reakcji zaleznej od NADPH
[62]. Gtébwnym Zrédiem elektrondéw dla DsbD jest tioredok-
syna 1; tioredoksyna 2 moze zastgpic tioredoksyne 1, gdy jest
nadprodukowana [63]. Biatko DsbD oddziatuje z tioredok-
syna za posrednictwem aktywnego disiarczku CysI&3-CysZb
w transbtonowej domenie p. Elektrony sg w dalszej kolejno-
§ci przenoszone na disiarczek Cys&l-Cysdiw periplazma-
tycznej domenie y biatka DsbD, a nastepnie na disiarczek
CysIBCysi® w domenie periplazmatycznej a. W koricowe;j
fazie elektrony redukujg substraty biatka DsbD, np. DsbC.
Szlak przenoszenia elektronéw poprzez DsbD zostat scha-
rakteryzowany dzieki konstrukcji plazmidéw kodujacych
poszczegblne domeny DshD. Jednoczesna ekspresja tych
plazmidéw prowadzita do zniesienia efektu mutacji dsbD~,
co wskazywato, ze domeny syntetyzowane osobno mogg ze
sobg oddziatywac i tworzy¢ funkcjonalne biatko [62], Usunie-
cie aktywnego disiarczku z jakiejkolwiek domeny prowadzi-
to do nagromadzenia zredukowanych form poprzedzajgcych
funkcjonowanie danej domeny i nagromadzenia utlenionych
biatek, bedacych biorcami elektronéw ze zmutowanej dome-
ny. Na przykiad usuniecie disiarczku CysdMCys4dw dome-
nie y powodowato nagromadzenie zredukowanej domeny
P i utlenionej domeny a. Dodatkowym potwierdzeniem byto
wykrycie mieszanych disiarczkdw pomiedzy tioredoksy-
ng a Cys}8 w biatku DsbD oraz pomiedzy CysliQdomeny
aDsbD a Cys@gw biatku DsbC [62,64]. Zidentyfikowano tak-
ze mieszany disiarczek pomiedzy dwiema periplazmatycz-
nymi domenami DsbD i okreslono metoda krystalografii jego
strukture przestrzenng. Wykazano, ze w tym oddziatywaniu
uczestniczg Cysl®z domeny aDsbD i Cys4| z domeny V.
Aby mogto by¢ utworzone to wigzanie S-S, musi dojs¢ do
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znacznych przesunie¢ obu domen. Samo oddziatywanie do-
meny aDsbD z domeng y przypomina oddziatywanie dome-
ny aDsbD z biatkiem DsbC. Jest ono stabilizowane przez nie-
wielka ilo$¢ miedzypodjednostkowych wigzan wodorowych
(4-6 wigzan). W przeciwienstwie do tego wewnatrzczastecz-
kowego disiarczku w DsbD, mieszany disiarczek pomiedzy
DsbC i DsbD jest stabilizowany przez dodatkowe oddziaty-
wania miedzy DsbD a drugg podjednostkg w dimerze DsbC
[65], Jak dotad nie udato sie jednak ,,uchwyci¢" mieszanych
disiarczkéw pomiedzy domenami y i p. By¢ moze te inter-
mediaty w obrebie DsbD sg bardziej niestabilne niz pozostate
mieszane disiarczki. Za wymieniong kolejnoscig przeptywu
elektronéw przemawiaja takze wartosci potencjatéw redoks
uzyskane dla poszczeg6lnych domen. Domeny a iy posiada-
ja bardziej utleniajgce potencjaty (odpowiednio -232 mV i
-235 mV) niz tioredoksyna (-270 mV), ale majg bardziej redu-
kujacy charakter od DsbC (-140 mV). Wartosci te Swiadcza,
ze przeptyw elektronéw moze by¢ stymulowany wytacznie
termodynamicznie [65].

Podczas gdy przekazywanie elektron6w pomiedzy peripla-
zmatycznymi domenami DsbD oraz pomiedzy DsbD a DsbC
zostato zbadane szczeg6towo, sposéb, w jaki elektrony sg
przenoszone w poprzek btony cytoplazmatycznej w obrebie
podjednostki pDsbD nadal wymaga wyjasnienia. W procesie
tym niezbedne sg cysteiny Cysi8i Cys4/ale nie mozna wyklu-
czy¢ obecnosci dodatkowych kofaktoréw, zdolnych do prze-
noszenia elektrondw, np. czasteczek chinonéw (podobnie jak
w DsbB). Brak wykrytych mieszanych disiarczkéw pomiedzy
podjednostkami @iy oraz wyniki doswiadczen pokazujace, ze
Cys](3d Cys3 s dostepne od strony cytoplazmatycznej podda-
ja w watpliwos¢ hipoteze przekazywania elektronéw wytacz-
nie poprzez cysteiny DsbD [wg 9], Z drugiej strony zwolennicy
modelu dziatania DsbD bez kofaktora postulujg, ze DsbD na
skutek redukcji wigzania Cys }8CysZb ulega znacznym zmia-
nom konformacyjnym, w wyniku ktérych CysHi3CysX stajg
sie eksponowane do strony periplazmatycznej, gdzie moga
oddziatywac z CysMpodjednostki y [63], Sumaryczny model

NADPH

Rysunek 6. Model dziatania szlaku redukujacego, wg [3,63]. DsbC redukuje
btednie wprowadzone mostki disiarczkowe. Aktywna zredukowana forma DsbhC
jest regenerowana przez DsbD, ktére odbiera elektrony od cytoplazmatycznego
systemu tioredoksyny. DsbD redukuje takze inne biatka: izomeraze¢ DsbG oraz
biatko uczestniczace w biogenezie cytochromu ¢, CcmG. CcmG z kolei redukuje
biatko CcmH, przekazujace elektrony na utleniong forme cytochromu c. Skréty
oznaczajg: R.T. — reduktaza tioredoksynowa; Trx — tioredksyna; e — elektron.
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mechanizmu przeptywu elektronéw z cytoplazmy do peripla-
zmy przez biatko DsbD przedstawia rysunek 6.

DLACZEGO DsbA/DsbB ORAZ DsbC/DsbD
FUNKCJONUJA W PERIPLAZMIE JAKO DWA
ODREBNE SYSTEMY OKSYDOREDUKCYJNE?

Woprowadzenie mostkéw d;siarczkowych do biatek trans-
lokowanych do periplazmy wymaga utleniajagcego dziatania
systemu DsbA/DsbB. Biatka te zawierajg wigzania S-S o naj-
bardziej utleniajacym potencjale redoks wsréd scharakteryzo-
wanych dotad biatek. DsbA, jako bezposredni utleniacz, jest
utrzymywane przez DsbB w stanie utlenionym. Biatko drugie-
go systemu — DsbC — odpowiedzialne za izomeryzacje wig-
zan S-S o nieprawidtowej topologii, utrzymywane jest w stanie
zredukowanym. Mimo, ze DsbD i DsbC maja nizsze wartosci
potencjatéw redoks niz DsbA i DsbB, nie sg przez ten system
utleniane [9]. Przyczyny tego rozgraniczenia dtugo pozostawa-
ty niejasne. Ostatnia praca Rozhkovej i wsp. [65], przyczynita
sie znacznie do wyjasnienia tego problemu. Autorzy okreslili
w uktadzie in vitro state predkosci reakcji redoks pomiedzy
poszczeg6lnymi biatkami Dsb i okazato sie, ze reakcje niena-
turalne zachodzg 103-207 razy wolniej niz prawidtowe reakcje
pomiedzy DsbA i DsbB lub DsbC i DsbD. Istniejg wiec ogrom-
ne bariery kinetyczne pomiedzy biatkami obu systemdw, kto-
re powoduja, ze w zywej komaérce nie zachodzi miedzy nimi
przekazywanie elektrondw. Proponowang przez autorow
przyczyng istnienia tych barier kinetycznych jest niedopaso-
wanie przestrzenne biatek obu systemdw. Hipoteze te moze
potwierdza¢ fakt, ze zmutowane biatko DsbC, niezdolne do
tworzenia dimeru, staje sie in vivo i in vitro substratem dla DsbB
i moze znosi¢ efekt mutacji dsbA [66], By¢ moze dimeryzacja
DsbC chroni to biatko przed oddziatywaniem i utlenieniem
przez DsbB.

PRZYCZYNY NISKIE] STABILNOSCI
WIAZAN S-S W OBREBIE KATALITYCZNYCH
SEKWENCIJI BIALEK Dsb

Utworzenie wigzania djsiarczkowego z reguly stabilizuje
biatko i zapewnia mu korzystniejsza termodynamicznie struk-
ture. Wyjatkiem od tej reguty sa wigzania S-S w centrach ka-
talitycznych biatek Dsb w motywach Cys-X-X-Cys. Cysteiny
z tych sekwencji tworzg mostki disiarczkowe odznaczajace sie
bardzo matg trwatoscia. Przyczyny tego zjawiska byty szczeg6-
towo badane i wydaje sig, ze zasadniczg role odgrywajg przede
wszystkim reszty aminokwasowe sasiadujace bezposrednio
z aktywnymi cysteinami, zwilaszcza dwie reszty rozdzielaja-
cych aminokwasow (X-X) [3], W momencie utworzenia mostka
disiarczkowego powstaje charakterystyczna struktura przypo-
minajgca petle (Rys. 7). Analiza struktury przestrzennej biatek
DsbA, DsbC i DsbG sugeruje, ze w obrebie tej petli w utle-
nionych biatkach wystepuja oddziatywania destabilizujgce.
Dochodzi tam do oddziatywania pomiedzy siarkg pierwszej
cysteiny z sekwencji Cys-X-X-Cys a azotem z gtéwnego tarcu-
cha drugiej cysteiny. W utlenionych DsbG i DsbC wystepuje
dodatkowe oddziatywanie destabilizujgce: pomiedzy siarka
pierwszej cysteiny a grupa hydroksylowa tancucha bocznego
treoniny. Te reszty aminokwasowe sg oddalone w sekwencji
liniowej, ale w zwinigetym biatku lezag w odlegtosci okoto 3.5
A [47], Taki bliski kontakt tancucha bocznego Thr i Cys moze
destabilizowa¢ disiarczek poprzez dostarczanie grup donoro-
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wych protonéw, utatwiajacych redukcje. Z drugiej strony anion
Holowy moze wytwarza¢ wigzania wodorowe, ktore stabilizujg
zredukowang forme. Na przykiad z analizy krystalograficznej
utlenionego i zredukowanego DsbA wynika, ze anion Holowy
wytwarza wigzania wodorowe z grupa Holowg Cys3 a takze
z atomami azotu grup amidowych His,, i CysR® Dodatkowo
moga wystepowac¢ oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy
anionem Holowym a tancuchem bocznym His2 W utlenionym
biatku oddziatywanie z His,, juz nie wystepuje [67]. Analiza
poréwnawcza struktur przestrzennych dwdch biatek o skrajnie
przeciwstawnych potencjatach redoks: redukujacej tioredoksy-
ny i utleniajgcego DsbA wykazala, ze w tioredoksynie brak jest
czesci oddziatywan, stabilizujgcych anion Holowy zreduko-
wanej formy. W tioredoksynie w pozycji histydyny wystepuje
reszta proliny, niezdolna do tworzenia wigzarn wodorowych.
Ponadto najprawdopodobniej nie powstaje w zredukowanej
tioredoksynie wigzanie wodorowe pomiedzy anionem Holo-
wym a grupg amidowa drugiej cysteiny. Dodatkowym czynni-
kiem wptywajgcym na wiasnosci centrum katalitycznego DsbA
moze by¢ postulowane niekorzystne oddziatywanie elektrosta-
tyczne His,, z odcinkiem helikalnym, na ktérego koncu N lezy
ten aminokwas. Oddziatywanie to wystepuje zaréwno w for-
mie zredukowanej, jak i utlenionej, jednakze w tej pierwszej jest
ono kompensowane przez korzystne dla stabilnosci wigzania
wodorowe. Wystepujaca w tej pozycji w tioredoksynie reszta
proliny nie posiada analogicznych wihasnosci. Przypuszcza sie,
ze wymienione réznice w oddziatywaniach dotyczacych rejo-
noéw centréw katalitycznych tioredoksyny i DsbA lezg u pod-
staw roznej stabilnosci wigzan disiarczkowych, fgczacych ak-
tywne cysteiny [67], Wigzanie S-S w centrach katalitycznych
biatek DsbC i DsbG jest takze niestabilne, jednakze wystepowa-

&,
_To—'{ H;O\ = Au\ M

Thris2
Thrig2 i

DsbG

N

D

34A
Thr200

Rysunek 7. Oddziatywania stabilizujace i destabilizujagce w obrebie centréow
katalitycznych DsbA, DsbC i DsbG, wg [47], Lewa kolumna przedstawia centra
katalityczne w formie utlenionej, prawa — w zredukowanej. Linie kropkowane
w kolorze zielonym oznaczajg wigzania wodorowe stabilizujace anion tiolowy,
symbol strzatki w kolorze pomaranczowym — oddziatywania destabilizujace.
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nie formy zredukowanej tych biatek jest nieco mniej korzystne
niz w przypadku DsbA. Prawdopodobng przyczyna jest brak
w sekwencji Cys-X-X-Cys tych biatek reszty histydyny, petnia-
cej kluczowg role w DsbA.

PODSUMOWANIE

Historia badan oksydoreduktaz periplazmatycznych w bak-
terii Escherichia coli nie jest dtuga i obejmuje zaledwie ostatnie 15
lat. Do tej pory zidentyfikowano siedem periplazmatycznych
biatek zaangazowanych w reakcje redoks dotyczace mostkow
disiarczkowych. Prowadzone w tym czasie intensywne bada-
nia doprowadzity do znacznego postepu w zrozumieniu funk-
cjonowania biatek Dsb. Stwierdzono, ze dziatajg one w dwdch
niezaleznych systemach: (2) utleniajacym, odprowadzajacym
elektrony ze zwijanych biatek na ubichinon; (ii) redukujacym,
pobierajgcym elektrony z cytoplazmatycznej tioredoksyny
i umozliwiajacym izomeryzacje wigzan S-S oraz ,,dojrzewanie"
cytochromu c. Biatka nalezgce do tych dwoch szlakow funkg'o-
nuja odrebnie dzieki duzym barierom kinetycznym zapobiega-
jacym ich wzajemnym oddziatywaniom. Wiele kwestii nadal
wymaga wyjasnienia. Nie jest znany sposéb przekazywania
elektronéw z DsbB na ubichinon. Nie wiadomo, w jaki sposob
transbtonowa domena DsbD przenosi elektrony z cytoplazma-
tycznej strony blony na periplazmatyczng. Takze naturalne
substraty DsbG oczekujg na odkrycie.
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ABSTRACT

The formation of proper structural disulfide bonds is one of the key steps during the folding of many secretory proteins and occurs both in
prokaryotes and eukaryotes. In Gram negative bacterium Escherichia coli this process is catalyzed by a set of periplasmic oxidoreductases,
termed Dsb. These proteins function in two separate pathways: (1) oxidizing (DsbA/DsbB system), responsible for introducing S-S bonds,
and (2) reducing (DsbC/DsbD system, DsbG, CcmG and CcmH) which acts to isomerase wrongly formed disulfide bonds and participates in
maturation of cytochrome c. The first system acts in connection with the inner membrane electron transfer system, using quinone molecules
as electron acceptors, whereas reducing pathway relies on constant supply of electrons provided by the cytoplasmic thioredoxin system. Ma-
jority of Dsb proteins belongs to the thioredoxin superfamily and they contain the conserved Cys-X-X-Cys motif in their active site. The redox
properties of Dsb proteins with the particular focus on structure-function dependence are in this review discussed.
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Wskazowki dla Autorow

WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii" moga
mie¢ charakter artykutéw monograficznych, krétkich not o najnow-
szych osiagnieciach i pogladach oraz listow do Redakcji. Redakcja nie
ogranicza objetosci manuskryptéw, jakkolwiek w kazdym przypadku
zalecana jest zwiezto$¢ stylu, bez utraty jasnosci przekazu.

Autorzy odpowiadaja za prawidtowos$¢ i $cistos¢ podawanych in-
formacji oraz poprawno$¢ cytowanego piSmiennictwa. Ujecie prac
winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienia zilustrowane
za pomoca tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemicz-
ne, fotografie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przy-
padku, gdy Autorzy zamierzaja wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje
publikowane przez autoréw cytowanych prac oryginalnych, do czego
Redakcja zacheca, nalezy uzyskac¢ i przekaza¢ nam zgode na przedruk,
zaréwno od autoréw, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych z pis$mien-
nictwa jest rowniez mile widziane. Przekazanie artykutu do redakcji
jestréwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta publi-
kowana ani nie zostata zgtoszona do publikacji w innym czasopiémie,
natomiast jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii", jej pu-
blikacja w catosci lub we fragmentach w innym czasopi$mie wymagac
bedzie uprzedniej zgody Redakgc;ji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzacy prace podejmuje de-
cyzje o przyjeciu lub odrzuceniu manuskryptu na podstawie wiasnej
opinii i opinii dwéch niezaleznych recenzentéw, w ciggu 6 tygodni od
momentu otrzymania artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga
poprawek odautorskich, Autorzy otrzymuja droga elektroniczng opi-
nie recenzentéw i proszeni sg 0 przygotowanie poprawionej wersji
manuskryptu i odestanie go do Redakcji w ciggu 8 tygodni. Ostateczng
decyzje o przyjeciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciggu 2 ty-
godni od otrzymania poprawionej wersji manuskryptu.

Autorzy sg zobowigzani do wykonania korekty autorskiej i poinfor-
mowania Redakcji o koniecznych zmianach, pocztg elektroniczng lub
faksem, w ciggu 3 dni od chwili otrzymania.

Kazdy z Autoréw otrzymuje jeden egzemplarz numeru ,,Postepow
Biochemii", w ktérym ukazat sie jego artykut.

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

Przed przystgpieniem do napisania artykutu Autorzy sg prosze-
ni o zapoznanie si¢ z najnowszym numerem ,,Postepéw Biochemii",
aby przygotowac prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jakosci materiatu ilustracyjnego, ktére beda odpowiadaty aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawno$¢ logiczna
i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelnos¢. Au-
torzy winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a tak-
ze ograniczac stosowanie skrotéw nawet, jesli bywaja uzywane w pra-
cach specjalistycznych. Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega
ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrécenia tekstu i wprowadzenia koniecznych
zmian, rowniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsytanie prac pocztg elektroniczng. W wyjatkowych
przypadkach dopuszcza sie przysytanie prac na dyskietce lub ptycie
CD. Tekst winien by¢ zapisany jako *.doc w formacie IBM PC, a pli-
ki zawierajace ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst powinien
by¢ napisany z zachowaniem podwdéjnego odstepu miedzy wierszami,
z uzyciem czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna-
ki specjalne prosimy wstawia¢ komenda ,,insert". W tek$cie prosimy
wskaza¢ miejsce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACIA MANUSKRYPTU:

Wskazany jest podziat artykutu na nienumerowane rozdziaty i pod-
rozdziaty.

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i nazwiska Au-
toréw (ze wskazaniem autora korespondujgcego), tytut naukowy kaz-
dego z Autorédw i ich miejsce pracy z adresem pocztowym, numerem
telefonu i adresem poczty elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz
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stosowanych skréotow (do 10) w porzadku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrécony tytut pracy (do 25 znakéw).

Kolejno numerowane strony obejmujg streszczenie (do 150 wyra-
z6w), tekst pracy i piSmiennictwo. Na kolejnych stronach winny by¢
umieszczone tabele oraz tytuty i objasnienia rycin. Ostatnia strona win-
na zawiera¢ nastepujace informacje w jezyku angielskim: tytut artyku-
tu, imiona i nazwiska Autoréw oraz miejsca pracy, stowa kluczowe (do
6) i krotkie streszczenie artykutu (do 150 wyrazow).

Pismiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsytajac czytelnikow w miare mozliwosci do artykutow
przegladowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszosci pochodzacych z ostatnich 10 lat. Wykaz pi$miennic-
twa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania. W tekécie, zaznacza
sie je liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26]. Spos6b cytowania prac oryginalnych (1) i przegladowych
(2), ksigzek (3), rozdziatow z ksigzek jednotomowych (4), rozdziatéw
z tomoéw serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazujag
ponizej podane przyktady:

1. Jiang QX, Wang DN, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis of KvAP
voltage-dependent K+channels in an open conformation. Nature 430: 806-810

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by Ca2~ATPase of
the sarcoplasmic reticulum. Annu Rev Biochem 73: 269-292

3. Dotowy K, Szewczyk A, Pikuta S (2003) Btony biologiczne, Wydawnictwo Nau-
kowe S'Iqsk‘ Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and dynamics
of the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: Pochet R (red) Calcium:
the molecular basis of calcium action in biology and medicine. Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, Boston, London, str. 191-205

5. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja korica 5'
(KAPU) mRNA iU snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mick-
iewicza w Poznaniu, Poznan, str. 143-179

Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie
takze niezbednymi objasnieniami umieszczonymi pod tabela. Wielko$¢
tabel powinna by¢ dostosowana do szeroko$ci jednego tamu (8,5 cm)
lub strony (18 cm).

llustracje: ryciny winny by¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub
*eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1. Wielko$¢ ryciny po-
winna by¢ dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm) lub stro-
ny (18 cm). Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz
postugiwac si¢ skrotami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykonane
czcionka Arial 8. Ilustracje i tabele prosimy przesyta¢ w osobnych pli-
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mie¢ minimalng rozdzielczo$¢
300 dpi dla obrazéw kolorowych i skali szarosci (zdjecia czarno biate)
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-biatych (schematy, wzory struktural-
ne zawierajace tylko czern i biel).

Prace w formie elektronicznej prosimy przesyta¢ na adres:
postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowiedniego opro-
gramowania, prosimy o przystanie pracy na dyskietce lub ptycie CD,
zabezpieczonej przed uszkodzeniem w czasie transportu, na adres:

Stawomir Pikula

redaktor naczelny

kwartalnika ,,Postepy Biochemii"
Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego PAN
ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa

www.postepybiochemii.pl
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OLYMPUS

Your Vision, Our Future

zywych komérek, rozwigzuje problem utraty danych podczas rejestracii proceséw
W systemach konfokalnych poprzedniej generaciji do pobudzania komérek ido
obserwacji uzywany byt jeden tylko uktad skanujgcy. Powodowato to, Ze niemozliwe
byto rejestrowanie szybkiej odpowiedzi komdrek podczas i bezposrednio po
stymulacji. Dwa zsynchronizowane uklady skanujace zastosowane w mikroskopie
FV1000 umozliwiajg jednoczesne prowadzenie obserwacii procesoéw oraz
dokonywanie stymulacji. Utatwia to wszechstronng, precyzyjna dokumentacje

i analize zjawisk na poziomie komoérkowym, bez utraty istotnych informaciji.
FluoView FV1000 wprowadza nowa jako$¢ w badaniach procesow
przezyciowych: rejestracje i zrozumienie zjawisk w stopniu
poprzednio nieosiagalnym. Wystarczy tylko chwila pracy

z naszym nowym systemem, aby to potwierdzic.

Z nami rozwigzanie Panstwa problemoéw badawczych
bedzie dwa razy prostsze.

Wiecej informacji pod adresem:
Olympus Polska Sp. z 0.0.

Tel. (22) 860 00 77, Faks (22) 831 04 53
mikroskopy@olympus.pl
www.olympus.pl
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