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POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE 
SKŁADKI CZŁONKOWSKIE W 2011 ROKU
Szanowni Państwo!

Przypominamy, że 31 marca mija termin opłacania składki członkowskiej za 2011 r. Wysokość składki wynosi 100 zł (50 zł w przypadku 
składek ulgowych). Bardzo prosimy o terminowe opłacenie składek. Członkowie, którzy są na emeryturze zwolnieni są z płacenia 
składek, nie otrzymują kwartalnika „Postępy Biochemii", ale mogą go zaprenumerować po ulgowej cenie 50 zł rocznie. Tym z Państwa, 
którzy już składkę opłacili serdecznie dziękujemy.
Członkowie, którzy opłacą składkę członkowską do 31 marca 2011 r. mają zapewnioną bezpłatną prenumeratę kwartalnika „Postępy 
Biochemii". Członkowie, którzy opłacą składkę po 31 marca powinni liczyć się z faktem, że mogą nie otrzymać wszystkich zeszytów 
rocznika 2011 r. (będą otrzymywać kwartalnik do czasu wyczerpania nakładu).
Przypominamy także osobom, które zalegają ze składkami od roku 2009, że opłata zaległych składek do 31 marca 2011 r., uchroni 
przed wszczęciem procedury skreślenia tych osób z listy członków Towarzystwa.
Jeszcze raz serdecznie zachęcamy do skorzystania z przywilejów, jakie daje opłata składki członkowskiej w terminie. 

PRENUMERATA „POSTĘPÓW BIOCHEMII" W 2011 ROKU
Prenumeratorzy instytucjonalni płacą za prenumeratę „Postępów Biochemii" 180 zł rocznie.
Osoby fizyczne nie będące członkami Towarzystwa mogą zaprenumerować „Postępy Biochemii" w cenie 120 zł rocznie.
Studenci i doktoranci nie będący członkami Towarzystwa prenumerują „Postępy Biochemii" po ulgowej cenie 50 zł rocznie. Konieczne 
jest przy tym udokumentowanie statusu studenta łub doktoranta odpowiednim zaświadczeniem.

Opłaty należy wnosić na konto w banku PEKAO S.A. Oddział Warszawa, ul. Krucza 24-26; 811240 6003 1111 0000 4947 2703.
Opłaty z zagranicy: IBAN: PL811240 6003 1111 0000 4947 2703; SWIFT Code: PKOPPLPW. Koszt przelewu ponosi wpłacający.

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

Stypendia L'Oreal Polska dla Ko­
biet Nauki przy wsparciu Polskiego 
Komitetu ds. UNESCO. Jury X Kon­
kursu firmy L'Oreal, pod przew od­
nictwem prof. Ewy Wojkowskiej, 
wyłoniło, spośród kilkudziesięciu 
kandydatur nadesłanych z wielu pol­
skich ośrodków naukowych, 5 laure­
atek. Stypendia doktoranckie w  w y­
sokości 25 tysięcy złotych otrzymały: 
mgr M agdalena Lebiedzińska z W ar­
szawy, m gr Anna Kozieradzka z Bia­
łegostoku, mgr Aleksandra M aruszak 
z Warszawy, a stypendia habilitacyj­
ne w wysokości 30 tysięcy złotych dr 
Beata Pająk z W arszawy i d r Joanna 
Saluk-Juszczak z Łodzi (Fot 1). Uro­
czystość wręczenia stypendiów odby­
ła się 10 grudnia 2010 roku, w  Zamku 
Królewskim w Warszawie.

Fot. 1. Stypendystki L'Oreal Poska. Od lewej mgr 
Magdalena Lebiedzińska, mgr Anna Kozieradzka, 
mgr Aleksandra Maruszak, dr Beata Pająk, dr Joan­
na Saluk-Juszczak

Dr Beata Pająk  pracuje w  Zakła­
dzie U ltrastruktury Komórki, Insty­
tutu Medycyny Doświadczalnej i 
Klinicznej im. M. Mossakowskiego, 
PAN w Warszawie. Studia magister­
skie ukończyła na M iędzywydziało­
wym  Studium  Biotechnologii SGGW. 
Studium  doktoranckie realizowała na 
Wydziale Medycyny Weterynaryjnej 
pod opieką prof. Arkadiusza Orze­
chowskiego. Badała mechanizmy uni­
kania przez komórki nowotworowe 
eliminacji. Następnie podjęła pracę 
w Zakładzie Ultrastruktury Komórki 
Instytutu Medycyny Doświadczalnej i 
Klinicznej PAN w Warszawie. Od po­
nad roku aktywność naukow ą łączy 
z pracą w  polskiej firmie BioVectis, 
w której koordynuje działanie labo­
ratorium  genetycznego. Tematem Jej 
rozpraw y habilitacyjnej jest „M odu­
lacja szlaków sygnałowych jako na­

rzędzie eliminacji kom órek now otw o­
rowych". Celem prow adzonych ba­
dań jest wyjaśnienie molekularnych 
mechanizmów odpowiedzialnych za 
oporność komórek nowotw orow ych 
gruczolakoraka okrężnicy człowieka 
na indukcję ich śmierci przez cytoki- 
ny układu immunologicznego takie 
jak interferony i tzw. ligandy śmierci. 
Badania zmierzają do uzyskania wie­
dzy, niezbędnej do w prow adzenia 
w  przyszłości do terapii przeciwno- 
wotworowej tzw. im m unoterapii, w 
której podaw ane leki mogłyby w spo­
magać działanie układu odpornościo­
wego. Dr Beata Pająk ma nadzieję, że 
wyniki prow adzonych przez Nią ba­
dań wniosą wkład do obecnego stanu 
wiedzy na tem at fizjologii komórek 
nowotworowych i pośrednio przy­
czynią się do udoskonalenia terapii 
celowanej now otw orów  jelita grube­

go-
Dr Joanna Saluk-Juszczak  jest p ra ­

cownikiem Katedry Biochemii Ogól­
nej Uniwersytetu Łódzkiego. Tema­
tem rozpraw y habilitacyjnej w  dzie­
dzinie biochemii jest „Ochrona płytek 
krwi przez antyoksydanty egzogenne 
w  stresie oksydacyjnym wywołanym  
stanem zapalnym". Badania Stypen­
dystki, historycznie ujmując, dotyczą 
właściwości i funkcjonowania płytek 
krwi. Jej zainteresowania koncentro­
wały się na stosunkowo słabo zna­
nych poza-hemostatycznych funk­
cjach tych komórek, a interesuje Ją 
zwłaszcza aspekt udziału płytek krwi 
w rozwoju reakcji zapalnych oraz ich 
oddziaływania z komórkami ukła­
du immunologicznego, tym bardziej, 
że gdy rozpoczynała swoją pracę 
praktycznie nie istniały na ten temat 
doniesienia z polskich ośrodków ba­
dawczych. Prowadziła badania doty­
czące fizjologicznej odpowiedzi pły­
tek oraz zmian stopnia ich aktywacji 
w wyniku bezpośredniego działania 
odpowiedzialnych za rozwój zapale­
nia silnych patogenów, to jest endo- 
toksyn bakteryjnych, czyli lipopoli- 
sacharydów pochodzących z różnych 
bakterii Gram-ujemnych. Obecnie 
zajmuje się w pływ em  endotoksyn na 
płytki na poziomie molekularnym, 
badając zmiany strukturalne białek i 
oksydacyjne uszkodzenia białek i lipi­

dów. Dotychczas wykazała zachodze­
nie oddziaływ ań pom iędzy endotok- 
synami bakterii a płytkami krwi oraz 
potwierdziła rolę płytek krwi (trakto­
wanych do niedaw na wyłącznie jako 
element hemostazy) jako komórek 
kluczowych dla rozwoju reakcji za­
palnych. Ma to istotne znaczenie w 
planow aniu terapii przeciw zapal­
nych. Inny nurt badań Stypendystki 
stanowi oddzielne zagadnienie na ­
ukowe, odnoszące się do udziału pły­
tek krwi w  stanach patologicznych, 
dotyczy profilaktyki chorób zw ią­
zanych z nadm ierną aktywacją tych 
komórek, poprzez w pływ  substancji 
zaliczanych do nutraceutyków  oraz 
składników żywności funkcjonal­
nej. Badania te dotyczą ochronnych 
właściwości w ybranych związków 
naturalnych, które jako powszechnie 
dostępne w  diecie mogłyby funk­
cjonować jako naturalne antyoksy­
danty egzogenne o właściwościach 
przeciwpłytkowych. Stosowanie tych 
związków jako nutraceutyków w cho­
dzących w  skład diety skierowanej na 
ochronę przed chorobami sercowo- 
naczyniowymi, mogłoby zapobiegać 
jednym  z głównych obecnie chorób 
cywilizacyjnych. Dr Joanna Saluk- 
Juszczak rozpoczęła także badania 
nad związkami polifenolowo-poli- 
sacharydowym i izolowanymi z ziół 
leczniczych rosnących w Polsce. Ich 
celem jest uzyskanie produktu  po­
chodzenia roślinnego, który działa­
jąc równocześnie jako antykoagulant 
i substancja hamująca właściwości 
prozakrzepow e płytek, wykazyw ał­
by właściwości przeciwzakrzepowe, 
dzięki czemu znalazłby istotne zasto­
sowanie w profilaktyce i leczeniu cho­
rób sercowo-naczyniowych. Innow a­
cyjne działanie produktu  ma polegać 
na jego równoczesnym działaniu ha­
mującym, zarówno na osoczowe ele­
menty kaskady krzepnięcia, jak i na 
aktywację płytek. Prace zaplanowane 
są na płytkach od pacjentów z prze­
wlekłą chorobą sercowo-naczyniową, 
jak również od kobiet ze zwiększo­
nym  ryzykiem  zmian zakrzepowych 
w  okresie m enopauzy.

Lek. med. Anna Kozieradzka  pra ­
cuje w  Klinice Kardiologii Uniwersy­
tetu M edycznego w Białymstoku. W
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2005 r. ukończyła Wydział Lekarski 
Akademii Medycznej w  Białymstoku. 
Od 2007 r. odbywa specjalizację z cho­
rób w ew nętrznych w Katedrze i Kli­
nice Kardiologii i w  tym samym roku 
odbyła 10-miesięczny staż w  Zakła­
dzie Kardiologii Molekularnej Szkoły 
Medycznej w  Hanowerze w ramach 
stypendium  naukowo-szkoleniowego 
DAAD. W czasie stażu praktycznie 
poznała zaawansowane techniki bio­
logii molekularnej oraz echokardio­
grafii u myszy. Od 2008 r. uczestniczy 
w studiach doktoranckich Uniwer­
sytetu Medycznego w Białymsto­
ku. Stypendium  L'Oreal uzyskała w 
dziedzinie medycyna, genetyka, bio­
logia molekularna. Temat rozprawy 
doktorskiej „Czynniki wpływające 
na 5-letnie rokowanie chorych z za­
w ałem  serca leczonych inwazyjnie", 
a jej celem jest poznanie czynników 
wpływających na śmiertelność cho­
rych z zawałem  serca w 5-letniej ob­
serwacji. W edług Doktorantki jest to 
tem atyka o podstaw ow ym  znaczeniu 
klinicznym. Rocznie do szpitali przyj­
muje się około 150000 pacjentów z 
zawałem  serca. Nieustannie czynione 
są wysiłki, aby poprawić jakość opieki 
zdrowotnej w  tej grupie chorych oraz 
ich rokowanie. Na podstawie uzyska­
nych w yników  Stypendystka pragnie 
zweryfikować powszechnie przyjęte 
poglądy dotyczące czynników ryzyka 
zgonu po zawale serca. Temat pracy 
doktorskiej obejmuje param etry kli­
niczne związane z rokowaniem po 
zawale serca. Jego kontynuacją jest 
projekt, w  ramach którego poszukuje 
się czynników genetycznych w pły­
wających na ryzyko zgonu. Projekt 
zakłada zbadanie kilkunastu polimor- 
fizmów genów o udokum entow anym  
związku z występowaniem  zawału 
serca. Żaden z nich nie był dotych­
czas badany w kontekście wpływ u 
na śmiertelność 5-letnią po zawale. 
Zakłada się, że allele ryzyka zawału, 
mogą być jednocześnie niekorzystny­
mi czynnikami rokowniczymi; hipo­
teza ta wym aga weryfikacji.

Mgr Magdalena Lebiedzińska z 
Pracowni Bioenergetyki i Błon Biolo­
gicznych, Zakładu Biochemii, Insty­
tutu  Biologii Doświadczalnej im. M. 
Nenckiego PAN, w Warszawie uzy­
skała stypendium  w dziedzinie: bio­
chemia, biologia molekularna. Tema­
tem projektu jest: „Rola białka póóShc 
w  stresie oksydacyjnym związanym

z procesem starzenia oraz dysfunkcją 
mitochondriów." Stypendystka roz­
poczęła czwarty rok studiów  dokto­
ranckich w  pracowni Bioenergetyki 
i Błon Biologicznych Inst. Nenckie­
go PAN w W arszawie, którą kieruje 
prof. Jerzy Duszyński. Promotorem 
doktoratu Laureatki jest dr hab. M. 
Więckowski. Stypendystka przede 
wszystkim  interesuje się stresem 
oksydacyjnym. Długotrwały stres 
oksydacyjny osłabia komórkę, szcze­
gólnie jej systemy obronne oraz pro ­
w adzi do uszkodzenia materiału ge­
netycznego. W aspekcie stresu oksy­
dacyjnego i m itochondriów interesuje 
Doktorantkę szczególnie jedno białko, 
które nazyw a się póóShc, i które w y­
daje się być przełącznikiem regulują­
cym zachowanie komórki w  obliczu 
złych w arunków . Stres powoduje 
uruchom ienie przez to białko kaska­
dy zdarzeń, która może skończyć się 
śmiercią komórki w  wyniku zwięk­
szonej produkcji wolnych rodników. 
Uzasadnieniem  zainteresowania się 
białkiem póóShc było spostrzeżenie, 
że ono powoduje wydłużenie życia 
u myszy. Laureatce L'Oreal udało się 
pokazać, że również u ludzi jest ono 
związane z wynikającymi ze stresu 
oksydacyjnego zaburzeniami. W yka­
zała, że u ludzi z chorobami o pod ­
łożu m itochondriałnym  w patologii 
farmakologiczna interwencja skiero­
w ana w  szlak związany z białkiem 
p66Shc popraw ia stan komórek. Przy 
obecnym stanie w iedzy nie można 
dać jednoznacznej odpowiedzi na ile 
wyniki badan można odnieść do całe­
go organizm u ludzkiego, a nie tylko 
do m odelu komórkowego. Wydaje się 
jednak, iż poznawanie mechanizmów 
rządzących zachowaniem komórki w 
w arunkach stresu zbliżać może opra­
cowania strategii przeciwdziałania 
skutkom  zaburzeń funkcji m itochon­
driów..

Mgr Aleksandra M a m sza k  z Ze­
społu Kliniczno-Badawczego Cho­
rób Zwyrodnieniowych Centralnego 
Układu Nerwowego, Instytutu Me­
dycyny Doświadczalnej i Klinicznej 
im. M. Mossakowskiego, PAN w 
W arszawie otrzymała stypendium  
firmy L'Oreal w  dziedzinie: genetyka, 
biologia medyczna, neurogenetyka. 
Laureatka jest absolwentką dwóch 
kierunków  - biotechnologii (SGGW) 
i psychologii (w ram ach M iędzywy­
działowych Indyw idualnych Stu­

diów M atematyczno-Przyrodniczych, 
UW). Obecnie jest doktorantką w Ze­
spole Kliniczno-Badawczym Chorób 
Zwyrodnieniowych CUN prow a­
dzonym  przez prof. Marię Barcikow- 
ską. Pracę magisterską realizowała w 
laboratorium prof. Jacka Kuźnickie- 
go w M iędzynarodowym  Instytucie 
Biologii Molekularnej i Komórkowej, 
dotyczyła ona choroby Alzheimera. 
Prom otorem  Jej pracy magisterskiej 
oraz doktorskiej jest dr hab. Cezary 
Żekanowski, prof. IMDiK. Tematem 
pracy jest „Analiza zmienności mito- 
chondrialnego DNA oraz wybranych 
genów jądrowych u osób z chorobą 
Alzheimera", a celem poznanie kolej­
nego elementu patogenezy choroby 
Alzheimera oraz mechanizmów pro­
wadzących do procesów neurodege- 
neracyjnych. Stypendystka prowadzi 
badania w  grupie chorych z wczesną 
i późną postacią choroby Alzheime­
ra; praca doktorska dotyczy analizy 
zmienności mitochondrialnego DNA 
oraz w ybranych genów jądrowych w 
chorobie Alzheimera. Szczególnym 
zainteresowaniem Doktorantki jest 
zmienność mitochondrialnego DNA, 
dziedziczonego po matce.

Nagrody Wydziału Nauk Me­
dycznych PAN za osiągnięcia nauko­
we w 2010 r. uroczyście wręczono w 
dniu 17 grudnia 2010. N agrody w rę­
czył przewodniczący W ydziału prof. 
Wojciech Kostowski, obecni byli także 
liczni członkowie Wydziału.

Nagrodę naukową im. Jędrzeja 
Śniadeckiego otrzymał zespół kie­
row any przez prof. Krystynę Do- 
mańską-Janik z Instytutu Medycyny 
Doświadczalnej i Klinicznej PAN w 
Warszawie, za badania o znacznym 
stopniu oryginalności nad kom órka­
mi macierzystymi z krwi pępow ino­
wej. Indyw idualna nagrodę W ydzia­
łu otrzymała dr hab. Krystyna Chrza­
nowska z Instytutu Centrum  Zdrowia 
Dziecka w W arszawie za badania nad 
genetycznie uw arunkow aną niesta­
bilnością chromosomową. Zespołową 
nagrodę W ydziału wręczono zespo­
łowi z Instytutu Farmakologii PAN 
w Krakowie, kierowanemu przez dr 
hab. Małgorzatę Filip za badania nad 
neurologią uzależnienia od kokainy i 
nikotyny. Drugą nagrodę zespołową 
W ydziału otrzymał zespół kierowa­
ny przez prof. Janusza Sadowskiego 
oraz dr hab. Elżbietę Kompanowską- 
Jezierską za badania nad patomecha-
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nizm am i nadciśnienia tętniczego (rola 
ATP, tlenku azotu metabolitów cyto- 
chrom u P-450 i kwasów epoksyeiko- 
zatrienow ych w regulowaniu ciśnie­
nia tętniczego i w  uwalnianiu reniny 
w  odpow iedzi na zwiększoną podaż 
sodu).

Studenci prowadzący badania na­
ukow e otrzymali Laur Medyczny im. 
Wacława Mayzla. Laureatami zostali 
Magdalena Świątek studentka Wy­
działu Chemii Politechniki W rocław­
skiej pracująca pod kierunkiem prof. J. 
Zakrzewskiej-Czerwińskiej, Wojciech 
Błogowski z W ydziału Lekarskiego 
Pomorskiego Uniwersytetu M edycz­
nego w  Szczecinie, Marcin Hellmann 
z (obecnie na stażu w Uniwersytecie 
w  Grenoble); W ydziału Lekarskiego 
G dańskiego Uniwersytetu M edyczne­
go, Paweł Matusik, Krzysztof Toma­
szewski, Katarzyna Chmielowska, 
Jan Nowak studenci W ydziału Lekar­
skiego CM-UJ w Krakowie, pracujący 
w  kole naukow ym  przy Katedrze i 
Klinice Chorób W ewnętrznych i Ge- 
rontologii, Edyta Szymańska, Sylwia 
Szymańska, studentki I W ydziału 
Lekarskiego Warszawskiego Uniwer­
sytetu Medycznego, pracujące w  kole 
naukow ym  przy Klinice Gastroente- 
rologii, Hepatologii i Immunologii In­
sty tu tu  „Pomnik -  Centrum  Zdrowia 
Dziecka" w  Warszawie.

Prestiżowe wyróżnienie W ydziału 
-  medal im. Jędrzeja Śniadeckiego - 
przyznano nieobecnej na uroczysto­
ści prof. Jolancie Gutkowskiej z Wy­
działu Medycznego Uniwersytetu w 
M ontrealu za badania nad działaniem 
angiotensyny i peptydu natriuretycz- 
nego (ANP).

Prof. Tomasz Twardowski (Fot. 2) z 
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN 
w  Poznaniu, otrzymał 21.12.2010 roku 
Medal Polskiej Akademii Nauk. 
Prof. Michał Kleiber, prezes PAN, 
wręczając medal odczytał uzasadnie-

Fot. 2. Prof. Tomasz Twardowski

nie: „za szczególne zasługi dla rozw o­
ju nauki polskiej i światowej, zw iąza­
ne ze społeczną rolą nauki".

Konkurs „Popularyzator Nauki 
2010" organizowany przez serwis 
N auka w Polsce Polskiej Agencji Pra­
sowej i M inisterstwo Nauki i Szkolnic­
twa Wyższego został rozstrzygnięty 
w dniu 29 grudnia 2010 r. na mocy de­
cyzji jury pod przew odnictw em  prof. 
Michała Kleibera. Tytuły „Populary­
zator Nauki 2010" otrzymali naukow ­
cy, dziennikarze i społecznicy, którzy 
fascynują się upublicznianiem  odkryć 
naukowych, procesów poznawczych 
w  jednostkach badawczych. N agrody 
otrzymali dr hab. Maciej Geller (na­
groda specjalna), dr Jan Grabski, dr 
Anna Hajdusianek i dr inż. Tomasz 
Malczyk oraz redaktorzy Wojciech 
Pastuszka, Cezary Łasiczka, Hanna 
Zielińska i reprezentant instytucji poza­
naukowej Marcin Mazur.

Dr Jan Grabski z Politechniki 
Warszawskiej współpracuje z w ar­
szawskim Festiwalem Nauki. Jest 
inicjatorem i głównym organizato­
rem  wszystkich edycji spotkań pod 
hasłem „Jak to działa?". Pokazał w i­
dzom  zastosowania fizyki i techniki 
w  urządzeniach codziennego użytku, 
w  urządzeniach superm arketów, pod 
żaglami i skrzydłami oraz w m edy­
cynie. Odkryw ał tajemnice prom ie­
niotwórczości, telefonii XXI wieku i 
Wielkiego Zderzacza Hadronów . Jest 
także autorem  im prez „Mini Festi­
wal" i „Festiwal Nauki Małego Czło­
wieka" - dedykow anych dzieciom i 
młodzieży. W spółorganizuje corocz­
ny Piknik Naukow y w  Warszawie.

Dr Anna Hajdusianek  (Fot. 3) z 
Politechniki Wrocławskiej pracuje 
na dobro Dolnośląskiego Festiwalu 
Nauki. Jej regularna współpraca ze 
szkołami, przedszkolam i i przedsię-

Fot. 3. Dr Anna Hajdusianek

biorstwami z Wrocławia i okolic spra­
wiła, że Doktor stała się autorytetem  
dla środowiska nauczycielskiego. 
Sprawiła, iż pedagodzy zapraszają ja 
na spotkania poświęcone nowocze­
snej dydaktyce, a dzieci i młodzież 
tłumnie odwiedzają Akademię Mło­
dych Odkrywców. Laureatka potrafi 
połączyć doświadczenia z zakresu 
nauk ścisłych z happeningiem  i w i­
dowiskiem artystycznym, zahaczając 
naw et o świat baśni i magii. W upo ­
wszechnianie nauki zaangażowała 
całą swoją rodzinę, czyniąc z misji 
popularyzatorskiej sposób na życie 
zaw odow e i prywatne.

Dr inż. Tomasz M alczyk  (Fot. 4) z 
Państwowej Wyższej Szkoły Z aw odo­
wej w  Nysie stworzył Nyski Festiwal 
Nauki i rozszerza ideę współpracy 
festiwalowej w  Europie. Jego konfe-
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Fot. 4. Dr inż. Tomasz Malczyk

rencje popularnonaukow e poruszają 
tematy ważne dla potrzeb edukacyj­
nych i rozwojowych regionu nyskie­
go i województwa opolskiego. Zorga­
nizowane przez dr Tomasza Malczy­
ka otwarte wykłady promują naukę 
w śród doświadczonych przedsiębior­
ców, banków oraz pracowników ad ­
ministracji państwowej, a równocze­
śnie cieszą się popularnością wśród 
uczniów i studentów. W tym roku 
prorektor opracował strukturę działa­
nia Regionalnego Centrum  Transferu 
W iedzy i Technologii Innowacyjnych 
i opublikował książkę o popularyzacji 
nauki.

Wyróżnienia w kategorii „Prezen­
tacje Festiwalu Nauki" przyznano 
Andrzejowi Gołębiewskiemu z Uni­
wersytetu Warszawskiego za cykl 
pokazów „Fizyka dla wszystkich", 
Elizie Szulińskiej wraz z zespołem  
Stowarzyszenia Euforis za imprezę 
„Dziecięcy Świat Muzyki" oraz Ire­
nie Cieślińskiej z Centrum Nauki 
Kopernik za wykład „Zabójstwo
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w  Hotelu Hilberta". Do niedawna 
Andrzej Gołębiewski kierował Pra­
cownią Pokazów W ykładowych na 
Uniwersytecie W arszawskim. Dla 
niego fizyka jest wszędzie, a prawie 
każde zagadnienie można obrazo­
wać w  dużym  tempie, we frapującym 
pokazie i samodzielnie wykonanych 
doświadczeniach. Andrzej Gołębiew­
ski od 14 lat prezentuje cykl „Fizyka 
dla wszystkich" na warszawskim  Fe­
stiwalu Nauki. Jego zdaniem, dla po­
pularyzatora ważniejsze powinno być 
zaszczepienie w  widzach ciekawości 
niż dogłębne wyjaśnienie jakiegoś zja­
wiska na pokazie. W arsztaty „Dzie­
cięcy świat muzyki" zostały zorgani­
zowane przez Elizę Szulińską i Sto­
warzyszenie Euforis we współpracy 
z Sinfonia Varsovia i Teatrem Wiel­
kim Operą Narodową. Pokazały, co 
wspólnego ma m atematyka z m uzy­
ką, na czym polega praca dyrygenta 
i w  jaki sposób powietrze przepływa 
przez instrum enty dęte tak, by m oż­
na było wydobyć dźwięk. Dla dzieci 
przygotow ano zajęcia pantomimy, 
rytmiki i baletu, teatru muzycznego. 
Najmłodsi mogli spróbować swoich 
sił w  grach plastycznych pt. „N ary­
suj m uzykę" i napisać „Szalone par­
tytury". Na zakończenie warsztatów 
specjalny koncert zagrała Sinfonia 
Varsovia. Irena Cieślińska w w yróż­
nionym  wykładzie mówiła o mrocz­
nych sekretach matematyki. Czy 
wszystkie nieskończoności są równie 
nieskończone? Dlaczego odkrywanie 
tajemnic nieskończoności kosztowa­
ło ludzkość co najmniej dwie ofiary 
śmiertelne i dwóch matematycznych 
geniuszy straciło najpierw zmysły, a 
potem  życie? O dpowiedzi na te pyta­
nia poznawali uczestnicy warsztatów 
„Zabójstwo w Hotelu Hilberta". Hotel 
Hilberta jest przykładem  klasyczne­
go paradoksu używanego w  m atem a­
tyce. Mamy hotel, w  którym jest nie­
skończenie wiele pokoi, ale wszystkie 
są zajęte. Przyjeżdża gość i trzeba go 
w jakiś sposób ulokować. Wówczas 
pierwszego gościa „przenosi się" do 
drugiego pokoju, drugiego do trzecie­
go i tak kolejno, a tymczasem, ponie­
waż pierwszy pokój zrobił się pusty, 
to w  nim lokuje się pierwszego gościa.

Jury tegorocznej edycji konkursu 
postanowiło wrócić do podstaw ruchu 
festiwalowego, który łączy większość 
kandydatów. Stąd specjalna nagroda 
i tytuł Popularyzatora Nauki 2010

dla dr hab. Macieja Gellera - w spół­
twórcy i dyrektora Warszawskiego 
Festiwalu Nauki (Fot. 5) za wybitne 
zasługi dla organizacji popularyzacji 
nauki w  Polsce. Dr hab. Maciej Geller 
jest biofizykiem, pracownikiem na­
ukow ym  Instytutu Fizyki Doświad­
czalnej Uniwersytetu W arszawskie­
go. Kierowana przez niego impreza z 
roku na rok cieszy się coraz większym 
zainteresowaniem  -  nie tylko w arsza­
wian. Dyrektor Geller podkreśla, że 
od początku istnienia warszawskiego 
Festiwalu Nauki, jego podstaw ow ym  
sponsorem  jest M inisterstwo Nauki i 
Szkolnictwa Wyższego, które -  nieza­
leżnie od opcji politycznej -  udziela 
w sparcia tej szczególnej inicjatywie. 
Dzięki organizatorom, takim jak Ma­
ciej Geller, ruch festiwalowy w Polsce 
zyskuje też coraz większe poparcie, w 
tym  finansowe, sektora gospodarki. 
Finansowanie im prez popularnonau­
kowych stało się dla przedsiębiorców, 
używając języka współczesnego - 
„trendy". Dla uczonych zaś, udział w 
nich to zaszczytny obowiązek.

Fot. 5. Dr hab. Maciej Geller i prof. Magdalena Fikus

W kategorii Redakcja/Instytucja 
nienaukowa równorzędne nagrody 
otrzymali redaktorzy: Wojciech Pa­
stuszka, Cezary Łasiczka i Hanna 
Zielińska (nagroda wspólna) oraz 
Marcin Mazur.

Wojciech P astuszka  (Fot.6) został 
nagrodzony za blog „Archeowieści" 
(h ttp ://archeow iesci.b lox.pl), w któ­
rym  podaje najnowsze wiadomości z 
dziedziny archeologii, paleontologii 
i biologii ewolucyjnej. Przygotowy­
wane przez niego artykuły są kom pe­
tentne, na wysokim  poziomie nauko­
wym, zawsze opatrzone odnośnikami 
do źródeł, a przy tym  pisane ciekawie 
i przystępnie. Autor błoga stworzył 
forum  dyskusyjne dla spotkań w ir­
tualnych naukowców i laików. „Ar- 
cheowieści" otrzymują informacje od 
polskich naukowców, angażują się

Fot. 6. Red. Wojciech Pastuszka

też w informowanie o działalności 
polskich m uzeów i skansenów arche­
ologicznych. Dział „W ydarzenia" in­
formuje o najbliższych konferencjach, 
wykładach, w ystawach czy festynach. 
Autor błoga „Archeowieści" pracuje 
hobbystycznie, po godzinach pracy.

Cezary Łasiczka  i Hanna Z ielińska  
(Fot.7) są dziennikarzami radia TOK 
FM. Cezary Łasiczka prow adzi w  śro­
dy o godzinie 20:00 audycję „Radio­
wa Akademia Nauk", podczas której 
rozm awia z zaproszonymi gośćmi, 
zazwyczaj o naukach ścisłych. Te­
matykę naukow ą porusza rów nież w 
swojej audycji „Off Czarek". H anna 
Zielińska w piątki o godz. 21:00 pro ­
w adzi audycję „M agazyn N aukow y", 
w której rozm awia m.in. na tem at naj­
nowszych publikacji z dziedziny so­
cjologii, psychologii, medycyny. Poza 
tym dziennikarka prow adzi też w 
TOK FM m agazyn historyczny „Pętla 
czasu". Audycji radiowych autorstw a 
Laureatów słucha w sumie co tydzień 
ponad 55 tysięcy osób.

Marcin M azur z  Podkarpackiego 
Amatorskiego Stowarzyszenia Astro-

Fot. 7. Red. Hanna Zielińska

nomiczno-Astronautycznego organi­
zuje od pięciu lat w Jaśle i okolicach 
happeningi pod hasłem „Dogonić 
Kosmos". Jego wielokierunkowe 
działania popiera m.in. generał Miro­
sław Hermaszewski, który przyjmuje 
kolejne zaproszenia na organizowane 
na Podkarpaciu spotkania. M łody pa ­
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sjonat astronomii i astronautyki poka­
zuje szerokiej publiczności, jak wiele 
radości daje obcowanie z nauką, uczy 
jak właściwie prowadzić obserwacje 
astronom iczne i pokazuje zastosowa­
nia tej dyscypliny w życiu codzien­
nym. Działa na rzecz integracji środo­
wisk lokalnych, a jego głos jest istotny 
naw et na szczeblu kształtowania poli­
tyki kosmicznej państwa.

Doceniając oryginalność zrealizo­
wanych już projektów popularyza­
torskich oraz umiejętne połączenie 
działalności edukacyjnej ze społecz­
ną, do przyszłorocznej edycji konkur­
su jurorzy nominowali dr Tomasza 
Samojlika oraz Kawiarnię N aukow ą 
Dzieciom.

Przy okazji corocznego spotkania z 
najlepszymi popularyzatoram i nauki 
serwis Nauka w  Polsce postanowił 
wyróżnić tych rzeczników, którzy w 
największym  stopniu ułatwiają pra­
cę dziennikarzom  naukow ym  PAP. 
W yróżnienia otrzymali: Magdalena 
Ochwat (Uniwersytet Śląski), Nata­
lia Osica (Szkoła Wyższa Psycholo­
gii Społecznej) i Marek Pawłowski 
(Instytut Problemów Jądrowych w  
Świerku) (opracowano na podstawie 
informacji w  serwisie N auka w Pol­
sce).

Białka motoryczne w  badaniach 
dr hab. Andrzeja Kasprzaka (Fot. 
8), profesora Instytutu Biologii Do­
świadczalnej PAN im. M. Nenckiego. 
Białko motoryczne to enzym, który w 
komórce zamienia energię rozpadu 
wysokoenergetycznej cząsteczki ATP 
(adenozynotrifosforanu) na energię 
m echaniczną, czyli tworzy ruch - na­
stępuje przesunięcie białka o określo­
ny krok, np. o odległość 4 czy 12 nm.

Fot. 8. Dr hab. Andrzej Kasprzak, prof, nadzw.

Trzy rodziny białek obecne w cyto- 
plazmie komórki to miozyny, kinezy- 
ny i dyneiny. Białka motoryczne łączą 
się ze specjalnymi „szynami" (mikro- 
tubulam i lub filamentami aktynow y­
mi, które są polimerami białkowymi), 
po których mogą transportow ać np. 
organelle, kompleksy białkowe czy 
kwasy nukleinowe. Białko motorycz­
ne miozyna jest odpow iedzialne za 
skurcz mięśnia. Ponadto białka te są 
też niezbędne m. in. w  procesie po­
działu komórki. Białka motoryczne 
być może znajdą zastosowanie w  na- 
notechnologii, m. in. jako nanomotor- 
ki w  elektronice. Mogą pomóc w w al­
ce z chorobami now otw orow ym i czy 
neurodegeneracyjnymi, mogą znaleźć 
zastosowanie w  mikrochirurgii. Biał­
ka motoryczne- kinezyna Eg5 - biorą 
udział w  podziale komórki. Jeśli uda ­
łoby się zablokować aktywność mo- 
toryczną takich białek w  wybranych 
komórkach (a więc spowodować, 
żeby nic nie przesuw ały ani transpor­
towały), m ożna by było np. pow strzy­
mać komórki now otw orow e przez ich 
namnażaniem. W edług dr hab. An­
drzeja Kasprzaka białka motoryczne 
działają jak bardzo małe motorki, któ­
re mogą przenosić różne elementy na 
odległości rzędu setek mikrometrów. 
Jest to z punktu  w idzenia technolo­
gicznego bardzo obiecująca umiejęt­
ność. Na razie ten mały motorek jest 
bardzo kapryśny - łączy się tylko z 
organellami w komórce, a naukow ­
cy dążą do tego, aby łączył się np. z 
częściami mikroprocesora. Za cykl 
prac na temat „M olekularnego me­
chanizmu generacji ruchu przez mito- 
tyczną kinezynę Ncd" zespół dr hab. 
Andrzeja Kasprzaka otrzymał w  tym 
roku nagrodę Wydziału II Nauk Bio­
logicznych PAN. Autorami prac byli 
d r Łukasz Hajdo, dr Elżbieta Kocik i 
d r Krzysztof Skowronek. Uroczystość 
wręczenia dyplom ów  odbyła się w 
dniu 2 grudnia 2010 roku w siedzibie 
W ydziału N auk Biologicznych PAN 
w Pałacu Kultury i Nauki w W arsza­
wie (informacja w g serwisu N auka w 
Polsce).

Dr Tomasz W ilanowski (Fot. 9), 
kierownik nowoutworzonej w  In­
stytucie Biologii Doświadczalnej im. 
Marcelego Nenckiego Pracowni Prze­
kazywania Sygnału, został wyróżnio­
ny prestiżową nagrodą Europejskiej 
Organizacji Biologii Molekularnej 
-  EMBO Installation Grant. Jego pro-

Fot. 9. Dr Tomasz Wilanowski

jekt będzie finansowany w ramach 
Program u dla Młodych Naukowców 
EMBO (EMBO Young Investigator 
Programme). Jest to wielki sukces za­
równo dr Wilanowskiego, jak i Insty­
tu tu  Nenckiego, gdyż w śród licznego 
grona kandydatów  z całej Europy dr 
W ilanowski został w yróżniony jako 
jeden z zaledwie sześciu nagrodzo­
nych. Pięcioletni grant w  wysokości 
50 000 euro rocznie jest przeznaczony 
na rozwój prowadzonej przez dr Wi­
lanowskiego grupy badawczej. Bada­
nia Pracowni Przekazywania Sygnału 
koncentrują się na czynnikach trans- 
krypcyjnych z rodziny Grainyhead u 
ssaków. Jest to grupa białek regula­
torowych, które pełnią swoje funkcje 
w  procesach rozwojowych i chorobo­
wych. Dotychczas u myszy opisano 
mutacje w  białkach Grainyhead pro ­
wadzące do rozszczepu kręgosłupa, 
zaburzeń w gojeniu się ran oraz w a­
dliwej bariery skórnej, zaś u ludzi do 
utraty słuchu. Dr Wilanowski będzie 
kontynuować te badania w Instytucie 
Nenckiego. Pracownia d r W ilanow­
skiego zostanie włączona do sieci 
najlepszych, pracujących niezależnie, 
m łodych europejskich naukowców 
EMBO Young Investigator Network. 
Niezależnie od wsparcia finansowe­
go, udział w  Programie dla Młodych 
N aukowców EMBO daje wiele innych 
możliwości, m iędzy innym i uczest­
nictwa w corocznych i tematycznych 
konferencjach naukowych, wsparcia 
mentorskiego ze strony EMBO, dofi­
nansowania w ykładów  wygłaszanych 
na m iędzynarodow ych kongresach, 
sponsorow anych specjalistycznych 
kursów  dla doktorantów  pracujących
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w grupach badawczych laureatów i 
tem u podobne. Chcielibyśmy, aby ten 
sukces dr W ilanowskiego okazał się 
inspiracją dla innych ambitnych mło­
dych naukow ców  planujących swoją 
karierę w  Polsce (wg informacji za­
mieszczonych w  witrynie interneto­
wej Instytutu Biologii Doświadczalnej 
PAN).

Największe polskie osiągnięcia 
w  dziedzinie chemii w  2010 r. to 
sposoby pozyskiwania wodoru do 
zasilania urządzeń oraz nietypowy 
siarczan srebra, który przyda się w  
farmacji lub oczyszczaniu ścieków. 
A utorem  obu prac jest dr hab. Woj­
ciech Grochala (Fot. 10) z Uniwersy­
tetu Warszawskiego. Pracę dotyczącą 
nowego siarczanu srebra (II) opubli­
kow ano w styczniu 2010 r. Grochala 
w raz ze w spółpracownikam i znalazł

Fot. 10. Dr hab. Wojciech Grochala

sposób syntezy tego związku che­
micznego. Od znanego do tej pory 
siarczanu jednowartościowego srebra 
(Ag2S04), now y związek (AgS04) 
różni się wszystkimi istotnymi w ła­
snościami fizykochemicznymi. Zwią­
zek ma barw ę czarną. Wszystkie po­
zostałe bezw odne siarczany metali są 
bardzo słabe, delikatne zabarwienie, 
albo są bezbarwne. To oznacza, że bar­
dzo słabo pochłaniają prom ieniowa­
nie w idzialne, najczęściej absorbują 
prom ieniowanie ultrafioletowe. Siar­
czan srebra (II) - w  przeciwieństwie 
do nich - absorbuje już prom ieniowa­
nie w  zakresie średniej podczerwieni. 
Drugą niezwykłą cechą uzyskanego 
związku jest jego bardzo silny m agne­
tyzm. Nowy związek jest bardzo sil­

nym  utleniaczem; ta cecha może być 
w ykorzystana w farmacji do tw orze­
nia leków albo do utylizacji ścieków. 
Jak zaznaczył Autor, gdyby siarczan 
srebra (II) udało się zamienić w  wyso­
kotem peraturow y nadprzew odnik, to 
znalazłby on olbrzymią liczbę zasto­
sowań. W pracach badawczych nad 
now ym  związkiem brało udział sied­
miu naukowców, w śród nich chemicy 
z U niwersytetu W arszawskiego, Uni­
w ersytetu Jagiellońskiego i naukow ­
cy z trzech słoweńskich instytutów 
naukowych. Wyniki badań zostały 
opublikowane jako „Very Im portant 
Paper" w  prestiżowym  czasopiśmie 
A ngew andte Chemie. International 
Edition. W spółpraca zespołu Grocha­
li z Uniwersytetem  Duisburg-Essen 
w  Niemczech skutkowała odkryciem 
związków chemicznych, które, po 
odpowiedniej modyfikacji, pozwolą 
na wykorzystanie powszechnie uży ­
wanego w  przemyśle chemicznym 
borow odorku sodu, jako „m agazynu 
w odoru". Praca na ten tem at ukaza­
ła się w  październiku 2010 r. Dzięki 
tem u odkryciu możliwe jest, że nieba­
w em  w  baku sam ochodu o napędzie 
w odorow ym , zamiast czystego gazo­
wego w odoru  znajdzie się proszek, z 
którego po podgrzaniu wydzielałyby 
się duże ilości wodoru, potrzebne do 
zasilania ogniw elektrycznych. Aby 
to było możliwe, potrzebny jest w ła­
ściwy katalizator, czyli druga sub­
stancja, które umożliwi podgrzanem u 
borow odorkow i rozłożyć się, a tym 
sam ym  „wypuścić" zawarty w nim 
wodór. Naukow com  udało się też 
sprawić, że dzieje się to w  stosunko­
wo niskiej temperaturze, a to już jest 
bliższe realnym  zastosowaniom tech­
nologicznym. Jako katalizatora w y­
korzystali nikiel. Zdaniem  Autorów 
udoskonalenie katalizatora nie po ­
w inno więc być trudne (wg serwisu 
N auka Polsce).

Biotechnologia Molekularna dla 
Zdrowia jest projektem modernizacji 
W ydziału Biochemii, Biofizyki i Bio­
technologii Uniwersytetu Jagielloń­
skiego w Krakowie. Realizacja projek­
tu pozwoli na utworzenie nowych la­
boratoriów badawczych, pracujących 
wspólnie na rzecz opracowania no­
wych leków, m etod diagnostycznych 
oraz rozwoju szeroko pojętej biome­
dycyny. Projekt został przygotowany 
przez pracowników W ydziału i jest 
finansowany w  ramach pierwszego

konkursu Program u Operacyjnego 
Innowacyjna Gospodarka, działanie
2.1. „Rozwój ośrodków o w ysokim  
potencjale badawczym". W konkur­
sie rozstrzygniętym  wiosną 2009 roku 
wniosek uzyskał 87,66 pkt i znalazł 
się na trzecim miejscu na liście ran ­
kingowej, spośród ponad 150 zgło­
szonych projektów. Przyznana kw ota 
dofinansowania to 28197842,44 zł. W 
ramach projektu, zostanie u tw orzo ­
nych 7 pracowni badawczych u zu ­
pełniających istniejącą infrastrukturę 
naukową. Powstaną laboratoria, w  
których będą prow adzone prace w  
zakresie m.in. proteomiki, biofizyki 
komórki, immunologii, wirusologii 
i hodowli tkankowych. Ponadto, w  
ramach projektu powstanie now ocze­
śnie wyposażona zwierzętarnia, po ­
zwalająca na hodowlę i badania wielu 
rodzajów zwierząt laboratoryjnych. 
Zakup nowej aparatury (Fot. 11) oraz 
reorganizacja istniejącej przestrzeni, 
przyczyni się do rozszerzenia zakresu

Fot. 11. Mikroskop Leica SMD FCS FLIM

badań prowadzonych na W ydziale, 
prowadząc do rozpoczęcia nowych, 
interdyscyplinarnych projektów. Re­
alizacja projektu rozpoczęła się we 
wrześniu 2008 roku. Planowany ter­
min zakończenia wyznaczono na m a­
rzec 2012 roku. Projektem kieruje prof. 
dr hab. Józef Dulak. W ram ach zadań  
pow staną nowe pracownie: Zw ie­
rzętarnia (koordynator: Prof. d r hab. 
Alicja Józkowicz); Pracownia Cyto- 
metrii Obrazowej (koordynator: Prof. 
d r hab. Jerzy Dobrucki); Pracownia 
Proteomiki i Transkryptomiki (koor­
dynator: Prof. dr hab. Andrzej Kozik); 
Pracownia Inżynierii Komórkowej i 
Tkankowej (koordynator: d r Justyna 
Drukała); Pracownia Wirusologicznej 
Diagnostyki Molekularnej (koordy­
nator: dr Krzysztof Pyrć); Pracownia 
Biotechnologii Roślin (koordynato­
rzy: Prof. d r hab. Halina Gabryś, dr
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hab. Leszek Fiedor); Bank Komórek 
(koordynator: dr Justyna Drukała). 
Rozbudow a infrastruktury badawczej 
przyczyni się do realizacji celów ba­
dawczych projektu, do których nale­
żą m. in: opracowanie i zastosowanie 
now ych zwierzęcych modeli chorób 
i testowanie terapii eksperym ental­
nych; opracowanie nowych metod 
analizy struktury komórek i interak­
cji badanych substancji z komórkami; 
stworzenie kompleksowego systemu 
analizy ekspresji genów na poziomie 
transkryptom u i proteomu; rozwój 
m etod hodowli tkankowej skóry w 
celu ich zastosowania w  warunkach 
klinicznych; opracowanie i rozwój 
m etod pozwalających na identyfika­
cję i kwantyfikację w irusów  ludzkich 
i zwierzęcych pod kątem ich zasto­
sow ania w  w arunkach klinicznych i 
badawczych; opracowanie i badania 
pochodnych metabolitów roślinnych 
oraz pochodnych barwników foto- 
syntetycznych jako potencjalnych le­
ków  przeciw now otworowych (wg 
w itryny WBBiB UJ).

Numer specjalny kwartalnika 
W ydziału Biochemii, Biofizyki i Bio­
technologii TRIPLET 1 (z grudnia 
2010 roku) został w  całości poświę­
cony projektowi „Biotechnologia 
M olekularna dla Zdrowia". W treści 
specjalnego num eru zespół autorów 
podaje opis zadań projektu, zaaw an­
sowanie ich realizacji, charakterysty­
kę zakupionej aparatury, urządzeń 
pom iarowych, sprzętu przeznaczo­
nego do hodowli komórek, osobową 
odpowiedzialność za prowadzenie 
zadań  projektu. Dostęp do periody­
ku na stronie W ydziału h t tp : / /w w w . 
wbbib.uj.edu.pl oraz na stronie pro ­
jektu: h ttp :/ /w w w .u j.e d u .p l/w e b /
bm z/trip le t.

Otwarcie Laboratorium Nano- 
struktur wchodzącego w skład Ze­
społu Laboratoriów Nanotechnologii 
i N auki o Powierzchni powstającego 
w  ram ach projektu ATOMIN: Bada­
nie układów  w skali atomowej: nauki 
ścisłe dla innowacyjnej gospodarki 
odbyło się uroczyście w  dniu 9 grud ­
nia 2010 na Wydziale Fizyki, Astro­
nomii i Informatyki Stosowanej UJ. 
Otwarcie było połączone z urucho­
m ieniem  zintegrowanego systemu do 
syntezy i diagnostyki nanostruktur - 
uk ładu  do obrazowania i manipulacji 
obiektami w  skali nano, który znajdu­
je się w  Zakładzie Fizyki Nanostruk-

tur i Nanotechnologii Instytutu Fi­
zyki kierowanym przez prof. d r hab. 
Marka Szymońskiego. Zintegrowany 
system do syntezy i diagnostyki na­
nostruktur (Fot. 12) jest urządzeniem  
unikatowym  w  skali światowej. Jego 
wyjątkowość polega na połączeniu w 
jednym urządzeniu n iskotem peratu­
rowego m ikroskopu sondy skanującej 
(pracującego zarów no w  trybie STM, 
jak i ncAFM w zakresie tem peratur od 
4K do tem peratury pokojowej), czte- 
ropróbnikowego m ikroskopu tunelo­
wego sprzężonego z w ysokorozdziel­
czym mikroskopem  elektronowym  i 
hemisferycznym analizatorem  energii 
elektronów oraz kom ory prepara- 
cyjnej. Takie zestawienie elementów 
najwyższej klasy pozw ala na prze­
prowadzanie w  jednym  urządzeniu 
kompleksowych eksperym entów, łą­
czących w sobie syntezę/fabrykację 
oraz charakteryzację nanostruktur, w 
kontrolowanych w arunkach ultra w y­
sokiej próżni (ciśnienia na poziomie 
1010 mbar i niższym). Ów potencjał 
badawczy został już doceniony przez 
Komisję Europejską poprzez przy­
znanie finansowania w  ram ach 7 Pro­
gram u Ramowego Unii Europejskiej 
dla zintegrowanego projektu Atomie 
Scale and Single Molecule Logic Gate 
Technologies (AtMol), zaproponow a­
nego przez konsorcjum składającego 
się z 11 strategicznych partnerów , w 
tym Uniwersytetu Jagiellońskiego. 
AtMol jest jedynym  tego typu pro ­
jektem finansowanym w  ram ach akcji 
Future Emerging Technologies Proac­
tive Information and Communication 
Technologies (FET Proactive ICT Cali 
6). Warto zaznaczyć, że istnieją tylko 
dw a układy eksperym entalne o po­
równywalnej konfiguracji i m ożliwo­
ściach jak ten, który w ram ach Projek­
tu ATOMIN w yposażył Laboratorium 
N anostruktur - jeden w  Singapurze i 
jeden w Tuluzie. Ośrodki dysponu­
jące tymi urządzeniam i są również

Fot. 12. Wnętrze komory z układem Nanoprobe

członkami konsorcjum, które realizuje 
projekt AtMol. Przez w zgląd na ścisłą 
współpracę w  ram ach konsorcjum, 
pracownicy Uniwersytetu Jagielloń­
skiego znajdują się w  wąskim  gronie 
ekspertów dysponujących zarówno 
doświadczeniem, jak i aparaturą, 
które umożliwiają realizację badań o 
charakterze przełomowym. Projekt 
ATOMIN jest realizowany pod kie­
rownictwem  prof. dr hab. Jarosława 
Koperskiego na Uniwersytecie Jagiel­
lońskim z funduszy strukturalnych 
w  ram ach Program u Operacyjnego 
Innowacyjna Gospodarka Działanie
2.1. realizowany Bezpośrednimi be­
neficjentami są W ydział Fizyki, Astro­
nomii i Informatyki Stosowanej i Wy­
dział Chemii. Realizacja Projektu jest 
przew idziana na lata 2009-2012 (wg 
witryny UJ).

Medal Amicus Scientiae et Veri-

Fot. 13. Dr n. med. Katarzyna Grymuła (z lewej)

tatis Szczecińskiego Towarzystwa 
Naukowego za osiągnięcia w  dziedzi­
nie biologii medycznej, otrzymała w 
końcu grudnia 2010 r. dr n. med. Ka­
tarzyna Grym ula ( Fot. 13) z Zakładu 
Fizjologii Pomorskiego Uniwersytetu 
M edycznego w Szczecinie. Laureatka 
STN prow adzi badania, których celem 
jest poznanie m echanizmów zw ią­
zanych z przerzutow aniem  mięsaka 
prążkowano-komórkowego. Badania 
te są kontynuacją projektu rozpoczę­
tego na Uniwersytecie w  Louisville 
pod kierunkiem  profesora Mariusza 
Ratajczaka. Medal Amicus Scientiae 
et Veritatis został ustanowiony przez 
zarząd Szczecińskiego Towarzystwa 
N aukow ego w  1986 roku z inicjaty­
wy prof. dr hab. Kazimierza Stojałow- 
skiego. Przyznaw any jest corocznie 
m łodym  naukowcom, którzy obronili 
doktorat przed 35. rokiem życia i w y­
różniają się zaangażowaniem  i tw ór­
czością naukow ą (wg w itryny PUM).

pod redakcją Teresy W esołow skiej
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Britton Chance (1913 -  2010) -  od żeglarstwa 
do biofizyki i biochemii i z powrotem
Z historii biochemii

STRESZCZENIE

P rzedstawiono krótkie curriculum vitae oraz dorobek naukow y zmarłego w listopadzie 
2010 r. wybitnego amerykańskiego biofizyka i biochemika, Brittona Chance'a. Dzięki 

w prowadzeniu do badań biochemicznych metody szybkiego mieszania reagentów („stop- 
flow") i rejestracji w idm różnicowych, Chance pierwszy wykazał tworzenie kom pleksu en- 
zym -substrat na przykładzie peroksydazy. Wykazał również zmiany w idm  absorpcyjnych 
przekaźników  elektronów w mitochondrialnym łańcuchu oddechowym przy przejściu ze 
stanu spoczynkowego do oddychania sprzężonego z fosforylacją ADP. Dzięki zastosowaniu 
wibrującej elektrody platynowej mierzył szybkość zużycia tlenu przez izolowane mitochon­
dria i zdefiniował zależne od funkcji mitochondriów tak zwane stany oddechowe, nazwane 
następnie jego imieniem. Pierwszy opisał produkcję reaktywnych form tlenu w mitochon- 
driach. Britton Chance był zapalonym żeglarzem i na O lim piadzie w Helsinkach w 1952 r. 
zdobył dla Stanów Zjednoczonych złoty medal w konkurencji żeglarskiej.

WPROWADZENIE

Lech Wojtczak

Instytut Biologii Doświadczalnej im. Marcele­
go Nenckiego PAN, Warszawa

^Instytut Biologii Doświadczalnej im. Marcele­
go Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 War­
szawa; e-mail: l.wojtczak@nencki.gov.pl

Artykuł otrzymano 1 lutego 2011 r.
Artykuł zaakceptowano 4 lutego 2011 r.

Słowa kluczowe: kompleks enzym-substrat, 
oksydacyjna fosforylacja, kontrola oddechowa, 
reaktywne formy tlenu

Każdy, kto choć pobieżnie zajmował się energetyką m itochondriów lub łań­
cuchem oddechow ym  i oksydacyjną fosforylacją, musiał zetknąć się z pojęciem 
„stanów oddechowych Chance'a". Ten wybitny biofizyk i biochemik am ery­
kański zmarł niedawno (16 listopada 2010 r.) w  Filadelfii w  wieku 97 lat. Po­
zostawił ogromny wkład nie tylko w dziedzinie bioenergetyki, m echanizmów 
reakcji enzymatycznych, produkcji reaktywnych form tlenu, lecz także w rozwój
biochemicznych i ------------------------------------------------------------------------------------
biofizycznych me­
tod pomiarowych, 
a przy tym był 
autorem  pionier­
skich rozwiązań 
technicznych w ... 
żeglarstwie.

CURRICULUM
VITAE

Britton Chance 
(Rye. 1) urodził się 
w  stanie Pensylwa­
nia 24 lipca 1913 r.
Studiował chemię 
na University of 
Pennsylvania w 
Filadelfii, gdzie 
uzyskał stopień 
Master of Science 
w 1936 r. N astęp­
nie przeniósł się 
do Cambridge w 
Wielkiej Brytanii, 
gdzie studiował 
biochemię i fizjo­
logię. W rezultacie 
uzyskał dw a stop­
nie doktora (Ph.D.)
-  z chemii fizycz­
nej na University
of Pennsylvania W Rycina 1. Britton Chance (24.7.1913 -  16.11.2010). Zdjęcie z 1969 r. Wcześniej za­

mieszczone w [8]. Fot. Ernesto Carafoli.
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1940 r. oraz z biologii i fizjologii na Cambridge University 
w  1942 r.

Jednakże zainteresowania i w iedza Chance'a sięgały poza 
chemię i biochemię. Dzięki świetnej znajomości elektroniki 
zainteresował się budow ą aparatury pozwalającej śledzić 
przebieg reakcji chemicznych i biochemicznych, którym  to­
w arzyszą niewielkie zmiany absorbancji. Stał się więc, już w 
latach trzydziestych ubiegłego wieku, prekursorem  w spół­
czesnej spektrofotometrii. Co więcej, dzięki zastosowaniu 
m etod szybkiego mieszania reagentów i szybkiej rejestracji 
zachodzących zmian optycznych zapoczątkował techniki 
tzw. „stop-flow", pozwalające śledzić przebieg reakcji w 
czasach milisekundowych i między innymi wyjaśnić nie­
które m echanizm y enzymatyczne.

W czasie II wojny światowej Britton Chance wrócił do 
Stanów Zjednoczonych i zaangażował się w badania nad ra ­
darem  w M assachusetts Institute of Technology. Po zakoń­
czeniu wojny kontynuował swój pobyt w  Europie, pracując 
w  Sztokholmie w  słynnym Nobel Institutet (współpraca z 
H ugo Theorellem nad dehydrogenazą alkoholową i perok- 
sydazą) i w  Molteno Institute w  Cambridge. Pod koniec lat 
czterdziestych wrócił definitywnie do Filadelfii na swój m a­
cierzysty Uniwersytet i w  1949 r. objął stanowisko dyrek­
tora Johnson Research Foundation, dużego instytutu pro ­
wadzącego na Wydziale M edycznym badania w  zakresie 
biofizyki i biochemii. Funkcję dyrektora sprawował Chan­
ce nieprzerw anie do swego przejścia na emeryturę w  1983 
r., jednakże badania naukow e prow adził dalej, niemal do 
ostatnich chwil swego długiego życia. Baza Scopus odno­
towuje cztery publikacje ze w spółautorstw em  Chance'a w 
2010 r. i ponad  dziesięć w 2009 r.

ŻEGLARSTWO

Zainteresowania naukow e łączył Britton Chance z pasją 
żeglarską. Żeglarstwo zaczął uprawiać już w dzieciństwie, 
najpierw  ze swym  ojcem, inżynierem chemikiem, a później 
samodzielnie. Wykorzystując swą wiedzę i zdolności w 
dziedzinie elektroniki, zbudow ał i opatentował w  wieku 17 
lat urządzenie do automatycznego sterowania żaglowcem. 
Skuteczność tego urządzenia okazała się tak wyśmienita, że 
kilka lat później, w  1938 r., brytyjska firma zaproponowała 
Chance'ow i odpow iednią jego modyfikację i zainstalowa­
nie na 20.000-tonowym statku-chłodni udającym się w  rejs 
z Londynu do Australii. Dało to m łodem u konstruktorowi 
okazję do odbycia dalekiej podróży, w którą zabrał niedaw ­
no poślubioną pierwszą żonę. Uwieńczeniem żeglarskich 
osiągnięć Chance'a było zdobycie przez niego, w raz z dwój­
ką innych żeglarzy, złotego m edalu na Olimpiadzie w Hel­
sinkach w  1952 r. w klasie łodzi 5V2-metrowych. Ulubiony­
mi terenam i dla bliższych i dalszych w ypadów  żeglarskich 
były dla Brittona w ody Atlantyku w zdłuż wschodniego 
w ybrzeża Ameryki oraz Bałtyk. Na tym ostatnim założył 
swą bazę żeglarską na zakupionej przez siebie małej w ysep­
ce w  Archipelagu Sztokholmskim.

NAJWAŻNIEJSZE OSIĄGNIĘCIA NAUKOWE

Pierw szym  znaczącym osiągnięciem Chance'a na polu 
biochemii było wykazanie tworzenia się kompleksu enzym-

substrat na przykładzie peroksydazy i nadtlenku wodoru. 
Dokonał tego badając zm iany w w idm ie absorpcyjnym en­
zym u po dodaniu nadtlenku wodoru, a następnie akcepto­
ra tlenu, leukozieleni malachitowej [1]. Stało się to możliwe 
dzięki zastosowaniu własnej konstrukcji dw u wiązkowego 
spektrofotometru, własnej konstrukcji urządzenia „stop- 
flow" i, oczywiście, również własnego pom ysłu zestawu 
do szybkiej rejestracji zm ian w idm a różnicowego. Znacze­
nie tych badań polegało na tym, że stanowiły one pierwsze 
bezpośrednie i doświadczalne potwierdzenie teorii Leonora 
Michaelisa i M aud Leonory Menten, mówiącej, że reakcję 
katalizowaną przez enzym  poprzedza utw orzenie kom ­
pleksu enzym-substrat. W przypadku peroksydazy Chance 
opisał dw a tego rodzaju kompleksy, które nazw ał Complex 
I i Complex II. Tymi samymi imionami ochrzcił później swe 
kolejne jachty. Właśnie na łodzi imieniem „Complex II" 
zdobył złoty medal olimpijski w  1952 r. W edług nieoficjal­
nych i niepotwierdzonych informacji osiągnięcia Chance'a 
w  badaniach nad tworzeniem  kom pleksu enzym -substrat 
były podstaw ą zgłoszenia jego kandydatury  do N agrody 
Nobla. N agrody tej jednak, ani za te badania, ani za póź­
niejsze nad sprzężeniem oksydacyjnej fosforylacji lub pro ­
dukcją wolnych rodników  tlenowych przez mitochondria, 
nigdy nie dostał.

W spółczesnemu biochemikowi nazwisko Chance'a koja­
rzy się najczęściej z badaniam i nad oksydacyjną fosforylacją 
w  izolowanych mitochondriach. Sformułował on m ianow i­
cie pojęcie „stanów oddechowych" (ang. respiratory states), 
opatrzonych kolejnymi num eram i od 1 do 5, określających 
natężenie funkcji oddechowych m itochondriów w zależno­
ści od sprzężenia ich, lub braku tego sprzężenia, z syntezą 
ATP [2,3]. I tak stan 1 określa mitochondria zawieszone w 
środowisku inkubacyjnym zawierającym fosforan nieorga­
niczny, lecz nie zawierającym ani substratów  oddechowych, 
ani ADP. M itochondria takie praktycznie nie zużywają 
tlenu. Stan 2 uzyskuje się przez dodanie ADP. Następuje 
wówczas szybkie utlenienie endogennych substratów. Po 
dodaniu  do takiej zawiesiny odpow iedniego substratu od ­
dechowego następuje faza szybkiego zużycia tlenu na sku­
tek uruchom ienia syntezy ATP. Jest to stan 3. Teraz głów­
nym  czynnikiem ograniczającym szybkość zużyw ania tlenu 
staje się aktywność syntazy ATP i/ lu b  wydajność łańcucha 
oddechowego. Jest to oczywiście pew ne uproszczenie, 
ponieważ swój udział mają tu także białka transportujące 
przez błony m itochondrialne zarów no substraty oddecho­
we oraz produkty ich utlenienia, jak i fosforan nieorganicz­
ny oraz ADP i ATP, zakładając oczywiście, że dostęp tlenu 
cząsteczkowego jest nieograniczony. Ale dokładny udział 
ilościowy tych wszystkich czynników w całkowitym zuży­
ciu tlenu przez intensywnie fosforylujące mitochondria w 
w arunkach in vitro został określony znacznie później przez 
innych autorów [4]. Po całkowitym ufosforylowaniu do­
danego ADP do ATP mitochondria przechodzą w stan 4. 
Jest to oddychanie niezwiązane z oksydacyjną fosforylacją, 
wynikające z niepełnego sprzężenia energetycznego bada­
nego preparatu m itochondriów (uszkodzenia mechaniczne, 
przepuszczalność błon m itochondrialnych dla jonów itp.). 
Ponowne dodanie ADP powoduje ponow ny wzrost zuży­
cia tlenu, czyli pow rót do stanu 3 (Ryc. 2). Cykl taki można 
powtarzać aż do całkowitego wyczerpania tlenu w  środo­
wisku inkubacyjnym, czyli osiągnięcia stanu 5.
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Rycina 2. Oryginalny zapis polarograficzny zużycia tlenu przez izolowane mitochondria z wątroby 
szczura z publikacji [2]. Widoczne są przyspieszenia zużycia tlenu po kolejnych dodatkach ADP i 
powrót do niskiego poziomu zużycia 0 2 po ufosforylowaniu ADP do ATP.

Stosunek wartości zużycia tlenu w stanie 3 do tego w 
stanie 4 uw aża się za miarę stopnia sprzężenia oksydacyj­
nej fosforylacji i określa mianem współczynnika kontroli od­
dechowej (ang. respiratory control ratio). N atomiast ilość zu ­
żytego tlenu potrzebnego do ufosforylowania określonej 
ilości dodanego ADP, co można odczytać z zapisu polaro­
graficznego (Ryc. 2), pozwala obliczyć wydajność oksyda­
cyjnej fosforylacji, czyli tak zwany stosunek P /O . Rycina 
2 została zaczerpnięta z oryginalnej publikacji Chance'a 
[2]. Pokazany na niej zapis zużycia tlenu został w ykonany 
przy zastosowaniu pierwszy raz użytej do tego celu przez 
Chance'a wibrującej elektrody platynowej. O pór elektrycz­
ny takiej elektrody zanurzonej w rozcieńczonym roztworze 
elektrolitu (w danym  przypadku KC1, który jest głównym  
składnikiem środowiska inkubacyjnego dla izolowanych 
mitochondriów) zależy w sposób niemal liniowy od stęże­
nia tlenu cząsteczkowego w tym środowisku. Obecnie w 
powszechnym  użyciu w podobnych doświadczeniach jest 
elektroda typu Clarka, różniąca się od wibrującej elektrody 
platynowej tym, że zarówno platynowa katoda jak i srebrna 
anoda oddzielone są od środowiska pom iarowego cienką, 
przepuszczalną dla O 0 lecz nieprzepuszczalną dla w ody i 
innych substancji w  niej rozpuszczonych, błoną teflonową 
lub polietylenową. Zastosowana przez Chance'a nieosło­
nięta elektroda platynowa była bardziej wrażliwa niż w pro ­
w adzona później elektroda Clarka na ewentualnie obecne 
w  środowisku inkubacyjnym substancje silnie redukujące. 
Jej zaletą był jednak niezwykle krótki czas odpow iedzi na 
zmiany stężenia 0 2.

N astępnym  epokow ym  odkryciem Chance'a w  dziedzi­
nie oksydacyjnej fosforylacji było określenie tak zwanych 
punktów  sprzężenia (ang. coupling sites) na poziomie łań­
cucha oddechowego. Chance wyszedł z założenia, że jeśli 
dodanie ADP zwiększa oddychanie m itochondriów, to

winno ono przyspieszać transport elektronów w 
tych miejscach łańcucha oddechowego, które są 
bezpośrednio związane z syntezą ATP. W stanie 
dynamicznej równowagi, w  jakim znajdują się 
elementy funkcjonującego łańcucha oddecho­
wego, takie przyspieszenie winno pow odow ać 
przesunięcia stanu oksydoredukcji nośników 
elektronów w miejscu sprzężenia, a mianowicie 
w  kierunku utlenienie tuż przed i w  kierunku 
redukcji tuż za miejscem sprzężenia. Określenia 
„przed" i „za" odnoszą się tu do kierunku trans­
portu elektronów w łańcuchu oddechowym. 
I rzeczywiście, używając własnego pom ysłu i 
własnej konstrukcji dw u wiązkowego spektrofo­
tometru, Chance wykazał występowanie trzech 
takich „punktów  przecięcia" (ang. crossover po­
ints), mianowicie pom iędzy układem  nukleoty- 
dów nikotynam idowych N A D (P)H /N A D (P)+ a 
flawoproteiną, pom iędzy cytochromem h a cyto- 
chromem c oraz między cytochromem c a cyto- 
chromami a/a3 [3,5,6]. Te miejsca odpow iadały w 
przybliżeniu miejscom sprzężenia proponow anym  
wcześniej przez innych autorów, między innymi 
A.L. Lehningera i E.C. Slatera, na podstaw ie ba­
dań pom iaru syntezy ATP przy użyciu różnych 
substratów oddechowych i specyficznych inhibi­
torów łańcucha oddechowego.

Wszystko to działo się w  epoce pow szech­
nego obowiązywania teorii chemicznego sprzężenia oksyda­
cyjnej fosforylacji. Zarówno Chance jak i inni współcześni 
m u badacze zakładali, że łańcuch oddechowy w miejscach 
sprzężenia jest zablokowany przez specyficzny naturalny 
inhibitor (lub trzy różne inhibitory specyficzne dla trzech 
miejsc sprzężenia) i włączenie tego inhibitora w proces syn­
tezy ATP (na skutek dodania ADP) odblokowuje przepływ  
elektronów przez łańcuch oddechowy. Dopiero teoria che- 
miosmotyczna Petera Mitchella [7] pozwoliła zrozumieć 
właściwe znaczenie Chance'owskich „crossover points" lub 
szerzej -  miejsc sprzężenia postulowanych przez innych au ­
torów. Są to po prostu miejsca, gdzie zachodzi aktywne 
w ypom pow yw anie protonów z przestrzeni macierzy mito- 
chondrialnej do przestrzeni zewnętrznej, czyli budow anie 
siły protonomotorycznej, wykorzystywanej następnie przez 
m itochondrialną syntazę ATP do tworzenia ATP. Obecnie 
wiemy, że są to kompleksy I, III i IV łańcucha oddechowego 
[8].

Wreszcie trzecim znaczącym odkryciem Chance'a w  za­
kresie energetyki m itochondriów było wykrycie produkcji 
nadtlenku w odoru w tych organellach. Już na początku lat 
siedemdziesiątych ubiegłego stulecia Britton Chance opisał 
podstaw ow e cechy tego procesu. Należały do nich: (1) za­
leżność od stopnia zredukow ania nośników elektronów, w 
szczególności nukleotydów  nikotynam idowych i flawin, (2) 
stan energetyczny m itochondriów i (3) ciśnienie parcjalne 
tlenu w środowisku [9], Chance i Alberto Boveris, wówczas 
młody argentyński „post-doc", mierzyli w praw dzie pro ­
dukcję nadtlenku w odoru, lecz podejrzewali słusznie, że 
pierwszym  produktem  jednoelektrodowej redukcji tlenu 
cząsteczkowego może być wolny rodnik, anion ponadtlen- 

kowy 0 , ' \  Badania nad rolą reaktywnych form tlenu w  m e­
tabolizmie komórki, w  tym nad udziałem m itochondriów
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w  w ytw arzaniu, a także usuw aniu, wolnych rodników tle­
now ych stanowią obecnie jedną z ważniejszych gałęzi bio­
energetyki [10].

W arto tu także wspomnieć, że optyczne urządzenia po­
m iarowe pomysłu Chance'a znalazły zastosowanie w przy­
życiowym  mierzeniu procesów oddechowych w mózgu i 
mięśniach [11].

ZAKOŃCZENIE

Laboratorium  Brittona Chance'a na University of Pen­
nsylvania w  Filadelfii było przez dziesiątki lat „Mekką" 
bioenergetyków z całego świata. Odwiedzali je zarówno 
naukow cy wielcy i sławni jak i początkujący. Codzienne 
lunch'e w  pokoju seminaryjnym, na które w południe zbie­
rali się wszyscy współpracownicy, stanowiły okazję do 
bezpośredniej, nieformalnej, lecz często inspirującej w ym ia­
ny myśli. Brit lub BC , jak go powszechnie nazywano, był 
osobowością nieprzeciętną. Niezwykle żywotny zarówno 
fizycznie (do laboratorium przyjeżdżał na rowerze również 
w  wieku powyżej 80 lat) jak i umysłowo, kontynuował pra ­
cę naukow ą z niezmienionym zaangażowaniem po formal­
nym  przejściu na emeryturę w  1983 r. Był trzy razy żonaty 
i miał dwanaścioro dzieci. Ostatnią żoną, formalnie poślu­
bioną w edług tradycyjnego chińskiego ceremoniału na Taj­
wanie dopiero w  lutym  2010 r. [12], była japońska współ­
pracownica i wieloletnia towarzyszka życia, Shoko Nioka.

Więcej informacji biograficznych znajdzie Czytelnik we 
w spom nieniach Nicole Kresge i wsp. [13] oraz Leslie Dut- 
tona [14].
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Britton Chance (1913 -  2010) -  from sailing to 
biophysics and biochemistry and back
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ABSRACT
A short CV of Britton Chance, an outstanding American biophysicist and biochemists, who has passed away in November 2010, is presented. 
Chance invented and applied in biochemical research fast recording of difference spectra during chemical reactions. Due to this technique 
he discovered and studied formation of enzyme-substrate complexes as exemplified by the peroxidase reaction. He also described spectral 
changes of electron carriers of mitochondrial respiratory chain that accompany transition from the resting to the active (phosphorylating) 
states. Applying vibrating platinum electrode, he recorded changes in the rate of oxygen uptake by isolated mitochondria in resting and phos­
phorylating states and defined the so-called respiratory states, called after his name. He was the first to describe formation of reactive oxygen 
species by mitochondria. Britton Chance was a devoted yachtsman and won a gold medal for the United States in sailing at the 1952 Olympic 
Games in Helsinki.
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Komputery DNA

STRESZCZENIE

B iokom putery czyli komputery molekularne mogą stanowić alternatywę dla kom pute­
rów krzemowych, których rozwój może być ograniczony ze względu na konieczność 

dalszej m iniaturyzacji (ograniczenie zasadą nieoznaczoności Heisenberga) oraz konieczność 
przesyłania coraz większej ilości danych pomiędzy centralnym procesorem i główną pamię­
cią („wąskie gardło" von Neumana). Urzeczywistnienie idei komputerów DNA (czyli bio- 
komputerów, w których główną rolę odgrywają cząsteczki DNA) zostało po raz pierwszy 
zademonstrowane przez Adlemana w 1994 roku w algorytmie rozwiązania znanego proble­
mu drogi Hamiltona. Był to początek nowej dziedziny inform atyki, inform atyki biomole- 
kularnej, łączącej dwie dziedziny nauki -  informatykę i biochemię. Na początku bieżącego 
stulecia pojawiło się szereg modeli komputerów DNA. W ażnym z nich był m olekularny 
dwustanowy automat skończony Shapiro, w którym „sprzętem komputerowym" (ang. har­
dware) był enzym restrykcyjny Foki, natomiast oprogramowanie (ang. software) oraz sygnały 
wejścia/wyjścia stanowiły cząsteczki DNA. W innym m odelu cząsteczka DNA dostarczała 
także energii do funkcjonowania takiego komputera. Komputery DNA, ze w zględu na swoje 
małe rozmiary, dużą możliwość upakowania informacji oraz zgodność z organizmami ży­
wymi, mogą znaleźć szereg cennych zastosowań, od badania ekspresji genów, po diagnozę 
i leczenie chorób nowotworowych. Idea komputerów DNA jest w dalszym ciągu rozwijana 
w badaniach zarówno in vitro, jak i in vivo  a obiecujące wyniki tych badań pozwalają mieć 
nadzieję na przełom w informatyce.

WPROWADZENIE

DNA jest podstaw ow ym  nośnikiem informacji genetycznej oraz jednym  z re­
gulatorów ekspresji tej informacji, najczęściej jako element cis będący celem dzia­
łania elementów trans. Specyficzne reguły parow ania zasad azotowych stanowią 
klucz do przekazywania informacji genetycznej do następnych pokoleń (replika­
cja) oraz pierwszego etapu jej ekspresji (transkrypcja). Z kolei magazynowanie, 
przetw arzanie i przekazywanie informacji jest podstaw ow ą cechą kom puterów. 
Pojawia się zatem pytanie, czy możliwe jest użycie DNA i jego metabolizmu 
do konstrukcji nowego rodzaju komputerów. Pytanie to staje się uzasadnione, 
jeżeli spojrzymy na prototyp współczesnych kom puterów , maszynę Turinga 
(Rye. 1). W urządzeniu tym jest wejście, na które dociera informacja początkowa, 
kontroler dokonujący przekształcenia tej informacji wg ustalonych reguł oraz 
wyjście, na któ­
rym  otrzymujemy 
p r z e k s z t a ł c o n ą  
informację. Gdy 
na przykład przyj­
miemy, że infor­
macja na wejściu 
ma postać ciągu 
liter AATGCAGG, 
kontroler działa 
zgodnie z regu­
łami W atsona i 
Cricka parowania 
zasad azotowych, 
to na wyjściu 
otrzym am y infor­
mację w  postaci 
TTACGTCC. Ana­
logia nasuw a się

Rycina 1. Maszyna Turin­
ga (góra) i jej ekstrapola­
cja na „komputer DNA" 
(dół). WE — wyjście, 
WY — wyjście.

Janusz Błasiak1,0 

Tadeusz Krasiński2 

Tomasz Popławski1 

Sebastian Sakowski3

k a te d ra  Genetyki Molekularnej Uniwersytetu 
Łódzkiego, Łódź
2Wydział Matematyki i Informatyki, Uniwer­
sytet Łódzki, Łódź
3Instytut Informatyki, Politechnika Śląska, Gli­
wice

EKatedra Genetyki Molekularnej, Uniwer­
sytet Łódzki, ul. Pomorska 141/143, 90-236 
Łódź; tel. (42) 635 43 34, faks: (42) 635 44 84, 
e-mail: jblasiak@biol.uni.lodz.pl

Artykuł otrzymano 15 kwietnia 2010 r.
Artykuł zaakceptowano 10 maja 2010 r.

Słowa kluczowe: komputery DNA; kompute­
ry molekularne; biokomputery

Wykaz skrótów: HW-SW (ang. hardware-so- 
ftware complex) -  kompleks złożony ze sprzętu 
komputerowego-oprogramowania; RNAi -  in- 
terferujący RNA; siRNA -  krótki interferujący 
RN A

Podziękowania: Autorzy dziękują Paniom 
mgr Monice Kicińskiej i Annie Łuczyńskiej 
za pomoc w sporządzeniu rycin i końcowym 
opracowaniu manuskryptu. Praca wykonana 
w ramach projektu UŁ nr 505/376.

Postępy Biochemii 57 (1) 2011 13http://rcin.org.pl

mailto:jblasiak@biol.uni.lodz.pl


natychmiast: wejście i wyjście mogą być fragmentami jed- 
noniciowego DNA, a kontroler -  polimerazą DNA. Dostrze­
żenie możliwości rozwiązania problemów informatycznych 
za pomocą DNA pozwoliło nie tylko na postrzeganie DNA 
jako możliwego elementu urządzenia liczącego, ale także 
uzmysłowiło, że organizmy żywe m ożna traktować jako 
złożone systemy informatyczne. Biologiczne układy in­
formatyczne oparte na informacji zakodowanej w  DNA, 
umożliwiają organizmom żywym  dostosowanie się do w a­
runków  środowiskowych, czyli rozwiązywanie złożonych 
problemów informatycznych [1].

Organizmy żywe są praw dopodobnie najdoskonalszymi 
systemami informatycznymi znanymi do tej pory człowie­
kowi. Jest to o tyle interesujące, że kom putery „tradycyjne", 
oparte na procesorach krzemowych, kiedyś mogą osiągnąć 
kres swych możliwości w  stosunku do stawianych im w y­
magań. Spowodowane jest to co najmniej dw om a przy­
czynami. Po pierwsze miniaturyzacja układów kom pute­
rowych pozwoliła na zwiększenie szybkości procesorów i 
krótszy czas dostępu do pamięci, jednakże miniaturyzacja 
napotyka barierę wynikającą z zasady nieoznaczoności He- 
isenberga. Zasada ta głosi, że nie m ożna z dowolną dokład­
nością wyznaczyć jednocześnie położenia i pędu cząstki, a 
minimalny błąd takiej operacji jest rzędu 10 34 J -s. To oczy­
wiście bardzo mało, ale gdy miniaturyzacja doprow adzi 
do tego, że elementy procesorów będą się składać z kilku 
atomów, będzie to bardzo dużo. Drugą granicą rozwoju tra­
dycyjnych kom puterów  może być efekt określany mianem 
„wąskiego gardła von N eum anna". Wynika on z potrzeby 
przepływ u informacji pomiędzy centralnym procesorem 
kom putera i jego główną pamięcią. Im więcej takiej infor­
macji, tym wolniej może ona być przesyłana -  analogia do 
ruchu ulicznego nasuw a się sama -  i to ograniczenie impli­
kuje również ograniczenie szybkości pracy całego kom pu­
tera krzemowego. Cóż zatem? Alternatywą mogą być kom ­
putery DNA. W ostatnich latach obserwuje się rosnące za­
interesowanie kom puteram i biomolekularnymi, w których 
wiodącą rolę odgrywają DNA i cząsteczki związane z jego 
metabolizmem [2]. Komputery DNA można postrzegać jako 
operujące na bitach molekularnych określonych przez zasa­
dy DNA. Ponieważ cztery zasady DNA mogą występować 
w dowolnej kolejności i dowolnym  wzorze powtarzania, 
bity molekularne nie ograniczają się jedynie do wartości 0 
i 1, dlatego możliwości kom putera DNA przekraczają m oż­
liwości kom putera opartego na systemie binarnym. O tym, 
czy kom puter DNA pozostanie kom puterem  zerojedynko­
wym, czy też stanie się kom puterem  wyższego rzędu, de­
cyduje jego twórca określając zasady kodowania informa­
cji. Komputery DNA, w przeciwieństwie do kom puterów 
kwantowych, nie są kom puteram i mogącymi wykonywać 
algorytmy probabilistyczne. Uruchamiając ten sam pro­
gram na kom puterze DNA dwukrotnie, za każdym  razem 
powinniśmy otrzymać ten sam wynik, aczkolwiek możliwa 
jest pewna losowość, co do wyboru drogi prowadzącej do 
rozwiązania algorytmu wynikająca z praw dopodobieństw a 
zdarzeń właściwych dla systemów biologicznych. Z tego 
pow odu kom putery DNA należy traktować jako kom pute­
ry niedeterministyczne.

T a b e la  1. Doświadczenie Adlemana -  miasta i przypisane im sekwencje DNA. 
Każda sekwencja została podzielona na dwie następujące po sobie czteronukle- 
otydowe sekwencje, z których druga została wyróżniona wytłuszczeniem (ame­
rykańskie miasta występujące w oryginalnym doświadczeniu Adlemana zostały 
zastąpione polskimi miastami).

Miasto Sekwencja DNA

Kraków

Warszawa

Poznań

Wrocław

ACTTGCAG

TCGGACTG

GGCTATGT

CCGAGGAA

Sekwencja
komplementarna

TGAACGTC

AGCCTGAC

CCGATACA

GGCTCCTT

PROBLEM DROGI HAMILTONA I 
DOŚWIADCZENIE ADLEMANA

Problem drogi Ham iltona jest zagadnieniem  z teorii gra­
fów, polegający na rozstrzygnięciu, czy istnieje droga po­
m iędzy dw om a ustalonymi wierzchołkami n-elementowego 
grafu, taka, by przechodziła ona przez każdy z wierzchoł­
ków dokładnie raz (Ryc. 2). Pokrewnym  zagadnieniem  jest 
„problem  komiwojażera", choć jest raczej jego specjalnym 
przypadkiem . Rozpatrzm y problem drogi Hamiltona na 
przykładzie czterech polskich miast: Krakowa, Warszawy, 
Poznania i Wrocławia (wierzchołki grafu) oraz połączeń lot­
niczych pom iędzy nimi [3] (Ryc. 3). Załóżmy, że możliwe 
są tylko loty z Krakowa do W arszawy i z powrotem  oraz z 
Krakowa do Poznania, z W arszawy do Poznania i Wrocła­
wia, a także z Wrocławia do Poznania (krawędzie grafu). 
Wyznaczenie drogi Ham iltona na przykład pomiędzy Kra­
kowem  i Poznaniem jest banalne, jednakże już odpowiedź 
na pytanie, czy taka droga istnieje w  przypadku 50 lub 100 
miast jest trudna i złożona obliczeniowo. Rozwiązanie tego 
problem u z użyciem DNA zaproponow ał prawie 15 lat 
tem u L.M. Adleman. Przenosząc rozum ow anie Adlemana 
na nasz polski grunt, przyporządkujm y wszystkim czterem 
miastom ośm ionukleotydowe sekwencje DNA (Tabela 1). 
Każda sekwencja składa się z dw óch części czteronukleoty- 
dowych, z których pierwszą m ożna traktować jako „imię", 
a drugą jako „nazwisko" miasta, np. dla Krakowa o kodzie 
ACTTGCAG sekwencja ACTT jest jego imieniem, a GCAG 
nazwiskiem. Dopuszczalne loty pom iędzy miastami kodu­
je się poprzez utw orzenie sekwencji ośmionukleotydowej 
składającej się z dw óch czteronukleotydowych części, z 
których pierwsza (od strony 5') jest „nazwiskiem" miasta 
startowego, a druga (od strony 3') „imieniem" miasta do-

Rycina 2. Ukierunkowany graf o 7 wierzchołkach zawierający tylko jedną drogę Hamiltona 

zaczynającą się w  wierzchołku 1 i kończącą się w  wierzchołku 5 (1 

zaznaczona czerwonymi kropkami).
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Rycina 3. Schemat połączeń lotniczych pomiędzy Krakowem, Warszawą, Pozna­
niem i Wrocławiem.

celowego (Tabela 2). Jeżeli teraz dokona się syntezy okta- 
merów odpowiadających dopełnieniom miast oraz kodom  
lotów, a następnie wprow adzi się do probówki zawierającej 
odpow iedni bufor i ligazę DNA, to przy odpow iednich w a­
runkach termicznych, dojdzie do hybrydyzacji pom iędzy 
odpow iednim i cząsteczkami reprezentującymi „imiona" 
i „nazwiska" ze względu na czteronukleotydowe odcinki 
komplementarne. Powstałe cząsteczki hybrydow e mogą 
być w ydłużane dalej w  ten sam sposób. Powstaną frag­
m enty dwuniciowego DNA o różnej długości i ze w zględu 
na konstrukcję cząsteczek kodujących loty („nazwisko"- 
„imię"), będą one wyznaczać wszystkie możliwe drogi 
pom iędzy czterema miastami (Ryc. 4). Część z nich będzie 
reprezentować drogę Hamiltona (o ile taka istnieje), którą 
można będzie zidentyfikować poprzez inne operacje bio­
chemiczne.

W doświadczeniu Adlemana sama reakcja hybrydyzacji 
trwa ułamki sekund, przygotowanie oligomerów i 
wykrycie drogi Hamiltona -  kilka godzin. Zdecydowanie 
nie jest to imponujący rezultat, jeżeli idzie o „szybkość 
kom puterową"! Zagadnienie znalezienia drogi Ham iltona 
jest przykładem  problemu NP-zupełnego, tzn. takiego 
dla którego istnieje algorytm sprawdzenia dla danej 
drogi, czy jest rozwiązaniem problemu i to w  czasie

Tabela 2. Loty pomiędzy miastami kodowane przez sekwencje DNA w doświad­
czeniu Adlemana (amerykańskie miasta występujące w oryginalnym doświad­
czeniu Adlemana zostały zastąpione polskimi miastami).

| Lot Sekwencja DNA

Kraków-W ar szawa GCAGTCGG

Kraków-Poznań GCAGCCGA

W arszawa-W rocław ACTGGGCT

W arszawa-Poznań ACTGCCGA

Warszawa-Kraków ACTGACTT

W rocław-Poznań ATGTCCGA
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Rycina 4. Wynik hybrydyzacji fragmentów DNA reprezentujących dopełnienia 
reprezentacji Warszawy, Krakowa, Poznania i Wrocławia oraz lotów pomiędzy 
nimi.

wielomianowym, oraz czy inne problemy tego typu można 
do niego sprowadzić. Jest on często nazywam y „Świętym 
Graalem" informatyki. N a przykład znalezienie drogi 
Hamiltona dla ukierunkowanego grafu z 12 wierzchołkami 
w ym aga spraw dzenia 10! = 3 628 800 możliwości! Czas 
jaki zajmie konwencjonalnemu kom puterowi sprawdzenie 
tych dróg jest proporcjonalny do ich liczby, a podwojenie 
liczby wierzchołków zwiększa ten czas o 15 rzędów 
wielkości. Oszacowanie tego czasu przy użyciu kom putera 
wykonującego milion standardow ych operacji na sekundę 
daje zaskakującą wielkość porów nyw alną z wiekiem 
Wszechświata! Reakcja przeprow adzona przez Adlemana 
przebiegła w  czasie nieporównywalnie krótszym niż czas 
szacowany na podstawie dowolnego znanego algorytmu 
rozwiązania problem u Hamiltona. W reakcji tej w  jednym 
mikrolitrze zachodziło 3 x 1010 przejść z dokładnością 
99,9%, z wydzielaniem  5 x 10'9 W / g l  energii cieplnej przy 
tem peraturze pokojowej (bez chłodzenia). Oszacowania te 
sugerują, że 1 J dostarczonej energii pozwala na wykonanie 
2 x 1019 reakcji łączenia cząsteczek DNA. Jeżeli przyjąć, że 
jedna taka reakcja odpow iada 1 operacji komputerowej, to 
stwarza to możliwości bardzo efektywnego użytkowania 
energii, jeżeli weźm iem y pod uwagę, że zgodnie z zasadami 
term odynam iki m aksymalna liczba nieodwracalnych 
operacji możliwych do wykonania przy użyciu energii 
1 J wynosi 24 x 10 19 J, a wydajność używanych obecnie 
superkom puterów  to „zaledwie" 109 operacji/J [3]. Są 
to niewątpliwie dane zachęcające do rozważania DNA 
jako elementu kom puterów. W takich rozważaniach 
konieczne jest odwołanie się do niektórych teoretycznych 
pojęć informatyki, w  szczególności do teorii autom atów 
skończonych, będących najprostszym modelem komputera.

AUTOMAT SKOŃCZONY SHAPIRO

Autom at skończony m ożna zdefiniować jako jednokie­
runkow ą, tylko do odczytu, maszynę Turinga (Ryc. 1). Na 
jego wejściu podaje się skończony ciąg symboli wziętych z 
pewnego skończonego alfabetu automatu. Pierwszy z lewej 
wyznacza początkowe położenie automatu, czyli głowicy 
odczytującej. Znajduje się ona w określonym z góry stanie 
początkowym. Każde przejście przemieszcza autom at o je-
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50 - ababaa: So

51 - babaa: Si 
Si - abaa: Si

So - baa: So
50 - aa: So
51 - a: Si 
So

-iU Si

- ^ S i

- ^ ♦S o

- ^ S o

^ U S i

-^ > S o

Rycina 5. Skończony automat dwustanowy (S0 i Sj) o dwuelementowym alfabecie 
{a, b] oraz symboliczne przedstawienie jego działania na słowie ababaa (na wejściu 
-  strzałka bez opisu). Akceptowalny stan końcowy jest wyróżniony pogrubio­
nym konturem (na podstawie [4], zmienione).

den  symbol w  praw ą stronę, co może wywoływać zmianę 
jego stanu (których jest skończona liczba), gdyż jego opro­
gram ow anie zawiera reguły przejść określające następny 
stan w  oparciu o aktualny stan i wczytany symbol. Operacje 
w ykonyw ane przez autom at zostaną zakończone gdy: 1. 
wczytany zostanie ostatni symbol i autom at znajdzie się w 
stanie końcowym („wyjście akceptujące") lub 2. nastąpi jego 
„zawieszenie", tzn. w  pew nym  momencie nie będą określo­
ne dalsze reguły przejść.

Jako przykład rozpatrzm y autom at dw ustanow y (stany 
S0 i SJ, używający alfabetu składającego się z dwóch sym ­
boli a i b (Ryc. 5) [4]. Stan S() jest równocześnie stanem po­
czątkow ym  i końcowym. Autom at przedstawiony na Ryc. 5 
rozstrzyga, czy słowo zawiera parzystą liczbę symboli a. 
W ówczas bowiem, przy postępowaniu zgodnie z regułami 
przedstaw ionym i na rycinie, możliwe jest osiągnięcie ak­
ceptowalnego stanu końcowego SQ. W ogólności autom at 
dw ustanow y operujący na dwuelem entowym  alfabecie ma 
8 m ożliwych przejść.

W zaproponow anym  przez Shapiro i współpracowni­
ków m olekularnym  automacie skończonym, nazywanym  
dalej autom atem  Shapiro, funkcję słowa wejściowego oraz 
oprogram ow ania (czyli przejść) pełnią dwuniciowe DNA 
z jednoniciowymi zakończeniami, przybierającymi formę 
lepkich końców [4],

Tabela 3 przedstaw ia symbole {a, b} autom atu moleku­
larnego oraz terminator t kodowane przez sekwencje DNA 
TGGCT, GCAGG i GTCGG oraz zawarte w nich kody par

Tabela 3. Stany i symbole dwustanowego (S0 i St) automatu molekularnego ope­
rującego na dwuelementowym alfabecie (a, b} kodowane przez czteronukleoty- 
dowe sekwencje DNA. Sekwencje ograniczone klamrą górną odpowiadają stano­
wi S,, klamrą dolną stanowi S^ dodatkowo przedstawiono sekwencję kończącą 
działanie automatu (terminator) (na podstawie [4], zmienione).

I Symbol Stan i sekwencja DNA

<S1, a>

a T.GGĆT,
<S0, a>

<S1, b>

b GjCAGG,
<S0, b>

<S1, t>

<so, t>

a)symbol końca, terminator

Rycina 6. Enzym restrykcyjny klasy II Foki rozpoznający sekwencję GGATG i 
trawiący DNA 9 nukleotydów w kierunku 5'-3' od tej sekwencji i 13 nukleotydów 
w kierunku 3'-5'.

<stan, symbol>. Rolę sprzętu kom puterow ego (ang. hardwa­
re) gra enzym  restrykcyjny klasy II Foki (Ryc. 6). Na rycinie 7 
przedstawiono wszystkie reguły przejść pom iędzy stanami 
S0 i S1 przy w prow adzaniu  na wejściu symboli a i b. Reguły te, i 
reprezentowane cząsteczkami DNA, uznać można za opro­
gramowanie (ang. software) autom atu Shapiro. Cząsteczki te 
zawierają: detektory <stan, symbol> stanowiące ich jedno- j 
niciowe zakończenie (kolor żółty), miejsce rozpoznaw ane 
przez enzym Foki (czerwone) oraz sekwencję przedzielają­
cą (kolor szary), która może liczyć 1 lub 2 nukleotydy. Gdy 
brak sekwencji przedzielającej, wówczas realizowane jest j 

przejście S1 do Sg, gdy liczy ona 1 nt -  u trzym yw any jest 
stan bieżący, gdy 2 nt -  następuje przejście ze stanu S0 do 
Sr  W przeciwieństwie do pierwszego autom atu Shapiro [5], 
w przedstaw ianym  nie jest w ym agana ligaza DNA, a „czą­
steczki oprogram owania" nie ulegają zmianom. Przykła­
dowe słowo wejściowe, reprezentow ane przez cząsteczkę 
DNA jest przedstaw ione na Ryc. 8. We fragmencie dwuni- 
ciowym znajdują się sekwencje odpowiadające symbolom a 
i b, zgodnie z tabelą 3. Jednoniciowe zakończenie od strony 
5' koduje jednocześnie stan początkowy i pierwszy sym ­
bol. Na końcu 3' znajduje się sekwencja terminalna. Każdy 
symbol jest reprezentow any przez 5 nt sekwencje, zgodnie 
z tabelą 3, poprzedzielane dodatkow ym i sekwencjami 3 nt.

Mechanizm działania dw ustanow ego autom atu m oleku­
larnego Shapiro jest przedstaw iony na rycinie 9. W każdej 
elementarnej operacji autom atu trawiony jest jeden sym-

T1: S0%  S0 T2: S0 %  S1 73: S0^> S0 T4: S0 b-+ S1

12
Ml

12
III

12
h u

12

75: S1 %  S0 76: S1 S1 T7: S1 S0 T8: S1 b-> S1

Rycina 7. Reguły przejść (software) automatu Shapiro. Każda z przedstawionych 
cząsteczek DNA realizuje specyficzną regułę przejścia poprzez wykrycie aktu­
alnego stanu, odczytanie symbolu i określenie stanu następnego. Cząsteczki za­
wierają detektor <stan, symbol> (kolor żółty), miejsce rozpoznawane przez Foki 
(czerwone) oraz sekwencję przedzielającą (szara) (na podstawie [4], zmienione).

9 nukleotydów

Miejsce rozpoznawane przez Fok\
13 nukleotydów

DNA
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Rycina 8. Cząsteczka DNA reprezentująca słowo wejściowe automatu skończo­
nego.

boi. Po trawieniu powstają dw a fragmenty DNA: krótki, o 
jednoniciowych zakończeniach z obydw u stron, który nie 
jest w ykorzystyw any w dalszych operacjach (fragment ten 
praw dopodobnie ulega dysocjacji na fragmenty jednoni- 
ciowe) oraz dłuższy, biorący udział w  dalszych operacjach, 
reprezentujący słowo wejściowe, ale już bez kolejnego stra­
wionego symbolu.

Kom puter DNA jest tu tw orzony przez kompleks enzym u 
Foki z jedną z cząsteczek oprogram owania (reguł przejścia) 
przedstaw ionych na rycinie 7. Kompleks ten działa poprzez 
hybrydyzację kom plem entarnych fragmentów jednonicio­
wych cząsteczek oprogram owania i słowa wejściowego. 
Brak ligazy DNA skutkuje w ystępow aniem  po jednym  pęk­
nięciu w  każdej nici hybrydyzujących fragmentów, nie sta­
nowi to jednak problemu z informatycznego punktu  w idze­
nia, lecz umożliwia łatwe odłączenie odczytanego symbolu 
od kom pleksu sprzęt kom puterowy-oprogram owanie (ang. 
hardware-software, oznaczane dalej jako HW-SW). Oprogra­
mowanie, czyli krótkie oligonukleotydy przedstaw ione na 
rycinie 7, zawierają miejsce rozpoznawane przez enzym  
Foki, jednakże ich umiejscowienie charakteryzuje specy­
ficzne miejsce trawienia cząsteczki reprezentującej słowo 
wejściowe. Wynika to z różnej długości sekwencji rozdzie­
lającej sekwencję rozpoznaw aną przez Foki od zakończenia 
jednoniciowego cząsteczki oprogramowania. Generalnie 
określona ilość kompleksu HW-SW może przekształcać do­
wolną cząsteczkę wejściową o dowolnej długości. Jednak 
przy bardzo długich cząsteczkach wejściowych, akumulacja 
krótkich fragmentów, będących wynikiem trawienia przez 
Foki, może spowalniać kolejne operacje, poprzez łączenie 
lepkich końców tych fragmentów z końcami cząsteczki 
wejściowej i cząsteczek oprogramowania. Można rozważać 
wykorzystanie energii swobodnej tych fragmentów do ich 
hydrolitycznej degradacji, co mogłoby zmniejszyć opóźnie­
nie działania autom atu wynikającego z ich akumulacji.

Operacje w automacie Shapiro będą trwały tak długo, 
jak długo będzie można dopasować cząsteczki oprogra­
m owania do pary stan-symbol kodowanej przez jednoni- 
ciowe zakończenie lub nastąpi trawienie sekwencji końco­
wej, która jest identyfikowana albo poprzez swoją długość, 
albo sekwencję nukleotydów [5]. Przy słowie wejściowym 
składającym się z 12 symboli, średnia dokładność działania 
autom atu Shapiro dla wszystkich elementów oprogram o­
w ania wynosiła 99,5%. Interesujące jest to, że dokładność 
rosła w raz ze wzrostem długości słowa wejściowego -  dla 
słowa składającego się z 4 symboli, wynosiła 95%. Jest to 
zależność, która jest odwrotnością zależności spotykanej w  
wielu procedurach biologii molekularnej, na przykład łań­
cuchowej reakcji polimerazy. Jednakże szczegółowa anali­
za produktów  reakcji pozwala na określenie dokładności 
reakcji autom atu Shapiro na 99,9%. Jednym z najbardziej 
intrygujących cech omawianego autom atu jest możliwość 
wielokrotnego użycia tego samego enzym u restrykcyjne­

go i tej samej cząsteczki oprogramowania. Oczywiście nie 
można tego robić w  nieskończoność. Zatem jak długo? W 
doświadczeniu Shapiro jedna cząsteczka oprogram ow ania 
kierowała przeciętnie 54 przejściami. Optymalne w arunki 
wykonyw ania operacji osiągnięto, gdy stężenie cząsteczek 
oprogram owania wynosiło 1 ąM, enzym u Foki 4 gM, na ­
tomiast słowa wejściowego -  10 nM. Początkowa średnia 
szybkość działania autom atu Shapiro wynosiła 0,05 opera­
c ji/s  dla jednego elementu oprogramowania. To jeden ele­
ment, ale my mam y przecież całą probówkę! Skum ulowana 
szybkość w  objętości jednego mikrolitra wynosiła 6, 646 * 
1010 operacji na sekundę. W ażnym problemem w kom pu­
terach „konwencjonalnych" jest wydzielanie energii ciepl­
nej i konieczność jej odprow adzania. W automacie Shapi­
ro wydzielanie ciepła zależy od w arunków  reakcji i liczby 
symboli w  słowie wejściowym. Obliczenia wykonane dla 
przeciętnych w arunków  dają wielkość około 5,3 * 10'9 W / g l  
i średnią zmianę energii swobodnej około 33,9 kT na jedno 
przejście. Szybkość reakcji była stała w  zakresie 2-20°C, co 
może być w yrazem  równowagi pomiędzy malejącą efek­
tywnością hybrydyzacji lepkich końców i rosnącą aktyw no­
ścią Foki w raz ze wzrostem  temperatury.

Określenie w arunków  energetycznych pracy kom putera 
DNA ma podstaw ow e znaczenie dla ustalenia jego opty ­
malizacji. Bilans energetyczny takiego kom putera może 
być określony jako różnica pom iędzy energią sw obodną 
cząsteczki wyjściowej wraz z produktam i „ubocznymi" 
(cząsteczki generowane w  kolejnych aktach trawienia) i 
energią swobodną cząsteczki wejściowej. Wartość ujemna 
takiej różnicy wskazuje, że cząsteczka wejściowa DNA ma 
wystarczająco dużo energii, aby umożliwić wykonyw anie 
wszystkich operacji. Mamy zatem sytuację, w  którym  DNA 
koduje informację wejściową, umożliwia odczyt informacji 
końcowej, dostarcza oprogram ow ania dla kom putera oraz 
energii dla jego funkcjonowania. Możemy rozważać dw a 
typy kompleksów mających wkład w całkowity ujemny 
bilans energii swobodnej: kompleksy składników wejścio­
wych oraz kompleksy produktów  hydrolizy cząsteczek 
wejściowych. Pierwsze wykorzystują energię wiązań wodo-

S „ b Cząsteczka WE

Rycina 9. Mechanizm działania dwustanowego automatu Shapiro. HW-SW 
-  kompleks sprzęt komputerowy-oprogramowanie. Operaqe są realizowane 
poprzez kaskadę cykli trawienia i usunięcia jednego symbolu wejściowego. Na 
rycinie słowo wejściowe zawiera na początku ciąg bab, stanem początkowym jest 
Sg, a pierwszym przejściem S0->Sr  Składniki kompleksu HW-SW nie muszą być 
odnawiane w kolejnych operacjach.
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row ych pom iędzy zasadami, drugie -  energię w iązań fosfo- 
diestrowych szkieletu DNA. Opracowania układów  wyko­
rzystujących bardzo małe ilości energii dla wykonywania 
skom plikowanych obliczeń zostały dokonane około 40 lat 
tem u [6,7], jednak autom at Shapiro pokazał ich praktyczne 
zastosowanie.

ROZSZERZENIA AUTOMATU SHAPIRO

Do tej pory rozważaliśmy dw ustanow y autom at skoń­
czony operujący na dwuelem entow ym  alfabecie, w  którym 
m ożliwe było 8 przejść pom iędzy stanami. Zespół z Wro­
cławia ogłosił w  2004 roku opracowanie skończonego au­
tom atu trzystanowego, operującego na dwuelem entowym  
alfabecie, z 18 możliwymi przejściami. Zastosowano enzym 
restrykcyjny BseMII [8]. Następnie dokonano rozszerzenia 
autom atu  Shapiro na autom at trzystanowy z trójsymbolo- 
w ym  alfabetem [9], Zastosowano restryktazę BbvI i ligazę 
DNA z faga T4. Liczba przejść takiego autom atu wynosiła 
27.

W badaniach własnych opracowujemy rozszerzenie au­
tom atu  Shapiro do 6 i więcej stanów [10]. Stosujemy 2 enzy­
my restrykcyjne BseXI oraz Eco57I działające jednocześnie 
w  jednym  środowisku. Działanie enzymów na słowo wej­
ściowe prow adzi do powstania 2 rodzajów lepkich końców. 
Um ożliwia to zakodowanie 72 ruchów, co wystarczy dla 
autom atu  sześciostanowego dwusym bolowego (Ryc. lOa). 
W szystkie możliwe pary <stan, symbol> oraz ich kody 
DNA zostały przedstawione na rycinie lOb. Podobnie jak w 
przypadku  autom atu Shapiro słowo wejściowe ma lepki ko-

Rycina 10. Mechanizm działania skończonego automatu podejmującego decyzję 
wg ustalonego algorytmu. Objaśnienie w tekście (na podstawie [5], zmienione).

Rycina 11. Sześciostanowy automat Shapiro. a) wszystkie możliwe przejścia au­
tomatu (każda krawędź ma oznaczenie a, b), b) kodowanie par <stan, symbol>, 
c) kodowanie symboli, d) kodowanie słowa bab, gdy stanem początkowym jest 
S„ lub S,.

niec 5' lub 3'. Fragment końcowy 5' koduje stany S^  S1 oraz 
S2 i liczy 4 nukleotydy. D w unukleotydow y koniec 3' kodu ­
je stany S3, S4 i S5 w raz z odpowiadającymi im symbolami. 
Symbole a, b oraz symbol t oznaczający sekwencję końcową 
są kodow ane za pomocą sześciu nukleotydów  (Ryc. 10c). 
Słowo kodow ane jest w  zależności od w ybranego stanu po­
czątkowego, dodając odpow iedni lepki koniec zakończenia 
(Ryc. lOd). Kolejnym elementem autom atu są przejścia po­
m iędzy stanami również zakodow ane w postaci łańcuchów 
DNA. Proces przetw arzania informacji w sześciostanowym 
automacie przebiega podobnie jak w  dw ustanow ym  auto­
macie Shapiro. Środowisko reakcji zawiera fragm enty DNA 
reprezentujące słowo wejściowe oraz reguły przejścia, a tak­
że enzym y restrykcyjne, stanowiące hardware. Analiza sło­
w a wejściowego, podobnie jak w automacie Shapiro, polega 
na przem iennym  łączeniu i trawieniu łańcuchów DNA, aż 
do pojawienia się sekwencji terminalnej. N asz zespół bada 
działanie sześciostanowego autom atu opartego na modelu 
Shapiro, poprzez konstrukcję prostego autom atu przedsta­
wionego na rycinie 11. Enzymy BseXI, Eco57I i ligaza DNA 
różnią się optym alnym i w arunkam i działania. Problem ten 
rozwiązaliśmy stosując izoschizomery restryktaz BseXI i 
Eco57I, odpow iednio Bbvl oraz Acul, które mają takie same 
wym agania co do w arunków  reakcji oraz środowisko od ­
powiednie dla działania ligazy DNA. Do otrzym ania skład­
ników reakcji zastosowaliśmy wektory plazm idowe, do 
których dołączyliśmy cząsteczki DNA stanowiące elementy 
autom atu. W ten sposób powstała biblioteka reprezentująca 
elementy DNA niezbędne do działania sześciostanowego 
autom atu Shapiro. Takie rozwiązanie umożliwia szybkie i 
wydajne pozyskanie fragm entów DNA z biblioteki za po­
mocą odpow iednio dobranych enzym ów  restrykcyjnych i 
prostej procedury izolacji właściwych fragm entów przed 
każdym  doświadczeniem, ograniczając tym sam ym  do jed­
nej procedury weryfikację poprawności sekwencji DNA 
elementów autom atu, polegającą na czasochłonnym i kosz­
tow nym  sekwencjonowaniu, koniecznym przy ich każdo­
razowej konstrukcji de novo. Kolejnym etapem  będzie opty­
malizacja działań autom atu poprzez skrócenie procedur 
związanych z wykryw aniem  sygnału końcowego.

INNE KOMPUTERY BIOMOLEKULARNE

KOMPUTER DNA BEZ ... SPRZĘTU KOMPUTEROWEGO

Już doświadczenie Adlemana pokazało, że w „oblicze­
niach realizowanych przez DNA" można się obejść bez po- 
limerazy DNA. Również ligaza nie była niezbędna w tym
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doświadczeniu, aczkolwiek „podnosiła" znacznie szyb­
kość i dokładność obliczeń. Skończony autom at dw usta ­
nowy, taki jak omówiony w poprzednim  rozdziale, może 
sie obejść bez enzym u restrykcyjnego, czyli kom puter DNA 
może zostać pozbawiony hardware i funkcjonować jako 
kom puter, przyjmując funkcjonalną, a nie strukturalną de­
finicję kom putera [11]. W takim kom puterze możliwa jest 
realizacja algorytmu umożliwiającego podejmowanie decy­
zji w g instrukcji „jeżeli...to....w  przeciwnym razie..." (Ryc. 
12). Testowany algorytm miał postać: początek -  spraw dza­
nie w arunków  -  jeżeli aktualny warunek jest „Tak" autom at 
pozostaje w stanie „Tak", w  przeciwnym razie przełącza 
się w  stan „Nie" -  jeżeli aktualny w arunek jest „Nie", au ­
tom at pozostaje w tym stanie. Dla realizacji takiego kom ­
putera zastosowano specjalnie zaprojektowane cząsteczki 
DNA, o dwuniciowych segmentach reprezentujących jeden 
w arunek i jeden krok algorytmu. Skrajny segm ent ma za­
kończenie jednoniciowe, wskazujące, że aktualnym  stanem 
operacji jest „Tak", natomiast jego dwuniciowa część repre­
zentuje następny w arunek do sprawdzenia. Podstaw ow ym  
mechanizmem działania takiego autom atu jest wym iana 
nici pomiędzy kom plementarnymi sekwencjami cząste­
czek przejściowych i cząsteczką jednoniciowego DNA lub

mRNA (Ryc. 12a). Niekomplementarność nawet jednego 
nukleotydu powoduje utworzenie krótkiej pętli i odróż­
nieniu cząsteczki przejściowej „Tak" od „Nie". Cząsteczki 
przejściowe „odrywają" fragmenty DNA słowa wejściowe­
go i enzym restrykcyjny nie jest tu potrzebny.

SYSTEMY OPARTE NA RN A

W poprzednim  podrozdziale zasygnalizowaliśmy m ożli­
wość użycia mRNA w kom puterze DNA i nie jest to jedyny 
przypadek takiej fuzji [12]. Połączenie możliwości m aga­
zynowania informacji przez RNA z faktem jego syntezy w 
komórce, czyni go potencjalnym substratem  dla kom pute­
rów działających in vivo [13,14]. W śród wielu typów RNA 
i regulujących ich mechanizmów dw a znalazły szczególne 
zastosowanie w kom puterach biomolekularnych: przełącz­
niki RNA i interferujący RNA (RNAi). Przełączniki RNA są 
naturalnym i częściami transkryptów  mRNA i tw orzą one 
lokalnie stabilne struktury, takie jak pień-pętla w swoim 
stanie podstaw ow ym  [15]. W stanie tym translacja może 
zachodzić bez przeszkód, lub być ham owana, w zależno­
ści od konformacji przełącznika RNA. Konformacja ta może 
zależeć od szeregu czynników, takich jak tem peratura czy 
inne cząsteczki RNA [14]. Po reakcji z zewnętrznym  im pul­

Rycina 12. Automat testowany w laboratorium oparty na sześciostanowym modelu Shapiro. Elementy automatu są zbudowane z fragmentów DNA kodujących słowo 
oraz poszczególne stany i przejścia pomiędzy nimi. Automat działa na słowie ab z zastosowaniem dwóch enzymów restrykcyjnych działających autonomicznie w jednej 
mieszaninie. Składa się on z 3 stanów, początkowym stanem automatu jest stan S3. Po wczytaniu analizowanego przez automat słowa ab przechodzi on kolejno ze stanu 
S3 do stanu końcowego S5 przez stan S2. Końcowym efektem działania automatu będzie pojawienie się w roztworze fragmentu DNA o określonej wielkości.
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sem (słowo wejściowe kodowane przez RNA), przełącznik 
przechodzi do stanu aktywnego, który zmienia sposób syn­
tezy białka odpowiadającego mRNA. Stan aktywny może 
być odwracalny lub nieodwracalny po samostrawieniu się 
przez przełącznik RNA, wymagający nabycia przez niego 
właściwości rybozymu. Przełączniki RNA znalazły zastoso­
w anie w  kom puterach in vivo, przede wszystkim w kom ór­
kach drożdży.

W mechanizmie opartym  na RNAi wykorzystuje się 
krótkie interferujące RNA (siRNA) dla budowania obwo­
dów  logicznych, powstających poprzez oddziaływanie tych 
siRNA z obszarem genu nie podlegającym translacji od stro­
ny 3' [16].

INNE BIOKOMPUTERY

W 1999 roku Faulhammer wraz ze współpracownikami 
[12] przedstaw ił możliwość rozwiązania „problemu skocz­
ka szachowego" za pomocą DNA i RNA. Problem ten po­
lega na rozmieszczeniu skoczków na szachownicy w taki 
sposób, by wzajemnie nie atakowały się. W doświadczeniu 
tym  zakodow ano za pomocą RNA wszystkie możliwe roz­
mieszczenia skoczków na szachownicy, a następnie usuw a­
no złe ustawienia przy użyciu RNazy H.

W 2003 roku wykonano doświadczalnie implementację 
znanego algorytm u gry w kółko i krzyżyk [17]. Działanie 
tego m odelu oparte jest o enzym DNA oraz oligonukleoty- 
dy DNA o strukturze szpilki do włosów. DNA „grający w 
kółko i krzyżyk" należy zaliczyć raczej do intelektualnych 
zabaw  niż poważnych projektów naukowych. Twórcy tego 
m odelu zasugerowali możliwość wykorzystania bramek 
logicznych do konstrukcji systemu umożliwiającego iden­
tyfikację w irusów  Zachodniego Nilu oraz ptasiej grypy u 
człowieka oraz do analizy zróżnicowania genetycznego 
różnych populacji.

Rozważano zastosowanie kom puterów  DNA w nano- 
technologii, przy zastosowaniu nieliniowych struktur zbu­
dow anych z fragmentów DNA [18]. Były to różne struktury 
geometryczne zbudow ane z DNA, np. struktury czterora- 
m ienne zakończone lepkimi końcami.

W 2009 r. zespół Shapiro i wsp. [19] przedstawili prosty 
system wnioskujący, który na podstawie faktów i reguł od­
pow iada na postawione pytanie logiczne. System ten zbu­
dow any jest z DNA oraz enzym u Foki, a wynik przeprow a­
dzanych operacji odczytywany jest w postaci sygnału flu­
orescencyjnego. System potrafi prawidłowo odpowiedzieć 
na pytanie „Czy Sokrates jest śmiertelny?", mając w prow a­
dzone przy użyciu DNA następujące zdania: „Wszyscy lu ­
dzie są śmiertelni. Wszyscy Grecy są ludźmi. Sokrates jest 
Grekiem".

Przedstaw ione doświadczenia, implementujące znane 
algorytm y informatyczne za pomocą DNA, nie są jednak 
uniwersalne, tzn. implementacje te nie są na tyle ogólne by 
realizować dowolny „program  kom puterowy". Na ogół są 
one kom puteram i tworzonymi do jednego problemu. Pew­
ną „niewielką uniwersalność" ma autom at Shapiro i jego 
rozszerzenia, realizujące dowolny program  dla autom atu

skończonego. Brak jest jednorodnego podejścia do kodo­
wania, przetw arzania i odczytywania informacji za pomocą 
DNA. Dużym  ograniczeniem tych implementacji są metody 
laboratoryjne, które charakteryzuje duża pracochłonność.

ZASTOSOWANIA KOMPUTERÓW DNA

Liczba praktycznych zastosowań kom puterów  moleku­
larnych z pewnością nie jest imponująca, jednakże samo 
urzeczywistnienie idei wykorzystania biomolekuł do w y­
konywania obliczeń, stanowi pow ażny etap w  poznaw aniu 
i w ykorzystyw aniu sił Natury.

Zaproponow ano wykorzystanie DNA do w spom agania 
diagnostyki i terapii chorób [11]. Komputery DNA stawia­
ją w pierw  diagnozę na podstaw ie analizy wyznaczników 
(markerów) choroby, takich jak zm iany w mRNA, a następ­
nie proponują skuteczne leczenie. Algorytm w ykorzystany 
do diagnozy jest stosunkowo prosty — potrzebne są do tego 
tylko dw a stany automatu: tak i nie. Taki autom at ma od ­
powiedzieć na pytanie „Czy pacjent jest chory?" i na wejściu 
ustawiony jest na tak. Następnie spraw dza obecność jedne­
go ze zbioru wyznaczników choroby. O dpow iedź pozytyw ­
na nie zmienia aktualnego stanu tak i kom puter przechodzi 
do kolejnego etapu poszukiw ania następnego markera. W 
przypadku braku któregokolwiek z wyznaczników auto­
mat przechodzi w stan nie i przeryw a swoje działanie. Tak 
więc tylko wystąpienie wszystkich w arunków  wiąże się z 
pozytywną diagnozą, w innym  przypadku, przy nieobecno­
ści jednego z poszukiwanych wskaźników, diagnoza będzie 
negatywna. Drugi problem, jak ten algorytm zrealizować w 
medycynie jest trudniejszy do rozwiązania. Należało opra­
cować system wykorzystujący oddziaływanie pomiędzy 
elementami autom atu DNA i niepraw idłow ym  mRNA tak, 
by autom at reagował na zmiany ilościowe poziom u mRNA 
w komórce, wynikające z procesu chorobowego. W przy ­
padku wykrycia tych zm ian autom at pozostaje w  stanie tak 
i przechodzi w stan nie w p rzypadku przeciwnym. Automat 
ten jest złożony z trzech modułów. Zasadniczą częścią au ­
tomatu jest m oduł diagnostyczny w postaci dwuniciowego 
DNA o jednym  lepkim końcu i pętli reprezentującej lek z 
drugiego końca (Ryc. 13). Kolejne części m odułu (od strony 
lepkiego końca) są odcinane przez enzym  Foki w  przypad ­
ku gdy kolejne stany autom atu są na tak. Gdy w pewnym  
momencie stan autom atu będzie nie, proces odcinania zo­
staje przerwany. Drugi m oduł w  postaci krótkich, dwuni-

Rycina 13. Model automatu diagnostyczno-terapeutycznego. Lepki koniec frag­
mentu DNA koduje aktualny stan automatu. Kolejne odcinki DNA reprezentują 
wyznaczniki (markery) nadmiaru lub niedomiaru pewnych mRNA. Pętla koduje 
lek, uwalniany po strawieniu markerów.
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Rycina 14. Sieć neuronów oparta na DNA, w skład której wchodzą (a) neurony 
reprezentowane przez fragmenty DNA złożone z segmentów 1, 2 i 3, 4, 5 oraz 
łączniki neuronów komplementarne do poszczególnych segmentów DNA repre­
zentujących neurony (oznaczone jako 2', 3'). W kolejnym etapie (b) polimeraza 
wydłuża koniec DNA łącznika w wyniku czego powstaje kompletny element 
sieci (c). Następnie do roztworu wprowadza się cząsteczkę DNA kodującą infor­
mację wejścia, składającą się z segmentów 4', 5' (etap d). W wyniku reakcji prze­
prowadzanej przez polimerazę DNA, cząsteczka DNA wejścia jest wydłużana, 
uwalniając końcowy odcinek DNA (e).

ciowych oligomerów DNA jest m odułem  przetwarzającym 
informację zawartą w mRNA do postaci innych molekuł 
hybrydyzujących z m odułem  wejścia. W przypadku gdy 
w arunek jest spełniony, powstaje cząsteczka DNA hybry- 
dyzująca z m odułem  wejścia i enzym Foki odcina kolejną 
część tego m odułu. W przeciwnym  przypadku powstaje 
cząsteczka, również hybrydyzująca z m odułem  wejścia, 
ale blokującą dalszą fragmentację. Ostatni moduł, m oduł 
wyjścia, jest krótkim  jednoniciowym DNA, uw alnianym  w 
ostatnim etapie odcinania m odułu  wejścia. Ma on znacze­
nie terapeutyczne i działa jako antysensowny DNA, który 
hybrydyzując z mRNA, indukuje jego degradację przez sys­
temy komórkowe. Działanie tego autom atu zostało przete­
stowane na komórkach nowotworowych prostaty. Autom at 
analizował poziom mRNA dla genów kodujących białka 
PPAP2B, GSTP1, PIM1 i HPN. W przypadku stwierdzenia 
nieprawidłowości uwalniał w  komórce antysensowny DNA 
zmniejszające w komórce ilość mRNA genów hpn i gstpl. 
W ykorzystanie DNA w diagnostyce i terapii chorób zostało 
tutaj przedstawione w mocno uproszczony sposób. W rze­
czywistości, drugi m oduł autom atu składał się z dwóch „ry­
walizujących" cząsteczek DNA sprawdzający w arunek lub 
jego brak, a trzeci m oduł mógł również uwalniać cząsteczki 
blokujące lek, w przypadku osiągnięcia stanu autom atu nie. 
Te dodatkow e mechanizmy są związane ze stochastyczno- 
ścią działania automatu.
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W innym  podejściu zaproponow ano kom puter DNA 
oparty na m odelu Adlemana, który może dokonywać ana­
lizy profilu ekspresji genów [20]. Podstawą jego działania 
jest sieć neuronow a zbudow ana z oligonukleotydów repre ­
zentujących neurony i łączników pomiędzy neuronami. Stę­
żenie oligonukleotydów jest zależne od aktywności sieci. Z 
kolei stężenie łączników reprezentujących aksony decyduje
0 szybkości działania sieci -  im jest większe, tym szybciej 
z cząsteczek wejściowych produkow ane są wyjściowe. Sys­
tem ten działa w oparciu o współzawodnictwo pom iędzy 
kom plem entarnym i oligonukleotydami reprezentującymi 
neurony wejściowe, wyjściowe oraz aksony. Do jego efek­
tywnego działania niezbędne jest użycie enzymów m ody­
fikujących DNA, takich jak ligaza DNA czy też polimeraza 
DNA. System ten jest ograniczony tylko do diagnostyki i 
brak m u możliwości terapeutycznych. Jego zaletą jest nie 
tylko szybkość działania znacznie przewyższająca obecnie 
stosowane techniki do określania profilu ekspresyjnego z 
użyciem mikromacierzy, ale również prostota zmniejsza­
jąca koszty i czas niezbędny do przeprow adzenia analizy 
(Ryc. 14).

Kolejną próbą zastosowania kom puterów  m olekular­
nych w medycynie było wykorzystanie istniejących już w 
komórkach bakteryjnych i eukariotycznych naturalnych 
sieci przekazywania i analizy informacji opartych na RNA. 
Regulacja tych sieci RNA, które kontrolują syntezę białek 
komórkowych, miałaby się odbywać poprzez zastosowanie 
opisanych poprzednio przełączników RNA [21,22], Zaletą 
takiego systemu jest fakt, że przełączniki RNA m ożna do ­
wolnie projektować, dzięki czemu możliwa jest kontrola 
sieci RNA w dow olnym  punkcie [23].

Właściwości informatyczne DNA mogą być w ykorzy­
stane w kryptografii i steganografii. Do tej roli pretenduje 
DNA przede wszystkim dzięki niespotykanie wysokiem u 
upakow aniu informacji [24]. DNA może być także w yko­
rzystany do binarnego przedstawiania informacji [25]. W y­
biera się 2 sekwencje reprezentujące wartości 1 lub 0. Ciąg 
informacji powstaje poprzez połączenie ze sobą fragm en­
tów DNA o takich sekwencjach w określonej kolejności. Ten 
sposób zapisu informacji umożliwia kodowanie nie tylko 
słów, ale ze względu na swój binarny charakter, rów nież i 
obrazów. Rozkodowanie informacji polega na reakcji PCR
1 analizie elektroforetycznej powstałych w jej wyniku frag­
m entów DNA.

UWAGI KOŃCOWE

Z pewnością twierdzenie, że kom putery krzemowe do ­
szły w swym  rozwoju „do ściany" jest przedwczesne, a jesz­
cze bardziej przedwczesne jest twierdzenie, że oto nadcho­
dzi czas kom puterów  molekularnych. W procesie urzeczy­
wistniania idei kom puterów  DNA w ażny powinien być nie 
tylko postęp technologiczny -  zwiększenie szybkości opera­
cji, czy zmniejszone zużycie i wydzielanie energii -  lecz tak­
że ogólne spojrzenie na mechanizmy składowania i przeka­
zywania informacji w ew nątrz komórki. Mówimy, że prze­
syłanie informacji genetycznej, to replikacja, transkrypcja, 
translacja, rekombinacja i wiemy o nich (prawie) wszystko, 
ale przecież to jest dalekie od prawdy. Na przykład uszko­
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dzenia DNA i RNA mogą zaburzyć każdy z tych procesów. 
G dy takim  uszkodzeniem  jest dwuniciowe pękniecie DNA, 
to wówczas przepływ informacji od miejsca uszkodzenia 
do „instrum entów " napraw y DNA jest dość dobrze scha­
rakteryzowany. Jest on realizowany głównie poprzez biał­
ka, biorące udział w  tym przepływie informacji. Ale takie 
dw uniciow e pęknięcie DNA jest pow ażnym  uszkodzeniem 
zagrażającym życiu komórki i czasem może być widziane 
w  mikroskopie świetlnym jako pęknięcie chromosomu. 
W ydaje się, że takie masywne uszkodzenie nie powinno 
być trudne do wykrycia, tym bardziej, że przeciętna liczba 
takich uszkodzeń na komórkę na dobę to około 10. Inaczej 
spraw y się mają z subtelniejszymi uszkodzeniami, takimi 
jak jednoniciowe pęknięcia DNA, które mogą poważnie za­
burzyć procesy przesyłania informacji genetycznej i których 
liczba na dobę na 1 komórkę może przekraczać kilkadzie­
siąt tysięcy. Uszkodzenia takie mogą hamować replikację, 
czy transkrypcję, jeżeli występują w nici antysensownej. 
Oczywiście w  takich przypadkach urucham iane są specjal­
ne m echanizm y napraw y DNA, jednakże uszkodzenia te 
są napraw iane także w  stanie spoczynkowym, choć nie z 
taką efektywnością, jak w czasie aktywnego przekształca­
nia i przesyłania informacji genetycznej, ale znow u infor­
macja o uszkodzeniu musi dotrzeć od miejsca uszkodzenia 
do „egzekutorów" i trudno sobie wyobrazić, aby odbywało 
się to poprzez szlak równie złożony, jak w przypadku pęk­
nięć dwuniciowych, gdyż wymagałoby to zbyt wysokich 
nakładów  energetycznych od komórki. Podsumowując ten 
przydługi w yw ód dotyczący uszkodzeń i napraw y DNA, 
należałoby się zastanowić nad możliwościami w ykorzysta­
nia potencjału informatycznego DNA nie tylko w zakresie 
jego struktury pierwszorzędowej, to jest sekwencji zasad, 
ale także struktur wyższego rzędu. Procesy akomodacji 
uszkodzeń DNA i ich napraw y są przykładem  kolejnych 
możliwości zastosowania DNA jako procesora.

Ze zrozum iałych względów jednym  z najważniejszych 
aspektów  kom puterów  DNA jest ich bilans energetyczny, 
tj. ilość dostarczanej i wydzielanej energii oraz ilość energii, 
która pow inna być odprowadzona. W podrozdziale „Pro­
blem drogi Hamiltona i doświadczenie Adlemana" poda­
liśmy kilka danych liczbowych dotyczących tego zagad­
nienia. W yglądają one bardzo zachęcająco. W dotychczas 
przeprow adzonych badaniach najbardziej energochłonnym 
etapem  pracy kom putera opartego na DNA jest ligacja. 
„Główny bohater" tej operacji, ligaza DNA, w zależności 
od rodzaju wym aga ATP bądź NAD, jako źródła energii. 
Jedna cząsteczka A TP/N A D  -  jedna ligacja. Nie wdając się 
w  szczegółowe obliczenia, z mechanizmu tej reakcji można 
wnosić, że nie jest to proces nadzwyczaj energochłonny, a 
należy brać pod uwagę jeszcze co najmniej dw a aspekty tego 
zagadnienia. Po pierwsze, w  szeregu zagadnień, kom puter 
DNA m oże funkcjonować bez ligazy DNA [4], Po drugie, 
w iązania występujące w  cząsteczce DNA -  fosfodiestrowe, 
w odorow e i inne, mają określoną energię swobodną, któ­
ra może być wykorzystana w procesach przekształcania tej 
cząsteczki. W świetle tych danych, problem dostarczania 
i doprow adzania energii do kom putera DNA nie stanowi 
przeszkody w  rozwijaniu jego koncepcji, ale na rzeczywistą 
weryfikacji tej tezy trzeba będzie poczekać do realizacji idei 
kom putera DNA w „maszynę cyfrową z procesorem i opro­
gram ow aniem  DNA".
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Innym w ażnym  zarówno koncepcyjnie jak i utylitarnie 
problem em  zw iązanym  z koncepcją kom puterów  DNA 
jest kwestia „recyklingu" cząsteczek DNA, którą można 
rozpatryw ać dwojako. Z jednej strony jedna cząsteczka 
DNA może być stosowana do wykonania wielu operacji. 
N a przykład dwuniciowe oligonukleotydy tw orzone w do ­
świadczeniu Adlemana, mogą być poddane denaturacji, a 
powstałe fragmenty jednoniciowe mogą być używ ane w 
następnych operacjach. Z drugiej strony, otrzym anie czytel­
nego dla użytkow nika w yniku wym aga analizy cząsteczki 
DNA, która prow adzi bądź do jej degradacji, bądź do zanie­
czyszczenia, wykluczającego dalsze jej użycie.

N asuw a się pytanie, czy konstrukcje kom puterów  DNA 
są próbą odtworzenia funkcjonowania Natury. Nie ulega 
wątpliwości, że upakow anie informacji w  metastabilnych 
polimerach takich jak DNA, RNA czy białka, których roz­
pad  dostarcza energii i zwiększa entropię, ma podstaw ow e 
znaczenie dla praw idłow ego funkcjonowania organizm ów 
żywych. Zatem może próbujem y odtworzyć jeden z naj­
bardziej naturalnych aspektów działań materii ożywionej? 
Ogólniej -  upakow anie informacji w  DNA oraz w ykorzy­
stanie jego energii do jej przekształcania i przesyłania może 
stanowić podstaw ę sytem u informatycznego Natury.
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ABSTRACT
Biocomputers can be an alternative for traditional „silicon-based" computers, which continuous development may be limited due to further 
miniaturization (imposed by the Heisenberg Uncertainty Principle) and increasing the amount of information between the central processing 
unit and the main memory (von Neuman bottleneck). The idea of DNA computing came true for the first time in 1994, when Adleman solved 
the Hamiltonian Path Problem using short DNA oligomers and DNA ligase. In the early 2000s a series of biocomputer models was presented 
with a seminal work of Shapiro and his colleguas who presented molecular 2 state finite automaton, in which the restriction enzyme, FokI, 
constituted hardware and short DNA oligomers were software as well as inpul/output signals. DNA molecules provided also energy for this 
machine. DNA computing can be exploited in many applications, from study on the gene expression pattern to diagnosis and therapy of can­
cer. The idea of DNA computing is still in progress in research both in vitro and in vivo and at least promising results of these research allow 
to have a hope for a breakthrough in the computer science.
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STRESZCZENIE

D NA metylotransferaza 1 (DNMT1) jest enzymem katalizującym reakcję metylacji 
reszty cytozyny w pozycji piątej pierścienia pirymidynowego, zachodzącą po proce­

sie replikacji. Celem tej modyfikacji jest regulacja ekspresji genów charakterystyczna dla 
danego organizmu. DNMT1 utrzymuje wzór metylacji DNA poprzez jego kopiowanie 
z nici matczynej na nić potom ną DNA. Donorem grupy metylowej w tym procesie jest S- 
adenozylo-L-metionina. Zaburzenia w poziomie metylacji DNA wynikające z nadekspresji 
genu kodującego enzym lub utraty specyficzności działania DNMT1 mogą prowadzić do 
transformacji nowotworowej. Hipermetylacja promotorów genów supresji nowotworowej 
powoduje wyciszenie ich transkrypcji. Natomiast hipometylacja sekwencji regulatorowych 
protoonkogenów i retrotranspozonów prowadzi do wzrostu ich aktywności transkrypcyjnej. 
DNMT1 jako kluczowy enzym w procesie prawidłowego odtwarzania wzoru metylacji, sta­
nowi atrakcyjny cel dla terapii przeciwnowotworowej.

WPROWADZENIE

Informacja dotycząca budow y i funkcjonowania organizm u zakodow ana jest 
w genomie. Jednak sama sekwencja DNA nie zapew nia prawidłowego jej odczy­
tania. Do interpretacji tej informacji niezbędne są dodatkow e elementy w postaci 
metylacji cytozyny w DNA, modyfikacji histonów (acetylacja, fosforylacja, m e­
tylacja, ubikwitylacja) oraz niekodujących RNA, stanowiące kod epigenetyczny 

[1]

Metylacja cytozyny w pozycji 5 w  eukariotycznym  DNA jest jedyną m odyfi­
kacją polegającą na utw orzeniu kowalencyjnego wiązania węgiel-węgiel. 5-Me- 
tylocytozyna (m5C) jest obecna w genomach wszystkich kręgowców i roślin 
kwitnących, a jej całkowita zawartość w  genomie ssaków wynosi ~1% wszyst­
kich nukleozydów co oznacza, że ok. 5% wszystkich cytozyn ulega metylacji 
[2], Analiza profilu metylacji człowieka pokazała, że modyfikacji ulegają przede 
wszystkim cytozyny znajdujące się w  dinukleotydach CpG. Metylacji mogą tak­
że ulegać cytozyny znajdujące się w  sekwencjach CpNpG i CpN pN , gdzie N 
oznacza adenozynę, cytydynę lub tymidynę. W zarodkowych komórkach m a­
cierzystych prawie 25% wszystkich metylowanych cytozyn znajduje się w ob­
rębie tych sekwencji, a w zrost poziom u ich metylacji obserwowano w genach 
kodujących białka związane z dojrzewaniem RNA i jego udziałem  w procesach 
metabolicznych. Różnicowanie się zarodkowych komórek macierzystych pro ­
wadzi do utraty metylacji CpNpG i CpNpN. Zauw ażono jednak, że ulega ona 
odtworzeniu w  indukow anych pluripotentych komórkach macierzystych (iPSC, 
ang. induced pluripotent stem cells), czyli takich z których powstać mogą w szyst­
kie tkanki znajdujące się w  zarodku. Sugeruje to, że metylacja tego typu może 
być cechą charakterystyczną iPSC i pełni rolę w  utrzym yw aniu stanu pluripo- 
tencji oraz zapobieganiu śmierci i starzeniu się komórek [3].

Dinukleotydy CpG nie są równomiernie rozmieszczone w genomie. Sku­
mulowane są w  odcinkach zawierających 60-70% tego dinukleotydu zwanych 
wyspam i CpG o długości 0,5-4 kpz. W pozostałej części genom u ich zawartość 
szacuje się na mniej niż 20% [4], Promotory genów człowieka można podzie­
lić na dwie klasy różniące się zawartością dinukleotydów  CpG. Pierwsza klasa 
to prom otory o niskiej zawartości miejsc metylacji (LCG, ang. Iow CpG), które 
ulegają hipermetylacji. Druga to prom otory o wysokiej zawartości CpG (HCG, 
ang. high CpG), charakteryzujące się niskim poziomem metylacji i występujące w 
genach ulegających stałej transkrypcji [5].

Metylacja cytozyny zapewnia specyficzną na danym  etapie rozwoju eks­
presję genów warunkującą zróżnicowanie m iędzy tkanko we [6-8], Zauważono 
jednak, że tylko 4-8% w ysp CpG jest zmetylowanych specyficznie dla danego 
typu. Największe zróżnicowanie (-76%) obserwuje się w  odległości do 2kpz
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od końców tych wysp [9]. Metylacja pełni rów nież rolę w  
piętnow aniu genomowym, inaktywacji chrom osom u X, 
wyciszaniu transpozonów i sekwencji retrowirusowych, 
napraw ie DNA oraz utrzym yw aniu stabilności genom u i 
struktury chrom atyny [10]. Postuluje się dw a m echanizm y 
wyciszenia ekspresji genu. Zgodnie z pierwszym, metylacja 
stanowi bezpośrednią blokadę przeciwdziałającą wiązaniu 
czynników transkrypcyjnych do prom otora genu. Drugi 
mechanizm zakłada wiązanie białek MBD (ang. methyl-bin- 
ding proteins) co dodatkowo blokuje dostęp czynnikom  i jed­
nocześnie indukuje kondensację chromatyny [5],

W proces metylacji DNA w komórkach ssaków zaan­
gażowane są 3 niezależnie kodowane metylotransferazy: 
DNMT1, DNMT3a i DNMT3b. Enzymy te m ożna podzielić 
na dwie klasy: metylotransferazy przyłączające grupy m e­
tylowe de novo w  czasie wczesnego rozwoju em brionalnego 
(3a, 3b) i metylotransferazę odtwarzającą w zór metylacji 
w czasie replikacji (DNMT1) [11]. DNMT3a i oddziałujący 
z nim  paralog, nie wykazujący aktywności katalitycznej, 
DNMT3L oraz DNMT3b biorą praw dopodobnie udział tak­
że w metylacji sekwencji CpNpG i CpN pN  w komórkach 
macierzystych [3,9]. Natomiast DNMT2 katalizuje przyłą­
czenie grupy metylowej do reszty cytozyny w pozycjach 38 
i 48 tRNAAsp i nie bierze udziału w procesie metylacji DNA 
[12].

Metylacja nowo syntetyzowanej nici potomnej DNA w e­
dług w zoru z nici matczynej odbywa się w  czasie fazy S cy­
klu kom órkowego [4,13-16]. Zauważono, że n iepraw idłow a 
aktywność DNMT1 może prowadzić do deaminacji cytozy­
ny prowadząc w  konsekwencji do pow staw ania mutacji w 
trakcie replikacji DNA [2],

Brak DNMT1 w kompleksie replikacyjnym może spo­
w odow ać skierowanie komórki na jedną z licznych ścieżek 
programowanej śmierci [17]. W linii komórkowej now o­
tw oru okrężnicy zawierającej nokaut genu D nm tl obser­
wuje się obniżenie poziomu całkowitej metylacji genomu, 
który pogłębia się jeszcze bardziej w przypadku podw ójne­
go nokautu Dnmtl i 3b [10]. Delecja Dnmtl lub Dnmt3a i 3b 
prow adzi do letalności embrionów mysich [18]. DNMT1 za­
pewnia komórkom  progenitorowym, m.in. naskórka, zdol­
ność do wielokrotnego podziału, poprzez podtrzym yw anie 
aktywności proliferacyjnej i ham owanie różnicowania tych 
komórek, zapewniając tym samym zdolność tkanki do sa- 
moodnowy. Zahamowanie procesu metylacji w  czasie róż­
nicowania się komórek prowadzi do aktywacji inhibitorów 
cyklin zależnych od kinaz (pl5INK4B i pl6INK4A) należą­
cych do białek supresji nowotworowej i regulujących cykl 
komórkowy [19].

STRUKTURA GENU DNMTL I BUDOWA BIAŁKA

Geny Dnmtl myszy i człowieka [16,20] kodują białko o 
masie 183,5 kDa zbudowane z około 1620 reszt aminokwa- 
sowych. Gatunkowo i tkankowo specyficzne różnice w 
wielkości DNMT1 w komórkach szczura i człowieka zale­
żą od wyboru ramki odczytu i możliwości alternatywnego 
składania mRNA [14,21-23]. W różnych tkankach występuje 
7 alternatywnie złożonych mRNA dla DNMT1. Stwierdzo­
no, że w  obrębie 32 eksonu, kodującego m otyw IV, znajduje

się 6, a w  36 eksonie, kodującym m otyw zmienny, 4 m ożli­
we miejsca składania. Doświadczalnie nie stwierdzono jed­
nak istnienia białek odpowiadających tym wariantom  [22], 
W ykazano natom iast obecność izoformy DNM Tlb dłuższej 
o 16 reszt am inokwasowych w  komórkach krwi człowieka 
oraz znaczną zawartość mRNA dla DNM Tlb alternatyw ­
nie złożonej w  obrębie 4 intronu, jednak produkt translacji 
tej matrycy stanowił niewielką część z puli kom órkowych 
metylotransferaz [24,25]. Białko DNMT1 jest syntetyzowane 
w  komórkach rozwijającego się zarodka i jest łatwo w ykry ­
walne w  obrębie jądra na etapie jego wczesnej implantacji 
[26]. Natom iast w  oocytach i stadiach preimplantacyjnych 
obserwuje się syntezę DNMT1 o masie ok. 175 kDa, skróco­
nej o 118 reszt am inokwasowych [27], Białko to pozbawione 
sygnału lokalizacji jądrowej (NLS, ang. nuclear localization 
signal) występuje w  cytoplazmie w  postaci kom pleksu z 
aneksyną V [28]. Uważa się, że pow odem  między tkanko­
wych różnic we wzorze metylacji jest obecność specyficz­
nych form DNMT1 rozpoznających dinukleotydy CpG w 
odm iennych kontekstach sekwencyjnych.

Model budow y DNMT1 ssaków zaproponow any w 
oparciu o strukturę metylotransferaz prokariotycznych, 
składa się z: dom eny regulatorowej przy końcu N, odcinka 
centralnego zawierającego 12 pow tórzeń Gly-Lys oraz do ­
meny katalitycznej zlokalizowanej w  rejonie C końcowym 
[14,29-33] (Ryc. 1).

Domena regulatorowa, zbudow ana z 1100 reszt am i­
nokwasowych dzieli się na 2 subdom eny [34]. W obrębie 
pierwszej znajdują się: miejsca wiązania białka DMAP1 
(ang. DNA methyltransferase 1 associated protein 1) i sygnału 
lokalizacji jądrowej (NLS) oraz antygenu jądrowego kom ó­
rek proliferujących (PCNA, ang. proliferating cell nuclear anti­
gen) [34], Natom iast w  obrębie drugiej subdomeny znajduje 
się miejsce w iązania z w idełkam i replikacyjnymi (RFTS, 
ang. replication factory targeting sequence ). W yróżniono tak­
że motyw palca cynkowego typu CxxC wiążącego DNA i 
2 miejsca oddziaływania z białkami Rb (ang. retinoblastoma 
protein) oraz dom enę PBHD (ang. polybromo-1 protein homo­
logous domain) znajdującą się także w białkach zaangażow a­
nych w regulację struktury chromatyny i odpowiadającą 
za oddziaływ ania z innymi białkami [34]. Ponadto w obrę­
bie dom eny regulatorowej stw ierdzono obecność miejsca 
oddziaływ ania z metylotransferazami 3a i 3b oraz m otyw  
wiążący białko UHFR1 (ang. ubiquitin-like with PHD and 
ring finger domain 1). W domenie regulatorowej znajduje się 
także potencjalne miejsce oddziaływania z S-adenozylo-L-

Postępy Biochemii 57 (1) 2011 25

Rycina 1. Organizacja genu Dnmtl myszy. DMAP1 — miejsce wiązania białka 
DMAP1 (ang. DNA methyltransferase 1 associated protein 1); PCNA — miejsce wią­
zania antygenu komórek proliferujących; RFTS — sekwencja kierująca do wide­
łek replikacyjnych; ZnD — motyw palca cynkowego bogaty w reszty cysteiny 
wiążące jony Zn; KEN — motyw zawierający zachowaną w ewolucji sekwencję 
reszt aminokwasowych KENxxxR; PBHD I i II — motyw homologiczny do PBHD 
(ang. Polybromo-1 protein homologous domain); Gly-Lys — sekwencja kodująca zło­
żone z 12 reszt aminokwasowych powtórzenie Gly-Lys; I, II, IV, VI, VIII, IX, X — 
zachowane w ewolucji motywy domeny katalitycznej [11,32].
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Rycina 2. Schemat mechanizmu reakcji metylacji DNA katalizowanej przez en­
zym DNMT1. W wyniku wiązania docelowej cytozyny przez resztę G lu ll9  znaj­
dującą się w motywie VI enzymu następuje protonacja atomu N3 i powstanie 
4,5-enaminy, a następnie atak grupy tiolowej reszty Cys81 motywu IV (PQC) w 
miejscu aktywnym DNMT1 na atom C6 w pierścieniu cytozyny. Powoduje to 
wzrost nukleofilowości i aktywację węgla w pozycji 5, a następnie jego atak na 
grupę metylową S-adenozylometioniny. Po przyłączeniu grupy metylowej do C5 
następuje przekształcenie S-adenozylometioniny w S-adenozylohomocysteinę. 
Ostatnim etapem jest odtworzenie podwójnego wiązania pomiędzy C5 i C6 w 
cytozynie na drodze p-eliminacji i uwolnienie m5C oraz enzymu [36,37,39],

m etioniną, co świadczy o współdziałaniu N i C-końcowych 
rejonów białka w czasie katalizy reakcji metylacji [10,34], 
Specyficzne rozpoznawanie hemimetylowanego DNA 
przez dom enę regulatorową enzym u eukariotycznego na ­
stępuje w skutek aktywacji allosterycznej przez m 5C. Praw ­
dopodobne miejsce wiązania m 5C znajduje się w  odległości 
-1000 reszt aminokwasowych od centrum  katalitycznego, 
pom iędzy resztami am inokwasowymi 121-500 [35].

Domeny N i C połączone są polipetydem  bogatym  w 
reszty Lys-Gly, podobną sekwencje zaobserwowano przy 
końcu am inow ym  histonu H4 i jest ona praw dopodobnie 
miejscem modyfikacji potranslacyjnej. Jak dotąd niewie­
le jednak w iadom o na temat w pływ u tych modyfikacji na

ew entualną regulację aktywności eukariotycznych metylo- 
transferaz [2].

Domena katalityczna DNMT1, zbudow ana z ok. 500 reszt 
aminokwasowych, znajduje się w  C-końcowym rejonie en­
zymu. Składa się z 10 charakterystycznych m otyw ów  stano­
wiących kryterium  identyfikacji metylotransferaz DNA, ich 
analogi znaleźć można w strukturach ponad 100 enzymów 
prokariotycznych [36,37]. W centrum  katalitycznym znaj­
duje się miejsce wiązania SAM, które tworzą zachowane w 
ewolucji reszty: Trp41 (motyw II), LeulOO (motyw V), Glu40 
i Asp60 z m otyw ów  II i III oraz Pro80 (motyw IV) i Asn304 
z m otyw u X. Miejsce wiązania DNA tworzą zachowane w 
ewolucji reszty amino kwasowe z m otyw ów  I, IV, VI, VII. W 
trakcie tworzenia kom pleksu z DNA ruchom a pętla zawie­
rająca aktywną katalitycznie resztę Cys81 z d ipeptydu Pro- 
Cys m otyw u IV przemieszcza się, umożliwiając utworzenie 
w iązań z nukleotydarni [31].

MECHANIZM REAKCJI METYLACJI

Metylotransferazy DNA katalizują reakcję przyłączenia 
grupy metylowej do węgla 5 cytozyny (Ryc. 2). W pierw ­
szym etapie następuje w iązanie SAM do DNMT1 a następ­
nie DNA. W w yniku specyficznego oddziaływ ania z DNA 
następuje wysunięcie cytozyny mającej ulec metylacji, na 
zew nątrz helisy, co wiąże się z zerwaniem  oddziaływ ań 
w arstw ow ych pom iędzy pierścieniami zasad w  helisie 
(Ryc. 3). Pociąga to za sobą zmianę położenia atom ów fosfo­
ru  z sąsiadujących grup fosforanowych o 4 A w stosunku do 
pozycji wyjściowej, jednak bez istotnych zmian w  pozycji 
pozostałych atomów w sieci krystalicznej. Ponadto wiąza­
nie enzym u z DNA pow oduje przemieszczenie pętli kata­
litycznej zawierającej m otyw IV, a tym  sam ym  skierowanie 
reszty Cys81 do miejsca aktywnego. W ysunięta cytozyna 
jest stabilizowana przez Phe i grupę sulfhydrylową Cys81 
(motyw IV) oraz G lu ll9  (motyw VI) i Argl65 (motyw VIII) 
[32,36] (Ryc. 4).

Rycina 3. Struktura kompleksu M.HłwI-DNA. Ulegająca metylacji reszta cyto­
zyny zostaje wysunięta z helisy i umieszczona w centrum aktywnym enzymu, 
gdzie oddziałuje z resztą cysteiny 81 znajdująca się w ruchomej pętli katalitycz­
nej. Linią przerywaną oznaczono wiązania wodorowe [36,39],

Rycina 4. Struktura kompleksu M.HłwI-SAH. Kolorami wyszczególniono zacho­
wane w ewolucji reszty aminokwasowe oddziałujące z SAH w obrębie szczeliny 
katalitycznej enzymu. Linią przerywaną oznaczono wiązania wodorowe [36,39],
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ROLA BIAŁKA UHRF1 W PROCESIE 
METYLACJI CYTOZYNY

DNMT1 nie jest jedynym białkiem, które uczestniczy 
w powielaniu w zoru metylacji w trakcie replikacji [40,41]. 
Istotną rolę w  podniesieniu specyficzności procesu m ety­
lacji odgryw a białko UHRF1 (ang. ubicjuitin-like with PHD 
and ring finger protein 1), poznane jako ICBP90 (ang. human 
inverted CCAAT box-binding protein of 90kDa) lub Np95 (ang. 
mice nuclear protein of 95 kDa) [42,43].

Białko UHFR1 tworzy kompleks z białkiem PCNA, a na­
stępnie za pośrednictwem  domeny SRA (ang. set and ring- 
associated) wiąże hemimetylowany DNA [44-46], Do tego 
kom pleksu przyłącza się DNMT1, która katalizuje reakcję 
metylacji cytozyn [47], UHRF1 uczestniczy również w  pro ­
cesie metylacji histonu H3K9 tworząc kompleks z enzym em  
G9a/EHM T2 (ang. histone H3-Lys-9 methyl transferase), kata­
lizującym tę reakcję. W dalszym etapie zm etylowany H3K9 
oddziałuje z dom eną PHD (ang. plant homeodomain) białka 
UHRF1, które dalej wiąże białko HDAC1 (ang. histon deace- 
tylase 1) biorące udział w  powstawaniu heterochrom atyny 
(Ryc. 5) i powoduje wyciszenie transkrypcji DNA. UHRF1 
bierze także udział w  regulacji przejścia komórki z fazy G1 
do S. Oprócz dom en SRA i PHD białko to posiada także 
dom eny UbL (ang. ubicjuitin-like domain) i RING (ang. really 
interesting new gene domain) zawierającą motyw Cys3HisCys4 
i wiążącą dw a atomy cynku [47],

Na podstawie analizy struktury krystalicznej kom pleksu 
dom eny SRA z oligonukleotydem DNA (Ryc. 6) zawiera­
jącym parę m 5CpG-GpC stwierdzono, że m 5C zostaje w y­
sunięta na zew nątrz helisy i umieszczona w hydrofobowej 
kieszeni białka utworzonej przez Tyr471 i Tyr483, co po ­
zwala na jej stabilizację poprzez oddziaływania w arstw ow e 
[48,49], Domena SRA „obejmuje" docelową m 5C, oddziału ­
jąc zarówno w  małym jak i dużym  rowku DNA. Wysunięcie 
zasady na zew nątrz helisy, opisane wcześniej dla metylo- 
transferazy, obserwowane jest często w kompleksach enzy­
mów modyfikujących zasady zarówno w DNA jak i RNA. 
Związanie m 5C z nici matczynej przez UHRF1 pozwala 
DNMT1 na metylację docelowej reszty cytozyny w  nowo- 
syntezowanej nici. Stwierdzono, że UHFR1 nie jest syntety­
zowane w tkankach serca, płuc, wątroby, nerek i pęcherza 
moczowego, natomiast jego wysoki poziom m ożna obser­
wować w  grasicy i szpiku kostnym oraz w kom órkach no ­
wotw orow ych [47], Zmniejszenie poziomu UHFR1 prow a­
dzi to znaczącej redukcji zdolności proliferacyjnej komórek 
progenitorowych naskórka, podtrzymywanej przez w spół­
działanie DNMT1 i UHFR1. Skutkiem tego jest ograniczona 
zdolność tkanki do samoodnowy [19].

Rycina 5. Udział białka UHFR1 w metylacji DNA i kondensacji chromatyny [44],

Rycina 6. Oddziaływanie białka UHFR1 z hemimetylowanym DNA. m5C jest 
wysunięta z helisy DNA i umieszczona w hydrofobowej kieszeni białka [48,49].

TERAPIA EPIGENETYCZNA

Charakterystyczny dla danego organizmu wzór m etyla­
cji ustanowiony jest w  epiblaście i zachowany w dalszych 
etapach rozwoju organizmu. Obniżenie poziomu metylacji 
prow adzi do rozregulowania mechanizmu precyzyjnej kon­
troli ekspresji genów, a w  konsekwencji do niestabilności 
genomu. Nieznaczny spadek metylacji obserwuje się w raz 
ze starzeniem się organizm u [5,50]. Zjawisko to może być 
skutkiem zaburzeń w  syntezie i aktywności DNMT1 lub 
błędnego rozpoznania sekwencji mającej ulec metylacji. N a­
turalnym  sposobem obrony komórki przed obniżeniem po ­
ziom u metylacji w  obszarach heterochromatyny jest w zrost 
syntezy enzym u DNMT3b, którego zadaniem  jest metylacja 
de novo. Powoduje to jednak zwiększenie poziomu m 5C rów ­
nież w obrębie prom otorów, które w zdrowych norm alnych 
komórkach danego organizm u nie powinny być metylowa- 
ne. Hipermetylację obserwuje się także w obrębie sekwencji 
DNA kodujących rRNA, czego konsekwencją jest zaham o­
wanie transkrycji w  czasie starzenia się organizmu. Global­
na hipometylacja DNA połączona z hipermetylacją rejonów 
prom otorowych genów supresji nowotworowej i zmienioną 
syntezą DNMT1 ma podobne konsekwencje jak transform a­
cja now otw orow a indukow ana przez mutacje [50-53]. W 
komórkach now otworowych zawartość m 5C w DNA jest 
od 20 do 60% niższa niż w komórkach praw idłow ych [52], 
Różnice we wzorze metylacji komórek now otw orow ych i 
praw idłow ych 13-krotnie częściej występują w  obrębie tzw. 
brzegów wysp CpG, gdzie liczba powtórzeń tego dinukle- 
otydu jest mniejsza, niż w centralnej części wysp [54].

Odwracalność metylacji czyni z niej atrakcyjny cel w  te­
rapii chorób nowotworowych. Zahamowanie bowiem tego 
procesu w  kolejnych podziałach komórki nie powoduje jej 
natychmiastowej śmierci, ale pozwala na aktywację w y ­
ciszonych przez hipermetylację genów supresorowych. 
Zatem farmakologiczna ingerencja w aktywność enzym u 
biorącego udział w kopiowaniu w zoru metylacji (DNMT1) 
daje szanse na zaham owanie procesu nowotworzenia. Re­
aktywacja genów proapoptotycznych i regulatorów cyklu
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kom órkowego w w yniku demetylacji prowadzi do śmierci 
komórki nowotworowej [5,55] (Ryc. 7).

Obecnie stosowane leki będące inhibitorami DNMT1 
takie, jak Vidaza (5-azacytydyna) i Dacogen (decytabina 
— 5-aza-2'deoksyctydyna) są pochodnymi cytozyny bę­
dącej substratem  reakcji [5], 5-azacytydyna i jej analogi po 
wniknięciu do komórki ulegają fosforylacji przez kinazę 
urydynowo-cytydynową, a następnie w budow aniu w łań­
cuch RNA. Po redukcji przez reduktazę rybonukleotydową 
stają się także substratem  w syntezie DNA [56]. Hamowanie 
procesu metylacji przez te związki polega na kowalencyj­
nym  związaniu enzym u z DNA. Obecność bardziej elektro- 
ujemnego azotu w pozycji 5 pierścienia cytozyny powoduje 
w zrost elektrofilowości C6, co ułatwia atak enzymu i mety- 
lację pozycji 5. Przy braku protonu w  pozycji N5 niezbęd­
nego do odtworzenia podwójnego wiązania między pozy­
cjami 5 i 6, wiązanie kowalencyjne pomiędzy enzymem a 
pierścieniem zasady nie może ulec zerwaniu [33]. Trwałe 
związanie enzym u z substratem (DNA) powoduje zmniej­
szanie puli aktywnych metylotransferaz DNA w komórce 
konsekwencją czego, jest obniżenie poziomu m 5C w powie­
lanym  genomie. Taka sytuacja indukuje systemy naprawy 
DNA oraz aktywuje geny supresji nowotworowej. Efektem 
działania 5-aza-dC w komórce jest również selektywna 
degradacja DNMT1 w proteasomach w  tempie szybszym 
aniżeli następuje postęp replikacji [57], W celu obniżenia 
cytotoksyczności pochodnych cytydyny wykorzystano 
analogi deoksyrybonukleotydów: 5-aza-2'deoksycytydyna 
(5-aza-dC) i jej pochodne, które ulegają fosforylacji za po­
średnictwem  kinazy deoksycytydynowej i w budow yw ane 
są bezpośrednio do DNA [5],

W komórkach nowotworowych pod wpływem  związ­
ków hamujących metylację może dochodzić do uaktyw ­
nienia grupy genów np. pl6 , MLH1, retinoblastoma, które 
kontrolują proliferację komórki, jej różnicowanie, proces 
apoptozy i inne procesy utrzymujące homeostazę komórki 
[5]. Pokazano, że hamowanie DNMT1 przez 5-aza-dC po­
w oduje obniżenie stopnia złośliwości nowotworu w mysim 
m odelu neoplazji [58],

5-aza-C i 5-aza-dC znalazły zastosowanie w leczeniu 
mielodysplazji [59]. Nie potwierdzono jednak efektu tera­
peutycznego tych związków w terapii guzów litych [60], 
Czynnikiem obniżającym efektywność tych związków jest 
ich krótki okres półtrwania w  roztworach wodnych [61,62]. 
W testach klinicznych, w  czasie których ograniczono czas 
podaw ania preparatu do 2 tygodni, nie obserwowano in­
dukcji wtórnych nowotworów, będących wynikiem hipo- 
metylacji [63]. W trakcie długotrwałej terapii należy jednak 
brać pod uwagę możliwość wywołania mutacji i niestabil­
ności chromosomów oraz hypometylacji genów podnoszą­
cych inwazyjność now otw oru [15,64].

Rycina 7. Mechanizmy hamowania DNMT1:1) 5-azacytydyna, 5-aza-2'deoksycy- 
tydyna, zebularyna ulegają wbudowywaniu w łańcuch DNA a następnie hamują 
działanie DNMT1 poprzez tworzenie trwałych kompleksów z tym enzymem II) 
prokaina wiążąc się z sekwencjami CpG blokuje dostęp DNMT1 do tych sekwen­
cji; III) RG108 i sinefungina blokują centrum aktywne hamując katalizowaną 
przez niego reakcję.

czenie enzym u [33,67]. Związek ten wykazuje wielokierun­
kową aktywność metaboliczną w komórkach ssaków, w pły­
w a na wiele szlaków komórkowych, a powstające produkty 
jego przem iany są cytotoksyczne [5].

Inny analog cytydyny, zebularyna (1-beta-D-ri- 
bofuranosyl-2(lH)-pirymidyna), pozbawiona jest egzocy- 
klicznej grupy aminowej, co ogranicza jej oddziaływ anie z 
guanozyną, obniżając tym sam ym  energię wiązania DNA z 
enzym em  [33]. Związek ten pierwotnie został scharaktery­
zowany jako skuteczny inhibitor deam inazy cytydynowej, 
jego aktywność w ham ow aniu procesu metylacji odkryto 
w 2003 roku. Zaletą zebularyny jest stabilność w środow i­
sku obojętnym i kwaśnym  oraz mniejsza toksyczność w 
stosunku do linii komórkowych niż 5-azanukleozydów, co 
stw arza potencjalną możliwość doustnego przyjmowania 
tego leku [68], Ponadto w testach na liniach kom órkowych 
obserwowano znaczne ograniczenie w zrostu komórek no­
wotw orow ych pod w pływ em  zebularyny w  porów naniu z 
liniami nietransform owanych fibroblastów, będące efektem 
zwiększonej aktywacji ekspresji genu p21, którego produkt 
hamuje proliferację [69], Ze względu na znacznie wyższą 
aktywność kinazy urydynowo-cytydynowej w  komórkach 
nowotworowych, zebularyna jest w budow yw ana w  DNA 
w większym stopniu niż w komórkach praw idłow ych [69], 
Istotną w adą tego związku jest jednak jego niska biodostęp- 
ność, co powoduje konieczność stosowania milimolowych 
stężeń w  celu uzyskania stężenia terapeutycznego w suro­
wicy krwi [70]. Ponadto wykazano, że jest ona wysoce m u­
tagenna dla komórek E. coli [71].

Niższą toksycznością i wyższą stabilnością w roztworach 
w odnych charakteryzuje się 5,6-dihydro-5-azacytydyna 
(DHAC) [65], chociaż nie ma jednoznacznych dowodów 
aktywności tego związku [66], Lepszy efekt uzyskano dla 
5-fluoro-deoksycytydyny (5-F-dC). Podstawienie fluorem 
atom u w odoru przy C5, blokuje możliwość odtworzenia 
wiązania podwójnego pomiędzy atomami C5 i C6 i odłą-

W celu obniżenia wysokiej toksyczności 5-aza-dC w y­
nikającej z w budow yw ania w łańcuch DNA, została ona 
w prow adzona w dziesięcionukleotydowy oligomer DNA 
o specyficznej strukturze przypominającej hantle (ang. 
dumbell). Helisa zawierająca w środkowej części 5-aza-dC, 
zamknięta jest na końcach przez dwie pętle. Cząsteczka ta 
wiąże się kowalencyjnie z DNMT1 za pośrednictwem  5-aza-
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dC [72,73]. Charakterystyczny kształt tego DNA ma na celu 
przedłużenie okresu jego półtrw ania w surowicy pacjenta 
[73]. W ykazano, że związek ten wydajnie wnika do jądra 
kom órkowego powodując znaczne obniżenie aktywności 
proliferacyjnej komórek, co świadczy o oddziaływaniu z 
DNMT1. Jednocześnie pozbawiony jest toksyczności cha­
rakteryzującej wolną 5-aza-dC. Powstawanie kompleksu 
dodekam er-D N M Tl potw ierdzono w badaniach in vitro 
[73].

Druga grupa potencjalnych inhibitorów obejmuje związ­
ki blokujące centrum  aktyw ne enzymu, które nie są pochod­
nymi cy ty dyny. Jej przedstawicielem jest RG-108, związek 
ten znacząco obniża poziom  metylacji genom u i nie w y­
kazuje aktywności cytotoksycznej. Jego zastosowanie jest 
jednak ograniczone ze w zględu na wysoką hydrofobowość 
[52,74], Inny szeroko badany związek w kontekście ham o­
wania DNMT1 to stabilna w  roztworach w odnych hydrala- 
zyna, charakteryzująca się niską cytotoksycznością. Zwią­
zek ten ham uje w zrost komórek now otworowych in vivo 
powodując demetylację genu APC aktywującą tym  samym 
jego ekspresję. W testach kom órkowych pokazano jednak 
różną wrażliwość now otow row ych linii komórkowych na 
ten związek [75],

Poszukując efektywnych terapeutyków analizowano tak­
że analogi SAM pozbawione grupy metylowej. Mechanizm 
działania tego typu związków polega również na trwałym  
w iązaniu enzym u z DNA. Przykładem  jest sinefungina dla 
której stała ham ow ania (K.) dla metylotransferazy EcoRI 
wynosi 10 nM [76]. Jednakże inhibitory tego typu pow odu­
ją deaminację m5C do T, co jest zjawiskiem niekorzystnym 
[77]. Innym  przykładem  inhibitora niekompetycyjnyego jest 
pochodna chinoliny (SGI-1027). Związek ten charakteryzuje 
się wysoką liofilowością. W analizie w pływ u tego związku 
na komórki linii H4IIE (ang. rat hepatoma) i HCT116 (ang. 
colon cancer line) wykazano ham ow anie w zrostu przy braku 
cytotoksyczności i aktywacji apoptozy, a także nieznaczny 
tylko w zrost stężenia białka GSH — markera stresu oksyda­
cyjnego [78],

Podejmuje się również próby blokowania dostępu mety­
lotransferazy do sekwencji docelowej na DNA. W tym celu 
w ykorzystuje się związki wiążące się do dinukleotydów 
CpG. Właściwości takie wykazują prokaina, stosowana 
jako środek miejscowo znieczulający i jej pochodna proka- 
inoamid, lek antyarytmiczny, będące pochodnym i kwasu 
4-aminobenzoesowego [79], Związki te powodują obniżenie 
poziom u metylacji DNA w komórkach nowotworowych 
człowieka. W testach prow adzonych na liniach komórko­
wych związek ten zastosowany w  stężeniu 2mM w ykazy­
wał średnią indukcję apoptozy. Był jednak dobrze tolero­
w any przez komórki i nie obniżał aktywności DNMT1 [53], 
Prokaina jest inhibitorem reakcji metylacji w niektórych ty ­
pach linii komórkowych człowieka np. MCF-7, ale jest efek­
tyw na tylko w  wysokich stężeniach [55].

Ze w zględu na spodziew aną niską cytotoksyczność, in­
hibitorów DNMT1 poszukuje się także w śród związków 
pochodzenia naturalnego [80], Przykładem jest psammapli- 
na, pochodna brom otyrozyny uzyskiwana z gąbki P. pur­
pura, która inhibuje aktywność DNMT1 in vitro [81]. Brak
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danych dotyczących mechanizmu działania tego związku. 
W ydaje się, że elementem niezbędnym w procesie ham ow a­
nia DNMT1 jest bisulfidowy łącznik przyłączony do grupy 
hydroksyiminoamidowej. Psammaplina A hamuje w szyst­
kie metylotransferazy i deacetylazy histonów (HDAC), na­
tomiast psam m aplina G wykazuje specyficzną aktywność 
tylko w  stosunku do DNMT1 [81]. N egatywnym  aspektem  
działania psam m apliny A jest ograniczanie aktywności tak­
że innych enzym ów na przykład topoizomerazy II [82],

Jednym z najszerzej badanych związków naturalnych jest 
galusan epigalokatechiny (EGCG), główny polifenol zielo­
nej herbaty [83]. Pokazano, że powoduje on spadek m etyla­
cji DNA w komórkach nowotworowych i w zrost transkryp­
cji genów supresji nowotworowej [83]. Za pomocą m etod in 
silico wykazano, że EGCG potencjalnie może oddziaływać z 
ważnym i katalitycznie resztami Glul265, Prol223, Serl229, 
Cysl225 i Argl309 DNMT1, których zadaniem jest stabiliza­
cja struktury helisy DNA w  czasie reakcji metylacji poprzez 
oddziaływanie z cytozyną [83]. Inne badania nie potw ier­
dzają w pływ u EGCG na metylację DNA w komórkach [53]. 
W ysunięto natom iast hipotezę, że hamowanie DNMT1 w 
liniach kom órkowych jest skutkiem stresu oksydacyjnego 
wywołanego przez EGCG. W ykazano bowiem, że EGCG 
ulega deprotonacji w  środowisku obojętnym i zasadow ym  
(pFl 6,8-7,8) generując powstawanie anionorodnika ponad- 
tlenkowego (* 0 , ), który następnie uczestniczy w reakcji 
Fentona, w wyniku, której tworzą się bardzo toksyczne 
rodniki hydroksylowe *OH. Oznacza to, że wpływ  EGCG 
na metylację może być mniej bezpośredni niż sądzono 
[53,84,85]. Innym przykładem  aktywnego związku pocho­
dzenia roślinnego jest kurkum ina, polifenol występujący 
w  ostryżu (Curcuma longa). Związek ten charakteryzuje się 
niską wartością IC50 (30nM) dla prokariotycznego enzym u 
M.SssI, a badania in silico wskazują, że potencjalne może 
on oddziaływać w obrębie miejsca katalitycznego DNMT1. 
K urkum ina wiąże się do ponad 30 różnych białek, przez 
co blokuje wiele szlaków przekazywania sygnałów, proli­
feracje komórek, inwazyjność oraz zdolność do m etastazy 
i angiogenezy komórek nowotworowych. Wykazuje także 
właściwości anty oksydacyjne i przeciwzapalne [79,86]. Jed­
nakże niska biodostępność spow odow ana jej słabą absorp ­
cją w jelitach oraz krótkim czasem połowicznej eliminacji z 
organizm u 1,45 h nie pozwala na bezpośrednie w ykorzysta­
nie w  terapii nowotworów. Obecnie trwają prace nad  pod ­
niesieniem biodostępności tego związku [86].

Odkrycie udziału białka UHRF1 w procesie metylacji 
rozszerza potencjalne cele dla poszukiwań nowych terapeu ­
tyków przeciwnowotworowych. Określenie struktury kry ­
stalicznej dom eny SRA białka UHFR1 stwarza możliwość 
m odelowania inhibitorów tego białka blokujących kieszeń 
wiążącą m5C. Jednakże celem dla terapeutyków mogą być 
także dom eny PHD i RING wiążące się do metylowanej 
H3K9 i E3 ligazy ubikwitynowej. Kombinacja inhibitorów 
daje większe szanse na zaham owanie funkcji UHFR1 [47],

PODSUMOWANIE

Podstaw ow ą m etodą leczenia chorób nowotw orow ych 
stosowaną obecnie jest chemioterapia. Jednakże ze w zględu 
na pow ażne skutki uboczne tej metody, poszukuje się no­
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wych rozwiązań. Odkrycie znaczenia metylacji w  rozwoju 
zmian nowotworowych stworzyło nowe możliwości w  po­
tencjalnej terapii, której naturalnym  celem staje się enzym 
— DNMT1 — odpowiedzialny za ten proces. Stosowane 
obecnie inhibitory DNMT1 — pochodne azacytydyny (Vi- 
daza, Dacogen) powodują jednak znacznie większy efekt 
biologiczny niż tylko hypometylacja prom otorów wyciszo­
nych genów [87]. Nie odpowiadają zatem nowoczesnym 
standardom  terapeutycznym, zgodnie z którymi dobry lek 
powinien być maksymalnie skuteczny i minimalnie tok­
syczny. Ponieważ trudno jest również w  tej chwili określić 
skutki długotrwałego stosowania inhibitorów nukleozydo- 
wych niezbędne jest poszukiwanie inhibitorów nienukle- 
ozydowych, które będą oddziaływać bezpośrednio z enzy­
mem i nie będą włączane do DNA.
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ABSTRACT
DNA methyltransferase 1 (DNMT1) is one of three enzymes independently coded in mammalian cells. It catalyses postreplicative synthesis 
of 5-methylcytosine in DNA. The aim of this modification is regulation of gene expression characteristic for the given organism. DNMT1 
maintains méthylation pattern by copying it from maternal to daughter stand. S-adenosylo-L-methionina is a donor of methyl group in his 
process. Disturbance in méthylation level results in changes in cell differentiation and finally to tumor transformation. Hypermethylation of 
promotor or first exon of tumor suppression gene results in silencing of its transcription. While hypomethylation of regulatory sequence of 
protooncogene and retrotransposon make them transcriptionally active. DNMT1 as a key enzyme in maintaing of proper méthylation pattern 
is a attractive target in anty-tumor therapy.
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Przegląd genów zaangażowanych w etiopatogenezę 
płaskonabłonkowego nowotworu przełyku (ESCC)

STRESZCZENIE

P łaskonablonkow y nowotwór przełyku (ESCC) jest ważnym typem nowotworu, nie tylko 
ze w zględu na częstość jego występowania na świecie, ale również z tego powodu, że 

rokowania dla pacjenta z wykrytymi zmianami nowotworowymi przełyku są bardzo złe. 
Mimo, że w Polsce stanowi stosunkowo niski procent ogółu zachorowań na nowotwory 
złośliwe (około 2%), to jednak pogłębianie wiedzy na temat tej choroby może przyczynić 
się do wczesnego wykrycia i skutecznego jej leczenia. Zarówno czynniki środowiskowe, ta­
kie jak używki, dieta uboga w warzywa, jak również zmiany ekspresji niektórych genów 
mogą wpływać na powstawanie i rozwój tego typu nowotworu. W ostatnich latach trwają 
intensywne badania dotyczące poznania funkcji genu GAEC1, który wydaje się pełnić waż­
ną rolę zarówno w normalnych komórkach, jak i w komórkach zmienionych nowotworo- 
wo. Przypuszcza się, że białko kodowane przez ten gen może się okazać istotne w procesie 
nowotworzenia, pozostając ważnym elementem fizjologicznych procesów zachodzących w 
prawidłowych tkankach.

WPROWADZENIE

Płaskonablonkowy nowotwór przełyku (ESCC, ang. Esophageal Squamous Cell 
Carcinoma) W HO sklasyfikowało jako ósmy najczęściej występujący nowotwór 
złośliwy na świecie, a szósty pod względem  śmiertelności [1]. W Polsce stanowi 
on poniżej 2% zachorowań na nowotwory złośliwe [2]. Istnieje zależność mię­
dzy częstością zapadania na ESCC, a regionem świata [3]. Do obszarów o w y­
sokim ryzyku zachorowań na ten typ now otw oru należy tak zwany „azjatycki 
pas now otw oru przełyku" (ang. Asian Esophageal Cancer Belt) rozciągający się od 
wschodniej Turcji przez Kazachstan, Turkmenistan, Uzbekistan, Tadżykistan, 
Irak, Iran do zachodnich i północnych Chin, a także Japonii. Pozostałe regiony 
świata charakteryzujące się wysokim współczynnikiem ryzyka wystąpienia tej 
choroby to południowo-wschodnia Afryka, Francja, Bermudy i Ameryka Połu­
dniow a z Brazylią na czele [4,5]. Na podstawie danych W HO z roku 2003, w  po ­
łudniowo-wschodniej Azji ESCC zajmuje czwarte miejsce na liście nowotworów 
złośliwych pod względem  częstości występowania.

W yróżniono dw a główne histologiczne podtypy now otw oru przełyku: pła- 
skonabłonkowy now otw ór przełyku (ESCC) oraz now otw ór gruczołowy prze­
łyku (gruczolakorak, AEDC, ang. Esophageal Adenocarcinoma). Pierwszy z nich 
przeważa pod względem  występowania, stanowiąc 70% przypadków  w szyst­
kich zachorowań na świecie, w  Chinach liczba zachorow ań dochodzi do 90% [6]. 
Natom iast AEDC dominuje w krajach Europy zachodniej z wyłączeniem Francji
[7]-

Rokowania dla pacjentów z w ykrytym  ESCC są złe. Pomimo rozwoju tera­
pii łączonych nadal niewiele ponad 15% pacjentów ze zdiagnozow anym  ESCC 
przeżyw a 5 lat [8], a średnia przeżywalność w ynosi jeden rok. W Polsce 80% 
pacjentów umiera w  ciągu 12 miesięcy od m om entu rozpoznania now otw oru 
[2], ESCC w 50% lokalizuje się w  środkowej części przełyku, rzadziej w górnej, 
natom iast w  dolnym  odcinku tego narządu w większości przypadków  rozwija 
się AEDC. W oparciu o dane W HO wykazano, że blisko dw a razy więcej m ęż­
czyzn niż kobiet zapada na płaskonabłonkowy now otw ór przełyku [1]. Czyn­
niki wysokiego ryzyka, występujące w otoczeniu, wpływają na tak charaktery­
styczny układ występowania tego now otw oru na świecie. Jest kilka znaczących 
dow odów  sugerujących, że alkohol, tytoń, dieta uboga w w itam iny i antyoksy- 
danty (brak zielonych warzyw, owoców cytrusowych, mikroelementów, cynku, 
ryboflawiny, witaminy A) oraz obecność czynników kancerogennych w pokar­
mie mają znaczenie w  patogenezie now otw orów  przełyku [9,10], Czynniki te 
wpływając na śluzówkę przełyku powodują, że staje się ona bardziej wrażliwa 
na działanie karcerogenów włącznie z mykotoksynami, nitrozam inam i i p raw ­
dopodobnie wirusami: brodawczaka ludzkiego (HPV, ang. Human Papilloma
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Rycina 1. Schemat działania wybranych genów związanych z procesami zacho­
dzącymi w ESCC. Dodatkowo zaznaczono następujące geny: JUN, ELKI, FOS -  
kodujące białka jądrowe będące czynnikami transkrypcyjnymi, HERC5, CDKND1 
-  kodujące białka odpowiedzialne za wejście komórki w poszczególne fazy cyklu 
komórkowego, CDKN2C, CDKN2CD -  geny będące inhibitorami kinaz zależnych 
od cyklin, BAX -  gen aktywujący apoptozę, LNR -  proteaza biorąca udział w 
apoptozie, CDK2, CDK4 -  geny kodujące białka z rodziny kinaz zależnych od 
cyklin.

virus) lub Epsteina-Barr (EBV, ang. Epstein-Barr virus) [11]. 
Również zmiany genetyczne w zasadniczy sposób w pły­
wają na powstawanie i rozwój ESCC. W tabeli 1 przedsta­
w iono kilka klas genów zaangażowanych w  kancerogenezę 
płaskonabłonkowego now otw oru przełyku, podczas gdy 
rycina 1 przedstawia schemat działania wybranych genów 
zw iązanych z procesami zachodzącymi w  ESCC.

PATOGENEZA ESCC

Kancerogeneza ESCC jest procesem wieloetapowym, 
na który składa się kumulacja zm ian genetycznych prow a­
dzących do histologicznych zmian w komórkach nabłonka 
prow adząc kolejno przez hiperplazje, anaplazje, dyspla- 
zje, now otw ór in situ do powstania ognisk przerzutowych. 
W nikliwa analiza rozwoju ESCC i roli zmian genetycznych 
w  kancerogenezie może być pomocna w diagnozie, progno­
styce, leczeniu pacjentów z ESCC. Poniżej przedstawiono 
kilka m olekularnych mechanizmów zaangażowanych w 
patogenezę tego typu nowotworu.

ROLA WIRUSÓW W ESCC

HPV 16 i 18 są głównymi podtypam i tego wirusa, któ­
rych obecność wykryto w ESCC. Wykazano, że podtypy te 
inicjują proces kancerogenezy, w  którym onkoproteiny E6 
oraz E7, produkow ane przez te wirusy, oddziałując z gena­
mi TP53 i RB1, powodują utratę funkcji biologicznej przez 
p rodukty  białkowe tych genów, prowadząc do utraty kon­
troli cyklu komórkowego charakterystycznego dla komórek 
nowotworowych. Inne podtypy HPV wykrywane w ESCC 
to: HPV 6, 11, 13, 25, 30, 33, 38, 53, 54 i 73. Sugeruje się, że 
zależność między HPV i ESCC jest większa na obszarach 
o zw iększonym  ryzyku zachorowań. Różnorodność środo­
wiskowa, geograficzna i genetyczna może mieć wpływ na 
podatność na infekcję w irusem  HPV przełyku w różnych 
populacjach. Niewykluczone, że infekcja onkogennym pod- 
typem  HPV może być integralną częścią procesu prow adzą­
cego do powstania ESCC.

34

EBV jest powiązany z rakiem gardła dolnego i chłonia- 
kiem Burkitta. Biorąc pod uw agę sąsiedztwo przełyku i 
gardła dolnego, praw dopodobieństw o, że EBV może pro ­
wadzić do powstania i rozwoju ESCC, wzrasta. Jakkolwiek 
dotychczasowe dane wskazują na stosunkowo rzadką ko­
relację EBV z ESCC. Nie ma jednoznacznych dowodów, że 
EBV bierze udział w  kancerogenezie ESCC [11].

ROLA GENÓW W PATOGENEZIE ESCC

Zmiany molekularne występujące w kilku klasach ge­
nów  próbuje się powiązać z patogenezą ESCC. Do zm ian 
tych należą: aktywacja onkogenów, inaktywacja genów 
hamujących proces now otw orzenia (TSGs, ang. Tumor Sup­
pressor Genes) oraz zmiany ekspresji genów związanych z 
tworzeniem  przerzutów  oraz apoptozą [11].

CZYNNIKI WZROSTU I ICH RECEPTORY

Czynniki w zrostu i ich receptory odgrywają istotną rolę 
w  przejściu komórki z fazy G0 do cyklu komórkowego. W 
przypadku ERBB1 i ERBB2 udow odniono ich w pływ  na 
patogenezę ESCC. Nadekspresja ERBB jest pow iązana ze 
słabszą odpowiedzią na chemioterapię i zmniejszonym 
praw dopodobieństw em  przeżycia pacjenta z w ykrytym  no­
wotworem, dlatego uw aża się, że gen ten jest dobrym  m ar­
kerem prognostycznym  pacjentów z ESCC. Sugerowano, że 
nadekspresja ERBB2 odgryw a znaczącą rolę w e wczesnych 
stadiach rozwoju nowotworu. W przypadku CCND1 (cykli­
na D l) wykryto amplifikację i / l ub  nadekspresję tego genu. 
Przyjęto, że jest to dobry m arker prognostyczny dla pa ­
cjentów ze względu na jego powiązanie z przerzutam i do 
węzłów chłonnych lub stopniem  zaaw ansow ania rozwoju 
nowotworu, wysoką aktywnością proliferacji, obniżonym 
praw dopodobieństw em  przeżycia pacjentów i niższą odpo­
wiedzią na chemioterapię [12,13],

TGS

Różnego rodzaju mutacje występujące w  genie TP53, 
szczególnie w eksonach 5-8 (fragment ten koduje dom enę 
wiążącą DNA) prow adzą do powstania nie tylko ESCC, ale i 
innych typów nowotworów. W obszarach geograficznych o 
podw yższonym  ryzyku zachorowań obserwowano wzrost 
częstości zapadalności na ESCC o 50%. Przeprow adzona 
analiza mutacji wykazała statystycznie istotna częstość m u­
tacji typu substytucji zwłaszcza transwersji G - ) T w  genie 
TP53 w grupie chorych w porów naniu ze zdrow ym i kon­
trolami. W ykryto odw rotną korelację pom iędzy ekspresją 
genów CDKN2A i RB1. Brak ekspresji RB1 i nadekspresję 
CCND1 skorelowano z krótszym  czasem przeżycia pacjen­
ta. Wyżej wymienione zm iany mogą być wykorzystane w 
opracowaniu testów wczesnego wykryw ania ESCC [31-33],

CZYNNIKI JĄDROWE

W zróżnicowanych podtypach ESCC obserwowano am ­
plifikację i nadekspresję genu MYC lub jej brak. Nie ma jed­
nak jednoznacznych dow odów  świadczących o przydatno­
ści tego genu jako m arkera prognostycznego ESCC [16,17].
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Tabela 1 . Charakterystyka genów powiązanych z płaskonabłonkowym nowotworem przełyku.
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Typ
genu

Nazwa genu/ 
identyfikator 

genu*

Inne nazwy 
genu

Położenie 
genu na 

chromosomie

Najczęstszy 
mechanizm 
powiązany z 
patogenezą

Funkcja genu w komórce Dane dotyczące ESCC

gen kodujący 
czynnik wzrostu 
fibroblastów 
4 /  FGF4

HST; KFGF; 
HST-1; HSTF1; 
K-FGF; FGF4

U ql3
amplifikacja
genu

FGF4 i FGF3 wchodzą 
w skład rodziny FGF, 
która jest odpowiedzialna

Częste koamplifikacje 
zaobserwowano u 30-50% 
pacjentów z ESCC. Uważa

gen kodujący 
czynnik wzrostu 
fibroblastów
3 /  FGF3

INT2;
HBGF-3; FGF3

l lq l3
amplifikacja
genu

m.in. za wzrost komórek, 
morfogenezę, rozwój 
nowotworu, jego inwazyjność.

się, że są odpowiedzialne za 
rozprzestrzeniania się tego 
typu nowotworu [12,13],

gen kodujący 
receptory 
nabłonkowego 
czynnika wzrostu 
/  EGFR

ERBB, ERBB1, 
HER1,
PIG61,
mENA

7pl2
amplifikacja,
nadekspresja
genu

EGFR kodują białka błonowe, 
które pełnią funkcję receptorów 
czynników wzrostu; receptory 
te prezentują aktywność 
kinazy tyrozynowej.

EGFR może pełnić 
autokrynną rolę w 
kancerogenezie przełyku; 
amplifikację i/lub  
nadekspresję genu EGFR 
często wykrywano (29- 
92%) w ESCC. Zmiany 
w ekspresji koreluje się 
ze zmniejszeniem szans 
przeżycia pacjenta (poniżej 
5 lat) z ESCC. Nadekspresja 
EGFR jest związana ze 
słabą odpowiedzią na 
chemioterapię. Uważa się, że 
zmiany ekspresji genu EGFR 
są dobrym markerem złego 
rokowania dla chorego [14],

P
ro

to
on

k
og

en
y

gen kodujący 
2 receptor 
epidermalnego 
czynnika wzrostu 
człowieka /  ERBB2

CD340, 
HER-2, 
HER-2/ 
neu, HER2, 
NEU,

17q21
amplifikacja,
nadekspresja
genu

Rzadko znajdowana 
amplifikacja i/lub  
nadekspresja genu 
w ESCC. Badania 
immunohistochemiczne 
nadekspresji genu ERBB2 
sugerują jego udział w 
początkowych stadiach 
kancerogenezy ESCC [14,15].

c-Myc/MYC
MRTL,
bHLHe39,
c-Myc

8q24
amplifikacja,
nadekspresja
genu

Koduje fosfoproteinę NUP62, 
która jest wymagana do 
proliferacji, różnicowania 
i replikacji DNA; a wraz 
z białkiem MAX reguluje 
ekspresję genu.

Zmiany w ekspresji genu 
wiążę się z bardzo dobrze 
zróżnicowanym podtypem 
tego nowotworu [16,17],

cyklina D l 
/ CCND1

BCL1, PRAD1,
D11S287E,
CCND1

U q l3
amplifikacja,
nadekspresja
genu

Koduje białko, które pełni 
krytyczną funkcję w fazie G l.

Ważny marker analizy 
stopnia zaawansowania 
ESCC. Wykazano jego 
powiązanie ze zmianami 
w węzłach chłonnych a 
przerzutami, stopniem 
zaawansowania rozwoju 
guza, wysoką aktywnością 
proliferacji, niską prognozą 
przeżycia i odpowiedzią 
na chemioterapię [18,19],

gen kodujący 
homolog domeny 
białka TP53 
/  MDM2

HDMX, hdm2,
MGC5370,
MDM2

12ql3-15
amplifikacja
genu

Koduje białko będące 
inhibitorem białka TP53; 
zmniejsza proliferację; 
zwiększa przeżycie pacjenta.

W Japonii amplifikacja tego 
genu została wykryta u  18% 
chorych z ESCC. Znaleziono 
korelację amplifikacji genu 
ze słabymi prognozami 
przeżycia. Uzyskane wyniki 
nie zostały potwierdzone 
badaniami w Chinach [20,21].
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gen kodujący 
białko TP53 /  TP53

p53,
LFS1,TP53, 
FLJ92943, TP53

17pl3
mutacja,
nadekspresja
genu

Koduje białko powstrzymujące 
transformację nowotworową 
przez zatrzymanie cyklu 
komórkowego w fazie 
G1 lub przez indukcję 
procesu apoptozy.

Większość mutacji 
występujących w genie 
to mutacje punktowe 
typu transwersji G 
w T powstałych pod 
wpływem chemicznych 
kancerogenów m.in. 
występujących w dymie 
papierosowym. Metody 
immunohistochemiczne 
wykazały nadekspresję genu 
w ESCC. Sugeruje się, że 
gen ten odgrywa istotną rolę 
w początkowych stadiach 
rozwoju ESCC [6,13,22],

£

gen kodujący 
inhibitor kinazy 
zależnej od cykliny 
1A /  CDKN1A

P21, CIP1,
SDI1, WAF1, 
CAP20,
CDKN1, MDA- 
6, p21CIPl,

6p21
nadekspresja
genu

Koduje białko, które jest 
ściśle regulowane przez TP53 
na poziomie transkrypcji.

Badania przeprowadzane 
na populacjach azjatyckich 
wykazały ekspresję genu 
CDKN1A między 21 a 85% 
pacjentów z ESCC. Chorzy 
nie wykazujący ekspresji 
tego genu mieli większe 
szanse przeżycia, nie 
zaobserwowano powiązania 
między ekspresją CDKN1A 
a nadmierną akumulacją 
TP53 w ESCC [23,24].

o
ba
0
W
01 
ba
Cb
3
93

c
01
60

► a
c
OJ

gen kodujący 
kinazę zależną 
od cykliny 2A 
/  CDKN2A

ARF, MLM, 
pl6, pl9, 
CMM2, INK4, 
MTS1, TP16,

9p21
mutacja, 
metylacja genu

Geny CDKN2A i CDKN2B 
kodują białko, które wiąże 
się do CDK4 i CDK6.
Powstały kompleks zapobiega 
wejściu komórki w fazę

Dane mówiące o delecji, 
mutacji i hipermetylacji 
w limach ESCC oraz w 
wyjściowej formie ESCC 
obserwowano na różnym 
poziomie [25,26],

60
o

bC
c
o
£ *
f i

<

gen kodujący 
inhibitor kinazy 
zależnej od cykliny 
2B /  CDKN2B

PI 5, MTS2, 
TP15, CDK4I, 
INK4B,

9p21
mutacja, 
metylacja genu

S, wskutek czego hamuje 
proliferację komórki. Gen CDKN2B poddawany 

jest głównie delecji 
homozygotycznej [27,28].

gen kodujący 
inhibitor kinazy 
zależnej od cykliny 
IB /  CDKN1B

KIPI,
MEN4,
CDKN4,
MEN1B,
P27KIP1

12pl3
nadekspresją
genu

Koduje białko działające 
jak inhibitor kinazy 
zależnej od cyklin, który 
może blokować przejście 
komórki z fazy G1 do S.

Utratę ekspresji CDKN1B 
obserwowano u 39-67% 
pacjentów z ESCC, co 
wiązało się ze złymi 
rokowaniami. Jest głównym 
substratem SKP2 (białka 2 
fazy S oddziałujące z kinazą), 
we wczesnym ESCC, brak 
indukowanej przez SKP2 
degradacji CDKN1B może 
mieć wpływ na rozwój guza, 
a w konsekwencji słabe 
prognozy wyleczenia [29,30],

K b /R B l

RB,
pRb,
OSRC, ppllO, 
pl05-Rb,
BI

13ql4 mutacja genu

Koduje jądrowa fosfoproteinę, 
która może być fosforylowana 
przez kompleks CDK/ 
CCND1, co wymusza 
proliferację komórki.

Zmiany w genie RB1 były 
obserwowane w 30-60% u 
pacjentów z ESCC, które 
wynikały z mutacji i utraty 
heterozygotyczności. 
Obserwowano odwrotną 
korelację pomiędzy 
ekspresją CDKN2A i RB 2; 
zależność zaniku ekspresji 
RBl i nadekspresja CCND1 
wpływają na skrócenie 
czasu przeżycia [31-33].
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GENY ZWIĄZANE Z APOPTOZĄ

Program ow ana śmierć komórki odgrywa istotną rolę w 
patogenezie, rozwoju i zdolności now otw oru do odpow ie­
dzi na bodźce zewnętrzne. Białka kodowane przez rodzinę 
BCL2 pełnią istotną rolę w regulacji cyklu kom órkowego i 
apoptozy. Ekspresję genu BCL2 częściej w ykryw ano w  sła­
biej zróżnicowanych nowotworach. Sugeruje się, że ekspre­
sja wyżej wymienionego genu może pełnić rolę czynnika 
prognostycznego u pacjentów z ESCC i mieć potencjalne za­
stosowanie w jej leczeniu. W spólną ekspresję genów BCL2 i 
MYC powiązano ze zmniejszonym praw dopodobieństw em  
przeżycia pacjenta [34,35].

GENY ZWIĄZANE Z POWSTAWANIEM PRZERZUTÓW

W ażnym  pow odem  nieudanej kuracji w  leczeniu ESCC 
są jej naw roty i przerzuty. Rodzina NME1 koduje kinazę di- 
fosfonukleozydową, która może hamować potencjał prze- 
rzutow ania now otw oru do węzłów chłonnych. Zaham o­
wanie ekspresji NME1 koreluje się z krótszym  przeżyciem 
pacjenta [36,37].

ZMIANY CYTOGENETYCZNE W ESCC

Amplifikacje chromosomowego DNA u chorych z ESCC 
obserwowano w rejonach chromosomów 3q, 5p, 8p, 9p, l lq ,  
12p, 14q, 14p, 19q i 20q, podczas gdy utraty heterozygotycz- 
ności w  obrębie loci zlokalizowanych w  rejonach 3p, 3q, 5q, 
6p, 8p, 9p, 9q, lOp, l i p ,  l lq ,  13q, 17p, 17q, 18q, 19q i 21q. 
To pomogło zlokalizować regiony genomu, które zawierają 
geny związane z patogenezą ESCC. Onkogeny MYC (8q24), 
ERB1 (7pl2-13), FGF4, FGF3 i CCND1 ( l lq l3 )  identyfiko­
w ano w  różnych amplikonach w ESCC. Utratę heterozy- 
gotyczności w obrębie loci zaobserwowano w  genach PT53 
(17pl3), RB1 (13ql4), BRCA1 (17q21), BRCA2 (13ql2-13), 
APC  (8q21), MCC i DCX ( 5q21), p l6  (9p21) i IRF1 (5q31) 
TGSs. Powyższe dane sugerują, że amplifikacja onkogenów 
i delecja alleli są rodzajami mutacjami odrywającymi istotną 
rolę w  kancerogenezie ESCC [38,39]

Postępy Biochemii 57 (1) 2011

ZNACZENIE METYLACJI W ESCC

Zmiany epigenetyczne takie jak dziedziczne zm iany w  
ekspresji genów, które nie pow odują zm ian w pierwotnej 
sekwencji nukleotydowej, odgrywają istotną rolę w  kan ­
cerogenezie. Metylacja DNA jest znaczącą zm ianą epige- 
netyczną w genomie człowieka. Metylotransferazy DNA 
(DNMT1, DNMT3A i DNMT3B) [40] katalizują reakcję 
przemieszczenia grupy metylowej z S-adenozylometioniny 
(SAM) na węgiel w  pozycji 5 reszty cytozyny w  DNA. Do­
datkow a grupa metylowa w strukturze cytozyny nie w pły ­
wa bezpośrednio na parowanie zasad, ale na oddziaływ anie 
DNA-białko, ponieważ grupy metylowe są skierowane do 
większego rowka helisy. Metylacja reszt cytozyny w DNA 
w praw idłow ych tkankach zachodzi na poziomie 0,75-1% 
wszystkich par zasad DNA. 5-metylocytozynę znajdowano 
głównie w  sekwencjach CpG, a 70% tych obszarów jest me- 
tylowane u chorych z ESCC [25,26,41], W yspy CpG są po ­
w iązane z prom otorem  oraz z pierwszym  eksonem genów 
aktywnych transkrypcyjnie. Hipermetylacja tych regionów 
może prowadzić do wyciszenia transkrypcji genów i odgry ­
wa znaczącą rolę w  inaktywacji TSGs. Większość w ysp CpG 
w tkankach praw idłow ych nie jest metylowana, a te, które 
były poddane tem u procesowi, są powiązane z genami spe­
cyficznymi dla linii germinalnej, czy genami specyficznymi 
tkankowo [41]. Metylacja w ysp CpG de novo w regionach 
prom otorowych niektórych genów, w tym TGS, może w y ­
ciszać transkrypcję prowadząc do rozwoju wielu negatyw ­
nych w skutkach procesów [42].

GAEC1 A KANCEROGENEZA

Przedm iotem  naszych zainteresowań jest gen GAEC1 
(ang. Gene Amplified in Esophageal Cáncer 1), pierw szy raz 
zlokalizowany w ESCC [11]. Na podstawie sekwencji n u ­
kleotydowej mRNA przeanalizowaliśmy charakterystyczne 
motywy i porównaliśm y je z danym i literaturowymi. Na tej 
podstawie w ysnuliśm y hipotezę, że gen GAEC1 może być 
bezpośrednio bądź pośrednio odpowiedzialny za proces 
nowotworzenia w  ESCC. Badania doświadczalne zweryfi­
kują tę tezę.

37

Bcl-2/BCL2 Bcl-2 18q21
zmniejszona 
ekspresja genu

Rodzina genów BCL2 
koduje białka, które są 
ważnymi regulatorami cyklu 
komórkowego i pełnią funkcję 
inhibitorów apoptozy.

Ekspresję genu BCL2 
wykrywano częściej wśród 
mniej zróżnicowanych 
linii ESCC. Nadekspresja 
BCL2 lub jej występowanie 
z ekspresją MYC  wpływa 
na mniejszy czas przeżycia 
pacjenta. Ekspresja genów 
z rodziny BCL była 
odwrotnie skorelowana 
z ekspresją samego BCL2 
oraz zmniejszała ze 
wzrostem zróżnicowania 
nowotworu [34-36].

NB, AWD,
Rodzina genów NME koduje Zahamowanie ekspresji

7 nm23/ NMEl NBS, NM23, 17q21
zmniejszona kinazy difosfonukleozydów, genu NME1 jest związane ze

GAAD,
ekspresja genu które mogą hamować skróceniem czasu przeżycia

powstawanie przerzutów. pacjenta z ESCC [37,38],
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Rycina 2. Sekwencja nukleotydowa genu GAECl. Czar­
nym kolorem czcionki zaznaczono introny, a czerwonym 
ekson. Kolorem zielonym zaznaczono miejsca poliade­
nylacji, żółtym — sekwencję rozpoznawaną przez białkc 
wiążące element ARE (ang. ARE-binding protein), w ramce 
przedstawiono sekwencję Kozak, a poprzez podkreślenie 
zaznaczono sekwencje, których modyfikację mogą brać 
udział w patogenezie.

GAECl

Gen GAECl pierwszy raz zlokalizowa­
no w  płaskonabłonkowym  raku przełyku 
ESCC [11], Jego locus zidentyfikowano 
na ram ieniu dłuższym  chromosomu 7 
(7q22.1) [38]. GAECl jest genem posia­
dającym jeden ekson, który jest otoczony 
dw om a intronami. mRNA tego genu zło­
żony jest z 2052 pz, przy czym 327 pz to 
sekwencja kodująca, a 518 pz od końca 5' 
oraz 1207 pz od końca 3' stanowi sekwen­
cję niekodującą. Gen ten posiada prom o­
tor typu  „TATA-less". Są trzy praw dopo­
dobne miejsca inicjacji transkrypcji: pozycja od -87 do -85, 
od -54 do -52 oraz ostatnia w  pozycji od 1 do 3 [43]. Ostatnia 
w ym ieniona pozycja kodonu ATG jest najbardziej p raw ­
dopodobnym  miejscem startu produkcji białka przez rybo- 
som, poniew aż otacza ją zachowana w ewolucji sekwencja 
Kozak [44], Świadczą o tym charakterystyczne nukleotydy: 
w  pozycji -3 jest puryna (G), w  pozycji -1 C, a za miejscem 
inicjacji transkrypcji jest G. Przed miejscem inicjacji, końca 
3' regionu niekodującego, zlokalizowano miejsce (AATA- 
AA), rozpoznaw ane przez białko wiążące element ARE 
(ang. ARE-binding protein, inaczej AU-Rich Element binding 
protein), które jest odpowiedzialne za degradację RNA [45].

GAECl powszechnie ulega ekspresji na różnym  pozio­
mie w  praw idłow ych tkankach włącznie z przełykiem oraz 
narządam i przew odu pokarmowego. Największą nade- 
kspresję tego genu zaobserwowano w łożysku, leukocytach 
krw i obwodowej, płucach, śledzionie oraz jelicie cienkim 
[40]. Właściwości transformacyjne GAECl spraw dzono na 
mysich fibroblastach 3T3 z wykorzystaniem  wektorów pcD- 
NA3.1-GAEC2 i p CMV-Ras. Badania wykazały niezależną 
zdolność transfekowania powyższych wektorów w agarze 
oraz tworzenie skupisk w  m onokulturze badanych fibro- 
blastów. Opisano amplifikację oraz nadekspresję genu w 
6 /10  różnych liniach ESCC i w  34/99 wśród innych typów 
now otw orów  [43]. Badania przeprow adzone przez Gopala- 
na i wsp. [46] sugerują udział GAEClw  pow staw aniu feno­
typu now otw orow ego komórek jelita grubego. Wykazano 
amplifikację GAECl u 79% chorych z gruczolorakiem jelita 
grubego. Zaobserwowano istotnie statystyczny wzrost ilo­
ści kopii GAEClu  pacjentów z rakiem gruczołowym jelita

M«jsc* Miejsc* Miejsce Miejsce
poiladenyłacjt poliadenylacji poliadenyiacji poliadenylacji

Rycina 3. Schematyczne przedstawienie sekwencji genu GAECl. Na niebiesko 
zaznaczono introny, a na czerwono ekson. Fioletowy kolor przedstawia sekwen­
cję Kozak, na zielono -  miejsca poliadenylacji, a na żółto -  miejsce rozpoznawane 
przez białko wiążące element ARE.

grubego o wysokim stopniu zróżnicowania w  porów naniu 
z gruczolakiem, czy pacjentami nie wykazujących zmian 
nowotw orow ych jelita grubego [46]. Nie poznano jeszcze 
funkcji tego genu w zdrow ych tkankach. GAECl koduje 
białko jądrowe zbudow ane z 109 aa (m.cz.~15kDa).

Analiza sekwencji nukleotydowej GAECl oraz amino- 
kwasowej produktu  białkowego genu pokazała miejsce 
fosforylacji rozpoznaw ane przez kinazę białkową C (CK2, 
ang. Protein Kinase C) oraz trzy miejsca rozpoznaw ane przez 
kinazę kazeiny II (CKII, ang. Casein Kinase II). Pierwszy w y ­
mieniony enzym jest odpow iedzialny za regulację cyklu ko­
mórkowego, drugi bierze udział w  regulacji przekazyw ania 
sygnałów jak również kieruje cyklem komórkowym.

W analizowanej strukturze mRNA w ykryto również 
sześć trójnukleotydowych pow tórzeń GTG w części kodu ­
jącej oraz cztery sekwencje złożone z trzech nukleotydów  
CAC od strony 3'. W niektórych genach pow yższe fragm en­
ty mogą ulec mutacji (delecji lub insercji) prow adząc często 
do rozwoju schorzeń [47], Rycina 2 przedstaw ia sekwencję 
GAECl oraz zaznaczone na nim najważniejsze jego elem en­
ty, natomiast rycina 3 przedstaw ia schemat tego genu.

PODSUMOWANIE

W ESCC często obserwuje się zmiany na poziomie m o­
lekularnym, związane z aktywacją protoonkogenów, inak- 
tywacją genów supresorowych, zm ianam i ekspresji genów 
odpowiedzialnych za pow staw anie przerzutów , wpływają­
cych na przebieg procesu apoptozy. Rozwój tego now otw o­
ru związany jest z mutacją genu TP53, zakłóceniem cyklu 
komórkowego w fazie G1 (inaktywacja CDKN2A, amplifi- 
kacja CCDN1, modyfikacja RB1), aktywacją onkogenów (np. 
ERBB, MYC) oraz inaktywacją genów supresorow ych (np. 
CDKN2B). Wraz z rozwojem now otw oru w zrasta liczba 
zm ian genetycznych. Gen GAECl jest godnym  uwagi, po­
nieważ jego ekspresję wykryto na różnych poziomach, za­
równo w  prawidłowych, jak i now otw orow ych komórkach, 
co sugeruje, że może on pełnić ważną, do tej pory niewy- 
krytą, funkcję. Dalsze badania mają na celu poznanie funk­
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cji wyżej wymienionego genu i jego produktu  białkowego 
oraz przedstawienie dow odów  na potwierdzenie lub obale­
nie tezy, że gen GAEC1 może pełnić ważną rolę w  procesie 
kancerogenezy.
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A B S T R A C T

Esophageal squamous cell carcinoma is a very important cancer type, not only because of its frequent cases around the world but also because 
of its high mortality rate. Despite of the fact that this is a very rare cancer in Poland (around 2% of patients), we need to know more about this 
disease in order to find better ways to fight it. Epidemiological factors: smoking and use of psychoactive substances like alcohol and drugs, 
poor diet as well as changes in expression of genes may have influence on this cancer. During last years there has been a lot of researche on the 
role of GEAC1, which seems to play a very important role in normal and cancer cells. Perhaps the protein coded by this gene is an important 
part in cancer development, also being an important element in processes in normal tissues.
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UDP-glukuronylotransferazy, białka siateczki 
śródplazmatycznej — struktura i mechanizm działania

STRESZCZENIE

Izoenzymy UDP-glukuronylotransferazy (UGT, EC. 2.4.1.17), katalizują w organizmach 
ssaków reakcję koniugacji grupy glikozylowej pochodzącej z kwasu urydyno-5'-difosfo- 

ro-D-glukuronowego (UDPGA) z aglikonem. UDPGA jest przyłączany do odpowiedniej 
grupy funkcyjnej m etabolitu I fazy, rzadziej związku wyjściowego. W ten sposób polar- 
ność aglikonu i zdolność jego wydalania z komórki zwiększa się, co w konsekwencji obni­
ża toksyczność związku. UGT zawiera 2 domeny. Domena N-końcowa jest odpowiedzialna 
za w iązanie aglikonu, zaś domena C-końcowa za wiązanie UDPGA. Cechą wyróżniającą tą 
grupę enzymów jest umiejscowienie w błonie siateczki śródplazmatycznej dzięki obecności 
transbłonowej części domeny C-końcowej. W ynika stąd latencja aktywności enzymów oraz 
fakt, że transport kofaktora UDPGA i produktów sprzęgania przez błonę wymaga specyficz­
nych transporterów, odpowiednio nukleotydowych NST i anionowych ATER UDP-glukuro­
nylotransferazy funkcjonują przeważnie jako homo- lub heterodimery; niektóre z dimerów 
tworzą tetramery. U człowieka 19 białek UGT kodowanych jest przez 3 podrodziny genów 
UGT1A, UGT2A i UGT2B; produkty ich ekspresji w ystępują przede wszystkim w wątrobie, 
w żołądku, w płucach i w nabłonku jelit.

WPROWADZENIE

UDP-glukuronylotransferazy (UGT) odgrywają u ssaków główną rolę w 
przem ianach substancji, zarówno endo- jak i egzogennych, do form lepiej roz­
puszczalnych w wodzie, poprzez sprzęganie ich z kw asem  glukuronow ym  w y­
stępującym w postaci kwasu UDP-glukuronowego. G łównym  celem tej reakcji 
biotransformacji jest usuwanie z organizm u cząsteczek lipofilowych do żółci 
oraz moczu.

Procesy eliminacji ksenobiotyków z organizm u zachodzą na drodze przem ian 
metabolicznych I i II fazy. Białka z rodziny cytochromów P-450 są głównymi 
enzymami fazy I, zaś UDP-glukuronylotransferazy to podstaw ow e katalizato­
ry reakcji II fazy. II faza metabolizmu, obejmująca reakcje koniugacji, następuje 
zazwyczaj po I fazie, która jest odpowiedzialna za aktywację metabolizowanej 
cząsteczki. W wyniku reakcji II fazy powstaje produk t o silniejszych właściwo­
ściach hydrofilowych i w większości przypadków  reakcje te obniżają aktywność 
biologiczną i wynikającą z niej toksyczność zw iązku wyjściowego. W yróżnia się 
kilka podstaw ow ych typów reakcji koniugacji tj. sprzęganie z glukuronianem, 
siarczanem, glutationem, aminokwasami, a także reakcje acetylacji i metylacji. 
Wymagają one obecności kofaktorów, które m uszą być dostarczane organizm o­
wi z zew nątrz lub powstają w trakcie kom órkowych przem ian związków endo­
gennych. W przeciwieństwie do enzymów I fazy, których rola oraz mechanizmy 
aktywacji zostały dość dobrze poznane, enzym om  II fazy poświęcano jak dotąd 
mniej uwagi. Wciąż niewiele w iadom o na tem at roli systemów detoksykacji nie 
tylko w metabolizmie ksenobiotyków, ale również związków endogennych.

UDP-glukuronylotransferazy obecne są w  kom órkach zarówno roślin i zwie­
rząt, jak i bakterii. Analiza porównawcza ich sekwencji świadczy o tym, że — 
podobnie jak w przypadku enzym ów cytochromu P450 — enzymy te ew olu­
owały ze wspólnego genu jeszcze przed zróżnicowaniem organizm ów na pro- i 
eukariotyczne [1]. Enzymy UGT człowieka to nadrodzina 19 białek tworzących 
dwie rodziny [2], katalizujących reakcje koniugacji szerokiej gamy substancji 
endogennych i związków pochodzenia zewnętrznego (Ryc. 1). Przykładami en­
dogennych substratów UDP-glukuronylotransferaz są bilirubina, horm ony ste­
roidowe, hormony tyroidowe, kwasy żółciowe oraz witam iny rozpuszczalne w 
tłuszczach. Metabolizując te składniki, UDP-glukuronylotransferazy w istotny 
sposób przyczyniają się do utrzym ania hom eostazy organizmu. Druga istotna 
funkcja tych enzymów to ochrona przed szkodliwymi kancerogenami, czynni­
kami zanieczyszczającymi środowisko oraz składnikami pożywienia, a także
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LIPOFILOWY SUBSTRAT 
ENDOGENNY EGZOGENNY

Bilirubina 
Kwasy żółciowe 
Steroidy 
Kwasy retinowe 
Kwasy tłuszczowe

Leki
Kancerogeny 
Składniki pożywienia 
Zanieczyszczenia środowiska

HYDROFILOWY
ß-D-glukuronid

WYDALANIE 
żółć, mocz

Rycina 1. Glukuronidacja lipofilowych substratów endo- i egzogennych (na 
podstawie [5]). Reakcja sprzęgania z udziałem UDP-glukuronylotransferaz (EC 
2.4.1.17) wymaga przeniesienia kosubstratu w postaci UDPGA na cząsteczkę 
hydrofobowego aglikonu, co prowadzi do utworzenia metabolitu o zwiększonej 
polamości, a w konsekwencji umożliwia jego wydalenie z moczem lub żółcią.

detoksykacja leków [3], Szacuje się, że UGT odpowiedzialne 
są za metabolizm około 35% leków, które podlegają reak­
cjom fazy II [4].

STRUKTURA UDP-GLUKURONYLOTRANSFERAZ 
-  ZALEŻNOŚĆ OD BŁONY SIATECZKI 
ŚRÓDPLAZMATYCZNEJ

Biorąc pod uwagę sekwencję reszt aminokwasowych 
i przew idyw aną strukturę, UDP-glukuronylotransferazy 
należą do jednej z największych grup enzym ów tj. glikozy- 
lotransferaz (GT). Glikozylotransferazy odgrywają istotną 
rolę w  szeregu ważnych procesów biologicznych np. szlaku 
przekazyw ania sygnałów [6]. Pomimo znacznej różnorod­

ności sekwencji reszt am inokwasowych i reakcji katalizo­
wanych przez dziesiątki do tej pory sklasyfikowanych ro­
dzin, glikozylotransferazy przyjmują jedną z dw u struktur 
GT-A lub GT-B [7]. UDP-glukuronylotransferazy należą 
do rodziny GT1, charakteryzujących się strukturą GT-B, na 
którą składają się, jak przedstaw iono na rycinie 2A [8], dwie 
tzw. dom eny Rossmana, charakterystyczne dla białek w ią­
żących nukleotydy, oddzielone rejonem łącznikowym. Pro­
ponow ana struktura UGT oparta jest na podobieństw ie se­
kwencji reszt am inokwasowych rejonów, których struktura 
zastała zachowana w ewolucji, do sekwencji poznanych 
struktur enzym ów rodziny GT1 [9]. Dotychczas nie udało 
się określić całkowitej struktury krystalicznej żadnego en­
zym u UGT, chociaż przedstaw iono strukturę krystaliczną 
dla C-końcowego fragm entu UGT2B7 człowieka (Ryc. 2B) 
[10], Potwierdziła ona, że dom ena odpow iedzialna za od ­
działywanie z UDPGA ma charakter dom eny globularnej z 
m otyw em  Rossmana, w  którym  rdzeń białka tworzony jest 
przez sześć łańcuchów składających się na p-kartkę, oto­
czonych siedmioma a-helisami. Tym sam ym  dowiedziono, 
że UGT podlegają fałdowaniu w sposób charakterystyczny 
dla białek rodziny GT-B. Nałożenie struktury krystalicznej 
fragm entu UGT2B7 na struktury roślinnych i bakteryjnych 
białek GT potwierdziło znaczące podobieństwo nie tylko w 
strukturze drugo- i trzeciorzędowej glikozylotransferaz, ale 
również umiejscowienie i sposób ich oddziaływ ania z ko- 
substratem. [11],

Jak wspomniano, UGT to białka zbudow ane z dwóch 
głównych dom en o łącznej wielkości 50-60 kDa. Tworzy 
je 529 lub 534 reszt aminokwasowych, włączając w to se­
kwencję sygnałową na N-końcu enzym u składającą się z 
25 reszt. Sekwencja ta odpow iedzialna jest za kierowanie 
powstającego białka do ER, po czym jest odcinana [12]. 
Cała dom ena N-końcowa jak również przeważająca część 
dom eny C-końcowej umiejscowione są w świetle siateczki 
śródplazmatycznej (Ryc. 3). Krótka helisa transbłonowa, 
złożona przypuszczalnie tylko z 17 reszt hydrofobowych, 
jest jedynym  fragmentem białka będącym „kotwicą" enzy­
mu. Podobnie „ogon" cytoplazmatyczny UDP-glukurony­
lotransferazy to jedynie 19-26 reszt.

Za obecność UGT w siateczce śródplazmatycznej odpo­
w iada nie tylko sekwencja sygnałowa na N-końcu białka,

Lys-Lys

Rycina 3. Proponowany model umiejscowienia UDP-glukuronylotransferazy w 
błonie ER (na podstawie [16]). Cala domena N-końcowa (wiążąca aglikon) jak 
również przeważająca część domeny C-końcowej (wiążącej UDPGA) umiejsco­
wione są w świetle siateczki śródplazmatycznej. Jedynym fragmentem białka bę­
dącym „kotwicą" enzymu w błonie ER jest krótka helisa transbłonowa. Podobnie 
krótki jest „ogon" cytoplazmatyczny białka UGT zawierający reszty lizyny.

Rycina 2. (A) Struktura enzymów z rodziny GT-B na przykładzie
p-glukozylotransferazy faga T4 w kompleksie z UDP-glukozą [8]. Rysunek wy­
konano na podstawie pliku lj39 z bazy PDB (Protein Data Bank). (B) Struktura 
C-końcowej domeny enzymu UGT2B7 (kopia Ryc. 1 z [10] za zgodą wydawnic­
twa Elsevier), na którą składa się sześć łańcuchów tworzących ¡}-kartkę i siedem 
otaczających je a-helis. Enzymy GT-B składają się z dwóch odległych domen od­
dzielonych szczeliną. Domena C-końcowa jest odpowiedzialna za wiązanie sub- 
stratu w postaci donora nukleotydu, chociaż elementy podobne do „kieszeni" 
Rossmanna obecne są w obu domenach glikozylotransferaz.
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lecz również obecność w części cytoplazmatycznej reszt li­
zyny w  pozycji 3 i 4 lub 5. W ykazano bowiem, że białka 
zewnętrznej błony komórkowej oraz białka wydzielane, 
do których C-końcowego fragmentu dołączony został cy- 
toplazm atyczny „ogon" pochodzący z UGT były błędnie 
kierowane do ER, zaś addycje lub delecje we fragmencie 
zawierającym właśnie 2 reszty lizyny zapobiegały błęd­
nej lokalizacji tych białek [13,14]. Dodatkowo uw aża się, 
że w oddziaływaniach z błonami ER biorą udział, oprócz 
fragm entu transbłonowego i ogona cytoplazmatycznego, 
również zewnętrznie umiejscowione hydrofobowe reszty 
am inokwasowe domeny w ew nątrz światła siateczki śród- 
plazmatycznej [15].

C entrum  aktywne UGT znajduje się w  świetle siateczki 
śródplazmatycznej. Jak przedstawia rycina 4, ze w zględu 
na niedostępność centrum  aktywnego enzym u, przejście 
kofaktora jak i produktu  sprzęgania przez błonę ER w y­
maga aktywności specyficznych transporterów. Takimi 
transporteram i dla kofaktora UDPGA są transportery nu- 
kleotydowe, NST. Przejście kofaktora do w nętrza siatecz­
ki śródplazmatycznej odbywa się na zasadzie antyportu, 
gdzie UDPGA transportowany jest do światła ER, podczas 
gdy UDP-N-acetyloglukozamina do cytosolu. Po przejściu 
przez barierę jaką stanowi błona, UDPGA może zostać 
związany z enzymem. W wyniku reakcji powstaje glukuro- 
nid i UDP. Ten ostatni jest następnie defosforylowany przez 
difosfatazę nukleozydową do UMP. Powstały glukuronid 
dociera ze światła siateczki śródplazmatycznej do cytosolu 
na zasadzie ułatwionej dyfuzji z udziałem transporterów  
anionowych ATER lub poddany działaniu (3-glukuronidazy 
przechodzi w  związek wyjściowy [17].

Wykazano, że obecność UGT w komórce nie ogranicza 
się jedynie do błon ER, choć jest to główna lokalizacja tych 
enzymów. Wiadomo, że izoenzym UGT2B7 obecny jest 
również w błonie jądrowej, zarówno zewnętrznej (co nie 
dziwi, ponieważ jest ona połączona z siateczką śródpla- 
zmatyczną), ale i wewnętrznej oraz w  jądrze kom órkowym, 
gdzie prow adzona jest między innymi glukuronidacja 
substratu UGT2B7, morfiny [18], Przypuszcza się, że funk­
cja jądrowych UDP-glukuronylotransferaz polega z jednej 
strony na ochronie białek i kwasów nukleinowych przeciw 
toksycznym efektom wywołanym  przez substancje endo- i 
egzogenne oraz z drugiej, na regulacji poziom u ligandów 
receptorów jądrowych. W ten sposób UGT stanowią barie­
rę dla związków m utagennych i kancerogennych, co jest 
szczególnie istotne w przypadku bliskości jądrowego DNA 
[18-21],

UDP-glukuronylotransferazy obecne we frakcji pęche­
rzyków mikrosomalnych izolowanych z w ątroby ssaków 
wykazują tzw. latencję aktywności, czyli obserwuje się niską 
aktywność enzymatyczną dopóki znajdują się w  n ienaru ­
szonych pęcherzykach mikrosomalnych. Cecha ta ujawnia 
się nie tylko w  reakcjach in vitro, ale również ma znaczenie 
in vivo. Zaproponow ano dwa modele wyjaśniające latencję 
aktywności. H ipoteza konformacyjna zakładała, że enzym 
dopiero po działaniu detergentu przyjmuje konformację 
aktywną, teoria przedziałowości zaś sugerowała, że miejsce 
aktyw ne białka jest wewnątrz pęcherzyka mikrosomalnego. 
Znana dziś transbłonowa topologia UDP-glukuronylotrans-

Postępy Biochemii 57 (1) 2011

Rycina 4. Schemat lokalizaqi oligomerów UGT, p-glukuronidazy i transporterów 
w świetle ER (na podstawie [17]). Przejście kofaktora, UDPGA, jak i produktu 
sprzęgania, X-OGluk, przez błonę siateczki umożliwiają transportery, odpowied­
nio, nukleotydowy, NST oraz anionowy ATER. Pierwszy przenosi kofaktor na 
zasadzie antyportu, drugi ułatwionej dyfuzji. UDPGA, wiążąc się z enzymem, 
bierze udział w tworzeniu glukuronidu, X-O-Gluk, który dociera do cytosolu lub 
poddany działaniu p-glukuronidazy przechodzi w związek wyjściowy, X-OH.

feraz zgodna jest z drugą hipotezą. Latencja białek UGT w y­
nika z obecności bariery dla substratów, kofaktora i pow sta­
jących produktów  w postaci błony ER. Pełna zdolność do 
katalizowania reakcji sprzęgania z kwasem  glukuronow ym  
przez enzymy obecne w mikrosomach ujawnia się dopie­
ro po zakłóceniu struktury błony lipidowej przez czynniki 
fizyczne (sonikacja, cykle zam rażania i rozmrażania) lub 
chemiczne (detergenty) [22], Do niedaw na standardow ym i 
czynnikami stosowanymi w badaniach in vitro do usuw a­
nia latencji UDP-glukuronylotransferaz były detergenty. 
Mimo ich powszechnego stosowania w badaniach reakcji 
katalizowanych przez UGT napotykano na szereg proble­
mów, m.in.: konieczność empirycznego wyznaczania opty­
malnych w arunków  reakcji, zależność ilości detergentu od 
użytych substratów i enzymów, ich wpływ na aktywność 
enzymów, zakłócenia w detekcji metabolitów, ograniczenia 
w  badaniach zmierzających do określenia jednocześnie ak­
tywności oksydacyjnej i glukuronidacyjnej, ze względu na 
ham owanie aktywności cytochromów P450, itp. Obecnie w 
badaniach in vitro stosuje się dodatek alametycyny, peptydu 
pochodzenia grzybowego, złożonego z 20 reszt aminokwa- 
sowych, który tworzy w błonie komórkowej pory w postaci 
kanałów jonowych. W ten sposób zapewnia swobodną dy ­
fuzję substratom, kofaktorowi i produktom , bez rażącego 
naruszenia struktury w arstw y lipidowej błony i bez zmiany 
aktywności enzym ów mikrosomalnych, w tym cytochro­
m ów P450 [20],

MONOMERY CZY OLIGOMERY?

W iedza na temat oddziaływ ań białko-białko wśród gru­
py UDP-glukuronylotransferaz jest ograniczona z dwóch 
pow odów  wynikających z silnych oddziaływ ań tych białek 
z błoną ER. Po pierwsze, trudna jest izolacja pojedynczych 
izoenzymów z ich mieszaniny pochodzącej z tkanek zwie­
rzęcych, takich jak mikrosomy komórek wątroby [21]. Po 
drugie, otrzym yw ane poszczególne izoformy rekombinan- 
towych enzym ów UGT w postaci oczyszczonych białek nie 
odpowiadają w  pełni właściwościom enzymów związanych 
z błonami [15], W związku z tym istnieją trudności w  zasto­
sowaniu w stosunku do enzym ów UGT klasycznych metod 
służących do określenia masy molekularnej takich jak ultra- 
wirowanie czy filtracja żelowa.
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Badania wrażliwości enzym u na promieniowanie y po­
zwoliły stwierdzić, że funkcjonalne jednostki UDP-glukuro- 
nylotransferazy składają się z heterogennej grupy enzym ów 
różniących się znacznie masą molekularną, a enzym y te 
mogą występować w formie pojedynczej podjednostki lub 
oligomerów do czterech podjednostek. Wykazano, że tetra- 
mery UGT są niezbędne do utworzenia diglukuronidów: 
bilirubiny [22] i dihydroksybenzo(a)pirenu [23], P rzypusz­
czalnie hom odim ery UGT1 A l mogą ze sobą swobodnie od ­
działywać w błonie ER tworząc tetramery. Istotnym jest, że 
UGT może tworzyć w błonach również heterodimery, np. w 
p rzypadku oddziaływań UGT2B1 z enzymami podrodziny 
UGT1A [24,25]. UGT2B1 występuje także w  formie homo- 
dim erów, a dom eną uczestniczącą w oddziaływaniu jest 
dom ena N-końcowa [26]. Przełomem w pracach nad dime- 
rami UGT była praca Meech'a i Mackenzie'go [26], w  któ­
rej dowiedziono, że oligomeryzacja dwóch nieaktywnych 
białek może prowadzić do powstania jednostki funkcjo­
nalnej. Stosując technikę FRET (rezonansowe przeniesienie 
energii fluorescencji) stwierdzono, że w żywych komórkach 
białka UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7, 
UGT1A8, UGT1A9 i UGT1A10 ulegają homodimeryza- 
cji, zaś UGT1A1 wiąże się z UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, 
UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 i UGT1A10 [27], Najnowsze 
doniesienia potwierdzają, że nie tylko UGT2B1 z rodziny 
UGT2B oligomeryzuje. UGT2B7 również tworzy homo- jak 
i heterooligomery z enzymami UGT1A [28].

Konsekwencje struktury czwartorzędowej w aspekcie 
funkcji UGT w komórkach nie zostały wyjaśnione. Sugeru­
je się, że obecność oligomerów może dwojako wpływać na 
aktywność białka: (1) aglikon jest wiązany przez obydwa 
m onom ery w dimerze, przy założeniu, że każdy monom er 
bezpośrednio bierze udział w  tym oddziaływaniu; (2) oli­
gomeryzacja UGT jest niezbędna do przeniesienia UDPGA 
z cytosolu do światła ER poprzez utworzenie kanału przez 
fragm enty transbłonowe [29]. Pierwsza z hipotez może w y­
jaśniać szeroką i częściowo pokrywającą się specyficzność 
substratow ą UGT.

EKSPRESJA GENÓW KODUJĄCYCH BIAŁKA 
UGT W KOMÓRKACH CZŁOWIEKA

19 znanych UDP-glukuronylotransferaz człowieka 
(Ryc. 5) jest kodowanych przez dwie rodziny genów UGT1 
i UGT2, które ze względu na podobieństwo sekwencji, po­
dzielono dalej na 3 podrodziny: UGT1A, UGT2A i UGT2B. 
Homologia sekwencji DNA wśród enzymów danej rodziny 
wynosi przynajmniej 50%, zaś wśród enzymów danej pod ­
rodziny co najmniej 60% [30-33].

W szystkie izoformy rodziny UGT1 kodowane są przez 
gen zawierający około 210 kpz, który zlokalizowany jest 
na chromosomie 2 (2q37) i składa się z 17 eksonów. Cztery 
dalsze eksony (2-5) kodują C-końcową część sekwencji biał­
ka, natom iast trzynaście pierwszych eksonów (1A1-1A3P) 
odpow iedzialne jest za kodowanie N-końcowej sekwencji 
poszczególnych izoform UGT. mRNA kodujący każdą z 
izoform jest generowany przez odm ienny splicing i fuzję 
jednego z bliższych zmiennego eksonu i czterech dalszych 
eksonów. Mechanizm ten prow adzi do powstania izoform
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Rycina 5. Drzewo filogenetyczne enzymów z rodziny UGT człowieka (na pod­
stawie [32]).

UGT1 z odm ienną dom eną N-końcową, ale identyczną czę­
ścią C-końcową. Funkcjonalna część białka kodow ana jest 
przez dziewięć eksonów: 1, 3-10. Eksony 2, 11, 12, 13 są 
pseudogenam i zawierającymi nonsensowne mutacje, a m ia­
nowicie kodony stop [5,34].

W przeciwieństwie do izoenzymów UGT1, białka UGT2 
są kodowane przez niezależne geny [5]. mRNA rodziny 
UGT2 jest transkrybowany z czterech odm iennych genów, 
każdy złożony z sześciu eksonów. Rodzina UGT2 podzie­
lona jest na dwie podrodziny UGT2A i UGT2B w zależno­
ści od sekwencji reszt aminokwasowych. Obie podrodziny 
UGT2 człowieka kodow ane są przez niewielką grupę ge­
nów  zlokalizowanych na chromosomie 4 (4ql3) człowieka, 
zawierającym pięć pseudogenów. Sekwencja UGT2A jest 
w ponad 70% podobna do sekwencji izoform UGT2B. Po­
nieważ transkrypcja mRNA białek UGT2B zachodzi na m a­
trycy oddzielnych genów, C-końcowa dom ena poszczegól­
nych członków rodziny UGT2B nie jest identyczna. Jednak 
homologia dom eny C-końcowej izoform UGT2B jest dużo 
wyższa w  porów naniu z sekwencją N-końcową [5,34,35].

Wątroba jest najważniejszym, choć nie jedynym , orga­
nem, w którym zachodzi reakcja glukuronidacji. W w ątro ­
bie obecne są enzymy z obydw u rodzin UGT tj. UGT1A1, 
UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9, UGT2B4, UGT2B7, 
UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17 i UGT2B28. En­
zymami występującymi poza wątrobą są UGT1A7 obecny 
w przełyku, żołądku i płucach, UGT1A8 i UGT1A10, któ­
rych synteza ma miejsce w  przew odzie pokarm ow ym  oraz 
UGT2A1 znajdujący się głównie w  komórkach nabłonko­
wych nosa. mRNA kodujący szereg U DP-glukuronylo­
transferaz obecny jest także w komórkach nabłonka jelit. 
W nerkach obecne są izoformy UGT z obydw u rodzin, a 
poziom UGT2B7 w tym organie dorównuje syntezie w  w ą­
trobie. Enzymy z rodziny UGT2B obecne są też w tkankach 
charakteryzujących się wysokim  poziomem horm onów  ste­
roidowych tj. w  gruczołach piersi i prostaty [34],

MECHANIZM REAKCJI GLUKURONIDACJI

Spośród szeregu reakcji metabolizmu II fazy, sprzęganie 
z kwasem glukuronow ym  uw ażane jest za podstaw ę detok­
sykacji, ze względu na znaczną liczbę substratów  będących
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COOH

w spektrum  działania UDP- 
glukuronylotransferaz [35].

Reakcja glukuronidacji 
ma na celu przeniesienie 
kwasu a-D -glukuronow ego 
z kwasu urydyno-5'-difosfo- 
D-glukuronowego na od ­
pow iednią grupę funkcyj­
ną cząsteczki leku lub jego 
metabolitu. Kwas urydy- 
no -5 '-d ifosfog lukuronow y, 
aktyw na forma kwasu glu­
kuronowego, powstaje w cy- 
tosolu w  cyklu reakcji rozpo­
czynających się od glukozy, 
przy udziale UDP i w  obec­
ności NAD [35], Cząsteczka 
ulegająca reakcji z UDPGA 
m usi zawierać odpow iednią 
grupę funkcyjną: hydrok­
sylową, tiolową, aminową,
sulfonam idow ą bądź kar- ____________________________
boksy Iową. Jak przedsta­
wiono na rycinie 6 produktem  reakcji są (3-D-glukuronidy, 
wśród których wyróżniam y O-, N-, C-, lub S-glukuronidy 
[36-39]. W szystkie są znacznie bardziej hydrofilowe niż m a­
cierzyste substraty czy metabolity fazy pierwszej. Wyższa 
hydrofilowość niesie konsekwencje w  postaci lepszej roz­
puszczalności takiego metabolitu i powoduje zwiększenie 
jego wydzielania do nerek. Natomiast glukuronidy słabiej 
rozpuszczalne w wodzie, wydzielone do żółci, mogą być 
zawracane do obiegu, po hydrolizie do macierzystego leku 
katalizowanej przez |3-glukuronidazę. Następnie wyjścio­
w a forma leku ulega resorpcji jelitowej, co prow adzi do jej 
akumulacji w organizmie. Przykładem leku wywołującego 
tą drogą niepożądane objawy ze strony przew odu pokar­
mowego jest irinotekan, którego glukuronid po hydrolizie 
przez p-glukuronidazy odpowiedzialny jest za toksyczność 
irinotekanu, polegającą na bezpośrednim uszkodzeniu ślu­

zówki jelit [38]1.

Najbardziej podatnym i na glukuronidację miejscami w 
metabolizowanych cząsteczkach są nukleofilowe atomy tle­
nu lub azotu, będące akceptorem kwasu cukrowego. Wy­
kazano, że glukuronidacja zachodzi ze zmianą konfiguracji 
węgla anom erycznego [40], co obok innych przesłanek [41] 
świadczy o mechanizmie substytucji SN2, w  którym  nastę­
puje atak nukleofilowego heteroatomu aglikonu na atom C: 
kwasu glukuronowego.

WIĄZANIE KOSUBSTRATU

Pierwsze sugestie dotyczące miejsca w iązania UDPGA 
w dom enie C-końcowej pojawiły się 20 lat tem u [42], N a­
stępnie, dzięki technice znakowania fotopowinowactwa
[43], oraz porów nyw ania sekwencji reszt am inokwasowych

Rycina 6. Synteza kwasu UDP-glukuronowego i zmiana jego konfiguracji a—*(i (zaznaczona czerwoną linią) w czasie reakcji glu­
kuronidacji (na podstawie [39]). (1) Pirofosforylaza UDP-glukozy katalizuje syntezę a-UDP-glukozy, która utleniana jest (2) do 
właściwego kofaktora przez dehydrogenazę UDP-glukozy bez zmiany konfiguracji wiązania glikozydowego. Reakcja sprzęgania 
aglikonu (3) przez UGT prowadzi do powstania ft-glukuronidu, ponieważ atak nukleofilowego atomu substratu następuje po 
przeciwnej stronie wiązania kwasu glukuronowego z UDP.

i struktury białek [29] określono, że kluczowymi dla w ią­
zania kosubstratu w domenie UDP-glukuronylotransferaz 
są reszty 350-400. W iadomo, że reszta His370 oddziałuje 
z grupą fosforanową, co przedstaw iono na rycinie 7, po ­
dobnie jak ma to miejsce w  innych glikozylotransferazach 
(Gtf A — His293, GtfD — His309), w  których reszta h istydy ­
ny odgryw a kluczową rolę w  mechanizmie katalitycznym. 
Przypuszczalnie jej funkcja polega na stabilizacji grupy 
odchodzącej. Natomiast Glu378 tworzy praw dopodobnie 
wiązania w odorow e z 2' i 3' OH rybozy, a za oddziaływ a­
nia z grupam i hydroksylowym i kwasu glukuronow ego 
mogą odpowiadać zachowane w ewolucji reszty Asp395 
oraz Gln396 [44], Zaproponowano, że ugrupow anie indo-

Rola metabolizmu irinotekanu z UGT została szerzej opisana w arty­
kule pt. "UDP-glukuronylotransferazy w metabolizmie detoksykacyj- 
nym i aktywacyjnym związków endogennych oraz ksenobiotyków" 
zamieszczonym w niniejszym numerze „Postępów Biochemii".

Rycina 7. Proponowany mechanizm reakcji glukuronidacji katalizowanej przez 
UGT1A6 (na podstawie [48]). His370 domeny C-końcowej oddziałuje z grupą 
fosforanową kosubstratu, Glu378 oddziałuje z grupą hydroksylową rybozy, na­
tomiast His38 i Aspl50 domeny N-końcowej są odpowiedzialne za deprotonację 
aglikonu. (1) His38 dzięki oddziaływaniom z sąsiadującą Aspl50 odpowiedzial­
na jest za deprotonację aglikonu. (2) Inny mechanizm, również uwzględniający 
kluczową rolę tych reszt zakłada, że to Aspl50 uczestniczy w deprotonacji sub­
stratu, a His38 oddziałuje z nim i determinuje tym samym specyficzność enzymu.
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lowe Trp353, grupa karbonylowa i am inowa Leu354 oraz 
łańcuch boczny Arg335 mogą uczestniczyć w stabilizacji 
uracylu [45].

Uzyskanie pierwszej struktury krystalicznej fragmentu 
UGT2B7 człowieka [10], a następnie w prow adzenie mutacji 
punktow ych w obrębie tej struktury oraz jej porównanie do 
wcześniej poznanych białek z rodziny glikozylotransferaz 
pozwoliło ustalić, które reszty am inokwasowe uczestniczą 
w oddziaływaniach z poszczególnymi grupam i funkcyjny­
mi UDPGA. Resztami UGT2B7 tworzącymi wiązania w o­
dorowe z grupam i fosforanowymi kosubstratu są Thr373 i 
His374, za oddziaływania z grupam i hydroksylowymi ry- 
bozy odpowiadają Asp398 i Gln399. Szczególnie istotna dla 
wiązania kosubstatu przez enzymy UGT, również z rodzi­
ny UGT1A, wydaje się reszta Asp398, ponieważ wykazano 
całkowitą utratę aktywności UGT2B7, UGT1A6 i UGT1A10 
po mutacji właśnie tej reszty. Postuluje się, że reszty am ino­
kwasowe dom eny N-końcowej również uczestniczą w sta­
bilizacji UDPGA poprzez oddziaływanie Arg49 i Arg259 z 
ujemnie naładow aną grupą karboksylową rybozy [11],

WIĄZANIE AGLIKONU

W w iązaniu aglikonu uczestniczy dom ena N-końcowa, 
którą charakteryzuje większy, w  porów naniu do dom e­
ny C-końcowej, stopień zmienności, co praw dopodobnie 
umożliwia metabolizm szerokiej gamy substratów enzy­
mów UGT. Są nimi zazwyczaj związki o strukturze pierście­
niowej, aromatyczne, wysoce hydrofobowe, a naw et lipidy. 
Przypuszcza się, że reszty 140 — 240 mogą być pomocne w 
dotarciu silnie lipofilowym substratom  do miejsca aktyw ne­
go enzym u [46],

Najbardziej praw dopodobnym  obszarem uczestniczą­
cym w oddziaływaniach z aglikonem w śród enzymów z 
podrodziny UGT1A są reszty 36-40, wśród których najważ­
niejszą funkcję odgryw a His38 (Ryc. 7). Jest to aminokwas 
obecny w  tym  miejscu we wszystkich białkach podrodzi­
ny, z wyjątkiem UGT1A4, w  którym  zastąpiony jest przez 
Pro40. Rola reszty histydyny polega na deprotonacji grupy 
hydroksylowej substratu. Drugą kluczową resztą domeny 
N-końcowej jest Aspl50, która powoduje deprotonację resz­
ty histydyny [45,47]. Inny mechanizm również uwzględnia­
jący kluczową rolę tych reszt zakłada, że to A spl50 uczest­
niczy w deprotonacji substratu, a His38 oddziałuje z nim

Tabela 1. Oddziaływania pomiędzy UDP-glukuronylotransferazami.

Tabela 2. Rozmieszczenie w tkankach poszczególnych izoenzymów UGT.

Izoenzymy
Rodzaj

oddziaływań
Lit.

UGT1A1 UGT1A1
homodimeryzacja,
homotetrameryzacja

22,24

UGT1A6/7
nie
zidentyfikowano

dimeryzacja,
tetrameryzacja

23

UGT1A UGT2B1 heterodimeryzacja 25

UGT1A UGT2B7 heterodimeryzacja 28

UGT2B1 UGT2B1 homodimeryzacja 26

UGT2B7 UGT2B7 homodimeryzacja 28

UGT1A UGT1A homodimeryzacja 27

UGT2B21 UGT2B22 heterodimeryzacja 30,31

i determinuje tym sam ym  specyficzność enzym u [47,48]. 
Dodatkowo resztami, które zidentyfikowano jako kluczowe 
dla aktywności UGT1A10 są Phe90 i Phe93, które stabilizują 
aglikon poprzez oddziaływania warstw ow e [49], W śród en­
zym ów drugiej podrodziny, UGT2B, znaczenie katalitycz­
ne ma aromatyczna reszta w  pozycji 33: fenyloalaniny dla 
UGT2B4 i tyrozyny dla UGT2B7 [50].

KOLEJNOŚĆ WIĄZANIA KOSUBSTRATU I AGLIKONU

Mechanizm katalityczny enzymów, które wykorzystują 
dw a substraty (UDPGA oraz aglikon w  przypadku UGT) 
może zostać sklasyfikowany jako sekwencyjny, w  którym  
obydw a substraty m uszą utworzyć z enzym em  kompleks 
trzeciorzędowy, lub jako tzw. typ ping-pong, gdzie przynaj­
mniej jeden z substratów jest w iązany po uwolnieniu pierw ­
szego z produktów. W iadomo, że UDP-glukuronylotransfe- 
razy należą do pierwszej z wym ienionych grup. Dodatko­
wo wyniki badań nad kolejnością wiązania poszczególnych 
substratów do enzym u skłaniają do stwierdzenia, że jest 
ona nieprzypadkowa, przy czym UDPGA jako pierwsze 
oddziałuje z enzymem. Potwierdzają to doświadczenia z 
wykorzystaniem  8 rekom binantowych enzym ów człowieka 
z podrodziny UGT1A [51].

PODSUMOWANIE

Podobnie jak cytochromy P-450 — UGT-glukuronylo- 
transferazy pełnią główną rolę w  szlakach metabolicznych 
zarówno substancji endogennych jak i ksenobiotyków. 
Mimo odmiennych m echanizmów ich aktywności katali­
tycznej oba białka są dość silnie zakotwiczone w lipofilo-
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Miejsce syntezy 
białka

Izoenzym

UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6, UGT1A9,
wątroba UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B11, 

UGT2B15, UGT2B17, UGT2B28

UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6,
jelito cienkie UGT1A8, UGT1A10, UGT2B4,

UGT2B7, UGT2B10, UGT2B15

jelito grube
UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6,
UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10, UGT2B7

przełyk, żołądek,
UGT1A1, UGT1A5, UGT1A6, 
UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9,

płuca UGT1A10, UGT2B4, UGT2B15

nerki
UGT1A6, UGT1A8, UGT1A9,
UGT1A10, UGT2B7

śluzówka nosa UGT1A6, UGT1A7, UGT2A1

prostata UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17

błona śluzowa macicy
UGT1A1, UGT1A3, UGT1A8, 
UGT1A9, UGT1A10, UGT2B7

jajnik UGT1A9, UGT2B4, UGT2B15, UGT2B17

mózg
UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6,
UGT2A1, UGT2B7

UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A8,
pierś UGT1A9, UGT1A10, UGT2B4, UGT2B7,

UGT2B11, UGT2B15, UGT2B28
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w ym  środowisku błon siateczki śródplazmatycznej. Co 
więcej, ich centra aktywności dostosowane są do substra­
tów o niskiej polarności i dzięki różnorodności form izoen- 
zym ów charakteryzują się bardzo szeroką specyficznością 
substratową. Cechy te umożliwiają obu enzym om  funkcję 
katalizatorów szerokiego zakresu reakcji prowadzących do 
detoksykacji endo- i egzogennych związków lipofilowych.2
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ABSTRACT
UDP-glucuronyltranferase isoenzymes, UGTs, are responsible in mammals for conjugation of glucuronic acid generated by UDPGA with 
aglicon. UDPGA is bound to the appropriate group of I phase metabolite or, occasionally, to the native compound. As a result, the aglicon 
polarity increases, excreatable product in human urine is formed and, in turn, toxic effects are reduced. UGT protein structure consists of 2 
domens. N-terminal catalyses of aglicon binding, whereas, C-terminal controls the addition of uridine-5'-diphosphoglucuronic acid. UGTs 
are anchored in endoplasmic reticulum, ER, by transmembrane fragment of C-terminal domain. The membrane location results in the latency 
of enzyme activity and demands specific transporters for cofactor as well as for conjugation products. There are NST and AT£R, respectively. 
UDP-glucuronyltransferases exist usually as homo- and heterodimers, some of them are tetramers. 19 human UGT proteins are described 
by 3 gene subfamilies, UGT1A, UGT2A and UGT2B, which are expressed preferentially in the liver, but also in stomach, lung and intestine 
epithelium.
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UDP-glukuronylotranferazy w metabolizmie detoksykacyjnym 
i aktywacyjnym związków endogennych oraz ksenobiotyków

STRESZCZENIE

G lukuronidacja jest główną drogą koniugacji w szlakach metabolizmu i wydalania 
związków endogennych oraz ksenobiotyków. Reakcja ta jest katalizowana przez UDP- 

glukuronylotransferazy (UGT), dla których substratami są bilirubina, hormony steroidowe, 
tyroidowe i kwasy żółciowe oraz związki egzogenne, w tym leki, związki kancerogenne, 
chemiczne zanieczyszczenia środowiska i składniki żywności. Z terapeutycznego punktu 
widzenia szczególnie istotny jest udział UGT w biotransformacji leków, w tym leków prze- 
ciwnowotworowych. Wiadomo, że występują znaczne różnice osobnicze w zdolności do ko­
niugacji z kwasem glukuronowym, co spowodowane jest polimorfizmem genów podrodzin 
UGT1A i UGT2B. Zazwyczaj reakcja glukuronidacji prowadzi do dezaktywacji ksenobioty­
ków i umożliwia wydalanie hydrofitowych koniugatów, co powoduje obniżenie ich toksycz­
ności. Jednak poznano szereg glukuronidów, m.in. glukuronidy acylowe kwasów karboksy­
lowych, 6-O-glukuronid morfiny i glukuronidy retinoidów, o reaktywności zachowanej lub 
podwyższonej w porównaniu ze związkiem wyjściowym. Wykazują one porównywalną lub 
silniejszą zdolność do wiązania się z cząsteczkami strukturalnymi w komórce, a w konse­
kwencji zachowaną lub podwyższoną toksyczność.

WPROWADZENIE

Sprzęganie z kwasem glukuronow ym  jest podstaw ow ą reakcją biotransfor­
macji ksenobiotyków i odpow iada za eliminację 40-70% związków egzogennych. 
UDP-glukuronylotransferazy (UGT) uczestniczą w  przeniesieniu fragm entu glu- 
kuronylowego z kosubstratu UDPGA na jedną lub kilka grup elektrofilowych 
akceptora o właściwościach hydrofobowych. Substraty o budow ie alkoholi alifa­
tycznych lub fenoli koniugowane są do eterów O-glukuronidowych, natomiast 
związki zawierające grupy karboksylowe tw orzą estry -  glukuronidy acylowe.
O -glukuronidy są najpowszechniejsze. Cząsteczki z ugrupow aniem  fenolowym 
i karboksylowym, takie jak kwas mykofenolowy lub diflunisal mogą być m eta­
bolizowane do obydw u typów glukuronidów. Glukuronidacja pierwszo-, d ru ­
go- i trzeciorzędowych amin prowadzi do utw orzenia N -glukuronidów. N ato­
miast poznano stosunkowo mało S- i C-glukuronidów (Tab. 1) [1].

T a b e la  1. Klasyfikacja leków metabolizowanych do glukuronidów ze względu na rodzaj powstającego ko- 
niugatu (na podstawie [1]).

O-glukuronidy C-glukuronidy N-glukuronidy S-glukuronidy

hydroksylowe karboksylowe karbonylowe
aminy, amidy, 
sulfonamidy

tiolowe

buprenorfina benoksaprofen feprazon amitriptylina disulfiram

chloramfenikol citalopram fenylbutazon chloropromazyna metimazol

kodeina kwas klofibrowy sulfinpirazon citalopram

diflunisal diklofenak fenoprofen klozapina

ezetymib diflunisal difenhydramina

lorazepam furosemid doksepina

morfina ibuprofen imipramina

kwas
mykofenolowy

moksyfloksacyna indinavir

oksazepam
kwas
mykofenolowy

ketotifen

paracetamol
kwas
nalidyksowy

lamotrygina

propofol naproksen meksyletyna

propranolol kwas salicylowy olanzapina

zydowudyna
kwas
walproinowy

tamoksyfen
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REGULACJA POZIOMU BILIRUBINY

UGT1A3

UGT1A10 UGT1A8

Rycina 1. Procentowy udział poszczególnych izoform UGT w metabolizmie le­
ków (na podstawie [3]).

Klasyczny pogląd stwierdzający, że białka z rodziny cy- 
tochrom ów P450 (CYP) są najważniejszymi enzymami m e­
tabolizującymi leki jest praw dziw y dla wielu związków. 
Jednak dla wielu innych, takich jak przeciwwirusowa zy- 
dow udyna, wcześniejsza transformacja oksydacyjna przez 
cytochromy nie jest konieczna przed glukuronidacją [2]. 
W śród 200 najpowszechniej przyjmowanych leków w USA 
w 2002 roku aż 35% znanych jest jako substraty UGT2B7, 
20% podlega reakcji N-glukuronidacji przez UGT1A4 i 
15% przez UGT1A1 (Ryc. 1). W porów naniu z liczbą leków 
m etabolizowanych przez CYP, pula leków usuw anych na 
drodze sprzęgania z kwasem  glukuronow ym  jest niewiel­
ka (około 1/7) [3]. Faktyczne znaczenie metabolizmu leków 
katalizowanych przez UGT jest jeszcze większe, ponieważ 
większość produktów  przem ian oksydacyjnych przez cyto­
chromy P450 jest substratem dla UDP-glukuronylotransfe- 
raz i jest przez nie sprzęgana. Pomijanie w  ubiegłych dzie­
sięcioleciach roli UGT wynikało często z braku identyfikacji 
struktur glukuronidów, które podczas izolacji metabolitów 
ulegały hydrolizie, tym sam ym  wskazując pozornie na zna­
czącą rolę CYP. W rzeczywistości ilość glikuronidów, w  za­
leżności od różnic osobniczych, może znacznie przekraczać 
ilość metabolitów I fazy, jak ma to miejsce w przypadku 
w arfaryny [4],

METABOLIZM KATALIZOWANY PRZEZ UGT1A11

W śród enzym ów rodziny UGT1 najwyższą ekspresję w 
wątrobie wykazano dla enzym u UGT1A1 [5]. Aktywność 
tej izoformy doceniono głównie ze względu na metabo­
lizm szeregu związków endogennych, głównie bilirubiny
[6,7], estrogenów [8], horm onów tyroidowych [9], UGT1A1 
odpow iedzialna jest też za glukuronidację około 15% naj­
częściej przepisyw anych leków [10], głównie pochodnych 
fenolu (irinotekan, paracetamol, etopozyd, naltrekson, bu- 
prenorfina) [11], UGT1A1 jest też najważniejszym obiektem 
badań w śród UDP-glukuronylotransferaz ze względu na 
polimorfizm kodujących ją genów i dużą częstość występo­
wania mutacji prowadzących do niefunkcjonalnego białka.

Ze względu na fakt, że UGT1A1 jest odpow iedzialna za 
glukuronidację bilirubiny in vivo, różnice fenotypowe w y­
stępujące w  konsekwencji zmienionej ekspresji i aktywności 
tego białka są łatwe do obserwacji. Bilirubina, o strukturze 
przedstawionej na rycinie 2, jest produktem  oksydacyjne­
go metabolizmu hemu, generow anym  podczas naturalnych 
przem ian hemoglobiny, mioglobiny czy białek rodziny cy- 
tochromów P450, na poziomie 250-400 m g / dzień. Jej słaba 
rozpuszczalność w  wodzie ogranicza możliwość w ydala­
nia z organizm u w pierwotnej formie. Tworzony w  w ątro ­
bie glukuronid bilirubiny, powstający poprzez estryfikację 
dwóch grup karboksylowych reszt kw asu propionow ego 
jest wydzielany do żółci poprzez aktywność transporterów  
anionowych zależnych od ATP [12]. Zwiększony poziom 
bilirubiny w surowicy w  formie niesprzężonej z kwasem  
glukuronow ym  jest przyczyną żółtaczki oraz grupy chorób 
dziedzicznych określanych jako hiperbilirubinemie. Naj­
łagodniejszą z nich jest syndrom  Gilberta, występujący u 
6-12% populacji, w  którym  poziom bilirubiny w surowicy 
jest nieznacznie podwyższony, co nasila się podczas spotę­
gowanej hemolizy [7], N atom iast syndrom y Criglera-Najja- 
ra I i II (CN-I, CN-II) są rzadkimi, ale groźnymi zaburze­
niami, wynikającymi z bardzo niskiej lub niewykrywalnej 
aktywności UGT1A1. Poziom bilirubiny w  surowicy pa ­
cjentów z CN-I utrzym uje się zazwyczaj na poziomie po ­
wyżej 350 (iM przy bardzo niskim poziomie koniugatu w 
żółci, co nieleczone prow adzi do śmierci. CN-II jest łagod­

1 Strukturę i mechanizm działania enzymów UGT opisano w artykule 
pt „UDP-glukuronylotransferazy -  białka siateczki śródplazmatycznej. 
Struktura, mechanizm działania" zamieszczonym w niniejszym nume­
rze „Postępów Biochemii".

bilirubina tyroksyna

a-naftol kwas antraflawinowy kwercetyna

Rycina 2. Wybrane endo- i egzogenne substraty izoenzymu UGT1A1. Strzałkami 
zaznaczno miejsca w strukturze, w których zachodzi reakcja metaboliczna.
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niejszą hiperbilirubinemią -  poziom bilirubiny w  surowicy 
nie przekracza 350 |iM, a wartość tą można obniżyć podając 
fenobarbital. Dodatkowo w  żółci wykrywalne są mono- a 
naw et diglukuronidy [13].

Poznano do tej pory ponad 60 mutacji punktowych, dele- 
cji i insercji, w wyniku których obserwuje się obniżoną ak­
tywność UGT1A1 [14]. W populacji kaukaskiej najczęściej 
(10-20%) występują zmiany w regionie prom otorow ym  
genu kodującego enzym UDP-glukuronylotransferazy 
(UGT1AI*28) prowadzące do objawów syndrom u Gilber­
ta. Mutacja UGT1A1*28 polega na insercji A(TA)nTAA do 
sekwencji TATA, co powoduje najczęściej w zrost ilości po­
w tórzeń TA z n=6 do n=7. Inne rzadziej występujące allele to 
UGT1A1*33, gdzie n=5 i UGT1A1*34, gdzie n=8. Wszystkie 
te różnice z wyjątkiem allelu UGT1A1*33 redukują aktyw ­
ność prom otora UGT1A1 (a tym samym zawartość białka 
w komórkach wątroby) o około 30% [15]. U pacjentów do­
tkniętych CN-I wykryto mutacje genu UGT1 w e w spółdzie­
lonych eksonach 2, 3, 4 i 5 oraz mutacje eksonu pierwszego 
(1A1), tj. Cys280—>Stop(840C—>A) i Gly276Arg(826G-»C) 
[12]. W ybrane warianty polimorficzne genu UGT1A1 zebra­
no w tabeli 2.

METABOLIZM HORMONÓW TYROIDOWYCH

H orm ony tyroidowe są wydzielane przez tarczycę pod 
ścisłą kontrolą tyreotropiny na zasadzie ujemnego sprzęże­
nia zwrotnego. Prohorm on tyroksyna, T4, (Ryc. 2) podlega 
dejodynacji w pierścieniu zewnętrznym  do trójjodotyroni- 
ny, T3, a także w pierścieniu w ew nętrznym  do nieaktyw ne­
go metabolitu rT3. Oprócz tych procesów horm ony tarczy­
cy podlegają mechanizmom sprzęgania z glukuronianem  i 
siarczanami. Rola glukuronidacji horm onów tarczycy pole­
ga więc na przywracaniu ich fizjologicznego stężenia. Tak 
więc zaburzenia procesów sprzęgania będą podwyższać 
aktywność hormonów, powodując szereg powikłań np. po­
większenie tarczycy. Porównanie aktywności UGT pocho­
dzącej z wątroby osób zdrowych z UGT osób z syndrom em  
CN oraz UGT z mikrosomów nerki wykazało, że UGT1A1

Tabela 2. Wybrane warianty polimorficzne genu UGT1A1 zmieniające aktywność 
enzymu (na podstawie [1,14,20]).

Allel Zmiana nukleotydu Polimorfizm

UGT1A1*1 typ dziki typ dziki

UGT1A1*6 221G—>A G71R

UGT1A1*7 1456T—*G Y486D

UGT1A1*14 826G—+C G276R

UGT1A1*25 840C—>A C280X

UGT1A1*27 686C—>A P229Q

UGT1A1*28 A(TA)7TAA
obniżenie
aktywności
promotora

UGT1A1*33 A(TA)5TAA
podwyższenie
aktywności
promotora

UGT1A1*34 A(TA)8TAA
obniżenie
aktywności
promotora

Rycina 3. Transformacja irinotekanu prowadząca do powstania reaktywnego 
metabolitu SN-38 i jego glukuronidu. (1) Karboksyestrazy hydrolizują wiązanie 
estrowe w cząsteczce irinotekanu, co prowadzi do utworzenia metabolitu o oko­
ło 200-krotnie wyższej aktywności, który następnie (2) jest sprzęgany z kwasem 
glukuronowym w pozycji 10-OH głównie przez UGT1A1. Przy niewydajnie pro­
wadzonej reakcji koniugacji, spowodowanej mutacjami genu kodującego enzym, 
przeważa hydroliza glukuronidu SN-38 katalizowana przez p-glukuronidazę (3), 
co uniemożliwia wydalenie intermediatu i prowadzi do toksyczności leku.

w raz z UGT1A9 odpowiedzialne są za glukuronidację T4 i 
rT3, ale nie Ty przy czym rT Jest substratem  preferencyjnie 
w ykorzystyw anym  przez oba izoenzymy. U ludzi, w  prze­
ciwieństwie do szczurów, T3 wydaje się podlegać tylko de­
jodynacji i sprzęganiu z siarczanem [9],

ZNACZENIE POLIMORFIZMU UGT1A1 W 
TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ

W śród pacjentów z syndrom em  Gilberta zaobserwowa­
no niższy poziom glukuronidacji leków takich jak paraceta- 
mol, tolbutam id czy lorazepam. Najszerzej zbadany został 
wpływ  allelu UGT1A1*28 na stopień glukuronidacji, a tym 
samym na obniżenie toksyczności, metabolitu irinotekanu 
o symbolu SN-38. Irinotekan jest pochodną kamptotecyny, 
który jako prolek jest metabolizowany przez karboksyeste- 
razy do aktywnego metabolitu SN-38 o właściwościach inhi­
bitora topoizomerazy I (Ryc. 3). UGT1A1 jest głównym izo- 
enzymem sprzęgającym SN-38 z kwasem  glukuronow ym  w 
pozycji 10 [16]. Stwierdzono, że osoby, u których występuje 
syndrom  Gilberta są bardziej narażone na skutki uboczne 
przyjmowania irinotekanu [17]. Praw dopodobnie obniżona 
aktywność prom otora genu UGT1A1 hamuje tworzenie glu­
kuronidu SN-38. Oprócz mutacji UGT1A1 28 potwierdzono
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też znaczenie dla częstości występowania ostrych powikłań 
mutacji (686C—*A) [18] i (3156G^A) [19].

Estrogeny to kolejna poza bilirubiną i tyroidami grupa 
endogennych substratów UGT1A1. Rozwój szeregu now o­
tw orów  może być m odulowany przez horm ony estroge­
nowe, zaś metabolizm tych horm onów  może mieć wpływ  
na ryzyko zachorowania. Produkt ekspresji genu UGT1A1 
obecny jest w  tkankach piersi, gdzie jest zaangażowany w 
tworzenie glukuronidu estradiolu oraz w liniach komór­
kowych raka piersi. Postulowano, że istnieje tam większa 
częstość występowania alleli (UGT1A1*28, UGT1A1*34) o 
niskiej aktywności transkrypcyjnej. Przypuszczenie to po­
twierdziły wyniki wskazujące, że wyższe stężenie estradio­
lu i estriolu występuje w  osoczu kobiet o niskiej aktywności 
allelu UGT. Istotna wydaje się też być rola katecholowych 
metabolitów estrogenów, które niewydajnie sprzęgane z 
UDPGA mogą być kancerogenami endogennym i [14,20].

KSENOBIOTYKI JAKO SUBSTRATY UGT1A1

Do związków metabolizowanych przez izoenzym 
UGT1A1 należą głównie pochodne fenolowe. Polifenolo- 
we pochodne kwasu galusowego, które są stosowane jako 
konserwanty, głównie ze względu na właściwości antyok- 
sydacyjne, są sprzęgane kilka razy szybciej niż bilirubina, 
przy czym  na szybkość reakcji ma wpływ długość łańcucha 
bocznego estru. Do substratów UGT1A1 należy też kwas 
benzoesowy i jego estry oraz alkilowe pochodne fenolu, 
czy naftolu. Glukuronidacja a-naftolu zachodzi szybciej niż 
P-naftolu. Jednak izoenzym ten nie katalizuje glukuronida­
cji fenoli podstawionych w pozycji orto, takich jak karwa- 
krol i tymol ani alkoholi alifatycznych jak borneol czy m en­
tol. Inna grupa substratów to antrachinony, które tworzą 
mono- i diglukuronidy z udziałem  grupy hydroksylowej w 
pozycji 2, 3 lub 6. Natomiast obecność grupy hydroksylo­
wej w  pozycji 4' zapewnia wysoki stopień glukuronidacji 
flawonoidów takich jak kwercetyna, fizetyna i naringenina 
[21]. Badania z wykorzystaniem  rekombinantowego izoen- 
zym u UGT1A1 człowieka pozwoliły określić, że opioidy są 
substratem  dla tego białka, przy czym buprenorfina, jeden 
z najbardziej lipofilowych analgetyków, jest metabolizo­
w ana przez ten enzym w przynajmniej 75%. Reaktywność 
względem  nalorfiny i naltreksonu jest mniejsza, zaś morfina 
jest jednym  z substratów o najsłabszym powinowactwie do 
UGT1A1 [22]. Wybrane leki będące substratami UGT1A1 
przedstaw iono w tabeli 3.

UDZIAŁ W METABOLIZMIE INNYCH 
IZOENZYMÓW UGT1A

IZOENZYM UGT1A3

UGT1A3 człowieka odpowiedzialna jest za glukuronida- 
cję estronu, 2-hydroksyestronu, N-hydroksy metabolitów 
2-acetyloaminofluorenu (AAF), a także kancerogennych 
pochodnych 6-OH i 12-OH benzo(a)pirenu [23]. Do sub­
stratów należą też opioidy, flawonoidy, kumaryny, antra­
chinony i małe cząsteczki o budow ie fenoli np. 4-nitrofenol. 
UGT1A3 katalizuje też, obok UGT1A4, N-glukuronidację 
amin pierwszo-, drugo- i trzeciorzędowych: 4-aminobifeny- 
lu, difenyloaminy, cyproheptadyny. Wśród leków m etabo­
lizowanych przez UGT1A3 należy wymienić związki o bu ­

dowie kwasów karboksylowych: niesteroidowe leki prze­
ciwzapalne (naproksen i ibuprofen) i fibraty (ciprofibrat) 
[24], UGT1A3 wykazuje specyficzność względem  grupy 
karboksylowej kwasów żółciowych, a najlepszym substra­
tem wśród tej grupy jest kwas litocholowy [25],

W iadomo, że w  egzonie 1 genu UGT1A3 występuje 6 m uta­
cji punktowych: Gln6—>Arg(17A—>G), T r p l l—>Arg(31T—>C), 
Arg45—>-Trp(133C—>T), V al47^A la(140T^C ), Glu27-»Glu 
(81G—>A), Alal59—>Ala(447A—>G), z których w ariant d ru ­
gi oraz drugi i czwarty podwyższają aktywność enzym u 
w zględem  estronu [26], W stosunku do flawonoidów trzy 
spośród 7 alleli wykazują znacząco niższą aktywność w 
porów naniu z typem  dzikim, zaś jeden podnosi wydajność 
glukuronidacji 4-krotnie [27],

Tabela 3. Wybrane przykłady stosowanych klinicznie leków (z wyłączeniem le­
ków przeciwnowotworowych), dla których wykazano, że są substratami rekom- 
binantowych enzymów rodzin UGT1A i UGT2B człowieka (na podstawie [1,11]).

Izoenzym Leki jako substraty

acetaminofen, buprenorfina, 
etynyloestradiol, ezetymib, furosemid, 
karwedilol, kwas niflumowy, nalorfina, 
naltrekson, retigabina, troglitazon

amitryptylina, buprenorfina, ciprofibrat, 
cyproheptadyna, diklofenak, ezetymib, 
fenoprofen, flurbiprofen, ibuprofen, 
imipramina, ketoprofen, ketotifen, kwas 
klofibrowy, kwas walproinowy, naproksen

amitryptylina, chlorpromazyna, cyproheptadyna, 
doksepina, imipramina, ketotifen, klozapina, 
olanzapina, posakonazol, retigabina

acetaminofen, diklofenak, kwas salicylowy, 
kwas walprionowy, metylodopa, propofol

kwas mykofenolowy

ciprofibrat, diflunisal, furosemid, kwas 
mykofenolowy, kwas klofibrowy, 
kwas walproinowy, nalokson, 
naltrekson, propofol, troglitazon

acetaminofen, diflunisal, diklofenak, entakapon, 
flawopirydol, flurbiprofen, furosemid, 
gemfibrozil, ibuprofen, ketoprofen, kotynina, 
kwas mefenamowy, kwas mykofenolowy, 
kwas niflumowy, naproksen, oksazepam, 
propofol, tolkapon, troglitazon

kwas mykofenolowy, kwas 
niflumowy, troglitazon

karwedilol, kodeina

benoksaprofen, buprenorfina, cyklosporyna A, 
diflunisal, diklofenak, entakapon, ezetymib, 
fenoprofen, flurbiprofen, gemfibrozil, ibuprofen,
indometacyna, karbamazepina, karwedilol, 
ketoprofen, kodeina, kwas klofibrowy, kwas 
mefenamowy, kwas walproinowy, morfina, 
nalorfina, naltrekson, naproksen, oksazepam, 
pitawastatyna, tolkapon, zydowudyna

diklofenak, entakapon, ezetymib, oksazepam 
(izomer S), rofekoksyb tolkapon

Wyróżniono leki, dla których dany izoenzym jest główną formą enzymu prowa­
dzącą sprzęganie do postaci glukuronidów.

UGT1A1

UGT1A3

UGT1A4

UGT1A6

UGT1A7

UGT1A8

UGT1A9

UGT1A10

UGT2B4

UGT2B7

UGT2B15
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IZOENZYM UGT1A4

W śród enzym ów podrodziny UGT1A izoforma UGT1A4 
jest jedną z najmniej poznanych. Wykazuje wysoką homo- 
logię sekwencji z UGT1A3 i podobnie jak ona jest aktywna 
w zględem  amin alifatycznych i aromatycznych [28], Oprócz 
amin, UGT1A4 katalizuje glukuronidację alkoholi monoter- 
penowych, sapogenin, androgenów i progestyn [29]. Do 
substratów  UGT1A4 należą też związki obecne w  dymie 
papierosowym: nikotyna, kotynina i pochodna nitrozoami- 
ny NNAL. W aspekcie klinicznym UGT1A4 istotna jest ze 
w zględu na metabolizm antydepresantów: am itryptyliny 
i im ipram iny oraz leków antypsychotycznych: klozapi- 
ny, olanzapiny czy chinonów przeciwmalarycznych [30]. 
Przypuszcza się, że jest jedynym  rekom binantow ym  izo- 
enzym em  katalizującym N-glukuronidację przeciwnowo- 
tworowego tamoksyfenu. Trans-4-hydroksy-tamoksyfen to 
aktyw ny metabolit tamoksyfenu o wyższym  pow inow ac­
twie w zględem  receptorów estrogenowych w porów naniu 
do wyjściowego związku i innych produktów  biotransfor- 
macji. W raz z izomerem cis jest w ydalany w formie N- i O- 
glukuronidu [31].

Doniesiono o 19 mutacjach punktow ych i 2 zmieniają­
cych ram kę odczytu genu UGT1A4. Spośród tych 21 mutacji 
8 prow adzi do zmiany aminokwasu, 5 to mutacje ciche a 
pozostałe 8 to mutacje w  regionach niekodujących. W arian­
ty Pro24—H hr i Leu48—Wal wykazują obniżoną aktywność 
w zględem  benzydyny, androsteronu i dihydrotestosteronu 
w porów naniu z typem  dzikim. N-glukuronidacja NNAL 
i jego prekursora 4-(metylo-nitrozoamino)-l-(3-pirydylo)-
1-butanonu, jednego z najsilniejszych kancerogenów dym u 
papierosowego, jest ważnym  szlakiem ich detoksykacji i 
zachodzi wydajniej u osób będących hom ozygotam i wzglę­
dem  allelu Pro24—>Thr [20],

IZOENZYM UGT1A6

UGT1A6 jest obok UGT1A1 główną izoformą UDP-glu- 
kuronylotransferaz występującą w wątrobie [32]. Zaangażo­
w ana jest przede wszystkim w glukuronidację fenoli i amin 
aromatycznych jak 1- i 2-naftyloaminy i ich N-hydroksy po­
chodnych [33], Do leków m etabolizowanych przez UGT1A6 
zaliczają się salicylany, antydepresanty, neuroleptyki i blo- 
kery p-adrenoreceptorów [14].

Dwie najwcześniej wykryte mutacje eksonu 1 genu 
UGT1A6: T h rl81^A la(541A ^G ) i Argl84^Ser(552A-+C) 
prow adzą do powstania białka o niższej aktywności wzglę­
dem  związków fenolowych, 3-O-metylo-DOPY, salicy­
lanu metylu i p-blokerów [34], Oprócz nich stw ierdzono 
też występow anie SNP w kodonie 7: Ser7—>Ala(19T—>G)
[35] oraz dwie mutacje w regionie 5'-regulatorowym: 
Arg90—>His(269G—>A) i Serl03^Stop(308C—A) [36], Rolę 
polimorfizmu UGT1A6 poznano w badaniach w pływ u 
przyjm owania aspiryny na ryzyko w ystąpienia gruczo- 
lakoraka okrężnicy [37,38]. Obecność allelu UGT1A6*2 
(541A—>G, 552A—>C) związana była ze zmniejszoną zacho­
rowalnością na gruczolakoraka wśród kobiet regularnie 
przyjmujących kwas acetylosalicylowy. Praw dopodobnie 
jest to związane z podwyższeniem  poziomu salicylanów 
na skutek obniżonej koniugacji aspiryny z UDPGA. Wia­
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domo, że kwas salicylowy hamuje syntezę prostaglandyny 
poprzez nieodwracalne ham owanie cyklooksygenaz, co 
w  efekcie może osłabiać proliferację komórek i pobudzać 
apoptozę.

IZOENZYM UGT1A7

W śród enzym ów podrodziny UGT1A jedynie UGT1A7, 
UGT1A8 i UGT1A10 nie podlegają syntezie w wątrobie [11]. 
Aktywność izoenzym u UGT1A7, obecnego w  żołądku oraz 
płucach, skierowana jest głównie na glukuronidację policy- 
klicznych w ęglowodorów aromatycznych oraz am in hete­
rocyklicznych, również tych obecnych w dymie papieroso­
w ym  [39,40]. Wraz z izoenzymami UGT1A8-1A10 bierze też 
udział w  detoksykacji kw asu mykofenolowego [41].

Stwierdzono występowanie 9 alleli genu UGT1A7 
(UGT1A7*1-UGT1A7*9), które są wynikiem  zmian następu­
jących reszt aminokwasowych: G ly ll5 —>Ser, A snl29—>Lys, 
A rgl31—>Uys, G lul39—>Asp i Trp208—>Arg [14]. SNP kodo- 
nów 129,131 i 208 tworzy w ariant UGT1A7*3, którego czę­
stość w ystępowania jest najwyższa i jednocześnie skorelo­
w ana z w ystępowaniem  w ariantu UGT1A1*28 [42], Rekom- 
binantowe białka UGT1A7*2-UGT1A7*4 wykazują obniżo­
ną aktywność katalityczną względem  3-, 7- i 9-hydroksy- 
benzo(a)pirenu, co sugeruje, że mutacje te odpowiadają za 
fenotyp wolno metabolizujący. Osoby będące hom ozygo­
tami w zględem  tych alleli mogą być narażone na wyższą 
szkodliwość policyklicznych w ęglowodorów aromatycz­
nych i nitrozoam in dym u papierosowego [43], Obecność al­
leli UGT1A7 warunkujących fenotyp wolno metabolizujący 
podw yższa ryzyko wystąpienia nowotworów: raka krtani
[44], raka wątroby wywołanego wirusem  HCV [45,46], raka 
odbytu [47], oraz raka trzustki [48] i raka płuc [49].

IZOENZYM UGT1A8

Aktywność pozawątrobowego enzym u UGT1A8 jest 
skierowana na szereg substratów endo- i egzogennych. 
UGT1A8 metabolizuje pochodne benzo(a)pirenu, głów­
nie 10- i 11-hydroksy, m utagenny metabolit N-OH-2- 
acetyloaminofluoren, chinolinę [50]. Do substratów egzo­
gennych należy też szereg flawonoidów i antrachinonów, 
leki takie jak ciprofibrat, furosemid, fenoloftaleina oraz 
opioidy, w śród których najwydajniej transformowany jest 
naltrekson. Substratami endogennym i UGT1A8 są oprócz 
estrogenów, androgenów  i kwasów żółciowych, metabo­
lizowanych też przez inne izoenzymy UGT, także kwasy 
retinowe, RA, które sprzęgane są jedynie przez UGT1A8 i 
UGT2B7. Poza tym, UGT1A8 wykazuje aktywność wzglę­
dem  grupy karboksylowej kwasu all-trans retinowego i 
pochodnych 5,6-epoksy-RA i 4-hydroksy-RA [51]. Rekom- 
binantowy UGT1A8 wykazuje, jako jedyny izoenzym UGT, 
zdolność m etabolizmu dihydroksytestosteronu, DHT, (Ryc. 
4) nie tylko do m onoglukuronidu, ale również diglukuro- 
nidu dihydroksytestosteronu, w którym  następuje koniu­
gacja dwóch reszt kwasu glukuronowego na jednej grupie 
hydroksylowej DHT w  pozycji C l7 [52].

Analiza sekwencji eksonu 1 UGT1A8 pozwoliła zidenty­
fikować 4 genotypy, z których jeden allel jest wynikiem ci­
chej mutacji w  kodonie 255, podczas gdy pozostałe prowa-
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Rycina 4. Metabolizm dihydrotestosteronu z udziałem izoenzymów UGT (na 
podstawie [52]). Jedynym izoenzymem katalizującym bezpośrednie tworzenie 
diglukuronidu dihydrotestosteronu jest UGT1A8. Alternatywnym szlakiem po­
wstawania tego metabolitu jest monoglukuronidacja, po której następuje przyłą­
czenie drugiej grupy glukuronozylowej do części cukrowej monoglukuronidu.

dzą do zm iany reszty aminokwasowej w  pozycji 173 i 277. 
Najczęściej występujące warianty UGT1A8*1 (Alal73) oraz 
UGT1A8*2 (Alal73—>Gly) nie wpływają znacząco na funkcję 
białka, podczas gdy UGT1A8*3 (Cys277—>Tyr) koduje biał­
ko o obniżonej aktywności katalitycznej w stosunku do me­
tabolitów hydroksy-benzo(a)pirenu i prostych fenoli [53]. 
Dodatkowo allel UGT1A8*3 jest czynnikiem ryzyka w y­
stąpienia raka odbytu. Również homozygoty UGTlA8*l/*3 
i UGTlA8*2/*3 są związane z w yższym  praw dopodobień­
stwem zachorowania na ten nowotwór, podczas gdy allel 
UGT1A8*1 jest czynnikiem prewencyjnym [54].

IZOENZYM UGT1A9

UGT1A9 odgryw a istotną rolę w  metabolizmie endogen­
nych horm onów  estrogenowych [55] i tyroidowych [9], jak 
również różnorodnych egzogennych związków chemicz­
nych i leków. Substratami są fenole, metabolity pirenu, 
aktyw ny metabolit irinotekanu, SN-38, propranolol [56]. 
UGT1A9 jest enzymem najwydajniej sprzęgającym acetami- 
nofen z kwasem glukuronow ym  [57] oraz głównym UGT 
zaangażow anym  w glukuronidację flawopirydolu w w ątro­
bie [58] (Tab. 3).

Zidentyfikowano ponad 15 haplotypów  wynikających 
z 20 mutacji genu UGT1A9. Substytucja Asp256—>Asn 
(766G—>A) powoduje obniżenie wydajności tworzenia glu- 
kuronidu SN-38 do jedynie 3,8% w stosunku do aktywności 
p roduktu  białkowego allela UGT1A9*1. Niższa aktywność 
w stosunku do SN-38, ale nie flawopirydolu, związana jest 
także z obecnością UGT1A9*3 (Met33—>Thr). Częstą mutacją 
regionu prom otorowego genu UGT1A9 jest insercja nukle- 
ozydu tym idynowego do fragm entu A(T)gAT, przy czym

prom otor A(T)10AT wykazuje ponad 2,5-krotnie wyższą ak­
tywność, zwiększając tym sam ym  syntezę białka [20].

IZOENZYM UGT1A10

Aktywność obecnego w przew odzie pokarm owym  
UGT1A10 została określona wobec cząsteczek lipofilowych, 
głównie kancerogenów, w tym  związków dostarczanych 
w raz z pożywieniem. Zaobserwowano m.in. wysoką wydaj­
ność glukuronidacji bioflawonoidów przez UGT1A10. Pre­
ferowanymi substratami z grupy flawonoidów są pochodne 
z grupą hydroksylową na atomie węgla C6 i C7 pierścienia 
A lub C4' pierścienia B. Obecność innych grup, szczególnie 
cukrowych, obniża aktywność [59]. W w arunkach in vitro 
UGT1A10 wykazuje najwyższą aktywność wśród białek 
rodziny UGT w stosunku do policyklicznych w ęglow odo­
rów aromatycznych [60] i am in heterocyklicznych, w  tym 
pochodnych im idazopirydyny [61]. Spośród kancerogen­
nych pochodnych benzo(a)pirenu i 2-acetyloaminofluore- 
nu, AAF, najlepszymi substratam i są 11- i 12-hydroksy B(a) 
P i 1-hydroksy AAF [48]. W hom ogenatach uzyskanych z 
komórek z podw yższoną zawartością białka UGT1A10 (na- 
dekspresja właściwego genu) zaobserwowano zachodzenie 
reakcji O-glukuronidacji NNAL ze wzm ożoną wydajnością 
[62].

W związku z tym, że UGT1A10 metabolizuje szeroką 
gamę kancerogenów istotne wydają się być między osob­
nicze różnice w aktywności tego białka. Spośród kilkuna­
stu mutacji punktowych, zm iana G lul39—>Lys (415G—>A) 
powoduje obniżoną aktywność [60,61]. Istotna wydaje 
się też zmiana w  kodonie 202 Thr—die (605C—>T), pow o­
dująca spadek wydajności glukuronidacji 7-hydroksy-4- 
trifluorokumaryny i 17(3-estradiolu o około 50% [63].

METABOLIZM Z UDZIAŁEM PODRODZINY UGT2B

Podrodzina enzym ów UGT2B, która obejmuje UGT2B4, 
2B7, 2B10, 2B11, 2B15, 2B17 i 2B28, doceniona została głów­
nie ze w zględu na przem iany steroidów, gdyż są one m e­
tabolizowane przez wszystkie UGT2B z wyjątkiem 2B10 i 
2B11. Istotny jest też wkład podrodziny UGT2B w detoksy­
kację ksenobiotyków, przy czym UGT2B7 jest najważniejszą 
ze wszystkich izoform UGT jeśli chodzi o liczbę metabolizo­
wanych leków (Ryc. 1)

IZOENZYM UGT2B4

Glukuronidacja kwasów żółciowych zachodzi prefe­
rencyjnie w  pozycji 6a-OH. UGT2B4 jest zaangażowany w 
przem iany tych pochodnych, w  tym kwasu hiodeoksycho- 
lowego, (Ryc. 5) zaliczanego do drugorzędowych kwasów 
żółciowych. Inne endogenne substraty takie jak 4-hydrok- 
syestron, 17-epiestriol i pochodne androsteronu są wspólne 
dla UGT2B4 i UGT2B7 [64,65]. Lekiem metabolizowanym 
przez UGT2B4 jest karwedilol (Tabela 3), który podlega 
sprzęganiu również wobec UGT1A1 i UGT2B7, ale jedynie 
wobec UGT2B4 powstają dw a glukuronidy tego leku [66].

Spośród kilku mutacji UGT2B4, wpływ obecności alle­
la UGT2B4*2 (Asp458—>Glu) został przebadany najszerzej. 
Nie stwierdzono jednak zm ian glukuronidacji kwasów żół­
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za-

ciowych, pochodnych fenolowych i katecholoestrogenów, 
ani ryzyka wystąpienia raka piersi powiązanych z mutacją 
UGT2B4 [20],

IZOENZYM UGT2B7

Ze w zględu na udział w  transformacji szerokiej gamy 
związków istotnych z klinicznego, fizjologicznego i toksy­
kologicznego punktu  widzenia, UGT2B7 jest najważniej­
szym izoenzymem podrodziny UGT2B i jednym  z najważ­
niejszych w śród wątrobowych UDP-glukuronylotransferaz 
(Ryc. 1). Aktywność UGT2B7 pozwala utrzymać hom eosta­
zę organizm u, ponieważ skierowana jest na glukuronidację 
androsteronu, epitestosteronu, estronu, estradiolu i kate- 
cholowych pochodnych estrogenów oraz kw asów  tłusz­
czowych. W ybrane substraty tego enzym u przedstaw iono 
na ryc. 5. O dgryw a on też kluczową rolę w detoksykacji 
kwasów żółciowych i może chronić przed tworzeniem  po­
tencjalnych kancerogenów takich jak chinonowe pochodne 
estrogenów [65,67]. Innymi endogennymi substratam i są 
mineralo- i glukokortykoidy: aldosteron i jego metabolity 
oraz tetrahydrokortyzon [68]. Dodatkowo UGT2B7 katali­
zuje koniugację głównych klas farmaceutyków takich jak 
analgetyki, niesteroidowe leki przeciwzapalne, NLPZ, leki 
przeciw w irusowe (Tabela 3) oraz przeciwnowotworowe 
(Tabela 4). Do najlepiej poznanych substratów UGT2B7 za­
licza się morfinę, której 3-O-glukuronid jest wynikiem  re­
akcji katalizowanej też przez UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6 
i UGT1A8-10 oraz 6-O-glukuronid powstający tylko wobec 
UGT2B7 [11]. W śród NLPZ do najszybciej m etabolizowa­
nych substratów  należą diklofenak [69], flurbiprofen [70], 
ibuprof en i ketoprofen [71]. UGT2B7 jest jedynym  izoen­
zymem odpowiedzialnym  za glukuronidację antybiotyku 
przeciwnowotworowego epirubicyny [72] oraz pochodnej 
nukleozydu o właściwościach inhibitora odwrotnej trans- 
kryptazy w irusa HIV, 3'-azydo-3'-deoksytymidyny, AZT
[1], Poza tym wykazuje najwyższą aktywność w śród en­
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zymów metabolizujących chloramfenikol do 3-0- i 1-0- 
glukuronidów [73].

Transwersja 802C—>T prowadząca do zmiany
His268—>Tyr jest najpowszechniej występującą mutacją SNP 
genu UGT2B7. Częstotliwość alleli UGT2B7*1 i UGT2B7*2 
wśród populacji kaukaskiej jest mniej więcej jednakowa, a 
ich wpływ na profil metaboliczny został szeroko zbadany. 
Allel *2 wykazał właściwości katalityczne zbliżone do alle- 
la*l w  stosunku do steroidów, opioidów, mentolu, propra- 
nololu, oksazepam u i epirubicyny. W ariant UGT2B7*1 w y­
daje się być bardziej aktywny jedynie w  stosunku do NNAL 
i zydow udyny [14,20],

Tabela 4. Wybrane związki o właściwościach przeciwnowotworowych oraz kan­
cerogennych będące substratami izoenzymów UGT (na podstawie [20]).

Substrat o właściwościach: |

Izoenzym
przeciwnowo­

tworowych
kancerogennych j

UGT1A1

SN-38, etopozyd, 
galusan
epigalokatechiny,
flawopirydol,
flutamid

estron, estradiol, 
hydroksylowe i 
metoksylowe pochodne 
estronu i estradiolu

UGT1A3 genisteina

estron, estradiol, 
hydroksylowe i 
metoksylowe pochodne 
estronu i estradiolu

UGT1A4 tamoksifen
benzydyna, kotynina, 
nikotyna, pochodne 
nitrozoaminy

UGT1A6 flutamid polichlorowane bifenyle

UGT1A7 SN-38,
aminy heterocykliczne, 
policykliczne węglowodory 
aromatyczne

UGT1A8
chryzyna,
kwercetyna,

benzo(a)piren, estron, 
estradiol, hydroksylowe 
i metoksylowe pochodne 
estronu i estradiolu

UGT1A9
SN-38, flawopirydol, 
raloksifen

N-hydroksy-2-AAF, 
benzydyna, kotynina, 
nikotyna,, estron, 
estradiol, hydroksylowe 
i metoksylowe pochodne 
estronu i estradiolu

UGT1A10 SN-38, raloksifen,

benzo(a)piren, estron, 
estradiol, hydroksylowe 
i metoksylowe pochodne 
estronu i estradiolu

UGT2B4
4-hydroksyestron, 
androsteron, hydrokotynina

UGT2B7
epirubicyna,
famezol

kwasy trans-retinowe, 
estron, estradiol, 
hydroksylowe i 
metoksylowe pochodne 
estronu i estradiolu, 
hydroksykotynina, 
benzydyna, pochodne 
nitrozoaminy

UGT2B15
tamoksifen,
flawonoidy

steroidy płciowe,
hydroksykotynina,
dihydrotestosteron

UGT2B17
flawonoidy,
antrachinony

androgeny

55

epitestosteron kwas hiodeoksycholowy

Rycina 5. Wybrane substraty UGT2B7 o znaczeniu fizjologicznym. Strzałkami 
znaczno miejsca w strukturze, w których zachodzi reakcja metaboliczna.
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IZOENZYM UGT2B15

UGT2B15, początkowo zidentyfikowany jako enzym za­
angażowany w glukuronidację steroidów androgennych
[74], jest enzymem z podrodziny UGT2B prowadzącym  naj­
wydajniejsze sprzęganie głównego metabolitu dihydroksy- 
testosteronu — 3a-diolu [75]. Poza tym rekombinantowy 
ludzki UGT2B15 selektywnie katalizuje glukuronidację cis-
4-hydroksytamoksyfenu [76], czy inhibitora prostaglandy- 
ny, COX-2, 5-hydroksyrofekoksybu [77], Jest też najbardziej 
aktywny spośród rekombinantowych białek UDP-glukuro- 
nylotransferazy w  stosunku do bisfenolu A [78] i jako je­
dyny prow adzi stereoselektywne sprzęganie S-oksazepamu 
[79].

Najważniejszą zmianą w regionie kodującym genu 
UGT2B15, mającą wpływ na aktywność produktu białko­
wego, jest podstawienie Asp86—>Tyr. Z jednej strony po­
woduje ona 5-krotne obniżenie aktywności w stosunku do
5-oksazepamu u homozygot względem  allela UGT2B15*2 w 
porów naniu do wariantu UGT2B15*1 [80], Z drugiej strony 
w ariant UGT2B15*1 wykazuje niższą aktywność glukuroni- 
dacji 17(3-hydroksyandrogenów, a jego występowanie nie­
sie 3-krotnie większe ryzyko zachorowania na raka prostaty 
[14,20].

REAKTYWNE PRODUKTY GLUKURONIDACJI

Jak wspom niano wcześniej rolą reakcji glukuronidacji 
jest obniżenie aktywności biologicznej wyjściowego agli-

konu poprzez obniżenie jego reaktywności, z jednocze­
snym  wzrostem  polarności, co w efekcie ułatwia w ydala­
nie tych koniugatów poprzez nerki. Niemniej jednak zna­
ne są przykłady glukuronidów, których toksyczność jest 
wyższa niż wyjściowych aglikonów. Zaliczane są do nich 
dwie klasy koniugatów o charakterze elektrofilowym: N- 
O-glukuronidy kwasów hydroksam ow ych (N-hydroksy- 
N-acetyloaryloamin) i glukuronidy acylowe kwasów kar­
boksylowych, przedstaw ione odpow iednio na rycinie 6A i 
6D. Inne przykłady koniugatów, posiadających wyższą ak­
tywność w porów naniu do związków wyjściowych, to glu- 
kuronid morfiny, 6-O-glukuronid (Ryc. 6B), glukuronidy 
retinoidów (Ryc. 6C) oraz pochodne estrogenów, zarówno 
naturalnych jak i syntetycznych (Ryc. 6E) [81].

N-O-GLUKURONIDY KWASÓW HYDROKSAMOWYCH

N-O-glukuronidy kwasów hydroksam ow ych są pierw ­
szą grupą glukuronidów, dla której zaobserwowano pod ­
wyższoną aktywność biologiczną. N-O-glukuronid jest 
charakterystycznym koniugatem, w  którym  anomeryczny 
atom  węgla kwasu glukuronowego związany jest z atom em  
tlenu grupy N-hydroksylowej. Przykładem  związku, któ­
ry wykazuje reaktywność w stosunku do nukleofili obec­
nych w komórce, takich jak metionina, tryptofan i guano- 
zyna, jest glukuronid N-hydroksy-2-acetyloaminofluorenu 
(Ryc. 6A) [82], główny metabolit 2-AAF obecny w moczu, 
wykazujący równie silny efekt kancerogenny, jak związek 
wyjściowy. Specyficzność oddziaływ ań z DNA tego koniu- 
gatu skierowana jest na guanozynę, a wiązanie ma miejsce

w pozycji N 2 lub C8 guanozyny 
poprzez mechanizm w ym aga­
jący heterolitycznego rozpadu z 
utw orzeniem  jonu N-acetylo-N- 
aryloaminylowego (Ryc. 7) [83]. 
N -O-glukuronid 2-AAF jest po ­
chodną wykazującą najwyższą 
reaktywność spośród związków 
należących do glukuronidów 
kwasów hydroksamowych, choć 
wiadomo, że reaktywne m etabo­
lity powstawać mogą też w  cza­
sie biotransformacji 4-aminobife- 
nylu [84] i benzydyny [85].

GLUKURONIDY ACYLOWE 
KWASÓW KARBOKSYLOWYCH

Drugą grupą glukuronidów 
wykazujących charakter elektro- 
filowy są glukuronidy acylowe, 
które tworzone są w reakcji es- 
tryfikacji kwasów karboksylo­
wych z grupą a-hydroksylową 
kwasu glukuronowego. Znacze­
nie tych pochodnych w ujęciu 
toksyczności jest o wiele w aż­
niejsze niż N-O-glukuronidów, z 
pow odu dużej liczby powszech­
nie przyjmowanych leków, które 
są kwasami karboksylowymi. 
W śród nich znajdują się między 
innymi niesteroidowe leki prze­

Rycina 6. Przykłady związków podlegających bioaktywacji w wyniku reakcji glukuronidacji. A: N-hydroksy-2- 
acetyloaminofluoren, B: morfina, C: kwasy trans-retinowe, D: kwasy karboksylowe, E: estrogeny. Strzałkami zaznaczono 
grupy podlegające glukuronidacji.
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ciwzapalne (NLPZ), leki zmniejszające stężenie cholestero­
lu i trój glicerydów we krwi, klofibrat, oraz leki przeciwdr- 
gawkowe, kwas walproinowy (Ryc. 6D). Reakcja glukuro­
nidacji ma także w pływ  na stężenie istotnych fizjologicznie 
kwasów karboksylowych pochodzenia endogennego, m.in. 
bilirubiny. Przyjmowanie NLPZ i innych leków o budow ie 
kwasów karboksylowych jest związane z wieloma efektami 
cytotoksycznymi, kancerogen­
nym i czy efektami uczulenio­
wymi, co po części przypisuje 
się tw orzonym  przez te związki 
reaktyw nym  glukuronidom  [86].

Rycina 7. Metabolizm N-hydroksy- 
2-acetyloaminofluorenu prowadzący 
do utworzenia reaktywnego meta­
bolitu, a następnie adduktu z guano- 
zyną. (1) Tworzenie glukuronidu 
N-hydroksy-2-AAF jest wynikiem 
reakcji katalizowanej przez UGT1A6 
oraz UGT2B7. (2) W warunkach pH<7 
z glukuronidu powstaje jon N-acetylo- 
N-aryloaminylowy, który wiąże się z 
atomem C8 lub N2guanozyny (3).

iny, a powstające addukty 
zawierają tylko fragment 
aglikonowy glukuronidu. 
Kolejny szlak przem ian to 
przegrupow anie wewnątrz- 
cząsteczkowe glukuroni- 
dów, prowadzące do migra­

cji grupy acylowej z węgla C-l na C-2, a dalej kolejno na C-3 
i C-4. Powstają w  ten sposób izomery odporne na działanie 
enzym u (3-glukuronidazy hydrolizującej koniugaty. Reakcje 
te są szczególnie istotne, gdyż w ich wyniku, po otwarciu 
pierścienia kwasu glukuronowego, tworzą się substraty dla 
reakcji glikacji z udziałem  grup am inowych lizyny. Glikacja

Reaktywność glukuronidów 
acylowych wynika z elektrofi- 
lowego charakteru grupy kar- 
bonylowej, co może prowadzić 
do reakcji hydrolizy, transacy- 
lacji oraz przegrupow ania we- 
wnątrzcząsteczkowego (Ryc. 8). 
Najprostszą reakcją jest reakcja 
hydrolizy, prow adząca do uwol­
nienia aglikonu. Podatność na 
reakcję hydrolizy jest uważana 
za istotną przyczynę przedłu ­
żonego okresu półtrwania nie­
których niesteroidowych leków 
przeciwzapalnych w warunkach 
zaburzonego wydalania metabo­
litów z kwasem  glukuronowym, 
np. u osób z zaburzeniami pra­
cy nerek lub wątroby. Drugim 
typem  reakcji glukuronidów 
acylowych jest transacylacja, w 
której karbonylowy atom w ę­
gla glukuronidu może wiązać 
się z nukleofilowymi elemen­
tami struktury białek, jakimi są 
e-aminowe grupy reszty lizyny, 
grupa fenolowa reszty tyrozyny 
oraz grupa tiolowa reszty cyste-

Rycina 8. Mechanizmy prowadzące do 
indukcji uszkodzeń DNA i białek przez 
glukuronidy kwasów karboksylowych (na 
podstawie [86]).
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skutkuje obecnością zarówno aglikonu jak i szkieletu cukro­
wego w tworzonych adduktach [81].

Stosunkowo niedaw no wykazano, że również nukleozy- 
dy DNA, a nie tylko białka, mogą stanowić cel m olekular­
ny dla glukuronidów  acylowych. Badania in vitro potw ier­
dziły, że glukuronidy gemfibrozilu i kwasu klofibrowego 
tw orzą addukty  z DNA, w przeciwieństwie do związków 
wyjściowych [87], Na podstawie reaktywności glukuroni­
dów acylowych względem  białek, a także bezpośrednich 
oddziaływ ań monosacharydów z białkami i DNA zapropo­
nowano cztery potencjalne drogi prowadzące do indukcji 
uszkodzeń DNA przez te koniugaty (Ryc. 8) [86]. Jednym z 
m echanizm ów może być transacylacja w  wyniku oddziały­
wań zaktywowanej formy kwasu karboksylowego z pury- 
nami i p irym idynam i DNA. A lternatywną drogą jest w spo­
mniana wcześniej glikacja z aminami pierwszorzędowymi, 
skutkująca tworzeniem imin i produktów  przegrupow ania 
Amadoriego. Te z kolei, w  obecności 0 2 i metali przejścio­
wych mogą tworzyć złożone końcowe produkty glikacji i 
związki dikarbonylowe. Zakładając, że glukuronidy acy- 
lowe posiadają tak jak glukoza zdolność do autooksydacji, 
możliwym  mechanizmem jest też indukcja oksydacyjnych 
uszkodzeń DNA.

6-O-GLUKURONID MORFINY

Morfina, należąca do grupy analgetyków opioidowych, 
jest najlepiej znanym  związkiem, którego glukuronid po­
siada w yższą aktywność farmakologiczną od wyjściowego 
aglikonu. Glukuronidacja morfiny, może zajść na grupie 
fenolowej 3-OH lub hydroksylowej 6-OH (Ryc. 6B), przy 
czym tylko 6-O-glukuronid wykazuje działanie analgetycz- 
ne. Inne metabolity morfiny to 3,6-diglukuronid, normorfi- 
na oraz glukuronidy tej ostatniej. Wśród osobników z róż­
nych gatunków  obserwuje się znaczne różnice w zdolności 
do tworzenia 6-O-glukuronidu. Myszy i szczury w ogóle nie 
mają zdolności jego tworzenia, podczas gdy u ludzi 10-20% 
morfiny jest przekształcana w tą pochodną [88]. Szacuje się, 
że aktywność morfiny względem  receptorów opioidowych 
może być 50 razy niższa niż 6-O-glukuronidu, który poda­
w any dożylnie wykazuje zaskakująco wysoki efekt analge- 
tyczny [89],

GLUKURONIDY RETINOIDÓW

Retinoidy, takie jak kwasy frans-retinowy (Ryc. 6C) i 
trans-retinol, są aktywnymi biologicznie metabolitami w ita­
miny A, która odpowiedzialna jest za praw idłow y wzrost i 
różnicowanie komórek, zarówno w czasie dojrzewania jak 
i u osób dorosłych. G lukuronidy retinoidów są naturalnym  
składnikiem osocza i występują w  wyższym stężeniu niż 
związki wyjściowe [90]. Są odpowiedzialne za stym ulowa­
nie w zrostu u szczurów z deficytem witaminy A oraz różni­
cowanie komórek nabłonkowych. Wykazywały też silniej­
szą niż wyjściowy aglikon zdolność do ham owania prolife­
racji kom órek gruczołu piersiowego indukowanej prolakty­
ną w kulturach in vitro oraz wspom agały proliferację wielu 
now otw orow ych linii kom órkowych [91]. Jednak w  więk­
szości przypadków  glukuronidy retinoidów wykazywały 
aktywność zbliżoną do aktywności form przed koniugacją. 
Przypuszcza się, że mechanizmami odpowiedzialnym i za
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wymienione efekty mogą być: natychm iastowa hydroliza 
do wyjściowego aglikonu, transport do w nętrza komórki, 
po którym  następuje hydroliza, lub bezpośrednia aktywacja 
odpowiednich receptorów błonowych czy jądrow ych [92],

GLUKURONIDY ESTROGENÓW

D-glukuronidy estrogenów, estriolu, 17(3-estradiolu i 
17a-etynyloestradiolu (Ryc. 6E) są najlepiej poznanym i ko- 
niugatami, które odpow iedzialne są za cholestazę (nagro­
madzenie żółci w  hepatocytach) u ciężarnych oraz cholesta­
zę związaną z przyjm owaniem  doustnych środków  anty­
koncepcyjnych. Zależność m iędzy nawracającą cholestazą a 
rolą horm onów zaobserwowano u kobiet z podw yższonym  
stężeniem estrogenów. Przypuszcza się, że za cholestatycz- 
ne działanie D -glukuronidów estrogenów odpowiedzialne 
jest białko MRP2/ ABCC2 transportujące g lukuronidy estro­
genów [93].

REGULACJA EKSPRESJI GENÓW 
UDP-GLUKURONYLOTRANSFERAZY

Regulacja ekspresji genów UGT jest, obok polimorfi­
zmu, jednym  z głównych czynników mających w pływ  na 
zróżnicowany poziom glukuronidacji, nie tylko w różnych 
tkankach i organach jednego organizmu, ale również w  tych 
samych tkankach i organach różnych organizmów.

KONSTYTUTYWNA REGULACJA 
GENÓW UGT W WĄTROBIE

Ze względu na występow anie większości izoform UGT 
w wątrobie, do najwcześniej poznanych czynników odgry­
wających rolę w  regulacji ekspresji genów UGT zaliczają 
się wątrobowe czynniki transkrypcyjne LETF (ang. liver- 
enriched transcription factors).

Czynnik transkrypcyjny hepatocytów H N F -la  (ang. he- 
patocyte nuclear factor) jest białkiem, które wiąże się jako ho- 
m odim er lub wraz z HNF-1 p jako heterodim er do sekw en­
cji palindromowej GTTAATNATTAAC, zwiększając w ten 
sposób aktywność prom otora genu. Badania prow adzone 
w  hodowlach komórek wskazały, że wszystkie do tej pory 
zbadane geny UGT człowieka regulowane są na tej drodze. 
Czynnikami transkrypcyjnymi wpływającymi pośrednio 
na poziom ekspresji genów białek UGT poprzez oddziały­
wanie z HNF-1 są: wiążący oktam er Oct-1 i czynnik trans­
krypcyjny białaczki komórek pre-B Pbx2 (ang. Pre B celi ho- 
meobox-2). Oct-1 w pływ a na transkrypcję UGT2B7 poprzez 
wiązanie do HNF-1, co podw yższa aktywność prom otora 
genu. Ta właściwość Oct-1 może zapewniać regulację ak­
tywności promotora UGT2B7 w w arunkach stresu genotok- 
sycznego, ponieważ zaobserwowano, że poziom  białka Oct- 
1 w  komórce ulega podw yższeniu w obecności czynników 
uszkadzających DNA tj. prom ieniowania UV, prom ienio­
wania jonizującego oraz leków przeciwnowotworowych: 
etopozydu, cisplatyny i kamptotecyny. Przeciwstawne w ła­
ściwości wykazują kwasy żółciowe i androgeny, które za­
pobiegają związaniu Oct-1 do HNF-1. H am ow anie aktyw ­
ności prom otorów genów UGT2B (z wyjątkiem UGT2B4 i 
UGT2B7) ma miejsce poprzez związanie czynnika Pbx2 do 
sekwencji DNA sąsiadującej z sekwencją wiążącą HNF-1. 
Należy zauważyć, że w  wątrobie wśród genów rodziny
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UGT2B najwyższą ekspresję wykazują UGT2B4 i UGT2B7, 
które, jak wspom niano powyżej, nie podlegają hamującemu 
wpływ ow i Pbx2.

K onstytutywnym  regulatorem genów UGT1A1, UGT1A6 
i UGT1A9 jest również receptor jądrowy HNF-4a zawierają­
cy m otyw palca cynkowego. Wiąże się on w postaci homo- 
dim eru do pow tórzeń AGGTCA, oddzielonych przez jeden 
lub dw a nukleotydy. Podobnie jak HNF-1 odpow iada za 
podwyższenie aktywności promotora, a efekt ten jest najsil­
niejszy dla genu UGT1A9.

REGULACJA PRZEZ CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE 
AKTYWOWANE ZWIĄZANIEM LIGANDA

W ątrobowe UGT, oprócz regulacji przez LETF są regulo­
w ane także przez czynniki transkrypcyjne zależne od ligan- 
dów, w  tym receptory jądrowe i inne białka zaangażowane 
w odpow iedź na stres.

Receptor cytoplazmatyczny AhR (ang. Aryl hydrocarbon 
receptor), w obecności agonistów tj. tetrachlorodibenzodiok- 
syny (TCDD), benzo(a)pirenu czy 3-metylocholantrenu, 
w iąże się wraz z białkiem jądrowym  ARNT (ang. aryl hydro­
carbon receptor nuclear translocator) ze specyficzną sekwencją 
DNA T/GCGTG, tzw. czynnikami wzmacniającymi odpo­
w iedź na ksenobiotyki XRE (ang. xenobiotic responsive en­
hancers). Powoduje to podwyższenie aktywności transkryp- 
cyjnej prom otorów  UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6 i 
UGT1A9.

Ekspresja genu UGT1AI regulowana jest też z udziałem  
czynnika transkrypcyjnego Nrf2 (ang. NF-E2-related fac- 
tor-2). Jego aktywność zależy od obecności w komórce anty- 
oksydantów, które powodują dysocjację związanego z Nrf2 
białka K eapl (ang. Kelchlike ECH-associated protein 1). Nastę­
puje po tym translokacja NRf2 z cytoplazmy do jądra, gdzie 
tworząc heterodimer z białkiem Maf wiąże się do struktury 
TGACnnnGC, tzw. sekwencji odpowiedzi na antyoksydan- 
ty ARE (ang. antioxidant response element). Przypuszcza się, 
że ekspresja UGT1A6 jest również aktywowana antyoksy- 
dantam i, jednak aktywacja ta przebiega poprzez inny me­
chanizm z udziałem receptora AhR.

W śród 49 receptorów jądrowych człowieka, kilka odgry­
wa istotną rolę w regulacji ekspresji genów UGT. G rupa ta 
obejmuje konstytutywny receptor androstanu (CAR, ang. 
constitutive androstane receptor), receptor pregnanu X (PXR, 
ang. pregnane X receptor), farnezoidowy receptor X (FXR, 
ang. farnesoid X  receptor), wątrobowy receptor X (LXR, ang. 
liver X  receptor) i receptor aktywowany przez proliferatory 
peroksysom ów (PPAR, ang. peroxisome proliferator-activated 
receptor). Wszystkie one tworzą heterodimery z receptorem 
kwasu 9-cis retinowego (RXR, ang. retinoid X  receptor), po 
czym wiążą się z sekwencjami docelowymi. W przypadku 
genu UGT1AI jego ekspresja regulowana jest przez CAR w 
odpow iedzi na obecność agonisty fenobarbitalu lub anta­
gonistów takich jak androstenol. Przypuszcza się, że CAR 
odgryw a też rolę w regulacji UGT1A6. Z  kolei aktyw ow a­
ny rifampicyną lub klotrimazolem PXR może wiązać się do 
sekwencji UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4 i UGT1A6, podw yż­
szając ich ekspresję. Związany z ligandem FXR indukuje 
UGT2B4, poprzez mechanizm niewymagający utworzenia

dim eru z RXR oraz jest inhibitorem ekspresji UGT2B7. Oksy- 
sterole, do kumulacji których dochodzi podczas cholestazy, 
są ligandami dla LXR, który po dimeryzacji z RXR i zwią­
zaniu z elementem prom otora UGT1A3, aktywuje trans­
krypcję tego genu. Ponieważ substratam i UGT1A3 są kwas 
chenodeoksycholowy i litocholowy, podwyższony poziom 
oksysteroli może powodować detoksykację kwasów żółcio­
wych. Geny UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4 i UGT1A6 podle­
gają dodatniej regulacji przez PPAR, którego ligandami są 
eikozanoidy, kwasy tłuszczowe oraz leki z grupy fibratów 
(gemfibrozil, klofibrat) i tiazolidynediony [94,95],

PODSUMOWANIE

Wśród związków sprzęganych w organizmie człowieka 
przez UDP-glukuronylotransferazy do mniej toksycznych 
koniugatów są zarówno endogenne horm ony i kwasy żół­
ciowe jak i ksenobiotyki o zróżnicowanej strukturze, w tym 
leki i związki kancerogenne. Enzymy rodziny UGT wyka­
zują w stosunku do nich szeroką, często pokrywającą się, 
specyficzność substratową. Stwierdzono poza tym  polim or­
fizm genów kodujących niemal każdą izoformę UGT oraz, 
że poszczególne warianty polimorficzne enzym u mogą 
się znacząco różnić aktywnością katalityczną modyfikując 
zdolność do detoksykacji, a naw et wpływać na ryzyko w y­
stąpienia nowotworu.

Reakcja glukuronidacji, uw ażana zazwyczaj za główny 
kierunek metabolicznej detoksykacji, może jednak pro­
wadzić do tworzenia metabolitów o zachowanej, a nawet 
podwyższonej aktywności farmakologicznej w  stosunku do 
wyjściowych aglikonów. Konieczne jest więc poznanie m o­
lekularnych m echanizm ów pow staw ania glukuronidów, 
jak również określenie roli poszczególnych izoenzymów 
dla przebiegu tych procesów. Istotnym aspektem badań 
nad  aktywnością UGT wydaje się również określenie czy 
na efektywność bądź toksyczność danego leku mają wpływ 
czynniki zmieniające aktywność tych enzymów. Można 
przypuszczać, że wielopoziomowa różnorodność enzymów 
UGT, polegająca z jednej strony na istnieniu wielu izoform 
tych białek, z drugiej na polimorfizmie ich genów w gru ­
pach etnicznych i u poszczególnych osobników jest celo­
wym  efektem ewolucji. Gdy dołączymy do tego możliwość 
indukcji ekspresji genów kodujących białka UGT przez 
różne czynniki środowiska (leki, żywność, chemiczne za­
nieczyszczenia środowiska), to obserwowana różnorodność 
wydaje się czynnikiem obrony organizmu, który musi być 
„przygotowany" na detoksykację wielu nowych substancji 
w prow adzanych do organizmu. W tym aspekcie optymalną 
metodą obrony wydaje się być szeroki „potencjał" możliwo­
ści katalitycznych enzym ów UGT.
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UDP-glucuronyltransferases in detoxification and activation 
metabolism of endogenous compounds and xenobiotics
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ABSTRACT
Glucuronidation is a crucial pathway of metabolism and excretion of endogenous compounds and xenobiotics. UDP-glucuronyltransferases, 
UGT, catalyse transformations of bilirubine, steroids and thyroid hormones, bile acids as well as exogenous compounds, including drugs, 
carcinogens, environmental pollutants and nutrient components. From therapeutic point of view, the participation of UGTs in drug metabo­
lism is of particular significance. Polymorphism of UGT1A and UGT2B genes resulted in various susceptibility of substrates to conjugation 
with glucuronic acid. Deactivation of xenobiotics and the following excretion of hydrophilic conjugates is a common task of glucuronidation, 
which should lead to detoxification. However, a lot of glucuronides were known, which expressed the comparable or even higher reactiv­
ity than that of the native compound. There are, among others, acyl glucuronides of carboxylic acids, morphine 6-O-glucuronide or retinoid 
glucuronides. They are able to bind cellular macromolecules with low or high strength and, as a consequence, their toxicity is saved or even 
increased, respectively.
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Miozyna VI: unikalne białko motoryczne cytoszkieletu aktynowego

STRESZCZENIE

M iozyny to zależne od aktyny białka motoryczne, zdolne do przekształcania energii che­
micznej, zmagazynowanej w postaci ATP, w energię mechaniczną, generującą ruch. 

Miozyna VI jest uważana za wyjątkowe białko o unikalnych właściwościach i funkcjach w 
komórkach, ponieważ w odróżnieniu od innych, dotąd poznanych miozyn, przemieszcza się 
w kierunku końca „minus" filamentu aktynowego. Badania zmierzające do poznania loka­
lizacji komórkowej i biologicznej roli miozyny VI wskazują, że białko to bierze udział w 
wielu podstawowych procesach, takich jak endocytoza i sekrecja, podział i różnicowanie się 
komórek czy migracja. Funkcjonowanie miozyny VI w tak wielu różnorodnych procesach 
jest prawdopodobnie możliwe dzięki w iązaniu specyficznych partnerów w różnych typach 
komórek. Prezentowana praca opisuje budowę, właściwości kinetyczne i funkcje propono­
wane dla miozyny VI oraz przedstawia aktualne hipotezy dotyczące możliwych mechani­
zmów działania tego białka in vivo.

WPROWADZENIE

Miozyny to zależne od aktyny białka motoryczne występujące powszechnie 
w  komórkach eukariotycznych, zdolne do przekształcania energii chemicznej 
zmagazynowanej w  postaci ATP, w energię mechaniczną, generującą ruch. Mio­
zyny zbudow ane są w  podobny sposób i funkcjonują w  komórkach w formie 
m onom erów lub dimerów, złożonych odpow iednio z jednego lub dwóch łańcu­
chów ciężkich. Każdy łańcuch ciężki zawiera zachowaną w ewolucji N-końcową 
dom enę motoryczną (globularną główkę) o aktywności ATPazy i zdolności w ią­
zania filamentu aktynowego, a-helikalną szyjkę oraz C-końcową pałeczkę (ogo­
nek). Szyjka zawiera od 1 do 6 m otywów IQ wiążących łańcuchy lekkie, którymi 
są specyficzne białka, najczęściej kalm odulina (CaM). Ogonek jest najbardziej 
zróżnicowaną domeną. Występuje w  nim sekwencja umożliwiająca utworzenie 
superhelisy (ang. coiled-coil) zidentyfikowana u tych miozyn, które funkcjonują 
w formie dimerów. Zdolność wiązania aktyny i przekształcania energii chemicz­
nej w  kinetyczną dzięki hydrolizie ATP, um ożliwia m iozynom generowanie 
naprężeń i ruchów komórkowych podczas przebiegu procesów związanych ze 
wzrostem, zmianą kształtu, różnicowaniem, adhezją i migracją komórek oraz 
cytokinezą, a także wew nątrzkom órkowym  transportem  pęcherzyków, organel­
li i cząsteczek w cytoplazmie i jądrze kom órkowym  [1,2]. Wszystkie zidentyfiko­
wane dotąd miozyny tworzą nadrodzinę białek obejmującą co najmniej 35 klas 
tych molekularnych motorów [3], wśród których wyróżnia się miozyny kon­
wencjonalne i niekonwencjonalne [4], Miozyny konwencjonalne tworzą klasę II, 
która obejmuje miozyny mięśniowe oraz strukturalnie i funkcjonalnie podobne 
do nich miozyny niemięśniowe. Miozyny klasy II zaangażowane są głównie w 
proces różnicowania komórek miogennych, tworzenie i funkcjonowanie apa­
ratu skurczu w mięśniach oraz cytokinezę. Natom iast m iozyny niekonwencjo­
nalne, tworzące wszystkie pozostałe klasy, występują w  różnych typach tkanek 
(także w mięśniach), lecz pod względem  struktury i funkcji różnią się od białek 
zaliczanych do klasy II. Wśród nich wyróżnia się typowe, procesywne transpor­
tery komórkowe, zdolne do przeprow adzania wielokrotnych cykli katalitycz­
nych przed oddysocjowaniem od filamentu aktynowego. Dzięki temu pokonują 
one znaczne odległości w relatywnie krótkim czasie, krocząc w zdłuż mikrofila- 
m entów zawsze w  kierunku ich końców „plus". Właściwość ta wydaje się być 
krytyczną dla białka transportującego, gdyż um ożliw ia efektywny transport ła­
dunku  (cargo).

Miozyna VI jest niekonwencjonalnym białkiem motorycznym cytoszkieletu 
aktynowego o charakterystycznej domenowej strukturze [5], Jednak w odróż­
nieniu od innych, dotąd poznanych miozyn, m iozyna VI przemieszcza się w 
kierunku końca „minus" filamentu aktynowego [6] i wykazuje szereg innych 
unikalnych właściwości. Wyjątkowo długi krok roboczy dim eru miozyny VI 
sugeruje potencjalne możliwości tego białka w  transporcie wewnątrzkom órko-
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wym  [7,8]. Z drugiej strony, tendencja do ścisłego i długo­
trwałego wiązania filamentu aktynowego, relatywnie niski 
stopień procesywności oraz sporadycznie wykonywane 
kroki wstecz w  stosunku do głównego kierunku ruchu biał­
ka decydują o tym, że miozyna VI uw ażana jest za wyjątko­
we białko motoryczne o unikalnych właściwościach i funk­
cjach w różnych typach komórek [5,9-11],

Miozyna VI po raz pierwszy została opisana u Drosophila 
[12], gdzie jej obecność ujawniono w wielu tkankach i na ­
rządach podczas cyklu życiowego [13]. U tego organizm u 
potw ierdzono udział miozyny VI w  procesie reorganizacji 
błon komórkowych w trakcie embriogenezy, w migrujących 
komórkach granicznych w jajniku, w asymetrycznie dzielą­
cych się neuroblastach, podczas morfogenezy komórek na ­
błonka i w  trakcie spermatogenezy [14]. Miozynę VI odna­
leziono także u wielu innych odległych ewolucyjnie gatun ­
ków zwierząt, jak Caenorhabditis i człowiek [15]. Obecności 
tego białka nie stwierdzono u Dictyostelium, drożdży i roślin 
[16]. U różnych organizmów odnaleziono wiele w ariantów  
miozyny VI, które mogą być obecne w tym samym typie 
komórki lub być syntetyzowane w zależności od tkanki. U 
Drosophila zidentyfikowano trzy izoformy tego białka [12], 
natomiast u ssaków aż cztery [17]. Wielokrotnie ujawniono 
obecność miozyny VI w wyspecjalizowanych komórkach, 
głównie w bogatych w  aktynę podbłonowych rejonach cy- 
toplazmy, jak również w wpukleniach błony komórkowej, 
aparacie Golgiego i pęcherzykach cytoplazmatycznych róż­
nych typów  [10,11], Dotychczas potwierdzono udział m io­
zyny VI w  różnicowaniu i migracji komórek, cytokinezie, 
komunikacji międzykomórkowej oraz w ew nątrzkom órko­
w ym  transporcie pęcherzyków, organelli i specyficznych 
cząsteczek [5,7-11,14,18]. Ponadto, ujawniono obecność 
miozyny VI w jądrze komórkowym, gdzie białko to bierze 
udział w  regulacji zależnej od polimerazy II RNA transkryp­
cji genów oraz w transporcie w ew nątrzjądrow ym  [2,19,20].

CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA MIOZYNY VI

BUDOWA BIAŁKA

W strukturze pojedynczego łańcucha ciężkiego miozyny 
VI o masie cząsteczkowej ok. 140 kDa wyróżnia się (Ryc. 
1A): N-końcową główkę o aktywności ATPazy i zdolno­
ści wiązania filamentu aktynowego; krótką szyjkę (tzw. 
ramię dźwigni), w której występuje pojedynczy motyw 
IQ wiążący cząsteczkę CaM oraz wielofunkcyjny ogonek
[5,10,21,22], W główce zidentyfikowano obecność unikalnej 
wstawki zbudowanej z 22 reszt aminokwasowych, istot­
nej dla mechanicznej koordynacji 2 dom en motorycznych 
w cząsteczce potencjalnego dim eru (Ryc. 1A, wstawka 22 
aa). Główkę z szyjką łączy subdomena, nazywana konw er­
terem, która uczestniczy w przekazywaniu energii mecha­
nicznej uzyskanej z hydrolizy ATP. Pomiędzy konwerterem 
i szyjką występuje kolejna unikalna wstawka zbudow ana z 
53 reszt aminokwasowych, która pomimo braku m otywu 
IQ wiąże drugą cząsteczkę CaM (Ryc. 1A, wstawka 53 aa). 
Wiązanie kalm oduliny przez tę unikalną wstawkę pow o­
duje zmianę konformacji miozyny VI, co warunkuje ruch 
białka w  kierunku końca „minus" filamentu aktynowego. 
W ogonku miozyny VI wyróżnia się fragmenty: proksymal- 
ny, centralny i dystalny oraz globularną domenę wiążącą 
ładunek (cargo; DWC). Fragment proksymalny tworzą trzy

Rycina 1. Schemat budowy łańcucha ciężkiego miozyny VI (A) oraz model 
dimeryzacji miozyny VI w wyniku związania ładunku (cargo) (B). K - konwerter; 
P, C, D, DWC -  fragmenty wielofunkcyjnego ogonka miozyny VI (odpowiednio: 
proksymalny, centralny, dystalny i domena wiążąca cargo), CC - sekwencja 
„coiled-coil".

antyrównoległe a-helisy, które mogą ulegać rozwinięciu 
podczas dimeryzacji. Fragment centralny ogonka zawie­
ra sekwencję praw dopodobnie tworzącą superhelisę oraz 
stabilną, pojedynczą a-helisę, tzw. element SAH. Uważa 
się, że obie te sekwencje są zaangażow ane w stabilizację 
potencjalnego dimeru. W dystalnej strefie ogonka oraz w 
C-końcowej DWC zidentyfikowano kolejne dwie unikalne 
wstawki (Ryc. 1A, wstawki duża i mała), które w arunkują 
powstawanie alternatywnych izoform tego białka.

Dotychczas zidentyfikowano zaledwie kilka białek w ią­
zanych przez DWC w ogonku miozyny VI. Są to Dab2, 
GIPC i Sap97 - białka adaptorowe, uczestniczące w endo- 
cytozie zależnej od receptorów, błonowa kinaza białkowa 
LMTK2, pełniąca funkcję w procesie recyklizacji z udziałem 
endosomów, FIP2 (optyneuryna) i T6BP/NDP52 - białka 
związane z morfologią aparatu Golgiego i / lu b  z procesa­
mi wydzielania, białko wiążące tubulinę D-CLIP-190 oraz 
białka uczestniczące w procesie adhezji komórkowej - E- 
kadheryna i p-katenina [5,11]. Związanie określonego part­
nera decyduje o subkomórkowej lokalizacji m iozyny VI i jej 
udziale w  różnorodnych procesach kom órkowych (Tab. 1).

WŁAŚCIWOŚCI KINETYCZNE MIOZYNY VI

Najbardziej charakterystyczną cechą miozyny VI jest kie­
runek jej ruchu do końca „minus" filamentu aktynowego
[6] generowany przez zmianę konformacji białka w wyniku 
związania kalmoduliny przez unikalną wstawkę 53 aa. Krok 
roboczy dim eru miozyny VI jest wyjątkowo długi (-30-36 
nm), co umożliwia udział białka w transporcie w ew nątrz­
komórkowym [23,24]. Jednak typowy transporter cargo, ja­
kim jest miozyna V, potrafi wykonać aż około 40 podobnych 
kroków przed dysocjacją od mikrofilamentu, pokonując 
odległość -1,5 [im. Jest to możliwe dzięki bardzo długiem u 
ramieniu dźwigni, w yposażonem u w 6 konwencjonalnych 
m otywów IQ [21]. Natomiast m iozyna VI wykonuje tylko 
kilka zróżnicowanych pod względem  długości kroków oraz 
sporadycznie kroki wstecz, pokonując zaledwie dystans 
-200 nm [23-26]. Zdolność mechanicznej koordynacji obu 
domen motorycznych w dim erze miozyny VI (dzięki obec­
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ności wstawki 22 aa), uw ażana pierwotnie za istotną dla 
procesywnego ruchu białka, umożliwia także długotrwałe 
wiązanie miozyny VI z filamentem aktynowym. Ponadto, 
badania in vitro dowodzą, że procesywny ruch miozyny VI 
jest możliwy tylko przy związaniu niewielkiego cargo, pod ­
czas gdy duże obciążenia generują naprężenia w ew nątrz 
cząsteczki dimeru, powodując jego „zastyganie" w  miejscu 
[27,28] a naw et wykonanie kroku wstecz [29]. Ujawniono 
również, że w  gęstej sieci filamentów aktynowych m onom e­
ry miozyny VI koordynują transport cargo równie wydaj­
nie jak dimer w w arunkach in vitro [30,31]. Wyniki te stały 
się podstaw ą do sformułowania hipotezy, zgodnie z którą 
miozyna VI jest nietypowym  białkiem motorycznym, które 
w  zależności od rodzaju wiązanego ładunku pełni funkcję 
transportera komórkowego lub białka kotwiczącego uczest­
niczącego w organizacji struktur aktynowych w komórce
[18,22].

Kolejna kwestia dotyczy sposobu, w  jaki miozyna VI 
wykonuje zaskakująco duży krok posiadając krótkie ramię 
dźwigni z pojedynczym m otywem  IQ. Wyniki badań kine­
tycznych prow adzonych w ciągu ostatniej dekady ujawniły, 
że m iozyna VI zawiera elastyczny element zlokalizowany 
w  ogonku tuż za m otywem  IQ-CaM, który w ydłuża ramię 
dźwigni w  wyniku dimeryzacji indukowanej związaniem  
cargo [26,32], Pierwotna analiza sekwencji nowo odkrytej 
m iozyny VI wskazywała, że głównym elementem struktu ­
ralnym  ogonka jest sekwencja „coiled-coil", występująca w 
m iozynach II i V, odpowiedzialna za dimeryzację tych bia­
łek w  w arunkach in vivo [12,33]. Dlatego założono, że mio­
zyna VI jest również dimerem. Badania in vitro, w  których 
trwałą dimeryzację miozyny VI uzyskiwano z zastosowa­
niem białek zawierających sekwencje „coiled-coil'' m iozyny 
II lub zamka leucynowego potwierdziły, że dim er miozy­
ny VI jest procesywnym motorem zdolnym  do efektywne­
go transportu  cargo na długich dystansach [23-25]. Jednak 
wyniki badań prowadzonych przez inne zespoły naukow e 
ujawniły, że miozyna VI izolowana z komórek jest m ono­

merem, który nie wykazuje procesywnego ruchu w zdłuż 
mikrofilamentu [34], a sekwencja „coiled-coil" jest stabilną 
a-helisą, uniemożliwiającą dimeryzację [35]. Następnie do­
wiedziono, że m onomery miozyny VI mogą być składane w 
procesywne dimery w  rejonach komórki bogatych w aktynę
[36]; proces ten jest indukow any wiązaniem  dimerycznych 
lub m onomerycznych partnerów  [37,38], Zaproponow ano 
model, w  którym  oddziaływania pom iędzy DWC i dom eną 
motoryczną w  cząsteczce m onom eru miozyny VI blokują 
formowanie dim eru [39]. Dopiero związanie partnera in­
dukuje sam orzutną dimeryzację miozyny VI. W ykonanie 
długiego kroku przez taki dim er miozyny VI jest możliwe 
dzięki obecności w  ogonku stabilnej struktury zbudowanej 
z wiązki trzech a-helis oraz sztywnej subdom eny SAH, któ­
ra stanowi konwencjonalne przedłużenie ramienia dźwigni 
u innych miozyn. Jednak najnowsze badania ujawniły, że 
wiązka trzech a-helis jest elastycznym elementem, który w 
cząsteczce m onom eru miozyny VI występuje w  postaci zwi­
niętej [32], Związanie cargo indukuje dimeryzację miozyny 
VI z udziałem  krótkiej sekwencji „coiled-coil" zlokalizowa­
nej tuż za wiązką trzech trzech a-helis, co prow adzi do jej 
rozwinięcia i w  konsekwencji w ydłużenia ramienia dźw i­
gni (Ryc. IB). W tym modelu subdom ena SAH jest struk­
turalnym  elementem, który nie w pływ a na długość kroku 
roboczego miozyny VI. Ponieważ dyfuzja funkcjonalnego 
dim eru w gęstej sieci aktyny może być utrudniona, hipo­
teza zakłada możliwość dyfuzji „zwiniętych" m onom erów 
miozyny VI zachowujących aktywność ATPazy w miejsca 
docelowe, gdzie wiązanie specyficznego partnera indukuje 
proces dimeryzacji. Należy jednak pamiętać, że kwestia for­
my, w  jakiej miozyna VI działa w  w arunkach in vivo nie zo­
stała definitywnie rozstrzygnięta, dlatego wciąż bierze się 
pod uw agę możliwość funkcjonowania m onom erów mio­
zyny VI w  roli transporterów  kom órkowych lub cząsteczek 
kotwiczących.

REGULACJA AKTYWNOŚCI 
KATALITYCZNEJ MIOZYNY VI

Tabela 1. Partnerzy miozyny VI: ich miejsca wiązania w DWC ogonka miozyny VI, lokalizacja komórkowa i proponowane funk­
cje, wg [5,11].

Partner Miejsce
wiązania Lokalizacja komórkowa Proponowana funkcja

Dab2 WWY
błona komórkowa 
pęcherzyki klatrynowe

endocytoza receptorów LDLR 
adhezja i migracja komórek

GIPC RRL
błona komórkowa 
pęcherzyki endocytarne 
aparat Golgiego

endocytoza
transport receptorów w kompleksach 
Golgiego
migracja komórek i cytokineza

Sap97 RRL
synapsy
miejsca adhezji komórkowej

endocytoza/ transport receptorów 
AMPA
adhezja komórek

LMTK2 WWY
aparat Golgiego 
pęcherzyki cytoplazmatyczne

recyklizacja endocytarna

Optyneuryna RRL
aparat Golgiego 
pęcherzyki cytoplazmatyczne

morfologia aparatu Golgiego 
egzocy toza/ sekrecj a

T6BP/NDP52 WWY
region aparatu Golgiego w 
pobliżu jądra komórkowego

wydzielanie
komunikacja i adhezja komórek

D-CLIP 190 nieznane mikrotubule transport wewnątrzkomórkowy

E-kadheryna/
B-katenina nieznane miejsca adhezji komórkowej adhezja i migracja komórek

Mechanizm regulacji 
aktywności miozyny VI 
jest słabo poznany. W czą­
steczce białka odnaleziono 
kilka potencjalnych miejsc 
fosforylacji, ale tylko jedno 
z nich (reszta treoniny 406) 
zajmuje pozycję um ożliw ia­
jącą bezpośrednią regulację 
aktywności ATPazy [10]. 
Fosforylacja przez kina­
zy białkowe w pozycji 406 
wzmacnia wiązanie miozy­
ny VI z filamentem aktyno­
wym, co promuje zdolności 
kotwiczące białka [40], Po­
nieważ w łańcuchu ciężkim 
miozyny VI odnaleziono 2 
miejsca wiązania kalm odu- 
liny, bierze się pod uwagę 
możliwość regulacji aktyw ­
ności tego białka stężeniem 
Ca2+ [5,10,11]. Podwyższo-
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ne stężenie tych jonów (powyżej 10 pM) w pływa ujemnie 
na kinetyczne param etry miozyny VI, takie jak aktywność 
ATPazy, tempo uwalniania ADP i ruch białka w zdłuż mi- 
krofilamentu oraz właściwości kotwiczące. Natomiast opty­
malne stężenie Ca2+ warunkuje wiązanie miozyny VI do 
liposomów zawierających PIP,, [41]. Co ciekawe, aktywność 
miozyny VI w jądrach samców Drosophila regulowana jest 
przez specyficzny rodzaj kalmoduliny, tzw. Androcam [42].

Promotor genu miozyny VI jest bezpośrednio aktyw ow a­
ny przez białko p53 w odpowiedzi na uszkodzenia DNA 
[43], natomiast pierwotny transkrypt podlega alternatyw ­
nem u składaniu, którego wynikiem jest powstanie izoform 
miozyny VI różniących się obecnością unikalnych wstawek 
w domenie ogonka [5,11]. Obecność jednej z nich (dużej lub 
małej), obu lub ich brak decyduje o lokalizacji wariantów 
miozyny VI w różnych typach komórek lub przedziałów 
komórkowych [17,44], Niestety, nie wiadomo w jaki sposób 
te unikalne wstawki determinują mechanizm działania mio­
zyny VI w  odmiennych procesach komórkowych.

PROPONOWANE FUNKCJE MIOZYNY VI

UDZIAŁ BIAŁKA W ENDOCYTOZIE

W 1994 roku zaobserwowano, że u Drosophila miozyna 
VI bierze udział w  w ew nątrzkom órkowym  transporcie ob- 
łonionych struktur, co było pierwszą wskazówką, że białko 
to może uczestniczyć w endocytozie zależnej od receptorów
[45], Udział miozyny VI w tym procesie uzasadnia zdolność 
kroczenia w zdłuż filamentów aktynowych w  kierunku ich 
końców „minus", skierowanych do cytoplazmy komórki
[46]. Rzeczywiście, miozyna VI jest obecna w komórkach 
aktywnych pod względem  endocytozy, takich jak komór­
ki rąbka szczoteczkowego wyścielającego jelito cienkie, 
komórki nabłonka kanalików nerkowych i siatkówki oraz 
linie now otw orow e komórek nabłonka jelita, Caco-2 [8], W 
komórkach tych miozyna VI zlokalizowana jest głównie w 
podbłonowej cytoplazmie oraz w w ypustkach kom órko­
wych i u ich podstawy, a więc w strefach bogatych w akty­
nę. N a poziomie subkom órkowym  miozynę VI odnaleziono 
głównie w pęcherzykach endocytarnych, w których w y­
kazuje zdolność asocjacji z szeregiem znanych białek ada- 
ptorowych uczestniczących w endocytozie, takich jak AP2, 
Dab2 i GIPC.

W ariant miozyny VI z dużą wstawką w ogonku wykryto 
w apikalnej strefie spolaryzowanych komórek Caco-2, gdzie 
występuje w pęcherzykach opłaszczonych klatryną oraz 
wpukleniach błony komórkowej [17]. Wyniki te potwier­
dzają udział miozyny VI w  początkowych etapach endocy­
tozy, podczas formowania i odryw ania się pęcherzyków od 
błony komórkowej oraz ich wczesnego transportu, przed 
utratą opłaszczenia. W lokalizacji miozyny VI w pęche­
rzykach opłaszczonych klatryną pośredniczy białko Dab2, 
uw ażane za kluczowe w kontakcie błonowych receptorów 
powierzchniowych z maszynerią endocytarną. Ten wielo­
funkcyjny łącznik wiąże się z adaptorem  klatryny AP2 oraz 
motywem  WWY, obecnym w DWC miozyny VI [8]. W ko­
mórkach nabłonka siatkówki ujawniono obecność wariantu 
miozyny VI bez dużej wstawki w  ogonku w populacji pę­
cherzyków pozbawionych opłaszczenia [47], W komórkach 
tych obserwowano lokalizację transferyny, klatryny i AP2
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w podbłonowej cytoplazmie oraz wgłębieniach błony ko­
mórkowej, w spółwystępowanie m iozyny VI i transferyny w 
pęcherzykach nieopłaszczonych oraz obecność transferyny 
we wczesnych endosomach. Wyniki te potwierdzają udział 
m iozyny VI w procesie formowania pęcherzyków przejścio­
wych, przed ich fuzją z wczesnym endosomem. W pęche­
rzykach pozbawionych opłaszczenia miozyna VI asocjuje z 
GIPC, innym adaptorem  istotnym w procesie endocytozy 
[48,49],

Bez względu na typ komórki, spolaryzowanej lub nie- 
spolaryzowanej, miozyna VI jest obecna w  rejonach ko­
mórki aktywnych w  procesie endocytozy i oddziałuje z 
białkami, które w arunkują praw idłow y przebieg tego pro ­
cesu. Jednak mechanizm jej działania w  różnych typach 
komórek nie jest uniwersalny i praw dopodobnie zależy od 
zdolności wiązania określonego cargo. Poprzez wiązanie 
aktyny w domenie motorycznej i Dab2 w DWC, krocząca 
ku środkowi komórki miozyna VI bierze udział w  rekrutacji 
receptorów błonowych do powstających pęcherzyków en­
docytarnych, które następnie transportuje w  głąb komórki
[5,8]. Natomiast wiązanie GIPC umożliwia transport pę­
cherzyków „przejściowych" do wczesnego endosom u [47], 
W obu przypadkach efektywna dyfuzja cargo w bogatych 
w  aktynę podbłonowych regionach komórki jest możliwa 
dzięki funkcjonalnej domenie motorycznej miozyny VI 
[17,47], Udział miozyny VI w  transporcie pęcherzykowym 
podczas endocytozy potwierdzają badania, które ujawniły 
asocjację miozyny VI z innym  białkiem zaangażow anym  w 
drogę transportu zależną od receptorów. Jest nim  transbło- 
nowa kinaza białkowa LMTK2, wym agana dla efektywne­
go transportu wstecznego z udziałem  tzw. recyklizującego 
endosom u [50].

Jednak ukierunkowany transport cargo z udziałem  mio­
zyny VI może być u trudniony w korow ym  regionie cyto­
plazmy, gdzie filamenty aktynowe tworzą rodzaj sieci. 
Również unikalne właściwości miozyny VI pozostają w 
sprzeczności z sugerowaną rolą typowego transportera car­
go. Niewielka liczba w ykonywanych kroków przed dyso- 
cjacją od mikrofilamentu w ym uszałaby wielokrotne cykle 
wiązania miozyny VI z aktyną. Ponadto, w ydłużony okres, 
w  którym białko to pozostaje związane z filamentem akty­
now ym  oraz wykonywane kroki wstecz potencjalnie obni­
żają efektywność transportu cargo. Dlatego brany jest pod 
uwagę także inny model udziału miozyny VI w procesie en­
docytozy, w którym polimeryzacja samej aktyny generuje 
siłę napędzającą przemieszczanie się pęcherzyków endocy­
tarnych w głąb komórki. W ykazano, że praw idłow y prze­
bieg endocytozy determinuje odpow iednia organizacja cy- 
toszkieletu aktynowego, który w strefie szyjki pęcherzyka 
odrywającego się od błony komórkowej formuje strukturę 
przypominającą ogon komety [8]. Ponieważ polimeryzacja 
aktyny odbywa się przy błonie komórkowej [46], obecna w 
regionie podbłonowym  komórki miozyna VI może wiązać 
poprzez DWC białka adaptorow e obecne w formującym się 
pęcherzyku i „wypychać" go w głąb komórki [18]. Polime­
ryzacja aktyny per se może wspom agać ten proces również 
w przestrzeni ogona komety, gdzie możliwa jest obecność 
kompleksu A rp2/3, który promuje nukleację aktyny. W tym 
modelu miozyna VI może regulować organizację cytoszkie- 
letu aktynowego w miejscach powstawania pęcherzyków
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endocytarnych przy błonie komórkowej oraz w strefach ich 
transportu [8,18].

PINOCYTOZA I FAGOCYTOZA

Szczególnym rodzajem endocytozy jest pinocytoza i fa- 
gocytoza, stanowiące sposób pobierania przez komórki fazy 
płynnej i cząstek stałych. Badania immunocytochemiczne 
prow adzone u Amoeba ujawniły obecność miozyny VI w ka­
nalikach i pęcherzykach pinocytarnych oraz tworzących się 
wodniczkach trawiących i fagosomach [51]. Zablokowanie 
endogennej miozyny VI przy użyciu specyficznych prze­
ciwciał skutkuje pojawieniem się defektów w  przebiegu 
obu procesów. W badaniach tych wykazano też lokalizację 
miozyny VI w aparacie Golgiego, otoczce jądrowej, nukle- 
oplazmie i błonie komórkowej oraz w wiązkach mikrofi- 
lamentów. Ponieważ dużo niższy poziom sygnału reakcji 
immunocytochemicznej obserwowano na powierzchni pę­
cherzyków pinocytarnych i fagosomów, zakwestionowano 
udział m iozyny VI w ich translokacji w zdłuż filamentów 
aktynowych. W zam ian zaproponow ano możliwość funk­
cjonowania miozyny VI w roli białka kotwiczącego na eta­
pie pow staw ania pęcherzyków pinocytarnych i fagosomów 
z uw agi na obecność białka w  powstających wgłębieniach 
błony komórkowej i w  świetle wodniczek pokarm owych 
[51]. Rola miozyny VI w  pozostałych miejscach lokalizacji, 
w  których została odnaleziona u Amoeba, nie jest znana.

UDZIAŁ BIAŁKA W EGZOCYTOZIE

Rola cytoszkieletu i współdziałających z nim  białek mo- 
torycznych w organizacji architektury i funkcji kompleksów 
Golgiego sugerowana jest od daw na [7], Jakkolwiek główną 
rolę w  transporcie nowo zsyntetyzowanych białek do miejsc 
ich przeznaczenia w komórce przypisuje się m ikrotubu- 
lom, badania ujawniły, że depolimeryzacja aktyny induku ­
je morfologiczne zmiany w strukturze aparatów  Golgiego 
oraz upośledza przebieg egzocytozy. W hodow anych in 
vitro fibroblastach myszy miozynę VI wykryto w  regionie 
trans aparatu  Golgiego oraz w w ypustkach kraw ędzi wio­
dącej komórki, takich jak filopodia i lamelipodia, gdzie po­
ziom tego białka wzrastał po stymulacji horm onem  wzrostu 
[52,53], Przy braku funkcjonalnej miozyny VI w  tych kom ór­
kach obserwowano defekty w budowie aparatów  Golgiego 
i obniżenie poziomu sekrecji zasadowej fosfatazy SEAP, 
enzym u transportowanego na powierzchnię komórki [53]. 
Natom iast przywrócenie syntezy miozyny VI w zm utow a­
nych fibroblastach skutkowało odtworzeniem  właściwej 
morfologii aparatów  Golgiego i zdolności wydzielniczych 
komórek. Mimo że wyniki tych badań potwierdziły udział 
m iozyny VI w  stabilizacji struktury i funkcji kompleksów 
Golgiego, mechanizm jej działania nie jest znany.

Pierwotnie zakładano, że miozyna VI transportuje pęche­
rzyki z cystern regionu trans aparatu Golgiego do rosnących 
w ypustek krawędzi wiodącej komórki [52], Jednak polime­
ryzacja aktyny odbywa się przy błonie komórkowej [46], co 
oznacza, że w formujących się wypustkach kom órkowych 
mikrofilamenty zorientowane są końcami „m inus" do w nę­
trza komórki. Fakt ten wyklucza udział miozyny VI w  trans­
porcie pęcherzyków bezpośrednio na powierzchnię kom ór­
ki. W komórkach nerki szczura odnaleziono populację fila-
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m entów aktynowych zlokalizowanych w  pobliżu aparatów 
Golgiego i skierowanych końcami „plus" do regionów trans
[7]. Tak zorientowane filamenty umożliwiają miozynie VI 
wspomaganie procesu pączkowania pęcherzyków w  strefie 
trans oraz ich dyfuzję w  pobliże mikrotubul, zdolnych do 
transportu na dłuższym  dystansie [53]. U Drosophila mio­
zyna VI wykazuje zdolność asocjacji z białkiem D-CLIP-190 
wiążącym tubulinę [5], co wskazuje, że miozyna VI może 
pośredniczyć również w realizacji transportu pęcherzyków 
pomiędzy dw om a systemami cytoszkieletu. Inną kwestią 
jest potencjalna rola miozyny VI w  morfologii aparatów 
Golgiego. Ponieważ białko to pozostaje związane z aktyną 
przez dłuższy czas, a w  odpowiednich w arunkach jest zdol­
ne naw et „zastygać" na filamencie aktynowym, może „roz­
pinać" błony cystern Golgiego na szkielecie zbudow anym  z 
aktyny [53]. W tym  m odelu niezbędny jest udział specyficz­
nego partnera, integralnego białka błonowego aparatu Gol­
giego, wiązanego w  DWC ogonka miozyny VI. Takim kan­
dydatem  jest optyneuryna, która oddziałuje z miozyną VI w 
aparacie Golgiego i w  recyklizującym endosomie [44,54], W 
spolaryzowanych komórkach nabłonka wariant miozyny 
VI bez unikalnych wstawek w ogonku uczestniczy w  proce­
sie sortowania i transporcie nowo syntetyzowanych, bazo- 
lateralnych białek błonowych [44], W transport tych białek 
zaangażowane jest także małe białko G (Rab8), które współ- 
występuje z miozyną VI i optyneuryną w  recyklizującym 
endosomie, pośredniczącym w tym  procesie [55]. Dlatego 
autorzy zakładają istnienie specyficznego kompleksu trans­
portowego z udziałem  tych trzech białek.

MIOZYNA VI W KOMÓRKACH WŁOSKOWATYCH 
UCHA WEWNĘTRZNEGO SSAKÓW

Miozyna VI jest zaangażowana w prawidłowe funkcjo­
nowanie wyspecjalizowanych komórek nabłonka zmysło­
wego w narządzie spiralnym  ślimaka (narząd Cortiego) 
w uchu w ew nętrznym  myszy. Komórki włoskowate, jako 
właściwe komórki słuchowe, posiadają na powierzchni re­
gionu apikalnego zespoły cytoplazmatycznych w ypustek 
(włosków słuchowych, tzw. stereocyliów), służących do 
odbierania sygnałów dźwiękowych. W komórkach tych u 
myszy typu dzikiego, miozyna VI zlokalizowana jest w  bo­
gatej w aktynę płytce kutikularnej u  podstawy formujących 
się stereocyliów oraz w podbłonowej cytoplazmie apikalne­
go regionu komórki włoskowatej, uznawanej za strefę ak­
tyw ną w procesie endocytozy [56-58], U myszy z zespołem 
Snell's waltzer (sr?) mutacje w genie kodującym miozynę VI 
wywołują znaczące obniżenie ekspresji mRNA tego genu 
oraz redukują poziom białka, co prow adzi do dezorgani­
zacji stereocyliów, które ulegają fuzji i tworzą gigantyczne, 
niefunkcjonalne wypustki lub ich kompletny zanik [56,59], 
Zastosowanie mikroskopii elektronowej umożliwiło doko­
nanie obserwacji, z których wynika, że zaburzenia struktury 
komórek włoskowatych są związane z niewłaściwą organi­
zacją błony komórkowej, która zamiast oddzielać od siebie 
pojedyncze włoski słuchowe, łączy je w  grube, niefunkcjo­
nalne pęczki [59]. Zlewanie się stereocyliów rozpoczyna się 
u ich podstaw y w płytce kutikularnej, czemu towarzyszy 
akumulacja elementów cytoplazmatycznych w stereocy- 
liach, z których normalnie są one eliminowane. Zaburzenia 
prow adzą do degeneracji komórek włoskowatych i utraty 
słuchu u myszy sv.
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W yniki tych badań potwierdzają funkcję miozyny VI w 
specjalizacji komórek włoskowatych, związanej z utrzym a­
niem integralności ich struktury. Ponieważ podbłonowa 
cytoplazma regionu apikalnego komórki włoskowatej jest 
miejscem aktywnej endocytozy, zaproponow ano udział 
miozyny VI w transporcie elementów błonowych w zdłuż 
mikrofilamentów, co umożliwiałoby prawidłowy rozwój 
stereocyliów [8,60,61]. Jednak u myszy sv nie zaobserwowa­
no istotnych zaburzeń w  przebiegu endocytozy w komór­
kach w łoskowatych [59], Dlatego inny model zakłada funk­
cjonowanie miozyny VI w roli białka strukturalnego, które 
wiążąc aktynę obecną w płytce kutikularnej oraz partnera w 
błonie komórkowej może stabilizować miejsca kotwiczenia 
błony u podstaw y stereocyliów [18,59]. Obecność sieci ak­
tyny i m iozyny VI w płytce kutikularnej oraz podbłonowej 
cytoplazmie wskazuje na możliwość tworzenia specyficznej 
bariery, powstrzymującej przepływ elementów cytopla­
zma tycznych do formujących się stereocyliów. W tym w y­
padku miozyna VI może uczestniczyć w wychwytywaniu 
organelli komórkowych u podstaw y różnicującej się komór­
ki [18]. Teorię zakładającą funkcjonowanie miozyny VI w 
roli białka kotwiczącego w komórkach włoskowatych po­
twierdzają obserwowane na elektronogramach nierówności 
w  błonie komórkowej stereocyliów przy płytce kutikularnej 
występujące u myszy sv oraz fakt, że proces dezintegracji 
stereocyliów rozpoczyna się od ich podstaw y [59], Również 
kierunek ruchu miozyny VI do końca „minus" filamentu 
aktynowego uzasadnia generowanie napięć błony komór­
kowej kotwiczonej przy podstawie stereocyliów oraz tw o­
rzenie potencjalnych barier hamujących przepływ organelli 
komórkowych. Najnowsze badania dowodzą, że w procesie 
specjalizacji komórek włoskowatych bierze udział dimer 
m iozyny VI [62],

SYNAPSY W  KOMÓRKACH WŁOSKOWATYCH

Badania immunocytochemiczne wykazały, że u myszy 
miozyna VI obecna jest nie tylko w apikalnej strefie komórek 
włoskowatych, ale także w aktywnej strefie synaptycznej 
na styku komórki włoskowatej i afarentnego zakończenia 
nerw ow ego [63]. Na poziomie subkom órkowym  ujawniono 
lokalizację miozyny VI w  presynaptycznych ciałach gęstych 
otoczonych przez liczne pęcherzyki oraz w błonie presy- 
naptycznej i pęcherzykach endocytarnych, co potwierdza 
proponow any od daw na udział miozyny VI w  endocyto- 
zie. W strefie synaptycznej komórki włoskowatej wykazano 
także obecność otoferliny, transbłonowego białka pęcherzy­
ków synaptycznych regulującego zależną od Ca2+ egzocy- 
tozę, którego brak również wywołuje zaburzenia słuchu u 
ssaków [64], U mysich m utantów  sv, obserwowano zabu­
rzenia w  rozwoju i funkcjonowaniu synaps w komórkach 
włoskowatych, związane głównie z obniżeniem aktywności 
wydzielniczej zależnej od Ca2+ [63]. Ponieważ w badaniach 
in vitro autorzy potwierdzili możliwość wiązania otoferli­
ny z dom eną DWC ogonka miozyny VI, oddziaływanie 
obu białek może mieć pośredni wpływ  na egzocytozę w 
strefie synaptycznej komórek włoskowatych. Wiadomo, że 
efektywność tego procesu zależy od transportu wstecznego 
pęcherzyków synaptycznych (tzw. recyklingu błon). W ko­
mórkach włoskowatych są dw a regiony, w których źródłem 
pęcherzyków synaptycznych jest aktywna endocytoza, stre­
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fa apikalna i synaptyczna. Ponieważ obie strefy są bogate w 
aktynę i miozynę VI, możliwy jest transport pęcherzyków 
w zdłuż filamentów aktynowych od strefy apikalnej w kie­
runku synapsy i/ lu b  transport wsteczny w regionie synapsy 
realizowany z udziałem  miozyny VI, której udział w  endo- 
cytozie nie jest kwestionowany [63]. Potwierdzeniem  funk­
cjonowania takiego m echanizm u jest fakt, że u myszy typu 
dzikiego w aktywnej strefie synaptycznej zaobserwowano 
kolokalizację otoferliny i miozyny VI, podczas gdy u m y­
szy sv poziom otoferliny w komórkach włoskowatych był 
obniżony. W synapsach m ózgu szczura odnaleziono inne 
białko, Sap97, które pośredniczy w transporcie now o zsyn- 
tetyzowanych receptorów glutaminergicznych AMPA z cy­
stern Golgiego do błony komórkowej i które wiąże miozynę 
VI w pęcherzykach opłaszczonych klatryną [65]. Asocjacji 
Sap97 i miozyny VI nie potwierdzono jednak w komórkach 
włoskowatych myszy, co wskazuje, że w  zależności od ro­
dzaju partnera miozyna VI uczestniczy w różnych typach 
transportu pęcherzykowego w  regionie aktywnej synapsy.

MIOZYNA VI W POLARYZACJI I MIGRACJI KOMÓREK

Jednym  z podstawowych mechanizmów warunkujących 
różnicowanie komórek w trakcie rozwoju jest ich asyme­
tryczny podział. U Drosophila taki typ podziału jest charak­
terystyczny m.in. dla embrionalnych neuroblastów, w któ­
rych potw ierdzono obecność miozyny VI kodowanej przez 
gen jaguar [66]. Podczas podziału neuroblastu do regionu 
bazalnego komórki kierowane są białka, takie jak Prospe- 
ro i Staufen oraz białko adaptorow e Miranda. Prawidłowa 
lokalizacja jest konieczna dla polaryzacji neuroblastu. Usta­
lono, że jednym z białek współwystępujących z białkiem 
M iranda jest miozyna VI, której brak u m utantów  jaguar 
skutkuje zaburzeniami w subkomórkowej lokalizacji białka 
M iranda i jego partnerów  [66]. Jakkolwiek mechanizm ukie­
runkowanej translokacji badanych białek w asymetrycznie 
dzielących się neuroblastach Drosophila nie został wyjaśnio­
ny, bierze się pod uwagę udział cytoszkieletu aktynow e­
go i związanych z nim białek motorycznych. Z uwagi na 
unikalne właściwości kinetyczne miozyny VI, jej udział w 
efektywnym transporcie badanych białek jest jednak mało 
praw dopodobny. Natomiast funkcjonowanie miozyny VI 
w roli cząsteczki selektywnie kotwiczącej kompleksy biał­
kowe w  bazalnej strefie kory komórki bogatej w aktynę jest 
mocno uzasadnione [18].

Miozyna VI uczestniczy w morfogenezie i migracji ko­
mórek folikularnych w jajniku Drosophila [67]. Pęcherzyk 
jajowy u Drosophila składa się z oocytu, 15 komórek odżyw ­
czych i otaczających je somatycznych komórek folikular­
nych, formujących rodzaj nabłonka. We w czesnym stadium  
oogenezy, spośród komórek folikularnych w apikalnej stre­
fie pęcherzyka jajowego różnicują się 2 komórki polarne. 
Rekrutują one wokół siebie zlepek komórek folikularnego 
nabłonka i wspólnie, jako tzw. komórki graniczne, rozpo­
czynają wędrówkę w kierunku oocytu. Obecność miozyny 
VI wykazano zarówno w komórkach folikularnych, jak i 
w  migrujących komórkach granicznych [67]. U m utantów  
z wyciszoną ekspresją genu miozyny VI obserwowano za­
burzenia w migracji komórek oraz obniżenie poziomów 
dwóch białek uczestniczących w procesie adhezji kom ór­
kowej, DE-kadheryny (kadheryna em brionalna u Drosophi-
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la) i armadillo (homolog ß-kateniny), których obecność jest 
w ym agana podczas migracji komórek granicznych [67], Ka- 
dheryny to glikoproteiny powierzchniowe odpowiedzialne 
za lokalne oddziaływania międzykom órkowe w trakcie 
rozwoju oraz stabilizację tkanek w dojrzałym organizmie. 
N atom iast kateniny stanowią rodzinę białek cytoplazma- 
tycznych zasocjowanych z kadherynam i w procesie adhe­
zji komórkowej. Te dwa białka tworzą stabilny kompleks z 
miozyną VI w  komórkach granicznych u osobników typu 
dzikiego, a każde z nich jest odpowiedzialne za praw idłow ą 
lokalizację pozostałych. Również w tym  w ypadku prefero­
w any jest model, w  którym  rola miozyny VI polega na sta­
bilizacji kom pleksu białkowego D E-kadheryna/arm adillo  
[67].

Molekularne mechanizmy pełzania komórek oparte są 
na tw orzeniu w ypustek cytoplazmatycznych, lamelipo- 
diów i filopodiów, dzięki polimeryzacji aktyny przy błonie 
komórkowej w  odpowiednie struktury, sieci lub wiązki. W 
krawędzi wiodącej komórki wielokrotnie obserwowano re­
organizację aktyny z udziałem kompleksu A rp2/3 , rekruta­
cję kompleksów białek adhezyjnych w miejsca ich oddzia­
ływ ań z substratem  powierzchniowym, transport składni­
ków błony komórkowej oraz generowanie siły napędzającej 
ruch komórki z udziałem  aktyny, białek m otorycznych i 
kom pleksów adhezyjnych zlokalizowanych w  błonie ko­
mórkowej. Miozyna VI, wiążąc w  domenie DWC kompleks 
adhezyjny zasocjowany z macierzą zewnątrzkom órkową, 
może tworzyć zakotwiczenie dla mikrofilamentów polime­
ryzujących w wypustkach cytoplazmatycznych migrującej 
komórki [67], Model ten uwzględnia unikalne właściwości 
ruchu m iozyny VI, która krocząc do cytoplazmy komórki 
wspom aga „wypychanie" filamentów aktynowych do ro­
snących w ypustek komórkowych [7], Udział m iozyny VI w 
form owaniu w ypustek komórkowych potwierdzają obser­
wacje dokonane w  trakcie morfogenezy pełzających komó­
rek nabłonka we wczesnej fazie embriogenezy u Drosophila. 
W komórkach tych miozynę VI odnaleziono również w kra­
wędzi wiodącej komórki, a jej brak pow odow ał zanikanie 
w ypustek cytoplazmatycznych i w  konsekwencji upośle­
dzenie migracji komórek [68].

Udział m iozyny VI potwierdzono również w  regulacji 
funkcji motorycznych pełzających komórek ssaków. Bada­
nia wykazały, że w  wpukleniach błony komórkowej kra­
wędzi wiodącej mysich fibrobastów stym ulowanych hor­
m onem  w zrostu obecna jest miozyna VI ufosforylowana w 
reszcie treoniny (T406) w domenie motorycznej [52], Mecha­
nizm  działania miozyny VI w tym  procesie nie jest znany. 
Autorzy zakładają, że w komórkach ssaków, podobnie jak 
w migrujących komórkach granicznych w jajniku Drosophi­
la, m iozyna VI wiąże białka uczestniczące w adhezji kom ór­
kowej. Badania prow adzone w  jednowarstwowych hodow ­
lach kom órkowych nabłonka ssaków wskazują, że jednym  z 
takich białek może być winkulina. Wykazano, że w  późnym  
stadium  dojrzewania tych komórek miozyna VI jest rekru ­
towana w miejscach styku błon komórkowych, tzw. połą­
czeniach typu przylegania, występujących w komórkach 
nabłonkowych. W procesie tym uczestniczy w inkulina, 
białko zlokalizowane w  obwódkach przylegania włókien 
aktyny do błony komórkowej [69]. Wyniki te wskazują na 
współdziałanie miozyny VI, w inkuliny oraz E-kadheryny w
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organizacji cytoszkieletu aktynowego w miejscach lokalne­
go styku sąsiadujących komórek nabłonka ssaków.

Migracja komórek now otworowych umożliwia wzrost 
masy guza oraz tworzenie przerzutów, w  w yniku odry­
wania się komórek od guza pierwotnego i przenikania po­
przez błonę podstaw ną oraz tkankę łączną do krwiobiegu. 
W procesie tym  potwierdzono udział miozyny VI. Badania 
u ssaków wykazały podw yższony poziom tego białka w 
komórkach now otw orów  złośliwych jajnika [70] i prostaty 
[71], Zaham owanie ekspresji genu miozyny VI w  now otw o­
rowych komórkach jajnika obniża zdolność ich proliferacji 
w liniach kom órkowych i w arunkach in vivo, co sugeruje 
zaangażowanie miozyny VI w  proces ich migracji. Jednak 
w migracji komórek nowotworowych jajnika nie jest w y­
magany udział E-kadheryny, co sugeruje odm ienny od ob­
serwowanego w komórkach granicznych jajnika Drosophila 
sposób działania miozyny VI [70], Natomiast w  liniach ko­
m órkowych LNCaP raka prostaty miozynę VI odnaleziono 
w  strefie trans aparatów  Golgiego, gdzie współwystępowa- 
ła z białkami efektorowymi GIPC i LMTK2 [72], Z tego po­
w odu zaproponow ano udział miozyny VI w  wydzielaniu i 
transporcie nowo syntetyzowanych cząsteczek, w  tym tak­
że czynników aktywujących angiogenezę nowotworu.

MIOZYNA VI W PROCESIE SPERMATOGENEZY

W końcowym stadium  spermatogenezy u Caenorhabditis 
w  wyniku asymetrycznego podziału mejotycznego sper- 
matocytu II rzędu następuje rozdział elementów kom órko­
wych do dwóch haploidalnych sperm atyd i ciałka resztko­
wego. Do sperm atyd transportow ane jest haploidalne jądro, 
mitochondria, jeden centrosom oraz tzw. ciałka włókniste, 
zawierające specyficzne białka plemnikowe. Pozostałe or­
ganelle komórkowe oraz aktyna i tubulina pozostają w 
ciałku resztkowym  i są degradowane. Zaproponowany 
m echanizm segregacji elementów komórkowych podczas 
późnej fazy sperm atogenezy u Caenorhabditis uwzględnia 
udział m ikrotubul i mikrofilamentów oraz współdziałają­
cych z nimi białek motorycznych. W powstającym podczas 
podziału przewężeniu pom iędzy sperm atydą a ciałkiem 
resztkowym  odnaleziono aktynę i miozynę VI [18]. U nicie­
ni zawierających zm utow any gen kodujący miozynę VI sor­
towanie organelli i elementów cytoszkietelu jest zaburzone 
i wywołuje ich równom ierną dystrybucję w  spermatydzie 
i w  ciałku resztkowym  [73]. Defekt nie dotyczy jedynie lo­
kalizacji jądra komórkowego, które niemal zawsze trafia do 
spermatydy. Powstające plemniki są niefunkcjonalne, co 
potwierdza udział miozyny VI w asymetrycznej cytokine- 
zie sperm atocytu II rzędu warunkującej praw idłow y roz­
wój plemników Caenorhabditis. Zaproponowano, że białko 
to bierze udział w  ukierunkow anym  transporcie organelli 
do komórek potomnych, z wyjątkiem jądra komórkowego, 
którego translokacja odbywałaby się w  sposób niezależny 
od układu aktyna-m iozyna [73]. Jednak ze względu na 
unikalne cechy miozyny VI, zakłada się także możliwość 
jej udziału w  regulacji architektury cytoszkieletu aktyno­
wego podczas tworzenia wewnątrzkom órkowych barier 
towarzyszących specjalizacji komórkowej [18,73]. U Dro­
sophila m iozyna VI wykazuje zdolność asocjacji z białkiem 
D-CLIP-190, należącym do grupy białek wiążących tubulinę 
[5], Ponieważ u osobników typu dzikiego Caenorhabditis, w
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przewężeniu pomiędzy sperm atydą a ciałkiem resztkowym 
m iozyna VI współwystępuje z aktyną i tubuliną, obie hi­
potezy są prawdopodobne. Miozyna VI może stabilizować 
oddziaływ ania pomiędzy dw om a systemami cytoszkieletu 
w celu utrzym ania funkcjonalnej bariery w ew nątrzkom ór­
kowej lub realizacji transportu organelli w zdłuż mikrofila- 
m entów do zakończeń mikrotubul.

Późna faza spermatogenezy u Drosophila, tzw. indyw idu­
alizacja prow adzi do powstania funkcjonalnych plemników 
pochodzących z jednej cysty, zawierającej 64 haploidalne 
sperm atydy [74-77]. Podczas indywidualizacji dochodzi do 
eliminacji cytoplazmy z dojrzewających plemników, czemu 
towarzyszy reorganizacja błon, zanika błona cysty i tworzą 
się indyw idualne błony komórkowe plemników. W proce­
sie tym  kluczową rolę odgrywają specyficzne kompleksy. 
Zawierają one charakterystyczne struktury aktynowe (tzw. 
stożki aktynowe), które tworzą się wokół jąder sperma- 
tyd, a następnie synchronicznym ruchem przesuwają się 
w zdłuż aksonem dojrzewających plemników. Stożki akty­
nowe są zbudow ane z dwóch dom en struktury, ich regiony 
frontowe tworzy gęsta sieć aktyny, a siłą napędzającą ruch 
stożków jest polimeryzacja filamentów aktynowych w ich 
dom enach ogonowych [76,78]. Stabilne dom eny frontowe 
stożków aktynowych działają jak „tłok strzykawki" w ypy­
chając cytoplazmę z dojrzewających plemników podczas 
synchronicznego ruchu 64 stożków w zdłuż aksonem. Wy­
niki badań  dowodzą, że miozyna VI determinuje efektywny 
przebieg indyw iduali­
zacji. Mutacje w  pro­
motorze genu jaguar 
u Drosophila (homo­
log genu miozyny VI 
u ssaków) prow adzą 
do zaham ow ania jego 
ekspresji w  jądrach 
samców [74]. U Dro­
sophila typu dzikiego 
miozyna VI zlokalizo­
wana jest w podsta­
wach stożków akty­
nowych, natomiast u 
m utantów  miozyny VI 
struktura stożków jest 
zaburzona, co prow a­
dzi do nieefektywnej 
eliminacji cytoplazmy, 
a w konsekwencji do 
zatrzym ania proce­
su indywidualizacji i 
bezpłodności samców 
[74,76,77], Mechanizm 
działania miozyny VI 
w procesie indyw idu­
alizacji sperm atyd nie 
jest znany. Pierwotna 
hipoteza zakładała, że 
u podstaw y stożków 
aktynowych zachodzi 
aktyw na endocytoza 
pęcherzyków opłasz- 
czonych klatryną, w
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której uczestniczy miozyna VI [8], Jednak wyniki badań nie 
potwierdziły aktywności endo- lub egzocytozy w komplek­
sach biorących udział w procesie indywidualizacji [76]. W y­
kazano też brak a-adaptyny wokół stożków aktynowych
[75], co wyklucza możliwość formowania pęcherzyków 
opłaszczonych klatryną. Dlatego bardziej praw dopodobny 
jest model, w którym  miozyna VI pełni rolę białka kotwi­
czącego, które stabilizuje strukturę stożków aktynowych 
[18]. Miozyna VI zlokalizowana jest u podstaw y stożka 
aktynowego w gęstej sieci aktyny, w  której przeważająca 
liczba filamentów aktynowych zorientowana jest końcami 
„m inus" do podstaw y stożka, zgodnie z kierunkiem jego 
ruchu [77]. Badania prow adzone na innych modelach ko­
mórkowych dowodzą, że miozyna VI wiążąc końce „mi­
nus" mikrofilamentów, blokuje proces depolimeryzacji 
aktyny [49]. Wykorzystując tę właściwość białko to może 
stabilizować dom eny frontowe stożków aktynowych, chro­
niąc końce „minus" mikrofilamentów przed depolimeryza- 
cją. W domenach tych miozyna VI współwystępuje z biał­
kami regulującymi dynam ikę aktyny, takimi jak kompleks 
A rp2 /3  i jego aktywator, kortaktyna [75,78], Brak miozyny 
VI wywołuje niepraw idłow e rozmieszczenie tych białek w 
stożkach aktynowych [75,77] co wskazuje, że miozyna VI 
może tworzyć unikalne kompleksy białkowe stabilizujące 
organizację aktyny w tych strukturach. Najnowsze wyniki 
badań dowodzą, że podczas indywidualizacji sperm atyd u 
Drosophila nie jest w ym agana dimeryzacja miozyny VI [79].

Tabela 2. Funkcje miozyny VI w wybranych procesach komórkowych (zestawienie przygotowano w oparciu o dane literaturowe zawarte 
w tekście artykułu).

Proces
Proponowana funkcja miozyny VI j

Rola transportera cargo Rola białka kotwiczącego 1

endocytoza

• rekrutacja receptorów błonowych
• transport pęcherzyków 

opłaszczonych klatryną
• transport pęcherzyków przejściowych
• transport wsteczny z udziałem 

recyklizującego endosomu

• organizacja cytoszkieletu aktynowego 
w miejscach powstawania pęcherzyków 
przy błonie komórkowej

• organizacja cytoszkieletu aktynowego 
w strefach transportu pęcherzyków

pinocytoza
fagocytoza

• udział w powstawaniu pęcherzyków 
pinocytamych i fagosomów

egzocytozy

• wspomaganie pączkowania pęcherzyków 
w regionie trans aparatu Golgiego

• transport pęcherzyków z regionu 
trans w pobliże mikrotubul

• stabilizacja struktury aparatu Golgiego
• udział w procesie sortowania 

nowo powstałych białek

funkcjonowanie
komórek
włoskowatych

• transport elementów błonowych 
u podstawy stereocyliów

• transport pęcherzykowy w 
aktywnej strefie synaptycznej

• kotwiczenie błony komórkowej 
u podstawy stereocyliów

• organizacja cytoszkieletu aktynowego 
podczas tworzenia barier 
powstrzymujących przepływ elementów 
cytoplazmatycznych do stereocyliów

polaryzacja komórek
• selektywne kotwiczenie 

kompleksów białkowych

migracja komórek

• stabilizacja kompleksów białkowych 
uczestniczących w adhezji komórkowej

• udział w formowaniu 
wypustek komórkowych

• organizacja cytoszkieletu aktynowego 
w połączeniach typu przylegania

spermatogeneza
• ukierunkowany transport organelli 

i elementów cytoszkieletu podczas 
asymetrycznej cytokinezy

• organizacja cytoszkieletu aktynowego 
podczas tworzenia barier towarzyszących 
specjalizacji komórkowej

procesy jądrowe • transport do jądrowy i wewnątrzjądrowy
• organizacja i stabilizacja 

kompleksu polimerazy II
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MIOZYNA VI W JĄDRZE KOMÓRKOWYM

Jedną z najbardziej zagadkowych kwestii jest rola mio­
zyny VI w  regulacji mechanizmów wewnątrzjądrowych [2]. 
W aktywnych transkrypcyjnie komórkach ssaków potw ier­
dzono istotny poziom miozyny VI, która w spółwystępuje z 
nowo powstałymi transkryptam i mRNA oraz kompleksem 
polimerazy II RNA aktywnych genów [19]. Zablokowanie 
miozyny VI przy użyciu swoistych przeciwciał powoduje 
obniżenie poziom u ekspresji określonych genów w w arun ­
kach in vivo. Inne badania dowodzą, że eksport miozyny 
VI z cytoplazmy do jądra komórkowego jest indukow any 
uszkodzeniami DNA, które aktywują zależną od czynnika 
transkrypcyjnego p53 strategię napraw y powstałych uszko­
dzeń [43]. Autorzy ujawnili także aktywację ekspresji genu 
miozyny VI po związaniu białka p53 w jego promotorze. 
Miozyna VI jest również obecna w jądrach kom órkowych 
wydzielniczych komórek chromochłonnych rdzenia nad ­
nercza szczura, w  regionach pozbawionych chrom atyny 
[20]. Możliwość zaangażowania systemu aktyna-miozy- 
na w  regulację aktywności transkrypcji jest sugerow ana 
od dawna, dlatego udział miozyny VI w tym  procesie jest 
uzasadniony. Na etapie inicjacji transkrypcji białko to może 
być zaangażowane w organizację i stabilizację kompleksu 
polimerazy II. Natomiast asocjacja miozyny VI z nowo po­
wstałymi transkryptam i polimerazy II, jego lokalizacja w 
obszarach poza chromatynowych oraz indukow any eksport 
z terenu cytoplazmy do jądra komórkowego odzwierciedla 
udział miozyny VI w transporcie w ew nątrzjądrow ym  oraz 
translokacji specyficznych cząsteczek do jądra kom órkow e­
go [20,43],

PODSUMOWANIE

W ciągu ostatnich 18 lat, a więc od czasu odkrycia miozy­
ny VI u Drosophila, ukazało się wiele prac opisujących budo ­
wę i właściwości kinetyczne tego białka oraz ujawniających 
jego obecność w  nowych, nieznanych dotąd miejscach loka­
lizacji w komórkach różnych organizmów. Mnogość funkcji 
proponow anych dla miozyny VI i zachowana w  toku ewo­
lucji jej molekularna struktura świadczą o fundam entalnym  
znaczeniu biologicznym tego białka. W oparciu o uzyskane 
wyniki badań, nie zawsze jednoznaczne, skonstruow ano 
wiele hipotez opisujących praw dopodobne mechanizmy 
działania miozyny VI, które z pewnością wymagają dalszej 
weryfikacji (Tab. 2). Podstawowym  problemem jest trud ­
ność w identyfikacji specyficznych partnerów, z którymi 
białko to oddziałuje w  różnych typach komórek. Kwestią 
sporną jest również forma, w jakiej m iozyna VI funkcjonuje 
w w arunkach in vivo, do tej pory nie ustalono, czy jest ona 
procesywnym  dim erem  czy monomerem. Praw dopodob­
nie, w  zależności od rodzaju partnera wiązanego w określo­
nym  typie komórki lub przedziale komórkowym, to wyjąt­
kowe białko działa w obu formach pełniąc unikalne funkcje, 
jako transporter ładunku lub białko kotwiczące.
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Myosin VI: the unique motor protein of the actin cytoskeleton
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ABSTRACT
Myosins are actin-based motor proteins that use energy derived from ATP hydrolysis to generate force and move along actin filaments. Myo­
sin VI is a unique motor protein because it moves towards the "minus" end of actin filament, which is the opposite direction to all of the other 
myosins studied so far, and therefore is thought to have unique properties and cellular functions. Localization and functional studies indicate 
that myosin VI plays a role in a variety of different intracellular processes, such as endocytosis and secretion as well as cell division, differ­
entiation, and cell migration. These various functions of myosin VI are mediated by interaction with a range of different binding partners. 
In this review, we describe the structure, kinetic properties and functions proposed for myosin VI, and present current hypotheses on the 
mechanisms of functioning of this unique protein in vivo.
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STRESZCZENIE

K urkum ina jest naturalnym  związkiem otrzymywanym z kłączy ostryżu długiego. Jest 
ona aktywnym składnikiem  kurkum y stosowanej od tysiącleci w medycynie tradycyj­

nej. Współczesna, bardzo bogata literatura naukowa opisuje przeciwnowotworowe, anty ok­
sydacyjne i przeciwzapalne działanie kurkum iny. Na wielu modelach zwierzęcych wyka­
zano, że kurkum ina może być potencjalnym lekiem  nie tylko przeciwnowotworowym, ale 
także stosowanym w przypadku wielu innych chorób, w etiologii których odgrywają rolę re­
aktywne formy tlenu oraz chroniczny łagodny stan zapalny. Kurkumina również chroni na­
rządy przed uszkodzeniami indukowanym i toksynami. Na poziomie komórkowym hamuje 
ona proliferację oraz indukuje apoptozę, jednakże komórki prawidłowe są mniej podatne 
na działanie kurkum iny niż komórki nowotworowe. Znanych jest już w iele molekularnych 
mechanizmów działania kurkum iny. Wydaje się, że obserwowane efekty komórkowe naj­
lepiej można opisać działaniem kurkum iny na stres komórkowy oraz ham owanie aktyw­
ności czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Kurkumina, mimo swojej niskiej biodostępności 
wywiera dobroczynne działanie na organizm. Postuluje się, że jest to możliwe dzięki jej 
hormetycznym właściwościom.

O stryż d ługi

WPROWADZENIE

Kurkum ina od tysięcy lat stosowana 
w  medycynie naturalnej, dzisiaj przy ­
ciąga uw agę wielu badaczy i klinicy­
stów jako tak zw any nutraceutyk oraz 
związek, który sam w sobie lub w  po­
staci pochodnych może być w przyszło­
ści stosowany w klinice, jako lek, lub 
preparat wspomagający leczenie choro­
by nowotworowej i choroby Alzheime­
ra [1].

K urkum ina jest związkiem  roślin­
nym  znajdującym się w ekstrakcie z kłą­
czy ostryżu długiego (Curcuma longa), 
stosowanym  jako przypraw a znana pod 
nazw ą turmeńc (ang.) lub kurkum a. Jest 
też żółtym składnikiem indyjskiej przy­
praw y curry. Stosowana jest powszech­
nie jako bezpieczny związek (E100) na­
dający kolor wielu produktom  spożyw ­
czym, takim  jak margaryna, m usztarda, 
m akarony, czy napoje bezalkoholowe
[2] (Ryc. 1).

Termin nutraceutyk (ang. nutraceu- 
tical) znany jest od dość dawna, gdyż 
został w prow adzony w 1989 roku przez 
lekarza Stephena DeFelice. Oznacza on 
substancję, która stanowi pokarm  lub 
składnik pokarm u, przynoszącą korzy­
ści prozdrow otne zarówno zapobiega­
jąc chorobie jak i wykazując zdolności

Rycina 1. Ostryż długi (h ttp :// faculty.ksu.edu. 
s a /7 0 9 1 7 /P ic tu r e s % 2 0 L ib ra r y /F o rm s /D is p -  
Form.aspx?ID=25), kłącze, z którego ekstra­
huje się kurkumę (http://natureasm edicine. 
wordpress.com /  2009/ 04 /13 / are-turmeric-capsules- 
any-good-find-out-now) oraz wzór kurkuminy.

Kłącza i k u rk u m a

OM

k u rkum ina
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lecznicze [2], W tym znaczeniu, kurkum ina, podobnie jak i 
inne polifenole, które znajdują się w  składnikach diety, jak 
na przykład czarnej i zielonej herbacie, czerwonym  winie, 
orzeszkach ziemnych, czy też czekoladzie, ma pozytyw ny 
w pływ  na nasz organizm. Jednakże jest jednym  z niewielu 
naturalnych składników diety, który ma tak długą i bogatą 
tradycję w  medycynie naturalnej oraz tak bogatą współcze­
sną literaturę naukową. Zwłaszcza ostatnio ukazało się bar­
dzo wiele prac zarówno oryginalnych jak i przeglądowych, 
poświęconych molekularnym, kom órkowym  i fizjologicz­
nym  m echanizmom działania kurkum iny [3-9]. Jest też jed­
na praca przeglądowa w  języku polskim [10].

KURKUMINA W MEDYCYNIE NATURALNEJ

Początek historii kurkum y sięga kilku tysięcy lat do sa­
mych początków medycyny Ayurveda, oznaczającej naukę 
długiego życia [11], a dzisiaj zaliczanej do tak zwanej Com­
plementary and Alternative Medicine (CAM). Kurkum a była 
używ ana na subkontynencie indyjskim nie tylko jako skład­
nik diety, ale również jako środek leczniczy nie wywołujący 
żadnych szkodliwych efektów ubocznych.

W tradycyjnej hinduskiej i chińskiej medycynie stoso­
wano ją jako środek przeciw nadm iernem u apetytowi, w 
leczeniu żółtaczki i innych schorzeń wątroby oraz układu 
trawiennego. Kurkum a była stosowana w  leczeniu kolki, 
bólu zębów i klatki piersiowej oraz bólu menstruacyjnego. 
Stosowano ją także jako środek wspomagający gojenie ran i 
leczenie przebarwień skórnych [11], W spółczesna m edycy­
na naturalna W schodu zna kurkuminę, która jest najaktyw­
niejszym składnikiem kurkumy, jako środek antyseptyczny, 
przeciwzapalny, antyoksydacyjny oraz przeciwnowotwo- 
rowy. K urkum ina stosowana jest w  leczeniu infekcji oczu, 
oparzeń, ugryzień, trądziku i innych schorzeń skóry. Jest 
również skuteczna w przypadku wielu schorzeń układu 
pokarm owego takich jak: biegunka, niestrawność, nadkw a- 
sota, wzdęcia i wrzody. Stosuje się ją 
jako środek antydepresyjny i łagodzący 
halucynacje spow odow ane haszyszem i 
lekami psychotropowym i [12].

Świat Zachodu zawdzięcza kurkum ę 
handlarzom  arabskim, którzy zaczęli ją 
rozprow adzać w Europie w XV wieku.
Jednakże dopiero panowanie Brytyjczy­
ków w  Indiach upowszechniło zastoso­
wanie kurkum y jako składnika mieszan­
ki ziół zwanych pod nazwa curry [11],

BIOLOGICZNA AKTYWNOŚĆ 
KURKUMINY JAKO ŚRODKA 
PREWENCYJNEGO I LECZNICZEGO

N asza współczesna wiedza daje pod­
stawy, aby sądzić, iż kurkum ina może 
być stosowana jako środek nie tylko za­
pobiegający, ale także leczniczy w przy­
padku  wielu chorób cywilizacyjnych 
takich jak: choroby neurodegeneracyjne, 
w  tym  choroba Alzheimera, choroby 
układu krążenia, cukrzyca, nowotwory,

reum atoidalne zapalenie stawów, przewlekłe zapalenie je­
lit, choroby infekcyjne płuc, alergia, astma, choroby auto- 
immunologiczne, AIDS, łuszczyca i praw dopodobnie wiele 
innych. Co zatem wiadom o na temat aktywności biologicz­
nej kurkum iny, która uzasadniałaby takie w szechstronne i 
dobroczynne działanie tego związku? W następnych roz­
działach zostaną przedstawione najważniejsze wyniki ba ­
dań podstaw ow ych oraz przedklinicznych świadczące o 
plejotropowym działaniu tego związku (Ryc. 2).

KURKUMINA JAKO ZWIĄZEK 
ANTYOKSYDACYJNY I PRZECIWZAPALNY

Reaktywne formy tlenu (RFT) jak również reaktyw ne for­
my azotu (RFA), stanowiące produkty normalnego m etabo­
lizmu komórki, mogą być zarówno pożyteczne jak i szko­
dliwe. W niskich stężeniach pełnią one rolę sygnalizacyjną 
w  komórce, w  tym  indukują efekt mitogenny oraz biorą 
udział w  ochronie przed szkodliwymi czynnikami (patoge­
nami). Szkodliwe działanie RFT/RFA objawia się stresem  
komórkowym, który występuje w  wyniku podw yższone­
go ich poziom u lub niewystarczającej enzymatycznej lu b / i  
nieenzymatycznej obrony anty oksydacyjnej. N adm iar RFT 
może uszkodzić lipidy, cukry, białka i DNA. Dlatego u w a ­
ża się, że stres oksydacyjny ma fundam entalne znaczenie 
w  etiologii wielu chorób, jak również w  procesie starzenia. 
Głównym  źródłem  kom órkowych RFT są mitochondria, 
które produkują jeden z ważniejszych wolnych rodników , 
mianowicie anionorodnik ponadtlenkowy. Tlenek azotu 
(NO*) natom iast produkow any jest przez syntazy tlenku 
azotu (NOS) w  procesie przekształcania argininy do cytru- 
liny. Pełni on wiele funkcji fizjologicznych takich jak: udział 
w  neurotransmisji, praw idłow ym  funkcjonowaniu uk ładu  
odpornościowego, rozszerzaniu naczyń oraz w ew nątrz ­
komórkowej sygnalizacji. RFA mogą bezpośrednio uszka­
dzać DNA lub też wpływać na upośledzenie jego napraw y, 
poprzez zmianę funkcji białek w nią zaangażowanych. W

Rycina 2. Wybrane molekularne i komórkowe cele kurkuminy oraz jej dobroczynne działanie na organizm.
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skład obrony antyoksydacyjnej wchodzą enzymy takie jak: 
dysm utaza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa 
oraz katalaza. Nieenzymatyczne antyoksydanty to kwas 
askorbinowy, a-tokoferol, glutation, karotenoidy, flawo­
noidy i inne. Równowaga RTF/RFA jest bardzo w ażna w 
utrzym aniu  homeostazy całego organizm u [13,14], Wyniki 
wielu badań wskazują na fakt, że kurkum ina może mieć w 
tym  zasadniczy udział.

Kurkum ina wykazuje silne antyoksydacyjne właściwości 
porów nyw alne do witaminy C i E. Wykazano, że jest ona 
zm iataczem RFT/RFA, w tym rodnika ponadtlenkow ego i 
hydroksylowego oraz dw utlenku azotu, hamuje peroksyda- 
cję lipidów  w różnych modelach zwierzęcych oraz oksyda­
cyjne uszkodzenia tkanek. W ykazano protekcyjne działanie 
kurkum iny przeciw uszkodzeniom  mięśnia sercowego, 
związane z ham owaniem  powstawania RFT [15]. K urku­
mina aktywuje również enzymatyczną obronę antyoksyda- 
cyjną poprzez aktywacje genów takich enzymów jak: dys­
m utaza ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza glutationu 
oraz s-transferaza glutationowa [16]. Wykazano również, 
że kurkum ina podnosi poziom glutationu zarówno w  ko­
m órkach prawidłowych [17] jak i nowotworowych [18]. Ha- 
muje ona również aktywność NOS w mysich makrofagach, 
jak również syntezę NOS w wątrobie myszy w  badaniach 
in vivo. K urkum ina indukuje też ekspresję genu oksygena- 
zy hemowej (HO-1) w różnych komórkach [19]. HO-1 jest 
enzym em , który nie tylko rozkłada hem  do tlenku węgla, 
żelaza i biliwerdyny, ale ma również bardzo duże znaczenie 
w  odpow iedzi komórki na stres oksydacyjny [20].

O dpow iedź komórki na stres oksydacyjny jest silnie 
pow iązana z indukcją stanu zapalnego. Reaktywne formy 
tlenu pośredniczą w  metabolizmie prostaglandyn oraz pro ­
dukcji cytokin prozapalnych. Kurkumina wykazuje aktyw ­
ność przeciwzapalną poprzez oddziaływanie z w ielom a 
ścieżkami sygnalizacyjnymi zaangażowanym i w pow sta­
wanie stanu zapalnego. Przede wszystkim hamuje aktyw a­
cję czynnika transkrypcyjnego NF-kB, regulującego ekspre­
sję genów, których produktam i są cytokiny prozapalne. Ob­
niża również syntezę TNF-a, który jest głównym indukto- 
rem  NF-kB. Kurkumina hamuje wydzielanie wielu cytokin 
prozapalnych takich jak IL-1, IL-6, IL-8 oraz chemokin. Poza 
tym  obniża syntezę cyklooksygenazy COX-2, kluczowego 
enzym u zaangażowanego w produkcję prostaglandyn, 
który ulega indukcji w  miejscach stanu zapalnego. Ham uje 
syntezę również innego prozapalnego enzym u — lipook- 
sygenazy (5-LOX). Z powodzeniem  może być zaliczona do 
niesterydowych leków przeciwzapalnych -  NSAID (ang. 
non-steroidal anti-inflammatory drug) [11,21,22].

KURKUMINA JAKO POTENCJALNY LEK 
CHORÓB ZWIĄZANYCH ZE STRESEM 
OKSYDACYJNYM I STANEM ZAPALNYM

Badania ostatnich lat wskazują na udział stresu oksyda­
cyjnego i stanu zapalnego w etiologii wielu chorób. Nale­
żą do nich choroby neurodegeneracyjne, choroby układu 
krążenia, cukrzyca, reum atoidalne zapalenie stawów, no­
w otw ory i inne. Nie dziwi więc fakt, że kurkum ina może 
zapobiegać i hamować rozwój tych chorób poprzez blokadę 
stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego. Poniżej p rzedsta ­
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wim y w ybrane dane świadczące o korzystnym  wpływie 
kurkum iny na popraw ę param etrów  charakteryzujących 
niektóre z wyżej wym ienionych chorób.

Choroba Alzheimera (AD, ang. Alzheimer disease) jest 
postępującą chorobą neurodegeneracyjną powodującą za­
burzenia poznawcze i behawioralne. Jest ona główną przy­
czyną demencji w  krajach wysoko rozwiniętych. Autopsja 
m ózgu pacjentów z chorobą Alzheimera wykazuje obec­
ność wew nątrzkom órkow ych włókien fibrylarnych oraz ze- 
w nątrzkom órkow ych złogów p-amyloidów (A(3) zwanych 
płytkami starczymi. Są one w ykryw ane pośmiertnie w  hi- 
pokampie, nowej korze i innych subkorowych strukturach. 
W etiologii choroby Alzheimera odgrywają rolę zarów ­
no czynniki genetyczne jak i środowiskowe. Istnieje coraz 
więcej dow odów  na to, że w  rozwoju choroby Alzheimera 
bardzo dużą rolę odgryw a stres oksydacyjny, i to zarówno 
w m ózgu jak i w  tkankach peryferyjnych. Produkty oksyda­
cyjnej modyfikacji kw asów  nukleinowych, białek, lipidów 
oraz produkty glikooksydacji, które są znanymi m arkeram i 
stresu oksydacyjnego, znajdowano pośmiertnie w  mózgach 
ludzi chorych, jak również w  płynie mózgowo-rdzeniowym, 
osoczu, surowicy i moczu ludzi cierpiących na tę chorobę 
[23]. Coraz więcej danych świadczy o tym, że również stan 
zapalny, zarówno w  mózgu, jak tkankach peryferyjnych, 
może być związany z patologią choroby Alzheimera [24], 
Obecnie opublikowanych jest już kilkadziesiąt prac, których 
wyniki, uzyskane na zwierzęcych modelach choroby Alzhe­
imera, wskazują na to, że kurkum ina zmniejsza zaburzenia 
poznawcze, obniża stres oksydacyjny, hamuje stan zapalny 
w m ózgu oraz zmniejsza akumulacje beta-amyloidu, bar­
dzo często poprzez niszczenie już istniejących złogów [3]. 
Opublikowano już wyniki pierwszych badań klinicznych 
osób dotkniętych tym  schorzeniem, chociaż ze w zględu na 
niewielką grupę osób badanych na razie trudno jest jedno­
znacznie stwierdzić, czy kurkum ina ma w pływ  na ham o- ; 
wanie postępów tej choroby u ludzi.

Dysfunkcja układu krążenia (arterioskleroza) należy j 
do typowych schorzeń wieku podeszłego i związana jest 
z grom adzeniem  się uszkodzeń spow odow anych stresem 
oksydacyjnym oraz stanem  zapalnym  śródbłonka naczyń 
krwionośnych. Zmiany zapalne związane są ze zwiększoną 
produkcją cząstek adhezyjnych, zmienionym wydzielaniem 
cytokin prozapalnych, odkładaniem  się LDL, żeby w ym ie­
nić tylko niektóre. Sądzi się, że w  procesie tym kluczową 
rolę może odgrywać podw yższona aktywność czynnika 
transkrypcyjnego NF-kB [25]. Co ciekawe, uw aża się, że 
rozwojowi arteriosklerozy towarzyszy stale podw yższona 
aktywność oksygenazy hemowej, HO-1 [20]. Jak wiadom o, 
kurkum ina jest inhibitorem NF-kB oraz aktywuje ekspre­
sję genu kodującego oksygenazę hemową. Podwyższenie 
poziom u tego enzym u przez kurkum inę tłumaczy się jako 
efekt obronny komórek polegający na adaptacyjnej aktyw a­
cji na stres [6], Prac dotyczących dobroczynnego w pływ u 
kurkum iny na ham owanie zw yrodnienia naczyń krw io­
nośnych jest znacznie więcej. Zostały one zebrane w  pracy j 
przeglądowej [3].

Cukrzyca, to choroba, która może prowadzić do ślepoty, 
uszkodzenia nerek, zaburzeń zarówno naczyniowych jak 
i kardiologicznych, choroby dziąseł [26]. Cukrzyca zarów ­
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Rycina 3. Wpływ kurkuminy na hamowanie powstawania i rozwoju nowotworu.

no typu I jak i II jest powiązana bezpośrednio 
z funkcją układu odpornościowego. Za zanik 
wysepek (3-Langerhansa (typ I) mogą być od ­
powiedzialne zarówno limfocyty T jak i ko­
mórki odpowiedzi wrodzonej. Cukrzyca typu 
II charakteryzuje się natomiast insulinoopor- 
nością i towarzyszy jej podwyższony poziom 
cytokin prozapalnych takich jak: TNF-a, IL-ip,
11-6 oraz innych [26]. W pływ kurkum iny na ob­
jawy cukrzycy studiowano głównie na modelu 
indukowanej choroby u szczurów. Wykazano, 
że kurkum ina zmniejsza hiperglikemię, popra­
wia param etry lipidowe, podnosi poziom insu­
liny, obniża poziom NF-kB oraz wydzielanie TNF-a i tlenku 
azotu, redukując generalnie stres oksydacyjny [3,27],

Reumatoidalne zapalenie stawów należy do chorób auto- 
immołogicznych. Charakteryzuje się chronicznym stanem 
zapalnym  i, podobnie jak w chorobach układu krążenia, 
zwiększoną produkcją cytokin prozapalnych takich jak: IL- 
1, IL-6, TNF-a. Cytokiny te są produkow ane głównie w oko­
licach stawów, gdzie grom adzą się aktywowane makrofagi 
i komórki dendrytyczne [28,29], Reumatoidalne zapalenie 
stawów związane jest także z podw yższonym  poziomem 
zewnątrzkom órkowych metaloproteinaz (MMP). W de­
strukcji chrząstki ma szczególne znaczenie MMP-13, która 
jest produkow ana przez chondrocyty i komórki synowial- 
ne. Tak więc, wydaje się, że kurkum ina może ham ować roz­
wój tego schorzenia poprzez blokowanie MMP oraz ścieżki 
związanej z NF-kB [28].

Należy w  tym  miejscu wspomnieć również o chorobie 
nowotworowej, chociaż poświęcono jej cały następny roz­
dział. Znamy wiele dow odów  na to, że stan zapalny i no­
w otw ór są ze sobą powiązane w dwojaki sposób. A ktyw a­
cja onkogenów powoduje produkcję cytokin prozapalnych 
w  transformowanych komórkach (ścieżka w ew nętrzna) a 
chroniczny stan zapalny indukuje transformację now otw o­
row ą (ścieżka zewnętrzna), na co są już bogate dow ody epi­
demiologiczne. Obydwie ścieżki (wewnętrzna i zew nętrz­
na) aktywują między innymi NF-kB oraz STAT3, które z 
kolei indukują syntezę cytokin, chemokin, prostaglandyn 
oraz COX-2 [30], Kurkumina może więc działać przeciw- 
nowotworowo między innymi poprzez ham ow anie stanu 
zapalnego.

KURKUMINA JAKO ZWIĄZEK CHEMOPREWENCYJNY 
I PRZECIWNOWOTWOROWY

Kancerogeneza, czyli powstawanie now otw oru, najogól­
niej rzecz ujmując polega na genetycznych zmianach w 
komórce spow odow anych mutacjami, niestabilnością chro­
mosomową, aktywacją onkogenów i inaktywacją genów 
supresorów nowotworu, które to zmiany przekładają się na 
fenotyp komórki nowotworowej. Komórki now otw orow e 
charakteryzują się nieograniczonymi podziałami, unieza­
leżnieniem od czynników wzrostu, zmniejszoną podatno­
ścią na apoptozę oraz zdolnością do tworzenia przerzutów  
[31]. W zwierzęcych modelach rozwój choroby now otw o­
rowej przyjęto dzielić na fazy inicjacji, promocji i progresji
[2], Termin chemoprewencja lub chemoprofilaktyka, czyli 
zapobieganie chorobie, w tym przypadku nowotworowej,

nie jest równoznaczny z chemioterapią, czyli leczeniem no ­
w otw oru przy pomocy związków chemicznych. Jednakże 
term in chemoprewencja używ any jest często w przypadku 
zapobiegania chorobie nowotworowej na różnych etapach 
jej rozwoju, ale w  zasadzie zanim  nastąpią przerzuty. N a ­
tomiast przeciwnowotworowe działanie związku odnosi 
się do jego cytostatycznego efektu na komórki now otw oro­
we. W tym rozum ieniu kurkum ina ma działanie zarów no 
chemoprewencyjne (an ty kancerogenne) jak i przeciw now o­
tw orow e (cytostatyczne, proapoptotyczne) [32,33]. U prosz­
czony schemat przeciwdziałania kurkum iny na różne etapy 
rozwoju now otw oru przedstaw ia rycina 3.

Chemoprewencyjne działanie kurkum iny wykazano w  
przypadku wielu typów now otw orów  zwierzęcych in d u ­
kowanych kancerogenami. I tak, kurkum ina aplikowana 
na skórę lub podaw ana w diecie znacząco redukow ała po ­
wstawanie guzów skóry myszy i szczurów na skutek dzia ­
łania kancerogenów. Podobnie, obecna w  diecie kurkum ina 
ham owała kancerogenezę w wątrobie myszy i szczurów. 
Najwięcej badań poświęcono ochronnem u działaniu k u rku ­
miny w stosunku do now otw orów  układu pokarm owego, 
wykazując jej skuteczność w przypadku raka okrężnicy m u ­
tantów  mysich szczególnie podatnych na ten typ now otw o­
ru oraz zwierzęcych now otw orów  przełyku i żołądka. Kur­
kum ina okazała się być skutecznym związkiem prewencyj­
nym  również w przypadku guzów płuc i piersi [10,32,33].

Przeciwnowotworowe działanie kurkum iny przejawia 
się poprzez zaham owanie proliferacji i indukcję śmierci 
komórkowej, co wykazano przede wszystkim w  badaniach 
in vitro. In vivo kurkum ina zapobiega przerzutom  [32] i ha ­
muje angiogenezę [34], Śmierci komórkowej indukowanej 
przez kurkum inę zostanie poświęcony następny rozdział. 
W tym miejscu zostanie krótko przedstawiony problem  
ham ow ania przez kurkum inę metastazy i związanej z nią 
angiogenezy. Metastaza to proces, w  którym komórki no ­
w otw orow e wędrują poprzez układ krwionośny z tkanki, w 
której powstały do innych, nieraz bardzo odległych narzą ­
dów  i tam się zasiedlają, czyli tworzą przerzuty. W swojej 
wędrówce komórki now otw orow e m uszą pokonać wiele 
barier, w tym błonę podstaw ną zbudow aną głównie z ko­
lagenu IV. W pokonaniu tej bariery pomagają im metalo- 
proteinazy (MMP), z których dwie MMP-2 i MMP-9 degra­
dują kolagen IV. Wykazano, że kurkum ina jest inhibitorem 
tych m etaloproteinaz wydzielanych przez komórki now o­
tworowe. Komórki raka prostaty przeszczepione myszom, 
w ykazywały znaczące zaham owanie wzrostu oraz spadek 
aktywności MMP-2 i MMP-9 pod wpływem  kurkum iny. 
Podobnie u myszy, którym  przeszczepiono komórki raka
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piersi człowieka, kurkum ina hamowała przerzuty do płuc 
i syntezę MMP-9, COX-2, NF-kB oraz naczyniowego czyn­
nika wzrostu śródbłonka, VEGF [35]. VEGF jest typowym  
czynnikiem stymulującym angiogenezę, która jest niezbęd­
na do wzrostu guza i obniżenie jego ekspresji pod wpływ em  
kurkum iny obserwowane było również przez innych [34].

Wyniki badań przedklinicznych oraz podstawowych, 
obrazujących molekularny mechanizm przeciwnowotwo- 
rowego działania kurkum iny, są na tyle obiecujące, że roz­
poczęto już badania kliniczne ludzi chorych na nowotwory 
okrężnicy, prostaty oraz czerniaka.

WPŁYW KURKUMINY NA ŚMIERĆ I PODZIAŁY 
KOMÓREK NOWOTWOROWYCH

Badania in vivo prow adzone na gryzoniach ujawniły 
skuteczność kurkum iny w redukcji indukowanych guzów, 
wskazując tym samym, że może ona indukować śmierć ko­
mórek nowotworowych. Wyniki uzyskane na komórkach 
różnych linii nowotworowych wskazują na wysoką cyto- 
toksyczność kurkum iny stosowanej w stężeniach od kilku 
do kilkunastu (iM [36], Zasadniczo rozróżnia się trzy rodza­
je śmierci komórkowej. Jest to nekroza, apoptoza i autofagia
[37], Chociaż jeszcze do niedaw na uważano, że nekroza jest 
śmiercią przypadkową, prowadzącą do bezładnej destruk­
cji komórki, a apoptoza stanowi tzw. śmierć program ow a­
ną. Dzisiaj tak ostre rozróżnienie nie ma już uzasadnienia, 
gdyż bardzo często nekroza może kończyć się apoptozą lub 
apoptoza może zachodzić bez udziału kaspaz dając pozorne 
symptomy nekrozy. Natomiast autofagia, zwana czasem II 
typem  śmierci (I typ to apoptoza) okazuje się być procesem 
prowadzącym  do przetrwania komórek. Apoptoza to pro ­
ces zwany self-killing (ang.), gdyż komórka uruchamiając 
ścieżkę apoptozy ulega nieodwracalnem u samounicestwie­
niu a powstające ciałka apoptotyczne ulęgają fagocytozie 
przez makrofagi lub komórki sąsiadujące. Natomiast auto­
fagia zwana jest self-eating (ang.), gdyż komórka w w arun ­
kach stresu degraduje cząsteczki lub całe organella. Proces 
ten może zakończyć się śmiercią, ale coraz częściej uważa 
się, że jest to sposób na przeżycie, podobnie jak starzenie ko­
mórkowe (ang. senescence). Jak dotychczas brak jest danych 
o indukcji starzenia komórkowego przez kurkum inę i tylko 
dwie prace dotyczące indukcji przez ten związek autofagii 
komórek glejaka [38,39]. Nasze wstępne wyniki wskazują, 
że kurkum ina może indukować w komórkach raka okręż­
nicy HCT116 zarówno starzenie komórkowe jak i autofagię 
(Mosieniak i wsp., dane niepublikowane). Natomiast są już 
dziesiątki prac traktujących o indukcji apoptozy przez kur­
kuminę. Nasze własne badania wykazały indukcję przez 
kurkum inę katastrofy mitotycznej, czyli śmierci komórki w 
fazie mitozy, spowodowanej nieprawidłowościami w funk­
cjonowaniu wrzeciona mitotycznego. Komórki umierające 
w tej fazie cyklu zwykle uruchamiają egzekutorową fazę 
apoptozy, można więc ten rodzaj śmierci komórkowej trak­
tować jak apoptozę [40,41].

Wyróżnia się dw a podstaw ow e szlaki apoptozy: szlak 
zewnętrzny (ang. extrinsic) pobudzany za pośrednictwem 
receptorów śmierci, obecnych w błonie komórkowej, pro ­
wadzący do aktywacji kaspazy 8 oraz szlak wewnętrzny 
(ang. intrinsic), który można podzielić na indukow any przez
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stres siateczki śródplazmatycznej i związany z aktywacją 
kaspazy 12 oraz klasyczny szlak wewnętrzny, zależny od 
m itochondriów i aktywacji kaspazy 9 [42]. W ew nętrzna 
droga apoptozy urucham iana jest poprzez stres i uszko­
dzenia DNA. Wszystkie szlaki prow adzą do aktywacji ka­
spazy 3, głównej kaspazy egzekutorowej apoptozy, i mogą 
ulegać wzajemnemu pobudzaniu i wzmacnianiu. Kluczo­
w ym  elementem sygnałowym  ścieżki mitochondrialnej jest 
uwolnienie cytochromu c z m itochondriów do cytoplazm y 
i utworzenie tzw. apoptosom u, kompleksu aktywującego 
kaspazę 9. Kaspazy efektorowe (3,6,7) katalizują degradację 
licznych białek komórkowych oraz aktywują specyficzną 
endonukleazę (DFF/CAD), prowadzącą do oligonukleoso- 
mowej fragmentacji DNA. Uwolnienie cytochrom u c (oraz 
innych białek) z mitochondialnej przestrzeni międzybłono- 
wej jest regulowane przez białka z rodziny Bcl-2. Rodzina 
białek Bcl-2 jest bardzo liczna i zawiera zarówno białka pro- 
apoptotyczne jak i anty-apoptotyczne. Regulują one nie tyl­
ko proces apoptozy, ale także nekrozy i autofagii.

Bardzo ważną rolę w  regulacji procesu apoptozy zarów ­
no „zewnętrznej" jak i „wewnętrznej" odgryw a białko p53, 
które bierze udział w  przekazyw aniu sygnału o uszkodze­
niach DNA. Białko p53 pełni rolę przełącznika pom iędzy 
zatrzym aniem  cyklu komórkowego i napraw ą uszkodzeń, 
a uruchomieniem program u apoptozy, jeśli uszkodzenia są 
zbyt rozległe. W tym drugim  przypadku p53 aktywuje biał­
ka z rodziny Bcl-2, które z kolei przekazują sygnał do mi­
tochondriów. Komórki now otw orow e to takie, które „w y­
mknęły" się starzeniu i śmierci komórkowej, gdyż zmiany 
genetyczne, które w nich w ystępują związane są ze w zm oc­
nieniem ścieżek prożyciowych, z jednej strony, i z drugiej 
strony osłabieniem ścieżek prowadzących do śmierci ko­
mórkowej [42]. Dlatego wiele komórek now otw orow ych jest 
opornych na radio- i chemioterapię. Zadziwiający jest fakt, 
że kurkum ina jest w  stanie w yidukow ać śmierć kom órkow ą 
we wszystkich badanych komórkach nowotworowych, nie 
wyłączając w tym tych opornych na inne proapoptotyczne 
czynniki. Można to wytłumaczyć tym, że kurkum ina, w 
zależności od typu komórek i zm ian genetycznych w  nich 
występujących, aktywuje różne szlaki poprzez indukcję 
ekspresji genów białek proapoptotycznych oraz ham ow a­
nie ekspresji genów białek antyaptotycznych. Analiza mi- 
kromacierzy wykazała zmianę ekspresji pod w pływ em  kur­
kuminy 104 z 214 badanych genów związanych z apoptozą 
komórek raka piersi [43]. K urkum ina indukuje śmierć za­
równo komórek zwierzęcych jak i człowieka, pochodzących 
z guzów litych, białaczek i chłoniaków. I tak, pod w pływ em  
kurkum iny wykazano śmierć komórek linii now otw oro­
wych okrężnicy, wątroby, płuc, piersi, przysadki, jajników, 
prostaty, pęcherza, astrocytów, gleju i neuroblastomy, czer­
niaka i wielu innych [44], Nasze własne badania w ykaza­
ły, że kurkum ina skutecznie indukowała śmierć kom órek 
promielocytarnych HL-60 [45,46] oraz w ywodzących się z 
nich opornych na apoptozę komórek HCW-2 [40], komórek 
człowieka i myszy z ekspresja genu Ber/Abl [41] oraz limfo- 
idalnych komórek Jurkat [18,47,48]. W śród apoptotycznych 
ścieżek indukowanych przez kurkum inę można znaleźć 
zarówno zewnętrzną m itochondrialną i zależną od stresu 
siateczki śródplazmatycznej, jak i w ewnętrzną a także za­
leżną od p53 i związaną z ham ow aniem  przez kurkum inę 
N F-kB . C o ciekawe, chociaż kurkum ina jest związkiem  o
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właściwościach antyoksydacyjnych, to jednak bardzo często 
w  indukcji apoptozy wykazuje właściwości prooksydacyj- 
ne. [49], Kurkumina może indukować również nietypową 
apoptozę. Jest też wiele danych mówiących o uw rażliw ia­
niu przez kurkum inę komórek na radio- i chemioterapię 
oraz o synergistycznym działaniu z innymi związkami.

Komórki nowotworowe, w  odróżnieniu od praw idło­
wych, nie podlegają limitowi podziałów, tylko dzielą się w 
nieskończoność [31]. Kurkum ina indukuje w  nich nie tylko 
śmierć, ale także zatrzymuje podziały poprzez oddziały­
wanie na punkty kontroli cyklu komórkowego. W ykazano 
wielokrotnie, że zmniejsza ekspresję genu cykliny D l. Cy­
klina D l wiąże się z kinazami (Cdk4/6) punktu  kontroli 
przejścia z fazy G1 do S cyklu komórkowego (tak zwany 
punkt restrykcyjny), powodując fosforylację białka Rb, któ­
re hyperfosforylowane uwalnia czynnik transkrypcyjny 
E2F1, aktywujący geny niezbędne do syntezy DNA. Tak 
więc, kurkum ina pośrednio, poprzez obniżenie ekspresji 
genu cykliny D l oraz podwyższenie ekspresji genów inhi­
bitorów zależnych od cyklin kinaz rodziny Kip, takich jak 
p21 i p27, hamuje syntezę DNA, podw yższa ekspresję p53, 
co w  efekcie może prowadzić do apoptozy, albo zatrzym a­
nia komórek w fazie G1 cyklu komórkowego. Hamuje też 
proliferację komórek i indukuje ich śmierć poprzez ham o­
wanie aktywności prożyciowego czynnika transkrypcyjne- 
go NF-kB [50],

WPŁYW KURKUMINY NA ŚMIERĆ I 
PODZIAŁY KOMÓREK PRAWIDŁOWYCH

O ile jest bardzo dużo prac mówiących o ham ow aniu po­
działów i indukcji śmierci komórek nowotworowych, o tyle 
m ożna doliczyć się zaledwie kilkunastu prac dotyczących 
ham owania proliferacji i indukcji śmierci przez kurkum inę 
komórek prawidłowych. Pierwsza praca jaka się ukazała na 
ten temat pochodzi z roku 1996 i mówi o tym, że kurkum ina 
indukuje apoptozę w  komórkach nowotw orow ych i unie­
śmiertelnionych fibroblastach (NIH 3T3), ale nie w  embrio­
nalnych fibroblastach szczura i prawidłowych fibroblastach 
skóry człowieka [51]. Również w jednej z ostatnich prac w y­
kazano, że kurkum ina dopiero w stężeniu 40 gM indukuje 
śmierć prawidłowych fibroblastów człowieka, podczas gdy 
już 10 gM stężenie daje taki sam efekt w  komórkach now o­
tw oru okrężnicy HCT116 [52], Co praw da, trudno  jest po ­
równywać prawidłowe fibroblasty, o których wiadom o, że 
są dosyć oporne na apoptozę, z komórkami now otw orow y­
mi pochodzenia śródbłonkowego. W innej pracy wykazano, 
że kurkum ina w sposób zależny od czasu i stężenia indu ­
kuje apoptozę w unieśmiertelnionych fibroblastach myszy, 
podczas gdy prawidłowe nabłonkowe komórki płuc czło­
wieka pozostawały niewrażliwe na kurkum inę stosowaną 
w  tych samych stężeniach (do 30 gM) [53], Inni natomiast 
wykazali, że fibroblasty człowieka izolowane z dziąseł, są 
wrażliwe na kurkum inę, która hamuje ich proliferacje i in­
dukuje śmierć komórkową, ale w  stężeniach wyższych, bo 
sięgających 80 gM [54]. Ostatnio wykazano, że kurkum ina 
skutecznie indukuje śmierć fibroblastów skóry człowieka 
w stężeniu powyżej 25 gM [55], Kurkum ina była również 
skutecznym induktorem  apoptozy fibroblastów pochodzą­
cych z maziówki stawów osób chorych na reum atoidalne 
zapalenie stawów, ale dopiero w  stężeniu 50 gM i wyższym

[56], Kurkumina stosowana w podobnym  stężeniu (50 gM) 
skutecznie indukowała śmierć kom órkową w limfoidalnych 
komórkach gryzoni oraz komórkach krwi obwodowej czło­
wieka zarówno spoczynkowych jak i stym ulowanych do 
proliferacji [45,57], Natomiast w stężeniu 5-krotnie niższym 
kurkum ina indukow ała śmierć komórek nowotworowych 
raka piersi (MCF-7), po uprzednim  zatrzym aniu ich w  fa­
zie G 2/M  cyklu komórkowego. Stosowana w tym  samym 
stężeniu przejściowo ham owała proliferację prawidłowych 
komórek nabłonkowych zatrzymując je w fazie G0/G1 bez 
oznak śmierci komórkowej [58]. W podobnie niskim stęże­
niu kurkum ina ham owała proliferację komórek śródbłonka 
żyły pępowinowej człowieka (tzw. HUVEC), jednakże bez 
indukcji śmierci komórkowej. Pojedyncze prace traktują o 
indukcji śmierci komórkowej przez kurkum inę keratinocy- 
tów, osteoklastów, komórek mięśni gładkich naczyń, śród­
błonka żyły pępowinowej oraz neuronów  kory szczura.

Wydaje się, że słabsza podatność komórek praw idło­
wych niż now otw orow ych na indukcję apoptozy przez 
kurkum inę może wynikać ze stosowania różnych stężeń w 
przypadku komórek praw idłow ych i nowotworowych oraz 
z nie zawsze typowego obrazu śmierci jaką ona indukuje. 
Wykazaliśmy na przykład, że w  limfocytach T człowieka 
kurkum ina indukuje apoptozę, ale bez typowej dla tego 
rodzaju śmierci oligonukleosomowej degradacji DNA [57]. 
Aggarwal i wsp. uważają, że komórki nowotworowe, w  od­
różnieniu od większości komórek prawidłowych, mają ak­
tywny czynnik transkrypcyjny NF-kB, który jest głównym 
celem kurkum iny [59], Nasze własne badania prow adzone 
na oocytach i zarodkach myszy, w których to komórkach nie 
dochodzi do aktywacji NF-kB, wykazały, że kurkum ina in­
dukuje śmierć poprzez działanie na kinazę CDK1 i wrzecio­
no podziałowe, jednakże dopiero w  dość wysokim stężeniu, 
30 pM i wyższym  [60]. Rycina 4 przedstaw ia przykładowe 
oocyty mysie kontrolne i traktowane 40 pM  kurkuminą. Po 
traktowaniu kurkum iną w idoczne są zaburzenia wrzeciona 
podziałowego i niepraw idłow a segregacja chromosomów. 
Obserwowane przez nas zaburzenia wrzeciona podziało­
wego dotyczą zarów no komórek mejotycznych jak i mito- 
tycznych [60]. Wydaje się więc, że faktycznie kurkum ina 
może indukować śmierć w komórkach prawidłowych, jed­
nakże uruchom ienie ścieżek śmierci komórkowej wymaga 
w  tym przypadku znacznie wyższych stężeń kurkuminy. 
Fakt ten potw ierdza znaczenie kurkum iny jako potencjal-

Oocyt kontrolny Oocyt po traktowaniu
4gM kurkuminą

Rycina 4. Efekt działania kurkuminy na wrzeciono podziałowe mysich oocytów. 
Kolor czerwony przedstawia DNA, a kolor zielony p tubulinę wybarwione odpo­
wiednio barwnikiem DRAQ5 oraz przeciwciałem przeciwko p tubulinie sprzężo­
nym z fluorochromem FITC.
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nego leku przeciwnowotworowego bezpiecznego dla orga­
nizmu. K urkum ina hamuje również proliferację i aktywację 
limfocytów T, B, NK i dendrocytów, co sprawia, że jest ona 
nie tylko czynnikiem przeciwzapalnym, ale także wykazuje 
właściwości immunosupresyjne [61].

KURKUMINA A GOJENIE RAN I OCHRONA 
PRZECIWKO USZKODZENIOM NARZĄDÓW

Pomimo tego, że kurkum ina jest induktorem  śmierci ko­
mórek, to jednak, jako składnik diety, jest czynnikiem kar- 
dio-, nefro- i hepatoprotekcyjnym. Może również stanowić 
ochronę przeciw uszkodzeniom  innych narządów, w  tym 
płuc, jąder i przede w szystkim skóry.

Dobroczynne działanie kurkum iny w gojeniu się ran 
skórnych jest znane od bardzo dawna. Gojenie ran można 
podzielić na trzy etapy: (1) faza stanu zapalnego i tworzenia 
się wysięku oraz usuw ania komórek uszkodzonych, czyli 
oczyszczanie rany oraz krzepnięcie krwi; (2) faza proliferacji 
i ziarnowacenia tkanki; (3) faza różnicowania, dojrzewania, 
tworzenia nabłonka i blizny [62], W skrócie można powie­
dzieć, że w  gojeniu się ran mam y do czynienia, ze śmiercią, 
proliferacją, dojrzewaniem i migracją komórek. Kurkumina 
przyspiesza gojenie się ran poprzez redukcję stresu oksyda­
cyjnego, indukcję migracji komórek, przyspieszanie ich pro ­
liferacji, indukcję śmierci, podwyższanie syntezy kolagenu, 
indukcję angiogenezy [62]. Wydaje się, że działania kurku ­
miny w regulacji tego skomplikowanego procesu fizjolo­
gicznego są przeciwstawne (np. indukcja śmierci, prolifera­
cji), chociaż efekt końcowy jest pozytywny. Praw dopodob­
nie mogą mieć tutaj znaczenie lokalne i czasowe różnice w 
stężeniach kurkum iny oraz jej hormetyczne działanie (patrz 
ostatni rozdział). W początkowej fazie stosunkowo wysokie 
stężenia kurkum iny mogą przyśpieszać śmierć uszkodzo­
nych kom órek poprzez wzmocnienie stresu oksydacyjnego, 
a w późniejszych fazach niższe stężenie (kurkumina jest 
dość szybko metabolizowana) może sprzyjać indukcji pro ­
liferacji i protekcji przeciwko śmierci. Ostatnio wykazano, 
że kurkum ina w stężeniu powyżej 25 gM indukuje śmierć 
fibroblastów, natomiast w  niższym stężeniu (5 pM) zapo­
biega jej [63].

O chrona układu sercowo-naczyniowego przez kurkumi- 
nę manifestuje się na wielu płaszczyznach. Przede wszyst­
kim antyoksydacyjne i przeciwzapalne działanie kurku­
miny zapobiega arteriosklerozie, o czym w spom inano już 
wcześniej. Duże znaczenie w  tym działaniu ochronnym 
ma w pływ  kurkum iny na poziom cholesterolu i peroksy- 
dację lipidów', w  tym utlenianie cholesterolu. Jak wiadomo 
utleniony cholesterol powoduje uszkodzenie ścian naczyń 
krwionośnych i może prowadzić do ataku i zawału serca. 
Badania prow adzone na królikach karmionych dietą wy- 
sokocholesterolową oraz kilkuset ochotnikach wykazały, 
że kurkum ina obniża poziom  „złego" (LDL), podwyższa 
poziom „dobrego" cholesterolu (HDL) oraz obniża poziom 
trój glicerydów [64]. Ponadto kurkum ina zapobiega agrega­
cji płytek krwi i obniża poziom fibrynogenu. Zapobiega też 
szkodliwym  skutkom niedotlenienia — reperfuzji, co może 
mieć znaczenie w  przypadku wylewów krwi [2,64],

Antyoksydacyjne właściwości kurkum iny oraz jej po­
chodnych leżą również u podłoża ochrony nerek, zwłasz- j 
cza w  przypadku uszkodzeń powodowanych cukrzycą 
oraz wątroby w zatruciach szkodliwymi związkami, w tym 
alkoholowym [64], K urkum ina wykazuje również ochronne 
działanie w  przypadku płuc, gdy uszkodzenia indukowano 
różnymi czynnikami [65].

Ostatnio ukazało się kilka prac publikujących wyniki do- 1 
tyczące ochronnego działania kurkum iny na jądra samców 
myszy i szczurów, w  których indukow ano uszkodzenia, w 
tym  również stresem oksydacyjnym, co potwierdziły nasze 
własne badania [44].

BIODOSTĘPNOŚĆ I TOKSYCZNOŚĆ KURKUMINY

Kurkumina jest związkiem o masie cząsteczkowej 368.38. 
Po raz pierwszy wyizolowano ją w  1815 roku, a strukturę 
ustalono w 1910 roku. Jest ona dwuferulom etanem  (Ryc.
1) i stanowi około 77% w dostępnym  preparatach wystę­
pujących pod ogólna nazw ą kurkum iny, w  skład których 
w chodzą jeszcze dw a inne kurkum inoidy [11]. Jest związ­
kiem hydrofobowym  i w  związku z tym dobrze rozpuszcza 
się w  acetonie, etanolu i DMSO. Badania prow adzone na 
zwierzętach oraz wolontariuszach wykazały, że kurkum i­
na posiada bardzo niską biodostępność i jest dość szybko 
metabolizowana. Badania prow adzone na szczurach w yka­
zały, że kurkum ina podaw ana doustnie w bardzo wysokiej 
dawce, bo lg /k g  w agi ciała, jest w  75% w ydalana z kałem i 
tylko śladowe jej ilości znaleziono w moczu. Ponad 60% w y­
dalanej z kałem kurkum iny stanowiły jej metabolity. Kie­
dy kurkum inę wstrzykiwano dożylnie lub dootrzewnowo 
gromadziła się głównie w  woreczku żółciowym w postaci 
pochodnych glukuronidów  tetra- i heksa-kurkuminy. Za­
sadniczo kurkum ina tworzy w  jelicie i wątrobie nieaktywne 
biologicznie koniugaty glukuronidow e i siarczanowe, a tak­
że ulega redukcji [66], Dane uzyskane podczas I fazy testów 
klinicznych, generalnie potwierdzają spostrzeżenia dokona­
ne na zwierzętach o niskiej biodostępności kurkum iny [2], < 
Najwyższa ustna daw ka jaką stosowano u ludzi (8 g /dobę) j 
dawała najwyższe stężenie w  surowicy nie przekraczające 2 i 

pM. Jednakże, zarówno w badaniach na zwierzętach jak i na 
wolontariuszach wykazano, że aktyw ny składnik pieprzu 
piperyna znacząco podw yższa biodostępność kurkum iny i 
u ludzi wskaźnik jej biodostępności podawanej w ilości 2 g 
razem  z 20 mg piperiny popraw ił się aż o 2000% [67].

Kurkumina jest naturalnym  składnikiem diety, ale dawki 
stosowane w klinice znacznie przekraczają te stosowane w 
diecie. Dlatego badania przedkliniczne i kliniczne I fazy, na- | 
stawione na spraw dzenie toksyczności związku, zarówno j 
w  przypadku kurkum iny jak i innych potencjalnych leków, 
są niezbędne. Dotychczasowe ich wyniki wskazują, że kur- ] 
kum ina podaw ana przez kilka miesięcy w dziennej dawce 
3,6 g lub nawet 8 g nie pow odow ała żadnych ubocznych 
skutków. Szacuje się, że H indusi spożywają praktycznie 
przez całe życie około 2 g kurkum y dziennie, co stanowi j 
ekwiwalent mniej niż 100 mg kurkum iny [68].

Na pytanie jak przy tak niskiej biodostępności kurku- I 
miny może ona wywoływać tyle dobroczynnych efektów
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postaramy się odpowiedzieć w ostatnim rozdziale. W tym 
miejscu jednak należy nadmienić, że prow adzi się badania 
w  kierunku syntezy pochodnych kurkum iny, które przy 
zachowaniu aktywności charakteryzowałyby się znacznie 
wyższą biodostępnością, oraz znalezieniu jak najlepszego 
sposobu dostarczania jej do tkanek docelowych. I tak w y­
kazano, że związek ten podaw any w liposomach miał w yż­
szą aktywność jako inhibitor NF-kB, c o  przekładało się na 
wydajniejsze ham owanie w zrostu komórek raka trzustki in 
vitro i in vivo [69], Ponadto czynione są próby syntezy fos­
folipidów połączonych z kurkum iną oraz nanocząsteczek 
kurkum iny zwiększających jej stabilność i biodostępność 
[66].

CELE KOMÓRKOWE KURKUMINY

Kurkum iną ma w komórce bardzo dużo celów mole­
kularnych, których identyfikacja wydaje się postępować 
bardzo szybko. Z niektórymi cząsteczkami kurkum iną 
wiąże się, a aktywność innych reguluje w  sposób pośredni. 
Większość z nich została zebrana przez Aggarwala i Sunga 
[66]. Na rycinie 2 pokazano niektóre z nich. Docelowe dla 
kurkum iny cząsteczki, z którymi nie wiąże się ona bezpo­
średnio, mogą być aktywowane lub hamowane. Kurkumi- 
na aktywuje wiele czynników transkrypcyjnych (m.in. p53, 
NrF2, ATF3, PPAR-y), które wpływają na aktywność genów 
docelowych. W pływa na indukcję p21 przez p53 oraz ak­
tywację genu oksygenazy hemowej (HO-1) przez NrF2 a 
także ham owanie ekspresji genu cykliny D l przez PPAR-y. 
Z kolei inne czynniki transkrypcyjne są ham ow ane przez 
kurkuminę. Do jednych z pierwszych zbadanych cząstek 
docelowych należy czynnik transkrypcyjny AP-1, którego 
obniżenie w iązania z DNA pod w pływ em  kurkum iny w y­
kazano w 1991 roku [70].

G rupa Aggarwala zidentyfikowała po raz pierwszy 
czynnik transkrypcyjny NF-kB jako cel molekularny kur­
kuminy. Zgodnie z dzisiejszą wiedzą wydaje się, że może 
on być jednym z bardziej uniwersalnych celów kurkum iny 
(poza czynnikiem transkrypcyjnym AP-1, który jest zaan­
gażowany w  regulację genów odpowiedzi na stres oksyda- 
cyjny) [59]. Wynika to z faktu, że NF-kB ma działanie an- 
tyapoptotyczne oraz pełni funkcje w regulacji odporności 
zarów no nabytej jak i wrodzonej. I tak, NF-kB aktywuje 
wiele genów, których produkty białkowe biorą udział w 
kontroli stanu zapalnego (enzymy COX-2 i 5-LOX, cytokiny 
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a; cząstki adhezyjne: CXCR4), prolife­
racji (c-myc, cyklina D l, surwiwina), apoptozy (Bcl-2, Bcl- 
xl, XIAP, IAP-1, IAP-2, cFlip, surwiwina) oraz angiogenezy 
(MMP-2, MMP-9, ICAM-1, VCAM-1).

N F-kB  stanowi rodzinę składającą się z pięciu białek: p65 
(RelA), RelB, c-Rel, p50 /p l05  i p52/p l00 . Białka te rezydu­
ją w  cytoplazmie w  postaci homo- lub heterodim erów  i są 
związane z białkami z rodziny inhibitorów IkB. P o  stym u­
lacji komórki, na przykład do podziałów, inhibitory ule­
gają fosforylacji, a następnie degradacji przez proteasom. 
Uwolniony N F-kB  ulega translokacji do jądra i zw iązaniu 
z DNA [71], Aktywność czynnika transkrypcyjnego N F-kB  

może być również regulowana poprzez acetylację na róż­
nych poziomach [72]. Mianowicie, po pierwsze acetylacja 
histonów reguluje dostępność genów regulowanych przez
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NF-kB, po drugie acetylacji ulega kinaza IKK fosforylująca 
inhibitor IkB, i po trzecie acetylowane są podjednostki p50 i 
p65 N F-kB. Acetylacja białek histonowych regulowana jest 
przez deacetylazy (FIDAC) oraz acetylotransferazy (HAT). 
Zasadniczo acetylacja reszty lizynowej histonów powoduje 
rozluźnienie chrom atyny i udostępnienie DNA czynnikom 
transkrypcyjnym. W związku z tym wiele koaktywatorów 
transkrypcji ma funkcje transacetylaz odpowiedzialnych za 
acetylację histonów.

Wydaje się, że kurkum iną działa głównie poprzez ham o­
wanie aktywności kinazy IKK fosforylującej inhibitorową 
jednostkę kom pleksu [73], Aczkolwiek wykazano również, 
że kurkum iną indukuje hypoacetylację histonów poprzez 
ham owanie aktywności acetylotransferaz, w  tym białka 
CBP/p300, które jest koaktywatorem  transkrypcji [74], Nie­
wykluczone, że kurkum iną może też wpływać na acetylację 
innych białek, nie związanych z regulacją aktywności ge­
nów, takich jak na przykład a-tubulina, która podlega pro­
cesom acetylacji/ deacetylacji.

KURKUMINĄ A HOMEOSTAZA ORGANIZMU

Homeostaza jest to zdolność komórki lub całego orga­
nizm u do utrzym ania wewnętrznej równowagi poprzez 
uruchomienie biochemicznych i fizjologicznych procesów. 
Ponieważ, na każdy organizm  działają różne stresogenne 
czynniki, zakłócające wew nętrzną równowagę, istnieje cią­
gła tendencja do jej przywracania [75]. Jednakże zdolność 
organizm u do utrzym ania homeostazy jest ograniczona. Po 
pierwsze, wszystkie organizmy rozmnażające się płciowo 
starzeją się, czyli charakteryzują się stopniowym  spadkiem 
homeostazy zakończonym śmiercią, a po drugie występuje 
wiele czynników chorobotwórczych, którym organizm sam, 
bez interwencji, nie potrafi podołać. Istnieje jednak wiele 
zewnętrznych czynników, które pomagają w przywróceniu 
homeostazy organizmu. Należy do nich wiele naturalnych 
i syntetycznych leków. Znamy już dzisiaj dużo związków 
roślinnego pochodzenia, które mają dobroczynne działanie 
poprzez przywracanie homeostazy organizmu. Należy do 
nich kurkum iną. Ostatnio zaproponowaliśm y nawet, że 
może ona spowalniać starzenie się organizmu, chociaż do­
tychczas brak jest danych o wpływie kurkum iny na długość 
życia [8].

Ali i Rattan uważają, że kurkum iną może mieć tak zw a­
ne hormetyczne działanie, czyli należy do związków, które 
nazwali horm etynam i [76]. Hormeza, to zjawisko polega­
jące na tym, że różne czynniki w zależności od nasilenia/ 
stężenia mogą działać dobroczynnie (mała dawka) lub de­
strukcyjnie (duża dawka) (Ryc. 5). Nasze własne badania 
prow adzone in vitro wykazały, że faktycznie występuje 
dw ufazow e działanie kurkum iny. W niższych dawkach (10 
pM) stymuluje ona dojrzewanie oocytów i podziały wcze­
snych zarodków, natom iast wyższe dawki (30 pM) je ham u­
ją [60]. Kurkuminą, jak się wydaje, nie ma in vivo działania 
szkodliwego, gdyż naw et w  bardzo wysokich dawkach nie 
jest toksyczna. Wiąże się to z jej niską biodostępnością, któ­
rej następstw em  jest niskie stężenie związku w surowicy. 
Jest ono jednakże wystarczające, aby zapobiegać stanom 
zapalnym  oraz eliminować komórki nowotworowe. Wyso­
ka cytotoksyczność kurkum iny w przypadku komórek no­
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wotworowych, w  odróżnieniu od komórek prawidłowych, 
wynika praw dopodobnie z podwyższonej aktywności NF- 
k B w  tych pierwszych. Zaproponowaliśmy [8 ] ,  aby zaliczyć 
kurkum inę do tak zwanych fitohormen, czyli związków 
roślinnych o pozytywnym  działaniu na organizm  zwierzę­
cy. Rośliny, w  obronie przed szkodliwym wpływ em  śro­
dowiska (susza, promieniowanie UV, pasożyty i owady), 
w ytworzyły mechanizmy obronne w postaci niskocząstecz- 
kowych związków, które ze względu na podobieństwo m o­
lekularnych szlaków u roślin i zwierząt działają podobnie u 
jednych i drugich.

Czy jednak tak wielki optym izm  związany z kurkum iną 
jest w pełni uzasadniony? Czy nie będzie ona miała szko­
dliwych efektów ubocznych, jeśli już nauczymy się, jak do­
starczać ją do organizm u w dawkach znacznie przewyższa­
jących te, które powodują pozytyw ny efekt jaki obserwuje 
się przy jej niskiej biodostępności? Kurkuminą, badana in 
vitro w stężeniach znacznie przewyższających te osiągalne 
w  organizmie, indukuje przecież śmierć nie tylko komórek 
nowotworowych, ale również prawidłowych. Ostatnio za­
częły pojawiać się doniesienia wnoszące pew ną dozę scep­
tycyzmu w  całkowicie dobroczynne działanie kurkuminy. 
Otóż, jak w iadom o kurkum iną jest związkiem chelatującym 
metale dwuwartościowe, w  tym żelazo. Ma to korzystny 
wpływ, jeśli chodzi o jej antyoksydacyjne działanie, nato­
miast wykazano, że może ona powodować pow ażny nie­
dobór żelaza u zwierząt doświadczalnych [77], Badania te 
jednak nie znalazły jak na razie potwierdzenia w przypad ­
ku człowieka. Wydaje się więc, że kurkum iną jako nutra- 
ceutyk, czyli składnik diety, jest zupełnie bezpieczna i nie 
ma przeciwskazań w jej spożywaniu.
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ABSTRACT
Curcumin is a natural compound derived from rhizome of Curcuma longa. It is an active compound of turmeric used from millennia in 
traditional medicine. At present there is a very rich scientific documentation describing curcumin as an anticancer, antioxidative and anti­
inflammatory compound. Research on animal models revealed its not only anticancer activity but also potency as a drug against many other 
diseases of low grade inflammatory origin. Curcumin also counteracts many induced organ injuries. On the cellular level curcumin inhibits 
proliferation and induces apoptosis, however it is less cytotoxic for cancer than normal cells. There are many molecular targets of curcumin 
but stress signaling pathways and inhibition of NF- kB transcription factor seems to be the most common. Despite its low bioactivity cur­
cumin can exert beneficial influence on organism, thus confirming its hormetic propensity.
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Roślinne ATPazy typu P

STRESZCZENIE

A TPazy typu P są dużą, wszechobecną i zróżnicowaną nadrodziną białek błonowych, 
zaangażowaną w wiele procesów transportowych praktycznie we wszystkich organi­

zmach żywych. Charakterystyczną cechą tych enzymów jest tworzenie w cyklu katalitycz­
nym ufosforylowanego interm ediatu i wrażliwość na wanadan. Kierując się podobieństwem 
struktury pierwszorzędowej oraz specyficznością substratową, ATPazy typu P podzielono 
na pięć ewolucyjnie powiązanych rodzin. Rodziny te charakteryzują się podobnym planem 
budowy i mechanizmem działania, a także obecnością specyficznych dla poszczególnych ro­
dzin domen białkowych, które odpowiadają za różnorodność substratową. Najczęściej są to 
pojedyncze łańcuchy polipeptydowe, które cechuje obecność od 8 do 12 segmentów trans- 
błonowych, duża centralna pętla cytosolowa z zachowaną w ewolucji sekwencją wiążącą 
ATP oraz koniec polipeptydowy N i C zlokalizowany po stronie cytoplazmatycznej błony. 
W poniższej pracy przedstawiono najważniejsze informacje o roślinnych ATPazach typu P, 
które wydają się odgrywać ważną i niezastąpioną rolę w przystosowywaniu się roślin do 
zmiennych w arunków środowiskowych.

WPROWADZENIE

Wszystkie żywe komórki otoczone są błonami biologicznymi, oddzielającymi 
ściśle kontrolowane środowisko w ew nętrzne od otoczenia. U Eucariota również 
wnętrze komórek podzielone jest systemem błon w ew nętrznych na przedziały 
o zróżnicowanym składzie i funkcjach. Prawidłowy metabolizm komórkowy i 
właściwe funkcjonowanie całego organizm u wym aga selektywnego i kontro­
lowanego transportu substancji przez wszystkie błony komórkowe. Transport 
przez błony większości substancji tj. jony, cukry czy aminokwasy, odbywa się za 
pośrednictwem  odpowiednich układów  transportujących [1-3]. ATPazy typu P 
stanowią ważną grupę błonowych białek transportujących. Zaliczane są one do 
rodziny pierwotnych transporterów, odpowiedzialnych za aktywne przenosze­
nie substancji przez błony komórkowe, wykorzystujących bezpośrednio energię 
uwalnianą w trakcie hydrolizy enolowego wiązania fosforanowego ATP [4], Ze 
w zględu na ogrom substancji, jakie mogą transportować, białka te pełnią rozm a­
ite funkcje w żywych komórkach. U zwierząt odpowiadają za tworzenie różnicy 
potencjałów elektrycznych w tkance nerwowej, pow odują zakwaszanie środo­
wiska w żołądku, odpowiedzialne są za wchłanianie składników odżywczych 
w jelitach, jak i zmniejszenia napięcia mięśni. W komórkach drożdży i roślin 
białka te uczestnicząc w aktywnym  transporcie różnorodnych grup kationów 
tj. K+, N a+, H +, Mg2+, Ca2+, Cu2+, Cd2+ oraz aminofosfolipidów, odpowiadają za 
utrzym anie gradientu elektrochemicznego i generowanie siły wykorzystywanej 
przez szeroką klasę transporterów wtórnych (PM H +-ATPaza), przekazywanie 
sygnału wewnątrzkom órkowego (Ca2+-ATPazy), dostarczanie do przedziałów 
komórkowych jonów metali niezbędnych do syntezy aktywnych biologicznie 
metaloprotein (Zn2+-ATPaza oraz Cu2+-ATPaza), usuw anie z cytoplazmy tok­
sycznych jonów, a także tworzenie asymetrii błon lipidowych [1],

Liczne w ostatnich latach projekty sekwencjonowania genomów pozwoliły 
na identyfikację dużej grupy ATPaz typu P u większości żyjących organizmów, 
ujawniając, iż nadrodzina ta jest o wiele większa niż uw ażano dotychczas. 
Wszystkie poznane sekwencje zebrano w internetowej bazie danych ATPaz 
typu P (ang. The P-type ATPase database) i udostępniono pod adresem  h t tp : / /  
Patbase.kvl.dk. Pokazują one obecność pom p zarów no u Archea i Bacteńa jak i u 
Eucariota. O ile w komórkach archebakterii i bakterii występują nieliczne (jedna 
u Methanococcus jannaschii i cztery u Escherichia coli) to w genomie drożdży (Sac­
charomyces cerevisiae) znaleziono już 16 genów kodujących te białka, a w kom ór­
kach zwierząt ponad 30. Największą liczbę genów kodujących ATPazy typu P 
zidentyfikowano jednak u roślin. I tak, u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis 
thaliana) znaleziono 46 takich sekwencji, a u ryżu (Oryza sativa) 42 [1,2]. Tak duża 
liczba tych białek w  komórkach roślinnych wskazuje na możliwość udziału po-
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szczególnych transporterów w różnorodnych procesach fi­
zjologicznych.

Z powyższych przykładów wynika, iż pom py jonowe 
stanowią olbrzymią i niezastąpioną rodzinę białek u nie­
malże wszystkich organizmów wyższych. Coraz więcej po­
jawia się prac nad roślinnymi ATPazami typu P, dlatego też 
interesującym wydaje się zestawienie dotychczasowej w ie­
dzy na ich temat. Poniższa praca dokonuje przeglądu pom p 
błonowych ze szczególnym uwzględnieniem  ich roli w or­
ganizmach roślinnych, pochodzenia i specyficzności sub­
stratowej poszczególnych białek oraz budow y w kontekście 
występow ania specyficznych dom en białkowych.

BUDOWA I MECHANIZM DZIAŁANIA ATPaz TYPU P

Trwające już ponad 20 lat badania nad strukturą roślin­
nych ATPaz typu P, pokazały, że są to białka monomerycz- 
ne o masie 70-150 kDa i charakterystycznej topologii, za ­
wierające zachowane w ewolucji regiony (Ryc. 1). Analizy 
krystalograficzne wielu ATPaz typu P ujawniły, że łańcuch 
polipeptydow y każdego białka tworzy w obrębie błony 8 
do 12 helis stanowiących około 20% masy białka. Hydro- 
filowe fragmenty łańcuchów, łatwo usuw ane podczas tra-

A. Typ IB: HMA2

Domena M

C. Typ IIB: ACA8

Domena R

Domena M

B. Typ IIA: ECA1

D. Typ IMA: AHA3

DomenaR

Domena R

Domena A

wienia proteolitycznego, eksponowane są do cytoplazmy w 
formie małej i dużej pętli (Ryc. 1). W ATPazach należących 
do rodzin II, III, IV i V mała pętla cytoplazm atyczna łączy ze 
sobą 2 i 3 a-helisę (Ryc. 1B-F), a w białkach z podrodziny IB 
4 i 5 a-helisę (Ryc. 1A) [5]. Duża pętla cytoplazm atyczna jest 
aktyw na katalitycznie i znajduje się zazwyczaj pom iędzy 
helisami 4 i 5 (Ryc. 1B-F), z wyjątkiem podrodziny IB, gdzie 
zlokalizowana jest między helisami 6 i 7 (Ryc. 1A) [1,5,6]. 
Do cytoplazmy eksponowane są także końce łańcucha po- 
lipeptydowego z wolną grupą am inow ą (N-) i karboksylo­
w ą (C-). Wszystkie ATPazy typu P posiadają zachowane w 
ewolucji domeny wspólne dla wszystkich białek należących 
do omawianej nadrodziny (są to dom eny A, P, N M i R) oraz 
specyficzne domeny, charakterystyczne tylko dla białek na­
leżących do poszczególnych rodzin (Ryc. 1) [7], Domena A 
(ang. Actuator domain) regulująca aktywność transportują­
cą białek, obejmuje fragm ent łańcucha polipeptydow ego z 
wolną grupą aminową, dw a (cztery w przypadku ATPaz 
typu IB) segmenty transbłonowe i małą pętle cytoplazma- 
tyczną z zachowanym w ewolucji m otyw em  S/TG E (wyją­
tek stanowią białka należące do ATPaz typu IV) [5,7,8]. Do­
menę P (ang. Phosphorylation domain - dom ena podlegająca 
fosforylacji), zlokalizowaną w  dużej pętli cytoplazmatycz- 

nej, cechuje obecność trzech zachowanych 
w ewolucji m otywów o zdefiniowanych 
funkcjach. Są to: m otyw DKTGT[LIVM] 
[TIS], z resztą kwasu asparaginow ego (D), 
podlegającego odwracalnej fosforylacji 
podczas w iązania ATP [4]; m otyw  PxxK, 
który może oddziaływać z tlenem  pocho­
dzącym od reszty fosforanowej ATP [5] 
i m otyw GDGxNDxP, który praw dopo ­
dobnie w iąże jony Mg2+. Pom iędzy dw o­
ma pierwszymi m otywam i dom eny P, w 
centralnej części dużej pętli, zlokalizowa­
na jest dom ena N (ang. Nudeotide-binding 
domain - dom ena wiążąca nukleotyd) z za­
chowanym  w ewolucji m otyw em  KGxxE- 
/D , odpowiadającym  za wiązanie ATP [8], 
U ATPaz typu IB dom ena N jest krótsza, 
a jej sekwencja jest bardziej zm ienna (Ryc. 
1A). Kolejna dom ena M (ang. Membrane 
domain), obejmuje 2 (ATPazy typu  IB) lub 
6 (pozostałe typy ATPaz) transbłonowych 
a-helis w pobliżu końca C- łańcucha. 
Ostatnia dom ena charakterystyczna dla 
ATPaz typu P, z wyjątkiem podrodziny 
IIB, to regulatorowa dom ena R (ang. Re-

Domena M

E. Typ IV: ALA1 F. Typ V: MIA

Domena A

Rycina 1. Modele strukturalne przedstawicieli rodziny 
ATPaz typu P u Arabidcrpsis thaliana wraz z zaznaczonymi 
motywami charakterystycznymi dla każdego typu (wy­
szczególnionymi w obrębie pętli cytosolowych i domen 
transbłonowych). Wszystkie białka zbudowane są z jed­
nego łańcucha polipeptydowego, składającego się z 8 do 
12 segmentów transbłonowych, dużej pętli cytosolowej z 
sekwencją wiążącą ATP oraz końcami N i C zlokalizowa­
nymi po stronie cytoplazmatycznej. Na rycinie zaznaczo­
no także domeny N, P, M, A i R charakterystyczne dla 
wszystkich typów. A - typ IB HMA2 (na podstawie [8], 
zmienione); B - typ IIA ECA1; C - typ IIB ACA8, na pod­
stawie [11], zmienione); D - typ IIIA AHA3; E - typ IV 
ALA1; F - typ V MIA.
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gulatory domaiń) obejmującą hydrofilowy fragm ent łańcucha 
z wolną grupa karboksylową [7].

Mechanizm działania roślinnych pom p jonowych szcze­
gółowo poznano już wiele lat temu. Opisuje go tzw. cykl ka­
talityczny Post-Albers, który pierwotnie opisywał działanie 
pom py N a+/K +-ATPazy u zwierząt (Ryc. 2A) [4]. Mecha­
nizm  ten określany nazwą „Ping-Pong", polega na sukce­
sywnym  transporcie jednego (roślinne ATPazy typu P, Ryc. 
2B) lub dwóch jonów (np. N a+/K +-ATPazy kom órek zwie­
rzęcych, Ryc. 2A) w  poprzek błony, sprzężonej z hydrolizą 
ATP i zmianami konformacyjnymi białka transportującego. 
Czterostopniowy cykl katalityczny ATPaz typu P w uprosz­
czeniu można zapisać wg schematu przedstaw ionego na 
rycinie 2. W pierwszej fazie cyklu następuje związanie spe­
cyficznego jonu (liganda), co umożliwia jednoczesne przy­
łączenie do białka enzymatycznego Mg2+-ATP i fosforylację 
enzym u (faza 1, Ryc. 2) [9], Liczba związanych kationów w 
tej fazie reakcji jest różna dla różnych typów ATPaz. I tak, 
w  przypadku roślinnych ATPaz typu IIA i B oraz ATPaz 
typu IIIA, EjP wiąże dw a kationy (Ryc. 2B), podczas gdy 
ufosforylowana pierwsza forma N a+/K +-ATPazy przyłącza 
trzy jony sodu (Ryc. 2A). W tej fazie cyklu katalitycznego 
utw orzony fosfoenzym o wysokiej energii własnej, w  obec­
ności ADP może odtwarzać cząsteczkę ATP. W drugiej fa­
zie reakcji, w w yniku zm ian konformacyjnych fosfoenzymu 
następuje przesunięcie związanego kationu z jednej strony 
błony na drugą (faza 2, Ryc. 2A i B). W przypadku ATPaz 
typu P katalizujących przeciwległy transport dw óch jonów 
zm iany konformacyjne redukują liczbę miejsc wiążących 
kationy do dwóch (Ryc. 2A). Zmiana konformacji EaP w  E2P

Rycina 2. Cykl katalityczny Post-Albers dla ATPaz typu P. Schemat przedstawia 
główne fazy cyklu katalitycznego (1-4) powiązanego z transportem dwóch jonów 
na przykładzie pompy Nał/K ł-ATPazy występującej u zwierząt (A) oraz jedne­
go jonu (kationu) w przypadku roślinnych ATPaz typu P (B). Szczegółowy opis 
schematu jest zamieszczony w tekście.

Rycina 3. Drzewo filogenetyczne przedstawicieli rodziny ATPaz typu P u Arabi- 
dopsis thaliana, utworzone w oparciu o podobieństwo sekwencji reszt aminokwa- 
sowych (pochodzących ze strony GenBank database, www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Genbank/). Sekwencje porównano w programie ClustalW2 (h ttp ://w w w .ebi. 
ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), natomiast drzewo filogenetyczne wygene­
rowano za pomocą programu TreeTop Phylogenetic Tree Prediction (www.gene- 
bee.m su.su/services/phtree_reduced.html). Długość poszczególnych odgałęzień 
drzewa obrazuje skala zamieszczona pod ryciną.

wiąże się ze zm ianą powinowactwa do transportowanego 
kationu z wysokiej na niską, uwolnieniem kationu i jedno­
czesną defosforylacją białka enzymatycznego (faza 3, Ryc. 
2A i B). W ostatnim etapie reakcji następuje spontaniczne 
przejście formy E., w formę Ej (faza 4, Ryc. 2A i B) [4,10] 
Forma E2 wszystkich ATPaz typu P zamiast reszty fosfo­
ranowej może przyłączać ortowanadan, co uniemożliwia 
przejście enzym u w formę Ej i w  konsekwencji hamuje ak­
tywność enzym u [4],

KLASYFIKACJA ATPaz TYPU P

Skrót „P" w  nazwie ATPaz typu P nawiązuje do w ytw a­
rzania w  trakcie katalizy enzymatycznej ufosforylowanej 
formy przejściowej białka (ang. phosphorylated intermediate) 
w  jego centrum  aktywnym. Pierwszą ATPazę typu P odkrył 
w 1957 roku Jens Skou, który badając wpływ  kationów na 
tkankę nerw ow ą u krabów, dowiódł, że potencjał błonowy 
w tych komórkach generowany jest przez ATPazę w obec­
ności jonów K+. Dziś wiadomo, że enzym ten znany jako 
N a+/K +-ATPaza odpow iada za transport jonów K+ i N a+ 
w poprzek błony aksonów wszystkich organizmów zwie­
rzęcych [3]. W następnych latach zidentyfikowano kolejne 
pom py jonowe u różnych organizm ów i w  różnych tkan­
kach: Ca2+-ATPazę w siateczce sarkoplazmatycznej mięśni, 
H +/K +-ATPazę zakwaszającą środowisko wewnętrzne w 
żołądku zwierząt, czy H +-ATPazę generującą potencjał bło­
nowy u grzybów i roślin [4].

W literaturze przedm iotu można znaleźć wiele kryteriów 
podziału ATPaz typu P uwzględniających specyficzności 
wobec substratu, pochodzenie czy liczbę dom en transbło- 
nowych. Najczęstszym kryterium  podziału tej grupy enzy­
mów jest jednak podobieństwo sekwencji białkowych. Opie­
rając się o analizy porównawcze sekwencji reszt aminokwa- 
sowych, ATPazy typu P podzielono na pięć rodzin (Ryc. 3), 
a w  każdej wyodrębniono dwie lub trzy podrodziny [4]. Po­
szczególne podrodziny wykazują specyficzność wobec tej
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samej grupy jonów [2,4], Zaobserwowano, że ATPazy typu 
P należące do tej samej podrodziny są homologiczne nawet 
u odległych ewolucyjnie organizmów. Przykładem jest pod- 
rodzina pom p transportująca jony metali ciężkich (ATPaza 
typu IB), która u bakterii, roślin i człowieka wykazuje duże 
podobieństwo sekwencji [8]. Wnioskować zatem można, iż 
specyficzność wobec jonów w obrębie podrodzin powstała 
bardzo wcześnie w  procesie ewolucyjnym - jeszcze przed 
podziałem  organizmów na Archea, Bacteria i Eucariota [2],

ATPazy TYPU I

Przypuszcza się, że białka należące do rodziny ATPaz 
typu I są najstarszą ewolucyjnie grupą spośród wszystkich 
ATPaz typu P. Wyszczególniono wśród nich dwie podro­
dziny: IA i IB. ATPazy typu IA występują nielicznie i tylko u 
bakterii, najczęściej w formie kompleksu białkowego. Przy­
kładem  jest Kdp, K+-ATPaza u E. coli, w  skład której wcho­
dzą cztery białka błonowe: KdpF, KdpA, KdpB, KdpC. Pod- 
jednostka KdpB zawiera domenę katalityczną oraz miejsce 
wiązania jonu. Ponadto jest to najmniejsza ATPaza typu 
P, z sześcioma domenami transbłonowymi i masie 72 kDa
[4]. ATPazy typu IB występują zarówno u prokariota, jak i 
eukariota, uwzględniając grzyby, owady, rośliny i zwierzę­
ta. O dpowiadają za transport jonów metali ciężkich przez 
błony i utrzym anie ich homeostazy w  komórce [5]. Pierw­
sze badania dotyczącej tej grupy białek, przeprow adzono 
na bakteriach Enterococcus hirae. Udowodniono, że ATPazy 
typu IB u bakterii uczestniczą nie tylko w transporcie jonów 
metali do komórki w w arunkach deficytu tych jonów w śro­
dowisku (np. białko CopA transportujące Cu(I)), ale także 
podczas usuw ania ich nadm iaru z cytoplazmy (np. CopB)
[5]. Ze w zględu na szczególne narażenie roślin na działanie 
metali ciężkich obecnych w glebach, wydaje się oczywiste, 
że roślinne błony komórkowe obfitują w pom py transpor­
tujące jony metali. Zidentyfikowano osiem ATPaz typu IB u 
rzodkiewnika (tzw. HMA1-8, ang. Heavy Metal Associated), 
dziewięć u ryżu i dziesięć u jęczmienia. Podzielono je na 
białka transportujące jony jednowartościowe C u /A g  oraz 
transportujące jony dwuwartościowe Z n /C d /P b /C o . Te 
ostatnie występują, co ciekawe, tylko u prokariota i foto- 
syntetyzujacych eukariota [5,8]. Badania z udziałem  trans- 
genicznych roślin Arabidopsis z mutacjami w  obrębie genów 
kodujących ATPazy typu IB oraz heterologiczna ekspresja 
genów roślinnych pom p transportujących jony metali w 
komórkach drożdży lub w komórkach E. coli, pozwoliły 
określić ich funkcje. Jak wykazano, z jednej strony, trans­
portery te dostarczają jony metali niezbędnych do syntezy 
specyficznych metaloprotein do wszystkich przedziałów 
komórki roślinnej (np. HMA6 i 8), z drugiej uczestniczą w 
usuw aniu nadmiernej ich ilości z cytoplazmy do wakuoli 
lub apoplastu (np. HM A3 i 4) [5]. Pod względem budowy, 
występow ania w  tkankach i specyficzności wobec jonów, 
transportery te nie są grupą jednorodną [8]. Nie tworzą 
kompleksów białkowych, posiadają osiem dom en transbło- 
nowych i zazwyczaj długie końce N- i C- (Ryc. IA). Region 
znajdujący się pomiędzy m otywam i DKTGT i GDGxND 
oraz dom ena N są zdecydowanie krótsze u tych ATPaz, 
niż u pozostałych grup. Nie posiadają także zachowanego 
w ewolucji m otywu KGxxE/D występującego w większo­
ści ATPaz typu P [8], Obecne są tu natomiast specyficzne 
rejony białkowe tj. CPx i locus HP. Region CPx (cysteina-

pro lina-h istydyna/cysteina/sery  na) znajduje się w szóstej 
domenie transbłonowej, a mutacje w  obrębie tej sekwencji 
eliminują aktywność transportow ą AtHMA4 u Arabidopsis. I 
Locus HP, z resztą glutam inową i histydynową stanowi 
najprawdopodobniej miejsce wiązania ATP [8]. Ponadto na 
końcach łańcucha z wolną grupą karboksylową i aminową 
znajdują się zachowane w ewolucji domeny odpowiedzial­
ne za wiązanie jonów metali do transportera, bogate w resz­
ty histydyny i cysteiny (Ryc. IA) [1],

ATPazy TYPU II

Dla roślin i zwierząt istotnym przedstawicielem tej grupy 
jest ATPaza transportująca jony wapnia. Ca2+-ATPaza od­
grywa ważną rolę w  przekazyw aniu sygnałów, ponieważ 
reguluje stężenie jonów w apnia zarówno w cytoplazmie jak 
i poszczególnych przedziałach wewnątrzkomórkowych. 
Praw dopodobnie zaangażow ana jest też w  adaptacje roślin 

do stresów biotycznych i abiotycznych [11]. Jony Ca2+, poza 
funkcją wewnątrzkom órkowego, wtórnego przekaźnika 
sygnału, pełnią także ważną rolę w  procesie sortowania i 
pakowania białek, stabilizacji ich struktury oraz aktywacji 

[11]-

Na podstawie wrażliwości na kalmodulinę, roślinne 
Ca2+-ATPazy podzielono na dwie podrodziny: IIA (ECA, 
ang. ER-type Ca2+-ATPase) oraz IIB (ACA, ang. Autoinhib- 
ited Ca2+-ATPase) [12], Białka typu IIA (Ryc. IB) występują 
u archeabakterii, bakterii i w  komórkach rozmaitych orga­
nizm ów eukariotycznych [12], U roślin białka te wykazują 
wysokie podobieństwo struktury pierwszorzędowej (oko­
ło 50% homologii) do najlepiej scharakteryzowanej grupy 
zwierzęcych pom p przenoszących jony wapniowe, zloka­
lizowanych w siateczce sarko- i śródplazmatycznej (tzw. 
SERCA) [11-13]. Podobnie jak zwierzęce pompy, roślinne 
Ca2+-ATPazy typu IIA nie ulegają aktywacji w  obecności 
kalmoduliny, jednakże występują nie tylko w siateczce 
śródplazmatycznej, ale także w innych błonach komórko­
wych, np. w tonoplaście [11]. ATP Azy typu IIA zidentyfi­
kowano do tej pory w kilku gatunkach roślin. Pierwszy gen 
należący do tej grupy sklonowano u pomidora, przeszuku­
jąc bibliotekę cDNA z użyciem sondy opartej na fragm en­
cie sekwencji zachowanym  w  ewolucji dla całej nadrodziny j 
ATPaz typu P [12], Kolejne badania z zastosowaniem specy­
ficznych przeciwciał ujawniły u pom idora obecność jeszcze j 

dwóch izoform, zlokalizowanych w błonie tonoplastowej i 
plazmolemowej [12]. U Arabidopsis zidentyfikowano czte­
ry izoformy ECA. Za pomocą heterologicznej ekspresji w 
drożdżach dokładnie scharakteryzowano ECA1 [12]. Wy­
kazano, że białko to zlokalizowane jest w  błonach ER i co j 
więcej, może być zaangażowane w transport M n2+ oraz Zn2+ 
do wnętrza siateczki śródplazmatycznej [2,11].

Drugi typ ATPaz transportujących jony wapnia, typ IIB 
(Ryc. 1C), jak dotąd zidentyfikowano wyłącznie u organi­
zmów eukariotycznych. Roślinne pom py należące do tej 
podrodziny wykazują wysokie podobieństwo do białek 
PMCA zwierząt [11]. U Arabidopsis poznanych jest 10 izo­
form (ACA), a u ryżu 11 [2,12]. W odróżnieniu od zwie­
rzęcych ATPaz typu IIB zlokalizowanych jedynie w  bło­
nach plazmatycznych, roślinne ACA występują w błonach 
chloroplastów (np. ACA1), siateczki śródplazmatycznej
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(np. ACA2), tonoplastu (np. ACA4) oraz plazmolemy (np. 
ACA8) [1,2]. Wyróżniającą cechą tych pom p jest obecność 
terminalnej dom eny autoinhibitorowej, zlokalizowanej na 
końcu łańcucha z wolną grupą aminową, zawierającą miej­

sce wiązania kalm oduliny (CaM) [2]. Charakterystyka bio­
chemiczna białek podrodziny IIB pokazała, iż pom py zloka­
lizowane w  plazmolemie cechuje nieznacznie większe po­
winowactwo do kalm oduliny niż pom py tego typu obecne 
w błonach wewnętrznych. Wykazują one także niższą spe­
cyficzność wobec nukleotydu, dlatego oprócz ATP mogą 
hydrolizować także GTP i ITP [11], Interesujący jest także 
fakt, iż w  błonach siateczki śródplazmatycznej komórek 
korzeni Arabidopsis występują jednocześnie pom py trans­
portujące jony w apnia należące do podrodziny IIA (ECA1) 
jak i IIB (ACA2) [11], Istnieją trzy hipotezy wyjaśniające to 
nieczęste zjawisko. Pierwsza zakłada, iż oba typy białek 
mają inne dom eny funkcjonalne, druga zakłada różnice w 
regulacji czynnikami zewnętrznymi, zaś trzecia przypisuje 
dodatkow ą specyficzną aktywność każdej z pom p, tj. trans­
port M n2+ przez ECA1 [11], Ponadto zaskakującego odkry­
cia dokonano u kukurydzy. W błonach w ew nętrznych ko­
mórek kukurydzy wykazano obecność Ca2+ATPazy, CAPI, 
łączącej cechy białek typu IIA i białek typu IIB. Białko CAPI 
jest homologiem ECA, ale posiada dłuższy C- koniec z miej­
scem wiązania kalmoduliny [11],

W śród ATPaz typu II wyróżnia się jeszcze dwie grupy 
białek: IIC i IID. Do pierwszej należą N a+/K +-ATPaza i H +/  
K+-ATPaza, a do drugiej N a+-ATPaza. Wszystkie ATPazy 
należące do podrodzin IIC i IID występują jedynie w  ko­
m órkach zwierząt i grzybów [1,4].

ATPazy TYPU III

Najważniejszym przedstawicielem białek typu trzeciego 
jest H +-ATPaza z błony plazmatycznej należąca do podro­
dziny IIIA (Ryc. ID). Występuje ona u roślin, grzybów i 
glonów, a także u archebakteria i odpow iada za jednokie­
runkow y transport protonów z cytoplazmy do apoplastu 
[14], Powstały gradient protonów jest wykorzystywany dla 
w tórnego transportu wielu cząstek tj. cukry, am inokwasy 
i jony [4], U zwierząt funkcję tę spełnia po części N a+/K +- 
ATPaza należąca do podrodziny IIC [7], Pom pom  proto­
nowym, oprócz wspomnianej funkcji, przypisuje się także 
udział w  wielu procesach fizjologicznych tj. regulacja w e­
w nątrzkom órkowego pH  oraz potencjału osmotycznego, 
w zrost ściany komórkowej, czy udział w  odpow iedzi rośli­
ny na w arunki środowiskowe (zasolenie, uszkodzenia me­
chaniczne, n iska/w ysoka temperatura, akumulacja metali 
ciężkich, atak patogenów, niedobór składników m ineral­
nych w podłożu) [15,16].

Plazmolemowa H +-ATPaza to pierwsze sklonowane ro­
ślinne białko błonowe, o masie cząsteczkowej ok. 100 kDa, 
wykazujące silną asymetrię. Charakteryzuje się pokaźną 
częścią hydrofilową po stronie cytoplazmatycznej, obejmu­
jącą końce N  i C oraz dwie długie pętle cytoplazmatyczne 
(Ryc. ID) [4,7], Fragment łańcucha z wolną grupą karbok­
sylową stanowi domenę autoinhibitorową. Aktywacja en­
zym u wym aga fosforylacji reszty treoninowej w  pozycji 947
[17], znajdującej się na końcu C i przyłączenia białka 14-3-3
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[7], Ostatnie badania dowiodły, iż także koniec N jest bez­
pośrednio zaangażowany w regulację aktywności enzymu. 
Heterologiczna ekspresja genu kodującego roślinną H +- 
ATPazę w  komórkach drożdży pokazała, iż aktywacja enzy­
m u następuje w  wyniku destabilizacji lub całkowitego usu ­
nięcia końca N białka. Modyfikacje te powodowały wzrost 
stopnia fosforylacji reszty treoniny na końcu C jak również 
przyłączanie się białka 14-3-3. H +-ATPaza z błony plazm a­
tycznej należy do pierwszej grupy ATPaz typu P, u  której 
obydwa końce łańcucha polipeptydowego pełnią funkcję 
regulatorową [17], W ostatnich latach zidentyfikowano po­
kaźną grupę genów kodujących H +-ATPazy, tworzące ro­
dzinę multigenową. W genomie Arabidopsis znaleziono 12 
takich genów, u tytoniu 9, a w  komórkach ryżu 10 (h ttp :/ /  
www.ncbi.nih.gov). Tak duża liczba genów H +-ATPazy u 
roślin sugeruje możliwość wielopłaszczyznowej regulacji 
aktywności pom py protonowej i udziału  poszczególnych 
izoform w różnorodnych procesach fizjologicznych [6,18]. 
Na podstawie podobieństwa sekwencji nukleotydowych i 
białkowych H +-ATPazy podzielono na 5 klas [18], Pierwsze 
dwie grupują białka, których geny ulegają ekspresji w  wielu 
organach roślin upraw ianych w różnych w arunkach środo­
wiskowych. Należą tu  m.in. geny AHA1  i AHA2  rzodkiew - 
nika, kodujące białka regulujące podstaw ow y metabolizm 
komórki (ang. housekeeping enzymes) [19], Pozostałe trzy kla­
sy obejmują białka tkankowo specyficzne lub wymagające 
do syntezy odpowiedniego bodźca środowiskowego [6], 
Przykładem  są białka kodowane przez geny AHA3, AHA9  i 
AHA10, których ekspresja ma miejsce odpowiednio tylko w 
komórkach przewodzących, w  ziarnach pyłku, bądź w na­
sionach [2]. Należy wspomnieć, że oprócz ATPaz typu IIIA, 
występują także ATPazy typu IIIB, obecne jedynie u  bakte­
rii. Praw dopodobnie odpowiadają one za transport jonów 
Mg2+przez błony [4],

ATPazy TYPU IV

Opisane powyżej białka należące do rodzin ATPaz typu 
I - III odpowiadają głównie za transport jonów. ATPazy 
typu IV zdolne są do przenoszenia o wiele większych czą­
stek o charakterze hydrofobowym  [10], Jest to stosunkowo 
niedaw no odkryta grupa białek, występująca jedynie u 
organizm ów eukariotycznych, co wskazuje na późniejsze 
wyodrębnienie tej grupy w  procesie ewolucji, już po roz­
dzieleniu się bakterii i archeabakterii [20], Błony komórek 
eukariotycznych cechuje różny skład lipidowy warstwy 
wewnętrznej i zewnętrznej. Ta asymetria powoduje, iż 
każda z w arstw  błony ma odm ienne własności biofizyczne 
związane z ich indyw idualnym i funkcjami. Ciasno upako­
wane sfingolipidy i sterole w zewnętrznej warstw ie błony 
stabilizują ją i są szczelną barierą oddzielającą wnętrze ko­
mórki od środowiska zewnętrznego. Natomiast duża ilość 
aminofosfolipidów po wewnętrznej stronie błony oraz na 
powierzchni endo- i egzosomów utrzymuje zdolność tych 
błon do fuzji [10]. Próby poznania mechanizmu tworze­
nia się asymetrii lipidowej błon komórkowych skierowały 
uwagę badaczy na grupę białek transporterowych, przeno­
szących lipidy z jednej do drugiej warstwy błony, zwanych 
flipazami (ang. flippases). Uważa się, że białka należące do 
ATPaz typ IV mogą odgrywać w ażną rolę w  generowaniu 
takiej asymetrii błon poprzez przenoszenie specyficznych 
lipidów w jej obrębie [10]. Praw dopodobnie aktywność
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transportow a tych białek odpow iada także za miejscowe 
zm iany krzywizny błony, poprzedzające pow staw anie pę ­
cherzyków błonowych [20]. Podjęto próby wyjaśnienia, w 
jaki sposób białka te nabyły zdolność transportu lipidów  
w  czasie ewolucji. Istnieją dwie koncepcje wyjaśniające ten 
problem. Pierwsza zakłada, iż transportery te ew oluow ały z 
Ca2+-ATPaz, które oprócz miejsca wiążącego kation, posia­
dają na terenie 10 segmentu transm em branowego pierw ot­
ne miejsce wiążące fosfolipidy, ale tylko wtedy, gdy białko 
przybiera konformację E2 [10]. Zwolennicy drugiej koncep­
cji uważają, iż obecność miejsca wiązania fosfolipidów nie 
jest wystarczające, by przeprowadzić translokacje lipidów  
i dlatego zakładają, że powstanie tych ATPaz było bardziej 
skom plikowane i wymagało fuzji z dodatkow ym  białkiem 
[10].

Jak dotąd, niewiele jest doniesień dotyczących funkcji 
ATPaz typu IV w  organizmach eukariotycznych. W iado­
mo, że u  człowieka zaburzenie funkcji tego białka objawia 
się pow ażnym i schorzeniami związanym i z ograniczonym  
transportem  cząsteczek hydrofobowych przez błony ko­
m órkow e [20]. U drożdży opisano pięć białek należących do 
tej rodziny: N eo lp , obecnych w błonach endosomów, Drs2p 
i Dnf3p występujących w błonach aparatu Golgiego oraz 
dw a białka zlokalizowane w plazmolemie: D nflp  i Dnf2p 
[20,21]. U pasożyta Leishmania donovani skorelowano dzia­
łanie ATPaz typu IV z pobieraniem miltefozyny, pochodnej 
fosfocholiny, wykorzystywanej w  leczeniu leiszmaniozy. 
U roślin scharakteryzowano je jedynie u Arabidopsis, w yka­
zując obecność 12 białek nazwanych ALA (ang. Aminopho- 
sphoLipid ATPase) [20]. Do tej pory określono funkcje tylko 
dw óch spośród tych białek: ALA1 (Ryc. 1E) i ALA3. Hete- 
rologiczna ekspresja genów kodujących ALA1 w  drożdżach 
w ykazała zdolność do transportu fluorescyjnego analogu 
fosfolipidów. Uważa się, że ALA1 podobnie jak drożdżo- 
w e Drs2, odpow iada za fliping aminofosfolipidów [22], 
W ykazano także udział ALA1 w kształtowaniu odporności 
rośliny na chłód, gdyż jak udowodniono, mutacje w  genie 
zwiększały wrażliwość roślin na niską temperaturę. N ato ­
miast białko ALA3 bierze udział w  tworzeniu pęcherzyków 
sekrecyjnych z błon Golgiego. Prawidłowe funkcjonowanie 
ALA3 w ym aga obecności białka ALIS1, przedstawiciela ro ­
dziny białek błonowych (ang. ALA-interacting Subunit). Su­
geruje się, że białko ALIS1 jest podjednostką ATPazy ALA3, 
a kom pleks ALA3-ALIS1 praw dopodobnie stanowi w ażny 
elem ent aparatu Golgiego, warunkujący praw idłow e proce­
sy sekrecji w  trakcie rozwoju rośliny [20].

ATPazy TYPU V

ATPazy typu V stanowią najsłabiej poznaną rodzinę 
ATPaz typu  P i podobnie jak ATPazy typu IV reprezentują 
najm łodszą ewolucyjnie grupę, obecną jedynie w  kom ór­
kach eukariotycznych [23] Nieliczne doniesienia sugerują, 
iż zlokalizowane są one w błonach ER, gdzie zaangażow a­
ne są w  usuw anie bądź procesy naprawcze niepraw idłow o 
sfałdowanych białek [23], Pomimo, że nieznana jest ich spe­
cyficzność substratowa, przypisuje się im kilka w ażnych 
funkcji takich jak: glikozylacja i udział w  biosyntezie ściany 
komórkowej, transport białek specyficznych dla aparatu  
Golgiego, kontrola orientacji białek w błonie, czy regulacja 
procesu degradacji reduktazy HMG-CoA (reduktaza 3-hy-
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droksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A) [1,23]. Dodatkowo 
wykazano, iż mutacja w  genie MIA  kodującym ATPazy 
typu V u Arabidopsis, spowodowała wyraźne zm iany w eks­
presji genów zaangażowanych w sekrecję białek [23]. Biał­
ka te posiadają specyficzny m otyw PPxxP (Ryc. 1F), który 
odpow iada sekwencji PEGLP znajdującej się w  czwartym 
segmencie transbłonowym  typu II-Ca2+-ATPaz (Ryc. IB i 
C), uczestniczącym w wiązaniu jonów Ca2+ [23]. Badania na 
drożdżach z delecją spfl, jednego z dwóch genów kodują- j 
cych ATPazę typu V sugerują, iż produkt tego genu może 
być właśnie Ca2+-ATPazą, odgrywającą rolę w  utrzym aniu 
homeostazy Ca2+ w komórce [1], Na podstawie analiz bioin- 
formatycznych opartych na porów naniu reszt am inokwaso­
wych, wyróżniono dwie podrodziny om awianych ATPaz: 
VA (1 białko) oraz VB (0-4 białek, zależnie od gatunku). 
Obydwie podrodziny różnią się najprawdopodobniej spe­
cyficznością substratową, co sugerują różnice w  budowie 
m otyw u wiążącego jony. U podrodziny ATPaz VA jest to 
sekwencja PP(D/E)LPxE, a u VB sekwencja PP(A/V)PAx. 
Ponadto białka VB zlokalizowano u wszystkich analizo­
wanych eukariontów, z wyjątkiem Królestwa Excavata, do 
którego należy m.in. Giardia lamblia, Królestwa Ameobozoa 
oraz Arabidopsis i Oryza. Zdecydowanie największa liczba 
ATPaz typu VB występuje u zwierząt: znaleziono trzy biał­
ka u  nicienia Caenorhabditis elegant oraz cztery u myszy do­
mowej i człowieka [23].

PODSUMOWANIE

ATPazy typu P stanowią dużą grupę białek błonowych 
odpowiadających za pierwotny transport rozmaitych 
związków przez błony biologiczne. Poznanie sekwencji 
genomów coraz większej liczby organizmów, jak również 
analizy funkcjonalne w drożdżach, charakterystyka m utan­
tów Arabidopsis oraz analizy porównawcze sekwencji ami­
nokwasowych ATPaz typu  P przyczyniły się do określenia I 
struktury i funkcji wielu z nich. Niemniej jednak wiele kwe- ] 
stii pozostaje wciąż do wyjaśnienia, m.in. pochodzenie ewo- j 

lucyjne, mechanizmy regulacji, a także specyficzność sub­
stratowa tych białek. Powyższe przykłady badań u roślin 
niewątpliwie pokazują niezastąpioną rolę tych transporte- I 
rów w praw idłow ym  funkcjonowaniu roślin na każdym  
etapie rozwoju, a także w różnych w arunkach środowisko­
wych. Wciąż nierozstrzygnięta pozostaje kwestia mnogości 
izoform u roślin. Być może jest to spow odow ane zjawiskiem 
poliploidalności albo duplikacji genów, która zaszła w  cza­
sie ewolucji. Rośliny, prowadząc osiadły tryb życia, nara- I 
żone są na częste zmiany w arunków  środowiskowych. Być 
może duża liczba ATPaz typu P, tak ważnych w  procesach 
adaptacyjnych, umożliwia roślinom szybką reakcję fizjolo­
giczną na te zmiany. Hipotezę tę potwierdzać może róż­
norodność substratowa w obrębie rodzin ATPaz, ekspresja 
poszczególnych izoform w różnych organach i komórkach 
oraz ich obecność w różnych błonach biologicznych. Roz­
wijające się w ostatnim czasie badania z wykorzystaniem 
genów reporterowych oraz analizy z zastosowaniem mikro- j 
macierzy umożliwiające kom pleksowe przebadanie dużej 
grupy transporterów ATPaz typu P u wielu roślin i w róż­
norodnych w arunkach środowiskowych, być może pozw o­
lą odpowiedzieć na te pytania [1].
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ABSTRACT

P-type ATPases are a superfamily of membrane proteins involved in many physiological processes that are fundamental for all living organ­
isms. Using ATP, they can transport a variety of ions and other substances across all types of cell membranes against a concentration electro­
chemical gradient. P-type ATPases form a phosphorylated intermediate and are sensitive to vanadate. Based on evolutionary relations and 
sequence homology, P-type ATPases are divided into five major families. All P-type ATPases share a simple structure and mechanism, but 
also possess domains characteristic for each family, which are crucial for substrate specificity. These proteins usually have a single subunit 
with eight to twelve transmembrane segments, a large central cytoplasmic domain with the conservative ATP binding site along with N and 
C termini exposed to the cytoplasm. Because of variety of proteins that belong to P-type ATPase superfamily, in this review the comparison of 
functional and structure properties of plant cells P-type ATPases is presented, as well as their important role in adaptation to environmental 
stress.

Postępy Biochemii 57 (1) 2011 91http://rcin.org.pl

mailto:anna.wdowikowska@gmail.com


Funkcje apiraz roślinnych

Magdalena Wujak 

Michał Komoszyńskr

Instytut Biologii Ogólnej i Molekularnej, Za­
kład Biochemii Uniwersytetu Mikołaja Koper­
nika, Toruń

^Instytut Biologii Ogólnej i Molekularnej, Za­
kład Biochemii Uniwersytetu Mikołaja Koper­
nika, ul. Gagarina 7, 87-100 Toruń; tel.: (56) 611 
45 20, e-mail: michkom@chem.uni.torun.pl

Artykuł otrzymano 6 maja 2010 r.
Artykuł zaakceptowano 19 lipca 2010 r.

Słowa kluczowe: roślinne NTPDazy, apirazy, 
funkcja, ektonukleotydy, geny NTPDaz roślin­
nych, kasety ABC

W ykaz skrótów: adn (ang. adenine) — ade­
nina; ado (ang. adenosine) — adenozyna; apy 
(ang. apyrase) -  apiraza; ATP (ang. adenosine 
triphosphate) — trifosforan adenozyny; NPA 
(ang.l-naphthylphthalamic acid) — kwas N-(l- 
naftylo)ftalamowy; NTPDaza (ang. nucleoside 
triphosphate diphosphohydrolase) — tri-difosfo- 
hydrolaza nukleotydów; 5'-NUC (ang. 5'-nuc- 
leosidase) — 5'-nukleotydaza; Pi -  ortofosforan; 
PPADS (ang. pyridoxal-phosphate-6-azophenyl- 
2',4'-disulfonate) -  kwas 2',4'-disulfonopiry- 
doksylofosforano-6-azofenylowy; RB2 (ang. 
reactive blue 2) -  reaktywny błękit; XDP -  di- 
fosforan nukleozydu
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STRESZCZENIE

W  niniejszym  artykule przeglądowym przedstawiono informacje o rezultatach najnow ­
szych badań dotyczących funkcji NTPDaz (apiraz) roślinnych. Omawiane enzymy to 

białka rozpuszczalne lub integralne białka błonowe. Ich obecność stwierdzono w różnych 
przedziałach komórkowych. Apirazy hydrolizują w iązania pirofosforanowe di- i trifosfo­
ran ów nukleozydów. Ich w spólną cechą jest podobna budowa, niska specyficzność substra­
towa i aktywacja w obecności jonów dwuwartościowych. W apoplaście apirazy uczestniczą 
w zwrotnym wychwytywaniu produktów  degradacji nukleotydów. Enzymy te katalizują 
bowiem reakcję hydrolizy ATP do AMP; AMP jest następnie degradowany przez inne ekto- 
enzymy do adeniny, rybozy i ortofosforanu. Cząsteczki te z udziałem odpowiednich trans­
porterów i kanałów są transportowane do komórki. Rezultaty niektórych badań wskazują, 
że apirazy mogą również uczestniczyć w regulacji syntezy skrobi i przekazyw aniu sygnałów. 
Ich aktywność jest także niezbędna do prawidłowego rozwoju i wzrostu bulw  oraz korze­
ni. U roślin strączkowych z kolei aktywują proces symbiozy z bakteriam i korzeniowymi. 
NTPDazy, które znajdują się wewnątrz komórek, katalizując reakcję hydrolizy nukleoty­
dów, zm ieniają wewnątrzkomórkowy stosunek ATP:ADP:AMP. Sugeruje to, że większość z 
opisanych funkcji apiraz może wynikać ze stanu energetycznego komórki.

WPROWADZENIE

ATP to najbardziej uniwersalna cząsteczka nie tylko wśród nukleotydów, 
ale również i innych związków obecnych w  komórkach organizm ów żywych. 
ATP jest substratem  w ykorzystyw anym  w syntezie kwasów nukleinowych i 
wielu koenzym ów oraz w tórnych cząsteczek sygnałowych. Jest uniwersalnym  
środkiem wym iany energii swobodnej i składnikiem ładunku energetycznego 
komórki. Stężenie tego nukleotydu w komórkach reguluje szybkość przem ian 
tworzących energetycznie użyteczne cząsteczki [1], Wreszcie ATP jest również 
cząsteczką sygnałową [2-9], U zwierząt ektonukleotydy w tym ATP i ADP, ak­
tywują receptory nukleotydow e typu P2 [2-8]. Receptory te uczestniczą w  akty­
wacji i regulacji licznych procesów fizjologicznych. W układzie krwionośnym  
aktywują agregację płytek i regulują ciśnienie krwi [2-6], z kolei w  układzie ner­
w ow ym  biorą udział w  neurotransmisji i neuromodulacji. Są również sygnałem 
bólu [6-9], Wyczerpujący przegląd funkcji receptorów nukleotydowych znaj­
dziemy w  obszernych publikacjach prof. Burnstock'a [3,5,7,9].

Stężenie nukleotydów, tak w komórce jak i poza nią, regulują enzym y na ­
leżące do kilku klas i rodzin takich jak: fosfatazy, kinazy, pirofosfatazy/fosfo- 
diesterazy nukleotydów  (NPPazy), ATPazy i tri-difosfohydrolazy nukleotydów  
(NTPDazy) [2,5,10-12], Właściwości i funkcje NTPDaz zwierząt zostały bardzo 
dobrze poznane i opisane. Synteza NTPDaz zachodzi we wszystkich typach ko­
mórek zwierzęcych [10,11,13-16]. Oznacza to, że enzym y te są istotnym składni­
kiem metabolizmu i mają w pływ  na szereg procesów fizjologicznych zależnych 
lub regulowanych przez nukleotydy. NTPDazy uczestniczą w  procesach proli­
feracji, różnicowania i apoptozy [14,15]. Degradując ektonukleotydy, wpływają 
również na rozwój procesów zapalnych [5,14,15]. Większość dotychczas opisa­
nych NTPDaz zwierzęcych to białka błonowe z centrum  aktyw nym  znajdują­
cym się po zewnętrznej stronie błony komórkowej (ekto-NTPDazy) lub enzymy 
rozpuszczalne (egzo-NTPDazy) uwalniane do przestrzeni międzykomórkowej 
lub płynów tkankowych, takich jak krew i płyn m ózgowo-rdzeniowy [10-16]. 
Enzymy te regulują stężenie nukleotydów znajdujących się poza komórką lub 
w płynach fizjologicznych i w  ten sposób uczestniczą w sygnalizacji purynowej 
[2-8,10,15]. NTPDazal zwierząt jest analogiem apirazy roślin [12,15].

W skutek historycznych uw arunkow ań NTPDazy roślinne nazywa się często 
apirazami. Mimo wcześniejszego odkrycia i opisania enzym ów roślinnych wie­
dza na tem at ich funkcji w  roślinach jest niepełna i wym aga dalszych intensyw ­
nych badań. Dopiero w ostatnich kilku latach pojawiło się kilka prac dostarcza­
jących interesujących informacji na temat budow y i ekspresji genów roślinnych
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NTPDaz oraz przypuszczalnych funkcji kodowanych przez 
nie białek. Badania te dotyczą ich udziału w regulacji pro­
cesów w zrostu i rozwoju rośliny, w  tym kiełkowania ziarna 
pyłku i dojrzewania bulw  [17-25], Inne badania koncentrują 
się na procesach sygnalizacji oraz ich udziale w  reakcjach 
odpornościowych roślin [24-32], Białka te z uw agi na wyso­
ką aktywność katalityczną oraz brak glikozylacji mogą być 
w ykorzystywane w leczeniu chorób degeneracyjnych ukła­
du nerwowego, udarów  czy też zawałów serca [15,16,33,34].

WŁAŚCIWOŚCI FIZYKOCHEMICZNE, BUDOWA 
I LOKALIZACJA APIRAZ ROŚLINNYCH

Apirazy ziemniaka (difosfohydrolazy ATP — EC 3.6.1.5) 
to najlepiej scharakteryzowane enzymy należące do rodzi­
ny NTPDaz roślin [23,34-37], Po raz pierwszy enzym  ten 
został opisany przez M eyerhofa w 1945 roku [36]. Była to 
rozpuszczalna apiraza izolowana z komórek bulw  ziemnia­
ka (Solanum tuberosum). Z ziemniaka wyizolowano i oczysz­
czono dwie izoformy apirazy, jednak sklonowano tylko jed­
ną jej formę [36,37],

Apirazy hydrolizują wiązania bezwodnikowe dw u- i 
trójfosforanów nukleozydów w obecności jonów metali 
dwuwartościowych zgodnie ze schematem I i II [33-37]:

1/ ATP + 2TL0 => AMP + 2P' 2 i

lub

II/ ADP + H 20 => AMP + P.
I

Końcowymi produktam i reakcji są AMP i dwie lub jedna 
cząsteczka ortofosforanu. Apirazy nie hydrolizują wiązań 
estrowych nukleotydów  i nieorganicznego pirofosforanu 
[34-37,38]. Najwyższa aktywność hydrolizy obserwowana 
jest w  obecności jonów Ca2+ lub Mg2+ [11,37], Inne dw uw ar- 
tościowe kationy, takie jak Mn2+, Co2+ oraz Z n2+ stymulują 
jej aktywność ze znacznie mniejszym efektem [37,39]. Dla 
apirazy z S. tuberosum stwierdzono, że jony Ca2+ wzm ac­
niają aktywność hydrolityczną względem ADP, a Mg2+ 
— w zględem  ATP [37], Aktywność enzymatyczna apiraz 
może być również m odulowana przez lektyny oraz związ­
ki bifunkcjonalne [11,39], Wszystkie NTPDazy, niezależnie 
od pochodzenia, charakteryzują się niską specyficznością 
substratową, a szybkość hydrolizy ATP nie jest ograniczo­
na stężeniem wolnego ADP [37,39], Są również niewrażli­
we na inhibitory alkalicznych fosfataz i ATPaz typu P, V, F
[11,15,36,38].

Białka kodowane przez geny apiraz roślinnych są poje­
dynczym  łańcuchem polipeptydowym  o masie cząstecz­
kowej 45-50 kDa [23,36-37,39,41]. Struktura wszystkich do­
tychczas wyizolowanych genów apiraz roślinnych sugeruje, 
że na końcu am inowym  białek znajduje się sekwencja pep- 
tydu sygnalnego oraz sekwencje jednej lub dw óch domen 
transbłonowych [18,19,23,40]. Enzymy występują w  dwóch 
form ach -  rozpuszczalnej lub błonowej [18,19,23,36]. Cen­
trum  katalityczne apiraz związanych z błoną znajduje się po 
stronie ekstracytoplazmatycznej [18,35,36]. Na podstaw ie 
sekwencji nukleotydowej stwierdzono, że apirazy roślin i 
zw ierząt zawierają zachowane w ewolucji rejony określane

jako ACR (ang. apyrase conserved regions) [12,15,34-36], Bada­
nia prow adzone nad apirazami zwierząt sugerują, że rejony 
ACR odpowiadają za specyficzność, wiązanie, hydrolizę 
substratu oraz oddziaływanie z jonami metali [11,15], Skon­
struow any ab initio model struktury przestrzennej apirazy 
ziemniaka sugeruje, że w  proces katalizy zaangażowane są 
reszty aminokwasowe Thrl27 i Thr55 oraz G lul70 i Glu78. 
D wustopniow y mechanizm hydrolizy zakłada, że obie resz­
ty treoniny są nukleofilami odpowiedzialnym i za rozerw a­
nie wiązań bezwodnikowych (y i P) ATP. Dodatkowo w  
procesie tym niezbędne są G lul70 i Glu78. Obecność dw óch 
nukleofili w  centrum  katalitycznym wyjaśnia różnice w  ak­
tywności hydrolitycznej między apirazami a innymi enzy­
m ami rodziny NTPDaz [35].

Obecność NTPDaz roślin stwierdzono w różnych p rze­
działach komórkowych [18,21-23,39,41-42]. Aktywność 
apirazy oznaczono w mikrosomach grochu, pszenicy, ziem ­
niaka i bawełny [34], Apirazę wyizolowano również z bło­
ny jądrowej zarodka i z cytoszkieletu grochu [41,42], U soi 
(Glycine soja) zidentyfikowano dwie apirazy (GS50 i GS52), z 
których jedna jest apirazą obecną w  świetle aparatu Golgie- 
go, a druga z nich jest ektoapirazą związaną z błoną kom ór­
kową [44], Z kolei z korzeni fasoli indyjskiej (Dolichos biflo- 
rus) wyizolowano lektynę o aktywności apirazy. Enzym ten 
zawiera cztery rejony o sekwencji reszt am inokwasowych 
identycznej z ACRami spotykanymi u apiraz [43,44].

GENY NTPDaz ROŚLINNYCH I ICH EKSPRESJA

Geny kodujące NTPDazy znaleziono w genomach krę­
gowców, bezkręgowców, roślin, drożdży oraz pierw otnia­
ków [15,23,34,36]. Do dnia dzisiejszego w różnych gatun ­
kach roślin zidentyfikowano blisko 18 genów kodujących 
apirazy. Dwie sekwencje kodujące apirazę z ziemniaka 
zidentyfikowali Riewe i wsp. [23]. Komoszyński i wsp. 
wyizolowali osiem genów kodujących apirazę ziem nia­
ka. Sekwencje reszt am inokwasowych wyznaczone na ich 
podstawie są identyczne w 93-99% (dane nieopublikowa- 
ne, umieszczone w bazie NCBI). W mimozie wstydliwej 
znaleziono jeden gen kodujący apirazę, a w  komórkach 
bawełny dw a [2,22,45]. W roślinach strączkowych ziden ­
tyfikowano łącznie dwanaście genów kodujących apirazy 
[23,40,43-45]. Na podstawie analizy genomu rzodkiew nika 
(Arabidopsis thaliana) znaleziono siedem genów kodujących 
apirazy. Dwa z nich (A tA P Y l  i AtAPY2) zostały sklonow a­
ne. Określono profil ich ekspresji i podjęto próbę oceny ich 
funkcji fizjologicznych. Sekwencje reszt am inokwasowych 
tych białek są identyczne w  87%, co sugeruje, że enzym y 
te mogą brać udział w  różnych procesach metabolicznych
[18,19,21,39],

Na podstawie analizy zawartości mRNA można stw ier­
dzić, że poziom ekspresji genów kodujących apirazy jest 
różny dla różnych typów tkanek [18,19,23,39-45]. W yższy 
poziom transkryptów  obserwuje się w  tkankach, które cha­
rakteryzują się szybkim wzrostem  oraz w  tych, które u le ­
gają procesowi różnicowania [18,23,39,44 ]. Steinebrunner i 
wsp. [21] wykazali, że najwyższą ekspresję genów apiraz 
rzodkiewnika (A tA P Y l  i AtAPY2) wykazują szybko dzie­
lące i różnicujące się tkanki oraz organy. Należą do nich 
łagiewka pyłkowa, etiolowane hypokotyle, wierzchołek
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korzenia oraz miejsca akumulacji auksyny i jej transportu, 
a także komórki wykazujące wysoką ekspresję genów ko­
dujących białka PIN [18,19]. Ponadto w  elementach regu­
latorowych cis obu tych genów występują charakterystycz­
ne motywy sekwencji, których aktywność regulowana jest 
przez światło oraz auksynę. Stwierdzono, że światło czer­
wone powoduje obniżenie liczby transkryptów  apirazy w 
hypokotylu, co wywołuje zaham owanie w zrostu korzeni 
[18]. U ziemniaka apiraza występuje przede wszystkim w 
komórkach tkanek korzenia, kwiatów, pędu i bulw, nato­
miast w  liściach i tkankach łodygi ilość mRNA jest niewiel­
ka lub żadna [23]. Niskim poziomem transkryptów  apirazy 
charakteryzują się liście rzodkiewnika i grochu [18,39,40]. U 
innych roślin obserwuje się zbliżone profile ekspresji tych 
enzymów [41-45].

ŹRÓDŁA I METABOLIZM 
EKTONUKLEOTYDÓW W ROŚLINACH

ATP jest związkiem wysokoenergetycznym. Zmienia­
jące się stężenia tego nukleotydu w komórce kontrolują 
wiele szlaków metabolicznych. Hydroliza obecnych w  tej 
cząsteczce wiązań bezwodnikowych dostarcza energii dla 
szeregu endoergicznych reakcji i procesów niezbędnych 
do w zrostu i rozwoju komórki [1], ATP może pojawiać 
się w  przestrzeni poza komórką na drodze egzocytozy z 
pęcherzyków wydzielniczych lub być transportow any z 
udziałem transporterów  ABC (białek zawierających kase­
tę wiążącą ATP) [17,24-30,48], Nukleotyd ten jest również 
uwalniany z komórek roślinnych podczas stresu osmotycz- 
nego lub w wyniku utraty integralności błony komórkowej 
spowodowanej uszkodzeniem  mechanicznym lub atakiem 
patogenów (Ryc. 1) [27-30]. Jego źródłem  mogą być również 
mikroorganizmy żyjące w glebie [17,30],

Zewnątrzkomórkowy ATP (eATP) nie jest transporto­
wany do wnętrza komórki, jednak związek ten zawiera 
elementy strukturalne, których synteza wym aga wysokich 
nakładów energii (adenina, ryboza) [1,17,48]. Wielu auto­
rów sądzi, że podstaw ow ą funkcją roślinnych apiraz jest 
kontrola stężenia ATP znajdującego się w  apoplaście (Ryc
2.) [23,46-50]. Ektoapirazy hydrolizują ATP do AMP zgod­
nie ze schematem I i II. Jak dotąd nie zostały zidentyfikowa­
ne białka, które umożliwiałyby transport AMP do wnętrza 
komórki [48]. Ten nukleotyd jest hydrolizowany do ortofos- 
foranu i adenozyny przez obecną w apoplaście 5'-nukleoty- 
dazę (schemat III).

ściana komórkowa 

apoplast

e A T P

Rycina 1. Źródła ATP w apoplaście. MDR -  transporter ABC z kasetą wiążącą 
ATP. Szczegółowy opis ryciny w tekście. Wg [26] zmodyfikowana.

cytoplazma

Rycina 2. Metabolizm ektonukleotydów w apoplaście. Apy -  apiraza; 5-NUC 
-  5'-nukleotydaza; ANaza -  N-glikozydaza; Pi -  ortofosforan; H ł - kation wo­
dorowy; Ado -  adenozyna; Adn -  adenina; 1 -  kanał jonowy; 2 -  transporter 
adenozyny; 3 - transporter adeniny. Szczegółowy opis ryciny w tekście. Wg [50] 
zmodyfikowana.

III/ AMP + H 20  => adenozyna + P.

Powstająca w tej reakcji adenozyna może być transpor­
tow ana do wnętrza komórki za pośrednictwem  białkowych 
transporterów  na drodze sym portu z jonami wodorow ym i 
lub ulegać dalszej degradacji do adeniny i rybozy [47,48]. 
Powstający w powyższych reakcjach ortofosforan jest 
transportow any do komórki z udziałem  kanałów aniono­
wych [49]. Rezultaty badań Rewie i wsp. [23] sugerują, że 
w  przestrzeni międzykomórkowej znajduje się również N- 
glikozydaza (nazwana przez autorów ANazą) [47]. Jej w y­
soce specyficzna aktywność względem  adenozyny um ożli­
wia efektywne odzyskiwanie adeniny i rybozy z cząsteczek 
adenozyny (schemat IV).

IV / adenozyna + H 20  => adenina + ryboza

Stwierdzono, że aktywność ANazy zależy od aktyw no­
ści ektoapiraz. Wynika to z dwóch powodów. Po pierwsze, 
stężenie adenozyny zależy od aktywności apiraz i 5'-nukle- 
otydazy. Po drugie aktywność 5'-nukleotydazy jest uzależ­
niona od stężęnia ATP i ADP, które hamują aktywność tego 
enzym u [10,16,47].

Ektoapiraza obecna w  apoplaście może być enzymem 
rozpuszczalnym  lub słabo zasocjowanym z błoną kom ór­
kową [22,23,39,47]. Inna hipoteza sugeruje, że ektoapiraza 
i pozostałe enzymy uczestniczące w metabolizmie eATP, 
związane są ze ścianą kom órkową [48]. Wielu autorów  
podziela opinię, że apirazy, regulując poziom zewnątrzko- 
m órkowego ATP, uczestniczą w katabolizmie ATP i funk­
cjonują jako regulatory zew nątrzkom órkowego stanu ener­
getycznego [17,23,47]. Obecne w apoplaście apirazy dzięki 
wysokiej aktywności katalitycznej, którą ogranicza jedynie 
dostępność substratu, hydrolizują ATP (niezależnie od 
źródła jego pochodzenia) i błyskawicznie zwiększają pulę 
zewnątrzkom órkowego ortofosforanu, który np. może być 
w ykorzystywany przez ryzosferę [17,47,49]. Naszym  zda­
niem podstaw ow ą funkcją apiraz oraz innych enzym ów 
metabolizujących ektonukleotydy jest umożliwienie odzy­
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skania przez komórkę, z udziałem  stosownych kanałów i 
transporterów, takich produktów  degradacji nukleotydów 
jak ortofosforan, adenozyna, adenina i ryboza (Ryc. 2).

PRZEKAZYWANIE SYGNAŁU Z UDZIAŁEM eATP

Istnieją hipotezy, że zewnątrzkom órkowy ATP mógłby 
pełnić w roślinach funkcję sygnalizacyjną [17,20,23-30]. Nie­
którzy badacze twierdzą, że u roślin istnieją receptory po­
dobne do receptorów nukleotydowych (PI i P2) zwierząt, 
jednak jak dotąd nie odnaleziono ich w roślinach [20,26-29], 
Sekwencje reszt am inokwasowych receptorów zwierząt nie 
są zachowane w ewolucji [20,24,28]. Istnieją wyraźne różni­
ce zarówno w sekwencji jak i strukturze pom iędzy recepto­
rami nukleotydowym i zidentyfikowanymi u ssaków i alg 
[20,28]. Autorzy sugerują, że niski stopień zachowania w 
ewolucji sekwencji kodujących receptory PI i P2 jest głów­
nym  problemem utrudniającym  ich identyfikację w geno­
mie roślinnym [17,20,27,30].

W doświadczeniach dotyczących wytw arzania nadtlen­
ków przez oksydazę NADPH w odpow iedzi na wzrost 
stężenia zewnątrzkom órkowego ATP zauważono, że po 
dodaniu do środowiska ATP linie transgeniczne A. thalia- 
na wykazujące nadekspresję genu apy2, charakteryzują się 
niższym poziomem syntezy rodnika ponadtlenkowego [27- 
29], Jednocześnie zmniejsza się ilość transkryptów  genu pall 
(kodującego liazę fenyloalanina-amoniak), który jest indu ­
kowany przez reaktywne formy tlenu (ROS) [24], O bserw u­
je się również zmniejszoną transkrypcję genów LOX2 oraz 
ACS6 kodujących enzymy zaangażowane w biosyntezę 
dwóch horm onów roślinnych -  kwasu jasmonowego i ety­
lenu [24,29]. Oba te hormony uczestniczą w odpowiedziach 
obronnych roślin (w tym na zranienie). W doświadczeniach 
dotyczących transmisji sygnału z udziałem eATP u roślin, 
zauważono, że użycie PPADS — inhibitora receptorów 
adenozyny i RB2 -  niespecyficznego inhibitora receptorów 
nukleotydowych, zmniejsza ekspresję powyższych genów 
[24,27-29]. Na podstawie tych wyników autorzy proponują 
następujący model szlaku przekazywania sygnałów z udzia­
łem eATP (Ryc 3.). Podczas stresu wywołanego czynnikami 
biotycznymi lub abiotycznymi, jak również stymulacja m e­
chaniczna powoduje wypływ ATP z komórki [17,24-26,30], 
eATP wiąże się do receptora, co powoduje napływ  jonów 
w apnia do cytoplazmy [17,26-28], Aktywacja przez jony 
Ca2+ kalm oduliny zwiększa aktywność oksydazy NADPH 
i tym sam ym  podnosi poziom reaktywnych form tlenu, 
takich jak rodnik ponadtlenkowy [17,27-38], Zwiększenie 
ilości ROS powoduje aktywację genów kodujących białka 
związane z mechanizmami obronnymi i odpow iedzią (ada­
ptacją) na działające bodźce środowiskowe [17,24,26,27,30], 
Należy do nich kinaza białkowa aktywowana mitogenem 
(MAPK3), która poprzez fosforylację reguluje aktywność 
docelowych białek [27], W tym przypadku autorzy suge­
rują, że ektoapirazy, z uwagi na ich wysoką aktywność, 
mogłyby, przez hydrolizę eATP, m odulować lub wyciszać 
szlaki sygnalizacyjne, w których eATP funkcjonuje jako czą­
steczka sygnałowa [20,25,27,28,31].

Wyniki badań z zastosowaniem mikromacierzy DNA 
pokazują, że wyciszenie genów apiraz zwiększa blisko 
dw ukrotnie ekspresję genów kodujących białka należące
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Rycina 3. Model sygnalizacji zewnątrzkomórkowej z udziałem eATP. Apy -  api- 
raza; 5'-NUC -  5'-nukleotydaza; P2 -  hipotetyczny receptor typu P2; VGCC -  
kanał wapniowy bramkowany napięciem; CaM -  kalmodulina; ROS -  reaktyw­
ne formy tlenu; Ado - adenozyna. Szczegółowy opis ryciny w tekście. Wg [29] 
zmodyfikowana.

do rodziny ekstensyn [23]. Ekstensyny są bogate w  gliko- 
zylowaną hydroksyprolinę. Zlokalizowane są w  ścianie ko­
mórkowej od strony apoplastu i pełnią funkcje strukturalne 
oraz sygnalizacyjne. Udowodniono, że ich aktywność w pły ­
wa na procesy zaangażowane w rozpoznanie ziarna pyłku, 
zapłodnienie, rozwój zarodka, podział komórki, różnicowa­
nie oraz starzenie się komórek [23,50]. Białka te są również 
zaangażowane w odpowiedzi na stres biotyczny i abiotycz­
ny [50]. Autorzy sugerują, że ekstensyny mogą uczestniczyć 
w  transmisji sygnału z udziałem  eATP. Zważywszy, że 
najważniejszą funkcją apiraz w apoplaście jest kontrola ze­
wnątrzkom órkowego stężenia ektonukleotydów, enzymy 
te mogą również regulować ten szlak sygnalizacyjny [23]. W 
tym przypadku celem procesów prow adzonych z udziałem 
apiraz i ekstensyn może być zwiększenie żywotności komó­
rek oraz kontrola ich polarnego wzrostu [23,30,50].

ROLA APIRAZY W SYNEZIE SKROBI

Bardzo wysoka ekspresja mRNA apiraz w bulwach ziem­
niaka (organach służących akumulacji tego polisacharydu) 
jest argum entem  sugerującym, że apiraza jest zaangażowa­
na w proces biosyntezy skrobi [23,36,46,47]. Ponadto wiele 
etapów biosyntezy tego cukru jest regulowanych substra- 
tami (ATP i ADP) i produktam i (ortofosforan) reakcji kata­
lizowanych przez apirazę [1,23,47], Podczas 140-dniowego 
rozwoju bulw  ziemniaka jednocześnie rośnie ilość skrobi i 
aktywność apirazy. Wraz ze wzrostem  syntezy skrobi stęże­
nie XDP powinno rosnąć (schemat V), jednak obserwowa­
ny poziom tego związku w bulwach nie odpow iadał ilości 
zsyntetyzowanej skrobi (był niższy).

V / XDP-glukoza + am ylozan <=> amylozan +1 + XDP
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Obniżone stężenie ADP, śladowa aktywność kinazy 
adenylanowej oraz wzrost aktywności apirazy sugerują, 
że podczas dojrzewania bulw  enzym  ten reguluje stężenie 
ADP [23,46]. Obecna w komórkach apiraza umożliwia stałą 
szybkość syntezy wielocukrów poprzez degradację difosfo- 
nukleotydów, przeprowadzając reakcję zgodnie ze schema­
tem V I :

V I/ XDP + H 20  => XMP + P.

W iadomo, że w  komórkach roślinnych degradacja i bio­
synteza cukrów jest kontrolowana przez ortofosforan [1,46]. 
Zauważono, że podczas nagłego spadku tem peratury poni­
żej 0°C następuje wzrost ilości monocukrów [23,46], Obrona 
przed zachodzącymi zmianami w  środowisku polega na 
uruchom ieniu rezerw cukrów prostych, które są zgrom a­
dzone w postaci skrobi. Podczas hydrolizy skrobi (fosforo­
lizy) niezbędny jest ortofosforan. Gwałtowny w zrost zapo­
trzebowania na ortofosforan jest pokrywany ze źródeł znaj­
dujących się w komórce. Apiraza, hydrolizując ATP, dostar­
cza substratu (ortofosforanu) do hydrolizy skrobi i uczestni­
czy w odpowiedziach na zachodzące w środow isku zmiany 
tem peratury. Apiraza może również kontrolować proces 
akumulacji skrobi, ponieważ mutacja obu genów A tA P Y l  i 
AtAPY2  powoduje, że skrobia akumuluje się w  komórkach 
w postaci wyraźnie większych ziaren [21], W doświadcze­
niach, w  których użyto linie transgeniczne ziemniaka, w 
których wyciszono transkrypcję genów kodujących ziem­
niaczane apirazy, obserwowano wzrost ilości transkryptów  
białek zaangażowanych w syntezę skrobi, takich jak syn- 
taza sacharozy, mitochondrialne i plastydowe translokazy 
A TP/A D P oraz translokaza glukozo-6-fosforanu [23]. En­
zymy te stymulują wzrost liczby ziaren skrobi w bulwach 
ziemniaka. Obniżona aktywność apirazy skoordynow ana 
jest ze w zrostem  liczby transkryptów  podjednostki piro- 
fosforylazy ADP-glukozy (AGPazy) [23]. AGPaza jest klu­
czowym enzym em  w biosyntezie skrobi i przeprow adza 
reakcję przeniesienia glukozy z fosforanu glukozy na XDP 
(schemat VII):

V II/ glukozo-l-fosforan + XTP => XDP-glukoza + PP|

Aktywność AGPazy regulowana jest przez utlenianie i 
redukcję grup -SH  cysteiny [23]. Autorzy sugerują, że reak­
cje te mogą być katalizowane przez zależną od NADPH pla- 
stydową reduktazę tioredoksyny, ponieważ w  warunkach 
obniżonej syntezy apiraz rośnie ekspresja genu kodującego 
ten enzym  [23]. Powyższe wyniki sugerują, że aktywność 
apiraz w pływ a na proces biosyntezy skrobi na poziomie 
transkrypcji, jednak nieznane są mechanizmy, w jaki spo­
sób apirazy mogłyby regulować syntezę białek zaangażo­
wanych w tym procesie. N aszym  zdaniem  obserwowane 
zmiany nie są wynikiem bezpośredniej regulacji aktywności 
genów przez apirazy, lecz są związane z podwyższeniem  
ilości ADP i obniżeniem w komórkach bulw  puli ortofos­
foranu (fosforoliza) i AMP, a więc tych związków, które 
wpływają na ładunek energetyczny i potencjał fosforylacyj- 
ny komórki. Powyższe zmiany mogą mieć istotny wpływ 
na tem po w zrostu i rozwój bulw  ziemniaka.

UDZIAŁ APIRAZ W KONTROLI WZROSTU ROŚLIN

Linie transgeniczne ziemniaka, w  których wyciszono 
geny apiraz konstruktem  znajdującym się pod  kontro- | 
lą konstytutywnego promotora wirusa mozaiki kalafiora 
(CaMV 35S) charakteryzowały się mniejszą o 90% aktyw ­
nością apiraz w porów naniu z roślinami kontrolnym i [23], 
Obniżona aktywność apirazy skorelowana jest ze zmiana­
mi morfologicznymi w tkankach i organach rosnących pod 
ziemią. Są to tkanki, w których ekspresja genów apiraz w 
w arunkach fizjologicznych jest najwyższa [23]. Skutkiem 
wyciszenia genów apiraz jest otrzymanie mniejszych ro­
ślin, u których widoczny jest zaham owany w zrost pędów, a 
bulwy tych roślin są liczniejsze i mniejsze [23]. Zastosowa­
nie organospecyficznego prom otora B33 um ożliwiło wyci­
szenie ekspresji genów apiraz tylko w bulw ach rośliny. W 
tym przypadku nie doszło do zaham owania w zrostu całych 
roślin, natomiast bulwy ziemniaka były w ydłużone oraz 
zawierały nieznacznie podwyższoną zawartość skrobi [23]. 
Przedstawione wyżej badania sugerują, że apirazy uczestni­
czą w regulacji wzrostu rośliny. Wyniki badań przeprow a­
dzonych na grochu sugerują, że znajdująca się w  aparacie 
Golgiego apiraza o wysokiej aktywności w zględem  UDP, 
uczestniczy w biosyntezie składników ściany komórkowej 
[23,40,42], jednak w komórkach bulw ziemniaka, w  których 
wyciszono geny apiraz nie obserwowano różnic w  ilości ce­
lulozy i kwasu uronowego, składników ściany komórkowej 
[23]. Brak tych zmian wskazuje, że apirazy nie są zaangażo­
wane w proces biosyntezy tych cząsteczek. Wiemy jednak, 
że aktywność ektoapiraz powoduje wzrost stężenia jonów 
fosforanowych poza komórką, co obniża pH  apoplastu. Za­
kwaszenie to może aktywować syntezę ściany komórkowej 
(tzw. kwaśny wzrost ściany komórkowej) [21,23,51].

W minionej dekadzie pojawiło się w literaturze szereg 
prac dotyczących roli apiraz rzodkiewnika w procesie kieł­
kowania ziarna pyłku [18-21,42]. Wyniki tych badań suge­
rują udział omawianych enzymów w regulacji ekspresji ge­
nów w komórkach męskiego gametofitu. Użycie konstruk- 
tów utworzonych z promotora genów A tA P Y l  lub AtAPY2  
i genu kodującego białko reporterowe (P-glukuronidazę), 
umożliwiło identyfikację tkanek, w których dochodzi do 
transkrypcji genów apirazy. Wyniki tych doświadczeń 
wskazują, że ich wysoka ekspresja ma miejsce tylko w kwia- j 
tach zawierających dojrzałe ziarna pyłku, podczas gdy jest 
ledwie zauważalna w niedojrzałych ziarnach [19]. Pozba­
wienie ciągłości obu genów kodujących apirazy (A tA P Y l  
i AtA P Yl)  przez umieszczenie w ich sekwencji fragmentu 
T-DNA pozwoliło na utworzenie m utantów, ze zm odyfi­
kowanym  jednym lub dw om a genami tego enzym u [19,21]. 
Analiza fenotypów uzyskanych roślin transgenicznych w y­
kazała, że pojedyncze m utanty były podobne morfologicz­
nie do roślin typu dzikiego [19]. Nie obserwowano również 
różnic tak w szybkości kiełkowania ziaren pyłku jak i w 
budowie gametofitów. Podwójny nokaut genów A tA P Y l  i 
AtAPY2  był letalny, jeśli dw a znokautowane allele pocho­
dziły od gametofitu męskiego [19,21], Uzyskany w tych w a­
runkach gametofit był niedojrzały i fizjologicznie nieaktyw ­
ny. Powyższe zmiany powodowały również spowolnienie 
procesu rozwoju i wydłużania łagiewki pyłkowej. Nokaut 
obu genów apiraz całkowicie hamował proces zapylenia, 
a uzyskane nasiona nie kiełkowały [19,21]. Oznacza to, że
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aktywność apiraz odgryw a ważną rolę w procesie rozm na­
żania rzodkiewnika. Powyższą hipotezę potwierdziły bada­
nia nad w pływ em  ATP, substratu apirazy, na kiełkowanie 
ziaren pyłku. W doświadczeniach tych wykazano, że ATP 
w stężeniu 2 mM całkowicie hamuje kiełkowanie tych ro­
ślin, podczas gdy ADP, tylko w  pew nym  stopniu. Z kolei 
4 mM AMP, który nie jest hydrolizowany przez apirazę, ha­
mował proces kiełkowania tylko w 10% [19]. Zastosowanie 
NGXT1913, silnego inhibitora aktywności apiraz lub poli- 
klonalnych przeciwciał skierowanych przeciwko apirazom  
rzodkiewnika również ham owało proces kiełkowania. Na 
podstawie powyższych wyników autorzy sugerują, że w y­
soki poziom zewnątrzkom órkowego ATP może być przy­
czyną męskiej sterylności u rzodkiewnika [19]. Tak więc, 
brak aktywności apirazy powoduje wzrost ilości niezhydro- 
lizowanego ATP oraz obniżenie puli dostępnego AMP i P., 
czego widocznym  skutkiem są morfologiczne i funkcjonal­
ne zm iany męskiego gametofitu [19,21]. Zdaniem  autorów 
regulacja procesu rozm nażania u rzodkiewnika przez api­
razy jest wynikiem  ich katalitycznej funkcji polegającej na 
obniżaniu stężenia nukleotydów  w komórkach i tkankach. 
Autorzy sugerują, że apirazy są niezbędne w  utrzym aniu 
odpowiedniego (wyraźnie stromego) gradientu ATP przez 
błonę komórkową, który ułatwiłby lub umożliwiłby trans­
port substancji niezbędnych podczas procesu kiełkowania i 
w zrostu [18-21]. N aszym  zdaniem  powyższe doświadcze­
nia należy traktować ostrożnie. Milimolowe stężenia ATP (a 
takich używali autorzy w swoich badaniach) oraz ham ow a­
nie aktywności apiraz powoduje utrzym yw anie się w yso­
kiego stężenia ATP w pobliżu błon. Wiele badań wskazuje, 
że wysokie stężenia ATP są dla komórek cytotoksyczne i 
pow odują tworzenie w  błonach plazmatycznych porów  o 
średnicy pozwalającej na przenikanie przez nie cząsteczek o 
masie do 1000 Da [17,26],

Analiza z zastosowaniem konstruktów składających się 
z p-glukuronidazy i prom otorów  genu A tA P Y l  i AtAPY2  
(AtAPYl:G US i AfAPY2:GUS) wykazała, że oba geny ule­
gają wysokiej ekspresji w  szybko dzielących się tkankach 
roślinnych i charakteryzujących się wysoką aktywnością 
wydzielnicza. Są to przede wszystkim wierzchołki korze­
ni głównych jak i bocznych, etiolowane hypokotyle oraz 
łagiewki pyłkowe [18]. W tych obszarach stw ierdzono naj­
większe stężenie zewnątrzkom órkowego ATP [25]. Wyniki 
te sugerują, że funkcja apiraz może być związana z kontro­
lą w zrostu rośliny. Rozwój rośliny regulowany jest przez 
szereg czynników, z których światło oraz auksyny pełnią 
najistotniejsze funkcje [18,52]. Auksyna jest horm onem  ro ­
ślinnym, którego dystrybucja w  tkankach zachodzi na dro ­
dze transportu polarnego [52]. Badania Tang'a i wsp. (2003) 
wykazały, że egzogenny ATP powoduje akumulację auksy­
ny w  wierzchołkach korzeni siewek rzodkiewnika i kuku ­
rydzy oraz hamuje proces grawitropizmu. Podobny rezul­
tat otrzym ano stosując NP A, inhibitor transportu auksyny 
[18,52]. Powyższe obserwacje sugerują, że apirazy mogą 
również uczestniczyć w  regulacji transportu auksyn.

U rzodkiewnika światło czerwone z udziałem  fitochro- 
m u ham uje w ydłużanie hypokotylu i jednoczenie gw ałtow ­
nie zmniejsza ekspresję genów apiraz w tej tkance [18,21]. 
Oznacza to, że u rzodkiewnika oba procesy są regulowane 
przez światło. Światło czerwone nie w ydłuża hypokotylu

roślin pozbawionych ekspresji genów kodujących fito- 
chrom, natom iast aktywuje ekspresję genów apiraz [18]. 
Świadczy to o negatywnej regulacji ekspresji genów apiraz 
przez fitochrom. Stwierdzono, że w  promotorach genów 
apiraz w ystępują charakterystyczne sekwencje, których ak­
tywność regulow ana jest przez światło oraz auksynę [18,39]. 
Potwierdzeniem  sugestii, że apirazy uczestniczą w proce­
sach regulacji w zrostu tkanek roślin są obserwacje wska­
zujące, że ham owanie ekspresji dwóch z siedmiu genów 
apiraz (metodą RNAi i T-DNA) hamuje wzrost hypokotyli 
siewek [18,21], Brak obecności transkryptów  apiraz przeja­
wia się krótszym i korzeniami oraz mniejszą strefą elongacji. 
Uzyskane rośliny mają karłowaty fenotyp ze zmniejszoną 
ilością korzeni bocznych i pędów  [18]. Stąd wniosek, że ak­
tywność apiraz jest bezw zględnym  w arunkiem  praw idło­
wego w zrostu i rozwoju siewki w  postać dorosłej rośliny.

OPORNOŚĆ NA SUBSTANCJE TOKSYCZNE

Zjawisko oporności wielolekowej (MDR, ang. Multi Drug 
Resistance) jest biologicznym procesem obserwowanym  
u zwierząt, roślin, drożdży i bakterii, który przejawia się 
opornością komórek na ksenobiotyki [53]. Podstawowym  
składnikiem m echanizm u MDR są transportery ABC, któ­
re uczestniczą w usuw aniu z komórki szkodliwych sub­
stancji. Białka te należą do nadrodziny zawierającej kasetę 
wiążącą ATP [53], P-glikoproteiny, kodowane przez geny 
MDR1, wykorzystują energię zgrom adzoną w znajdującym 
się poza kom órką ATP do usuw ania z komórki substancji 
toksycznych [31,53]. Dotychczasowe badania wskazują, że 
transport ATP poza komórkę może być regulowany przez 
zmianę potencjału mem branowego lub aktywację recepto­
rów nukleotydow ych [20,26-29], W doświadczeniach z w y­
korzystaniem  siewek rzodkiewnika stwierdzono, że obni­
żenie aktywności zewnątrzkom órkowych ATPaz zwiększa 
wrażliwość tych roślin na ksenobiotyki [31,32], Natomiast 
nadekspresja PsNTP9 (gen apirazy z grochu zwyczajnego) 
lub AtPGPl (homolog genu MDR) umożliwia kiełkowanie 
nasion A. thaliana na podłożu zawierającym toksynę (cyklo- 
heksimid) i lepszy w zrost siewek na podłożu zawierającym 
toksyczne stężenia 2-izopentenyloadeniny [31]. N adpro­
dukcja białka MDR lub apirazy zwiększa oporność roślin na 
herbicydy w porów naniu z roślinami niestransformowany- 
mi. Najwyższą oporność obserwowano w doświadczeniach, 
w  których oba te geny eksprym owano w komórkach rzod­
kiewnika jednocześnie, natomiast hamowanie aktywności 
apirazy w yraźnie obniża wrażliwość tych roślin na toksyny 
[31,32], N a tej podstaw ie autorzy sformułowali hipotezę, że 
hydroliza zewnątrzkom órkowego ATP przez NTPDazy i 
fosfatazy może być niezbędnym  elementem procesów regu­
lujących aktywność transporterów  ABC.

KONTROLA WCZESNYCH ETAPÓW SYMBIOZY 
BAKTERII Z RODZAJU RHIZOBIUM Z 
ROŚLINAMI STRĄCZKOWYMI

Z korzeni fasoli indyjskiej wyizolowano ektoapirazę, 
zdolną do w iązania czynnika nodulacji (Nod) z bakterii Rhi- 
zobium [46]. Ten rodzaj ektoapirazy zlokalizowano na po­
w ierzchni komórek epiderm y młodych korzeni, w miejscu 
pierwotnego kontaktu bakterii symbiotycznych z rośliną 
[46], U lucerny (Medicago truncatula) zidentyfikowano sześć
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genów apiraz [46]. Poziom mRNA dwóch z nich (M tA P Yl  
i MtAPY4) wzrasta wyraźnie po 3-6 godzinach od inoku- 
lacji korzeni bakteriami Sinorhizobium meliloti [47], U soi 
stwierdzono obecność dwóch genów apiraz, GS50 i GS52. 
Podczas pierwszych sześciu godzin od inokulacji Bradyr- 
hizobium japonicum, następuje w yraźny w zrost ilości trans- 
kryptów  genu GS52 [44,45]. Zastosowanie specyficznych 
przeciwciał skierowanych wobec apirazy lub wyciszenie 
ekspresji jej genu technologią RNAi hamuje u soi i fasoli 
proces brodawkowania [44,45]. Na włośnikach korzeni tych 
roślin pojawiają się tylko małe, nie zawierające bakteroidów 
brodawki. Uzyskany fenotyp korzeni przypom ina fenotyp 
korzeni m utantów, u których brak jest ekspresji genów ko­
dujących białka uczestniczące w  procesie brodaw kow ania 
[45], Dalsze badania wykazały, że wyciszenie genu wcze­
snej nodulacji enod40 silnie hamuje rozwój prim ordiów  i 
dojrzewanie brodawek. Linie transgeniczne Lotus japonicus, 
do których w prow adzono gen apirazy GS52 pod kontrolą 
konstytutywnego promotora, charakteryzują się większą 
podatnością na infekcję przez bakterie symbiotyczne oraz 
zwiększoną ilością brodaw ek na korzeniach [45]. Z kolei 
dodanie ADP do pożywki, w  której rosły rośliny z wyciszo­
nym  genem GS52, znosi częściowo efekty wyciszenia eks­
presji genów ektoapiraz i powoduje pojawienie się dobrze 
rozwiniętych bakteroidów otoczonych symbiosomem [45]. 
Obecność ADP podw yższa również ekspresję genu enod40, 
przy niezmienionym poziomie transkryptów  mRNA kodu­
jących apirazę GS52. Dodanie ATP w stężeniu od 10 do 200 
pM nie ma w pływ u na proces nodulacji i liczbę w ytw orzo­
nych brodawek u roślin z wyciszonym genem ektoapira- 
zy [45]. Powyższe wyniki sugerują, że ADP pełni kluczo­
wą rolę podczas pierwszych etapów tworzenia brodawek 
przez bakterie symbiotyczne.

Procesy depolaryzacji błony, aktywność hormonów, 
zmiany poziom u w apnia i przekazywanie sygnału są ściśle 
związane z tworzeniem  brodawek przez bakterie symbio­
tyczne. 1 mM eATP depolaryzuje potencjał błonowy wło­
śników korzeni rzodkiewnika i jest czynnikiem zapew nia­
jącym właściwy wzrost i rozwój rośliny [27,30]. Dodanie 
apirazy z S. tuberosum do pożywki, na której rosła lucerna, 
hamuje wzrost korzeni włośnikowych, co umożliwia ini­
cjację procesu symbiozy bakterii z rodzaju Rhizobium z ro­
ślinami strączkowymi [43], eATP w stężeniu 1 mM hamuje 
grawitropizm  korzeni i polarny transport auksyn [52]. Inne 
badania wskazują, że ATP znajdujący się poza komórką 
zwiększa poziom wapnia w  komórce, co jest istotnym ele­
m entem  wczesnych etapów infekcji bakteriami z rodzaju 
Rhizobium [30,44]. Z kolei zwiększenie cytoplazmatycznego 
poziomu w apnia jest związane z regulacją ekspresji genów 
[17,26-30], Z drugiej strony istnieją badania, w  których ATP 
aktywuje syntezę etylenu, inhibitora procesu brodaw ko­
wania i może hamować nodulację [30,43,44,52], Powyższe 
badania wyraźnie wskazują, że ATP może uczestniczyć w 
różnych, często przeciwstawnych, procesach regulujących 
brodawkowanie. Ektoapirazy roślin, hydrolizując eATP, za­
pewniają odpow iedni stosunek ADP/ATP, co jest niezbęd­
ne dla utrzym ania równowagi pom iędzy wzrostem korzeni 
oraz żywotnością rośliny, a procesami symbiozy z bakteria­
mi glebowymi z rodzaju Rhizobium [17,25,30,42-45,52].

PODSUMOWANIE

NTPDazy (apirazy) to rodzina enzymów rozpowszech­
niona w  królestwie roślin. Enzymy te hydrolizują nukleoty- 
dy tri- i difosforanowe, głównie ATP i ADP, do ortofosfora- 
nu i AMP. W wielu roślinach białka te kodowane są przez 
kilka genów, których poziom ekspresji jest różny w  różnych 
tkankach i organach. Na podstawie wyników badań prze­
prow adzonych na rzodkiew niku udowodniono, że ekspre­
sja genów apiraz (A tA P Y l i AtAPY2) jest regulowana przez 
auksynę oraz światło, jednak wciąż niewiele wiadom o o 
mechanizmach regulacji ekspresji genów apiraz w  innych 
organizmach roślinnych. Niektóre z roślinnych apiraz są ek- 
toenzymami, jednak większość zidentyfikowanych apiraz 
roślinnych zlokalizowanych jest w  jądrze, cytosolu i apa­
racie Golgiego. Zróżnicowany poziom syntezy oraz loka­
lizacja subkom órkowa sugerują, że roślinne apirazy mogą 
uczestniczyć w różnych procesach metabolicznych.

U roślin strączkowych produkcja ADP przez ekto- 
NTPDazy stanowi jeden z kluczowych elementów aktyw u­
jących inicjację symbiozy tych roślin z bakteriami z rodzaju 
Rhizobium. Wielu autorów sugeruje, że apirazy roślinne, 
które metabolizują ATP poza komórką, mogą uczestniczyć 
w  regulacji procesów przekazywania sygnałów. Propono­
w ane modele przekazywania sygnałów zakładają istnienie 
hipotetycznych receptorów nukleotydowych o strukturze 
odmiennej od receptorów zwierzęcych typu P2, jednak do 
dnia dzisiejszego w żadnym  genomie roślinnym nie zi­
dentyfikowano ich homologów. U wielu gatunków  roślin 
udow odniono udział apiraz w procesach w zrostu i roz­
woju organów roślinnych, takich jak łagiewka pyłkowa, 
korzenie oraz bulwy. W rozważaniach dotyczących funk­
cji apiraz należy wziąć pod uw agę ich wpływ  na ładunek 
energetyczny komórki, bowiem regulacja stężenia składni­
ków tego param etru (ATP, ADP, i AMP) w pływ a na wiele 
szlaków metabolicznych, a więc także na niektóre procesy 
om awiane w tej publikacji. Ekto-NTPDazy apoplastu rów ­
nież degradują nukleotydy di- i trifosforanowe, jednak w 
tym przypadku zasadniczym celem działania ektoapiraz, 
oraz innych ektonukleotydaz i ektonukleozydaz, jest uzy­
skanie takich produktów  jak adenozyna i / lu b  adenina oraz 
ortofosforan. Cząsteczki te są transportowane do komórki 
z udziałem  odpowiednich transporterów  i kanałów jono­
wych (wychwyt zwrotny) i wykorzystywane do resyntezy 
nukleotydów. Rosnące poza komórką stężenie ortofosfora- 
nu zakwasza środowisko, co ma istotny wpływ na wzrost 
ściany komórkowej.

Wciąż pozostają bez odpow iedzi pytania, jakie funkcje 
pełnią rozpuszczalne apirazy i jaka jest rola pozostałych 
izoenzymów NTPDaz w komórkach rzodkiewnika, lu­
cerny i ziemniaka. Nierozstrzygnięta jest również kwestia 
pokrewieństwa filogenetycznego apiraz roślinnych. Znajo­
mość filogenezy tych białek mogłaby ułatwić określenie ich 
funkcji u innych roślin. Poza badaniam i nad funkcją NTP­
Daz roślinnych istotne są również badania ich właściwości 
fizykochemicznych oraz opracowanie wydajnych m etod ich 
nadprodukcji i oczyszczania. Zainteresowanie tą rodziną 
enzym ów jest duże również z pow odów  czysto praktycz­
nych, bowiem apirazy stosuje się podczas sekwencjonowa- 
nia kwasów nukleinowych, oznaczania aktywności cykla-
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zy adenyłanowej oraz bioluminometrycznym m onitoringu 
ATP [54], Enzymy te są coraz częściej brane pod uwagę jako
białka terapeutyczne, które mogą być użyte do leczenia nie­
których schorzeń układu nerwowego i krwionośnego.
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ABSTRACT
This publication presents results of the recent studies on plant NTPDases (apyrases). The structure and major physicochemical properties of 
this enzymes are reviewed. The attention has been paid to metabolic functions of apyrases from Solanum tuberosum and Arabidopsis thaliana. 
Apyrases constitute a family of proteins hydrolyzing phosphoanhydride bonds of nucleoside tri- and di-phosphates. They share common 
features like a similar structure, broad nucleotide substrate specificity and divalent cation requirement for their catalytic activity. The presence 
of plant NTPDases was detected in various cellular compartments. They are soluble or membrane-bound proteins. In hydrolytic processes 
catalyzed by activity of apoplastic apyrases and other ectoenzymes, adenine, ribose and orthophosphate are produced. These compounds are 
transported to the cell. Apyrases have been speculated to be involved in the regulation of starch synthesis and signal transmission. Their ac­
tivity is necessary for development and growth of tubers and roots. Enzymes from leguminous plants activate the symbiosis with root nodule 
bacteria. Considering the fact, that NTPDases change the nucleotide concentration in cells and tissues, most of described functions may be 
related to the regulation of the energy charge of cell.
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Zależne od ATP proteazy chloroplastowe FtsH i Lon

STRESZCZENIE

Proteom Arabidopsis thaliana zawiera 667 proteaz. Kilkadziesiąt spośród nich to białka 
chloroplastów, kodowane przez geny jądrowe będące ortologami genów kodujących 

enzymy proteolityczne bakterii. Przyjmuje się, że proteazy chloroplastowe stanowią ele­
ment kontroli jakości i obrotu metabolicznego białek chloroplastów. Kontrola jakości białek 
chloroplastów przejawia się obróbką prekursorów białek do postaci dojrzałej i degradacją 
białek o niewłaściwej strukturze, zaś kontrola obrotu metabolicznego przyjmuje formę de­
gradacji białek, które przestały być potrzebne komórce, spełniwszy już swoją funkcję. Nie­
które proteazy chloroplastowe zależne od ATP, należące do rodziny FtsH (ang. Filamentous 
temperature sensitive H), zwłaszcza FtsH2 i FtsH5, pełnią wiele ważnych zadań z punktu 
widzenia prawidłowego funkcjonowania chloroplastu i całej rośliny, zarówno w optymal­
nych, jak i stresowych warunkach środowiskowych. Dowodzą tego poważne zmiany feno- 
typowe u mutantów pozbawionych tych enzymów. Dotąd zidentyfikowano jednak niewiele 
białek chloroplastowych, które ulegają hydrolizie z udziałem proteaz z tej rodziny (wśród 
nich białka Lhcbl, Lhcb3, PsbA i białko Rieskego), a wiedza na temat ich budowy i mo­
lekularnych mechanizmów hydrolizy jest ograniczona w porównaniu z wiedzą odnoszącą 
się do bakteryjnych proteaz FtsH. Jeszcze skromniejsza jest wiedza dotycząca zależnego od 
ATP enzymu Lon4, jedynego chloroplastowego ortologa dobrze poznanej proteazy Lon (ang. 
Long) z E. coli.

WPROWADZENIE

W komórkach każdego organizm u żywego, także roślin, stale przebiegają 
procesy degradacji różnych cząsteczek biologicznych, w  tym białek. W pew ­
nych sytuacjach białka roślinne mogą podlegać bezenzymatycznej fragmentacji 
pod działaniem reaktywnych form tłenu [1], jednak w zdecydowanej większości 
przypadków  degradacja białek roślinnych ma charakter ściśle regulowanej hy ­
drolizy katalizowanej przez enzymy proteolityczne [2]. Regulacyjna hydroliza 
białek i) jest elementem ich obrotu metabolicznego; ii) stanowi ważny składnik 
systemu kontroli jakości białek; iii) odgrywa istotną rolę w  przebiegu szlaków 
sygnalizacyjnych urucham ianych w odpowiedzi na działanie różnych bodźców 
zewnętrznych lub wewnątrzkom órkowych i regulujących wiele w ażnych proce­
sów komórkowych, wśród nich ekspresję genów, cykl komórkowy, różnicowa­
nie, kierowanie i sortowanie białek, fazę egzekucyjną programowanej śmierci 
komórkowej i inne.

Obrót metaboliczny białek roślinnych przebiega w bardzo zróżnicowanym 
tempie -  czas półtrwania indyw idualnych cząsteczek w aha się od 3-120 min. 
(białka krótkożyjące) do 24-72 godz. (białka długożyjące). Białka krótkożyjące są 
wydajnie degradow ane z wykorzystaniem funkcjonującego w cytoplazmie sys­
tem u ubikwityna-proteasom 26S. Podatność na kierowanie na szlak zależnej od 
ubikwityny degradacji nadają krótkożyjącym białkom zarówno określone m o­
tywy struktury pierwszorzędowej, jak i elementy struktury wyższych rzędów. 
Motywami sekwencyjnymi, którym przypisuje się szczególnie wysoką korela­
cję z czasem półtrw ania cząsteczki białka są: N-końcowa reszta aminokwasowa 
(reguła N-końca) oraz sekwencja PEST. Białkami najbardziej niestabilnymi (naj­
efektywniej kierowanymi na szlak degradacji zależnej od ubikwityny) są te, w 
których N-końcową resztą aminokwasową jest F, L, N, K lub R [3], a sygnałem 
rozpoznaw anym  przez system ubikwityna-proteasom  26S jest N-końcowa resz­
ta aminokwasowa oraz jedna z wewnętrznych reszt lizyny [4]. Z kolei sekwencja 
PEST jest hydrofilową domeną cząsteczki białka o długości co najmniej 12 reszt 
am inokwasowych (wśród nich co najmniej jedna reszta P, E /D  oraz S/T), sąsia­
dującą z resztami K, R i H. PEST nadaje białku cechę niestabilności przez to, że 
jest sygnałem do ubikwitynacji [5,6], Sygnałem, który czyni z określonych bia­
łek substraty zależnej od ubikwityny degradacji może być ponadto niewłaściwa 
struktura drugo- lub trzeciorzędowa (denaturacja cząsteczki) [4], Oznacza to, że 
w sposobie funkcjonowania systemu ubikwityna-proteasom  26S splata się ele­
ment regulacji obrotu metabolicznego białek (degradacja zależna od motywów
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sekwencyjnych) z elementem kontroli jakości białek (de­
gradacja zależna od denaturacji). Najliczniejsza populacja 
enzym ów  współtworzących system ubikwityna-proteasom 
26S jest jednak powiązana funkcjonalnie z przebiegającymi 
z udziałem  tego systemu szlakami sygnalizacyjnymi. Sądzi 
się, że na tor zależnej od ubikwityny degradacji są kiero­
w ane te spośród białek uczestniczących w szlakach sygna­
łowych, a należą one także do białek krótkożyjących, które 
posiadają w swojej strukturze sygnały determinujące obrót 
metaboliczny i kontrolę jakości substratów białkowych [7]. 
W tym  sensie trzy główne funkcje regulacyjnej hydrolizy 
białek, przynajmniej w tym jej aspekcie, który wiąże się z 
systemem ubikwityna-proteasom 26S, są ściśle ze sobą po­
wiązane, właściwie nieodróżnialne. Białka długożyjące są 
degradow ane w  sposób nieselektywny, głównie z udziałem 
procesów autofagicznych. W wariancie makroautofagicz- 
nym  duży fragm ent cytoplazmy (który może obejmować 
całe organelle) zostaje otoczony podwójną błoną z w ytw o­
rzeniem pęcherzyka autofagosomalnego podlegającego 
następnie fuzji z centralną wodniczką lityczną, w  której 
dochodzi do degradacji białkowych składników ładunku 
autofagosomu. W wariancie mikroautofagicznym mały 
fragment otoczenia tonoplastu zostaje w prow adzony do 
światła Wodniczki litycznej przez lokalną inwaginację tono­
plastu i uwolnienie w świetle Wodniczki powstałego pęche­
rzyka. Ładunek pęcherzyka zostaje zdegradow any przez 
liczne enzymy hydrolityczne, w  tym  proteazy wakuolarne
[8]. W wakuolach magazynujących białka w  nasionach w 
czasie embriogenezy niektórych gatunków roślin zidenty­
fikowano proteazy uczestniczące w obróbce (ograniczona 
proteoliza) form prekursorowych białek zapasowych do 
form dojrzałych [9], Tak więc w funkcjonowaniu proteaz 
wakuolarnych, podobnie jak w  przypadku proteasomów 
znajdujemy zarówno elementy kontroli obrotu metabolicz­
nego, jak i kontroli jakości substratów białkowych. Brakuje 
danych na tem at m otywów nadających cząsteczkom białek 
podatność na degradację ze strony proteaz zlokalizowa­
nych w wakuolach.

Chloroplasty są jednymi z organelli komórki roślinnej, 
obok mitochondriów, peroksysomów i siateczki śródpla­
zmatycznej, w ew nątrz których ma miejsce degradacja bia­
łek katalizowana przez autonomiczne proteazy, działające 
niezależnie od systemu ubiwkityna-proteasom  26S i białek 
uczestniczących w  procesie autofagii. O istnieniu proteaz 
chloroplastowych wiadom o od stosunkowo niedawna, tzn. 
od czasu gdy dowiedziono, że podczas inkubacji in vitro 
chloroplastów wyizolowanych z liści grochu część z białek 
chloroplastów ulega degradacji zależnej od światła i ATP 
[10] oraz wykazano, że degradacja w  takim układzie może 
także przebiegać w  sposób niezależny od ATP [11].

W edług bazy danych Merops (wersja 9.1) w  skład pro- 
teomu Arabidopsis thaliana wchodzi 667 enzym ów proteoli­
tycznych; część tej populacji (kilkadziesiąt) stanowią prote­
azy kierowane do chloroplastów. Liczne geny jądrowe A. 
thaliana kodujące proteazy chloroplastowe są ortologiczne 
względem genów kodujących proteazy eubakterii (w szcze­
gólności dobrze poznane w  przypadku Escherichia coli) i 
cjanobakterii. Nie jest to rzeczą zaskakującą, zważywszy, 
że w edług powszechnie akceptowanej teorii endosymbio- 
tycznego pochodzenia chloroplastów, organelle te powstały
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drogą przekształceń wolno żyjących fotosyntetyzujących 
organizm ów praprokariotycznych, które w niknęły do he- 
terotroficznej komórki praeukariotycznej i pozostały w niej 
jako endosymbionty. Przyjmuje się bowiem, że w toku ew o­
lucji doszło do tasowania się materiału genetycznego gospo­
darza z materiałem praprokariotycznego endosymbionta, w 
wyniku czego część genów endosym bionta została przenie­
siona do genomu gospodarza. Powszechnie zakłada się, że 
proteazy chloroplastowe stanowią element kontroli jakości 
oraz obrotu metabolicznego białek chloroplastów. W edług 
ogólnie akceptowanych poglądów kontrola jakości białek 
chloroplastów przejawia się odcinaniem sekwencji tranzyto­
wych i eksportowych na N- końcach białek im portowanych 
do chloroplastów z cytoplazmy w formie prekursorowej, a 
także degradacją białek, które uległy mutacji lub uszkodze­
niu na skutek kontaktu rośliny z czynnikami stresowymi, 
wreszcie białek syntetyzowanych w nadm iernych ilościach 
bądź sortowanych do niewłaściwego przedziału chloropla­
stu. Kontrola obrotu metabolicznego białek chloroplastów 
natom iast przejawia się w  degradacji białek, które w  okre­
ślonym momencie spełniły już swoją rolę i przestają być po­
trzebne. Produkty takiego procesu mogą zostać przetrans­
portow ane do innych części rośliny i tam w ykorzystane do 
budow y nowych związków; w szczególności dotyczy to 
degradacji białek chloroplastowych w trakcie starzenia liści. 
Przekonanie o doniosłości roli proteaz chloroplastowych 
jest powszechne, mimo iż rzeczywista wiedza na tem at ich 
funkcji pozostaje w  istocie bardzo fragmentaryczna. Także 
wiedza odnosząca się do struktury wyższego rzędu proteaz 
chloroplastowych jest bardzo skromna, zdecydow ana więk­
szość informacji nie pochodzi bezpośrednio z doświadczeń, 
ale jest dedukow ana w oparciu o wyniki uzyskiwane dla 
proteaz bakteryjnych, poznanych zdecydowanie lepiej.

Część proteaz chloroplastowych funkcjonuje w  sposób 
zależny od ATP. Wszystkie one posiadają zachowaną w 
ewolucji domenę AAA+, co umieszcza te białka w  rozbudo­
wanej superrodzinie AAA+ (ang. Atpases Associated with di­
verse cellular Activities). Białka należące do tej rodziny biorą 
udział w  wielu procesach zachodzących w komórkach bak­
teryjnych i eukariotycznych, m.in. w fuzji błon, biogenezie 
organelli, naprawie DNA, regulacji transkrypcji, apoptozie, 
kontroli cyklu komórkowego [12]. Domena AAA+ zawiera 
elementy strukturalne wiążące i hydrolizujące ATP, hydro ­
liza ATP jest bowiem niezbędna, by umożliwić rozfałdo- 
wanie i translokację uszkodzonego (denaturowanego) biał­
ka — substratu przez ciasny otwór wejściowy do wnętrza 
komory katalitycznej enzymu, w  obrębie której zachodzi 
właściwa degradacja. Niektóre spośród proteaz chloropla­
stowych zależnych od ATP są zbudow ane w taki sposób, 
że dom ena AAA+ oraz właściwa dom ena katalityczna znaj­
dują się w  obrębie tego samego łańcucha polipeptydowe- 
go, w  przypadku innych dom eny te są umiejscowione w 
dwóch różnych łańcuchach polipeptydowych, należących 
do dwóch odrębnych białek współtworzących holoenzym  
[13,14]. Praca niniejsza podsum ow uje aktualny stan wie­
dzy na tem at struktury, funkcji i roli w  życiu organizm u 
roślinnego przedstawicieli dwóch rodzin proteaz chloro­
plastowych zależnych od ATP - FtsH i Lon, na tle danych 
odnoszących się do ich bakteryjnych ortologów (będących 
u E. coli produktam i genów FTSH i LON). Domena AAA+ 
i dom ena katalityczna cząsteczek tych proteaz jest zlokali­
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zowana w  obrębie tego samego łańcucha polipeptydowego. 
G rupa proteaz chloroplastowych funkcjonujących w sposób 
nie wymagający wiązania i hydrolizy ATP została omówio­
na w towarzyszącej pracy przeglądowej.

BUDOWA I FUNKCJE BAKTERYJNYCH PROTEAZ FtsH

Proteaza FtsH (ang. Filamentous temperature sensitive H) z 
E. coli (w dalszej części rozdziału określana po prostu jako 
FtsH) jest najlepiej poznanym  i najbardziej typow ym  en­
zym em  i dawcą nazw y rodziny „FtsH peptidase (Escherichia 
coli)". Rodzinę tę (M41 w edług bazy Merops) tw orzą enzy­
my, które łączy znaczący stopień podobieństwa sekwencji 
aminokwasowej do FtsH. M41 należy do klanu MA, gru ­
pującego m etaloproteazy posiadające w swoim centrum  
katalitycznym m otyw HEXXH, wiążący trzy jony Zn2+. 
Funkcję katalityczną pełnią cząsteczki w ody związane z jo­
nam i Zn2+; dw a spośród tych jonów pozostają zasocjowane 
z resztami H  [15], trzeci zaś z resztą E w pozycji 479 [16]. 
Pojedynczy polipeptyd FtsH ma długość 647 reszt am ino­
kwasowych (71 kDa) i jest integralnym składnikiem błony 
komórkowej. Na jego strukturę składają się dwie hydrofilne 
dom eny zlokalizowane w cytoplazmie - krótka, N-końcowa 
(pozycje 1-7) i długa, C-końcowa (pozycje 127-647), a tak­
że dwie transbłonowe a-helisy położone blisko N-końca 
cząsteczki, spojone periplazm atyczną pętlą łączącą [17], W 
obrębie cytoplazmatycznej dom eny C-końcowej znajdują 
się rejony kluczowe dla pełnienia przez cząsteczkę jej biolo­
gicznych funkcji -  m otyw wiążący i hydrolizujący ATP (do­
mena AAA+ -  pozycje 144-398) oraz centrum  katalityczne 
(pozycje 417-421, Ryc. 1). W obrębie dom eny AAA+ zlokali­
zowane są, przesuwając się w kierunku od N- do C-końca, 
charakterystyczne motywy - dwie zachowane w ewolucji 
ośmioaminokwasowe sekwencje określane jako Walker A i 
W alker B oraz tzw. rejon wtórnej homologii (SRH, ang. Se­
condary Homology Region). Obecność m otywów Walker A i 
W alker B jest wspólną cechą budow y dom eny AAA+ białek 
należących do superrodziny AAA+, ale rejon SRH jest w tej 
rodzinie czymś wyjątkowym; białka posiadające ten rejon 
w yróżnia się w obrębie superrodziny AAA+ jako grupę 
AAA. FtsH E. coli i innych bakterii jest jedynym  prokario- 
tycznym reprezentantem  grupy białek AAA [17].

Rycina 1. Schemat topografii cząsteczki FtsH £. coli. Dwie transbłonowe a-helisy 
(TM) położone blisko N-końca cząsteczki są połączone krótką periplazmatyczną 
pętlą łączącą, a długa cytoplazmatyczna domena C-końcowa obejmuje domenę 
AAA+ oraz centrum katalityczne wiążące Zn2+ (HEXXH). Schemat opracowano w 
oparciu o dane zawarte w pracy [17].
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Rycina 2. Struktura krystaliczna heksamerycznej cząsteczki FtsH Thermotoga 
maritima. Heksameryczną cząstkę holoenzymu tworzą dwa trimery, z których 
każdy zbudowany jest z połówki składającej się z domen AAA+ oraz z połówki 
składającej się z domen proteazowych. Domeny proteazowe trimerów są zwróco­
ne do siebie. Zielonym kolorem oznaczono odcinek cząsteczki FtsH położony po­
między domeną AAA* i domeną proteazową. MMDB ID: 37656, PDB ID: 2CEA.

Krzywda i wsp. [18] stworzyli model heksameru domeny 
AAA+ FtsH E. coli opierając się na podobieństwie sekwen­
cji aminokwasowej tej dom eny do sekwencji bakteryjnego 
białka NSF-D2 o dobrze rozpoznanej organizacji heksame­
rycznej [19]. Struktura krystaliczna FtsH została poznana w 
odniesieniu do FtsH innej eubakterii -  Thermotoga maritima
[20]. Uzyskane dane jednoznacznie dowodzą, iż holokom- 
pleks FtsH u tego gatunku jest heksamerem, który tworzą 
dw a trimeryczne pierścienie. Każdy z dwóch pierścieni 
składa się z górnej połówki utworzonej przez trzy domeny 
AAA+ i dolnej, utworzonej przez trzy domeny proteazo­
we (Ryc. 2). Pierścienie są względem  siebie zorientowane 
w  taki sposób, że sześć dom en proteazowych sąsiaduje ze 
sobą tworząc komorę katalityczną holoenzymu. N ajpraw­
dopodobniej także u innych bakterii, w  tym E. coli, heksa- 
mer jest formą, w  jakiej FtsH występuje in vivo, zgodnie z 
modelem Krzywdy i w sp .[18].

FtsH £. coli katalizuje degradację znacznej liczby substra­
tów białkowych, wśród których są zarówno białka cytopla- 
zmatyczne, jak i błonowe. W śród substratów cytoplazma- 
tycznych znaleziono między innymi dw a białka związane 
z homeostazą lipidów błonowych (lipooksygenaza i trans- 
feraza 3-dezoksy-D-manno-oktulozonanu), apoflawodoksy- 
ny, podjednostki RpoH polimerazy RNA mającej charakter 
białka szoku cieplnego, a także kilku białek AC bakteriofa­
ga A związanych z jego cyklem litycznym [21]. Degradując 
liczne cytoplazmatyczne białka własne oraz w irusowe FtsH 
odgrywa bardzo istotną rolę dla utrzym ania homeostazy 
komórki poprzez kontrolę biosyntezy składników błony 
komórkowej, ekspresji genów kodujących białka szoku 
cieplnego i decyzji co do losów faga A (liza/lizogenia). Li­
sta białek błonowych, których degradację katalizuje FtsH
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jest nieco krótsza i obejmuje podjednostkę SecY translokazy 
SecYAEG, podjednostkę a  syntazy ATP oraz YccA, białko 
o nieznanej funkcji [22,23], W każdym  z tych przypadków  
rola FtsH polega na degradacji wspom nianych białek w 
sytuacji, gdy ich cząsteczki uległy denaturacji na skutek 
działania czynników stresowych lub nie zostały połączone 
z partneram i z tego samego kom pleksu wielobiałkowego. 
Niewystępujące w  formie kom pleksów podjednostki wie- 
lobiałkowych kompleksów i denaturow ane białka błonowe 
mogą agregować m iędzy sobą. Agregaty tego rodzaju są 
silnie toksyczne dla komórki, a zatem nie dopuszczając do 
agregacji FtsH okazuje się białkiem niezbędnym  do przeży­
cia komórki E. coli w  w arunkach stresowych.

FtsH rozpoznaje rozpuszczalne substraty białkowe w y­
korzystując różne mechanizmy. W niektórych przypadkach 
sygnałem do degradacji jest tzw. znacznik SSrA, sekwencja 
zbudow ana z jedenastu reszt aminokwasowych, dodaw ana 
do końca potencjalnego substratu białkowego, kiedy jego 
translacja zostaje zatrzym ana [24]. Niekiedy sygnałami tymi 
mogą być inne C-końcowe sekwencje lub m otywy znajdu­
jące się w ew nątrz struktury liniowej cząsteczki substratu
[21]. Sądzi się, że degradacja rozpuszczalnych substratów z 
udziałem FtsH rozpoczyna się od oddziaływania cząsteczki 
sygnałowej z dom eną AAA+ enzym u oraz pom iędzy dom e­
ną AAA+ oraz cząsteczką ATP. Motywy Walker A i B bezpo­
średnio rozpoznają i hydrolizują ATP, a m otyw SRH miałby 
odgrywać rolę pomocniczą w przeprow adzaniu hydrolizy 
ATP. W edług powszechnie akceptowanego m odelu energia 
pochodząca z hydrolizy ATP jest wykorzystyw ana do roz- 
fałdowania substratu i jego w prow adzenia przez wąski por 
w pierścieniu dom en AAA+ do wnętrza komory katalitycz­
nej, w której dochodzi do degradacji substratu [21]. FtsH 
działa w  sposób procesywny, tzn. katalizuje degradację 
substratu na wiele fragmentów, przy czym C- lub N-koniec 
każdego kolejno powstającego fragm entu jest rozpoznaw a­
ny jako miejsce startu następnej rundy hydrolizy. Degra­
dacja substratów w budow anych w błonę kom órkową jest 
nieco bardziej złożona niż substratów rozpuszczalnych w 
związku z tym, że rejony transbłonowe i pętle periplazma- 
tyczne tego rodzaju substratów przed rozpoczęciem degra­
dacji nie kontaktują się ze zlokalizowanym w cytoplazmie 
centrum  katalitycznym FtsH. W edług Kihary i wsp. [25] w 
trakcie hydrolizy cząsteczka błonowego substratu podlega 
dyslokacji przez błonę w  kierunku cytoplazmy (być może 
przez kanał, jaki mogą tworzyć odcinki transbonowe FtsH), 
tak, że ostatecznie transbłonowe helisy i pętle periplazma- 
tyczne substratu oddziałują z centrum  katalitycznym enzy­
mu. Dyslokacja ta najprawdopodobniej jest uzależniona od 
energii pochodzącej z hydrolizy ATP.

BUDOWA I FUNKCJE CHLOROPLASTOWYCH 
PROTEAZ FtsH

Genom jądrow y A. thaliana zawiera 12 genów kodują­
cych białka FtsH ortologicznych względem  FtsEI E. coli [26]. 
Wszystkie dane opisane w  dalszej części pracy odnoszą się 
do proteaz chloroplastowych FtsH A. thaliana, o ile nie w y­
mieniono innego gatunku rośliny.

Sądzi się, że produkty białkowe FTSH1, FTSH2, FTSH5, 
FTSH 6, FTSH7, FTSH8, FTSH9, FTSH12 kierowane są do

chloroplastów, produkty  FTSH3, 4 i 10 do mitochondriów, a 
izoforma F tsH ll jest kierowana zarówno do chloroplastów, 
jak i m itochondriów [27,28]. Produkty czterech genów ko­
dujących chloroplastowe izoformy proteaz FtsH (1, 2, 5 i 8) 
zostały zidentyfikowane jako białka integralnie związane z 
błoną tylakoidową [27,29,30]. Akumulacji w  błonach tylako- 
idów produktów  pozostałych pięciu genów (FtsH6, 7, 9,11 
i 12) nie dowiedziono dotąd bezpośrednio m etodam i bio­
chemicznymi, co może oznaczać, iż w błonach tylakoidów 
znajdują się bardzo niewielkie ilości tych enzymów.

Produkty genów FTSH1/5, FTSH2/8 oraz FTSH7/9 A. tha­
liana stanowią pary o znacznym stopniu podobieństwa se­
kwencyjnego, zaś FtsH6, 11 i 12 nie wykazują znaczącego 
podobieństwa ani do reprezentantów  w spom nianych par, 
ani do siebie nawzajem [26]. Struktura wszystkich chloro­
plastowych izoform FtsH obejmuje dwie hydrofilowe do­
meny zlokalizowane w stromie chloroplastów, krótką, N- 
końcową i długą, C-końcową, a także dwie transbłonowe 
a-helisy położone blisko N-końca cząsteczki, połączone hy­
drofitową pętlą zlokalizowaną w świetle tylakoidu. W ob­
rębie C-końcowej hydrofitowej dom eny zlokalizowanej w 
stromie znajduje się dom ena AAA+ (wraz z rejonem SRH) 
oraz centrum  katalityczne wiążące Zn2+ [29] (Ryc. 3).

BIAŁKA FtsHl, 2, 5, 8

Transkrypcja FTHS1, 2, 5 i 8 jest m odulow ana w odpo- : 
wiedzi na niektóre krótkoterm inowe (2,5 h) stresy, w najsil­
niejszym stopniu na podw yższone natężenie światła. Dzia­
łanie tego stresu powodow ało 2-20 krotne wzmocnienie (w 
zależności od genu) akumulacji transkryptów  wszystkich 
genów kodujących te izoformy; niewielkie wzmocnienie 
akumulacji transkryptów  FTSH2 i 8 obserwowano ponad ­
to w  odpowiedzi na krótkoterm inową ekspozycję na pod ­
w yższoną tem peraturę [30]. Sądzi się, że sens fizjologicz­
ny wzmocnienia transkrypcji FtsHl, 2, 5 i 8 w  warunkach 
krótkoterminowej ekspozycji na podw yższone natężenie 
światła i podwyższoną tem peraturę polega na stworzeniu !

Kycina 3. Rozmieszczenie domen AAA , motywow wiążących Znz oraz pepty- 
dów tranzytowych w liniowej strukturze cząsteczki prekursorów chloroplasto­
wych proteaz z rodziny FtsH. W obrębie domen AAA* (żółte kasety) zaznaczono 
położenie motywów Walker A (niebieskie kreski) i Walker B (różowe kreski). 
Peptydy tranzytowe oznaczono jako pomarańczowe kasety, a motywy wiążące 
Zn2+ jako szare kreski. Informacje o długości i sekwencji cząsteczek indywidu­
alnych chloroplastowych proteaz z rodziny FtsH oraz o rozmieszczeniu domen 
AAA*, motywów Walker A, Walker B oraz lokalizacji motywów wiążących Zn2+ 
zaczerpnięto z bazy danych NCBI (h ttp :// www.ncbi.hlm.nih.gov). Długość pep- 
tydów tranzytowych określano z użyciem serwera Target P 1.1 (h ttp ://w w w . 
cbs.dtu.dk/ services/TargetP).
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w arunków  do podwyższonej akumulacji izoform FtsH l, 2, 
5 i 8, podejmujących hydrolizę białek chloroplastowych, w 
masowej skali uszkodzonych działaniem tych krótkoterm i­
nowych stresów. W w arunkach długoterminowej (5 h) eks­
pozycji na podw yższone natężenie światła nie obserwuje się 
jednak wzmocnienia akumulacji transkryptów  FTSH1, 2, 5 
i 8 (Adamiec i Jackowski, dane niepublikowane), co może 
oznaczać, że intensywna degradacja białek chloroplasto­
wych uszkodzonych przez światło o podw yższonym  na­
tężeniu wym aga tylko krótkoterminowego, przejściowego 
podwyższenia ekspresji FTSH1, 2, 5 i 8.

Akumulacja gotowych białek FtsH l, 2,5 i 8 podlega prze- 
strzenno-czasowej koordynacji, najprawdopodobniej na po­
ziomie m ontażu holoenzymu, a mianowicie brak jednej z 
izoform prow adzi do w zrostu podatności pozostałych izo­
form na degradację, co mogłoby skutkować niemożliwością 
uformowania holoenzymu pod nieobecność jakiejkolwiek 
izoformy. U dow odniono jednak, że in vivo F tsH l może być 
zastępowana przez FtsH5 [31], a FtsH2 przez FtsH8 [32], 
tak więc do uform owania w pełni funkcjonalnego holoen­
zym u nie są niezbędne wszystkie cztery izoformy, w ystar­
czy obecność dwóch spośród nich: FtsH l lub FtsH5 oraz 
FtsH2 lub FtsH8. Poziom akumulacji FtsH l i FtsH2 może 
być regulowany przez degradację ich cytoplazmatycznych 
prekursorów. Dowiedziono, że białko CHIP posiadające ak­
tywność ligazy ubikwitynowej może katalizować ubikwity- 
nację cząsteczek cytoplazmatycznych prekursorów  F tsH l/  
FtsH2 i, kierując prekursory na szlak degradacji zależnej od 
proteasomów 26S, obniżać poziom dojrzałych form tych 
proteaz w ew nątrz chloroplastu [33]. W norm alnych w arun ­
kach FtsH2 jest najobficiej reprezentowaną spośród chloro­
plastowych izoform FtsH; FtsH5 to druga, FtsH8 trzecia, a 
F tsH l, czwarta izoforma co do poziom u akumulacji [30].

FtsH2 i 5 najprawdopodobniej tw orzą w błonie tylako- 
idów heteroheksameryczny holoenzym, na co wskazuje 
wspólna migracja tych izoform podczas sączenia moleku­
larnego jednej z frakcji zebranych po ultraw irow aniu w 
gradiencie sacharozy produktów  upłynnienia błon tylako- 
idowych, a także wyniki koimmunoprecypitacji [27], Z kolei 
analiza profili dwukierunkowej elektroforezy produktów  
upłynniania błon tylakoidowych m utantów  pozbawio­
nych FtsHl i FtsH2 może sugerować, że w  skład hetero- 
heksamerycznego holoenzymu mogą wchodzić wszystkie 
cztery omawiane izoformy FtsH [32], Żadnej z proteaz 
F ts H l /2 /5 /8  (ani żadnej innej proteazy chloroplastowej) 
nie udało się dotąd wykrystalizować, trudno zatem  snuć 
przypuszczenia co do ewentualnego podobieństwa struk­
turalnego potencjalnych heteroheksamerów F ts H l /2 /5 /8  i 
hom oheksam eru FtsH Thermotoga marítima.

Poszukiwania fizjologicznych substratów białkowych 
dla FtsH l, 2,5 i 8 wśród białek chloroplastowych przyniosły 
raczej skromne rezultaty, prawie wyłącznie odnoszące się 
do degradacji, do jakiej dochodzi w liściach w odpowiedzi 
na w arunki stresowe. Wyniki badań in vitro z wykorzysta­
niem rekombinowanego białka FtsH l sugerują mianowicie, 
że izoforma ta odgrywa istotną rolę w hydrolizie białka 
PsbA (Dl) uszkodzonego podczas ekspozycji rośliny na 
podwyższone natężenie światła. Rola ta miałaby polegać 
na degradacji N-końcowego fragmentu białka o wielkości
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23 kDa, powstającego przez nacięcie uszkodzonego PsbA w 
obrębie pętli DE eksponowanej do stromy [34]; o zainicjo­
wanie nacięcia uszkodzonego PsbA podejrzewana jest pro- 
teaza Deg2 [35], Wyniki innych badań sugerują wszakże, 
iż raczej FtsH2 lub FtsH5, a nie FtsH l mogą być odpow ie­
dzialne za degradację uszkodzonego PsbA w w arunkach 
ekspozycji na podwyższone natężenie światła. W skazywa­
łaby na to podw yższona wrażliwość na fotoinhibicję in vivo 
m utantów  pozbawionych izoform FtsH2(uar2) i FtsH5(uarl) 
w  stosunku do roślin szczepu dzikiego [36] i brak różnic we 
wrażliwości na fotoinhibicję pom iędzy szczepem dzikim i 
m utantem  pozbawionym  izoformy FtsH l [26], Podw yższo­
na wrażliwość może być skutkiem niezdolności m utantów  
vari i var2 do degradacji uszkodzonego PsbA i tym sam ym  
ich niezdolności do przeprow adzania pełnego cyklu na­
prawczego fotosystemu II (PS II). Sugeruje się, że któraś z 
izoform F ts H l /2 /5 /8  może być także odpowiedzialna za 
degradację cząsteczek białka Rieskego niezasocjowanych 
z innymi składnikami kompleksu cytochromowego b6f, 
akumulujących się w  w arunkach doświadczalnych in vitro 
na powierzchni błony tylakoidowej, od strony stromy [37], 
Rekombinowana F tsH l posiada ponadto zdolność do tra­
wienia in vitro niefizjologicznego substratu - (3-kazeiny [34], 
Nie dysponujemy żadnym i informacjami odnoszącymi się 
do molekularnych mechanizmów hydrolizy białek katali­
zowanej przez F ts H l /2 /5 /8  (ani, tym bardziej przez inne 
chloroplastowe izoformy FtsH), w  tym żadnym i porów na­
niami aktywności degradacyjnej in vivo względem  białek 
integralnych i peryferycznych błony tylakoidowej.

Istotną rolę w  poznaniu znaczenia F ts H l /2 /5 /8  dla 
funkcjonowania chloroplastu i całego organizmu roślinne­
go przypisuje się wynikom  badań nad fenotypem m utan­
tów pozbawionych tych proteaz, rosnących w komforto­
wych w arunkach środowiskowych. Najwięcej informacji 
przyniosły badania nad m utantam i var2 (ftsh2) i vari (ftsh5), 
ponieważ wyciszenie FTSH2 i FTSH5 prow adzi do pow aż­
nych efektów fenotypowych, co ma oczywisty związek 
przyczynowo-skutkowy z wysokim  poziomem akumulacji 
FtsH2 i FtsH5 w  roślinach szczepu dzikiego (mutanty ftsh l 
oraz ftsh8 nie są nosicielami żadnych fenotypowych różnic 
względem  roślin szczepu dzikiego) [27],

M utant ftsFi2, określany także jako var2 (ang. yellow- 
variegatedl) cechuje się pstrolistnością, tzn. obecnością na 
blaszce liściowej zielonych i biało-żółtych sektorów [38-41], 
Liścienie var2 wyglądają jak u roślin typu dzikiego, jednak 
pierwszy praw dziw y liść jest w  większości przypadków  bia­
ły. Później rozwijające się liście są pstre, biało-żółto-zielone 
z nieco malejącym w raz z upływ em  czasu stosunkiem po­
wierzchni sektorów biało-żółtych do powierzchni sektorów 
zielonych. Zielone sektory zawierają chloroplasty o norm al­
nej ultrastrukturze, podczas gdy zdecydowana większość 
plastydów  w białych sektorach to struktury silnie zwa- 
kuolizowane, z bardzo słabo rozwiniętym  systemem błon 
wewnętrznych, co oznacza, że FtsH2 odgryw a istotną rolę 
we wczesnych stadiach biogenezy tych błon [38,42]. Chlo­
roplasty komórek zielonych sektorów var2 funkcjonują w 
w arunkach stresu fotooksydacyjnego, wzmacnianego przez 
ekspozycję rośliny na światło o podw yższonym  natężeniu. 
W arunki stresowe prow adzą do wzmocnienia ekspresji ge­
nów kodujących izoformy mitochondrialnej alternatywnej
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oksydazy, a to oznacza, że FtsH2 odgryw a także istotną rolę 
w  ekspresji genów mitochondrialnych związanych z m eta­
bolizmem oddechowym  [43],

Fenotyp m utanta ftsH5, określanego także jako vari jest 
podobny do var2, ale słabiej wyrażony [44], co ma bezpo­
średni związek z niższym  poziom em  akumulacji FtsH5 in 
vivo [30], Wygląd liścieni jest taki sam, jak u szczepu dzikie­
go, jednak już pierwsze praw dziw e liście są pstre. W kolej­
no rozwijających się liściach liczba biało-żółtych sektorów 
przypadających na każdy liść zmniejsza się wraz z upływem  
czasu tak, że dojrzała roślina jest nieodróżnialna od rośliny 
typu dzikiego [44]. Kształt liści pozostaje niezmieniony w 
stosunku do roślin szczepu dzikiego. Komórki występujące 
w zielonych sektorach zawierają chloroplasty o niezmienio­
nej strukturze tylakoidów i stosów granowych. W porów ­
naniu ze szczepem dzikim  występuje zwiększona liczba 
plastoglobuli [44], Podobnie jak w  przypadku m utanta var2 
komórki sektorów białych są pozbawione funkcjonalnych 
chloroplastów, zawierają natomiast anorm alne plastydy o 
bardzo słabo rozwiniętym systemie błon tylakoidowych. 
Obserwacje te wskazują zatem, że FtsH5 jest niezbędna dla 
prawidłowego rozwoju systemu tylakoidowego chloropla­
stu, podobnie jak FtsH2 [44],

BIAŁKA FtsH6, 7, 9,11,12

Transkrypcja FTSH7,9 i 12 jest wzm acniana 2-4 razy (w 
zależności od genu) w odpowiedzi na krótkoterm inową (2,5 
h) ekspozycję rośliny na podw yższone natężenie światła 
[30], natomiast w  w arunkach długoterminowej ekspozycji 
roślin na podwyższone natężenie światła (5 h) nie obserw u­
je się wzmocnienia transkrypcji (Adamiec i Jackowski, dane 
niepublikowane).

Wyniki badań z wykorzystaniem  m utantów  ftshó dowio­
dły, że wśród fizjologicznych substratów  dla FtsH6 znajdują 
się Lhcbl i Lhcb3, apobiałka LHCII - głównej peryferycznej 
anteny energetycznej fotosystemu II. FtsH6 katalizuje de­
gradację Lhcbl, do jakiej dochodzi w  ciągu 24 h ekspozycji 
roślin na podwyższone natężenie światła i jest odpow ie­
dzialna za degradację Lhcb3 związaną przyczynowo-skut- 
kowo ze starzeniem się indywidualnie zaciemnianych liści 
[45,46], W przypadku Lhcbl rola FtsH6 polega najpraw do­
podobniej na rozpoznaw aniu zmienionej pod działaniem 
stresu struktury drugo- i trzeciorzędowej tego apobiałka 
i katalizowaniu jego hydrolizy. Z kolei w odniesieniu do 
Lhcb3 sugeruje się, że w  toku starzenia liści apobiałko to 
staje się podatne na degradację w  w yniku hydrolizy białek 
blokujących FtsH dostęp do Lhcb3. Hydrolizę tę miałyby 
katalizować niezidentyfikowane jeszcze proteazy, działa­
jące w sposób zależny od starzenia [46,47]. Trudno ocenić 
jaką rolę odgrywa FtsH6 dla funkcjonowania chloroplastu i 
całej rośliny w komfortowych w arunkach środowiskowych, 
ponieważ fenotyp m utantów /fsH 6 jest w takich w arunkach 
nieodróżnialny od roślin szczepu dzikiego [27,46],

Nie udało się dotąd zidentyfikować żadnego fizjologicz­
nego substratu dla FtsH7, 9,11 i 12. Pewne dane odnoszące 
się do roli w  funkcjonowaniu rośliny w komfortowych i stre­
sowych w arunkach środowiskowych zgrom adzono jedynie 
dla F tsH ll. Analiza fenotypu m utantów  f ts H ll  dowiodła,
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że praw idłow e działanie tego enzym u jest niezbędne dla 
kształtowania się odporności rośliny na um iarkowanie i 
znacznie podwyższoną tem peraturę oraz dla nabywania 
termotolerancji [48]. Co ciekawe, ekspozycja rośliny na p od ­
w yższoną tem peraturę nie skutkuje stymulacją transkrypcji 
FTSH11 [30]. F tsH ll jest kierowany zarówno do chloropla­
stów jak i m itochondriów [28], dlatego m ożna zakładać, że ; 
defekty wywołane brakiem tego enzym u dotyczą zarówno 
m itochondriów jak i chloroplastów, a ich sum a prowadzi 
do nadwrażliwości m utant ów  f ts H ll  na podw yższoną tem ­
peraturę.

BUDOWA I FUNKCJE BAKTERYJYCH PROTEAZ LON

Proteaza Łon z E. coli (w dalszej części rozdziału określa- , 
na po prostu jako Łon) jest najlepiej poznanym  i najbardziej 
typow ym  enzym em  i dawcą nazwy rodziny „lon protease 
family". Rodzinę tę (S16 w edług bazy Merops) tw orzą enzy­
my, które łączy znaczący stopień podobieństw a sekwencji 
aminokwasowej do Lon . S16 należy do klanu SJ, obejmują­
cego trzy rodziny endopeptydaz serynowych, których cen­
trum  katalityczne stanowi diada S-K. Funkcję katalityczną 
pełni grupa hydroksylowa reszty seryny [49,50]. Pojedyn­
czy polipeptyd Lon ma długość 784 reszt am inokwasowych 
i jest rozpuszczalnym  białkiem cytoplazmatycznym (87 
kDa). W jego strukturze można zidentyfikować trzy zacho­
wane w ewolucji, hydrofilne domeny: N-końcowa (zwana 
N lub LON, reszty 10-202), centralnie umiejscowiona do­
mena AAA+ (reszty 288-485) oraz C-końcowa dom ena zw a­
na P lub LON_C (reszty 537-784) (Ryc. 4). Domena LON 
praw dopodobnie uczestniczy w rozpoznaw aniu i w iązaniu 
substratów, dom ena AAA+ pełni funkcję ATPazy (wiąza­
nie i hydroliza ATP), a C-końcowa dom ena (zwana P lub 
LON C) jest dom eną proteolityczną [49], Domena AAA+ 
cząsteczki Lon obejmuje dw a m oduły strukturalne okre- j 
ślane jako a / p  (N-końcowy) i a  (C-końcowy). W obrębie 
m odułu  a / p  odnajdujemy m otywy Walker A i Walker B 
charakterystyczne dla wszystkich białek posiadający dom e­
nę AAA+, a także inne ugrupow ania funkcjonalne, istotne 
dla efektywnego wiązania i hydrolizy ATP, a mianowicie 
„sensor-1" i „palec arginiowy". Z kolei w  obrębie m odułu 
a  umiejscowiony jest m otyw „sensor-2" [51], W oparciu o 
w yniki analizy rentgenostrukturalnej kryształów dom eny 
proteolitycznej (którą oczyszczono przez wytrawienie chy- 
m otrypsyną z kompletnej, rekombinowanej cząsteczki Lon) 
zaproponowano, że holoenzym tworzy in vivo strukturę 
homoheksameryczną z m odułem  a  jako pośrednikiem  w 
oddziaływaniach monom erów w obrębie heksameru. Sześć : 
dom en proteolitycznych formuje w przestrzeni strukturę o 
kształcie spłaszczonej półkuli; węższe ujście półkuli tworzą 
N-końce domeny, a sześć diad katalitycznych znajduje się w 
obrębie kanału łączącego oba ujścia półkuli, mającego cha­
rakter komory katalitycznej [49].

Rycina 4. Rozmieszczenie domen charakterystycznych dla rodziny SI 6 (według 
klasyfikacji stosowanej w bazie danych Merops) w liniowej strukturze cząstecz­
ki proteazy Lon Escherichia coli. Domena LON uczestniczy w rozpoznawaniu i 
wiązaniu substratów, domena AAA+ pełni funkcję ATPazy (wiązanie i hydroliza 
ATP), a LON C jest domeną proteazową. Czerwone romby oznaczają diadę ka­
talityczną S-K. Schemat opracowano w oparciu o dane zawarte w bazie NCBI.
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Bakteryjna proteaza Lon uczestniczy w degradacji cyto­
plazmatycznych białek uszkodzonych w skutek działania 
niekorzystnych czynników środowiskowych (np. białek
0 niewłaściwej długości łańcucha polipeptydowego bądź 
niewłaściwej strukturze trzeciorzędowej), a ponadto jest 
zaangażow ana w obrót metaboliczny krótkożyjących białek 
regulatorowych, których specyficzna i szybka degradacja 
jest kluczowym  zjawiskiem dla prawidłowego w zrostu ko­
mórek (np. SulA - czynnika wstrzymującego przedwczesną 
segregację uszkodzonego DNA do komórek potomnych 
podczas procesu naprawczego DNA) [52],

Nie ma, jak dotąd, jednoznacznych informacji na temat 
tożsamości motywów nadających cząsteczkom białek po­
datność na degradację ze strony Lon. Istniejące dane suge­
rują, że istotną rolę w  rozpoznaw aniu i w iązaniu substra­
tów odgryw a N-końcowa dom ena LON cząsteczki, a także 
m oduł a  dom eny AAA+ [53], podczas gdy m otywy Walker 
A, W alker B, „sensor-1" i „palec arginiowy" uczestniczą w 
w iązaniu i hydrolizie ATP, niezbędnej dla w prow adzenia 
substratu  do wnętrza komory katalitycznej [51,54].

BUDOWA I FUNKCJE CHLOROPLASTOWYCH 
PROTEAZ LON

G enom  jądrowy A. thaliana, zawiera cztery geny ortolo- 
giczne względem  Lon E. coli. Produkt LON1 jest kierowany 
do mitochondriów, LON2 do peroksysomów, LON4 zarów ­
no do chloroplastów jak i mitochondriów, a LON3 jest naj­
prawdopodobniej pseudogenem  [55, 56], Natomiast wiedza 
na tem at budow y i funkcji Lon4 jest nadzwyczaj skromna
1 ogranicza się do informacji, że poziom transkrypcji genu 
kodującego to białko jest dość niski, a wewnątrzchloropla- 
stowa pula enzym u pozostaje związana silnymi oddziały­
w aniam i z błoną tylakoidową od strony stromy [56].
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ABSTRACT
Arabidopsis thaliana proteome contains 667 proteases; some tens of them are chloroplast-targeted proteins, encoded by genes orthologous to 
the ones coding for bacterial proteolytic enzymes. It is thought that chloroplast proteases are involved in chloroplasts' proteins turnover and 
quality control (maturation of nucleus-encoded proteins and removal of nonfunctional ones). Some ATP-dependent chloroplast proteases 
belonging to FtsH family (especially FtsH2 and FtsH5) are considered to be involved in numerous aspects of chloroplast and whole plant 
maintenance under non-stressing as well as stressing conditions. This notion is supported by severe phenotype appearance of mutants defi­
cient in these proteases. In contrast to seemingly high physiological importance of chloroplast members of FtsH protease family, only a few 
individual proteins have been identified so far as their physiological targets (i.e. Lhcbl, Lhcb3, PsbA and Rieske protein). Our knowledge 
regarding structure and molecular mechanisms of these enzymes' action is limited when compared with what is known about FtsHs of bacte­
rial origin. Equally limited is the knowledge about ATP-dependent Lon4 protease being the single known chloroplast-targeted ortholog of 
Lon protease of Escherichia coli.
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Proteazy chloroplastowe Deg

STRESZCZENIE

Część proteaz chloroplastowych nie wymaga dla swej aktywności enzymatycznej wią­
zania i hydrolizy ATP, prawdopodobnie dlatego, że do komory katalitycznej tych pro­

teaz mogą wnikać substraty nie wymagające efektywnego rozfałdowania, zależnego od 
ATP. Najlepiej poznanymi niezależnymi od ATP proteazami chloroplastowymi są czterej 
przedstawiciele grupy Deg (ang. degradation; Degl, 2, 5 i 8), białka kodowane u Arabidop­
sis thaliana przez geny ortologiczne względem genów kodujących proteazy DegP, DegQ 
i DegS Escherichia coli. Wiedza na temat budowy i funkcji proteaz chloroplastowych Deg 
jest znacznie skromniejsza od wiedzy odnoszącej się do bakteryjnych proteaz Deg. Proteazy 
Deg5 i Deg8 tworzą heterododekamer związany z błoną tylakoidu od strony światła tylako- 
idu, katalizujący, we współpracy z D egl i którąś z proteaz z rodziny FtsH, degradację białka 
PsbA uszkodzonego na skutek ekspozycji rośliny na światło o podwyższonym natężeniu. W 
ten sposób wspomniane proteazy uczestniczą w mechanizmie odporności roślin na fotoinhi- 
bicję. Rola proteazy Deg2 w degradacji uszkodzonego PsbA nie została jednoznacznie wyja­
śniona. Rekombinowana Degl katalizuje także reakcję degradacji PsbO i plastocyjaniny in 
vitro, ale nie ma pewności czy aktywność ta występuje in vivo.

WPROWADZENIE

W niektórych przedziałach komórki roślinnej, chloroplastach, mitochon- 
driach, peroksysomach i świetle siateczki śródplazmatycznej, funkcjonują auto­
nomiczne proteazy składające się, w raz z enzymami proteolitycznymi proteaso- 
mów 26S i wakuoli litycznych (autofagia), na system enzymatycznej degradacji 
białek komórkowych. Szereg genów jądrowych Arabidopsis thaliana kodujących 
proteazy kierowane do chloroplastu wykazuje ortologię w zględem  genów ko­
dujących proteazy bakteryjne, co tłumaczy się, na gruncie hipotezy endosym- 
biotycznego pochodzenia chloroplastów, jako wynik tasowania się materiału ge­
netycznego praeukariotycznego gospodarza z materiałem praprokariotycznego 
endosym bionta, w  wyniku czego część genów endosym bionta została przenie­
siona do genomu gospodarza. Stan zaawansowania badań nad strukturą i rolą 
fizjologiczną proteaz chloroplastowych w życiu rośliny jest bardzo skromny [1], 
co uderzająco kontrastuje ze znaczną w iedzą jaką udało się zbudować w odnie­
sieniu do proteaz bakteryjnych [2].

Część spośród proteaz chloroplastowych funkcjonuje w  sposób zależny od 
ATP. Stan wiedzy na temat ich struktury, funkcji i roli w życiu organizm u roślin­
nego został zrelacjonowany w towarzyszącej pracy przeglądowej. W śród prote­
az chloroplastowych, o których dysponujemy pew ną wiedzą, jest jednak także 
grupa Deg (u A. thaliana geny jądrowe, które je kodują są ortologiczne wzglę­
dem  DEGP, DEGQ i DEGS E. coli), do której należą enzymy funkcjonujące w 
sposób niezależny od ATP. Proteazy Deg E. coli katalizują degradację białek nie 
posiadając zdolności do wiązania i hydrolizy ATP, mimo iż model ich struktury 
czwartorzędowej wykazuje pewne podobieństwo do m odelu struktury czwarto­
rzędowej zależnych od ATP proteaz E. coli z rodzin FtsH i Lon (Deg, FtsH i Lon 
są protezam i beczkokształtnymi), co więcej zdenaturow ane substraty białkowe 
m uszą zostać rozfałdowane by móc dostać się do komory katalitycznej holoen- 
zym u Deg tak, jak w przypadku FtsH i Lon. Powody, dla których proteazy Deg 
„obywają się", w  odróżnieniu od FtsH i Lon, bez wiązania i hydrolizy ATP nie 
zostały w  pełni wyjaśnione. Najprawdopodobniej kluczowe znaczenie ma fakt, 
że kanały w  strukturze holoenzymu Deg prow adzące do w nętrza komory kata­
litycznej są znacznie szersze w  porów naniu do analogicznych kanałów w struk­
turze FtsH i Lon. Oznaczałoby to bowiem, że białka, substraty Deg, nie m uszą 
być dokładnie rozfałdowane (a do dokładnego rozfałdowania byłaby niezbędna 
energia pochodząca z hydrolizy ATP) by móc przecisnąć się do komory kata­
litycznej [3]. Praca niniejsza stanowi podsum ow anie aktualnego stan w iedzy 
na tem at struktury, funkcji i roli w  życiu organizm u roślinnego proteaz chloro-
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plastowych Deg, kodowanych u A. thaliana przez geny orto- 
logiczne względem  DEGP, DEGQ i DEGS E. coli.

BUDOWA I FUNKCJE BAKTERYJNYCH PROTEAZ DEG

DegP z E. coli (w dalszej części rozdziału określana po 
prostu jako DegP) jest najlepiej poznanym  bakteryjnym re­
prezentantem  obszernej rodziny SI proteaz typu serynowe- 
go. Rodzinę te tworzą enzymy wykazujące znaczący stopień 
podobieństwa sekwencji aminokwasowej do hołoty pu, chy- 
m otrypsyny A z wołu (Bos tauruś). DegP należy do klanu 
PA, w skład którego wchodzą proteazy serynowe charakte­
ryzujące się posiadaniem centrum  katalitycznego w  formie 
triady HDS. Funkcję katalityczną pełnią grupy -O H  reszty 
seryny (S) oraz cząsteczki w ody związane z ugrupow a­
niem imidazolowym reszty histydyny (H) [4]. Pojedynczy 
polipeptyd DegP ma długość 448 reszt aminokwasowych 
(46,8 kDa), jest cząsteczką o charakterze hydrofilnym, zlo­
kalizowaną w  periplazmie. Na strukturę DegP składają się 
N-końcowe dom eny proteazowe (reszty 1- 259) oraz dwie 
dom eny PDZ (skrót PDZ pochodzi od nazw  trzech białek: 
PSD-95 (ang. Post Synaptic Density protein), Dlg oraz ZO-1) 
-  PDZ1 (reszty 260- 358) i PDZ2 (reszty 359- 448). W skład 
dom eny proteazowej wchodzi kluczowa dla sprawowania 
przez enzym jego funkcji katalitycznej triada HDS -  H  (resz­
ta 105), D (reszta 135) i S (reszta 210), z kolei dom eny PDZ 
zawierają zachowane w  ewolucji motywy umożliwiające 
oddziaływanie cząsteczki enzym u z C-końcem substratów
[5]. Struktura krystaliczna DegP została poznana dzięki 
analizie kryształów rekombinowanego enzymu; uzyskane 
dane wskazują, że holoenzym jest beczkokształtnym hek- 
samerem zbudow anym  z dwóch trimerycznych pierścieni 
(Ryc. 1) [6]. W nętrze heksam eru stanowi komora katali­
tyczna, do której eksponowane są aktywne katalitycznie 
reszty am inokwasowe dom eny proteazowej; inne odcinki 
domeny proteazowej budują wieczko i dno heksameru. Ze 
względu na to, że odcinki te są bardzo ściśle upakow ane
[6] zasugerowano, że droga substratów do wnętrza komory 
katalitycznej prow adzi nie przez wieczko i denko, ale bocz­
ne ściany beczki, które buduje sześć dom en PDZ1 i sześć 
dom en PDZ2. Najnowsze dane sugerują, że w  obecności 
substratów DegP może, poprzez stymulację oddziaływ ań 
każdego z indyw idualnych trim erów z trzema innymi tri- 
merami, prowadzić do tworzenia struktur składających się 
z 12 lub 24 cząsteczek DegP [7,3].

DegP katalizuje degradację licznych substratów białko­
wych zlokalizowanych w periplazmie, denaturow anych 
pod działaniem stresu cieplnego (co najmniej 37°C) i osmo- 
tycznego; aktywność tego enzym u jest niezbędna dla prze­
życia komórek E. coli podczas ekspozycji na w spom niane 
stresy [8], Wśród szczególnie dobrze poznanych substratów 
DegP znajduje się niewłaściwie sfałdowany MalS, enzym  z 
grupy amylaz [8] oraz PapSA i PapG, białka z grupy P pilin
[9]. Mechanizm rozpoznawania zdenaturow anych białek 
periplazmatycznych jako substratów dla DegP nie został 
w pełni wyjaśniony. W większości opisanych przypadków  
DegP rozpoznaje hydrofobowe, C-końcowe reszty amino­
kwasowe zdenaturow anego substratu [3]. Sądzi się, że roz­
poznanie substratu przez dom eny PDZ budujące ścianki 
beczkokształtnej cząsteczki DegP skutkuje wprow adzeniem  
substratu do komory katalitycznej i uruchom ieniem  scena-
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Rycina 1. Struktura cząstki heksameru DegP Escherichia coli. Widok z góry ujaw­
niający rozmieszczenie trzech domen proteazowych stanowiących wieczko becz­
kokształtnej cząstki (kolor ciemnoniebieski i jasnoniebieski oznacza różne ele­
menty struktury drugorzędowej tej domeny), a także sześciu domen PDZ1 (kolor 
jasnozielony) i sześciu domen PDZ2 (kolor żółty) stanowiących boczne ścianki 
cząstki. Trzy domeny PDZ1 proteazowe stanowiące denko beczkokształtnej 
cząstki są niewidoczne. PDB ID: 1KY9.

riusza procesywnej degradacji, tzn. cięcia substratu na w ie­
le fragmentów w taki sposób, że C-koniec każdego nowego 
powstałego fragmentu jest rozpoznaw any jako sygnał roz­
poczynający kolejną rundę hydrolizy. Ostatecznie substraty 
są degradow ane do fragmentów o długości 9-20 reszt ami­
nokwasowych [3], Domeny PDZ budujące ścianki heksame- 
rycznego holoenzymu DegP pozostawiają wiele przestrzeni 
dla w prow adzanego do komory katalitycznej substratu. 
Okoliczność ta jest wysoce praw dopodobną przyczyną, dla 
której substraty DegP, w  odróżnieniu od substratów  prote­
az z rodziny FtsH, nie m uszą zostać przed degradacją silnie 
rozfałdowane, a DegP funkcjonuje w  sposób niezależny od 
ATP. Niektóre dane doświadczalne sugerują, że w prow a­
dzenie substratu do komory katalitycznej DegP jest poprze­
dzone indukow anym  przez rozpoznanie substrat-enzym  
dem ontażem  heksameru do dwóch trimerów [10]. Co inte­
resujące, białka periplazmatyczne, które uległy niewielkiej 
denaturacji (temperatura otoczenia bakterii 28°C) nie są de­
gradow ane z udziałem DegP. W takich przypadkach enzym  
traci aktywność proteolityczną, a zyskuje aktywność białka 
opiekuńczego i przywraca substratom  popraw ną strukturę 
drugorzędową. DegP łączy zatem w  jednej cząsteczce funk­
cje proteazy i białka opiekuńczego, a zależna od tem peratu ­
ry konwersja białko opiekuńcze-proteaza polega zapew ne 
na osiągnięciu przez enzym  w 37°C struktury um ożliwiają­
cej uformowanie w  przestrzeni triady katalitycznej, co nie 
jest możliwe w 28°C z pow odu niewłaściwej konformacji 
reszty seryny 210 [8].
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W komórkach E. coli znaleziono dwie inne proteazy Deg- 
DegS i DegQ. Obydwie są, podobnie jak DegP, białkami pe- 
riplazmatycznymi; najważniejsze elementy ich struktury 
to N-końcowa dom ena proteazowa oraz d o m en a /y  PDZ, 
zlokalizow ana/ne blisko C-końca cząsteczki (DegS posiada 
pojedynczą, a DegQ dwie dom eny PDZ). DegQ wykonuje 
funkcje podobne do DegP [11], a DegS jest m iędzy innymi 
zaangażowana w urucham ianą w w arunkach stresowych 
kaskadę proteolityczną, która doprow adza do aktywacji 
czynnika oE polimerazy RNA i inicjacji transkrypcji genów 
kodujących różne białka opiekuńcze pomagające przyw ró­
cić właściwą strukturę białkom zdenaturow anym  w w arun ­
kach stresowych [12].

BUDOWA I FUNKCJE CHLOROPLASTOWYCH 
PROTEAZ Deg

Genom jądrowy A. thaliana zawiera 16 genów kodują­
cych białka ortologiczne względem  proteaz Deg z E. coli, 
określanych jako DEG1-DEG16. Najwcześniej opisanym 
produktem  białkowym tych genów była proteaza nazw ana 
DegPl ponieważ została zidentyfikowana jako białko zwią­
zane peryferycznie od strony światła tylakoidu z błonami 
tylakoidowymi chloroplastów grochu, w  reakcji krzyżowej 
przy udziale przeciwciał skierowanych przeciwko DegP 
z E. coli [13]. Identyfikowane później chloroplastowe pro­
teazy będące ortologami DegPl przez pewien czas konse­
kwentnie nazywano DegPx, gdzie w yróżnik x nawiązywał 
do kolejności identyfikacji enzymu, jednak H uesgen i wsp.
[14] zaproponowali, aby uprościć nazewnictwo tej grupy 
chloroplastowych proteaz przez rezygnację z zapisu DegPx 
na rzecz Degx, tym  bardziej, że ortologi D egPl wcale nie 
są bardziej podobne do DegP niż do DegQ czy DegS z E. 
coli. Propozycja została zaakceptowana przez specjalistów 
zajmujących się tą grupą proteaz, jakkolwiek baza danych 
NCBI wciąż opisuje chloroplastowe ortologi DegP, DegQ i 
DegS z E. coli jako DegPx Wszystkie dane opisane w dalszej 
części pracy odnoszą się do proteaz chloroplastowych Deg
A. thaliana, o ile nie wymieniono innego gatunku roślinnego.

Rycina 3. Rozmieszczenie domen proteazowych, domen PDZ, peptydów tran­
zytowych i peptydów eksportowych w liniowej strukturze cząsteczki chloropla­
stowych proteaz Deg. Dane dotyczące lokalizacji domen proteazowych zaczerp­
nięto z bazy danych NCBI (h ttp :// www.ncbi.hlm.nih.gov). Długość peptydów 
tranzytowych określano z użyciem serwera Target P 1.1 (http://w w w .cbs.d tu . 
d k / services/TargetP). Długość peptydów eksportowych została określona ma­
nualnie w oparciu o lokalizację granicznego motywu A-x-A [29], Tranz -  peptyd 
tranzytowy; Eks -  peptyd eksportowy; Kat- domena proteazowa.

związanych peryferycznie z błoną tylakoidową od strony 
światła tylakoidu, a Deg2 jako enzym u związanego pery­
ferycznie z błoną tylakoidową od strony stromy (Ryc. 2) 
[15-17], Deg3, 4, 10-12 i 14 są umiejscowione w  mitochon- 
driach, a D egl5 w peroksysomach [14,18]. Analiza sekwen­
cji aminokwasowej prekursorów  produktów  pozostałych 
genów DEG za pomocą program ów  predykcyjnych sugeru­
je, że trzy spośród nich (Deg6, 9 i 16) mogą być kierowane 
do chloroplastów, ale brak potwierdzenia doświadczalne­
go tego przypuszczenia. Nie dysponujemy danym i o w e­
wnątrzkomórkowej lokalizacji produktów  genów DEG7 i 
DEG13.

Struktura wszystkich chloroplastowych izoform Deg 
obejmuje dom enę proteazową zlokalizowaną od strony N- 
końca cząsteczki, a w  przypadku D egl, 2 i 8 także pojedyn­
czą domenę PDZ umiejscowioną blisko C-końca cząsteczki 
(Deg5 jest pozbawiona tej domeny) (Ryc. 3).

D eg l

Istniejące dane doświadczalne dow odzą lokalizacji Degl, 
2, 5 i 8 w chloroplastach, mianowicie D egl, 5 i 8 jako białek

Światło tylakoidu

Rycina 2. Rozmieszczenie Degl, 2, 5 i 8 wewnątrz chloroplastu. Średnice kół re­
prezentujących indywidualne proteazy Deg są proporcjonalne do ich mas czą­
steczkowych. Schemat opracowano w oparciu o dane zawarte w pracy [14].

Proteaza D egl została zidentyfikowana jako białko zw ią­
zane peryferycznie od strony światła tylakoidu z błonami 
tylakoidowymi chloroplastów grochu, w reakcji krzyżowej 
przy udziale przeciwciał skierowanych przeciwko DegP z 
E. coli [13]. Nieco później D egl odkryto także u A. thaliana 
(AtDegl), a lokalizacja w ew nątrz chloroplastu okazała się 
taka sama, jak w  przypadku grochu [16,19],

Transkrypcja DEG1 jest m odulow ana w odpowiedzi na 
krótkoterm inową (2,5 h) ekspozycję roślin na światło o pod ­
wyższonym  natężeniu; działanie tego stresu pow odow a­
ło ok. 4-krotny wzrost poziom u akumulacji transkryptów 
DEG1. Krótkoterminowa ekspozycja roślin na niską lub 
wysoką tem peraturę nie zmieniała tego poziomu [20]. Nie 
dysponujem y danym i odnoszącymi się do akumulacji doj­
rzałego białka Degl w  odpowiedzi na kontakt ze światłem o 
podw yższonym  natężeniu, wiadom o natomiast, że akum u­
lacja dojrzałego białka D egl jest regulowana w odpowiedzi 
na podw yższoną temperaturę. W chloroplastach grochu na 
skutek 4-godzinnej ekspozycji roślin na temp. 40°C zaobser­
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wowano niemal dw ukrotny w zrost poziom u tej proteazy 
[13].

Niewiele w iadom o o strukturze drugo- i trzeciorzędowej 
Degl; można przypuszczać, że jest podobna do struktury 
DegP E. coli. Rekombinowana D egl jest mieszaniną formy 
monomerycznej i heksamarycznej, obydwie formy są ak­
tywne proteolitycznie in vitro [21].

Wyniki badań prow adzonych z wykorzystaniem  m u­
tantów pozbawionych D egl wskazują, że izoforma ta jest 
zaangażowana w hydrolizę białka PsbA(Dl) uszkodzone­
go podczas ekspozycji rośliny na podw yższone natężenie 
światła. Rola D egl miałaby polegać na nacinaniu uszkodzo­
nego PsbA w  dwóch miejscach: w  obrębie pętli CD (światło 
tylakoidu) z uwolnieniem  C-końcowego fragm entu 16 kDa 
oraz w  obrębie C- końcowej pętli zanurzonej w  świetle tyla­
koidu, połączone z wytworzeniem  fragm entu 5,2 kDa [22]. 
Z kolei rekom binowana D egl degraduje in vitro fizjologicz­
ne substraty chloroplastowe PsbO i plastocyjaninę [21]. Ak­
tywność enzymatyczna rekombinowanej proteazy D egl in 
vitro wobec p-kazeiny (substrat niefizjologiczny) jest zależ­
na od dwóch czynników: tem peratury i pH. Tempo degra­
dacji rośnie w zakresie tem peratur 15-42°C (w tem peraturze 
55°C degradacja jest jeszcze intensywniejsza). Dokładnie nie 
wiadomo, w  jaki sposób wzrost tem peratury zwiększa tem ­
po degradacji, czy w pływ a na popraw ę aktywności enzy­
mu, czy wywołuje rozfałdowanie substratu powodując, że 
staje się on łatwiej dostępny dla proteazy. Najbardziej w y­
dajna degradacja p- kazeiny in vitro przez rekom binowany 
Degl ma miejsce w  zakresie pH  m iędzy 5,5 a 7,0, przy czym 
m aksim um  aktywności przypada na pH  6,0, a niewielka al- 
kalizacja środowiska reakcyjnego powoduje silne obniżenie 
tem pa degradacji [22].

M utanty degl wykazują się podw yższoną wrażliwością 
na fotoinhibicję, najprawdopodobniej na skutek ich niezdol­
ności do degradacji uszkodzonego PsbA, która jest w arun ­
kiem syntezy nowych kopii PsbA i p rzeprow adzania pełne­
go cyklu naprawczego fotosystemu II (PS II). Oprócz pod ­
wyższonej wrażliwości na fotoinhibicję u m utantów  degl 
obserwuje się ograniczony wzrost i wcześniejsze zakwita­
nie. Liście m utanta są cienkie o kolorze blado zielonym, co 
wynika z obniżonej zawartości chlorofilu b [22]. Tak więc 
proteaza Degl jest niezbędna zarówno dla prawidłowego 
przebiegu ontogenezy rośliny w  optym alnych warunkach 
środowiskowych, jak i dla odporności rośliny na warunki 
stresowe (światło o podw yższonym  natężeniu).

Deg2

Transkrypcja DEG2 jest ok. 3-krotnie wzmacniana w od­
powiedzi na krótkoterminową ekspozycję rośliny (2,5 h) na 
światło o podw yższonym  natężeniu, ale podobnie jak w 
przypadku Degl, nie obserwuje się modulującego w pływ u 
niskiej i wysokiej tem peratury na akumulację transkryp- 
tów DEG2 [20], W innych badaniach wykazano hamujący 
w pływ  krótkoterminowego (2 h) stresu solnego, oksyda­
cyjnego, wysokiej tem peratury i desykacji na akumulację 
transkryptów  DEG2 [15]. W przypadku ekspozycji na świa­
tło o podw yższonym  natężeniu, stres solny i desykację, na 
wzmocnienie akumulacji transkryptów  nakłada się wzmoc­
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nienie akumulacji gotowego białka, ale wysoka tem peratu­
ra i stres oksydacyjny stymulując transkrypcję jednocześnie 
obniżają poziom akumulacji białka Deg2 [15].

Nie dysponujemy żadnym i danymi na tem at struktury 
drugo- i trzeciorzędowej Deg2 ani na tem at tworzenia przez 
ten enzym  in vivo ewentualnych struktur oligomerycznych. 
W poszukiw aniu odpow iedzi na pytanie o funkcje fizjolo­
giczne Deg2 przeprow adzono badania in vitro z  w ykorzy­
staniem rekombinowanego enzymu. O trzym ane wyniki 
sugerują, że enzym  ten zaangażowany jest w  degradację 
białka PsbA uszkodzonego podczas ekspozycji rośliny na 
podw yższone natężenie światła. Rola Deg2 m a polegać na 
trawieniu fotouszkodzonego PsbA w obrębie pętli DE eks­
ponowanej w stronę stromy. W wyniku katalizowanej przez 
Deg2 hydrolizy powstawać mają dw a fragm enty PsbA; N- 
końcowy 23 kDa (podlegający być może dalszej fragmenta- 
cji z udziałem  proteaz z rodziny FtsH [24]) i C-końcowy 10 
kDa. Uważa się, że proces ten zależy od GTP [15,25]. Istnieją 
jednak pewne wątpliwości, czy reakcja taka istotnie prze­
biega in vivo. Badania z wykorzystaniem  dw óch linii m u ­
tantów  deg2 dowiodły, że obrót metaboliczny PsbA w m u­
tantach i w  roślinie typu dzikiego przebiegał w  podobnym  
tempie w odpowiedzi na ekspozycję roślin na podw yższone 
natężenie światła. Może to sugerować, że ubytek Deg2 jest 
kom pensowany przez podw yższoną ekspresję innych pro ­
teaz degradujących PsbA lub też że in vivo Deg2 jednak nie 
uczestniczy w degradacji fotouszkodzonego D l [26]. Rów­
nież brak różnic we wrażliwości na fotoinhibicję pomiędzy 
m utantam i deg2 i roślinami szczepu dzikiego czyni mało 
praw dopodobną tezę o udziale Deg2 w degradacji uszko­
dzonego PsbA [26]. Badania wykonane z w ykorzystaniem  
rekombinowanej proteazy Deg2 dowodzą, że m aksym alną 
aktywność proteolityczną wobec żelatyny (substrat niefi­
zjologiczny) obserwuje się w alkalicznym zakresie pH  [15]. 
Trudno na aktualnym  etapie badań określić jaka jest rola 
Deg2 w przebiegu procesów wzrostowo-roz woj owych w 
optym alnych w arunkach środowiskowych, m utanty deg2 
wydają się nie różnić fenotypowo od roślin szczepu dzikie­
go, jednak porównanie fenotypów nie było dokładne [26].

Deg5

Analiza globalnych współczynników koekspresji genów 
kodujących białka zlokalizowane w świetle tylakoidu w 
szerokim spektrum  czynników środowiskowych oraz zmie­
niającego się kontekstu czasoprzestrzennego pozwoliła 
na ustalenie, że DEG5 nie jest koekspresjonowany ściśle z 
DEG8 [27], co jest interesujące, zważywszy że istnieją dane 
sugerujące możliwość formowania in vivo przez cząsteczki 
Deg5 heterooligomerów z cząsteczkami Deg8. Masa czą­
steczkowa takiego heterooligomeru została oszacowana na 
460 kDa. Rozdział elektroforetyczny w w arunkach denatu ­
rujących sugeruje, że stosunek Deg5/D eg8 w e w spom nia­
nych heterokompleksach wynosi 1:1. Biorąc pod uw agę 
masy cząsteczkowe Deg5 (ok. 32 kDa) i Deg8 (ok. 42 kDa) 
można domniemywać, że Deg5 i Deg8 tworzą in vivo homo- 
heksamery łączące się ze sobą w heterododekam ery. Struk­
tury te nie są zasocjowane z cząstkami PSII [17].

Informacje dotyczące fizjologicznych substratów Deg5 są 
bardzo skromne. Sugeruje się, że proteaza ta uczestniczy w
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degradacji białka PsbA uszkodzonego podczas ekspozycji 
roślin na światło o podw yższonym  natężeniu [17] i wysoką 
tem peraturę [28]. W tym  pierwszym  przypadku rola Deg5 (i 
może zarazem Deg8 współtworzącego z Deg5 funkcjonalny 
heterokompleks) miałaby polegać na nacinaniu uszkodzo­
nego PsbA w obrębie zlokalizowanej w świetle tylakoidu 
pętli CD, z wytworzeniem  fragmentów o masach cząstecz­
kowych 18 i 16 kDa [17]. M utanty deg5 wykazują się pod ­
wyższoną wrażliwością na fotoinhibicję [17], najpraw dopo­
dobniej tak jak w przypadku m utantów  degl na skutek ich 
niezdolności do degradacji uszkodzonego PsbA, która jest 
w arunkiem  syntezy nowych kopii PsbA i przeprow adzania 
pełnego cyklu naprawczego PS. Tak więc Deg5 może od ­
grywać ważną rolę w  ochronie rośliny przed fotoinhibicją 
in vivo. Trudno ocenić jaka może być rola Deg5 w przebiegu 
procesów w zrostu i rozwoju rośliny w w arunkach bezstre­
sowych ponieważ w takich w arunkach m utant deg5 nie róż­
ni się fenotypowo od roślin szczepu dzikiego [17].

Deg8

Dowiedziono, że krótkoterm inowa (2,5 h) ekspozycja A. 
thaliana na wysokie natężenie światła powoduje 4-krotny 
wzrost poziomu transkryptu DEG, ale efektu takiego nie 
obserwowano w przypadku ekspozycji na wysoką oraz ni­
ską tem peraturę [20]. W szerokim spektrum  czynników śro­
dowiskowych oraz zmieniającego się kontekstu czasoprze­
strzennego DEG8 jest ściśle koekspresjonowany z DEG1 
[27], co może oznaczać, że produkty tych genów degradują 
tę samą pulę substratów w tych samych warunkach. Przy­
puszczenie to znajduje potwierdzenie w  fakcie, że proteazie 
Deg8, podobnie jak Degl, przypisuje się udział w  degrada­
cji białka PsbA uszkodzonego podczas ekspozycji roślin na 
światło o podw yższonym  natężeniu. Zadanie Deg8 (a w ła­
ściwie heterokompleksu enzymatycznego z Deg5) ma pole­
gać na cięciu uszkodzonego PsbA w obrębie zlokalizowanej 
w świetle tylakoidu pętli CD, z wytworzeniem  fragmentów 
o masach cząsteczkowych 18 kDa (C-końcowy) i 16 kDa (N- 
końcowy) [17]. Ścisła koekspresja DEG1 i DEG8 może także 
oznaczać, że cząsteczki enzym ów kodujących przez wym ie­
nione geny tworzą in vivo heterokompleks, brak jest jednak 
danych doświadczalnych, które potwierdzałyby taką ew en­
tualność.

Badania nad aktywnością enzymatyczną przeprow adzo­
ne na rekombinowanej proteazie Deg8 pokazały, że enzym 
ten, w  odróżnieniu od rekombinowanej Deg5, wykazuje 
aktywność proteolityczną in vitro wobec niefizjologicznego 
substratu jakim jest (3- kazeina, przy czym nie obserwowano 
takiej aktywności w stosunku do form a  i k  kazeiny [17]. 
M utanty deg8 wykazują się podw yższoną wrażliwością na 
fotoinhibicję [17], najprawdopodobniej na skutek niezdol­
ności do degradacji uszkodzonych cząsteczek PsbA. Po­
dobna skala wrażliwość na fotoihibicyjne działanie światła 
o wysokim natężeniu m utantów  deg8 i deg5, dw ukrotnie 
większa wrażliwość podwójnego m utanta deg5deg8 oraz 
charakterystyczne dla niego, wyraźnie wolniejsze tempo 
degradacji PsbA w warunkach wysokiej tem peratury, w 
stosunku do tem pa degradacji tego białka u pojedynczych 
m utantów  deg5 i deg8 sugerują, że w  zakresie degradacji 
białka (pod działaniem obu stresów) PsbA Deg8 i Deg5 peł­
nią funkcje synergistyczne [17,28]. M utant deg8 wzrastający
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i rozwijający się w optymalnych warunkach środowisko­
wych nie różni się fenotypem od roślin szczepu dzikiego i 
dlatego na razie nie rozumiemy jakie zadania pełni Deg8 w 
takich warunkach.
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Chloroplast Deg proteases
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ABSTRACT
For some chloroplast proteases ATP binding and hydrolysis is not necessary for their catalytic activity, most probably because even strongly 
unfolded substrates may penetrate their catalytic chamber. Degl, 2, 5 and 8 are the best known of Arabidopsis thaliana ATP- independent 
chloroplast proteases, encoded by orthologues of genes coding for DegP, DegQ and DegS proteases of Escherichia coli. Current awareness in 
the area of structure and functions of chloroplast Degs is much more limited vs the one about their bacterial counterparts. Deg5 and Deg8 form 
a catalytic heterododecamer which is loosely attached to luminal side of thylakoid membrane. The complex catalyses -  supported by Degl 
and one of FtsH proteases -  the degradation of PsbA damaged due to plant exposition to elevated irradiance and thus these protease are of key 
importance for the plants' sensitivity to photoinhibition. Deg2 role in the disposal of damaged PsbA has not been elucidated. Recombinant 
Degl may degrade PsbO and plastocyanin in vitro but it is not clear whether this reaction is performed in vivo  as well.
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Zewnątrzkomórkowe enzymy hydrolityczne wytwarzane 
przez grzyby owadobójcze — rola w procesie infekcji

STRESZCZENIE

G rzyby owadobójcze mają wielki potencjał w biologicznej kontroli populacji owadów 
szkodliwych. Patogeny grzybowe są obiecującym źródłem insektycydów i znakomi­

tą alternatywą chemicznych pestycydów. Grzyby te mają unikalny mechanizm porażania 
owadów. Jako naturalni ich wrogowie, atakują bezpośrednio kutikulę żywicieli poprzez 
kombinację nacisku mechanicznego i enzymów degradujących kutikulę. Grzyby owado­
bójcze wytwarzają wiele enzymów proteo-, chityno- i lipolitycznych, które uznawane są za 
kluczowe czynniki w mikozie owadów. Rola zewnątrzkomórkowych enzymów w patogene­
zie, nadal nie jest w pełni poznana. Dogłębne zrozumienie mechanizmu porażania owadów 
przez grzyby owadobójcze może pomóc w produkcji bardziej bezpiecznych dla środowiska 
i wydajniejszych mikoinsektycydów.

WPROWADZENIE

Rosnąca odporność owadów szkodliwych na chemiczne pestycydy oraz 
nadm ierne ich stosowanie zagrażające bioróżnorodności, skłania do stosowa­
nia bioinsektycydów powstałych na bazie naturalnych wrogów  ow adów  jakimi 
są bakterie, wirusy, nicienie oraz grzyby entom opatogenne [1,2]. Obecnie zna­
nych jest około 1000 gatunków grzybów owadobójczych, które mogą porażać 
ow ady [3], Jako mikoinsektycydy czy mikoakaricydy zarejestrowanych jest 13 
gatunków grzybów patogennych, przy czym w biologicznej kontroli owadów 
szkodliwych przeważają grzyby o wysokim potencjale biobójczym jak Metarhi- 
zium anisopliae i Beauveria bassiana [3-6], M. anisopliae wykorzystuje się na szeroką 
skalę do zmniejszania liczebności populacji szarańczy, koników polnych, chra­
bąszcza majowego, korników, szkodnika lasów szarka komośnika Bothynoderes 
punctiventris, stonki ziemniaczanej, jedwabnika czy nałanka czarnego Anisoplia 
austriaca [4,7-10]. W 2005 roku w Australii do biologicznej kontroli ow adów  za­
stosowano w yprodukow any z M. anisopliae preparat Green Guard™, a w 2009 
roku na wielką skalę do zwalczania szarańczy i koników polnych inny preparat 
Green Muscle™ [11]. Mikopestycydy wytw arzane są również z innych gatun­
ków grzybów entom opatogennych jak Verticillium lecanii do zwalczania mszyc, 
Hirsutella thompsonii czy opatentowany w Polsce preparat z B. bassiana. Do pro ­
dukcji biopreparatów mogą posłużyć naw et saprotrofy jak grzyb Conidiobolus 
coronatus (Zygomycota), który skutecznie poraża różnorodne gatunki owadów 
[12-14],

Badania przeprow adzone z użyciem mikroskopu elektronowego pokazują, 
iż kutikula ow adów  nie posiada na tyle dużych otworów by mogła przeniknąć 
przez nie strzępka grzyba owadobójczego [15]. Jak wiadomo, średnica samych 
porów  w kutikuli owadów wynosi 1 gm lub jest mniejsza [16], natomiast strzę­
pek grzybów ma 2-10 gm (h ttp ://en .w ik ip ed ia .o rg /w ik i/F u n g u s). Dla grzy­
bów entom opatogennych przerwanie powłok ciała insekta jest kluczowym eta­
pem  w patogenezie. Kutikula ow adów  jest nie tylko barierą oddzielającą grzyb 
od jamy ciała ow ada obfitującej w  substancje pokarmowe, ale również sama ze 
w zględu na dużą zawartość białek i chityny, stanowi znakomite źródło substan­
cji odżywczych, które patogen może wykorzystać do reprodukcji i rozwoju [17]. 
Dlatego też, aby grzyby entom opatogenne mogły pokonać barierę w postaci 
twardej kutikuli, musiały wytworzyć w toku ewolucji skuteczne m echanizmy jej 
penetracji. Stwierdzono, iż grzyby entom opatogenne infekują ow ady należące 
do różnych rodzajów jak Coleoptera, Diptera, Homoptera, Hymenoptera czy Isoptera
[18]. Mimo, trwających badań nad mechanizmem infekcji owadów, niestety na­
dal nie jest to proces w  pełni poznany i zrozum iany [19].

PRZEBIEG INFEKCJI GRZYBOWEJ

Kutikula ow adów  stanowi znakomitą barierę chroniącą ciało owada przed 
wirusami, bakteriami i pierwotniakami, nie stanowi jednak dostatecznie sku­
tecznej obrony przed entomopatogennymi grzybami i nicieniami, które w y­
kształciły mechanizmy jej aktywnej penetracji. Grzyby wykazujące aktywność
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owadobójczą spotkać można w  obrębie większości grup 
systematycznych królestwa Fungi [20]. Zdecydowana ich 
większość należy do Zygomycetes i Deuteromycetes. Wśród 
Zygomycetes najlepiej wyspecjalizowane w infekowaniu 
ow adów  są grzyby z rzędu Entomophtorales [10]. Najbardziej 
znane grzyby owadobójcze nie wykazujące specyficzności 
w w yborze właściwego żywiciela należą do grzybów nie­
doskonałych (Deuteromycetes). Przedstawicielami Deutero­
mycetes są grzyby należące do rodzajów Beauveria, Metar- 
hizium, Verticillium, Hirsutella czy Paecilomyces [10]. Do tej 
pory najlepiej przebadanym  grzybem entom opatogennym  
pod w zględem  przebiegu mikozy jest M. anisopliae. Stwier­
dzono, iż unikalny sposób niszczenia powłok ciała owadów 
zapewniają tem u grzybowi dw a czynniki: nacisk mecha­
niczny struktury inwazyjnej na kutikulę oraz produkow ane 
i uw alniane do otoczenia enzymy proteo-, chityno- i lipoli- 
tyczne degradujące kutikulę stawonogów [21].

Porażenie ow adów  przez grzyby owadobójcze składa się 
z kilku etapów  (Ryc. 1). Głównym źródłem  inwazji są za­
rodniki grzyba, z których rozwijają się strzępki inwazyjne 
[20-22] (Ryc. 1A). Praw dopodobieństw o zarażenia owadów 
grzybami entom opatogennym i zwiększa fakt, iż większość 
z nich bytuje w  glebie i na roślinach, a więc zajmuje siedli­
ska typow e również dla owadów. W przypadku owado- 
morków (Entomophthoraceae) możliwość infekcji grzybowej 
potęguje zdolność do wystrzeliwania zarodników na znacz­
ne odległości.

Bezpośredni kontakt owada z patogenem, nie gw aran­
tuje jeszcze rozpoczęcia mikozy. Proces infekcji grzybowej 
inicjuje dopiero adhezja konidiów do epikutikuli owada 
(Ryc. IB). Często infekcja rozpoczyna się w  przestrzeniach 
pom iędzy segmentami, gdzie konidia mogą się dobrze za­
kotwiczyć [15]. Stwierdzono, iż adhezja zarodników do 
epikutikuli ow adów  przebiega dwuetapowo: w  pierwszym  
udział biorą siły hydrofobowe i elektrostatyczne, w  drugim  
uczestniczą enzymy wydzielane przez grzyba oraz nisko- 
cząsteczkowe białka zwane hydrofobinami [23,24].

W arunkiem  koniecznym do w y kiełkowania zarodnika 
jest wysoka wilgotność [25] oraz źródło węgla [19,26], Źró-

z A

Rycina 1. Mechanizmy porażania owada przez grzyb entomopatogenny (zmo­
dyfikowano wg [25,29]). Oznaczenia: A - appresorium, CH - chitynazy, CS - ciała 
strzępkowe, CT - ciało tłuszczowe, ED - epiderma, EK - epikutikula, H - hemocel, 
L - lipazy, P - proteazy, PK - prokutikula, Z - zarodnik. Inne objaśnienia w tekście 
pracy.

dłem węgla dla zarodnika mogą być m.in. w ęglow odany 
jak glikogen czy trehaloza, która u M. anisopliae może do ­
starczać glukozę niezbędną we wczesnym stadium  kiełko­
w ania zarodnika [27], Uważa się, iż konidia sam e dyspo­
nują rezerwami azotu wystarczającymi do syntezy białek 
biorących udział w  procesie kiełkowania. Praw dopodobnie 
źródło węgla ma większe znaczenie podczas kiełkowania 
niż źródło azotu [19]. Dowiedziono, iż na zarodnikow anie i 
kiełkowanie grzybów owadobójczych silny w pływ  ma rów ­
nież tem peratura. W trzech izolatach Neozygites floriana, u 
których badano w różnych tem peraturach zdolność grzyb­
ni do zarodnikowania oraz zdolność zarodników  do kieł­
kowania stwierdzono, iż istnieją optymalne tem peratury 
zarówno zarodnikowania (25°C), jak i kiełkowania grzybni 
(25°C i 29°C) [28].

U niektórych grzybów entom opatogennych, jak np. u 
Uromyces appendiculatus czy M. anisopliae, penetracja kutiku- 
li ow ada poprzedzona jest wytworzeniem  przez kiełkują­
cy zarodnik przylgi zwanej appresorium  (Ryc. IB) [25,29], 
A ppresorium  to twór wielokomórkowy, bardzo ściśle 
przylegający do kutikuli ow ada i ułatwiający przerwanie 
powłok jego ciała poprzez mechaniczny na ściany kutikuli. 
W początkowej fazie infekcji enzymy degradujące okrywy 
ciała owadów wytw arzane są na terenie appresorium  [30]. 
Niektóre gatunki grzybów owadobójczych jak Conidiobolus 
coronatus nie tworzą appresorium , a z kiełkującego zarod­
nika bezpośrednio powstaje strzępka inwazyjna zdolna do 
penetracji kutikuli owada. Rosnąca strzępka grzyba wyw ie­
ra nacisk na epikutikulę ow ada i wydziela znaczne ilości en­
zym ów proteo-, chityno- i lipolitycznych, które trawią po­
szczególne kom ponenty kutikuli (Ryc. IB) [17,31]. Produk­
ty uwalniane podczas hydrolizy enzymatycznej stanowią 
pokarm  dla grzyba. W zależności od wrót infekcji strzępka 
inwazyjna przeryw a okrywy ciała żywiciela, tchawki, jelita 
lub układ rozrodczy. Rosnąca strzępka infekcyjna po poko­
naniu ostatniej bariery w postaci epidermy, przedostaje się 
do jamy ciała owada (hemocel) i nam naża się [3] (Ryc. 1C). 
Odróżnicowuje się następnie na ciała strzępkowe (okryte 
ścianą komórkową) jak u grzyba M. anisopliae lub na tzw. 
protoplasty (pozbawione ściany komórkowej) jak w  przy­
padku grzyba C. coronatus. Zarówno ciała strzępkowe, jak 
i protoplasty charakteryzuje brak reszt cukrowych na po­
wierzchni, co pozwala ominąć patogenowi bariery obronne 
owada, gdyż cukrowe kom ponenty rozpoznaw ane są przez 
układ obronny insekta jako ciało obce. Mimo, iż w począt­
kow ym  etapie mikozy struktury inwazyjne grom adzą się 
tylko wokół miejsca infekcji, to jednak w bardzo szybkim 
czasie dochodzi do kolonizacji jamy ciała zaatakowanego 
ow ada (Ryc. ID). U niektórych entom opatogenów ciała 
strzępkowe tworzą tzw. blastospory, swobodnie krążące w 
hemolimfie, wytwarzające następnie drugorzędow e strzęp­
ki zasiedlające tkanki żywiciela. Kolonizację umożliwia 
rozprzestrzenienie się ich w ciele ow ada w raz z hemolimfą
[15]. Grzyb zajmuje odwłok, głowę lub inne tkanki: u  En- 
tomophtora weberi Flakon, pasożyta larw Raphidia ophiopsis 
Weber grzyb infekuje tylko odwłok, podczas gdy infekcja £. 
muscae obejmuje całe ciało.

Postępujący proces infekcji prow adzi do destrukcji ciała 
żywiciela poprzez penetrację i mechaniczne uszkodzenia 
jego narządów  wewnętrznych, wyczerpywanie substancji 
pokarm owych skum ulowanych w  hemolimfie ow ada oraz
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uwalnianie toksyn (na schemacie toksyny zaznaczone są 
jako czerwone kropki wokół ciał strzępkowych, CS) [12,14], 
Boguś i Szczepanik [32] stwierdziły udział mikotoksyn grzy­
ba C. coronatus już w  początkowej fazie infekcji owadów. O 
udziale toksyn grzybowych w patogenezie świadczy fakt, iż 
zmiany patologiczne w tkankach ofiary pojawiają się, zanim 
tkanki te zostaną zaatakowane przez entom opatogena [25], 
Zarażone ow ady giną z pow odu rozwijającego się grzyba 
i jego metabolitów. W wyniku postępującej mikozy ciało 
owada, staje się miękkie i zwiotczałe, stanowiąc zawiesinę 
kropel tłuszczu i s truktur patogenu. W końcu strzępki szyb­
ko absorbują płyny z w nętrza ciała owada, przez co ciało 
ofiary zmienia swoją konsystencję ze zwiotczałej i miękkiej 
w  twardą. Jest to faza mumifikacji ciała owada.

Etapem końcowym patogenezy jest saprotroficzny 
wzrost grzyba na ciele zaatakowanego ow ada i w ytw orze­
nie struktur służących do nam nażania się (Ryc. 1E). Ciało 
ofiary pokrywają liczne konidia zdolne do infekowania 
kolejnego owada [3]. Etap sporulacji może przebiegać w e­
w nątrz ciała owada (ciała strzępkowe lub komórki grzyba 
przypominające strzępki po sprzęgnięciu się ze sobą tworzą 
zygospory) lub na zewnątrz (patogen ponow nie wytraw ia 
dziury w  oskórku ofiary, przez które „wydostaje się" na ze­
w nątrz jego ciała i tworzy konidiofory) [10]. Grzyb jest już 
gotowy do kolejnego cyklu infekcji.

ENZYMY GRZYBÓW OWADOBÓJCZYCH

Grzyby owadobójcze mogą porażać stawonogi, gdyż w 
przeciwieństwie do bakterii i w irusów, nie m uszą być spo­
żyte z pokarm em  [19], a o pow odzeniu mikozy decyduje 
zdolność do bezpośredniego ataku kutikuli [3]. To właśnie 
enzym y trawiące okrywy ciała owadów tw orzą dogodne 
wrota do wrośnięcia strzępki inwazyjnej w  kutikulę [20]. 
Dzięki enzym om  grzyb może pokonać tw ardą barierę w po­
staci kutikuli, która odgradza go od obfitującej w  substancje 
pokarm owe hemolimfy [33], Enzymy hydrolityczne proteo-, 
chityno- i lipolityczne wytw arzane przez grzyb podczas mi­
kozy są uznaw ane za kluczowy czynnik wirulencji grzybów 
owadobójczych [34], Kutikula ow adów  składa się z wosku, 
lipidów, białek i chityny [20]. Najbardziej zew nętrzną w ar­
stwą kutikuli jest epikutikula (bardzo cienka 1-3 pm), po­
kryta przez warstwę cementu i wosków [26]. Pod kutikulą 
znajdują się kolejne warstwy: prokutikula i epiderm a [19]. 
Szacuje się, iż w kutikuli stawonogów przeważają białka, 
a chityna stanowi 25-50% wszystkich pozostałych składni­
ków kutikuli [20]. Z uwagi na dominujący udział białek w 
kutikuli owadów, uważa się, iż jako pierwsze atakują okry­
wy ciała insektów proteazy odsłaniając chitynowe fibrylle, 
które mogą być następnie trawione przez chitynazy. Naj­
mniej znaczącą rolę w  patogenezie przypisuje się enzym om  
lipolitycznym.

ROLA PROTEAZ

Proteazy są licznie wytw arzane przez grzyby ow ado­
bójcze, nicienie, ssaki czy owady [35], Spośród wszystkich 
enzym ów to proteazy uważa się za najważniejszy czynnik 
decydujący o wirulencji grzybów owadobójczych. Proteazy 
[EC 3.4.-.-], jak powszechnie w iadom o to enzymy proteoli­
tyczne mające zdolność hydrolizy wiązania peptydowego. 
W zależności od jego położenia w  polipeptydzie enzymy 
proteolityczne dzielimy na endo- i egzoproteazy, natomiast

ze względu na rodzaj centrum  aktywnego klasyfikuje się je 
na: proteazy aspartylowe, cysteinowe, glutaminowe, meta- 
loproteazy, asparaginowe, serynowe, treoninowe i proteazy 
o nieznanym  mechanizmie katalizy (h ttp ://m ero p s .san g er . 
ac.uk).

W patogenezie całkowita degradacja białkowych kom ­
ponentów  kutikuli owadów możliwa jest dzięki synergicz- 
nem u działaniu licznych endo- i egzoproteaz. Endopepty- 
dazy hydrolizują wiązania peptydow e w ew nątrz łańcucha 
polipeptydowego białek na fragmenty peptydow e o różnej 
długości, które z kolei są substratem  dla egzoproteaz hydro- 
lizujących je do wolnych aminokwasów. Egzoproteazy od- 
szczepiające skrajne N- i C-końcowe reszty aminokwasowe 
są klasyfikowane jako am inopeptydazy i karboksypeptyda- 
zy. Uwolnione dzięki zharmonizowanej aktywności prote­
az aminokwasy są następnie wykorzystywane przez grzyb 
w  jego procesach metabolicznych.

Uważa się, iż to właśnie ilość i rodzaj proteaz decyduje o 
zjadliwości entom opatogenów [29]. Potwierdza to fakt, iż u 
m utantów  grzyba M. anisopliae wykazujących deficyt enzy­
mów proteolitycznych zaobserwowano spadek zjadliwości 
[36]. Dotychczas najlepiej scharakteryzowane zostały pro ­
teazy wytw arzane przez grzyb M. anisopliae oraz w  mniej­
szym stopniu przez B. bassiana. U M. anisopliae wykryto kil­
ka endoproteaz: pierwszą (Prl), drugą (Pr2), czwartą (Pr4), 
metaloproteazę oraz proteazę trzecią (Pr3) [17],

Proteaza P rl została zaklasyfikowana do proteaz sery- 
nowych i produkow ana jest w  znacznych ilościach podczas 
formowania appresorium  oraz przez strzępki penetracyj- 
ne [29]. Uważa się, iż P r l odgryw a znaczącą rolę podczas 
patogenezy, na co wskazuje obecność enzym u w kutikuli 
ow adów  zaatakowanych przez grzyb M. anisopliae, szerokie 
spektrum  specyficzności substratowej (kazeina, kolagen, 
elastyna, albumina bydlęca) oraz wysoka aktywność wobec 
białek kutikularnych [37], P rl posiada masę cząsteczkową 
równą 28,6 kDa. W ystępuje w  postaci czterech izomerów, 
o zróżnicowanych pi w zakresie od 9,0 do 10,2. P r l uzna­
w ana jest za jeden z najważniejszych czynników wirulencji 
zarówno u M. anisopliae [38,39], Cordyceps sinensis [40] jak i 
u B. bassiana [41],

Pr2 to kwaśna proteaza hydrolizująca białka, w  skład 
których wchodzą wiązania tworzone przez reszty argini­
ny i lizyny. Enzym ten, podobnie jak P rl, zidentyfikowano 
w kutikuli zainfekowanych ow adów  [37] oraz w filtratach 
postinkubacyjnych grzyba M. anisopliae, w których Pr2 w y­
stępuje w  wielu izomerycznych formach [30],

W w arunkach in vitro kutikula owadów indukuje syntezę 
proteaz grzybowych. Freimoser i wsp. [42] w  badaniach z 
wykorzystaniem  grzyba C. coronatus stwierdzili, iż zarów ­
no niezesklerytyzowana kutikula z Manducta sexta, jaki i ze- 
sklerytyzowana z karalucha Blaberus giganteus indukują u 
tego entom opatogena w ytw arzanie znacznych ilości prote­
az. To wskazuje, że naw et fakultatywne grzyby owadobój­
cze mają bardzo „plastyczny" aparat enzymatyczny zdolny 
do w ytw arzania różnorodnych enzymów w odpowiedzi 
na zróżnicowane źródła pokarm u, takie jak chociażby ciała 
owadów.

Prowadzone w ostatnich latach badania nad mechani­
zm em  porażania u M. anisopliae wskazują, że same zarod­
niki grzyba wytwarzają enzymy proteo-, chityno- i lipoli-
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tyczne. W spomniani Santi i wsp. [43] wykazali obecność w 
zawiesinie zarodników wielu enzym ów proteolitycznych 
(przeważającą ich pulę stanowiły w łaśnie P rl i Pr2), ponad ­
to siedmiu różnych enzym ów chitynolitycznych i dwóch 
enzymów lipolitycznych. Segers i wsp. [44] stwierdzili, iż 
P rl obecna w  zarodnikach M. anisopliae zdolna jest do hy­
drolizy krótkich kwasów tłuszczowych, a zatem  może brać 
udział w początkowej fazie adhezji zarodników  poprzez 
modyfikację powierzchni kutikuli owadów. Kolejny dow ód 
kluczowej roli P rl w  patogenezie to fakt, iż w irulentne koni- 
dia wykazują bardzo wysoki poziom transkrypcji genu ko­
dującego ten enzym  [39,45]. Aktywność proteazy serynowej 
P rl jest 4 razy wyższa niż aktywność proteazy trypsynopo- 
dobnej Pr2 [43],

Innym enzymem, którego obecność stw ierdzono w  filtra­
tach pohodowlanych M. anisopliae była proteinaza cysterno­
wa Pr4. Enzym ten posiada masę cząsteczkową rów ną 26,7 
kDa i pi na 4,6. Niższa efektywność działania proteaz Pr2 i 
Pr4 w porów naniu z P rl (odpowiednio 21 i 51 % aktywności 
Prl), sugeruje, iż ich nadrzędną rolą jest regulacja aktyw no­
ści proteazy P rl podczas mikozy. W ykazano, że grzyb M. 
anisopliae wytw arza również trzy izoformy metaloproteazy, 
które hydrolizują identyczne wiązania peptydow e jak P rl; 
aktywność tych białek ulega zaham ow aniu przez typowe 
dla metaloproteaz specyficzne inhibitory: 1,10-fenantrolinę 
lub fosforamidon [30]. Badania St Leger i wsp. [31,46,47] 
wykazały, iż wzrost grzyba M. anisopliae na kutikuli ow a­
dziej przyczynia się do syntezy przez patogen kilku egzo- 
peptydaz (liczne izoenzymy am inopepydazy, dipeptydy- 
lopeptydaza o masie cząsteczkowej równej 74 kDa czy 30 
kDa karboksypeptydaza), a środowisko kwaśne stymuluje 
entomopatogena do wytw arzania proteaz asparaginowych.

B. bassiana, również w ytw arza proteazy sery no we zarów ­
no nisko-, jak i wysokocząsteczkowe [48], których synteza 
zależna jest od źródła azotu. Obecność proteaz sery nowych 
podobnych do P rl i Pr2 w ytw arzanych przez M. anisopliae 
odnotowano także u takich entom opatogenów jak Beauveria 
brongniartii [49], Verticillium lecanii, Nomuraea ńleyi, Ascher- 
sonia aleyrodis czy u grzybów należących do Entomophthora- 
ceae [37],

Kolejną proteazą serynową, której przypisuje się znaczą­
cą rolę w  porażaniu ow adów  jest elastaza. Enzym ten nale­
ży do endoproteaz i katalizuje hydrolizę w iązań peptydo- 
wych tworzonych przez resztę alaniny (Ala). Stwierdzono, 
iż przeważającą pulę białek kutikuli ow adów  stanowią wła­
śnie białka zawierające wiele reszt alaninowych [46], a Ala 
w niektórych białkach kutikularnych stanowić może nawet 
44% wszystkich aminokwasów, tak jak u Locusta migrato­
ria. Na poziom aktywności elastazy duży w pływ  ma rodzaj 
zarodników, z których pochodzi hodowla. Jak pokazują ba­
dania Czygier i wsp. [50], kolonie grzyba C. coronatus o ni­
skiej wirulencji produkują więcej chitynaz i lipaz, natomiast 
aktywność elastolityczna tych kolonii jest znacznie niższa 
niż aktywność kolonii o wysokiej wirulencji. Bania i wsp. 
[51] z m edium  poinkubacyjnego w spom nianego C. corona­
tus wyizolowali również proteazę serynową o masie 30-32 
kDa. Enzym wykazywał aktywność podobną do subtylizy- 
ny i stabilność w szerokim zakresie pH. Z kolei Bidochka i 
Kchahatourians [48] otrzymali zewnątrzkom órkową prote­
azę z B. bassiana, która posiadała optymalne pH  8,5 i masę
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cząsteczkową 35 kDa. Enzym hydrolizował elastynę, żelaty­
nę, kazeinę i był inaktywowany w 50°C.

Obecnie uw aża się, iż dominującą rolę we wczesnych eta­
pach mikozy odgrywają proteazy trypsynopodobne i subty- 
lizyny [38,42]. W przeciwieństwie do proteaz serynowych, 
proteazy asparaginowe nie aktywują układu oksydazy po- 
lifenolowej zaatakowanego osobnika [47],

Badania prow adzone przez St. Leger i wsp. [23] nad P rl 
z M. anisopliae wykazały, iż enzym  ten ma wysoki ładunek 
dodatni. Uważa się, iż proteaza P rl z M. anisopliae adsorbuje 
się na kutikuli szarańczy tworząc niespecyficzne wiązania 
elektrostatyczne m iędzy dodatnim i grupam i, a ujemnie 
naładow anym i grupam i -CO O  kwasu glutam inowego i 
asparaginowego obecnymi w kutikuli szarańczy. Podob­
ny mechanizm adsorpcji proteaz zasadowych na kutikuli 
szarańczy u innych entom opatogenów takich jak V. lecanii 
i B. bassiana odkryli Bidochka i Khachatourians [52]. Jak 
tw ierdzą przytoczeni badacze, proteolizę zapoczątkowuje 
przyłączenie się centrum  aktywnego enzym u do grup kar­
boksylowych zlokalizowanych w ujemnie w  naładow anych 
rejonach kutikuli.

Proteazy grzybów entom opatogennych hydrolizują nie 
tylko kom ponenty kutikuli owadów, ale mają również 
zdolność hydrolizy białek przeciwgrzybowych obecnych 
w  epidermie owadów. Przem awia za tym  fakt, iż wysokie 
stężenie lizozymu indukowało u B. bassiana i M. anisopliae 
syntezę proteaz trawiących to anty mikrobowe białko [53].

ROLA CHITYNAZ

Badania nad mechanizmem porażania ow adów  przez 
grzyby owadobójcze, wskazywały, że o wirulencji B. bas­
siana czy Nomuraea rileyi, przynajmniej w  części, decydują 
chitynazy grzybowe [54,55]. Świadczy o tym  fakt, iż jak 
donoszą niektórzy badacze, m utanty entom opatogenne 
o zmniejszonej syntezie enzym ów chitynolitycznych, ce­
chowała zredukow ana wirulencja [54]. Enzymy chityno- 
lityczne, zwane powszechnie chitynazami to hydrolazy 
glikozydowe [EC 3.2.1.-.], a więc katalizujące hydrolizę 
wiązania P-1,4 glikozydowego w chitynie [56]. Mimo, iż 
nom enklatura enzym ów chitynolitycznych jest nadal peł­
na niejasności, to w ich obrębie wyróżnia się: endochity- 
nazy i egzochitynazy [56]. Endochitynazy [EC 3.2.1.14] 
hydrolizują w sposób przypadkow y wiązania P-1,4 gli­
kozydowe we w nętrzu cząsteczki chityny uwalniając roz­
puszczalne oligomery N-acetyloglukozaminy, które z ko­
lei są substratami dla egzochitynaz. W śród egzochitynaz 
decydujące znaczenie w  mikozie mają chitobiozydaza i 
N-acetyloglukozaminidaza. Chitobiozydaza [EC 3.2.1.29] 
hydrolizuje oligomery N-acetyloglukozaminy na dimery, 
które z kolei N-acetyloglukozaminidaza [EC 3.2.1.30] hy­
drolizuje do m onomerów N-acetyloglukozaminy. Powstała 
N-acetyloglukozamina może być ostatecznie metabolizo­
w ana do C 0 2, H 20  i N H r  Chitynazy zalicza się do 18,19 i 20 
rodziny, przy czym większość chitynaz grzybowych należy 
do rodziny 18 [56], Ostatnio chitynazy rodziny 18 podzielo­
no na trzy podgrupy: A, B i C [57], Z uw agi na fakt, iż chity- 
na stanowi drugi co do wielkości składnik kutikuli owadów, 
to za kolejne enzymy, istotne w  jej degradacji uznaw ane są 
chitynazy. Całkowita hydroliza chityny wymaga jednak 
działania licznych endo- i egzochitynaz [15]. Mimo prow a­
dzonych badań, rola enzym ów chitynolitycznych w  pato­
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genezie nadal nie jest w  pełni poznana. Generalnie, masy 
cząsteczkowe poznanych chitynaz grzybowych mieszczą 
się w  zakresie 27-190 kDa, a ich pi wynosi 3-8 [56]. Pomi­
mo, iż obecność enzym ów chitynolitycznych stwierdzono 
u większości przebadanych grzybów owadobójczych, to 
niestety niewiele ich scharakteryzowano. Spośród całej puli 
chitynaz najdokładniej przebadano enzymy pochodzące z 
grzyba owadobójczego M. anisopliae. Dotychczas udało się 
scharakteryzować zaledwie sześć chitynaz w ytw arzanych 
przez tego entomopatogena: białko o masie 30 kDa, kilka 
endochitynaz: 33 kDa; dwie chitynazy 43,5 i 45 kDa o analo­
gicznej sekwencji N-końca, enzym o masie cząsteczkowej 60 
kDa, posiadający aktywność endo- i egzochitynazy (pH 5) 
oraz 110 kDa N-acetyloglukozaminidazę [22]. Scharaktery­
zowano trzy geny biorące udział w  syntezie chitynaz: chitl, 
chit2 i chit3 [22].

Obecność dwóch N-acetyloglukozaminidaz stwier­
dzono w m edium  postinkubacyjnym B. bassiana: N- 
acetyloglukozaminidazę 1 o masie cząsteczkowej równej 
97 kDa oraz N-acetyloglukozaminidazę 2, która jest bar­
dziej termolabilna i jest heterodim erem  zbudow anym  z 
podjednostek o masie 64 i 66 kDa. Jak się okazało, oba en­
zymy wykazują maksymalną aktywność w pH  5 [58,59]. 
Również Havukkala i wsp. [60] z filtratów pohodowla- 
nych B. bassiana wyizolowali 45 kDa chitynazę. Przewa­
żającą pulę spośród wyizolowanych i scharakteryzowa­
nych grzybowych N-acetyloglukozaminidaz stanowią N- 
acetyloglukozaminidazy grzybów strzępkowych [61],

Stwierdzono, iż grzyby owadobójcze mogą wytwarzać 
różne chitynazy w zależności od rodzaju zastosowanego 
substratu, a więc gatunku owada, z którego pochodzi chity- 
na czy kutikula [34], Powszechnie wiadomo, iż u  grzybów, 
chityna jest znaczącym ilościowo kom ponentem  ściany ko­
mórkowej, dlatego też grzyby entom opatogenne w ytw arza­
ją także enzymy chitynolityczne, które nie biorą udziału w 
porażaniu owadów, a modelują i remodelują ścianę kom ór­
kową (kiełkowanie, wzrost strzępek, autoliza). Obecność 
takich chitynaz stwierdzono u grzybów z rodzajów, m.in.: 
Mucor, Candida czy Fusarium [62-66], Brak jest jednoznacz­
nych danych, które tłumaczyłyby jak grzyby rozpoznają 
różne źródła chityny i jak w pływ a to na regulację chitynaz 
[57]. Większość badań nad regulacją i funkcją enzym ów 
chitynolitycznych dotyczy niektórych gatunków  grzybów 
strzępkowych [57], Ostatnio zasugerowano, iż za remode- 
lowanie ściany komórkowej u grzybów mogą być odpow ie­
dzialne chitynazy należące do podgrupy B [57],

ROLA LIPAZ

Lipazy czyli acylohydrolazy triacyloglicerolowe [EC
3.1.1.3] to hydrolazy serynowe [21], których triadę katali­
tyczną tworzą Ser-Asp-His, podobne do triady proteaz se- 
rynowych (http:/  / w w w .uw m .edu.pl/ w nz/ KBZ/ Lipazy/  
triada.html). Główną funkcją tych enzym ów jest hydroliza 
w iązań estrowych triacylogliceroli (TAG) do wolnych kw a­
sów tłuszczowych, diacylogliceroli (DAG), monoacyloglice- 
roli (MAG) oraz glicerolu.

Enzymy lipolityczne stanowią jak do tej pory najmniej 
przebadaną grupę enzymów w ytwarzanych przez grzy­
by owadobójcze, a ich rola w  patogenezie ow adów  jest jak 
dotąd najmniej poznana [21,30]. Przypuszcza się, iż odpo­
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wiedzialne są za rozpuszczanie wosków pokrywających 
kutikulę ow adów  oraz biorą udział w  hydrolizie lipidów 
i lipoprotein. Najbardziej zewnętrzną w arstw ą w epikuti- 
kuli owadów i zarazem pierwszą linią obrony przeciwko 
grzybom owadobójczym jest w arstw a lipidowa [19], Obec­
nie uw aża się, iż dzięki lipazom wzrasta adhezja struktur 
inwazyjnych grzyba owadobójczego do kutikuli. Uwalnia­
ne na drodze lipolizy kwasy tłuszczowe obecne w kutikuli 
stawonogów potęgują oddziaływania hydrofobowe między 
grzybem owadobójczym a kutikulą, a to wzmacnia adhezję 
patogenu do kutikuli ow ada [43]. Niestety, nadal niewiele 
jest prac dotyczących enzym ów lipolitycznych wyizolowa­
nych z grzybów entomopatogennych. Znaczną pulę lipaz 
grzybowych stanowią enzymy z grzybów fitopatogennych 
z rodzajów Botrytis, Rhizopus, Pénicillium, Aspergillus i Geo- 
trichum [67-69], W spomniani już Silva i wsp. [21] wyizolo­
wali z M. anisopliae lipazę o masie cząsteczkowej 66 kDa i 
pi 5,6. Enzym w ykazywał optym alną tem peraturę działa­
nia 30°C i był stabilny w  zakresie pH  3-6. U Nomuraea rileyi 
wyizolowano ostatnio lipazę o masie cząsteczkowej 81 kDa. 
Enzym ten nie wykazywał homologii do znanych obecnie 
enzym ów lipolitycznych. Optym alne pH  i tem peratura ak­
tywności wyizolowanej lipazy wynosiły odpow iednio 8 i 
35°C [70],

Spośród innych enzym ów grzybów owadobójczych San- 
ti i wsp. [43] z konidiów M. anisopliae wyizolowali ostatnio 
fosfolipazę C. Jest to pierwsze doniesienie o występow aniu 
tego enzym u u M. anisopliae. Fosfolipazy niszczą fosfolipi­
dy będące składnikami błon kom órkowych owadów, co 
powoduje zaburzenie w  funkcjonowaniu komórek stawo­
noga. Fosfolipaza u wielu mikrobiologicznych patogenów 
zaliczana jest do czynników wirulentnych. Kolejnymi en­
zymami zidentyfikowanymi u M. anisopliae była katalaza 
i peroksydaza. Są to enzymy chroniące przed reaktywnym i 
formami tlenu. Jak stw ierdzono enzymy te w ytw arzane są 
pod w pływ em  promieni UV-A i UV-B oraz ciepła, a więc 
chronią grzyba owadobójczego przed niekorzystnymi w a­
runkam i środowiska zewnętrznego [43].

PODSUMOWANIE

Uodparnianie się ow adów  na klasyczne insektycydy to 
pow ażny problem ekologiczny i ekonomiczny. Jednym z po­
w odów  dlaczego stawonogi uodparniają się na insektycydy 
jest ich zdolność do syntezy enzym ów odpowiedzialnych 
za degradację i detoksykację ksenobiotyków pochodzących 
z różnych źródeł. A lternatywą dla chemicznych pestycy­
dów mogą być biopreparaty wytworzone na bazie grzybów 
owadobójczych. Grzyby entom opatogenne jako naturalni 
wrogowie owadów, w toku ewolucji wytworzyły skutecz­
ne mechanizmy penetracji kutikuli stawonogów oparte na 
mechanicznym nacisku strzępki inwazyjnej oraz w ydzie­
laniu licznych enzym ów proteo-, chityno- i lipolitycznych, 
które trawiąc poszczególne kom ponenty kutikuli owadów 
ułatwiają strzępce penetrującej osiągnięcie hemocelu ofiary. 
By jednak skutecznie wykorzystać ten unikalny mechanizm 
pokonywania kutikuli, należy w pełni poznać proces pato­
genezy. Wiadomo, iż o pow odzeniu całego procesu infekcji 
decyduje pierwsze stadium , a więc penetracja przez kuti­
kulę. Należy podkreślić, iż jako pierwsze w patogenezie 
kontakt z kutikulą mają enzymy w ytw arzane przez grzyba 
owadobójczego. Tylko skoordynowane ich działanie jest w
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stanie przełamać tw ardą i trudną do sforsowania barierę 
w postaci kutikuli, naw et niezależnie od jej składu. Dlate­
go też przyszłościowym wyzw aniem  staje się poznanie roli 
jaką pełnią enzymy grzybów owadobójczych zwłaszcza w  
pierw szym  etapie mikozy. Dopiero wówczas będzie moż­
liwa aplikacja zdobytej w iedzy do produkcji bezpiecznych 
dla środowiska mikoinsektycydów i zmniejszenia w  ten 
sposób liczebności populacji ow adów  szkodliwych.
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ABSTRACT
Entomopathogenic fungi have a great potential in biological control of insect pest population. Fungal pathogens are promising source of 
insecticides and notable alterative to chemical pesticides. These fungi possess a unique mechanism of insects paralysis. As natural enemies 
of insects they attack direct host cuticle via a combination of mechanical pressure and cuticle-degrading enzymes. Entomopathogenic fungi 
produce several proteo-, chitino- and lipolytic enzymes, which are accepted as key factors in insect mycosis. The role of extracellular enzymes 
in pathogenesis is still not well understood. Profound understanding the mechanisms of insect paralysis by entomopathogenic fungi will 
help in the production of safer for environment and more efficiency mycoinsecticides.

Postępy Biochemii 57 (1) 2011 121http://rcin.org.pl



52nd International Conference on the 
Bioscience of Lipids 

Expanding the Horizons of Lipidomics

30th August - 3rd September 2011, Warsaw, Poland

Oral sessions:
Lipids in molecular medicine 

Lipids in regulation of gene expression 
Lipids in signaling and intracellular trafficking 

Membrane microdomains, lipid binding proteins and membrane repair 
Lipid modifications of macromolecules 

Isoprenoid lipids 
Lipid - protein interactions

Invited
Peter J. Quinn, London 
James Ntambi, Madison 

Jean E. Vance, Edmonton 
Thomas W. Gettys, Baton Rouge 

Christian Wolfrum, Zürich 
Jan Kopecky, Prague 

Frank J. Gonzalez FJ, Bethesda 
Elina Ikonen, Helsinki 

Shun-ichi Nakamura, Kobe 
Laszlo Vigh, Szeged 

Volker Gerke, Muenster

speakers:
Annette Draeger, Bern 

Li Peng, Beijing 
Jun-ichi Inokuchi, Sendai 

Kirill Alexandrov, Dortmund 
Lawrence Marnett, Nashville 
Michel Rohmer, Strasbourg 

Po Huang Liang, Taipei 
Gustav Dallner, Stockholm 

Toon de Kroon, Utrecht 
Amitabha Chattopadhyay, Hyderabad 

Michel Lagarde, Lyon

»
I N S T I T U T E  

OF BIOCHEMISTRY 

AND BIOPHYSICS
POLISH ACADEMY 

O F  S C IE N C E S

Registration  
Early registration t i l l  April 30, 2011 
Late registration from  May 01, 2011

Abstracts:
Submission deadline May 01, 2011

http://www. icbl-2011 .org
nencki institute

of experimental biology
http://rcin.org.pl

http://www


agagÿÊÊ

Bezpieczny barwnik do barwienia żeli agarozowych!
M idori Green DNA S ta in  jest bezpieczną alternatywą dla kancerogennego bromku etydyny. Jest równie czuły, 
a procedura barwienia żeli agarozowych odbywa się w ten sam sposób. Midori Green DNA Stain emituje zielone światło 
po związaniu z DNA lub RNA. Posiada dwa drugorzędowe szczyty ekscytacji (~300 nm, 400 nm) oraz jeden silny 
~ 500 nm. Emisja fluorescencji następuje w obrębie ~540 nm, dzięki temu Midori Green DNA Stain jest kompatybilny 
z wieloma urządzeniami wizualizującymi.

Rys.l Żel agarozowy barw iony przy pom ocy Midori Green DNA Stain (A) 
oraz b rom ku  e tyd yny  (B).

Bezp ieczeństw o : Aby ocenić potencjalną genotoksyczność, Midori Green DNA Stain został przetestowany 
w jąderkach szpiku kostnego myszy. Wynik był negatywny w przeciwieństwie do bromku etydyny oraz innych barw­
ników. Oprócz tego Midori Green został poddany testowi na aberracje chromosomowe. Midori Green jest niekance- 
rogenny i na podstawie wyników testu Ames'a, można stwierdzić, że powoduje znacznie mniej mutacji niż bromek 
etydyny Rys.2.

Midori Green BEB

0,1 0 ,2 5  0 ,5  1,0 2 ,5  5 ,0

W spółczynnik  m utagenny Midori Green oraz brom ku e tydyny 
(p g /p ły tkę )  z m etabo liczną aktywacją.

Rys.2 Podsumowanie w yników  testu Ames'a. S topień m u ta ­
geniczności M idori Green i b rom ku e tydyny  z ak tyw acją  
metaboliczną (S9) w oznaczeniu mutageniczności TA98: 
dawka-odpowiedź. Na podstaw ie w yników  testu Ames'a  
można stw ierdzić, że M idori Green powoduje  znacznie m n ie j 
m u tac ji niż b rom ek etydyny.

Usuwanie : Midori Green nie jest sklasyfikowanyjako substan - 
cja niebezpieczna, dlatego może być bezpiecznie usuwany do 
sieci kanalizacyjnej lub jako zwykły śmieć. Odpady muszą być 
usuwane zgodnie z obowiązującymi na danym terytorium prze­
pisami środowiskowymi.

In fo rm a c je  do zam ów ien ia :

Nr kat. Produkt Wielkość

MG01 Midori Green 50 pi

MG02 Midori Green 1 ml
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ProteoExtract Subcellular Proteome 
Extraction Kit (S-PEK)

ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit (S-PEK) przeznaczony 

jest do szybkiej i powtarzalnej ekstrakcji proteom ów subkomórkowych z 

tkanek ssaków oraz adherentnych i zawiesinowych ku ltu r komórkowych.

•  Otrzymywane są cztery frakcje białek z jednej próbki: cytosol; 

błony/organelle; jądro; cytoszkielet.

•  Szybka procedura -  tylko 2 godz. (w tym 45 minut pracy manualnej).

•  Wysoko powtarzalne wyniki.

•  Nie jest wymagane ultrawirowanie próbek.

•  Współdziała z następującymi dalszymi aplikacjami: 1 D i 2D PAGE, SELDI, 

ELISA, immunoblotting, badania aktywności oraz mikromacierze białkowe.

Obraz

m ikroskopowy

Cytoszkielet Jądro 

aktyna jąderko

Błony/

organelle

m itochondria Cytosol

- J . Ä
JÜ- wj*

/ 'H i

; " ' ; aES Frakcja cytosolowa 

(FI)

Frakcja cytoszkie letu 

(F4)

Frakcja b łony/organelle  

(F2)

Frakcja jąd row a

(F3) Ekstrakcja frakcji subkomórkowych z linii

A-431 komórek adherentnych, z użyciem 

zestawu S-PEK. W celu w izualizacji frakcji 

użyto: F1 -  rekombinowane GFP;

F2 - MitoTracker* i ER-Tracker™;

F3 -  DAPI; F4 -  ang. phalHeidin.

Calbiochem

Novagen®

Merck Sp. z o.o.

Aleje Jerozolimskie 178 

0 2 -4 8 6  Warszawa 

tel.: 022 53 59 770 

fax: 022 53 59 945  

dzial.handlowy@merck.pl 

www.merck-chemicals.pl

i

.MERCK
I I

http://rcin.org.pl

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

	SPIS TREŚCI



